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APRESENTACAO

Os praguicidas sdo agentes bioativos que podem prevenir, destruir ou
combater espécies indesejaveis que interferem na producdo, processamento,
armazenamento e transporte de alimentos, agroprodutos, madeira e seus
derivados. Eles compreendem varias substidncias com diferentes grupos
funcionais, cada uma com seu modo particular de agdo sobre alvos biologicos e
acao danosa a natureza.

Atualmente os praguicidas s&o encontrados contaminando todo o planeta,
em diferentes nichos ecoldgicos, onde ameagam a sobrevivéncia de varias
espécies. E a agricultura seu principal meio de introdugdo no ambiente. Eles
causam varios problemas a saude humana quando inalados, absorvidos pela pele
ou pelo sistema digestivo, a partir da ingestao gradativa de praguicidas presentes
na agua e nos alimentos.

A integridade de membrana de células animais pode ser afetada por varios
fatores que, particularmente para a membrana de eritrocitos, compreendem o
atrito contra a parede do vaso determinado pela velocidade do fluxo sanguineo, a
temperatura e a presenga de agentes quimicos. A presencga de agentes quimicos
pode interferir na estrutura ou funcdo da membrana por alteragdo nas
propriedades fisico-quimicas do plasma, como pH, osmolaridade ou
comportamento dielétrico, ou pela oxidacao de constituintes da membrana, dentre
outros mecanismos.

Os eritrocitos constituem um modelo de facil obtencdo, barato e
conveniente, pela natureza cromogénica da hemoglobina, para estudo do
comportamento das membranas bioldgicas.

Eles podem ser utilizados para avaliacao dos efeitos de praguicidas sobre
a saude humana e animal, o que é considerado um tema de elevada prioridade
por autoridades cientificas e governamentais, particularmente nos paises em
desenvolvimento, onde estes agentes quimicos sao utilizados de forma ampla e
muitas vezes abusiva na produgao agricola.

O Laboratério de Enzimologia da Universidade Federal de Uberlandia

padronizou técnicas de analise da estabilidade de membranas de eritrécitos



contra choque hipotdnico e agentes caotropicos naturais, como o etanol, a uréia e
a temperatura.

Neste trabalho, a estabilidade de eritrocitos contra choque hipotbnico, é
analisada em fungao da concentragcéo do praguicida glifosato.

O capitulo 1 dessa dissertacao faz uma revisao da literatura, buscando
contextualizar os efeitos dos praguicidas sobre as membranas biolégicas e o0 uso
da estabilidade de eritrécitos como ferramenta para sua avaliagao.

O capitulo 2 apresenta os estudos dos efeitos agudos de um praguicida
(glifosato), nas concentragdes recomendadas pelo fabricante, sobre a estabilidade

de eritrocitos humanos e de ratos Wistar.



CAPITULO 1

Fundamentacéo tedrica

PRAGUICIDAS E ESTABILIDADE DE MEMBRANAS BIOLOGICAS



INTRODUCAO

A ampla utilizacdo de praguicidas na atualidade, o desconhecimento de
seus riscos, O desrespeito as normas basicas de seguranca, a livre
comercializacédo e o consequente agravamento dos quadros de contaminagao
humana e ambiental, tornam importante o estudo e a avaliacdo dessas
substancias na saude humana e animal. Nessa revisao da literatura, procuramos
mostrar quais sao as implicagdes dos praguicidas e principalmente do herbicida
glifosato na saude humana e no ambiente. A estabilidade de membrana dos
eritrocitos € essencial para a preservagao das fungdes dessas células
sanguineas, e, consequentemente, para todo o metabolismo aerdbico nos
tecidos. Isso torna o estudo do efeito de agentes quimicos, como os praguicidas
comerciais, sobre a estabilidade de membrana dos eritrécitos uma tarefa

essencial para caracterizagao da toxicidade dessas substancias.

ESTRUTURA DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

As células, bem como suas organelas sub-celulares, sdo delimitadas por
membranas, que geram compartimentos especializados em diferentes fungdes
metabdlicas [LODISH et al., 2003].

