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RESUMO

UTILIZAGAO DO PROCESSAMENTO DIGITAL DE IMAGENS COMO METODO
DE ANALISE DO EPITELIO HEPATICO DE RATOS CRONICAMENTE EXPOSTOS
DE MODO ORAL E INALATORIO AO HERBICIDA GLIFOSATO

Introdugdo: O (glifosato (N-fosfonometil-glicina) € um herbicida ndo seletivo,
sistémico, amplamente utilizado nas lavouras de algod&o, milho, soja entre outras,
visando o controle de ervas daninhas. Sua ampla utilizagdo visa majorar a
produtividade tornando o processo mais rentavel. A exposi¢cao ao herbicida causa
danos a flora a fauna e pode ser um possivel agente nocivo ao epitélio hepatico e
causar alteragdes patologicas. Modelo do estudo: Estudo do tipo experimental.
Objetivo: analisar os efeitos da exposigao crénica oral e inalatoria ao em diferentes
concentragdes ao herbicida glifosato sobre o tecido hepatico de ratos, utilizando
processamento digital de imagens. Foram utilizados para a pesquisa 112 ratos
Wistar alocados em 2 grupos com 14 ratos em cada gaiola. Grupo controle inalatério
(GCI) foi composto por grupo baixa concentragao (GBI), grupo media concentragao
(GMI) e grupo de alta concentragdo (GAIl) e grupo controle oral (GCO) grupo baixa
concentragao (GBO), grupo media concentragdo (GMO) e grupo alta concentragéo
(GAO). O grupo inalatéria recebia nebulizagao diaria, enquanto o grupo oral recebia
alimentagao nebulizada com o glifosato. Apos o periodo de 180 dias de experimento
os animais foram eutanasiados e procedeu se a confeccdo das laminas. Foram
feitas imagens de microscépio, os nucleos hepaticos selecionados e delimitados,
para posteriormente abastecer o respectivo programa com as informagdes e assim
criar um banco de dados que possibilitou a analise do processamento digital de 200
mil hepatécitos. Resultados: Observou se que tanto as vias de exposicdo quanto as
dosagens exercem alteragdes preponderantes, sugestivas de danos hepaticos. As
Vias de Administragao apresentaram uma diferenga significativa (p<0,05). O mesmo
ocorreu com a dose (GC, GB, GM e GA), onde o efeito da dose foi significativo e
valor de p <0,05. Conclusédo: A exposicédo ao glifosato de maneira crénica inalatéria
apresenta alto potencial nocivo as células hepaticas. Desta forma configura como
um fator de risco aos trabalhadores com contato direto, e aos moradores de regides

que fazem o uso do glifosato e sofrem com o efeito da deriva.

Palavras-chave: Agroquimicos; Toxicidade; Figado; Modelos animais.



ABSTRACT

USE OF DIGITAL IMAGE PROCESSING AS A METHOD FOR ANALYSIS OF THE
HEPATIC EPITHELIUM OF RAT CHRONICALLY EXPOSED ORALLY AND
INHALED TO THE HERBICIDE GLYPHOSATE

Introduction: Glyphosate (N-phosphonomethyl-glycine) is a non-selective, systemic
herbicide, widely used in cotton, corn, soybean crops, among others, aiming to
control weeds. Its wide use aims to increase productivity, making the process more
profitable. Exposure to the herbicide causes damage to flora and fauna and can be a
possible harmful agent to the hepatic epithelium and cause pathological changes.
Study design: Experimental study. Objective: to analyze the effects of chronic oral
and inhalation exposure to different concentrations of the herbicide glyphosate on the
liver tissue of rats, using digital image processing. 112 Wistar rats were used for the
research, allocated into 2 groups with 14 rats in each cage. Inhalation control group
(GCI) was composed of a low concentration group (GBI), medium concentration
group (GMI) and high concentration group (GAIl) and oral control group (GCO) low
concentration group (GBO), medium concentration group (GMO) and high
concentration group (GAO). The inhalation group received daily nebulization, while
the oral group received nebulized feeding with glyphosate. After a period of 180 days
of experiment, the animals were euthanized and the slides were made. Microscope
images were taken, the hepatic nuclei were selected and delimited, to later supply
the respective program with the information and thus create a database that made it
possible to analyze the digital processing of 200 thousand hepatocytes. Results: It
was observed that both the routes of exposure and the dosages exert preponderant
changes, suggestive of liver damage. The Routes of Administration showed a
significant difference (p<0.05). The same occurred with the dose (GC, GB, GM and
GA), where the dose effect was significant and p value <0.05. Conclusion: Chronic
inhalation exposure to glyphosate has a high potential for harm to liver cells. In this
way, it constitutes a risk factor for workers with direct contact, and for residents of

regions that use glyphosate and suffer from the effect of drift.

Keywords: Agrochemicals; Toxicity; Liver; Animal models.
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PROLOGO

Nasci em uma cidade do interior do Mato grosso do sul; o primogénito de
uma familia de trés filhos. Durante todo o percurso da minha infancia morei na area
rural, filho de pais que nao tiveram acesso aos bancos escolares, porém sempre
conscientes da importancia da educacdo como ferramenta de mudanca, nao
somente pessoal, mas também da sociedade que esteja inserido. Durante boa parte
da minha segunda infancia, morando na area rural, com assiduo convivio com meu
avé materno; nonagenario, que dispunha de muita vitalidade e disposi¢cao para as
tarefas inerentes de quem vive na area rural; alimentar bichos, ordenhar vacas e por
ai adiante. Esse convivio com meu avd, empiricamente norteou minhas escolhas
profissionais atuais. Apés meu vo falecer em decorréncia de complicagdo de um
cancer de prostata aos 93 anos, passamos a residir em area urbana com maior
acesso a educacdo. Sempre fui uma crianca bastante introvertida que buscava nos
poucos livros que dispunha, ferramentas para conhecer novos mundos. E por
intermédio disso acabou despertando a necessidade da busca por conhecimento,
sempre alicercado e impulsionado pelos meus pais. Apos o colegial sentia que
necessitava fazer algo, porém ainda muito incerto do que fazer, optei pelo curso de
administracdo de empresas, que me abriu um leque muito grande, logo apés o fim
do curso me aventurei em uma especializagdo de gestdo de pessoas. Apds algum
tempo atuando na area administrativa e lecionando na mesma area, sentia que
precisava algar novos voos, me encontrar profissionalmente, fazer algo que nao
fosse condicionado a fatores extrinsecos, mais algo que pudesse fazer o coragao
pulsar e trazer brilho aos olhos.

Neste periodo em meio as incertezas de comecar tudo de novo, pairou muita
inseguranca de sair da minha zona de conforto; mais uma vez o apoio familiar foi
incondicional e de muita importancia. Em 2014 inicie o curso de fisioterapia, a cada
nova matéria uma descoberta e um amor novo; comecei entao a vislumbrar de todas
as maneiras a qual eu poderia conduzir minha carreira. A neurologia e a geriatria
fundamentaram minha edificacdo pessoal e profissional funcionando com uma
bussola nas minhas escolhas, é neste contexto, que vejo como o convivio com meu
avdé me norteou a querer estar diretamente trabalhando com essa populagdo da
“melhor idade”. Embora tendo atuado lecionando, sempre tive duvidas quanto estar

conseguindo passar a informacgao; tdo importante quanto ter o conhecimento € saber



dissemina-lo. Na metade do curso de fisioterapia, na primeira apresentagao do pré-
projeto, com uma banca a qual eu ndo conhecia, em meio ha muito nervosismo,
apresentei o meu projeto “ DESENVOLVIMENTO PSICOMOTOR E
APRENDIZAGEM MOTORA POR TEMPO DE REACAO EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES ISTITUCIONALIZADOS EM ABRIGOS”, ao finalizar uma ilustre
figura teceu comentarios a cerca da minha apresentacao, ... Que ficaria horas me
ouvindo apresentar, que havia passado com muita didatica o conteudo...” foi entéo
que a mesma sugeriu que eu deveria buscar pelo mestrado apoés findar a graduacéo,
e se colocou a disposicao para tanto.

