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RESUMO

O herbicida glifosato é o mais procurado mundiak@gpor sua acdo rapida e eficiente no controlelai®as daninhas
e pragas agricolas. Estudos demonstram que o hierhitassificado como pouco téxico, causa divertgoss de
alterag6es morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégieas animais e também humanos. O presente trabsaa@ analise
histolégica do pancreas e a glicemia de ratos Wistchos, expostos oralmente ao herbicida por roédedgavage,
nas concentragbes de 0,346 pl e 1,73 pl. Os rdsgltdos grupos G2 e G3 demonstraram que as coduiasam
necrose por coagulacdo nos acinos pancredticosta@ass hiperglicémicos, porém, as ilhotas de Laraesh
mantiveram sua integridade celular.
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EFFECTS OF GLYPHOSATE HERBICIDE ON PANCREAS AND BLO OD GLUCOSE OF MALE WISTAR
RATS

ABSTRACT

Glyphosate herbicide is the most wanted worldwalettieir quick and eficiente action in control wesedl agricultural

pests. Studies show that the herbicide, class#&dlightly toxic, causes various types of morpbigial, biochemical

and physiological alterations, in animals and husndine presente work aims the histological analykihie pancreas
and blood sugar on male Wistar rats exposed otalthe herbicide by gavage method, with conceminatiof 0,346

and 1,73 ul. The results of the G2 and G3 group® aown that guinea pigs suffered coagulationasésrof the

pancreatic acinar and were hyperglycemic, howeker|.angerhan’s islet maintained their integrity.
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1. INTRODUCAO

Devido & economia avancar gradativamente, com it@apdes e exportacdes globalizadas,
tornaram-se necessarias novas maneiras de culiwvestindo em pesquisas tecnologicas, sendo
uma das principais a producdo de insumos artificapazes de nutrir o solo, suprindo a caréncia
de nutrientes e ao mesmo tempo, combater pragalags aumentando a producdo (ELIAS,
2003). No intuito de controlar pragas agricolasag®téxicos sédo divididos quanto a sua aplicagdo
em campo, sendo eles herbicidas, inseticidas, didag, acaricidas, entre outros (OPAS; OMS,
1997).

O glifosato Roundufy patente da Monsanto, € um herbicida de dificihitooamento em
amostras ambientais, ocorrendo diversos trabalfegiftcos devido a sua ampla utilizagdo. A

classificagdo como herbicida € néao seletivo e de aistémica. Quanto ao nivel de risco ambiental,
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seu grau toxicolégico esta classificado como Cldgsalescrito como pouco toxico (ANVISA,
2010). Seu uso implica diretamente como potentedar de atividade da enzima EPSPS (5-enol-
piruvil-shiguimato-3-fosfato sintase), responségel catalisar aminoacidos aromaticos, como a
fenilalanina, tirosina e triptofano (GALLI; MONTEZWA, 2005).

Diante de tal classificacdo, ainda que seja coreildecomo pouco téxico, diversas pesquisas
basicas apontam efeitos encontrados em diferergéss tecidos e seres, que incluem os animais e
inclusive, humanos (ALBINATI et al., 2009; RODRIGSE 2008; ROMANO et al.; 2008;
VASCONCELLOS et al., 2009). Entretanto, tais pesgsindo incluem o estudo sobre a histologia
pancreatica.

O pancreas € o 6rgao responsavel por secretar @nanpro-enzimas, como tripsinogénio,
guimotripsinogénio, carboxipolipeptidase, ribonaske, desoxirribonuclease, triacilglicerol lipase,
entre outras que realizam a digestdo de nutriersiésn disso, produz insulina e glucagon,
envolvidos na regulagéo da glicemia (GUYTON; HAR011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Dessa forma o presente estudo, teve como objetiatisar a histologia do pancreas e a

glicemia de ratos Wistar machos, submetidos a éxgoeral do herbicida glifosato.

2. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foramadoiz 30 ratosRattus novergicus albinus)
Wistar machos, com 60 dias de idade, provenientesBidtério do Hospital Veterinario da
Faculdade Assis Gurgacz, autorizado pela Comiseaitida no Uso de Animais (CEUA/FAG),
registrada sob o parecer 015/2014 (Em anexo). Fovamados trés grupos: G1, G2 e G3, com 10
animais cada, mantidos em caixas de polipropilen@adas com maravalha, 4gua natural e racao
padrdo comerciald libidum, em ambiente climatizado a = 20°C, permanecendo caro
claro/escuro de 12 horas. As cobaias foram subaswetid método de gavage, adaptado de Romano
et al. (2008), onde o grupo G1 recebeu agua déstika os grupos G2 e G3 receberam doses de
glifosato em solucdes de 0,346 ul e 1,73 ul, res@anente, trés vezes por semana, durante oito
semanas, no volume de 0,25ml.

Apds 90 dias de tratamento, as cobaias permaneagtarmoras em jejum, e em seguida foi
realizada a eutanasia, inicialmente com métodotésies e relaxante muscular (cetamina e
xilazina, dosados a 10% do peso corporal), e posteente feito exsanguinacdo via veia cava
inferior (CONCEA, 2013). Nesse momento, foi vedfi@a a glicose com glicosimetro Optium

Xceed. A seguir foram realizados cortes ventraasa gxtragdo do pancreas, seu fracionamento e
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fixacdo em aldeido formico a 10% por 24 horas. é?mstmente, as amostras foram transferidas
para solugcdo de alcool 70%, e entdo foram subnsetidgprocessamento histolégico de rotina para
microscopia de luz conforme as técnicas basicastalegia e histologia propostas por Junqueira e
Junqueira (1983).

Ao término do processamento, as laminas obtidasanedtapa foram analisadas e
fotomicrografadas em fotomicroscopio Olympus BX6@hccamera digital DP71, no laboratério de
fotomicroscopia da Universidade Estatual do Oest®arana (Unioeste), para posterior discussao
dos resultados.

Os resultados foram analisados estatisticamendwéatrdo quadro de analise de variancia
(ANOVA) e aplicou-se o teste de comparacao de nsétbal ukey, com significancia de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise histologica do tecido pancreatico, pmlesvidenciar sua morfologia sendo
constituida por uma delicada céapsula de tecidouotinp, formando septos, subdividindo-os em
I6bulos, que sdo envoltos por vasos sanguineo®sviiEfaticos, nervos e ductos excretores
(GARTNER; HIATT, 2010). A porcéo exdcrina da glatadé composta pelos &cinos pancreéticos,
células piramidais que possuem diversos granulosedeecdo, responsaveis pela liberacdo de
enzimas e pro-enzimas, como tripsinogénio, quipsimbgénio, carboxipolipeptidase,
ribonuclease, desoxirribonuclease, triacilglicetipase, entre outras. Varias células acinosas
formam um acino arredondado ou oval, cuja luz épada por trés ou quatro células
centroacinosas, inicio do sistema de ductos dorpascconstituindo o ducto excretor intralobular,
gue em conjunto formam o ducto interlobular, e @astmente anastomosam-se, formando o ducto
pancreatico. (GARTNER; HIATT, 2010; JUNQUEIRA; CARINRO, 2013).

A porcdo enddcrina do pancreas € constituida pileiss pancreaticas, um conglomerado
esférico, altamente vascularizado. O parénquimaildass contém células (Alfa), p (Beta), d
(Delta), F e G (GLEREAN, 2003). Dentre estas, pogsande importancia as célulase 3, por
secretarem glucagon e insulina, respectivamentechsasp} constituem a maioria das células das
ilhotas, secretando também amilina. A insulina exenaior funcdo sobre a glicose sanguinea,
aumentando a captacado, uso e armazenamento missteauscular e adiposo (CARROLL, 2007).
As célulasa secretam glucagon, que aumenta os niveis de glgasguinea e a gliconeogénese no

figado, captando aminoacidos e os convertendo doosgl (GUYTON; HALL, 2011). A
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distribuicdo destas células no tecido € facilmemeonhecida, devido as -caracteristicas
morfologicas, conforme observado por esse trabatfawés do grupo G1 (Fig. 1).

Figura 1 — Grupo G1 — Tecido pancreético de ratst&imacho: Acino Pancreético (Circulado),
Célula Acinar (Ca), Célula Centro Acino%3, (Ilhota de Langerhans (I) e Ducto Intralobulaet¢s.
Coloragao: HE. Aumento de 400x (a) e 1000x (b).

