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RESUMO

Comparagao morfolégica pulmonar e do hemograma de ratos expostos
cronicamente por via inalatéria e oral aos herbicidas glifosato e 2,4-D.

O Brasil é considerado o pais que mais consome agrotoxicos em todo o mundo,
sendo um fato preocupante para a saude publica e ambiental. As formas de
exposicao aos agrotéxicos sao variadas, dentre elas as mais encontradas séo a oral
e inalatéria e ambas podem gerar diversos maleficios a saude. Dentre os varios
pesticidas utilizados no Brasil, os que lideram o ranking de vendas séo o glifosato e
0 2,4-D. Sendo assim, o objetivo do presente estudo € avaliar o tecido pulmonar e
parametros hematoldgicos de ratos submetidos as exposi¢coes inalatorias e oral
cronica ao herbicida 2,4-D e ao glifosato. Parte da metodologia foi realizada em um
estudo anterior, 0 que diz respeito a exposicédo ao herbicida 2,4-D. Para a exposicao
ao (glifosato foram utilizados 112 ratos Wistar machos que foram divididos
aleatoriamente 14 animais para 8 grupos de concentragdes diferentes (GC — Grupo
Controle; GBC — Grupo Baixa Concentracdo; GMC — Grupo Média Concentracéo e
GAC — Grupo Alta Concentracao), sendo 4 grupos expostos por via inalatéria e 4
grupos expostos por via oral. A exposigcédo foi realizada por 180 dias e apos foi
realizada a coleta do sangue dos animais para confec¢cdo do hemograma e a
eutanasia e coleta do tecido pulmonar para analise do infiltrado inflamatério e
quantificagdo das células caliciformes nas vias aéreas. Em relagdo ao hemograma
foi observado que os animais expostos ao glifosato estavam com os valores de
hematdcritos elevados em todos os ratos, entretanto os do GBC e GMC estavam
significativamente reduzidos em relagdo ao GC. O mesmo resultado foi observado
na analise da hemoglobina. Outra alteragao observada foi em relagdo aos valores de
fibrinogénio que estavam normais no GC e elevados, com diferenga estatistica, no
GAC e na literatura ha indicios de que os niveis de fibrinogénio podem estar
relacionados a doencas cardiovasculares. Os animais expostos ao 2,4-D
apresentaram valores elevados de eritrocitos comparado aos de referéncia, sendo
gue os animais do GBC e GAC estavam com valores significativamente maiores que
o GC. Na analise pulmonar ndo foi observado aumento significativo das células
caliciformes e do infiltrado inflamatério dos grupos expostos aos herbicidas
comparados aos GC. Portanto, concluimos que ambos os herbicidas podem
desencadear alteragées hematoldgicas, entretanto o glifosato se demonstrou com
uma maior toxicidade para o sangue comparado aos resultados encontrados do 2,4-
D. Além disso, no periodo de 6 meses a exposi¢cao aos herbicidas nao provocaram
alteragdes pulmonares. Devido a utilizacdo de agrotdxicos e outras substancias
associadas na pratica agricola, sugere-se ampliar as pesquisas sobre os efeitos da
exposi¢ao combinada a essas substancias na saude ambiental, animal e humana.

Palavras-chave: Toxicidade. Pulmao. Células Sanguineas. Células Caliciformes.
Modelos animais.



ABSTRACT

Lung morphological comparison and blood count of rats chronically exposed
by inhalation and orally to the herbicides glyphosate and 2,4-D

Brazil is considered the country that consumes the most pesticides in the world,
which is a matter of concern for public and environmental health. The forms of
exposure to pesticides are varied, among them the most common are oral and
inhalation, both of which can cause various harm to health. Among the various
pesticides used in Brazil, those leading the sales ranking are glyphosate and 2,4-D.
Therefore, the objective of the present study is to evaluate the lung tissue and
hematological parameters of rats submitted to inhalational and chronic oral exposure
to 2,4-D herbicide and glyphosate. Part of the methodology was carried out in a
previous study, which concerns exposure to the 2,4-D herbicide. For glyphosate
exposure, 112 male Wistar rats were randomly divided into 14 animals for 8 groups
of different concentrations (GC — Control Group; GBC — Low Concentration Group;
GMC — Medium Concentration Group and GAC — High Concentration Group), 4 of
which were groups exposed by inhalation and 4 groups exposed by oral route. The
exposure was carried out for 180 days and after that the animals' blood was collected
for making the blood count and euthanasia and collection of lung tissue for analysis
of the inflammatory infiltrate and quantification of goblet cells in the airways.
Regarding the blood count, it was observed that the animals exposed to glyphosate
had high hematocrit values in all rats, however those of the GBC and GMC were
significantly reduced in relation to the GC. The same result was observed in the
analysis of hemoglobin. Another alteration observed was in relation to fibrinogen
values that were normal in the CG and elevated, with statistical difference, in the
GAC and in the literature there are indications that fibrinogen levels may be related to
cardiovascular diseases. The animals exposed to 2,4-D showed high values of
erythrocytes compared to the reference ones, and the animals from the GBC and
GAC had significantly higher values than the GC. In lung analysis, no significant
increase in goblet cells and inflammatory infiltrate was observed in the groups
exposed to herbicides compared to the CG. Therefore, we conclude that both
herbicides can trigger hematological changes, however glyphosate has shown to be
more toxic to the blood compared to the results found for 2,4-D. In addition, in the
period of 6 months, exposure to herbicides did not cause pulmonary alterations. Due
to the use of pesticides and other associated substances in agricultural practice, it is
suggested to expand research on the effects of combined exposure to these
substances on environmental, animal and human health.

Keywords: Toxicity. Lung. Blood Cells. Goblet Cells. Animal models.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € considerado um dos maiores produtores agropecuarios, o qual
representa fundamental importancia na economia local. Para manter essa alta
produtividade e suprir o aumento do consumo advindo do constante crescimento
populacional, sdo necessarias o uso de algumas medidas nas plantagdes, tais como
sementes transgénicas e, principalmente, insumos quimicos como fertilizantes e
agrotoxicos (PIGNATI et al., 2017).

Esses agrotoxicos sdo aplicados de diversas formas, inclusive podem ser
pulverizados por meio de tratores e avides sobre as plantagdes, entretanto além de
atingirem o alvo desejado, sdo disseminados no ambiente e podem contaminar o
solo, as aguas, o ar e os alimentos, além de atingir trabalhadores, moradores e
animais que vivem ao entorno dessas areas pulverizadas (PIGNATI et al., 2017).

E evidente que o tipo de agrotéxico mais utilizado no Brasil € no mundo é o
herbicida e o aumento do seu consumo ja esta bem documentado, principalmente
em paises da América do Norte, da América do Sul, Europa e Asia. O mercado dos
herbicidas chegou a gerar cerca de US$ 17 bilhdes anualmente, sempre com
tendéncia ao crescimento exponencial (GIANESSI, 2013). De acordo com
avaliagdes mais recentes, os herbicidas representam quase US$ 24 bilhdes em valor
de mercado (HASANUZZAMAN et al., 2020).

Trabalhos anteriores demonstraram o potencial efeito toxico dos agrotoxicos,
que pode prejudicar a saude da populacdo apresentando efeitos carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos, neuroenddcrinos, dificuldades respiratorias, problemas
de memoria e de pele, depressdo, entre outros (PERES; MOREIRA, 2003;
GRISOLIA, 2005).

Desta forma, precisamos buscar informagdes que demonstrem se ha riscos
no consumo desses alimentos contaminados, principalmente, para os que possuem
agrotoxicos que n&o deveriam ser encontrados em determinadas culturas.

A relevancia do tema é destacada ao se considerar a dimensao da area de
utilizacao dos herbicidas 2,4-D e glifosato no Pontal do Paranapanema e em todo o
Brasil e a diversidade de pessoas expostas ao produto, sendo assim, os resultados
deste estudo poderdao contribuir para a conscientizagcdo das empresas,
trabalhadores e a populacdo em geral quanto aos riscos a saude do uso

indiscriminado dos herbicidas, dando inicio a discussbes quanto a criagao de
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projetos sustentaveis e politicas publicas, que melhorem a saude e a qualidade de
vida de todos os envolvidos.

Além disso, as consequéncias a saude relacionada ao uso de agrotoxicos
sdo muito bem exploradas por meio de estudos ha algum tempo, porém, no Brasil,
nao se encontram muitas informacdes na literatura sobre os efeitos causados pela
exposicao crdnica a essas substancias, necessitando de uma maior atencao,
principalmente pelo fato de simular a exposi¢ao inalatéria do trabalhador rural e a
exposi¢ao oral da populagcédo que consome os alimentos contaminados.

Sendo assim, o objetivo geral do presente trabalho é avaliar o tecido
pulmonar e parametros hematolégicos de ratos submetidos as exposigcoes
inalatorias e oral crbénica ao herbicida 2,4-D e ao glifosato. Com isso, os objetivos
especificos s&do: Avaliar os parametros hematologicos dos ratos expostos por via
inalatoria aos herbicidas 2,4-D e ao Glifosato; Quantificar as células caliciformes nas
vias aéreas dos pulmdes dos ratos expostos por via inalatéria e oral ao 2,4-D e
glifosato; Classificar o infiltrado inflamatério dos pulmdes dos ratos expostos por via
inalatéria e oral a ambos os herbicidas; Comparar os resultados entre os diferentes

herbicidas, concentragdes e formas de exposicao.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O cenario dos agrotéxicos no Brasil e no Oeste do Estado de Sao Paulo

O Brasil expandiu seu mercado de agrotoxicos de forma muito rapida a partir
do ano 2000 (cerca de 190%), ultrapassando mais que o dobro do crescimento do
mercado global (93%). A partir dessa expansao, o Brasil se tornou o pais campeao
em vendas de pesticidas no ranking mundial desde o ano de 2008, quando
movimentou R$ 7 bilhdes no mercado de agroquimicos (LONDRES, 2011).