O tempo passou, a graduagdo terminou, busquei formacdo, para
fundamentar-me na minha area de atuacédo, e apoOs algumas especializagdes;
neurofuncional adulto, ortopedia, geriatria/gerontologia, me vi querendo algar novos
voos, buscar novos conhecimentos, novos desafios. Foi entdo que em periodo
pandémico, caos total lembrou-me daquela professora que havia outrora plantado
essa semente do mestrado. Entdo na manha do dia 14 de Dezembro de 2021 as
09h58min envie uma mensagem despretensiosamente para a professora Renata
Calciolari, que de pronto me acolheu, e iniciamos as trativas para iniciar essa nova
jornada.

Hoje percebo que nada foi por acaso até mesmo o delineamento da
pesquisa desenvolvida esta atrelado a minha historia, o herbicida que pesquisamos,
fez parte presente da minha vida, usado de maneira despreocupada sem muitos
aparatos de seguranga durante muitos anos pelo meu pai.

Desta forma, almejo buscar ainda mais conhecimento para intervir
diretamente, melhorando qualidade de vida, dos meus pacientes que sao
metaforicamente uma extensdo do meu avo; figura essa tao importante em minha
vida. O saber s6 tem valor quando compartilhado, e assim novas vidas serao
transformadas, € um processo ciclico transformar outras vidas, e essa, espero ser a
minha missao de vida, buscar e compartilhar conhecimento, honrando todo esforco e
sacrificio que foi feito pelos meus pais, para que hoje fosse possivel, eu estar aqui

nesta jornada rumo ao conhecimento.
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1. INTRODUGAO

Desde o periodo colonial o Brasil destaca se, no mundo como um importante
produtor agricola, permanecendo assim até a atualidade. No panorama atual, a
exportagcdo de commodities constitui-se como um dos pilares econémicos do pais,
uma vez que o Brasil ocupa o ranking como o segundo pais que mais exporta esses
produtos, resultando em uma expressiva contribuicdo para seu PIB (Produto Interno
Bruto). E evidente que todo esse dinamismo na producgdo agricola, crucialmente na
atualidade s6 é possivel devido ao emprego em extensa escala dos defensivos
agricolas; com o ensejo de majorar a produgédo nos grandes latifundios, mesmo que
este processo culmine em danos sociais e ambientais (Reyna; Braga; Morais, 2020;
IPEA, 2019).

O processo de aplicagao dos agrotdxicos ocorre de diversas formas, podem
ser pulverizados por meio de aplicagdo manual, tratores e avides sobre as
plantacdes, todavia nesse processo além de atingirem o alvo desejado, € alastrado
no meio ambiente e podem contaminar o solo, lagos, manancial o ar e os alimentos,
além de atingir de maneira direta os trabalhadores, moradores e animais que vivem
ao entorno dessas areas pulverizadas (Lopes; Albuquerque, 2018; Soares; Silva;
Duarte et al., 2021).

A mesma tecnologia que permitiu avangar o processo produtivo na
agricultura com a mecanizagdo dos processos, também trouxe novas tecnologias
para alavancar as pesquisas. Neste contexto surge o processamento digital de
imagens, processo que torna possivel e mais fidedigno a mensuragado de dados.
Processo em que o pesquisador fomenta a aprendizagem do software para que o
mesmo possa posteriormente identificar as informag¢des requeridas (Silva; Soares;
Melo, 2023; Vieira Neto; Marques Filho, 1999).

A mecanizagdo no meio rural torna possivel diagnosticar por meio de
drones, areas com infestacdes de ervas daninhas e desta forma, entrar com as
medidas necessarias para dirimir o problema. Apds a deteccdo de areas afetadas
entrarem com os respectivos recursos. Dentre os recursos disponiveis o0 uso do
glifosato um potente herbicida que atua no mecanismo de inibicdo da sintese de
aminoacidos capaz de extirpar as ervas daninhas (Silva; Soares; Melo, 2023).

O glifosato configura hoje o herbicida mais utilizado no Brasil e no mundo, e

0 aumento do seu consumo ja esta bem abalizado, sobretudo em paises da América
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do Norte, da América do Sul, Europa e Asia. O mercado dos herbicidas apresenta se
como um importante agregador financeiro chegando a gerar cerca de US$ 17
bilhdes anualmente, com tendéncia ao crescimento exponencial (Gianessi, 2013;
BRASIL, 2018). De acordo com estimativas mais recentes, os herbicidas
representam quase US$ 24 bilhdes em valor de comércio (BRASIL, 2023; Martins-
Gomes; Silva; Andreani et al., 2022).

Estudos anteriores corroboram com achados demonstrando o auto potencial
téxico do glifosato, tanto para humanos quanto para os animais. Em humanos foi
observado que pode ser nocivo, apresentando efeitos carcinogénicos, mutagénicos,
teratogénicos, neuroenddcrinos, dificuldades respiratérias, problemas de meméria e
de pele, depresséo, entre outros (Kwiatkowska; Jarosiewicz; Bukowska, 2013; Baek;
Bobadilla; Giacomini et al., 2021). Ja em animais, estudos mostraram que peixes
sofrem alteracbes espermatogbnia, reduzindo a fecundidade, na populagcéo de
abelhas causa alteragcdes comportamentais e alteracbes na microbiota intestinal
deixando as mais suscetiveis a doengas e morte (Antunes; Ribeiro; Roque et al.,
2023; Santos; Becher; Retcheski et al., 2009).

Além do que, as injurias a saude atrelada ao uso de glifosato sdo muito bem
evidenciadas por meio de estudos ha tempos, contudo, no ambito nacional, ha
poucas informacdes na literatura sobre os efeitos causados pela exposi¢ao crénica a
essa substancia, necessitando de uma maior atencéo, especialmente pelo fato de
simular a exposi¢ao inalatéria do trabalhador rural e a exposig¢ao oral da populagao
que consome o0s alimentos muitas vezes contaminados.

O aumento da produgcdo nas ultimas décadas tem causado impacto
significativo no que tange o aumento alarmante no uso de defensivos agricolas,
dados substanciais que evidenciam o quanto nos ultimos dez anos o mercado
mundial de agrotdxicos cresceu no entorno de 93%, o mercado brasileiro cresceu
190%. No ano de 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos ocupando o lugar de
maior mercado de agrotdéxicos do mundo. Essa posi¢gdo ocupada pelo pais traz
consequéncias colossais, que envolve ndao apenas as limitagbes agricolas, como
toda a comunidade no seu entorno, além dos consumidores dos alimentos (Lopes;
Albuquerque, 2018).

Em uma anadlise realizada pelo Programa de Anadlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) do Ministério da Saude, encontrou-se

contaminagcdo em 51% das amostras de 14 alimentos dentre eles
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cereais/frutas/hortalicas analisadas e coletadas no periodo de agosto de 2017 a
junho de 2018. Os resultados mostraram que 23% das amostras analisadas estavam
contaminadas acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR) e/ou seus residuos
encontrados nado eram autorizados para aquelas culturas; 35% das amostras
consideradas satisfatorias, porque estavam abaixo do LMR apesar de apresentar
residuos de agrotoxicos e 37% das amostras n&o apresentavam residuos dos
herbicidas (Brasil, 2023).

