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RESUMO 
 

Genotoxicidade associada à exposição crônica a herbicida a base de glifosato 
em ratos 

 
Apesar dos estudos realizados pela indústria sugerirem que o glifosato é pouco 
tóxico para as espécies não alvo, os estudos realizados com este herbicida colocam 
em dúvida sua segurança para a saúde de outras espécies. O objetivo deste estudo 
foi avaliar a genotoxicidade da exposição crônica por via oral e inalatória ao 
herbicida glifosato em ratos. Para a realização dos experimentos, forma utilizados 88 
ratos Wistar albinos, machos, adultos, divididos em nove grupos: CI - Grupo Controle 
Inalatório: animais expostos à nebulização com água destilada (n=10); CO - Grupo 
Controle Oral: ração nebulizada com água destilada (n=10); BI - Grupo de Baixa 
Concentração Inalatório: animais expostos a nebulização ao herbicida com 2,99 x 
10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha) (n=10); BO - Grupo de Baixa 
Concentração Oral: ração nebulizada com o herbicida na concentração de 2,99 x 10-

3 g.i.a/ha (n=10); MI - Grupo de Média Concentração Inalatório: animais expostos a 
nebulização ao herbicida com 4,99 x 10-3 g.i.a/ha (n=10); MO - Grupo de Média 
Concentração Oral: ração nebulizada com o herbicida  na concentração de 4,99 x 
10-3 g.i.a/ha (n=10); AI - Grupo de Alta Concentração Inalatório: animais expostos a 
nebulização ao herbicida com 7,48 x 10-3 g.i.a/ha (n=10); AO - Grupo de Alta 
Concentração: ração nebulizada com o herbicida na concentração de 7,48 x 10-3 
g.i.a/ha (n=10);  controle positivo (CP) (n=8), cujos animais receberam ciclofosfamida 
em dose única no primeiro dia do experimento e foram eutanasiados 24 horas após. 
Foram coletadas células da medula óssea para o teste do micronúcleo e para o 
ensaio do cometa. Os demais animais foram eutanasiados 6 meses após o início do 
experimento. A mediana de micronúcleos nos grupos controles inalatório e oral foi 
de 0, no grupo BI de 4,5, no BO de 1,5, no MI de 5, no MO de 1, no AI de 5,  no AO 
de 3, e no grupo controle positivo de 9. Houve diferença entre os grupos estudados 
(p< 0,0001). Em relação à via de exposição, os animais expostos por via inalatória 
apresentaram maior número de micronúcleos do que os expostos por via oral (p< 
0,0001). Ao ensaio do cometa, enquanto os grupos controle apresentaram maior 
número de células com classe de dano 0, os animais expostos ao GBH 
apresentaram maior número de células com classe de dano 4, principalmente 
aqueles expostos a altas concentrações (p<0,05). Concluímos que exposição 
inalatória ao GBH acarreta em maior formação de micronúcleos, e as exposições a 
maiores concentrações apresentam um maior dano em célula única, evidenciado 
pelo ensaio do cometa. 
 
Palavras-chave: glifosato, toxicidade, testes para micronúcleos, modelo 
experimental.  
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ABSTRACT 
 

Genotoxicity associated with chronic exposure to glyphosate-based herbicide 
in rats 