Desde entdo, os numeros vém crescendo, o ultimo relatorio de vendas
publicado em 2021 pelo Instituto Brasileiro do Meio ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA, 2021) demonstra que o Brasil vendeu mais de
685.745 toneladas por ingrediente ativo (TON/IA) no ano de 2020, um aumento
aproximado de 10% em relag&o ao ano anterior (620.537 TON/IA) (BRASIL, 2021).

Ainda de acordo com o Brasil (2021), de todas as regides do Brasil, a que
mais vendeu agrotéxicos no ano de 2020 foi a Centro-Oeste, sendo o estado do
Mato Grosso o campedo em vendas, com cerca de 133.290 TON/IA. A segunda
regido que mais comercializou foi a regiao sul, tendo o estado do Parana como lider,
seguida da regido sudeste, com o estado de Sao Paulo liderando o comércio de
agrotoxicos, o qual vendeu aproximadamente 88.954 TON/IA, que representa cerca
de 61% das vendas de toda a regiao sudeste.

Existem diversas classes de agrotoxicos comercializadas, porém uma das
classes mais utilizadas sdo os herbicidas, principalmente no Estado de Sao Paulo,
que é responsavel por 43,1% do faturamento total do estado. Os herbicidas
comercializados em S&o Paulo sdo destinados especialmente ao cultivo de cana-de-
agucar, além de soja e milho (FERREIRA; VEGRO; CAMARGO, 2008). E nessas
plantacdes os agrotdéxicos que mais se destacam no estado sao: glifosato,
cipermetrina, enxofre, 2,4-D, atrazina e metamidofés (BRASIL, 2010).

O estado de Sao Paulo é o maior produtor de cana-de-agucar do Brasil, o
qual representa aproximadamente 50% da area plantada nacional, caracteristica em
comum com o estado do Mato Grosso, campedao em venda de agrotoxicos, que
também possui a cana-de-agcucar como uma das culturas importantes para a
agricultura da regiao (BRASIL, 2017).

Entretanto, de todo o Estado de Sao Paulo, ha regides que se destacam na

produtividade dessa cultura. Sachs e Martins (2007) relataram que entre os anos de
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1995 a 2006 as regides que apresentaram maiores taxas anuais de crescimento de
area de cultivo de cana-de-acucar foram Presidente Prudente (12,76%), Dracena
(12,70%), Séo José do Rio Preto (12,04%), Tupéa (11,88%) e Andradina (10,67 %),
ou seja, areas localizadas no oeste do estado em regides tradicionais nas atividades
agropecuarias.

Cabe ressaltar que um fator limitante ao cultivo de cana-de-acucar sao as
plantas infestantes, que pode comprometer até 85% da produtividade quando nao
tratadas corretamente, portanto o cultivo requer a utilizacdo de medidas quimicas,
mecanicas e/ou biolégicas para o controle dessas ervas daninhas, porém o uso de
agroquimicos continua como principal escolha por ser um método econémico e de
alto rendimento (KUVA et al., 2003), o que justifica a grande proporgao do uso dos
agrotoxicos em Sao Paulo, sendo que os mais utilizados no estado, especificamente
do Oeste Paulista sao: glifosato, atrazina e 2,4-D, devido, principalmente, ao cultivo
da cana-de-agucar. (SAO PAULO, 2013).

2.2 Pulverizagao aérea

Apesar dos ja conhecidos impactos para o meio ambiente e para a saude
humana, uma das formas de aplicacdo dos pesticidas no Brasil é a pulverizacao
aérea. Essa técnica tem como objetivo aplicar a quantidade correta do composto no
alvo desejado, com extrema eficacia e de forma agil, economizando méao-de-obra e
tempo (COSTA et al., 2007; FERREIRA, 2015).

De acordo com o Ministério da Saude, a pulverizacdo aérea vem sendo
extensivamente discutida no pais pelos danos ja conhecidos e pelo fato da
possibilidade de deriva. Deriva ou “deriva técnica” € quando ocorre a disseminacao
do agrotoxico no meio ambiente durante a sua aplicagdo por meio do vento ou das
aguas. A deriva sempre acontece, mesmo quando todas as normas técnicas de
aplicacao sao seguidas (BRASIL, 2016). Isso sugere que € praticamente impossivel
utilizar agroquimicos sem contaminar o meio ambiente e sem afetar os que
trabalham ou vivem ao entorno da aplicagao.

A deriva técnica pode ultrapassar os 80% na pulverizagdo e assim atingir
localidades distantes, por causa do deslocamento da calda do produto fora do local
desejado, e pode ser influenciada pelo vento, temperatura do ar, umidade relativa do
ar, distancia do alvo, velocidade de aplicacdo e tamanho das gotas (BRASIL, 2016).
Um estudo realizado por Chaim (2004) estima que 32% dos agrotoxicos pulverizados
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ficam retidos nas plantas, outros 19% atingem areas adjacentes da aplicagao e 49%
atingem o solo.

De acordo com o Dossi€é ABRASCO- Associacdo Brasileira de Saude
Coletiva (AUGUSTO et al., 2012), a pulverizagdo é mais perigosa e contaminante do
que outras formas de aplicagcdo e deveria ser proibida. O Ministério da Saude
demonstrou ser favoravel a proposta de proibicao da pulverizagcao aérea no Brasil,
como resposta a consulta sobre o Projeto de Lei do Senado (PLS) n° 541/2015
(BRASIL, 2015), porém até o momento n&o houve mudancgas na legalizac&o sobre a

pulverizacao.

2.3 Classificagao dos agrotoxicos e toxicidade

A classificagdo dos agrotéxicos é feita através de sua composicdo e
finalidade, sdo eles: acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas,
nematicidas, rodenticidas e moluscicidas, os quais sio utilizados para combater,
respectivamente, acaros, bactérias, fungos, plantas infestantes, insetos, nematoides
parasitas, roedores e moluscos, sendo que os herbicidas representam 45% do valor
total de agrotoxicos comercializados no pais (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel pela
classificagdo da toxicidade dos agrotoxicos no Brasil. E essa classificagdo sofreu
alteracbes no ano de 2019, devido as diferengas classificatorias que existiam
quando comparado a toxicidade dos agrotoxicos no Brasil com a de outros paises.
Portanto, em 2019 houve uma reclassificacdo na qual o Brasil passou a adotar os
parametros de classificagdo toxicoldgica de agrotéxicos com base nos padrdes do
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
— GHS) (BRASIL, 2019a).

A classificagdo toxicoldgica dos agroquimicos permanece baseada nos
perigos que eles podem representar aos seres humanos, essa classificacdo é
estabelecida pela Resolugdo n° 294/2019 da ANVISA (BRASIL, 2019c), a qual
estabelece os critérios para a classificagado toxicologica dos agrotéxicos a partir da:
Dose letal mediana aguda (DL 50) por via oral e dérmica, para animais de
laboratdrio, para os produtos técnicos e produtos formulados e a Concentracao letal

mediana inalatoria (CL 50) para produtos formulados como gases, vapores, soélidos e
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liquidos. As DL50 e CL50 referem-se a dose ou concentragdo do agrotoxico que é
letal a 50% dos animais em testes.

De acordo com esses critérios os agrotoxicos sao classificados atualmente,
em 6 classes, sendo elas: Extremamente Toxico (Categoria 1), Altamente Toxico
(Categoria 1l), Moderadamente Téxico (Categoria Ill), Pouco Toxico (Categoria 1V),
Improvavel de causar dano agudo (Categoria V) e nao classificado. Quanto menor o
valor para a dose e concentracdo letal, irritacdo dérmica e ocular, mais toxico € o
agrotoxico (BRASIL, 2019a).

A toxicidade dos pesticidas pode ser dividida em aguda e cronica, de acordo
com os efeitos dos mesmos. Os efeitos agudos surgem logo em seguida do contato
com uma unica dose do agrotoxico e pode provocar nauseas, vomitos, desmaios,
dificuldades respiratorias e espasmos musculares. Também podemos observar
efeitos subagudos que acontece por exposicdo moderada ou pequena a substancias
altamente ou mediamente téxicas, provocando sintomas subjetivos como dor de
cabeca, fraqueza, sonoléncia, dor de estbmago. E o efeito cronico € provocado por
pequenas exposi¢gdes de uma substancia por um longo periodo de tempo, podendo
ser observados em semanas, meses e até anos, dificimente diagnosticados e
relacionados com o agente causador (PERES; MOREIRA, 2003).

De acordo com o Ministério da Saude, a intoxicacdo crénica dificiimente é
estabelecida por apresentar quadros clinicos indefinidos e muitas vezes
irreversiveis, o que leva a nao existir registros oficiais sobre os efeitos crénicos
causados pelo contato com os pesticidas. Os efeitos podem manifestar-se através
de varias patologias e alcangar varios 6rgaos e sistemas, e dar origem,
principalmente, a problemas imunologicos, hepaticos, neurolégicos, hematologicos e
tumores (BOMBARDI, 2011; BEZERRA et al., 2013).