O processo de produgéo agricola resulta na exposigcdo humana (ambiental +
ocupacional + alimentar) que podera contaminar os trabalhadores e populagao e
provocar varios agravos a saude, que deverdao ser diagnosticados, tratados e
notificados a partir dos municipios brasileiros, via SINAN, pela vigilancia em saude.
Além das intoxicagbes agudas, também s&o notificadas as intoxicagbes crbnicas
relacionadas aos agrotoxicos alguns tipos de canceres e malformagdes fetais,
disturbios neuroldgicos, enddécrinos, mentais e cognitivos (Pignati; Oliveira; Silva,
2014).

Apesar do fato de que a pesquisa brasileira em relacdo ao impacto do uso
de agrotéxicos sobre a saude humana tenha crescido nos ultimos anos, ainda nao é
suficiente para conhecer a extensio da carga quimica de exposi¢ao ocupacional e a
dimensdo dos danos a saude. Um dos problemas apontados é a falta de
informagdes sobre o consumo de agrotdoxicos e a insuficiéncia dos dados sobre
intoxicagdes por estes produtos (Tosetto; Andrioli; Christoffoli, 2021; Figueiredo;
Trape; Alonzo, 2011).

Somado a isso, ainda existe a questdo da deficiéncia dos profissionais de
saude da rede basica e de alta e média complexidade no Brasil em investigar as
exposi¢cées humanas, os surtos de intoxicagdo e os diagnosticos de intoxicagao por
agrotoxicos. Desta maneira, torna-se evidente a necessidade de propiciar a
capacitacado da rede de saude, principalmente da atengao basica, além de promover
0 avango das notificagbes nos sistemas de informacdo do SUS (Araujo; Oliveira,
2016).

Diante do exposto, pode-se perceber a pertinéncia em abordar tal tema, ja
que é fato a grandeza do uso de herbicidas no Brasil e do numero de individuos
expostos tanto de forma direta quanto indireta, aliado a insuficiéncia de dados na
literatura sobre as consequéncias da exposicdo cronica a tais substancias. Desse

modo, os resultados deste estudo terdo potencial para colaborar com a melhoria da
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saude e qualidade de vida dos trabalhadores e da populagdo, seja através da
conscientizagdo das empresas sobre o0s riscos a saude, seja através do
desenvolvimento de iniciativas sustentaveis e politicas publicas.

Desta forma, precisamos angariar informagdes que evidencie se ha riscos,
na exposig¢ao cronica ao glifosato, seja ela de forma oral ou inalatério.

A proeminéncia da tematica é avultada ao ponderar a extensdo da area de
utilizacdo do herbicida glifosato no ambito regional e nacional e a gama de pessoas
expostas ao produto. Desta forma, os resultados impetrados deste estudo poderéo
contribuir para a conscientizacdo da populagdo em geral quanto aos riscos a saude
do uso indiscriminado dos herbicidas, dando inicio a discussdes quanto a criagao de
projetos sustentaveis e politicas publicas, que priorizem a saude e a qualidade de
vida de todos os envolvidos.

A presente pesquisa tem por objetivo analisar as alteragbes morfolégicas em
figado de ratos que foram submetidos cronicamente ao glifosato, sob a forma oral e
inalatoria, utilizando-se do processamento digital de imagens. Avaliar as diferengas
de danos hepaticos entre a exposigdo cronica oral e inalatéria ao glifosato em
diferentes concentragdes utilizando-se o processamento digital de imagens e desta e
discutir sobre os possiveis impactos a saude de trabalhadores, a partir da utilizagao

do herbicida glifosato.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O meio Ambiente e o Desenvolvimento Sustentavel

O meio ambiente saudavel é um direito humano, todas as pessoas no
planeta tém direito a um meio ambiente saudavel, assim assegura a ONU
(Organizacao das Nacdes Unidas) da mesma forma como é assegurado na lei 225
da constituicdo federal que todos tém direito a um meio ambiente equilibrado e
também é dever de todos primar pela qualidade e integridade do mesmo (ONU,
2023).

A busca por meios de progresso e produtividade de maneira mais limpa e
menos prejudicial ao meio ambiente, tem se tornado foco de diversos debates, com
intuito de instituir politicas para nortear agdes em prol da sustentabilidade.

O desenvolvimento sustentavel tem como objetivo atender as necessidades
das geragcbes presentes sem afetar as futuras. A iminente preocupagdo com
meétodos sustentaveis levou organizagdes publicas, produtivas e sociais a instituirem
métodos para avaliar o desempenho ambiental. Tal processo tem a finalidade de a
longo prazo gerar ganhos (Dietrich; Almeida, 2020).

Na medida em que a agriculta avangca as areas verdes naturais, sao
desmatadas para dar lugar a vastas plantagbes, fazendo importantes alteracdes a
fauna e flora local. Além do uso de diversos recursos como o grande uso de agua no
processo de irrigagao, expde também o uso de agrotéxico que poluem e alteram os
microrganismos existem no solo e rios (Dietrich; Almeida, 2020).

As alteracbes climaticas, inerentes ao processo de desgaste ao qual o
planeta vem sendo exposto ao longo dos anos, tem sido objeto de estudos e por
meio destes resultados ha uma preocupagao em reverter a situagao. A preocupagao
com o0 meio ambiente e o bem-estar social é tépico de debates em distintas esferas
da sociedade. Visando nortear agdes a ONU em 2015 propbés a Agenda 2030,
composta por 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e 169 metas
visando a promog¢ao do desenvolvimento sustentavel (Figura 1). Os ODS incluem a
erradicagao da pobreza, protegdo ambiental e garantia do bem-estar social (ONU,
2021). Para que haja uma implantagédo efetiva dos respectivos ODS e alcangar as
metas estabelecidas para 2030, faz se necessario minuciosa analise critica para
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maior assertividade a cerca das estratégias a serem implementadas (Dietrich;
Almeida, 2020).

E importante fomentar meios para que o processo produtivo torne se mais
sustentavel, e para que isso ocorra as pesquisas a cerca de tematicas relevantes em
prol de uma sociedade mais atenta aos danos inerentes ao processo produtivo, os
selos preconizados pela ONU, trazem um norte acerca do que buscar, quais
conflitos precisam serem mitigados. Neste contexto a presenta pesquisa aborda dois
dos 17 selos que sao eles ODS3 e ODS 12.

Entre os ODS 3, Saude e bem-estar - Assegurar uma vida saudavel e
promover o bem-estar para todos, em todas as idades (ONU). Fomentar meio para
que o processo de produgdo agricola seja cada vez mais limpo, com menos
percentual de residuos de agrotoxicos nos alimentos e no meio ambiente. Dentro
deste contexto a presente pesquisa contempla o ODS 12, consumo e produgéo
responsavel- Assegurar padrdes de producdo e de consumo sustentaveis (ONU).
Angariar meios que possibilitem um processo produtivo mais sustentavel, sem que
para produzir mais precise afetar de maneira negativa 0 meio ambiente. Tornar o
processo produtivo integrativo ao meio ambiente. Reduzir o uso de agrotoxicos, que
possibilitam o aumento da produtividade, conduto acaba por causar letalidade da
diversidade de microrganismo do solo entre outros seres vivos, flora e fauna
(Dietrich; Almeida, 2020; Lopes; Santiago; Silva et al., 2023).

Figura 1- Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.
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2.2 Agroquimicos na pulverizagao aérea: riscos e impactos ambientais

No decorrer dos ultimos anos o Brasil vem se consolidando como uma
importante poténcia no que tange a agricultura, com a vasta densidade territorial e a
diversidade de clima encontrado no territério nacional possibilitou uma vasta gama
de cultivares que se adaptam ao clima e solo do pais (Kwiatkowska; Jarosiewicz;
Bukowska, 2013; Pignati; Oliveira; Silva, 2014). Esse processo deu origem a
necessidade do aumento no consumo de agrotéxicos, neste cenario o uso do
glifosato veio aumentando e consolidando seu papel na agricultura, enquanto houve
um aumento global de 93% de venda de agroquimicos, o Brasil lidera esse cenario
com um aumento exponencial de 190% (Brasil, 2023).

