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RESUMO

Os herbicidas a base de glifosato (HBG) sdo os agrotdxicos mais utilizados no mundo. No
entanto, a sua ampla aplicacdo tem resultado na contaminacdo de recursos naturais e de
alimentos. A exposicdo humana aos HBG esta associada com prejuizos na funcéo renal,
provocados pela inducdo de estresse oxidativo. Nesse contexto, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estipula que a dose de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de HBG
é de 0,5 mg/kg/dia, uma dose cuja seguranca tem sido questionada. Portanto, o objetivo deste
estudo foi verificar se a dose de IDA de HBG induz alteragcbes em marcadores oxidativos no
tecido renal e descrever as caracteristicas das principais variaveis do estudo. Para isso, foram
utilizados 12 ratos Wistar, divididos nos grupos controle (CTRL), que recebeu apenas agua
(n=6), e glifosato (GLY), que recebeu a dose de IDA via agua de consumo (n=6). Apds o
periodo de exposicdo de 10 semanas, o tecido renal dos animais foi coletado. Verificamos que
a exposicdo ao HBG induziu reducdo na atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase
(SOD) renal (P=0,002). N&o houve altera¢des nos niveis de peroxidacao lipidica (P=0,142), na
concentracdo de proteinas (P=0,216) e no peso relativo do tecido (P=0,560). Estes resultados
indicam que a dose de IDA pode prejudicar a defesa antioxidante dos rins. A caracterizacgao das
variaveis deste estudo fundamenta futuras investigacbes e modelos matematicos sobre
marcadores de fungéo renal, na busca de elucidar as consequéncias da exposi¢do ao HBG.

Palavras-chave: Glifosato. Homeostase redox. Rins. Toxicidade.
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ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides (GBH) are the most worldwide used pesticides. However, its wide
application leads to the contamination of natural resources and food. Human exposure to GBH
is associated with impairment of renal function, caused by the induction of oxidative stress. In
this context, the National Health Surveillance Agency (ANVISA) stipulates that the Acceptable
Daily Intake (ADI) dose of GBH is 0.5 mg/kg/day, a dose whose safety has been questioned.
Therefore, this study aimed to verify whether the ADI dose of GBH impairs oxidative markers
in renal tissue, and to describe the characteristics of the main study variables. For this, 12 Wistar
rats were used, divided into groups control (CTRL), which received only water (n=6), and
glyphosate (GLY), which received the ADI dose in drinking water (n=6). After the 10-week
exposure period, the animals' kidneys were collected. We found that exposure to GBH reduced
the activity of the antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) (P=0.002). There were no
alterations in the levels of lipid peroxidation (P=0.142), protein concentration (P=0.216), and
in relative tissue weight (P=0.560). These results indicate that the ADI dose impairs the kidney's
antioxidant defense. The characterization of the variables of this study supports future
investigations and mathematical models on renal function markers, to elucidate the
consequences of exposure to HBG.

Keywords: Glyphosate. Redox homeostasis. Kidneys. Toxicity.

INTRODUCAO

A utilizacdo de agrotoxicos tem aumentado nas Ultimas décadas, especialmente em
paises em desenvolvimento, como o Brasil. Dentre os diversos tipos de agrotdxicos, 0s
herbicidas a base de glifosato (HBG) sdo os mais utilizados no mundo todo (BENBROOK,
2016). Utilizados para combater plantas daninhas, estes herbicidas possuem como principio
ativo o glifosato, N-(fosfonometil)-glicina, que € um aminoacido sintético derivado da glicina.
Além das lavouras de diversas cultivares como soja, milho, arroz, feijéo e café (GARCIA-
PEREZ et al., 2013), os HBG sdo aplicados também em areas urbanas, quintais, jardins
(BENBROOK, 2016; FERNANDES et al., 2019; HANKE et al., 2010) e pomares
(SCHRUBBERS et al., 2016). Consequentemente, suas moléculas estdo presentes em diversos
ambientes, contaminando recursos naturais e alimentos (BERG et al., 2018; XU et al., 2019;
ZHAO et al., 2018).

Apols sua aplicacdo, as moléculas dos HBG permanecem temporariamente nas
camadas superficiais do solo, onde podem ser adsorvidas a matéria organica. Em seguida,
passam pelos processos de escoamento e lixiviagdo, pelos quais podem alcancar aguas
superficiais (LEFRANCQ et al. 2017) e subterrdneas (RENDON-VON OSTEN; DZUL-
CAAMAL, 2017). Nesse cenario, estudos tém detectado a presenca do glifosato e de seus
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metabdlitos na agua de rios, lagos, na 4gua da chuva e na agua potavel (BATTAGLIN et al.,
2014; CARLES et al., 2019; FERNANDES et al. 2019).