A carcinogénese € um dos fatores mais preocupantes em relacdo a
exposicao crbnica aos pesticidas, visto que diversos estudos ja evidenciaram a
exposi¢cao aos agroquimicos como fator de risco para cancer de mama (RUDEL et
al.,, 2007), tumores cerebrais (MIRANDA-FILHO; MONTEIRO; MEYER, 2012),
cancer de prostata e cancer de boca (KACHURI et al., 2017).

2.4 Herbicida Acido 2,4-diclorofenoxiacético

O primeiro herbicida registrado no Brasil foi o acido 2,4-diclorofenoxiacético,
conhecido como 2,4-D, sendo introduzido em 1946 e desde entdo se transformou
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em um dos herbicidas mais usados em todo o mundo. No principio, suas
propriedades fitotoxicas foram utilizadas com propédsitos militares durante a Guerra
do Vietna, juntamente com o acido 2,4,5- triclorofenoxiacético (2,4,5- T) e o
pentaclorofenol formaram o “agente laranja” com fungdo de desfolhante e, apos a
guerra, funcionaram como substitutos da capina manual, que reduziu a mao-de-obra
e aumentou a produtividade agricola (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Em 2012, o 2,4-D foi o quinto herbicida mais utilizado para a agricultura, bem
como a escolha preferida em casa e jardim nos Estados Unidos (EPA, 2017). E no
Brasil € o segundo agrotéxico mais vendido desde o ano de 2013, perdendo apenas
para o Glifosato (IBAMA, 2020). Por ser muito popular e utilizado em varias culturas,
ha preocupagdes com os riscos da exposi¢cdo humana, que pode ocorrer durante a
aplicagao do herbicida ou sua fabricacéo, além da populagdo que habita em espacos
onde 0 2,4-D é aplicado (AYLWARD et al., 2010).

O 2,4-D é utilizado no controle de varias plantas infestantes, em plantagdes
de cereais, cana-de-agucar, arroz, café, soja, milho, controle florestal e pomares. Em
seu indice monografico inicial a ANVISA classificava o 2,4-D como Classe |, ou seja,
Extremamente Toéxico, pois apresenta irritacdo ocular persistente com opacidade
corneana, irite, hiperemia, edema e secrecgao conjuntivais. Porém, na reclassificagéo
de 2019 o 2,4-D passou a ser classificado como Classe 1V, pouco téxico (BRASIL,
2019a) devido aos valores de DL 50 Oral, Dérmica e CL 50 inalatéria, em
consonancia com os dados apresentados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos da América (EPA, 2005).

Além disso, as avaliagdes da EPA (2005) revelam que o herbicida ndo é um
irritante da pele (Categoria de Toxicidade Ill ou IV) e embora as formas de éster de
2,4-D nao sejam irritantes para os olhos (Categoria de toxicidade Ill ou 1V), as
formas acidas e salinas séo consideradas irritantes oculares graves (Categoria de
toxicidade 1) (EPA, 2005).

Em 2019 o 2,4-D passou por uma reavaliagao toxicologica pela ANVISA na
qual concluiu que o herbicida ndo sera proibido no Brasil, visto que os estudos
revisados demonstraram que o produto ndo é toxico para a reproducao e formacao
de fetos, nem para o sistema endocrino. E também relataram que n&do ha
possibilidade do herbicida ser mutagénico ou causador de cancer (BRASIL, 2019b).

Porém, embora a ANVISA ndo tenha proibido o uso do 2,4-D, a agéncia

reconheceu que ha riscos aos trabalhadores rurais quanto a exposi¢ao ao produto e
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por isso, definiu medidas que precisam ser adotadas, a partir de entdo, para a
aplicagdao do herbicida e para a populacdo que reside em torno das areas
pulverizadas. Aos trabalhadores rurais as medidas s&o: Para aplicagido por meio do
trator serdo necessarios varios trabalhadores rurais para o preparo e a aplicagéo do
produto; o trabalhador sé podera entrar em uma area pulverizada apdés o tempo
minimo definido para cada tipo de cultura ou com uso de equipamentos de protecao
individual (EPI). Aos residentes de areas proximas as plantagbes: margem de 10
metros em que o produto ndo podera ser aplicado; praticas que reduzem a deriva
técnica; limitacdo de dose maxima de aplicagdo de 1,7 kg/hectare por via costal
(BRASIL, 2019b).

Grande parte dos agravos evidenciados pelo 2,4-D como alteragdes da
tiredide, rins, supra-renais, ovarios e testiculos, foram observados em estudos de
longo prazo e em niveis de dose acima do limiar de saturagdo para a depuragao
renal (EPA, 2005).

Além disso, uma revisdo de literatura sobre neurotoxicidade do 2,4-D
demonstrou que os efeitos do herbicida sdo dose-dependente, ou seja, aumentam
com a dose. Os principais efeitos neurotoxicos observados pelos autores para o 2,4-
D foram reducdo da atividade motora; alteragdes nos padrbes locomotores e
comportamentos interrompidos; hipomielinizacao; alteragcdes nos niveis de lipidios,
proteinas e DNA; alteragbes na serotonina e compostos associados (FREITAS et al.,
2019).

O 2,4-D pertence a classe dos acidos fenoxiacéticos e mesmo sendo
comercializado ha muitos anos, ainda existem duvidas quantos aos seus efeitos a
saude humana e riscos ao ambiente (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

2.5 N-Fosfonometil Glicina (Glifosato)

O N-fosfonometil glicina, Glifosato, € um herbicida que pertence a classe do
fosfonato, que é uma classe bem similar aos organofosforados, e que pode ser
encontrado com os nomes comerciais de Rondup ou Sting (BAIRD; CANN, 2011). E
um herbicida amplamente difundido, com uso anual de aproximadamente 1 milhdo
de toneladas em todo o mundo (SWANSON et al., 2014).

O (¢lifosato, formulado como Roundup, é um herbicida de amplo
espectro. Sua principal fungdo € eliminar as plantas infestantes nas lavouras de

trigo, canola e soja, embora, nas lavouras de trigo, também seja usado como
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dessecante antes da colheita (VAN BRUGGEN et al., 2018). Além disso, o glifosato
também é usado em areas urbanas, em parques e em contextos marinhos para
eliminar plantas aquaticas (CLEMENTS et al., 2017).

No Brasil, atualmente, o Glifosato apresenta classe toxicolégica V pela
ANVISA, ou seja, improvavel de causar dano agudo (BRASIL, 2019). Porém, assim
como o 2,4-D, antes da reclassificacdo toxicolégica de 2019 o glifosato era
classificado como extremamente téxico (Classe ). Nos Estados Unidos, é
classificado como herbicida com baixa toxicidade aguda por via oral, inalatoria e
dérmica pela EPA (2009).

O glifosato é o agrotdxico lider em vendas no Brasil desde o ano de 2009,
quando o IBAMA deu inicio a liberagao dos boletins sobre a comercializagao desses
produtos (BRASIL, 2020).

O uso do glifosato ainda gera certas polémicas entre a comunidade cientifica
e seus consumidores, pois ha um debate continuo sobre a sua proibicdo devido os
guestionamentos sobre a seguranga do glifosato para a saude humana. Os Estado
Unidos e agéncias europeias defendem que o dlifosato e suas formulagbes
comerciais sao classificados como produtos quimicos com baixa probabilidade de
serem cancerigenos (FOGLIATTO; FERRERO; VIDOTTO, 2020). Em controvérsia,
a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classifica essa substancia
como provavel cancerigena, com base em sua capacidade de induzir danos ao DNA
e estresse oxidativo (KUDSK; MATHIASSEN, 2020).

Na bula do herbicida glifosato, consta que, além de ser grande irritante
ocular e dérmico, pode causar danos hepaticos e renais se ingeridos, como forma de
alimentos contaminados, com doses acima dos limites recomendados (MONSANTO,
2019).

E necessario se preocupar com a saude da populacdo em geral, e
principalmente, com os trabalhadores rurais, visto que o glifosato foi encontrado em
altas proporgdes na urina de agricultores e outros fluidos biolégicos, como sangue e
leite materno, e também esteve presente em 60-80% da populagédo geral, incluindo
criangas (VAN BRUGGEN et al., 2018; NIEMANN et al., 2015).

Alguns trabalhos anteriores ja demonstraram efeitos toxicos do glifosato no
sistema nervoso, hepatico, renal e reprodutivo (FORD et al., 2017; KUBSAD et al.,
2019; YAOYU et al., 2020; VAN BRUGGEN et al., 2018).
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Estudos in vitro, também ja evidenciaram que o glifosato causa danos
genéticos, aumenta o estresse oxidativo, interfere na via do estrogénio, pode
comprometer as fungdes cerebrais e tem sido correlacionado com varias formas de
cancer (PORTIER et al., 2016; NAGY et al., 2019; PEILLEX; PELLETIER, 2020).

Foi demonstrado também risco da inalagcdo do glifosato para a saude
respiratoria em um estudo experimental com camundongos. Os animais inalaram
amostras de ar apos a pulverizagao do glifosato e foi observado que essa exposi¢céo
representou um fator de risco para asma ocupacional, evidenciado pelo aumento na
contagem de células de eosindfilos, neutrofilos e mastécitos nos pulmdes dos
animais expostos (KUMAR et al., 2014).

Ha indicios de que a exposigdo oral ao glifosato também acontece,
demonstrado pela presenga em quantidades significativas do herbicida na carne de
boi e na urina das vacas que consumiam alimentos contaminados (KRUGER et al.,
2014). A substancia se acumula no solo, agua, produtos vegetais e alimentos,
incluindo graos, frutas e cereais, e ndo sao removidos pela lavagem nem
degradados pelo cozimento (MCQUEEN; CALLAN; HINWOOD, 2012; TORRETTA et
al., 2018).