T}

Quando analisadas as laminas dos grupos G2 e fa®) fibservadas alteragfes histoldgicas,
comparadas com o grupo G1l. Na porcao exdOcrina dalote os acinos apresentaram-se
edemaciados, com as delimitacdes da membrana pieanmalefinidas, citoplasma opaco e nicleos
parcialmente ou totais degenerados, porém, naceyeram indicios de fibrose, hemorragia ou
infiltrac@o de células de defesa, que possa caizatema inflamacgéo (Fig. 2 e 3).

Figura 2 — Grupo G2 - Tecido pancreatico de ratet@lYimacho: Necrose (N), llhota de Langerhans
() e Veia Pancredtica (V). Destaque na area acioade ocorreu necrose por coagulacao.
Coloragao: HE. Aumento de 400x (a) e 1000x (b).
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Figura 3 — Grupo 3 - Tecido pancreatico de ratot&isacho: Necrose (N), llhota de Langerhans
(I) e Veia Pancreética (V). Neste grupo também dicdente a area necrdtica circundando a ilhota.
Coloracao: HE. Aumento de 400x (a) e 1000x (b).

s

A quantidade de produtos quimicos que produzemo lesflular € interminavel, pois

substancias simples como a glicose ou sal em ctracgées hipertbnicas, podem causar alteracdes
celulares diretas ou indiretas, devido ao desludlihomeostético eletrolitico das células. Outras
substancias que estdo presentes no nosso diga¥iiam causam estes efeitos, como poluentes do
meio ambiente ou do ar, inseticidas ou herbici@BEBINS; COTRAN, 2010).

As membranas celulares permanecem intactas atéUudEmes estagios, até tornarem-se
permeaveis a solutos, geralmente contidos forantwior da célula, caracterizando uma apoptose
celular ou necrose. A necrose por coagulacéo éittesonforme as alteragbes no citoplasma e no
nacleo, apresentando citoplasma eosindfilo, o wi@presenta inicialmente um acumulo de
cromatina, e posteriormente, evoluindo para tré&sipeis alteracées: Picnose (nlcleo menor e mais
basofilico), Cariorrexe (ndcleo fragmentado) e Qlaé (ndcleo pode ser expulso da célula ou
perder a coloragdo da cromatina progressivamehiteyacdes especificas da necrose, responsaveis
por diversas variagcbes de morte celular, sdo dasctomo necrose por liquefacdo, gordurosa,
caseosa e fibrindide (FRANCO; MONTENEGRO, 2010; BBINES; COTRAN, 2010; RUBIN;
FARBER, 2002).

Beuret e colaboradores (2004) relataram em seuiegrgo com glifosato a lipoperoxidacao
lipidica, afetando o figado e o leite materno dmsagravidas, e Langiano e Martinez (2008)
utilizando o peixeProchilodus lineatus, demonstraram que em concentracfes subletaigpeafb
apresenta alteracdes histolégicas, bioquimicasi@dgicas. Por ndo haver presenca de infiltrado
inflamatoério e ou células de defesa, sugere-se aqierbicida agiu no citoplasma dos acinos
pancreaticos, causando um estresse oxidativo,eyael la morte celular devido a exposicdo aos

radicais livres.
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Radical livre hidroxila (OH) € um radical peroxidoe reage com a membrana plasmatica,
retirando um atomo de hidrogénio da parede fodftitip e transformando em um novo radical
livre. Este, por sua vez, reage com 0 oxigéniootirgdo no citoplasma, formando um novo radical
perdxido, surgindo assim, uma reacdo em cadeidrudeto a membrana celular. Por ser uma
glandula exdécrina, o acino pancreatico produz grargliantidades de enzimas, estas retidas nos
granulos de zimogénio, até o momento em que faesserio seu uso. Com a quebra fosfolipidica,
além de destruir a membrana da célula, também fmoprda a membrana do granulo de
zimogeénio, liberando o conteddo enzimatico no ¢i#®ma, supondo a necrose encontrada nos
acinos pancreaticos sem a presenca de célulastiagme O DNA, quando exposto extensamente
ao radical hidroxila, sofre quebra de filamentossds modificadas e ligagbes cruzadas entre os
filamentos, ocorrendo a morte celular devido ades&idativa, conhecida como peroxidacao
lipidica ou lipoperoxidacéo (KING, 2007; LIMA; ABDALA, 2001; RUBIN; FARBER, 2002).