Segundo o modelo do mosaico fluido, a membrana biolégica € um fluido
constituido por uma bicamada de lipidios, onde se acham inseridas varias
moléculas de proteinas [SINGER e NICOLSON, 1972]. As proteinas podem
constituir de 20 a 80% da composi¢gdo das membranas [DE WEER, 2000].

Dentre os principais lipidios presentes nas membranas podemos citar os
fosfolipidios, os esfingolipidios e os esterdis [CASCIO, 2005]. Os lipidios das
membranas sdo moléculas anfipaticas, ou seja, que possuem uma porgao polar
juntamente com uma porg¢ao apolar em sua estrutura. Os lipidios estdo dispostos
em dupla camada, sendo que as porgdes polares dos lipidios ficam expostas para
0 meio aquoso, seja 0 meio citoplasmatico ou o meio extracelular; ja as por¢des
apolares dos lipidios se dirigem umas para as outras no interior da bicamada
lipidica [BOON e SMITH, 2002].



As proteinas estdo mergulhadas na bicamada (proteinas intrinsecas) ou
estdo na superficie interna ou externa da bicamada lipidica (proteinas
extrinsecas) [LAGUE et al., 2001].

As proteinas sdo constituintes importantes na estrutura e propriedades da
membrana dos eritrocitos. A rede de proteinas que formam o citoesqueleto e
proteinas integrais de membranas esta envolvida na manutencgao da integridade e
da forma da célula [BENNETT, 1981; CHASIS, 1986; PALEK, 1983].

A glicoforina A e a proteina banda 3 sdo as principais proteinas
transmembranicas. A glicoforina A é rica em carboidratos, que conferem carga
negativa aos eritrocitos e impedem sua aglutinacdo. A proteina banda 3 esta
inserida na dupla camada lipidica, onde funciona como transportador de anions e
agua para a célula, além de manter ligagbes com as proteinas periféricas
anquirina e espectrina, que fixam a membrana ao citoesqueleto [ALBERTS et al,
1997; LORENZI, 1999].

A estabilidade da membrana do eritrécito depende de proteinas associadas
ao citoesqueleto, tais como a espectrina, a actina (proteina banda 5), a ankirina
(proteina banda 2.1), proteina banda 4.1, proteina banda 4.2 e a proteina banda
4.9 [BENNETT, 1981; LORENZI, 1999; PALEK, 1983].

A proteina mais abundante na membrana é a espectrina, a qual tem uma
forma cilindrica longa, fina e flexivel. Ela é o principal componente da rede
protéica no lado interno da membrana do eritrocito. Ela mantém a integridade
estrutural e a forma biconcava do eritrécito além de estar intimamente relacionada
a rigidez da membrana [ALBERTS et al, 1997].

As membranas de organelas subcelulares tais como mitocondrias e
nucleos raramente contém colesterol [HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1999]. O
colesterol desempenha um papel fundamental em muitos processos bioldgicos
tais como: permeabilidade da membrana, organizagdo lateral de lipidios,
transducdo de sinais e passagem de substancias através da membrana
[WUSTNER, 2007]. Quanto maior a quantidade de esterdis menor é a fluidez da
membrana (facilidade de movimento) e maior € a rigidez da membrana [TSUDA e
NISHIO, 2003], devido a presenga do nucleo rigido do anel esterdide, o qual
diminui a liberdade de rotagdo das ligagbes carbono-carbono [MURRAY e
GRANNER, 2002].



As duas monocamadas da membrana ndo possuem a mesma composi¢ao
lipidica, glicidica e protéica, os que as tornam estruturas assimétricas [DI et al.,
2006]. Em geral, os glicidios encontram-se na face externa [ROBERTSON, 1957;
ROBERTSON, 1960] e as cargas elétricas se distribuem diferentemente, sendo a
face citoplasmatica aquela que em geral tem maior carga liquida negativa.