Como observado, os dados sao amplos sobre os efeitos da exposi¢cdo ao
glifosato na saude, e por ser um herbicida muito utilizado a garantia da sua
seguranga nas concentragdes de exposi¢cées para a populagdo em geral precisa
estar em constante avaliagcdo e por isso requer um numero maior de publicacbes

que definam essa seguranca.

2.6 Efeitos nocivos da exposicao aos agrotéxicos

Se por um lado a utilizagdo dos defensivos agricolas aumenta e diversifica a
produgao, por outro podem ser 0s responsaveis pela ocorréncia de varios impactos
negativos em relagdo a saude e a seguranga dos que estao diretamente ligados e
dos organismos vivos presentes no ambiente, além disso, também podem alcancgar
uma grande parte da populagdo através da pulverizagdo, consumo de alimentos e
agua contaminada (DE OLIVEIRA; FAVARETO; ANTUNES, 2013).

De acordo com Rigotto, Vasconcelos e Rocha (2014) os agrotdxicos sao
considerados um grande problema de saude publica, devido ao aumento da exposi-

¢ao de trabalhadores de fabricas de agroquimicos e da agricultura, de moradores
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das areas agricolas e seus trabalhadores, no controle de endemias, além de todos
os consumidores dos alimentos contaminados.

Além disso, Inouye (2014) citam que o desconhecimento sobre os danos que
os defensivos agricolas trazem é considerado um dos principais problemas que au-
menta o risco de contaminacdes devido a falta de utilizagdo de equipamentos de
protecao e fragilidade dos 6rgaos de fiscalizacao, fatores que sdo mais susceptiveis
em areas de baixo nivel socioeconémico e cultural.

Londres (2011) relata que diferente das intoxicagdes agudas, as intoxica-
¢des crbnicas, ndo advém apenas do contato direto com o pesticida, mas que o uso
massivo de defensivos agricolas contamina os alimentos, as aguas e o ar e assim
dissemina essa substancia a grande parte da populagdo e pode causar doencgas
neurologicas, hepaticas, respiratorias, renais, canceres, nascimento de criangas com
malformagdes congénitas, entre outros males.

Os problemas de saude decorrentes da utilizacao de agrotoxicos nao estao
direcionados unicamente a pessoa e o0 produto exposto. Varios outros fatores
interfferem nesse processo e ndo devem ser desconsiderados como: as
caracteristicas quimicas e toxicolégicas dos produtos, a concentragdo ambiental, a
dose de exposicdo do agente quimico, vias de absor¢do, o grau de exposigao,
tempo e a frequéncia da exposicao, susceptibilidade individual e se a exposicédo se
da a um unico produto ou a varios (GARCIA, 2005).

Uma revisao de literatura demonstrou que dentre 233 pesquisas os efeitos
na saude mais frequentemente estudados incluiram genotoxicidade e os resultados
neurocomportamentais e pesticidas organofosforados foram os mais frequentemente
examinados. A exposigdo a pesticidas organofosforados, carbamatos ou a varias
classes de pesticidas foi consistentemente associada a marcadores de
genotoxicidade e resultados neurocomportamentais adversos, particularmente entre
criangas e trabalhadores rurais. A genotoxidade foi demonstrada por meio de danos
ao DNA de tecidos como sangue e ceélulas bucais. E as avaliagdes
neurocomportamentais demonstraram efeitos maléficos na habilidade verbal,
memoria, indice cognitivo, orientacdo espacial e desenvolvimento motor (ZUNIGA-
VENEGAS et al., 2022).

Resumidamente, de 1993 a 1997, 52.394 aplicadores privados de pesticidas
e 4.916 aplicadores comerciais de pesticidas foram recrutados e preencheram

questionarios de inscricdo quando renovaram suas licengas de pesticidas de uso
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restrito. Os autores observaram que entre os aplicadores privados, as taxas de
incidéncia para cancer de labio, cancer de prostata, linfomas de células B em geral,
leucemia linfocitica cronica e leucemia mieldide aguda foram significativamente
elevados. E entre os cbnjuges de aplicadores privados, as taxas de incidéncia para
cancer peritoneal, melanoma, cancer, papilar cancer de tireoide e linfoma folicular
também foram significativamente elevados (LERRO et al., 2019).

Sapbamrer e Nata (2014) coletaram dados sobre variaveis demograficas e
sintomas de saude associados a exposi¢cao a pesticidas de 182 produtores de arroz
(sujeitos expostos) e 122 nao agricultores (grupo controle) por meio de entrevistas.
Os autores observaram que a maioria dos agricultores pulverizava pesticidas em
seus arrozais uma vez por més ou menos, enquanto 39 agricultores usavam
pesticidas uma vez por semana. Quanto a fonte de informagao sobre agrotoxicos,
139 agricultores receberam informagdes sobre agrotoxicos de seus vizinhos contra
107 que souberam de agrotoxicos pela televisdo, ou seja, nenhum foi por meio de
conhecimento técnico. Dentre 19 sintomas citados, houve a prevaléncia de
dificuldade respiratéria e dor no peito que foi significativamente maior nos
agricultores do que nos controles.

Peiris-dJohn et al. (2005) realizaram um estudo com 25 agricultores que
pulverizam regularmente pesticidas organofosforados que foram recrutados
aleatoriamente entre 300 agricultores do esquema de irrigagdo. 22 pescadores de
agua doce que vivem em um raio de 25km de raio de campos agricolas e
provavelmente expostos a organofosforados por deriva de pulverizagdo ambiental
foram selecionados aleatoriamente entre 100 pescadores na area. 40 pescadores
marinhos que vivem longe de areas agricolas foram recrutados como grupo de
controle. A capacidade vital forcada (CVF) e o volume expiratorio forgado no
primeiro segundo (VEF 1) foram medidos por espirometria. Como resultados, os
pesquisadores evidenciaram que a relagcdo CVF foi menor nos agricultores em
comparagado com os controles. O VEF 1 foi menor nos agricultores em comparagéo
com os controles. Nos pescadores, a diminuigao das relacdées CVF e VEF 1 apds a
exposi¢cao aos agrotdxicos, nao foi significativa. Portanto, a exposi¢ao ocupacional
ao OP resulta em disfuncdo pulmonar restritiva, fenbmeno nado observado apoés a
exposi¢cao ambiental.

Vale ressaltar que os riscos a saude advindos da exposigao aos agrotoxicos

nao sao apenas devido a inalacdo ou o contato fisico direto com esses produtos,
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mas também por meio do consumo de alimentos contaminados. Para que isso seja
monitorado, existe o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) que foi criado em 2001 com o objetivo de avaliar os niveis de residuos de
agrotoxicos nos alimentos de origem vegetal que chegam a mesa do consumidor
(BRASIL, 2019d).

O ultimo relatério do PARA referente as analises de 2017-2018 evidenciaram
que em amostras de arroz foram detectados cerca de 23 agrotoxicos, dentre eles o
glifosato (em 18 de 329 amostras), entretanto em concentragdes iguais ou menores
que o Limite Maximo de Residuos (LMR) (PARA, 2019). Porém, um alerta vai para
as amostras de laranja e manga. Em 382 amostras de laranja foram detectados, em
9, 0 2,4-D, entretanto esse herbicida ndo esta autorizado para uso nesse tipo de
cultura. O mesmo ocorreu na analise de 350 amostras de manga o qual foram
detectados o glifosato, em 7, sendo que o herbicida também nao é autorizado para o

uso nessa determinada plantacéao.
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3 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa de carater experimental, transversal e de

abordagem quantitativa.

3.1 Aspectos de natureza ética

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para
uso dos Animais da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) sob n° 5684 e foi
realizado de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do
Instituto Nacional de Saude (USA).

3.2 Caracterizagao da amostra

Para determinar o tamanho amostral minimo para comparacao entre escores
para 8 grupos, utilizou-se o pacote “pwr”, disponivel no Programa R para calculo de
tamanhos amostrais para conducdo de Analise de variancia (CHAMPELY, 2018;
TEAM, 2019). ApoOs obter-se o numero minimo de elementos por amostra,
adicionou-se 15% a mais de elementos por amostra para adapta-las a uma possivel
distribuicdo ndo paramétrica (BEAVER; LEHMANN, 2006) utilizou-se os seguintes
parametros:

a.) Poder do teste = 80%

b.) Nivel de significancia = 5%

c.) Numero de grupos as serem comparados = 8
d.) Tamanho do efeito (D de Cohen) = 0,50

A partir destes dados concluiu-se serem necessarios, no minimo 12
elementos por grupo. Adicionando-se 15% a mais de elementos, optou-se por utilizar
14 animais por grupo.

Portanto, para a realizagdo do estudo, foram utilizados 112 ratos Wistar
adultos machos (300-450g), fornecidos pelo Biotério Central da UNOESTE, alocados
em 24 gaiolas plasticas coletivas (5 animais por gaiola e uma gaiola com 4 animais)
medindo 600 X 415 milimetros, a temperatura média de 22 + 2°C, com ciclos de 12
horas de luminosidade, sendo das 07:00 as 19:00 horas (periodo claro) e 19:00 as
07:00 horas (periodo escuro). Foram divididos 56 ratos que foram expostos por via

oral e 56 ratos expostos por via inalatéria ao herbicida glifosato.



29

Os gastos com os materiais necessarios para a pesquisa foram arcados
pelos pesquisadores.