 
Although studies carried out by the industry suggest that glyphosate is not very toxic 
to non-target species, studies carried out with this herbicide cast doubt on its safety 
for the health of other species. The aim of this study was to evaluate the genotoxicity 
of chronic oral and inhalation exposure to the herbicide glyphosate in rats. For the 
accomplishment of the experiments, 88 male, adult, albino Wistar rats were used, 
divided into nine groups: CI - Inhalation Control Group: animals exposed to 
nebulization with distilled water (n=10); CO - Oral Control Group: nebulized diet with 
distilled water (n=10); BI - Low Inhalation Concentration Group: animals exposed to 
nebulization to the herbicide with 2.99 x 10-3 grams of active ingredient per hectare 
(g.i.a/ha) (n=10); BO - Low Oral Concentration Group: nebulized feed with the 
herbicide at a concentration of 2.99 x 10-3 g.i.a/ha (n=10); MI - Medium Inhalation 
Concentration Group: animals exposed to nebulization to the herbicide with 4.99 x 
10-3 g.i.a/ha (n=10); OM - Medium Oral Concentration Group: feed sprayed with the 
herbicide at a concentration of 4.99 x 10-3 g.i.a/ha (n=10); AI - High Inhalation 
Concentration Group: animals exposed to nebulization to the herbicide with 7.48 x 
10-3 g.i.a/ha (n=10); AO - High Concentration Group: ration sprayed with the 
herbicide at a concentration of 7.48 x 10-3 g.i.a/ha (n=10); positive control (PC) 
(n=8), whose animals received cyclophosphamide in a single dose on the first day of 
the experiment and were euthanized 24 hours later. Bone marrow cells were 
collected for the micronucleus test and for the comet assay. The remaining animals 
were euthanized 6 months after the beginning of the experiment. The median of 
micronuclei in the inhaled and oral control groups was 0, in the BI group 4.5, in the 
BO of 1.5, in the MI of 5, in the MO of 1, in the AI of 5, in the AO of 3, and in the 
positive control group of 9. There was a difference between the studied groups (p< 
0.0001). Regarding the route of exposure, the animals exposed by inhalation had a 
higher number of micronuclei than those exposed orally (p< 0.0001). In the comet 
assay, while the control groups had a higher number of cells with damage class 0, 
the animals exposed to GBH had a greater number of cells with damage class 4, 
especially those exposed to high concentrations (p<0.05). We conclude that 
inhalation exposure to GBH leads to greater micronucleus formation, and exposures 
to higher concentrations present greater DNA damage at the single-cell level, 
evidenced by the comet assay. 
 
Keywords: glyphosate, toxicity, micronucleus tests, experimental model.  
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RESUMO 

Herbicidas a base de glifosato (GBH) são os mais utilizados para pulverização de 

lavouras e espaços urbanos no mundo. Os GBH tem formulação muito variável entre 

países e fabricantes, o que torna sua avaliação constante, importante para se evitar 

efeitos adversos à saúde. O objetivo deste estudo foi avaliar o possível efeito 

genotóxico da exposição crônica por via oral e inalatória a GBH em ratos. Foram 

utilizados 80 ratos Wistar albinos, machos, adultos, divididos em oito grupos (n=10) 

e expostos por via oral e inalatória a água destilada (grupos controles) e a três 

diferentes concentrações do GBH conforme preconizado para pulverização de 

lavouras [2,99 x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha); 4,99 x 10-3 

g.i.a/ha; e 7,48 x 10-3 g.i.a/ha] durante 6 meses. As células da medula óssea foram 

coletadas para o teste do micronúcleo e ensaio do cometa. A mediana de 

micronúcleos nos grupos controles foi de 0, nos grupos expostos por via inalatória 

variou de 4,5 a 5 e nos grupos expostos por via oral variou de 1 a 3 (p<0,05). 

Enquanto os grupos controle apresentaram maior número de células com classe de 

dano 0, os animais expostos ao GBH apresentaram maior número de células com 

classe de dano 4, principalmente aqueles expostos a altas concentrações (p<0,05). 

A exposição crônica ao GBH apresenta genotoxicidade e o padrão de efeito 

depende da via de exposição e da concentração deste herbicida. 

 

Palavras-chave: glifosato, toxicidade, meio ambiente, exposição a praguicidas, 

testes de mutagenicidade. 
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INTRODUÇÃO 

Desde a descrição dos primeiros agrotóxicos, o uso destes produtos na 

agricultura vem aumentando consideravelmente e tem se tornado um problema 

mundial. Apesar de serem aplicados em áreas terrestres, eles podem contaminar 

outras áreas e a água por deriva, enxurrada, drenagem e lixiviação [Guilherme et al. 

2012]. 

Estes produtos podem provocar riscos à saúde não somente de agricultores e 

de trabalhadores da indústria produtora, mas também podem afetar a população em 

geral pelo consumo diário de alimentos e água contaminados [USEPA, 1993]. 