A fluidez da membrana é essencial para varias funcdes celulares [GARCIA
et al., 2005]. Ser uma estrutura fluida significa dizer que os seus componentes
nao ocupariam posi¢coes definidas e seriam susceptiveis de sofrer difusédo lateral
no plano da membrana [FRICK et al., 2007; SINGER, 1974], além de translacao e
rotacdo [GOLDSTEIN, 1984]. Isso acontece devido ao fato de nao ocorrer
ligacdes fortes (covalentes) entre as moléculas, mas sim ligagdes fracas (ligagdes
de van der Walls e pontes de hidrogénio) [MURRAY e GRANNER, 2002].

As membranas biolégicas sao semi-permeaveis, ou seja, apresentam
permeabilidade diferenciada, sendo impermeavel aos ions, quem demandam
canais ibnicos de transporte através da membrana [GODBERG et al., 2004], mas
permeavel a moléculas lipossoluveis, a agua [AGRE, 2006] e a gases como o
oxigénio e o gas carbdnico [WANG et al., 2007].

A integridade da membrana animal pode ser afetada por varios diferentes
fatores principalmente por ela n&o possuir parede celular como as células
vegetais e bacterianas. A auséncia dessa integridade pode comprometer a
fisiologia celular e até levar a célula afetada a morte [MCNEIL e STEINHARDT,
1997].

Os eritrocitos ou células vermelhas do sangue sao utilizados em muitos
estudos relacionados com estrutura, composicdo e ao comportamento de
membrana. Alteragcdes na estrutura, composicao e comportamento da membrana
dos eritrécitos, ocorrem em decorréncia de diversos tipos de hemoglobinopatias,
de envelhecimento, exercicios fisicos, dieta, ingestdo de etanol e interagdo com
praguicidas [BATISTA et al., 2006; FIRMINO, 2007; GOUVEA-E-SILVA, 2006;
MARIGLIANO et al., 1999; MARRA et al., 1996; MAZZANTI et al., 2002; PENHA-
SILVA et al., 2007; SRINIVASAN e KEMPAIAH, 2006].



PRAGUICIDAS

Apesar da sua aplicacdo em outros setores, a agricultura tem sido a maior
fonte de contaminagcdo ambiental por praguicidas [BASTOS, 1999]. Alguns
praguicidas e seus metabdlitos tém sido encontrados como poluentes no fundo e
superficie de aguas, no solo [FAVA et al., 2005; KOLPIN et al., 2004; WORRALL
e BESIEN, 2005], e na atmosfera [DUBUS et al., 2000; DUYZER, 2003] e sao
provavelmente responsaveis pela perda da biodiversidade e pela deterioragcao de
habitats naturais [PAULI et al., 1999].

O aumento da consciéncia dos riscos relacionados ao uso intensivo de
praguicidas tem levado a prépria sociedade agricola a uma atitude mais critica,
assumindo mudangas no seu uso para evitar danos ambientais e gerar maior
seguranga alimentar [SABA e MESSINA, 2003]. Os praguicidas compreendem
uma grande variedade de substancias quimicas, com diferentes grupos funcionais
e diferentes mecanismos de agéo bioldgica e de eliminagdo. Dentre as classes
quimicas encontradas ha compostos organoclorados, organofosforados,
carbamatos, piretrdides, ditiocarbamatos, organoestanicos, dicarboximidas,
bipiridilios, dinitrofendis, além de outros [INCA, 2005].

Os praguicidas oferecem varios riscos a saude humana [HAPEMAN et al.,
2003; SORENSEN et al., 2003].

Os pesticidas organoclorados (OCPs) tém sido associados a disturbios na
reprodugao [SAFE, 2004], na embriogénese e desenvolvimento fetal [GARRY et
al., 1996], na imunidade [HANDY et al., 2002], na respiragdo, e neurogénese e
atividade do sistema neural, com predisposi¢cao ao desenvolvimento de doenca de
Parkinson [KAMEL e HOPPIN, 2004]. Apesar de terem sido banidos a mais de 30
anos, 0s praguicidas organoclorados ainda estao presentes no ambiente, onde
permanecem por décadas devido a sua longa meia-vida e concentragéo bioldgica
através da cadeia alimentar [VON MUHLENDAHL, 1999].

