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Efeitos no duodeno de ratos Wistar machos expostos ao herbicida glifosato
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Resumo: Com o crescente aumento do comércio de agrotoxicos, o herbicida glifosato vem
sendo um dos mais utilizados em todo o mundo. Estudos comprovam efeitos tdxicos em
humanos, como irritacdo ocular e dérmica, problemas cardioldgicos, alteracfes respiratérias e
digestivas, e diminuicdo das funcdes renais e hepaticas. Porem ndo ha informacdes sobre seus
efeitos no duodeno. Assim, esse estudo avaliou a acdo do glifosato na morfologia das células
duodenais de animais expostos ao herbicida. Para tanto, utilizou-se 30 ratos machos, com
aproximadamente 60 dias de idade divididos em 3 grupos, um controle e dois grupos
experimentais, os quais receberam 0, 0,346 e 1,73 pl/ 0,25ml por kg/PV, respectivamente. A
morte dos animais ocorreu 90 dias ap6s o inicio do tratamento, para posterior analise de sua
histologia. Os resultados demonstraram que as vilosidades intestinais se apresentaram
normais, porém, observaram-se alteraces nas criptas de Lieberkihn.
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Effects on the duodenum of Wistar rats exposed to glyphosate

Abstract: With the increasing commercial pesticide, herbicide glyphosate has been the most
used worldwide. Studies show toxic effects in humans, such as eye and skin irritation, cardiac
problems, respiratory and digestive disorders, and decreased renal and hepatic function.
However there is no information on its effects in the duodenum, so this study evaluated the
action of glyphosate in the morphology of duodenal cells of animals exposed to the herbicide.
For this purpose, we used 30 male rats approximately 60 days of age divided into 3 groups,
one control and two experimental groups which received 0, 1.73, and 0.346 uL / 0.25ml per
kg / BW, respectively. The animals death occurred 90 days after initiation of treatment for
analysis of their histology. The results showed that normal intestinal villi presented, however,
changes were observed in the crypts of Lieberkihn.
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Introducéo
Nos ultimos anos o comércio de agrotoxicos vem crescendo consideravelmente, ja que
0 uso da maioria dos herbicidas ndo impede o crescimento de ervas daninhas na agricultura.
O glifosato € o herbicida de maior utilizacdo mundial, visto que & muito eficiente no
exterminio dessas plantas (AMARANTE JR; SANTOS, 2002).
O glifosato é classificado como um herbicida sistémico, pos-emergente, nao seletivo,
derivado da glicina (GALLI; MONTEZUMA, 2005). Segundo a Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2010), os herbicidas sdo classificados em quatro categorias

guanto a sua toxicidade, que vai do altamente perigoso (classe I) ao pouco perigoso (classe

IV), sendo o glifosato classificado como pouco perigoso (classe V).

Apesar dessa classificacdo, ha relatos de estudos com o herbicida glifosato em peixes,
indicando alteracbes como hipertrofia de células branquiais e descolamento de epitélio
lamelar, dilatacdo e hiperemia dos seios venosos, formacdo de aneurisma, bem como
hemorragia no figado, necrose focal e vacuolizacao de hepatdcitos (ALBINATI et al., 2009).

Ramirez-Duarte et al., (2008) observaram também em peixes expostos a diferentes
concentracdes do herbicida, hiperplasia de células de muco do estdmago e pele, lesbes
necroticas em varios tecidos, degeneracdo de somas neurais no cérebro, lesées nas branquias
de grande gravidade, hipertrofia das células do epitélio, vacuolizacdo de hepatdcitos,
congestdo e alguns processos degenerativos no figado. Segundo Anelli Janior (2010), peixes
expostos ao produto obtiveram mudancas estruturais nas branquias, desregulando a sua
tomada de oxigénio.

Em estudos realizados em ratos, foi possivel observar uma significativa diferenca
quanto a separacdo balanoprepucial e exposicdo da glande (ROMANO et al., 2008). Esses
animais também mostraram epididimos e vesiculas seminais mais pesados que o observado
comumente (SANTOS, 2011). Alteracdes no ciclo estral de ratas foram relatadas por Buskil
et al., (2006).