Assim, estudos com exposição por via oral de alimentos contaminados com 

agrotóxicos se tornam importantes por avaliar não somente a exposição ocupacional 

(mais comum por via inalatória), mas também a exposição não ocupacional dos 

indivíduos. 

O herbicida glifosato (N- [fosfonometil] -glicina) começou a ser usado na 

prática agrícola na década de 1970 para o controle de ervas daninhas em culturas 

agrícolas alimentares e não alimentares e em áreas sem cultivo. Seu principal 

produto de biodegradação é o ácido aminometilfosfônico (AMPA), que também 

apresenta toxicidade [USEPA, 1993]. Herbicidas a base de glifosato (GBH) são os 

produtos mais utilizados para pulverização de lavouras e espaços urbanos no 

mundo [Conrad et al. 2017]. O amplo uso de GBH vem aumentando os riscos de 

contaminação de organismos não-alvos, devido a extensa contaminação da água 

[Guilherme et al. 2012]. A população geralmente se expõe aos GBH por residir perto 

de áreas pulverizadas, pelo uso doméstico e pela alimentação, sendo o nível 

observado geralmente baixo [IARC, 2015]. A exposição de cidadãos europeus aos 

GBH parece ser menor do que a dos Americanos [Tarazona et al. 2017]. 

A genotoxicidade do glifosato, assim como sua carcinogenicidade, tem sido 

muito estudada ao longo dos anos, porém ainda é controversa [Nagy et al. 2019]. 

Em 1991, a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (United States 

Environmental Protection Agency - USEPA) considerou o herbicida glifosato como 

apresentando evidências de não ser cancerígeno para seres humanos (Grupo E) 

[USEPA, 2017]. A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (International 

Agency for Research on Cancer - IARC) classificou o glifosato como "provavelmente 

carcinogênico para humanos" (Grupo 2A) em 2015, e com forte evidência para 



14 
 

carcinogenicidade, genotoxicidade e estresse oxidativo em animais experimentais 

[IARC, 2015]. Porém, no mesmo ano, a Autoridade Europeia para a Segurança dos 

Alimentos (European Food Safety Authority - EFSA) considerou o glifosato como 

improvável de ser genotóxico ou representar uma ameaça carcinogênica para 

humanos [EFSA, 2015].   

O glifosato é frequentemente comercializado em solução aquosa como sais 

de isopropilamina, dimetilamina, trimésio e potássio para aumentar sua solubilidade, 

além de outros ingredientes rotulados como “inertes” adicionados às formulações 

para melhorar a solução, estabilidade, absorção e a ação dos GBH. Porém, a 

composição destes ingredientes “inertes” é um segredo industrial; assim a 

composição GBHs geralmente é desconhecida e varia entre os países e fabricantes 

do produto [Mesnage et al. 2019]. As diferentes metodologias aplicadas para avaliar 

a genotoxicidade e carcinogenicidade do glifosato e as diferentes formulações deste 

herbicida podem explicar a controvérsia na sua classificação [Nagy et al. 2019]. 

Além disso, os dados epidemiológicos não são exclusivos da exposição ao glifosato, 

pois em geral numa mesma lavoura são utilizados vários agrotóxicos, não sendo 

possível separar as causas do dano no caso de exposições humanas [USEPA, 

2017]. Embora, haja vários trabalhos que avaliaram o potencial genotóxico dos GBH 

ao longo dos anos, é consenso que estes herbicidas comercializados atualmente 

têm composição altamente variável, o que torna importante a avaliação sistemática 

destes GBH para maior proteção a potenciais efeitos adversos crônicos causados 

aos seres humanos [Nagy et al. 2019]. 