Em estudo desenvolvido em comunidades agricolas do México, por exemplo, foi

detectado a presenca de glifosato na agua de pocos, na agua de consumo, inclusive a
comercializada engarrafada, e também na urina dos agricultores (REND; DZUL-CAAMAL,
2017). Isso é preocupante do ponto de vista da salde publica, pois a exposicdo aos HBG esta
relacionada com prejuizos a diversos sistemas corporais (REZENDE et al. 2021).

Como o glifosato é pouco metabolizado, cerca de 97,5% da quantidade ingerida de
suas moléculas é excretada inalterada, principalmente nas fezes e secundariamente na urina
(EPA, 2022). Isso significa que 6rgdos excretores, como 0s rins, estdo sujeitos a acdo toxica
dos HBG. Em estudos com modelos animais, tem sido relatado que o principio ativo glifosato
induz estresse oxidativo em células do epitélio tubular renal, levando a morte celular (GAO et
al. 2018), a dilatacdo dos espagos de Bowman e a degeneracdo vacuolar (TURKMEN et al.,
2019). Em humanos, a exposic¢do a HBG esta associada com o desenvolvimento de leséo renal
aguda (MOHAMED et al 2016) e de doenca renal cronica (JAYASUMANA et al., 2015).

Nesse cenario, como forma de regulamentar niveis maximos de exposi¢do humana aos
HBG, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determina que a dose de Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA) destes herbicidas via agua potavel e alimentos é de 0,5mg/kg/dia
(ANVISA, 2021), dose semelhante a recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(WHO, 2016). No entanto, a seguranca dessas dosagens vem sendo questionada na comunidade
académica internacional. Assim, tendo em vista o potencial de toxicidade dos HBG, o objetivo
deste estudo foi verificar se a IDA induz alteragdes em marcadores oxidativos no tecido renal

de ratos Wistar e descrever as caracteristicas das principais variaveis do estudo.

METODOLOGIA
Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 12 ratos Wistar machos adultos, provenientes do biotério da UNIJUI
(CEUA 025/2019). Para avaliar os efeitos da dose de Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) dos HBG,
os animais foram divididos nos seguintes grupos: CTRL.: animais que receberam agua de
consumo, e GLY': grupo glifosato, animais expostos a IDA (0,5 mg/kg/dia) de HBG, via agua
de consumo (N=6 p/grupo).
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O experimento teve duracdo de 10 semanas. Durante esse periodo, os animais foram

mantidos em caixas forradas com maravalha, com livre acesso a agua (ou 4gua + HBG) e racéo,
em sala climatizada (22 + 2°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas, no biotério da UNIJUI.
Foi utilizada uma formulacdo comercial de HBG, Roundup® Original DI, contendo
445 g/L de sal de diamonio de N- fosfonometil glicina (44,5% m/v, principio ativo) e 370 g/L
do equivalente acido de N-fosfonometil glicina (37% m/v). O produto foi adquirido em

fornecedor local de insumos agricolas.

Preparo da dose de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de HBG

O consumo de agua dos animais foi monitorado trés vezes por semana, sendo entdo
estimado o consumo hidrico médio semanal. Para calcular a IDA para os animais do grupo
GLY, foi considerado o consumo hidrico e o peso corporal médio da semana anterior, sendo
entdo preparada uma solucdo-méde contendo a quantidade necessaria do herbicida,
semanalmente. A quantidade de HBG fornecida pela agua de consumo para os animais foi

calculada conforme a Equagéo 1:

IDA = PCm % 0,5
Equacéo 1: Quantidade de HBG ingerida diariamente via 4gua de consumo.
Em que:
IDA = Dose diaria a ser ingerida do principio ativo glifosato (sal de diaménio de N-
fosfonometil-glicina) (mg / dia) para cada rato de uma mesma caixa.
PCm = Peso corporal médio dos animais na semana anterior (kg).
0,5 = Quantidade de glifosato (mg) diaria para cada kg de peso corporal (ANVISA, 2021).

Uma vez calculada a quantidade do principio ativo glifosato a ser ingerida por animal,
foi estimado a concentracdo (mg/mL) necessaria para a solugdo-mée ofertada em cada semana,
conforme Equacgéo 2:

C =IDA/Vm
Equacéo 2: Quantidade do principio ativo glifosato por ml de dgua de consumo.
Em que:

C = Concentracéo de glifosato (principio ativo) (mg/mL) na solugéo.
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IDA = Quantidade de glifosato (principio ativo) (mg/dia) a ser ingerida por cada rato de uma

caixa, considerando seu peso corporal médio (resultado da Equacdo 1).
Vm= Volume médio de agua ingerido por dia (ml/dia) pelos ratos de uma mesma caixa na

semana anterior.