Estudos comprovam efeitos tdxicos em humanos, como irritacdo ocular e dérmica,
problemas cardioldgicos, alteracdes respiratorias e digestivas, e diminui¢do das fungdes renais
e hepaticas (BRADBERRY et al., 2004). Em ratos utilizados em laboratério, foram
observadas alteracdes das células do intestino (VASILUK et al.,, 2005), alteraces
respiratrias com sangramentos, diarréia, e até a morte dos mesmos (ADAM et al., 1997).
Entretanto, ainda ndo foi evidenciado o estudo do duodeno de ratos submetidos & exposicao
ao glifosato. O duodeno compde a primeira por¢do do intestino delgado, e é o oOrgédo
responsavel pela digestdo de gorduras e absorcdo de nutrientes provenientes do estdmago
(GUYTON; HALL, 2011; TORTORA; GRABOWSKI, 2002).

Assim, tendo em vista a importancia deste o6rgdo para o bom funcionamento das
atividades intestinais e do organismo como um todo, esse estudo avaliou os efeitos que o
herbicida glifosato pode trazer a salde humana e animal. Dessa forma, esse estudo investigou

os efeitos do glifosato nas células do duodeno de ratos Wistar machos.
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Material e Métodos

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar (Rattus novergicus albinus), com
aproximadamente 60 dias de idade, com peso médio entre 250 a 350 gramas, provenientes do
Biotério do Hospital Veterinario da Faculdade Assis Gurgacz. Os animais foram divididos em
trés grupos com dez individuos o0 G1, G2 e G3, sendo acondicionados no total de duas cobaias
em cada gaiola de polipropileno autoclavavel, forradas com maravalha. A temperatura foi
controlada (entre 20 e 24°C), bem como a luminosidade em ciclos de fotoperiodo claro/escuro
de 12 horas cada. Durante todo o tratamento 0s animais receberam diariamente racdo padrao
ad libitum e agua natural.

A administracdo do herbicida se deu com a contencdo manual dos animais, para
introducdo da sonda de gavage. Dessa forma, o grupo controle (G1) recebeu apenas 0,25mL
de agua natural, enquanto os grupos G2 e G3 receberam glifosato nas doses de 0,346 pL e
1,73 pL por kg/PV, no volume de 0,25mL de &gua, respectivamente, segundo o método
proposto por Romano et al. (2008). O tratamento era realizado trés vezes por semana
(segundas, quartas e sextas), em torno das 18 horas, além da pesagem de todos os animais
nestes periodos.

Apds noventa dias de tratamento, os animais foram levados ao laboratério de
Fisiologia da Faculdade Assis Gurgacz onde permaneceram 24 horas em jejum. A seguir, as
cobaias foram anestesiadas com cetamina (75mg/kg de rato) e com xilazina (1mg/kg de rato)
por via intraperitoneal (IP). Esse momento, bem como todas as etapas do método, se deu em
ambiente silencioso, visando a tranquilidade do animal. Apoés certificado o efeito anestésico,
foi efetuada a exsanguinacdo por puncdo da veia cava inferior para induzir a morte dos
animais.

Posteriormente, foi realizada incisdo cirargica longitudinal ventral abdominal para
extracdo do duodeno, indicado nas figuras (Figura 1 e 2). O 6rgéo foi fracionado e fixado em
formol para dar seguimento ao processamento histoldgico de rotina para microscopia de luz
segundo protocolo proposto por Jungueira e Junqueira (1983), e as laminas confeccionadas
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). As imagens obtidas foram fotomicrografadas
para analise de sua morfologia. Durante todo o procedimento com uma cobaia, as demais
estavam reservadas em sala isolada, ndo presenciando as etapas do método umas com as

outras.
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Figura 1 - Incisdo cirtrgica longitudinal ventral abdominal para extracdo do
duodeno.

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores.

Figura 2 - Extracdo do duodeno.

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores.
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Resultados e Discusséo

Na analise morfoldgica do duodeno foi possivel verificar que este érgdo é formado por
masculo liso, dividido em quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa.
Internamente é formado por vilosidades intestinais, que sdo evagina¢Ges da mucosa voltadas
para o lumen (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), elas sdo compostas por tecido conjuntivo
(lamina propria) e por células absortivas que formam microvilosidades, apresentando borda
em escova; entre essas células, se localizam as células caliciformes (GARTNER; HIATT,
2007), conforme observado na figura 3.

Na porcao inferior das vilosidades encontram-se as criptas de Lieberkiihn, que se
estendem até a muscular da mucosa, e as glandulas de Brunner, cujas secrecdes sdo capazes
de neutralizar o acido gastrico existente no quimo. Essas secrecdes sdo impelidas dentro das
criptas de Lieberkiihn por meio de ductos, que entdo langam secrecOes entre as vilosidades
(TORTORA; GRABOWSKI, 2002). Internamente as criptas de Lieberkiihn, encontram-se as
células de Paneth, responsaveis pelo controle microbiano do intestino. Na lamina propria €
possivel encontrar canais em fundo cego, chamados de quiliferos, por onde passam 0s
nutrientes absorvidos pelas células epiteliais (GARTNER; HIATT, 2002), conforme
observado em G1 (Figura 3).