Parte do estudo foi realizado com materiais previamente coletados e que
encontravam-se armazenados no laboratério de anatomia patoldgica localizado no
Bloco H, campus |, da Universidade do Oeste Paulista de Presidente Prudente-SP.
Esses materiais tratam-se de tecidos pulmonares emblocados em parafinas de 40
ratos Wistar adultos machos expostos por via inalatéria ao herbicida 2,4-D e 40 ratos
expostos por via oral ao 2,4-D, os quais foram expostos nas mesmas condi¢cdes que
ocorreu a exposi¢cao ao herbicida glifosato. Os materiais coletados fazem parte do
projeto intitulado “EXPOSICAO CRONICA VIA INALATORIA E VIA ORAL AO
HERBICIDA ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) - AVALIACAO DO
POSSIVEL EFEITO MUTAGENICO" aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais sob o protocolo 3761.

Os resultados do hemograma dos ratos expostos por via inalatéria ao
herbicida 2,4-D também ja foram analisados e publicados previamente (CAVALLIERI
et al.,, 2021) e serao utilizados para comparar com os resultados encontrados nos

ratos expostos por via inalatéria ao glifosato.

3.3 Protocolo de exposicao inalatoria e oral ao herbicida glifosato

O protocolo de exposigao contou com duas caixas (32 x 24 x 32 cm) (Figura
1), cada uma ligada a um nebulizador ultrassénico da marca Pulmosonic Star®. As
concentragdes do herbicida foram administradas apds diluidas em 10 ml de agua
destilada. Todos os grupos foram expostos por um tempo aproximado de 15 minutos
diarios, de segunda a sexta-feira, por um periodo de 180 dias (exposi¢cao crbnica),
sendo divididos 14 animais para cada grupo.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 8 grupos, de acordo com a

tabela 1:

Tabela 1 — Divisdo dos animais por grupo de diferentes concentragdes do herbicida
Glifosato e formas de exposic¢ao (inalatoria e oral).

Grupo experimental Sigla Concentracgao de glifosato*

Racéao nebulizada com 10 ml de

Controle Oral GCO . )
agua destilada

Controle Inalatério GClI Inalagdo com 10 ml de agua
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destilada

~ . 5
Baixa Concentragéo Oral GBCO Ragao nebulizada com 187,17 mg/m

3 3
Baixa Concentragao Inalatério GBC Inalago com 187,17 mg/m

~ . 5
Média Concentragio Oral GMCO Ragao nebulizada com 312,28 mg/m

Média Concentragao Inalatério GMCI Inalagdo com 312,28 mg/m?
Alta Concentragao Oral GACO Racgao nebulizada com 467,63 mg/m?
Alta Concentracgao Inalatério GACI Inalagdo com 467,63 mg/m?

Legenda: *Em miligramas por metros cubicos (mg/m?), considerando experimento ambientalmente
relevante segundo forma de aplicagdo do produto.
Fonte: Autor

As concentragdes utilizadas foram baseadas na recomendacgao do fabricante
para uso agricola, especificado na bula, do Roundup® (Formulagdo comercial, Sal
de Di-amoénio de N-(phosphonomethyl)glycine 445 g/L (44,5% m/v), equivalente aci-
do de N-(phosphonomethyl)glycine 370 g/L (37,0% m/v) e outros ingredientes 751
g/L (75,1% m/v), Monsanto do Brasil LTDA, S&o Paulo, Brasil) de acordo com as
medidas das caixas em que o0s animais permaneciam durante a exposi¢cao, mi-
metizando o volume do ambiente, sendo feitos ajustes para a caixa baseado na
exposi¢cao ambiental (MELLO et al., 2018).

Para a protecado dos pesquisadores, durante o manuseio dos animais para a
exposi¢cao aos herbicidas, foram utilizadas luvas descartaveis, mascara de protegéo
respiratoria reutilizavel com 2 filtros e 6culos de protecao.

Todos os animais receberam dieta padrdo para animais de laboratério
(Primor®) e agua ad libitum.

A dieta padrao para animais (ragao) do grupo exposto por via oral foi nebuli-
zada nas mesmas condi¢gdes em que os animais foram expostos as nebulizacdes. A
bandeja com as ragdes de cada grupo foi colocada dentro da caixa que estava aco-
plada ao nebulizador (Figura 1), individualmente, e na metade da nebulizagcéo a
bandeja era agitada para misturar as ragdes e assim a substancia atingir todo o ali-
mento dos animais. A exposicdo das ragdes foi realizada sempre no dia anterior ao
dia do consumo.

Os animais do GC eram alocados e realizavam a nebulizagdo em ambientes

separados dos animais dos grupos expostos ao herbicida.
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Figura 1- Caixas de inalagao
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Fonte: O autor

3.4 Coleta dos materiais

Os ratos foram anestesiados com tiopental sodico (100 a 150 mg/kg do peso
corporal) e apds anestesia foi coletado 2 ml de sangue de cada animal, por meio de
puncéo intracardiaca, para a confecgdo do hemograma. O analisador hematoldgico
modelo POCH-100iV DIFF (Sysmex do Brasil Industria e Comércio LTDA®,
Curitiba/PR-Brasil) foi utilizado para analisar as plaquetas, as séries vermelha e
branca.

Posteriormente a coleta do sangue foi realizada a eutanasia dos ratos por
meio do rompimento da aorta. Apds esta etapa foi realizada autdpsia para retirada
dos pulmdes e posterior analise. Para que os pulmdes mantivessem sua arquitetura
morfologica e pressdo constante (20 cmH20) foi introduzida na regido da traqueia
formalina tamponada 10%. O tecido pulmonar foi coletado aleatoriamente de areas
centrais e periféricas dos pulmbes de cada animal para o processamento e

confecgao dos blocos em parafina.

3.5 Analise histopatoldgica

Cortes de 5ym das amostras foram corados com Hematoxilina e Eosina para
subsequente selecao das vias aéreas mais apropriadas para avaliacdo do infiltrado
inflamatério, com inclusao no estudo das laminas com as vias aéreas localizadas em
regiao distal do pulm&o e com preservacgao da arquitetura histologica.

Para a investigagao da secrecdo de muco foram utilizadas preparagdes com
a coloracao de PAS - Alcian Blue.

Apods a confecgdo das laminas, foram capturadas imagens em microscépio

com caémera acoplada (Leica ICC50 HD) para analisa-las morfometricamente.
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Foi utilizado o software Image-Pro Plus® (Versao 7.0, Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, USA) para quantificar as células caliciformes, em toda extenséo

do corte do tecido pulmonar dos ratos (Figura 2).

Figura 2 — Quantificacdo das células caliciformes por meio do software

Image-Pro Plus
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Legenda: A — Representa a selecdo da parede dos bronquiolos (verde). B-
Representa a quantificagdo automatica das células caliciformes (vermelho).
Fonte: o autor.

O infiltrado inflamatdrio foi analisado pelo método semi-quantitativo proposto

por Curtis et al. (1991). Essa avaliagao classifica o infiltrado inflamatério em escores
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de 1 a 3, de acordo com a extensdo das células inflamatérias nas imagens das
laminas capturadas (Figura 3), sendo eles:

. 1: Areas ocasionais revestidas de células inflamatérias

o 2: A maioria das areas revestida por uma camada fina de células
inflamatorias

o 3: A maioria das areas revestida por uma camada espessa de células
inflamatorias

As laminas contendo os cortes histologicos foram cegadas para que os

examinadores ndo soubessem o grupo analisado e, desta forma, emitissem falsos

resultados.

Figura 3 — Imagens representativas dos escores classificatorios do infiltrado

inflamatorio

3.7 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa PAST 4.03. Foi realizado o
Teste de Normalidade Shapiro-Wilk e os dados ndo-normais foram normalizados em
escala logaritmica. Os graficos foram elaborados pelo programa Graphpad.

Para a analise dos pesos foi utilizado o teste ANOVA de dois fatores
considerando o fator concentragdo (GC, GB, GM, GA) e tempo (antes e apds a
exposicao). O mesmo teste foi realizado para analise das células caliciformes e
infiltrado inflamatdrio, sendo os fatores: dose x via de exposi¢cao e dose x herbicida.

Foi utilizado o teste ANOVA de um fator para analise dos resultados do
hemograma para comparar as diferentes concentragdes dos herbicidas (GC, GB,
GM e GA).

As diferengas foram consideradas estatisticamente significantes quando p fosse
menor que 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

N&o houve morte de nenhum animal durante o periodo experimental de
exposicao crbnica inalatéria e oral, tanto para o herbicida 2,4-D quanto para o
glifosato, até a data da eutanasia.

Na Figura 4 sdo demonstradas as comparagdes em relagdo ao peso dos
animais antes e apos o periodo de exposicdo aos herbicidas, além de comparar os
diferentes grupos de concentragdes. Como o periodo experimental ocorreu por 6
meses 0 esperado era que 0s animais ganhassem peso, como foi observado nos
resultados das analises da Figura 4. Além disso, esse aumento de peso apresentou
diferencas estatisticas para todos os grupos independente da concentragdo, do

herbicida e da via de exposicao.

Figura 4 — Comparacao da média do peso dos animais entre os diferentes grupos
das concentragdes dos herbicidas glifosato e 2,4-D por via inalatéria e oral e o

tempo de antes e depois das exposicdes.
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Legenda: Letras mailsculas diferentes representam a diferenga estatistica na comparacgéao entre os
grupos "Concentragéo (GC, GBC, GMC e GAC)". Letras minusculas diferentes representam a
diferencga estatistica na comparagao dentro dos grupos "Tempo (antes e depois)".
Resultados apresentados em média (Desvio Padrao). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA de dois
fatores. Nivel de significancia de p<0,05.