Desde entdo este cenario vem angariando mais espago, em relatério
lancado em 2022 pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) aponta que o Brasil comercializou mais de 685 mil toneladas
de ingrediente ativo (TON/IA), no ano de 2020, houve uma crescente de 10%
quando comprado ao ano anterior cuja comercializagao foi de um pouco mais de 620
mil toneladas (TON/IA) (Baek; Bobadilla; Giacomini et al., 2021). O Relatério do
IBAMA aponta ainda que a regido com maior concentragdo em comercializagao
encontra se na regido Centro-oeste do Brasil com maior incidéncia no Mato Grosso,
perfazendo um total de 133.290 TON/IA, seguido pela regido sul, com o estado do
Parana destacando-se neste cenario, no cenario da regido sudeste, o estado de Sao
Paulo lidera com a comercializagdo de mais de 88 mil TON/IA, cerca de 61% das
vendas de toda a regido sudeste (IPEA, 2019; Brasil, 2022).

Sé&o diversas classes de agrotéxicos disponiveis no mercado, porém uma
das classes mais utilizadas € os herbicidas, especialmente no Estado de Sao Paulo,
que responde por 43,1% do faturamento total do estado. Os herbicidas
comercializados em S&o Paulo sdo destinados manejo de cana-de agucar, soja e
milho (Gianessi, 2013). Neste cenario os agroquimicos que tem maior destaque sao:
glifosato, cipermetrina, enxofre, 2,4-D, atrazina e metamidofés, o estado de Séao
Paulo configura se como o maior produtor de cana-de-agucar do Brasil, o que
representa em torno de 50% da area plantada no cenario nacional, assemelhando-
se ao estado do Mato Grosso, campedo em venda de agrotdxicos, o qual a cana-de-
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agucar configura como uma das culturas mais preponderantes para a agricultura
regional (IPEA, 2019; Brasil, 2017).

Diante da grande densidade de areas cultivadas, o uso de tecnologias e
inovagdes a fim de maximizar os processos vem angariando cada dia mais espaco.

Neste cenario cada vez mais mecanizado o processo de pulverizagao
manual vem perdendo espacgo para a pulverizagcdo aérea, mesmo que este processo
suscite duvida quanto aos impactos para a saude e para todo o ecossistema, a
pulverizagdo aérea destaca como umas das principais e mais usadas forma de
aplicacao de agroquimicos (Soares; Silva; Duarte et al., 2021). O processo de
pulverizagdo aérea permite pulverizar uma grande area em um curto periodo de
tempo (Soares; Silva; Duarte et al., 2021; Araujo, 2020).

Embora usada amplamente a técnica de pulverizagdo area vem sendo
objeto de estudos e de apontamentos que levam a discussao quanto a assertividade
e seguranga da técnica, tendo em visa que as particulas aspergidas sofrem com
intempéries climaticas, espalhando-as (Gianessi, 2013). N&o é possivel delimitar de
maneira fidedigna a area a ser pulverizada; ocasionando o processo de deriva,
processo pelo qual ha disseminagdo do agroquimico perpassa a regiao a ser
pulverizada (Reyna; Braga; Morais, 2020; Gianessi, 2013). A deriva acontece,
mesmo quando todas as normas técnicas de aplicacdo sao seguidas. Isso indica
que utilizar agroquimicos sem contaminar o meio ambiente e sem afetar os que
trabalham ou vivem ao entorno da aplicagado é uma tarefa quase impossivel (Costa;
Velini; Negrisoli et al., 2007).

A deriva técnica pode exceder os 80% na pulverizacdo e assim atingir
lugares distantes, devido o deslocamento do produto fora do local desejado, e pode
ser influenciada pelo vento, temperatura do ar, umidade relativa do ar, distadncia do
alvo, velocidade de aplicagdo e tamanho das gotas (Cunha, 2008). A cerca da
pulverizagao area paira muitos contratempos, que a torna algo que suscite cautela,
devido aos diversos fatores que corroboram para a falta de controle. O Ministério da
Saude tem se demonstrado favoravel a proposta de suspensdo da pulverizagao
aérea no pais, contudo ainda ndo houve um consenso para a concretizagao, apenas
o Estado do Ceara tem Lei vigente que torna crime ambiental o processo de
pulverizagdo aérea, a Lei 16.820/2019, do estado do Ceara (Ceara, 2019; Castro,
2023).
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O processo decorrente da pulverizagdo aérea do glifosato; N-fosfonometil
glicina, herbicida pertencente a classe do fosfonato, que € corresponde a classe
bem similar aos organofosforados, que pode ser encontrado com 0s nomes
comerciais de Rondup ou Sting. E um herbicida amplamente difundido, com uso
anual de cerca 1 milhdo de toneladas em todo o mundo (Brasil, 2018).

O glifosato, formulado como Roundup, € um herbicida de amplo espectro tem como
principal fungao eliminar as plantas infestantes nas lavouras e também é usado
como dessecante antes da colheita (Dietrich; Almeida, 2020; Van Bruggen; He; Shin
et al., 2018). O uso do glifosato estende se para as areas urbanas, seja para uso em
domicilio, pequenos jardins, parques e em areas marinhas para a contencao de
plantas aquaticas (Heneka; Golenbock; Latz, et al., 2020).

Atualmente no ambito nacional o glifosato exibe classe toxicolégica V pela
ANVISA, improvavel de causar dano agudo (Tabela 1) (Perron; Anwar; Bloem,
2017).

Tabela 1- Classificacdo toxicolégica em funcdo da toxidade oral, cutédnea e

inalatoria.
Classificagao quanto a toxidade

Categoria Categorial Categoria2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 6

Extremamente Altamente Medianamente Pouco tdxico Improvavél de causar Altamente tdxico
Nome de categoria toxico toxico toxico dano Agudo toxico  N&o classificado
Via de exposicdo <5 >5-50 >50 - 300 >300- 2000 >2000 - 5000 > 5000
Oral (mg/kg p.c.)
Via de exposicio <50 >50-200 >200- 1000 >1000- 2000 >2000 - 5000 > 5000

Cutdnea (mg/kg p.c.)

Gases (ppm/V) <100 =100- 500 =500- 2500 =2500-20000 =20000-50000
Via de exposicio Vapores (mg/L) <05 >05-<2,0 »2,0-<10 >10<20 > 20-50
Inalatdria =0,05 >0,05-0,5 =»0,5-1,0
Produtos sdlidos =1,0-5,0 =50-125

e liquidos (mg/L)

Fonte: ANVISA 2019

Entretanto, assim como o 2,4-D, antes da reclassificagdo toxicologica de
2019 o glifosato era rotulado como extremamente toxico (Classe 1). O uso do
glifosato ainda suscita certas questdes na comunidade cientifica e seus
consumidores, ha um continuo debate sobre o seu uso devido a seguranga do

glifosato para a saude humana. Os Estados Unidos e agéncias europeias defendem
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que o uso glifosato e suas formulagdes comerciais sédo classificados como produtos
quimicos de baixa possibilidade de serem cancerigenos (Fogliatto; Ferrero; Vidotto,
2020). Contudo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) faz uma
classificagdo em torno dessa substancia como provavel cancerigena, com base em
sua capacidade de induzir danos ao DNA e indugédo de estresse oxidativo (Kudsk,
2020).