O objetivo deste estudo foi avaliar o possível efeito genotóxico da exposição 

crônica a um GBH por via oral e inalatória em ratos, simulando a exposição 

ocupacional e não ocupacional de seres humanos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Protocolo animal 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Universidade do Oeste Paulista (Protocolo 6440) (Anexo A), seguiu estritamente 

os protocolos institucionais e internacionais de manejo animal e foi desenhado e 

monitorado de acordo com as diretrizes ARRIVE [Kilkenny et al. 2010]. 
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Para a realização dos experimentos, foram utilizados 88 ratos Wistar albinos, 

machos, adultos, com peso entre 200-250g, fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), alocados em gaiolas plásticas 

grandes, a temperatura média de 22 ± 2ºC, com ciclos de 12 horas de claro e 

escuro.  

A exposição ao GBH foi feita com Glifosato [N-(phosphonomethyl) glycine] 

(Roundup Original DI, Monsanto, São Paulo, Brasil), concentração: Sal de Di-amônio 

de Glifosato 445 g/L (370 g/L equivalente ácido). As concentrações utilizadas no 

estudo foram baseadas nas concentrações indicadas na bula do produto, sendo que 

cada tipo de lavoura necessita de uma concentração distinta para pulverização. 

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos experimentais 

(n=10): CI - Grupo Controle Inalatório: animais expostos à nebulização com água 

destilada; CO - Grupo Controle Oral: ração nebulizada com água destilada; BI - 

Grupo de Baixa Concentração Inalatório: animais expostos a nebulização ao 

herbicida com 2,99 x 10-3 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha) 

(correspondente a 91,17mg/m3); BO - Grupo de Baixa Concentração Oral: ração 

nebulizada com o herbicida na concentração de 2,99 x 10-3 g.i.a/ha (correspondente 

a 91,17mg/m3); MI - Grupo de Média Concentração Inalatório: animais expostos a 

nebulização ao herbicida com 4,99 x 10-3 g.i.a/ha (correspondente a 152,12mg/m3); 

MO - Grupo de Média Concentração Oral: ração nebulizada com o herbicida  na 

concentração de 4,99 x 10-3 g.i.a/ha (correspondente a 152,12mg/m3); AI - Grupo de 

Alta Concentração Inalatório: animais expostos a nebulização ao herbicida com 7,48 

x 10-3 g.i.a/ha (correspondente a 228,06mg/m3); AO - Grupo de Alta Concentração: 

ração nebulizada com o herbicida na concentração de 7,48 x 10-3 g.i.a/ha 

(correspondente a 228,06mg/m3).  

O protocolo de experimentação contou com duas caixas (32x 24x 32 cm) 

cada uma ligada a um nebulizador ultrassônico da marca Pulmosonic Star® 

(Soniclear Ind. Com. Imp. e Exp. Ltda., São Paulo, Brasil). Uma das caixas foi 

utilizada para os grupos controles e a outra para os grupos expostos ao glifosato. O 

tempo de exposição foi de 15 minutos, tanto para os animais quanto para a ração, 

tempo este necessário para que toda a solução fosse nebulizada [Mello et al. 2018].  
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Os animais expostos por via inalatória foram nebulizados durante cinco dias 

consecutivos na semana (simulação da exposição ocupacional). A ração dos 

animais expostos por via oral foi trocada a cada dois dias, sendo que a nebulização 

foi realizada um dia antes da ração ser ofertada aos animais (simulação da 

exposição não ocupacional) [Parizi et al. 2020]. A ração dos animais de todos os 

grupos foi pesada a cada troca para a avaliação da quantidade de ingestão. Todos 

os animais foram pesados mensalmente durante os 6 meses de exposição. 

Um nono grupo (n=8) constituiu o controle positivo (CP), cujos animais 

receberam ciclofosfamida (Genuxal, Baxter Oncology GmbH, Halle/Westfalen, 

Alemanha) em dose única subcutânea (50mg/kg) no primeiro dia do experimento e 

foram eutanasiados 24 horas após [MacGregor, 1987].   

Todos os animais foram eutanasiados com Tiopental sódico (Syntec, EUA), 

na dose de 100mg/kg por via subcutânea [Paiva et al. 2005]. 