Coleta dos rins e analises realizadas

Ao final do periodo de exposic¢do, os animais foram eutanasiados e foi realizada a
coleta dos rins. O tecido foi pesado em balanca analitica, congelado em nitrogénio liquido e
armazenado em freezer a -80°C, para as analises subsequentes.

O peso relativo do tecido foi calculado conforme Equacéo 3:
PR (PT) 100
= |— *
PC

Equacao 3: Célculo do peso relativo dos rins.
Em que,
PR = peso relativo (%).
PT = peso do tecido (g).
PC = peso corporal (g).

A concentracdo de proteinas dos rins foi avaliada pelo método de Bradford (1976).
Para analise do perfil oxidativo, foi analisado o conteudo de malondialdeido (MDA), que é
produto da peroxidacdo lipidica, utilizando a técnica de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico (TBARS) (BUEGE; AUST, 1978). Como marcadora do sistema de defesa
antioxidante, foi analisado a atividade da enzima superdoxido dismutase (SOD), pelo método de
inibicdo da auto-oxidagéo do pirogalol (MARKLUND; MARKLUND, 1974).

Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0.
Inicialmente, foi feito a estatistica descritiva, para verificar os valores minimo e maximo, a
média e o desvio-padrao, assimetria, curtose, coeficiente de variacdo e o intervalo de confianca

de 95% dos dados de cada variavel mensurada.
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Dentre as medidas de descricéo, o coeficiente de variacdo (CV) reflete a dispersdo dos

dados em relacdo a média. Ele é calculado pela razéo entre a raiz quadrada do quadrado médio
do erro experimental e a média. O coeficiente de variacdo serve para o pesquisador verificar a
qualidade experimental, pois quanto menor o CV, menor a dispersdo de dados em torno da
média, e maior a qualidade experimental. Além disso, o intervalo de confianca (IC) paraa média
serve para indicar a precisdo da estimativa, considerando que a amostra coletada é
representativa. O intervalo de confianga de 95% indica que ha probabilidade de 95% de a média
populacional estar inclusa nesse intervalo (VIEIRA, 2011).

Em seguida, para estatistica inferencial, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Para a comparacdo de médias entre os grupos, os dados
paramétricos foram submetidos ao Teste T ndo-pareado, e dados ndo-paramétricos ao Teste de
Mann-Whitney.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme a Tabela 1, foi observado que o coeficiente de variacdo (CV) das variaveis
peso relativo, concentragdo de proteinas e de malondialdeido (MDA) foi maior no grupo CTRL
do que no grupo GLY. Isso indica menor variacdo nas medidas destas variaveis dos animais
expostos ao HBG. Quanto a assimetria, que mede a simetria dos dados em torno da média,
verificamos que todas as varidveis sdo ligeiramente assimétricas em ambos 0s grupos. No
entanto, na concentragdo de proteinas, houve comportamento oposto entre 0s grupos: enquanto
no CTRL a assimetria foi negativa, no grupo GLY foi positiva. Quanto a curtose, que é uma
medida complementar a assimetria e que quantifica se as caudas da distribuicdo dos dados
correspondem a distribuicdo Gaussiana, verificamos que a concentragcdo de proteinas foi a
variavel que apresentou maior curtose, em ambos 0s grupos. Valores positivos de curtose
indicam que esta variavel pode ndo apresentar distribuicdo Gaussiana. No entanto, ao
checarmos a normalidade dos dados, verificamos que apenas a atividade da SOD apresentou

distribuicdo ndo-paramétrica.
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Grupo Min Max | Média DP Assi. | Curt. | CV (%) 1C 95%

Peso CTRL | 0,027 | 0,046 | 0,033 | 0,00 | 1,46 | 1,79 21,9 | 0,025-0,041

Relativo GLY |0,029|0,035| 0,031 | 0,00 | 1,14 | -0,38 7,0 0,029 - 0,034

Conc. CTRL | 8,438 | 1954 | 15,76 | 3,87 | -1,70 | 3,39 245 |11,70-19,83

Proteinas | GLY | 16,14 | 2151 | 18,07 | 1,83 | 1,57 | 3,30 10,1 | 16,15-20,00

Conc. CTRL | 0,001 | 0,009 | 0,004 | 0,00 | 1,18 | 1,17 60,0 | 0,001-0,007

MDA GLY |0,001|0,003| 0,002 | 0,00 | 065 |-186| 325 | 0,001-0,003

Atividade | CTRL | 4,135 | 7,754 | 5561 | 1,69 | 0,86 |-189 | 305 3,78 7,34

SOD GLY | 1466|3800 | 2,468 | 0,78 | 0,80 | 1,61 31,7 1,64 -3,28

Tabela 1: Estatistica descritiva dos dados. Em que: Min, valor minimo do conjunto de dados. Max, valor
méaximo. DP, desvio-padrdo. Assi., assimetria. Curt., curtose. CV(%), coeficiente de variacdo. IC 95%, intervalo
de confianca de 95%.