E imperativo atentar com a saude da populacdo, e, sobretudo, com os
trabalhadores rurais, visto que o glifosato foi encontrado em altas concentragcdes na
urina de agricultores e outros fluidos bioldgicos, como sangue e leite materno, e
também esteve presente em 60-80% da populagao geral, incluindo criangas (Van
Bruggen; He; Shin et al., 2018). O composto é absorvido por via oral e dérmica,
sendo excretado em sua maior parte na urina. A excrecéao biliar, todavia, € limitada e
a eliminagdo por meio do ar expirado € muito baixa, quando ingerido o glifosato é
amplamente absolvido pelo sistema digestivo e amplamente difundido pelo sangue
no organismo (Soares; Silva; Duarte et al., 2021; Connolly; Jones; Basinas et al.,
2019).

Alguns trabalhos anteriores ja demonstraram efeitos toxicos do glifosato no
sistema nervoso, hepatico, renal e reprodutivo (Van Bruggen; He; Shin et al., 2018;
Pu; Yang; Chang et al., 2020; Kubsad; Nilsson; King et al., 2019).

Estudos in vitro, também ja evidenciaram que o glifosato causa danos
genéticos, aumenta o estresse oxidativo, interfere na via do estrogénio, pode
comprometer as funcdes cerebrais e tem sido correlacionado com varias formas de
cancer (Peillex; Pelletier, 2020; Nagy; Tessema; Budnik et al., 2019).

Como aludido, os dados sdo amplos sobre os efeitos nocivos da exposi¢cao
ao glifosato na saude, e por ser um herbicida muito utilizado a garantia da sua
seguranga nas concentragcdes de exposigdes para a populagdo em geral necessita
estar em constante ponderagao, e por isso requer um numero maior de estudos que
corroborem, abalizando a cerca da seguranga a exposi¢ao cronica oral ou inalatoria

ao glifosato.

2.3 Implicagoes do Glifosato na Saude Hepatica

O figado € um o6rgéo protagonista em diversos processos metabolicos

inerentes ao funcionamento do corpo humanos e também desempenha papel
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coadjuvante correlacionando agdo com outros 6rgaos e glandulas. O figado
representa o segundo maior 6rgao do corpo humano podendo chegar a pesar cerca
de 1.500kg aproximadamente (Souza; Moreira, 2007). O figado desempenha o papel
de glandula mista, neste contexto ele € considerado a maior glandula do corpo
humano e constitui-se como a maior glandula do corpo humano. Ele é considerado
uma das glandulas anexas do sistema digestério e se localiza predominantemente
no quadrante superior direito do abdome, onde € protegido pela caixa toracica e pelo
diafragma (Souza; Moreira, 2007).

O figado pode ser dividido anatomicamente em lobo direito, lobo esquerdo,
lobo caudado e lobo quadrado. O plano mediano definido pelo ligamento falciforme e
pela fissura sagital esquerda separa o lobo hepatico direito, que € o mais extenso,
do lobo hepatico esquerdo, bem menor. Os lobos quadrado e caudado sdo os dois
lobos acessorios partes do lobo hepatico direito anatémico. O quadrado é anterior e
inferior, enquanto o caudado é posterior e superior (Souza; Moreira, 2007).

O figado é também constituido pelo sistema porta hepatica compondo esse
sistema encontra se a veia hepatica, a artéria hepatica e o ducto hepatico,
responsaveis por carrear substancias e nutrientes absorvidas pelos estomago,
pancreas e intestino grosso (ceco e reto) (Souza; Moreira, 2007; Kubes; Jenne,
2018).

As veias centrais se unem e formam as hepaticas, que drenam para a veia
cava inferior. Entre os hepatocitos encontram se vasos sanguineos de diametro
reduzido, os sinusoides hepaticos. Os ductos hepaticos direito e esquerdo se unem
e formam o ducto hepatico comum. Este se une ao ducto cistico para formar o ducto
colédoco. Os ductos hepaticos sdo os ductos responsaveis pela saida da bile do
figado, por isso sdo chamados de ductos biliares (Ober; Lemaigre, 2018). Figado
participa ativamente no processo digestivo, sendo este uma ponte do sistema
digestorio e a corrente sanguinea, uma vez que participa ativamente no processo de
capitagao e distribuicdo de nutrientes (Kubes; Jenne, 2018).

No sistema circulatorio, o figado € o responsavel pela captacao,
transformacao e acumulo de metabdlitos, neutralizacido e eliminagao de substancias
téxicas, que ocorre através da bile, a secrecao exdcrina do figado, fundamental na
digestdo lipidica. O figado também €& fundamental na produgdo das proteinas
plasmaticas, como a albumina heparina e alguns fatores de coagulagdo, das
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vitaminas, como A, D e B12, e do ferro, além de ser responsavel pelo
armazenamento de glicogénio (Trefts; Gannon; Wasserman, 2017).

Na hiperglicemia, o figado promove a captacdo e o armazenamento da
glicose em forma de glicogénio e, na hipoglicemia, ele permite a gliconeogénese
como mecanismo compensatorio. Ha também as células de Kupffer, existentes ao
longo dos capilares hepaticos, que fazem fagocitose de algumas bactérias,
leucdcitos e eritrécitos velhos e alguns detritos que possam atingir a circulagao
sanguinea, proporcionando ainda uma pequena fungéo de defesa do organismo pelo
figado (Trefts; Gannon; Wasserman, 2017).

As correlagdes que o figado estabelece com diversos sistemas fisioldgicos, o
tornam um orgdo muito importante a ser estudado, devido as implicagdes
patolégicas que o mesmo pode sofrer e desta forma acarretar um efeito cascata de
funcionamento inadequado nos demais sistemas fisioldégicos. Nos ultimos anos
diversos achados tem mostrado como fatores organicos, intrinsecos e extrinsecos
podem causar mutacgdes celulares e desta forma dar origem a doengas (Eskenazi;
Gunier; Rauch et al., 2023).

A exposig¢ao prolongada ao Glifosato mesmo que nao diretamente, como
por mulheres gravidicas, e criangas na primeira infancia exacerba exponencialmente
os casos de disturbios cardiometabolicos e disturbios hepaticos; com o aumento de
biomarcadores inflamatorios (Eskenazi; Gunier; Rauch et al., 2023).

Buscado nortear agdes de seguranca a saude, diversos estudos tém sido
conduzido com intuido de evidenciar as acgdes deletérias ao funcionamento
fisioloégico do figado. O mecanismo de acao desse potente e tdo abundantemente
usado agroquimico foi observado em diversos animais, em peixes o processo de
exposicdo desencadeia um processo inflamatorio intestinal, inibi de maneira
significativa a biossintese de acidos biliares, induz ao processo de inflamagéao
hepatica e de esteatose hepatica, danos no sistema nervoso também tem sido alvo
de estudo devido alguns achados em peixes (Yan; Sun; Fu et al., 2023; Cao; Rao;
Cui et al., 2022).

Um importante achado fisiolégico no figado é o estresse oxidativo; processo
que ocorre quando ha desequilibrio entre a geracédo de compostos oxidantes e a
resposta do sistema de defesa antioxidante, a exposicdo ao glifosato induz a
interrupcdo do metabolismo energético culminando na ativagdo do processo

inflamatério, esse foi achado importante visto em exposicdo do glifosato em
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camundongos. A exposi¢cao propiciou alteragdes estruturais as células hepaticas,
vacuolizagado, edema mitocondrial, promog¢ao da glicogénese sintese e alongamento
de acidos graxos e complemento ativado e sistema de cascatas de coagulagédo no
figado (Qi; Dong; Chao et al., 2023).

Pelo importante papel do figado no sistema digestivo, exposi¢cao de forma
oral tem demostrado contaminacéo e agravos quando comprado a outros tipos de
contaminagado. A contaminag&o oral pode acarretar danos ao longo da vida, podendo
se manifestar de formas diferentes no decorrer do tempo, e variando também de
acordo com o contato com o material contaminado. Sdo diversos os achados que
corroboram com a hipotese de danos severos as células hepaticas, com o
aprimoramento de tecnologias outrora inexistente, tém sido usadas para viabilizar
estudos assertivos com maior acuracia e imparcialidade diante do material a ser
estudado (Eskenazi; Gunier; Rauch et al., 2023).