 

Teste do micronúcleo 

Após a eutanásia, a medula óssea de um dos fêmures foi retirada e utilizada 

para o teste do micronúcleo. Após a secção das extremidades, foi realizada a 

injeção de soro fisiológico (1ml) com auxílio de uma agulha de 22G em uma das 

extremidades, para que o material fosse expelido através da outra.  As células da 

medula óssea foram coletadas dos fêmures em 3ml de soro fisiológico. Após 

ressuspensão, o material foi centrifugado por 5 minutos, a 1000rpm. O sobrenadante 

foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 0,5ml de soro fisiológico. Os 

esfregaços foram preparados pingando-se duas gotas da suspensão na extremidade 

de uma lâmina e realizados por extensão com auxílio de outra lâmina. Foram 

realizadas duas lâminas por animal, as quais foram coradas pelo corante de Giemsa 

(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) [MacGregor, 1987]. 

Para determinação do número de micronúcleos foram contados 2000 

eritrócitos policromático por animal (1000 em cada lâmina) no aumento de 400x 

[MacGregor, 1987]. Foram considerados micronúcleos as estruturas que 

apresentaram um halo circundante sugestivo de membrana, menores que um terço 

do diâmetro do núcleo associado, intensidade de coloração semelhante ao núcleo e 
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mesmo plano focal a microscopia [Tolbert et al. 1992]. A análise das lâminas foi às 

cegas e realizada por um pesquisador. 

 

Ensaio do cometa 

A medula óssea do outro fêmur foi utilizada para o Ensaio do Cometa. Após a 

secção das extremidades, foi realizada a injeção de soro fetal bovino (1ml) com 

auxílio de uma agulha de 22G em uma das extremidades, para que o material fosse 

expelido através da outra.  As células da medula óssea foram ressuspensas em 

solução contendo 40% de soro fetal bovino, 50% de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Co. 

LLC. - EUA) e 10% de DMSO (dimetil sulfóxido – Merck - EUA) (tampão de 

criopreservação) e estocados a -80°C.   

Os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C para descongelamento, 

quando restou um pequeno pellet congelado transferiu-se o tampão de 

criopreservação contendo as células da medula óssea para um tubo de centrífuga 

de 15 ml, que foi completado até 12 ml com PBS livre de Ca+2 e Mg+2. 

Posteriormente, os tubos de centrífuga de 15 mL foram centrifugados a 800rpm por 

10 minutos, para lavagem e inativação de possível efeito citotóxico do DMSO. Após 

centrifugação, foram retirados e descartados cerca de 11,5 mL de sobrenadante e o 

conteúdo restante em cada tubo foi completado até 12 mL com PBS livre de Ca+2 e 

Mg+2 e homogeinizado. Após nova centrifugação a 800rpm por 10 minutos, 

aproximadamente 11,5 mL de sobrenadante foram retirados, restando 

aproximadamente 0,5 mL, que foi utilizado para análise [Scherer and Strohschoen, 

2013].  

As lâminas foram preparadas com agarose 1,5%, secas e posteriormente 

uma mistura de 5μl das células da medula óssea com 75μl de agarose low melting 

foi adicionada sobre estas e imediatamente colocadas em uma câmara de 

eletroforese horizontal, recobertas com tampão de eletroforese, onde permaneceram 

em repouso por 20 minutos. A eletroforese foi realizada em seguida, em condições 

alcalinas (pH> 13) a 25V e uma corrente de 300 mA por uma hora. Ao final, as 

amostras foram neutralizadas com tampão Tris (Tris 0,4 M pH 7,5). As lâminas foram 

colocadas em solução fixadora [contendo ácido tricloroacético, sulfato de zinco 
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(hepta-hidratado) e de glicerol] e posteriormente lavadas. As amostras foram então 

coradas por solução de prata a 37°C até a solução começar a escurecer. Em 

seguida, as lâminas foram lavadas e colocadas por cinco minutos em solução stop e 

novamente lavadas. Após esse processo, as lâminas foram secas à temperatura 

ambiente e recobertas com lamínula para análise [Scherer and Strohschoen, 2013]. 