A partir dos testes de comparacdo de médias, verificamos que a exposicdo a dose de
IDA de HBG néo induziu alteragdes no peso relativo (P=0,560), na concentracédo de proteinas
(P=0,216) e nos niveis de peroxidacao lipidica (P=0,142) (Figura 1, A, B e C, respectivamente)
do tecido renal. No entanto, observamos reducao de 55% na atividade da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD) (P=0,002) (Figura 1, D).
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Figura 1: Perfil do tecido renal de animais expostos ao glifosato. A) Peso relativo (%) (P=0,216). B)
Concentracéo de proteinas (mg/mL) (P=0,216). C) Peroxidagdo lipidica, a partir dos niveis de malondialdeido
(MDA) (mM/mg proteina) (P=0,142). D) Atividade da superoxido dismutase (SOD) (USOD/mg proteina)
(*P=0,002). CTRL, grupo controle, n=6. GLY, grupo exposto a dose de IDA de HBG, n=6.

A SOD ¢é uma importante enzima antioxidante, que atua na linha de frente no combate
ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo € caracterizado pelo desbalanco entre oxidantes e
antioxidantes, em favor dos primeiros (SIES; BERNDT; JONES, 2017). A atuacdo da SOD
promove a remogdo do anion superoxido (Oz’), uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que, em
altas concentraces, prejudica a célula através da oxidacdo de biomoléculas. Os sitios-ativos da
SOD possuem ligagfes com metais, que atuam como co-fatores em sua acdo antioxidante
(YOUNUS, 2018). Nesse sentido, sabe-se que o principio-ativo glifosato possui acdo quelante
de metais, parcialmente envolvida com seus efeitos toxicos (MERTENS et al., 2018), o que
pode indicar que inibe a atividade da SOD por ligar-se aos metais de seus sitios-ativos.

O estresse oxidativo é um dos efeitos mais relatados em organismos expostos aos HBG
(ASTIZ; ALANIZ; MARRA, 2009; EL-SHENAWY, 2009; TANG et al., 2017; TURKMEN et
al., 2019). Em células do epitélio tubular renal, o glifosato (400 mg/kg por 28 dias) induz
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estresse oxidativo a partir da ativacdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e do

consequente aumento no contetido intracelular de Ca? e de ERO. Como consequéncia, ocorre
ativacdo das vias de morte celular e prejuizo na funcédo renal (GAO et al., 2018). Em animais
expostos a um HBG (375 mg/kg por 56 dias), o estresse oxidativo resultou em degeneracdo
neuronal, apoptose de células musculares cardiacas, degeneracdo de hepatocitos, dilatacdo dos
espacos de Bowman e degeneracao vacuolar nos rins (TURKMEN et al., 2019). Embora estes
estudos tenham avaliado os efeitos de dosagens altas de HBG, distantes das dosagens a que
realmente podemos estar expostos, ha evidéncias de que a exposi¢ao humana aos HBG, mesmo
em baixas dosagens, esta positivamente associada ao declinio da funcdo renal (ABDUL et al.
2021; JAYASUMANA et al., 2015; MOHAMED et al 2016).

CONSIDERACOES FINAIS

Em nosso trabalho, mostramos que a dose de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA, 0,5
mg/kg/dia) de HBG prejudica a atividade da SOD no tecido renal, contudo sem alterar os niveis
de peroxidacdo lipidica, a concentracdo de proteinas e 0 peso relativo do tecido. Esses
resultados podem indicar que, embora a atividade da SOD tenha sido prejudicada, as células
conseguiram compensar o dano oxidativo. Além disso, foi feita a caracterizacdo de outras
variaveis relevantes para a salde diante da exposicao a agentes quimicos. Por isso, em estudos
futuros pretendemos analisar outras enzimas antioxidantes, como a catalase, bem como outros
indicadores de dano oxidativo, além de propor modelos matematicos e computacionais para

melhor entendermos as consequéncias dos resultados observados até o0 momento.
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