2.4 Aplicagoes do Processamento Digital de Imagens (PDI)

Com o advento da era da informagdao, houve grandes transformacoes
subsidiadas pela tecnologia. Com as ferramentas tecnoldgicas atuais, possibilitou o
surgimento de estudos mais apurados a cerca do funcionamento das células
humanas, isso graca a tecnologia que permite tornar visiveis estruturas
nanoscopicas. Desta forma o uso de processamento digital de imagens permite dar
maior acuracia, e amplitude nos resultados de estudos. Neste sentido as
tecnologias tém sido amplamente usadas em prol da busca por esclarecimentos
mais precisos e imparciais em diversas areas da ciéncia, o processamento digital
vem ganhando cada vez mais espacgo, por ser uma ferramenta que torna o processo
mais imparcial e fidedigno (Pereira; Rafael, 1992).

O processamento digital de imagens (PDI) se desenvolveu
substancialmente a partir de meados da década de 60; trata-se de uma area da
eletrbnica na qual as imagens s&o convertidas em matrizes e numeros inteiros, em
que cada elemento é composto por Picture element (pixel) e por meio de algoritmos
computacionais ocorre aprendizagem de maquina, com desenvolvimento de
simulacdes e classificagdes que retenham os mecanismos originarios encontrados
em sistemas naturais, permitindo a manipulagdo e tratamento das imagens de

acordo com os objetivos pretendidos com maior facilidade de extracdo das
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informagdes, de forma automatizada, uma maior definicdo da imagem em si,
identificacdo de caracteristicas de componentes particulares, deteccdo de lesdes,
andlise quantitativa e qualitativa de diversos parametros (como quantidade,
diametro, volume, area, densidade, morfologia e até mesmo textura, de acordo com
o reconhecimento de padrao e algoritmo utilizados (Ruiz; Lordsleem Junior; Sousa
Neto et al., 2021).

Mesmo em um conjunto de células microscoépicas, abalizando se estdo
doentes ou integras) possibilitando a analise de um grande volume de dados em
rapida velocidade de manipulacéo, de forma constantemente atualizada e permitindo
a geracao de novos produtos, como graficos, tabelas e imagens (Pereira; Rafael,
1992).

O processamento digital de imagens é uma ferramenta com vasta gama de
aplicabilidade estendendo desde a area de construgdo civil, para identificacao
precoce de fissuras em revestimentos ceramicos, tornando o processo de inspecao
de fachadas, muito mais dindmico e com maior acuracia (Ruiz; Lordsleem Junior;
Sousa Neto et al., 2021).

Essa ferramenta perpassa diversas areas, no ambito da saude pode ser
usado para melhorar a qualidade de imagens, e torna-las mais relevantes, facilitando
0 consenso para diagnostico (Kubes; Jenne, 2018). Ainda dentro do ambito da
saude um importante estudo acerca de retinopatia diabética, visando angariar dados
para a construgdo de uma ferramenta de identificagdo da patologia de forma mais
rapida e precisa, usou se da ferramenta de processamento digital de imagens com
intuito de mensuras estruturas e por fim estabelecer o estado de integridade das
células (Winder; Morrow; Mcritchie et al., 2009).

E inegavel a contribuicdo do processamento digital para as pesquisas
contrapondo-se a inteligéncia artificial, a analise manual das imagens limita-se a
trabalhosa estereotipia, sistemas de pontuagdo mal definidos, esta condicionado a
experiéncia do pesquisador ou especialista e ainda possui subjetividade quanto a
expectativa de resultados (Albuquerque; Albuquerque, [s.d]). Portanto, o uso do PDI
permite um padrao de alto rendimento de forma imparcial, elevando a eficacia e
objetividade, atributos essenciais na detecgdo e estudos das diversas patologias
dentro da medicina, tendo um impacto direto na saude publica (Pereira; Rafael,
1992; Dietert; Nouailles; Gutbier et al., 2018).
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MATERIAL E METODOS

3.1 Aspecto de natureza ética

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista para ser realizado de acordo com o Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude (USA).

Todo o material biolégico usado na elaboragao do presente estudo encontra
se armazenado no laboratério da universidade, proveniente de um outro estudado ja
aprovado e realizado, intitulado 'COMPARACAO MORFOLOGICA PULMONAR DE
RATOS EXPOSTOS CRONICAMENTE POR VIA INALATORIA E ORAL AOS
HERBICIDAS GLIFOSATO E ACIDO 2,4 DICLOROFENOXIACETICO”, aprovado
em 13/11/2019 sob protocolo 5684, de responsabilidade da Dra. Renata Calciolari
Rossi.

3.2 Caracterizagdao da amostra

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados 112 ratos Wistar
ambos os sexos (100-150g), fornecidos pelo Biotério Central da UNOESTE,
alocados em gaiolas plasticas coletivas (5 animais por gaiola) medindo 600 X 415
milimetros, a temperatura média de 22 + 2°C, com ciclos de 12 horas de
luminosidade, perfazendo o periodo das 07:00 as 19:00 horas (periodo claro) e
19:00 as 07:00 horas (periodo escuro).

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos composto por 14

animais. Conforme aludido na (tabela 2):
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Tabela 2- Divisao dos animais por grupo de distintas concentragdes do herbicida

Glifosato e formas de exposic¢ao (inalatoria e oral).

Grupo Experimetal Sigla Concentracao de Glifosato

Controle Oral GCO Rag&o nebulizada com 10 ml de
agua destilada

Baixa Concentrag¢ao Oral GBCO Racg¢ao nebulizada com 187,17 mg/m?

Média Concentragcao Oral GMCO Rac¢ao nebulizada com 312,28 mg/m?

Alta Concentragao Oral GACO Racao nebulizada com 467,63 mg/m?

Controle Inalatério GCI Inalagéo com 10 ml de agua

destilada

Baixa Concentragao Inalatoria GBCI Inalagéo com 187,17 mg/m?

Media Concentragao Inalatdria GMCI Inalagdo com 312,28 mg/m?

Alta Concentracao Inalatéria GACI Inalagdo com 467,63 mg/m?

Legenda: *Em miligramas por metros cubicos (mg/m3), avaliando ensaio ambientalmente relevante
segundo desenho de aplicagdo do produto.

Fonte: Autor

3.3 Protocolo de exposicao ao herbicida glifosato

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

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

(Figura 2), o qual foi administrada as seguintes concentrac¢des diluidas em 10 ml de

cloreto de sédio, conforme exposto (tabela 3).

Figura 2- Caixas de experimentagao com nebulizador.

Fonte: Gomes, Gabriela



31

Tabela 3- Diluicdo do composto ativo por hectare (g.i.a/ha), diluidos em Cloreto de

sédio (inalatéria e oral).

Grupo Experimetal Sigla_Ingrediente Ativo
Solucdo composta apenas por
10 ml de Cloreto de sddio

Grupo Controle GC

_ . Solugdo composta por 3,71 x 10-3
Grupo Baixa Concentragao - GBC ) ilidos em Cloreto de sodio
Solugdo composta por 6,19 x 10-3

Grupo Media Concentragao GMC % - ha). diluidos em Cloreto de sédio

Solugdo composta por 9,28 x 10-3

Grupo Alta Concentragio  GAC
rlipo Alta Loncentracao (g.ia/ha), diliidos em Cloreto de sédio

Legenda: (g.i.a/ha) gramas de ingrediente ativo por hectare
Fonte: Autor

O tempo de exposigao foi de aproximadamente 15 minutos, para que toda a
solucdo fosse nebulizada. Os animais que foram expostos por via inalatéria foram
nebulizados diariamente. A ragcdo dos animais expostos por via oral foi trocada a
cada dois dias, sendo a nebulizacdo da racido realizada 24 horas antes de ser
ofertada aos animais. Todos os animais foram submetidos a 180 dias de

experimento.