Cem células de cada animal foram escolhidas aleatoriamente e analisadas ao 

microscópio óptico com aumento de 400x. Elas foram classificadas de acordo com a 

forma e tamanho da cauda em quatro classes de danos no DNA: 0 (sem dano), 1, 2, 

3 e 4 (maior grau de dano). Células “hedgehog” foram excluídas da análise [Villela et 

al. 2006]. A análise das lâminas foi às cegas e realizada por um pesquisador. 

Análise estatística 

As variáveis não apresentaram distribuição normal, verificada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov (p<0,05), logo, para comparação entre os grupos foi usado o 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para as 

comparações múltiplas, quando necessário. 

 Os testes foram realizados com nível de significância de 5% (p< 0,05) com o 

pacote estatístico SPSS 23. 

 

RESULTADOS 

Peso dos animais e ingesta da ração 

 Não houve diferença entre os grupos para o consumo da ração (p= 0,156), 

assim como não houve diferença de ganho de peso (p= 0,349) (Figura 1). 
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Figura 1 - Mediana e intervalo interquartílico do ganho de peso (em gramas) dos 

animais por grupo de estudo (n=80). a: p= 0,349 (teste de Dunn). Grupos: CI: controle 

inalatório; CO: controle oral; BI: baixa concentração inalatório; BO: baixa concentração oral; MI: 

média concentração inalatório; MO: média concentração oral; AI: alta concentração inalatório; AO: 

alta concentração oral. CP: controle positivo (ciclofosfamida). °,*: outlier e número do animal. 

 

Teste do micronúcleo 

A mediana de micronúcleos nos grupos controles inalatório e oral foi de 0, no 

grupo BI de 4,5, no BO de 1,5, no MI de 5, no MO de 1, no AI de 5,  no AO de 3, e 

no grupo controle positivo de 9. Houve diferença entre os grupos estudados (p< 

0,0001) e a diferença foi entre o grupo CI x (BI, MI, AI, CP), entre CO x (BO, MO, 

AO, CP) e entre os grupos CP x (BO, MO, AO). Em relação à via de exposição, os 

animais expostos por via inalatória apresentaram maior número de micronúcleos do 

que os expostos por via oral (p< 0,0001) (Figuras 2 e 3). 
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Figura 2 – Eritrócito policromático (círculo) com micronúcleo (seta). Animal do grupo 

baixa concentração inalatório. Giemsa, aumento de 400x. 

 

Figura 3 - Mediana e intervalo interquartílico de micronúcleos por grupo de estudo 

(n=88). Grupos: CI: controle inalatório; CO: controle oral; BI: baixa concentração inalatório; BO: 

baixa concentração oral; MI: média concentração inalatório; MO: média concentração oral; AI: alta 

concentração inalatório; AO: alta concentração oral. CP: controle positivo (ciclofosfamida). a x c; b x 

d; d x e: p < 0,0001 (teste de Dunn).. °,*: outlier e número do animal. 
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Ensaio do cometa 

A biodisponibilidade mínima de 91% foi verificada nas amostras. 

Em relação às células apresentando escore 0, houve diferença entre os 

grupos CI x (BI, MI, AI), entre CO x (BO, MO, AO) e entre CP x (MO, AI, AO) (p< 

0,0001) (Figura 4A). Em relação às células apresentando escore 1, houve diferença 

entre os grupos CI x (MI, AI), entre BCO x (MO, AO) e entre CP x (MO, AI, AO) (p< 

0,0001) (Figura 4B). Em relação às células apresentando escore 2, houve diferença 

entre os grupos CI x (BI, MI, AI) entre CO x (BO, MO, AO, CP) e entre AO x (BO, 

CP) (p< 0,0001) (Figura 4C). Para o escore 3, houve diferença entre os grupos CI x 

(BI, MI, AI) e entre CO x (BO, MO, AO) (p< 0,0001) (Figura 4D). Para o escore 4, 

houve diferença entre os grupos CI x (BI, MI, AI), entre CO x (BO, MO, AO) e entre 