Fonte: o autor.
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Na Figura 5 podemos observar a comparagdo da variavel peso entre as
diferentes vias de exposicdo (inalatéria e oral), que n&o apresentou diferenca

estatistica para nenhum dos herbicidas e diferentes concentragdes.

Figura 5 - Comparagédo da média do peso dos animais entre os diferentes grupos de

concentragdes dos herbicidas glifosato e 2,4-D e as vias de exposi¢des inalatéria e

oral.
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Legenda: Letras maiusculas diferentes representam a diferenga estatistica na comparacgéo entre os
grupos "Concentracdo (GC, GBC, GMC e GAC)". Letras minusculas diferentes representam a
diferencga estatistica na comparagéo dentro dos grupos inalatério e oral.

Resultados apresentados em média (Desvio Padrao). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA de dois
fatores. Nivel de significancia de p<0,05.

Fonte: o autor.

Os resultados das analises do hemograma dos ratos expostos por via
inalatoria ao 2-4-D encontram-se nas Figuras 6, 7 e 8 e dos ratos expostos por via
inalatdria ao glifosato sdo demonstrados nas Figuras 9, 10 e 11.

Os ratos que foram expostos por via oral ao 2,4-D nao realizaram
hemograma, pois pertenciam ao estudo realizado previamente como descrito na
metodologia, portanto a analise para essa variavel foi realizada apenas para os

grupos inalatérios.
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Os animais expostos ao 2,4-D apresentaram valores elevados de eritrocitos
comparado aos de referéncia (Figura 6), sendo que os animais do GBC e GAC
estavam com valores significativamente maiores que o GC. Provavelmente o GMC
nao apresentou essa diferencga, pois um animal desse grupo estava com valores de
eritrécitos normais.

Outro dado observado com diferenca estatistica foi para os valores de
CHCM dos grupos expostos ao 2,4-D (Figura 8), os quais apresentaram valores
reduzidos significativamente nos GBC e GMC em comparagéo ao GC. Entretanto, os
valores de CHCM estavam acima dos valores de referéncia para os GC e GAC e

normais para os GBC e GMC.

Figura 6 — Comparagéo dos valores de eritrécitos, hematocrito, hemoglobina e VCM

entre os grupos de diferentes concentragbes do herbicida 2,4-D expostos por via

inalatoria.
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Legenda: VCM, Volume Corpuscular Médio.

Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

Valores de referéncia de acordo com Melo et al (2012): Eritrocitos (7,3-8,6). Hematdcrito (39,1-48,5).
Hemoglobina (13,2-15,1). VCM (49,1-62,5).

Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA
de um fator. Nivel de significancia de p<0,05.

Fonte: o autor.
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Figura 7 — Comparagdo dos valores de fibrinogénio, plaquetas, leucécitos e

eosindfilos entre os grupos de diferentes concentragdes do herbicida 2,4-D expostos

por via inalatoria.
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Legenda: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.
Valores de referéncia de acordo com Melo et al (2012): Fibrinogénio (100-300). Plaquetas (s/ref).
Leucécitos (4700-12900). Eosindfilos (0-194).

Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA
de um fator. Nivel de significancia de p<0,05.

Fonte: o autor.
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Figura 8 — Comparacao dos valores de linfécitos, monécitos, HCM, CHCM e proteina
plasmatica entre os grupos de diferentes concentragdes do herbicida 2,4-D expostos

por via inalatoria.
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Legenda: HCM, hemoglobina corpuscular média. CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular
meédia.

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

Valores de referéncia de acordo com Melo et al (2012): Linfécitos (1953-9021). Mondécitos (0-776).
HCM (16,6-18,9). CHCM (29,9-39,9). Proteina Plasmatica (6,1-7,1).

Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA
de um fator. Nivel de significancia de p<0,05.
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Fonte: o autor.Os animais expostos de forma inalatéria ao glifosato néo
apresentaram alteragbes significativas em relacdo aos eritrocitos e CHCM,
entretanto apresentaram em relagdo a outras variaveis das células vermelhas:
hematdcrito e hemoglobina. Os valores de hematocrito estavam elevados em todos
0os animais do estudo do glifosato, entretanto os do GBC e GMC estavam
significativamente reduzidos em relagdo ao GC. O mesmo resultado foi observado

na analise da hemoglobina (Figura 9).

Figura 9 — Comparacdo dos valores de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina e
VCM entre os grupos de diferentes concentragdes do herbicida glifosato

expostos por via inalatdria.
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Legenda: VCM, Volume Corpuscular Médio.

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

Valores de referéncia de acordo com Melo et al (2012): Eritrocitos (7,3-8,6). Hematdcrito (39,1-48,5).
Hemoglobina (13,2-15,1). VCM (49,1-62,5).

Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA
de um fator. Nivel de significancia de p<0,05.

Fonte: o autor.
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Como pode ser observado na Figura 10 houve diferenca estatistica para os
valores de fibrinogénio que estavam normais no GC e de GBC e elevados no GAC.
O GMC também apresentou valores de fibrinogénio elevados, porém sem diferenca
estatistica.

Figura 10 — Comparagdo dos valores de fibrinogénio, plaquetas, leucdcitos e
eosindfilos entre os grupos de diferentes concentragdes do herbicida glifosato

expostos por via inalatéria.
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Legenda: Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.
Valores de referéncia de acordo com Melo et al (2012): Fibrinogénio (100-300). Plaquetas (s/ref).
Leucécitos (4700-12900). Eosindfilos (0-194).

Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA
de um fator. Nivel de significancia de p<0,05.

Fonte: o autor.

A proteina plasmatica apresentou diferenga estatistica dos GBC e GMC
quando comparados ao GC (Figura 11), porém os valores desse parametro nos GC
e GAC estavam elevados e nos GBC e GMC estavam dentro dos valores de

referéncia.
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Figura 11 — Comparacdo dos valores de linfécitos, monécitos, HCM, CHCM e

proteina plasmatica entre os grupos de diferentes concentragdes do herbicida

glifosato expostos por via inalatoria.
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Legenda: HCM, hemoglobina corpuscular média. CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular

média.

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.
Legenda: Valores de referéncia de acordo com Melo et al (2012): Linfécitos (1953-9021). Mondcitos
(0-776). HCM (16,6-18,9). CHCM (29,9-39,9). Proteina Plasmatica (6,1-7,1).
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Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil). Valor de p obtido pelo Teste de ANOVA
de um fator. Nivel de significancia de p<0,05.
Fonte: o autor.

De acordo com a Figura 12 foi observado que houve diferenga estatistica
entre os animais expostos por via oral comparados aos expostos por via inalatoria
em todos os grupos de diferentes concentragdes do herbicida glifosato, com maior
quantidade de células caliciformes encontrada nos animais do grupo oral. Essa
diferenca foi observada apenas nos animais do GAC expostos ao 2,4-D, porém
diferente dos ratos expostos ao glifosato, a quantidade de células caliciformes
estava significativamente reduzida no grupo oral comparado ao inalatério.

Tanto para os animais expostos por via oral quanto por via inalatéria ao
glifosato foi observada diferenca estatistica do GMC comparado ao GC e GAC,
porém o GMC estava com menor quantidade de células caliciformes em relagdo aos
demais (Figura 12).

Ja para os animais expostos ao 2,4-D foi observada diferenca estatistica do
GAC do grupo oral comparado ao GC e GBC, porém da mesma forma que no
glifosato, o GAC estava com valores reduzidos em comparagao aos grupos citados.
Para os animais expostos por via inalatéria ndo foi encontrada diferenca em

comparacgao ao GC.

Figura 12 — Comparagdo da quantificagdo das células caliciformes dos pulmbes
entre 0s animais expostos por via inalatéria e oral de cada herbicida (Glifosato e 2,4-
D).
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Legenda: Resultados apresentados em média (Desvio Padrao). Valor de p obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores. Nivel de significancia de p<0,05.
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Letras maiusculas representam a comparagéo do grupo exposto por via oral com o inalatorio e letras
minusculas representam a comparagao dentro do grupo, ou seja, entre GC, GB, GM e GA. Letras
diferentes representam diferenca estatistica.

Fonte: o autor.

Em relacdo aos animais expostos por via oral houve diferenga estatistica de
todos os grupos expostos ao glifosato comparado aos animais do GBC e GAC
expostos ao 2,4-D, visto que os animais expostos ao glifosato apresentaram maiores
quantidades de células caliciformes, inclusive no GC. Ja para os animais expostos
por via inalatéria ndo houve diferenga estatistica quando comparado os grupos
expostos ao glifosato com os do 2,4-D (Figura 13).

As Figuras 14 e 15 demonstram amostras de imagens de algumas laminas
(uma de cada grupo de exposicdo) utilizadas para a quantificagdo das células

caliciformes dos pulmdes dos ratos utilizados no estudo.

Figura 13 — Comparagdo da quantificagdo das células caliciformes dos pulmbes
entre os animais expostos por via oral ao glifosato e ao 2,4-D e os expostos por via
inalatoria aos herbicidas.
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Legenda: Resultados apresentados em média (Desvio Padrao). Valor de p obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores. Nivel de significancia de p<0,05.

Letras maiusculas representam a comparagéo do grupo exposto ao glifosato e ao 2,4-D e letras mi-
nusculas representam a comparagao dentro do grupo de cada herbicida, ou seja, entre GC, GB, GM
e GA. Letras diferentes representam diferenga estatistica.

Fonte: o autor.