3.4 Coleta do material

Depois de realizado o protocolo de experimentacdo, os animais foram
eutanasiados utilizando-se de tiopental sédico (30 mg/kg do peso corporal) por via
intraperitoneal. ApoOs esta etapa, procedeu-se a autdpsia para retirada do figado
destes animais e posteriormente o processamento e confec¢cdo dos blocos em

parafina.
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3.5 Analise histoldgica

Foram realizados cortes de 5uym das amostras de figado, foram corados com
Hematoxilina e Eosina para posterior sele¢cao das areas hepaticas mais apropriadas
para avaliagdo morfolégica. Foram incluidos no estudo laminas de figado com
preservagao da arquitetura histolégica. O protocolo da técnica de Hematoxilina e
Eosina consiste primeiramente em desparafinizar, alcoolizar (alcool absoluto) e
hidratar. Em seguida a este procedimento mergulha-se em Hematoxilina de Harris
por 5 minutos e lava-se em agua corrente, apds isso mergulha-se a lamina no
diferenciador por 4 segundos (alcool acido cloridrico) e lava-se rapidamente em
agua corrente. Subsequente a esta fase, o fragmento € mergulhado em Eosina por 5
minutos, seguido por alcool absoluto, para posterior montagem em meio sintético
com entelan. Foi utilizado o software Image-Pro Plus® (Versdo 7.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para quantificar as células hepaticas, em toda

extensao do corte do tecido do figado dos ratos.

Figura 3— Imagens de laminas, grupo inalatorio.

Fonte: Autor

Figura 4- Imagens de laminas, grupo oral.

st o5 b N T

Fonte: Autor
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Para cada imagem, a contagem de hepatécitos integros e lesados foi
realizada de forma automatica utilizando uma metodologia com base em técnicas de
processamento digital de imagens. Para isso, inicialmente, foi realizado um pré-
processamento nas imagens para a segmentacado de cada hepatdcito; a sequéncia,
e o0s hepatécitos segmentados foram classificados como integros ou lesados,
seguindo algumas métricas obtidas dos hepatécitos das imagens e alguns

parametros definidos empiricamente:

. Area do hepatdcito (contagem dos pixels interiores da regido do
hepatdcito segmentado) calculada utilizando o algoritmo de preenchimento de regiao
(Vieira Neto; Marques Filho, 1999).

. Pontos de contorno do hepatocito (perimetro) usando o algoritmo
Border Following (Suzuki; Be, 1985).

. Retangulo envolvendo o hepatdcito a partir dos planos cartesianos;

. Retédngulo minimo envolvendo o  hepatocito  segmentado
(possivelmente rotacionado) utilizando os pontos de contorno obtidos pelo algoritmo
Border Following (Suzuki; Be, 1985).

Com o uso do processamento de imagem foi possivel dar maior robustez a
quantidade de células estudadas; foram avaliadas 25 mil células hepaticas de cada
grupo, perfazendo o total de 200 mil células avaliadas.

As classificagbes dos hepatocitos como integros ou lesados foram
realizadas seguindo algumas regras e alguns parametros minimos e maximos
atribuidos empiricamente as métricas definidas e obtidas dos hepatdcitos
segmentados das imagens. Foi definido que todos os hepatdcitos encontrados nas
bordas das imagens, ou menores do que um tamanho minimo de 43x43, ou com
area menor que uma area minima de 725, ou perimetro menor que um perimetro
minimo de 175, ou largura menor do que uma largura minima de 37 seriam
excluidos da classificacao.

Apos a confecgao das laminas, foram capturadas imagens em microscépio
com camera acoplada (Leica ICC50 HD) para analisa-las morfometricamente. Foi
utilizado o software Image-Pro Plus® (Versao 7.0, Media Cybernetics). Para a

analise dos resultados foi criado um banco de dados eletronico (Excel®).

3.6 Analise estatistica
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Para analise estatistica foi utilizado o programa estatico R Studio, para a
confecgdo do grafico o programa graphpad prisma. Os dados foram avaliados
quanto a sua normalidade utilizando o teste estatisticos de Shapiro-Wilk, foram
estimados normais os dados que apresentaram p>0,05. Para as analises
estatisticas, foram considerados o esquema fatorial de 4 doses (GC, GBC, GMC e
GAC) em dois tipos de tratamentos (Inalatério e Oral). Neste sentido, foi utilizado o
teste estatistico de Anova de dois fatores (TwoWay Anova) para medidas nao
repetidas. Foram considerados como estatisticamente diferente os valores de média
que apresentaram um p<0,05. Em seguida realizamos uma analise a posteriori de
comparagdes multiplas, utilizando o teste de Bonferroni. A analise de Bonferroni
ajusta o nivel de significAncia para contabilizar multiplas comparag¢des. Os
resultados foram apresentados em graficos de colunas onde pode ser observada a

média como medida de posicao e a variagao representada pelo desvio padrao.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de exposi¢cao cronica oral e inalatoria de 180 dias, nao
houve morte de nenhum dos animais objeto do estudo, até a referida data da
eutanasia.

O periodo de exposicdo ao glifosato apresentou alteragdes no epitélio
hepatico dos animais expostos por via inalatoria, os animais cuja exposi¢cao
procedeu por via oral, ndo apresentaram alteragbes quando comparados ao grupo
inalatério. Os resultados da ANOVA de dois fatores evidenciam que a Via de
Administracao (Oral e Inalatéria) apresentaram uma diferenga significativa (p<0,05)

conforme exposto na figura 5.

Figura 5- Comparagao entre grupos e dosagens.

Oral vs Inalatorio

30+
GC
B GB
g o
= W GA
©
2
<L 10
0

Oral
Grupos

Legenda: Letras mailscula comparagdo entre grupos (lnalatério e Oral). Letras minusculas
comparacao entre as doses (GC=Grupo Controle; GB=Grupo Baixa Concentragdo; GM=Grupo Média
Concentragdo; GA=Grupo Alta Concentragdo.) Letras diferentes apresentam diferenga estatistica
(p<0,05)

Outro achado preponderante foi encontrado o grupo de exposig¢ao inalatéria,
o qual demonstrou alteragdes no grupo de média concentragdo inalatéria, este grupo
destacou se entre todos, com maior numero de células alteradas, a via de
administracdo e a dose apresentaram efetividade em causar efeitos nocivos. Os
resultados obtidos através do ANOVA de dois fatores abalizam este achado com
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evidencia de valor de p <0,05. Ratificando que a interacdo entre a via de
administracao e a dose também mostra um efeito expressivo.

Os resultados obtidos através das analises realizadas sao indicativos que
tanto a via de administracdo quanto a dose, e sua interagdo, tém efeitos
significativos nos resultados medidos. Isso sugere que a resposta depende tanto da
via de administracdo quanto da dose, e que o efeito de uma pode variar em funcao
uma da outra.

Observando a analise de comparag¢des multiplas (Bonferroni), a média do
grupo GM da via de administragao inalatéria foi maior em comparagdo com os outros
grupos. Este grupo também apresentou maior média em comparagao com a via de
administracdo oral. Ja quando observamos o grupo GA da via de administragéo
inalatoria foi menor em comparagdo com os outros grupos desta mesma via. Isso
poderia ter levado ao resultado de interacao.