CP x (MO, AI, AO) (p< 0,0001) (Figura 4E). Não houve diferença entre as vias de 

exposição (oral e inalatória) (p> 0,05). 
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Figura 4 – Contagem de células ao Ensaio do cometa (mediana e intervalo 

interquartílico): A - Células com escore 0 em cada grupo de estudo (a x c; b x d; e x 

f: valor de p <0,0001 - teste de Dunn). B - Células com escore 1 em cada grupo de 

estudo (a x c; b x d; b, e x f: valor de p <0,0001 - teste de Dunn). C - Células com 

escore 2 em cada grupo de estudo (a x c; b x d; e x f: valor de p <0,0001 - teste de 

Dunn). D - Células com escore 3 em cada grupo de estudo (a x c; b x d: valor de p 
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<0,0001 - teste de Dunn). E - Células com escore 4 em cada grupo de estudo (a x c; 

b x d; e x f: valor de p <0,0001 - teste de Dunn). Grupos: CI: controle inalatório; CO: controle 

oral; BI: baixa concentração inalatório; BO: baixa concentração oral; MI: média concentração 

inalatório; MO: média concentração oral; AI: alta concentração inalatório; AO: alta concentração oral. 

CP: controle positivo (ciclofosfamida). °,*: outlier e número do animal. 

 

DISCUSSÃO 

 Neste estudo, nós observamos aumento do número de micronúcleos, o qual 

foi maior nos animais expostos por via inalatória ao GBH, e dano de DNA em nível 

de célula única no ensaio do cometa associado a maiores concentrações do GBH, 

mas não a via de exposição. 

Em 2014, a EFSA realizou um estudo na União Europeia para análise de 

resíduos de glifosato em 4.721 amostras de diferentes produtos (incluindo produtos 

processados), principalmente frutas, nozes, vegetais e cereais, uma vez que não há 

informações disponíveis sobre resíduos de glifosato em produtos de origem animal. 

A maior taxa de detecção de glifosato foi em sementes de girassol (mas dentro do 

limite legal), seguida por lentilhas secas, sementes de mostarda, ervilhas secas, 

linhaça e soja. Nos cereais, o glifosato foi encontrado principalmente na cevada, 

trigo, aveia e centeio, sendo que apenas uma amostra de feijões secos excedeu o 

limite legal de 2 mg / kg [EFSA, 2016]. Embora, os resíduos alimentares de glifosato 

possam ser pequenos, é importante avaliar os possíveis danos de uma ingestão oral 

de alimentos contaminados por este herbicida para constante avaliação dos níveis 

permissíveis de contaminação. Assim, neste estudo, nós escolhemos analisar 

também o potencial genotóxico do glifosato mediante a exposição a alimentos 

contaminados por este herbicida. 

Enquanto um estudo realizado com peixes mostrou que tanto o glifosato 

quanto o herbicida formulado com ele são capazes induzir danos ao DNA em 

eritrócitos e células branquiais pelo ensaio do cometa [Moreno et al. 2014], outro 

estudo  mostrou dano do DNA pelo ensaio do cometa em linfócitos humanos 

somente na exposição aos três GBHs comerciais avaliados mas não a exposição ao 

princípio ativo (exposição somente a glifosato) [Nagy et al. 2019]. Este dado mostra 

a importância da avaliação de diferentes GBHs comercializados e que o potencial 
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genotóxico em mamíferos pode estar mais associado a sua formulação e aos 

ingredientes inertes utilizados do que ao princípio ativo. Em nosso estudo, optamos 

por utilizar o GBH mais comumente utilizado em lavouras e jardins urbanos em 

nosso país. 

A maioria dos estudos para avaliação de genotoxicidade foi realizada com 

exposição aguda ao glifosato ou GBH e por vias não comuns à exposição humana. 