Figura 14 — Imagens de laminas dos pulmdes dos ratos expostos ao 2,4-D, de cada

grupo, utilizadas para a quantificagcao das células caliciformes.
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Fonte: o autor.

Figura 15 — Imagens de laminas dos pulmdes dos ratos expostos ao glifosato, de
cada grupo, utilizadas para a quantificagao das células caliciformes.

Fonte: o autor

Tanto para os ratos expostos ao glifosato quanto ao 2,4-D, em ambas as
vias de exposi¢ao, nao foi observada diferenga estatistica em relacdo ao infiltrado

inflamatério (Figura 16).
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Figura 16 — Comparagao do escore do infiltrado inflamatério dos pulmbdes entre os

animais expostos por via oral e inalatéria de cada herbicida (Glifosato e 2,4-D).
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Legenda: Resultados apresentados em média (Desvio Padrao). Valor de p obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores. Nivel de significancia de p<0,05.

Letras maiusculas representam a comparagao dos grupos expostos por via inalatéria e oral de cada
herbicida e letras minusculas representam a comparagédo dentro do grupo da via de exposi¢éo, ou
seja, entre GC, GBC, GMC e GAC. Letras diferentes representam diferenca estatistica.

Fonte: o autor.

Assim como na Figura 16, também nao houve diferenca estatistica quando
comparado ambos os grupos dos herbicidas, tanto para exposi¢ao inalatéria, quanto
para exposigao oral (Fig. 17).

As Figuras 18 e 19 representam exemplos de imagens das laminas dos
pulmbes dos animais de cada grupo, utilizadas para classificagcdo do infiltrado

inflamatoério.

Figura 17 — Comparagéao do escore do infiltrado inflamatério dos pulmbdes entre os
animais expostos por via oral ao glifosato e ao 2-4-D e os animais expostos por via
inalatoria aos herbicidas.
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Legenda: Resultados apresentados em média (Desvio Padréo). Valor de p obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores. Nivel de significancia de p<0,05.
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Letras maiusculas representam a comparagédo dos grupos expostos ao glifosato e ao 2,4-D e letras
minusculas representam a comparagao dentro do grupo de cada herbicida, ou seja, entre GC, GB,
GM e GA. Letras diferentes representam diferenca estatistica.

Fonte: o autor.

Como podemos observar nas Figuras 18 e 19 a quantidade de infiltrado
inflamatério estdo similares nas imagens selecionadas, independente da
concentracdo dos herbicidas, em concorddncia com a analise estatistica

representada nas Figuras 16 e 17.

Figura 18 — Imagens de laminas dos pulmdes dos ratos expostos ao 2,4-D,

de cada grupo, utilizadas para classificagao do infiltrado inflamatario.

Figura 19 — Imagens de laminas dos pulmdes dos ratos expostos ao

glifosato, de cada grupo, utilizadas para analise do infiltrado inflamatério.

Fonte: o autor.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram, primeiramente, que as
concentracdes utilizadas, de ambos os herbicidas, durante o tempo de exposicao de
6 meses ndo tiverem efeito letal. Similar a maioria dos estudos realizados
previamente com o 2,4-D e glifosato, tanto para exposigdo oral (STURTZ et al,,
2008; SHAFEEQ; MAHBOOD, 2021; MESSAGE et al., 2021; INGARAMO et al.
2022), quanto para a inalatéria (MELLO et al., 2018).

Os herbicidas também nao demonstraram efeitos sobre o peso dos animais,
visto que ganharam peso na mesma proporgéo, independente da via de exposigao
ou das concentragdes utilizadas. Em controvérsia, Shafeeq e Mahbood (2021)
observaram reducéao significativa do peso de ratos expostos por via oral a 150mg/kg
de 2,4-D, entretanto, diferente da presente pesquisa, os animais recebiam o
herbicida por via oral de forma direta (gavage) e n&o por meio de ragao
contaminada. Além disso, os autores observaram também sintomas severos de
intoxicagdo em 4 semanas de exposi¢cao, tais como: anorexia, rigidez muscular,
incapacidade de ficar em pé, queda de pelo e hemorragia nasal. Cabe ressaltar que
durante todo o periodo experimental da presente pesquisa, ndo foi observado
nenhum sinal similar a intoxicagdo dos animais.

Ja em relacdo ao glifosato, uma pesquisa anterior com exposi¢cao
subcrénica, por 75 dias, inalatéria e oral com o mesmo protocolo de exposi¢cao do
presente trabalho, também nao observou relagdo das exposi¢cdes na variavel peso
(SERRA et al., 2021). Ja para a exposigcdo oral por gavage em diferentes doses
Benedetti (2003) observou reducgao significativa do ganho de peso em todos os
grupos comparado ao grupo controle, diferente do encontrado na presente pesquisa,
0 que demonstrou, assim como o 2,4-D, que a exposicéo oral direta do glifosato traz
maior toxicidade comparada as outras formas de exposicao.

As analises do hemograma dos ratos expostos aos herbicidas 2,4-D e
glifosato, por via inalatéria, apresentaram algumas alteragdes significativas.

A eritrocitose (aumento dos eritrécitos), observada nos animais expostos ao
2,4-D, por si s6, na maioria dos casos, ndo significa grandes preocupagdes,
entretanto ha relatos que doencas como a Doeng¢a Pulmonar Obstrutiva Crbnica
(DPOC) pode influenciar no surgimento dessa alteragcdo hematoldgica causada pela

hipoxemia advinda da prépria patologia (RUIZ; GARCIA, 2009). Porém, como sera
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discutido posteriormente, ndo houve evidéncia de alteragcdes pulmonares nos ratos
expostos por via inalatdria ao 2,4-D no presente trabalho.

Devido ao aumento de CHCM no GC e GAC, observado nos ratos expostos
ao 2,4-D, nao ficou claro se seria um padrao dos ratos estudados e o 2,4-D foi capaz
de reduzir esses niveis, ou se nao teve relacdo com a exposicdo ao herbicida, visto
que Fareed et al. (2013) demonstraram anteriormente que a exposi¢ao a pesticidas
ocasionou uma reducédo dos valores de CHCM e nos grupos com diferenga
estatistica, os valores ndo estavam reduzidos, mas normais. Ja para os valores
elevados nos grupos GC e GAC de CHCM ha algumas justificativas que podem ter
ocorrido, porém nao foram avaliadas, tais como: amostras hemolisadas, aglutinagéao
de eritrocitos, esferocitose hereditaria e valores de sodio reduzidos (ROSENFELD,
2012).

Nos animais expostos ao glifosato foi observado a redugdo do hematdcrito e
da hemoglobina (Figura 9). No hemograma a redugao desses parametros € um fator
alarmante, principalmente na rotina clinica em humanos, visto que este resultado
esta frequentemente associado a presengca de anemia (LOPEZ et al., 2016).
Previamente, ja foi demonstrada que a exposi¢cao de trabalhadores a agrotoxicos
ocasiona a reducdo dos niveis de hematdcrito e hemoglobina no sangue quando
comparado ao grupo controle, mesmo estando com valores dentro da normalidade,
porém né&o foi possivel determinar a dose de exposi¢cdo e os tipos de agrotoxicos
utilizados por essa populagéo (PATIL; PATIL; GOVINDWAR, 2003).

Estudos de exposicdo por via inalatéria ao glifosato e seus efeitos no
hemograma nao foram encontrados até o momento, entretanto uma pesquisa
experimental com diferentes doses do herbicida em exposigao por via oral (gavage)
demonstrou que as doses meédia e alta do herbicida em 75 dias foram capazes de
reduzir significativamente os niveis de hematdcrito e hemoglobina no sangue dos
ratos comparado ao grupo controle (BENEDETTI, 2003). Sendo assim, os efeitos do
herbicida nesses parametros podem ocorrer tanto por via inalatoria quanto oral, visto
que os resultados do estudo de Benedetti (2003) foram similares aos encontrados
pela presente pesquisa.

Outra diferenga estatistica encontrada na analise do hemograma dos ratos
expostos por via inalatoria ao glifosato foi em relagdo a proteina plasmatica total que
foi encontrada em nivel elevado nos GC e GAC e normais nos GBC e GMC. Mesmo

resultado encontrado para os valores de CHCM nos grupos expostos ao 2,4-D
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descritos anteriormente. Desta forma, ndo € possivel associar esses dados ao
herbicida visto que o GC apresentou resultados elevados e 0s grupos com
diferengas (GBC e GMC) apresentaram resultados normais.

Um dos motivos que pode aumentar a produgao de proteina plasmatica total
nos animais é a desidratagcao ou desnutricdo (SAMPAIO et al., 2012) sabemos que
nao houve perda de peso dos animais durante o estudo, portanto ndo ocorreu a
desnutricdo dos mesmos, entretanto em relacdo a desidratacdo nao foi realizado o
controle do consumo de agua dos animais e, portanto, ndo podemos descartar essa
hipétese, sendo este considerado um fator limitante do estudo.

Um dado muito relevante a ser destacado na presente analise € de que os
valores de fibrinogénio estavam normais no GC e elevados, com diferenga
estatistica, no GAC.

O fibrinogénio elevado pode indicar uma fase aguda de inflamagao, além
disso, ha indicios de que os niveis de fibrinogénio podem estar relacionados a
doencas cardiovasculares, mais precisamente, a trombose arterial ou venosa (LIND
et al., 2001). Portanto, essa variavel em nivel elevado no GAC no presente trabalho,
traz o alerta para possiveis doencas cardiovasculares causadas pela exposicao
inalatéria a altas doses do glifosato. Entretanto, sdo necessarias analises mais
especificas para determinar a saude cardiovascular em expostos a esse herbicida.