A interagdo significativa entre Dose e Via de administragao indica que o
efeito da Dose nos resultados varia dependendo da Via de administracdo. Isso
significa que a influéncia da Dose ndo é consistente em todos os niveis de Via de
administragdo. Tanto a Dose quanto o Via de administragao tém efeitos significativos
e isolados nos resultados. No entanto, devido a interagao significativa, os efeitos da
Dose e do Via de administragdo nos resultados ndo podem ser interpretados de

forma independente. Isso significa que o efeito de um depende do nivel do outro.



37

5. DISCUSSAO

Embora o uso e a interagéo do glifosato seja um tema bastante abordado, no
que tange alteragbes as células hepaticas, carecem de mais estudos para definir o
mecanismo de interacdo, e as suas respectivas implicagdbes em longo prazo, no
processo de surgimento de patologias (Christensen, 2023; Pinheiro; Batista; Ourique
et al., 2023). A presente pesquisa aborda uma tematica de extrema importéncia para
a sociedade, com robustez de resultados, foram analisadas 200 mil células
hepaticas, para que entdo fosse possivel chegar aos resultados alcangados.

Neste contexto o presente estudo traz novas e relevantes informacdes
acerca da tematica. A pesquisa angariou dados importantes da exposigcdo oral e
inalatoria ao glifosato, a pesquisa evidenciou que ha uma maior interagcdo quando o
mecanismo de contaminagao do glifosato € por via inalatéria; evidenciou ainda que a
dosagem de media concentracdo quando administrada por via inalatéria apresenta
uma interagao significativa sendo capaz de causar danos hepaticos.

A via inalatéria com dose de media concentracido apresentou maiores
alteracdes que a via de alta concentracdo, esse achado pode ser atribuido por uma
provavel sensibilidade maior a medias concentragées de ingrediente ativo (Parizi;
Tolardo; Lisboa et al., 2020).

Esses achados corroboram com a pertinéncia da tematica, tendo em vista
as grandes areas de pulverizagédo, que expde trabalhadores ao glifosato. A deriva
do produto faz com que moradores de areas préoximas também sejam indiretamente
expostos ao ingrediente ativo nocivo.

Embora tendo seu efeito deletério atingindo diversos sistemas corpéreos, em
diferentes proporg¢des, no periodo de exposi¢ao proposto pelo estudo, os resultados
angariados evidenciam que as concentragdes de ingrediente ativo, assim como a
via, sdo preponderantes para as alteragdes. Contudo a exposi¢ao crénica mesmo
em doses altas ndo culminou em letalidade, € possivel que em maior tempo de
observagédo, fosse observado o desenvolvimento de quadros e agravos que
levassem a letalidade, outros estudos com periodo de exposi¢do analoga a este,
chegaram a resultados semelhantes sem que houvesse o Obito das matrizes
estudadas, o que embasa a necessidade de estudos observacionais a longo prazo
para acompanhar o desenvolvimento dos agravos sugestivos obtidos com a

exposicao crbénica (Maia; Porto; Magalhaes et al., 2021).
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Tao importante quanto a cronicidade da exposicdo encontra se a via de
contaminacgao; a via de exposigao ao ingrediente ativo pode condicionar respostas
imunoldgicas mais exacerbadas, induzindo a resposta diferente. No presente estudo
foi observado que a via inalatoria apresentou maiores alteragées quando comparada
a via de administracdo oral, o grupo exposto de maneira inalatéria com media
concentragdo de ingrediente ativo houve maior injuria as células hepaticas. As
diferentes concentragbes de ingrediente ativo administrada por via oral, n&o
suscitaram alteragbes com relevancia significativa, para embasamento de que a
exposigao oral seja mais nociva, contrapondo-se a estudo realizado em carpas que
tiveram sua contaminagcdo via oral através de alimentagdo e evidenciou danos
hepaticos significativos, com alteragbes nos niveis das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), sendo sugestivo de
injuria hepatica (Abdelmagid; Said; Abdel-Gawad et al., 2023).

O processo de exposi¢ao crénica ao glifosato ocorre majoritariamente pela
via inalatoria, seja de maneira direta através do manuseio, da aplicagdo do produto,
ou de maneira indireta pela deriva que leva as goticulas para lugares aquém do local
de pulverizagdo. O presente estudo evidenciou que a dosagem de média
concentracao inalatoria, € responsavel por alteracdes de relevancia cientifica, esta
dosagem é capaz de suscitar alteragbes importantes as células hepaticas, o que é
sugestivo de alteragcdes e danos ao figado. A cronicidade da exposigao traz consigo
alteracdes relevantes em diversos processos fisiologicos, assim como encontrado
nesta pesquisa, outro estudo realizando a coleta de urina de trabalhadores da area
rural que expuseram se nos ultimos anos durante o processo de pulverizagao,
encontrou glifosato sendo excretado na urina (Chang; Andreotti; Ospina et al., 2023).

As diferentes concentracdes de exposicdo vém sendo observadas, a fim de
estabelecer niveis de seguranga quanto ao contato com o glifosato, na presente
pesquisa nado foi possivel observar relevancia no que tange baixos niveis de
exposicao, tanto na exposigao oral quanto inalatéria, as baixas concentragbes néo
foi possivel identificar disparidades nas alteragdes, em contra ponto a um estudo de
coorte prospectivo realizado com pessoas expostas a contaminacido inalatoria
devido a deriva, as participantes gestantes expostas ao glifosato foram acompanhas
por um periodo de 18 anos, neste periodo as criangas foram sendo acompanhadas
e monitoradas. Todos estavam a cerca de 1,6km de distancia do foco de aplicagao
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do glifosato. Este estudo inferiu que esta exposi¢céo crbnica exacerbou o risco de
injuria hepatica, entre outras doencgas (Eskenazi; Gunier; Rauch et al., 2023).

Observou se no grupo exposto a alta concentragdo inalatoria de ingrediente
ativo, uma média menor do que os outros grupos da mesma via, isso reforga a ideia
de que a Via de Administracdo influéncia diferentemente o efeito das doses,
evidenciando como um processo de interacdo pode se manifestar. Em controversa
ao estudo realizado com metodologia e tempo de exposicdo semelhante, que
observou uma maior alteragéo relativa a altas concentragdes e alteragdes eséfago e
intestino delgado e grosso, independente do sexo (de Maria Serra; Parizi; Odorizzi et
al., 2021).
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do presente estudo evidenciam que o herbicida glifosato
causa alteragdes no epitélio hepatico, quando administrado por via inalatéria em
media concentracio, por periodo crbnico.

A via de exposigdo oral no que tange tecido hepatico ndo demonstrou
resultados sugestivos de alteragdes, independente das doses administradas,
enquanto que o grupo exposto por via inalatéria em media concentragdo apresentou
alteragdes sugestivas de dano hepatico. Um periodo maior de acompanhamento
seria necessario para observar o progresso dos danos e assim compreender ate que
ponto as injurias ao tecido hepatico poderiam suscitar um quadro de ineficacia da
homeostase.

A exposi¢cao crbnica ao glifosato em diferentes concentragbes e por
diferentes meios seja oral ou inalatério, apresentam alteragbes nas dimensdes do
nucleo do tecido hepatico, essas alteracbes podem culminar em desenvolvimento de
quadros patoldgicos. E indubitavel a necessidade de maiores estudos, em periodos
maiores e maiores populagdes ensejando, acompanhar as alteragdes ao longo do
tempo.

Ha um grande caminho a ser percorrido a fim de evidenciar o efeito deletério
do glifosato, ndo somente na saide do homem, quanto para todo o ecossistema. E
de crucial importancia buscar meios e alternativos mais seguros para a populagéo
exposta e também para o meio ambiente. Assim sendo, sdo necessarios maiores
estudos de comparagao entre grupos e sistemas corpéreos para desta forma mitigar
0s riscos que a exposigao ao glifosato pode causar. Sugere se ampliar as pesquisas
sobre os efeitos da exposigao por periodos mais longos na saude animal, humana e

ambiental.
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