Exposições subcrônicas ou crônicas são muito mais comuns em seres humanos, 

tanto na exposição ocupacional quanto na não ocupacional. Além disso, as vias 

comuns de exposição de seres humanos a agrotóxicos são a inalatória e a oral (por 

meio de água ou alimentos contaminados) [Mello et al. 2019]. Em um estudo anterior 

de nosso grupo, onde realizamos exposição subcrônica (75 dias) de ratos ao mesmo 

GBH em concentrações similares, observamos aumento de micronúcleos nos grupos 

expostos ao GBH independente da via de exposição (oral ou inalatória) [de Maria 

Serra et al. 2021]. Diferente de nosso estudo anterior, no presente estudo, onde 

realizamos exposição crônica dos animais, observamos que a exposição inalatória 

levou a uma maior formação de micronúcleos do que a exposição oral, independente 

da concentração do GBH. Com este dado, podemos inferir que a exposição crônica 

inalatória causa mais mutagenicidade do que a exposição oral, possivelmente por 

haver uma maior absorção do GBH no trato respiratório do que no trato digestório. 

Os efeitos genotóxicos podem ser transitórios, já os efeitos mutagênicos são 

persistentes e geralmente não podem ser reparados [USEPA, 2012]. Neste estudo 

utilizamos dois testes para avaliar genotoxicidade mediante exposição ao GBH. O 

teste do micronúcleo que avalia mutações estruturais cromossômicas [Fenech et al. 

1999] e o Ensaio do cometa que avalia a segregação do DNA [Villela et al. 2006]. 

Enquanto no teste do micronúcleo, pudemos observar uma maior formação de 

micronúcleos nos animais expostos por via inalatória independente da concentração 

do GBH, ao ensaio do cometa, não houve diferença de dano de DNA em nível de 

célula única em relação à via de exposição, mas houve sim em relação à 

concentração do GBH, onde maiores concentrações mostraram maior número de 

células com maior nível de dano (cometa escore 4). Este dado mostra que o GBH 

avaliado pode provocar diferentes padrões de lesão no DNA, tanto aberrações 

cromossômicas quanto interações com o aparato celular alterando sua segregação. 

E o padrão de lesão é dependente da via de exposição ou da concentração do GBH. 

Além disso, estes dados corroboram outros dois estudos com exposição ao glifosato 
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que mostraram dano do DNA ao ensaio do cometa (estudo realizado em peixes com 

exposição na água contaminada [Guilherme et al. 2012] ) e um aumento significativo 

de aberração cromossômica e indução de formação de micronúcleos (estudo em 

camundongos com injeção intraperitoneal [Prasad et al. 2009]), alterações estas 

dependentes da concentração e do tempo de exposição.   

Alguns estudos sugerem que os GBH podem induzir efeitos mediados pela 

toxicidade local, no caso de injeção intraperitoneal, mas não na administração oral 

[Heydens et al. 2008], ou que o danos ao DNA parecem ser, provavelmente, 

secundários a efeitos citotóxicos  e que o GBH não cause genotoxicidade [Kier et al. 

2013]. Em nosso estudo, observamos que a exposição oral a alimentos 

contaminados pelo GBH pode sim causar dano ao DNA (tanto aumento de 

micronúcleos quanto dano em nível de célula única) e como a análise foi realizada 

em células da medula óssea, este efeito não parece estar associado à toxicidade 

local, mas sim sistêmica. Outro estudo mostrou que a indução de danos ao DNA ao 

ensaio do cometa em concentrações mais altas está associada principalmente por 

processos dependentes de espécies reativas de oxigênio (ROS) [Guilherme et al. 

2012], o que pode ter ocorrido também em nosso estudo. Estudos que avaliem, 

concomitantemente, genotoxicidade, citotoxicidade e estresse oxidativo mediante a 

exposição crônica e com parâmetros simulando a exposição humana poderão 

esclarecer melhor o potencial genotóxico dos GBH e seus possíveis mecanismos. 

Com os dados deste estudo e nas condições de exposição realizadas, 

concluímos que exposição ao GBH avaliado tem potencial genotóxico, que a via 

inalatória acarreta em maior formação de micronúcleos, e as exposições a maiores 

concentrações apresentam um maior dano em nível de célula única, evidenciado 

pelo ensaio do cometa. 
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ANEXOS 

ANEXO A – APROVAÇÃO DO TRABALHO PELA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO 
DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE DO OESTE PAULISTA (UNOESTE) 
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