As células enddcrinas mantiveram-se normais, cdelimitacdo celular da ilhota pancreatica
intacta, células. e B com suas membranas celulares e formatos igudis ¢éam G2 quanto em G3,
guando comparados com G1. Quanto a secrecao deansuglucagon, ndo foram feitos testes
bioquimicos medindo suas concentracfes. Tizhe et(28114) utilizaram o glifosato em
concentracdo 375 mg/kg e zinco como suplementafifode evitar danos cronicos, demonstraram
a evidéncia da degeneracdo celular dos &cinos géinos e a ilhota pancredtica em cobaias
tratadas somente com o herbicida, havendo prestenigdlamacéo, células de defesa e necrose. O
grupo de animais tratados com glifosato e zincessrtou hiperplasia das células acinares e os
septos intralobulares estavam distendidos porudkis.

A andlise dos dados (ANOVA) efetuada a partir dieeghia revelou que houve alteragbes nas
concentragcfes plasmaticas de glicose em G2 e GBdqucomparados com G1. Os resultados
foram significativos a 99% de probabilidade, seraksim, foram analisados pelo teste de

comparacao Tukey, ao nivel de 95% de significarciaforme mostra a figura 4.
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Figura 4 — Analise glicémica (md/ddos ratos que receberam agua destilada (Gliosajd nas
concentracoes de 0,346 ul (G2) e 1,73 pl (G3).
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A média do grupo G1 foi diferente do grupo G2 e @8rém, os grupos G2 e G3,
estatisticamente, possuem médias iguais. Estetadeudemonstra o que foi visualizado nas
analises glicémicas, onde G2 e G3 foram expostwmeentracdes diferentes do herbicida, mas o
dano causado é proporcionalmente parecido, levanmttms a desenvolver hiperglicemia e necrose
das células acinares. Conforme relatado nestelti@bailhota pancreatica permaneceu intacta nas
concentracOes de glifosato utilizadas, e comparasdmom o experimento de Tizhe et al. (2014),
no qual houve necrose da ilhota e infiltrado in@dnio, sugere-se que em concentracdes baixas, o
glifosato causa dano progressivo, levando a meitdac dos a4cinos pancreéaticos, e posteriormente,
da ilhota pancreédtica, visto que mesmo com suadasémorfologicamente normais, sua via
metabdlica estd alterada, causando hiperglicereimodstrando que ambas as patologias parecem
estar ligadas ao estresse oxidativo, que variataxiaidade frente a concentracdo exposta ao
herbicida pela cobaia.

Estudos realizados com mulheres gravidas exposagsooxicos organofosforados (preparo
da calda, aplicacdo em campo ou manutencao deasgeiios de aplicacdo), mostraram que 506
mulheres relataram ter adquirido diabetes melligestacional (SALDANA et al., 2007).
Montgomery et al. (2008) associaram pesticidasmrgarados e organofosforados a aplicadores
de pesticidas com incidéncia de diabetes, relandma exposicdo aos agrotoxicos a longo prazo
com maior risco de ocorréncia de diabetes. Outiades envolvendo as esposas de agricultores,
avaliou a incidéncia de casos de diabetes em nadlmre relataram nunca ter tido contato com
misturas ou aplicacdes de agrotoxicos, supostancentaminadas através do ar, agua ou alimento

(STARLING et al., 2014). Relacdes entre o glifosatestas pesquisas aparentam ser semelhantes,
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porém nédo foi encontrado nada descrito. Patologgaslas, crénicas e subcrbnicas apresentando
necrose do tecido pancreatico e hiperglicemiarsf@adas envolvendo desequilibrio hormonal de
insulina e suas vias metabdlicas (LEE; CHUNG, 1998HE et al., 2014; TONINI et al., 1993).

4. CONSIDERACOES FINAIS

O pancreas, sendo um 6rgdo de extrema importamaistrou-se suscetivel quando exposto
ao herbicida glifosato, ocorrendo necrose dasa®ktinares e hiperglicemia, podendo evoluir para
uma pancreatite, conforme demonstrado em outrasl@st Dessa forma, novos estudos sao
sugeridos, sendo feitas analises de perfil biogqpdrsbbre a regulacdo da glicemia, assim como
analises de ultraestrutura, destacando detalhesodalogia das célulag e p em relacéo & ilhota

preservada, expostas ao herbicida nas concentratiieesdas neste experimento.
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