A associagdo da exposig¢ao, tanto oral quanto inalatéria, ao glifosato com
doencas cardiovasculares foi demonstrada por Maia et al. (2021) que, apos 75 dias
de exposicado, observaram estrias gordurosas (lesdo inicial da aterosclerose) na
maioria dos animais expostos ao glifosato independente da via de exposi¢cao e dose
utilizada. Desta forma, os resultados se complementam e é provavel que a
exposicao ao glifosato traga danos a saude cardiovascular dos sujeitos expostos.

Em relacdo a saude pulmonar dos animais, quantificamos as células
caliciformes, pois a hiperplasia dessas células leva a hipersecre¢do de muco, que
esta intimamente relacionada a DPOC (AIKAWA et al., 1989). Além disso,
classificamos o infiltrado inflamatério que, quando presente, pode estar associado a
diversas patologias pulmonares, tais como doengas infecciosas, neoplasias,
toxicidade por drogas, hemorragia alveolar, bronquiolite obliterante, entre outras
(WARNER; WARNER; DIVERTIE, 1998).

Porém, tanto os animais expostos ao glifosato quanto ao 2,4-D,

independente da via de exposigao (oral e inalatéria), ndo apresentaram aumento de
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células dos grupos expostos aos agrotoxicos quando comparados aos GC. E em
alguns casos foi observado até mesmo reducéo, em vez de aumento, em relagao ao
GC (Figura 13). Portanto, ndo foi possivel atribuir hiperplasia de células caliciformes
dos pulmdes a exposicao aos herbicidas estudados, bem como aumento do infiltrado
inflamatério.

Um estudo o qual caracterizou a absorgédo e destino biolégico do glifosato
em aplicadores evidenciou que o glifosato é rapidamente eliminado do corpo, dentro
de 24 horas apos a aplicagdo, e além disso, os niveis de glifosato na urina s&o
maiores no grupo por exposi¢ao dérmica do que no grupo por inalagao (PIERCE et
al., 2020). Com esses dados, podemos inferir que a eliminagao rapida do herbicida
contribui para o ndo surgimento de alteragdes pulmonares, entretanto sé&o
suficientes para causar alteragdes hematologicas, como observadas no presente
trabalho.

A absorcao dos agrotoxicos se da principalmente pela pele e pelo sistema
respiratorio. Porém, os 6rgédos afetados podem ir muito além dos pulmdes, pois a
substancia é absorvida por meio da membrana celular e entra na corrente
sanguinea, de tal forma que atinge varios tecidos dos 6rgaos antes de ser excretado
do corpo (SIDTHILAW et al., 2022). No presente estudo ndo encontramos alteragdes
pulmonares significativas decorrentes a exposicédo ao 2,4-D e glifosato, porém foi
observado alteragbes hematoldgicas que demonstra a absorgdo da exposi¢cdo dos
herbicidas pela corrente sanguinea, principalmente para o glifosato.

Uma pesquisa de analise da toxicidade inibitoria para a viabilidade celular
por herbicidas a base de glifosato utilizando linhagens celulares humanas de
carcinoma alveolar, hepatico e neuroblastoma in vitro como objeto de estudo,
demonstrou que todos os formulantes a base de glifosato testados tém efeito
citotoxico na supressao da viabilidade celular, j3 o ingrediente ativo declarado
glifosato propriamente dito, ndo apresentou toxicidade significativa as células dos
pulmdes, figado e tecido nervoso. Portanto, os autores consideraram que o glifosato
como ingrediente ativo é relativamente seguro, porém os formulantes podem ter
efeitos toxicos aos 6rgaos estudados (HAO et al., 2019). Os resultados corroboram,
em partes, com os achados da presente pesquisa, que ndo encontrou efeitos tdxicos
da exposigdao ao glifosato para os pulmdes, embora tenhamos utilizado uma
formulacédo disponivel no mercado de agrotoxicos que possui outros ingredientes

além do glifosato.
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Em controvérsia com o presente trabalho, que ndo encontrou alteracdes
significativas nas avaliagdes pulmonares dos ratos expostos ao 2,4-D, Fukuyama et
al. (2009) demonstraram que o 2,4-D é considerado um alérgeno respiratorio. Os
autores, realizaram exposicdo dérmica, aplicando o 2,4-D no dorso de cada orelha
de camundongos, e a exposi¢gao respiratdria, com injegdo via intratraqueal. Entéao
foram colhidos sangue para testar niveis de IgE total e colhido o Liquido do Lavado
Broncoalveolar (LBA) para contagem de células (macrofagos, eosindfilos e
neutroéfilos). Como resultado, os pesquisadores observaram que houve aumento do
IgE nos grupos expostos a alta dose de 2,4-D comparado ao controle, bem como
aumento de eosindfilos e neutrofilos no LBA. A principal diferenca entre o estudo
anterior com a presente pesquisa que poderia justificar a auséncia de alteragdes
significativas é a forma de exposicdo que foi intratraqueal, além disso, n&o
quantificamos os niveis de IgE para analisar o efeito alérgeno dos herbicidas
estudados, visto que nao abrangia nosso objetivo geral.

Embora ndo tenhamos encontrado alteragdes pulmonares significativas na
exposigao crénica ao 2,4-D neste trabalho, previamente foi observada reagao celular
proliferativa nos pulmbdes de camundongos expostos por via inalatéria ao 2,4-D
evidenciado pela reducdo da area de luz dos alvéolos pulmonares em todas as
concentracdes comparado ao GC, com o mesmo protocolo de exposicao desta
pesquisa. O tempo de exposicao foi de 24, 48, 72 e 192 horas, caracterizada como
exposicao aguda (CATTINI et al., 2021). O unico fator que diferenciou ambos os
trabalhos para justificar as variagdes nos achados foi a linhagem do animal utilizado
nos estudos (camundongos e ratos) e a forma de analise, pois utilizamos o método
de quantificacdo das células caliciformes em vez da analise morfométrica. Meek,
Mashimo e Burdon (2017) relatam que o rato sofre menos estresse do que o
camundongo, € que isso minimiza qualquer influéncia ou variabilidade nos
resultados das pesquisas experimentais, portanto é provavel que a diferenca
comportamental entre as linhagens dos animais tenha influenciado nos diferentes
resultados obtidos.

Nao foram encontrados estudos que avaliassem o infiltrado inflamatério dos
pulmdes apds a exposicao individual do glifosato ou 2,4-D. Porém, Pandher et al.
(2021) realizaram uma pesquisa experimental com camundongos cujo objetivo era
comparar os efeitos nas células pulmonares da exposicéo isolada e combinada ao

glifosato e de lipopolissacarideo (LPS), que é uma endotoxina presente na poeira
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agricola. As substancias foram introduzidas por via intranasal dos animais sob
anestesia local. Por meio da analise do LBA e histopatoldgica do tecido pulmonar foi
observado que a contagem de leucdcitos do tecido pulmonar aumentou apos a
exposicao das substéncias combinadas e ndo isoladas. Além disso, foi observado
que houve acumulo robusto de células inflamatérias nas regides perivascular,
peribronquiolar e alveolar dos pulmdes dos camundongos em todos os grupos,
porém com acumulo mais intenso nos pulmdes de camundongos expostos a
combinagdo de LPS + Glifosato. Todas as alteragdes foram observadas apenas
apos 5 dias de exposicao.

Portanto, por mais que nao tenhamos encontrado alteracbes pulmonares
significativas em nosso trabalho, cabe ressaltar que dificilmente os trabalhadores
agricolas sao expostos a um unico agente agressor, e este, quando associado a
demais agentes, podem ser potencialmente toxicos a saude respiratoria (PANDHER
et al., 2021).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho demonstraram que ambos os herbicidas
podem desencadear alteragdes hematoldgicas, entretanto o glifosato se demonstrou
com uma maior toxicidade para o sangue comparado aos resultados encontrados do
2,4-D.

No periodo de 6 meses de exposicao inalatéria e oral nao houve alteracdes
pulmonares significativas tanto para os animais expostos ao 2,4-D quanto ao
glifosato, independente da concentragédo de exposigao.

Desta forma, € importante salientar que ha a necessidade do monitoramento
hematolégico de individuos expostos a esses herbicidas, para evitar possiveis
doencas crbnicas. Além disso, cabe ressaltar a necessidade também do
monitoramento da saude cardiovascular desses individuos devido a elevacdo dos
niveis de fibrinogénio encontrados no grupo de alta concentragéo do glifosato.

Demonstra-se a importancia de buscar alternativas que evidentemente sao
mais seguras ao meio ambiente e a populagao exposta. Portanto, sdo necessarios
maiores estudos de comparag¢des entre agrotoxicos similares e suas formulagbes
para reduzir o risco a saude que a exposigao aos diversos agrotoxicos pode
desencadear.

Devido a utilizacdo de agrotdxicos e outras substancias associadas na
pratica agricola, sugere-se ampliar as pesquisas sobre os efeitos da exposi¢cao

combinada a essas substancias na saude ambiental, animal e humana.
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Presidente Prudente, 9 de Dezembro de 2019.

Prof. ﬂlJ’au Rodné@;(}ama T

Coordenador Cientifico da CPDI
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Prof* Ms. Adniana Faleo de Brito
Coordenadora da CEUA - UNOESTE
Coordenadoria de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagéo — CPDI - 18 3229-2079 - cpdi@unoeste_br
Comité de Etica em Pesquisa — CEP — 18 3220-2079 — cep@unoeste.br
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA — 183229-2079 — ceua@unoeste.br
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