Figura 3 - Corte histolégico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho (G1).

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores. Coloracdo H&E. 100X. Cc: célula caliciforme; Cca:
células colunares absortivas; Ccd: célula cilindrica; CL: criptas de Lieberkiihn; GB: glandulas de
Brunner; L: lamen; M: muscular; Mm: muscular da mucosa; Qf: Quilifero; Tc: tecido conjuntivo; Vi:
vilosidade intestinal.
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Quando comparados G1 com G2 e G3, foi possivel observar um espaco entre as

criptas de Lieberklhn, (Figuras 4, 5 e 6), resultado obtido também por Kundu et al. (2011),

mostrando que os agrotéxicos podem atuar na desintegracdo de células, causando espagos

entre algumas estruturas. Porém, essas alteracdes dependem de vérios fatores, como o grau de

toxicidade, a concentracdo do agrotdxico e o tempo de exposicdo. As vilosidades intestinais

se apresentaram normais em todos os grupos, ndo demonstrando nenhum tipo de alteracéo

(Figura7,8¢e9).

Figura 4 - Corte histoldgico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho
(G1).

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores. Criptas de Lieberkiihn indicadas pela seta.
Coloragdo H&E. 400X.
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Figura 5 - Corte histoldgico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho
(G2).

I'.:/ g/ 5 ',' ;

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores. Criptas de Lieberkiihn indicadas pela seta.
Coloracdo H&E. 400X.

Figura 6 - Corte histologico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores. Criptas de Lieberkiihn indicadas pela seta.
Coloragdo H&E. 400X.
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Figura 7 - Corte histolégico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho
(G1), mostrando as vilosidades intestinais.
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Figura 8 - Corte histoldgico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho
(G2), mostrando as vilosidades intestinais.

Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores. Coloracdo H&E. 400X.
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Figura 9 - Corte histolégico longitudinal de duodeno de rato Wistar macho
(G3), mostrando as vilosidades intestinais.
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Fonte: Fotomicrografia elaborada pelos autores. Colora¢do H&E. 400X.

Vasiluk et al., (2005) observaram em teste in vitro, que as barreiras de transporte do
intestino sdo interrompidas com a acao do glifosato; em outros testes, também pbde observar
que o intestino € o local onde ocorre maior acimulo do produto. Estudos realizados com
alimentos transgénicos resistentes ao glifosato mostram alteracfes nas criptas intestinais,
como o seu alongamento; vilosidades interrompidas; aumento de lisossomos (PUSZTAI,
2001) e de enterdcitos nas vilosidades; degeneracdo de mitocdndrias, deterioracdo da lamina
basal bem como uma diminuicdo na quantidade de microvilosidades (FARES; SAYED,
1998); atrofia muscular intestinal, reducdo de eritrocitos, ruptura de vilosidades, e hipertrofia
de nucleos das células também puderam ser observadas (KUNDU et al., 2011), divergindo
dos resultados obtidos por Sbruzzi et al., (2013) e Battistelli et al., (2010), que n&o
observaram nenhuma alteracéo estrutural e celular no intestino.

E conhecido que solugBes de diversas caracteristicas quimicas podem influenciar o
trato grastrointestinal; estudos realizados com ratos submetidos a doses de etanol resultaram
na deficiéncia de enzimas; toxicidade nos neurdnios mioentéricos do duodeno, que alterou
regides das células como o nicleo e o citoplasma, resultando na deficiéncia de sintese de
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proteinas (ARCELES et al., 2012). Teixeira et al., (2007) observaram em pintos tratados com
betaina, engrossamento da mucosa e da lamina propria, causado por um aumento das criptas;
producdo excessiva de muco e areas com bastante sangue.
Concluséo

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o glifosato administrado
em diferentes concentracdes pode apresentar alteracdes nas criptas de Lieberkiihn nas células
duodenais de ratos Wistar machos. Para tanto, serdo necessarias mais pesquisas nessa area, a
fim de identificar a interagcdo do herbicida glifosato com o duodeno, e poder estabelecer

maiores relacdes com as alteracGes aqui encontradas.
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