Estudos “in vitro” mostraram que o praguicida organoclorado lindano
despolariza a membrana de espermatozdides humanos e inibe sua resposta a
progesterona, um agonista fisiolégico que estimula um passo da reagdo do

acrossomo no local da fertilizagdo. O lindano se intercala na membrana do



espermatozoide e altera a dindmica molecular da bicamada [SILVESTRONI e
PALLESCHI, 1999].

Envenenamento de criangas tem sido associado com exposicdo materna
aos praguicidas nas residéncias ou local de trabalho [CERRILLO et al., 2005;
RIBAS-FITO et al., 2005; WHYATT et al., 2002], com deteccdo da presenca de
praguicidas organofosforados no leite humano [SANGHI et al., 2003].

O potencial neurotéxico de inseticidas organofosforados tem sido descrito
[FARAHAT et al., 2003; SMULDERS et al., 2004]. Praguicidas organofosforados,
conhecidos por seu efeito inibitorio sobre a acetilcolinesterase, demonstraram em
modelos experimentais animais, utilizando doses que sao baixas para produzir
sinais colinérgicos, uma variedade de outros efeitos, que variaram desde
dificuldades na aprendizagem a retardamento da condugao nervosa [PEEPLES et
al., 2005].

O praguicida clorotalonil pode causar danos hepaticos e renais [SUZUKI et
al., 2004] e, consequentemente, alterar o metabolismo e a excregéo de drogas.

Em estudos feitos com ratos tratados oralmente com concentragdes baixas e
altas de piretréides, foram constatadas mudancas nas propriedades fisico-
quimicas das membranas de eritrocitos e modificacbes na atividade de enzimas
antioxidantes [NASUTI et al. 2003].

GLIFOSATO

Dentre os herbicidas, o Roundup® é o mais comum no Brasil [BAYLIS,
2000]. Ele tem como principio ativo o glifosato (N-fosfonometilglicina), cujo grupo
funcional € uma glicina substituida. O uso desse herbicida na agricultura teve
inicio em 1974 para o controle seletivo de ervas daninhas em lavouras de arroz,
milho e soja [SMITH e OEHME,1992].

O ¢lifosato é vendido em concentragcbes de 48% (m/v) e as doses
aplicadas sao em torno de 5 L/ha [AMARANTE JUNIOR et al., 2002].

Atualmente, uma variedade de formulagdes contendo glifosato € produzida
nos Estados Unidos, Europa, Asia e América do Sul [BUKOWSKA et al., 2002] e



estdo registradas em mais de 100 paises, onde s&o comercializadas sob
diferentes nomes [WILLIAMS et al., 2000].

A agéncia de protecdo ambiental norte-americana [EPA-US, 1992], que
classifica os herbicidas pela sua toxicidade aguda em quatro categorias, onde | é
a categoria mais téxica e IV é a menos toxico, classifica o glifosato como um
herbicida de categoria IV.

Embora a toxicidade aguda do glifosato seja considerada baixa, alguns
autores [DALLEGRAVE et al., 2003; SAWADA, 1988; WHO, 2003] tém sugerido
que o herbicida pode causar defeitos cronicos de nascimento em determinadas
espécies de animais, quando administrado em doses elevadas e por um periodo
prolongado; considerando sua bioacumulacdo no organismo, ele se torna
potencialmente toxico.

Os produtos a base de glifosato sdao mais toxicos se inalados que
absorvidos por via oral. A inalacdo de “Roundup” por ratos provocou toxicidade
em todos os grupos testados com sintomas que consistram de falta de ar,
congestionamento nos olhos, reducdo da atividade e perda de peso [EPA-US,
1992].

Os sintomas da toxicidade aguda de glifosato em humanos incluem dores
abdominais, vomitos, excesso de liquido nos pulmdes, dores de cabeca, perda de
consciéncia, destruicdo de células vermelhas do sangue [SAWADA, 1988],
palpitacbes cardiacas, dorméncia facial, coceiras, formigamento [TEMPLE e
SMITH. 1992], disfungdo pulmonar, erosdo do trato gastrointestinal [TALBOT,
1991; TEMPLE e SMITH, 1992; TOMINACK, 1991], alteracées
eletrocardiograficas, danos renais [MENKES et al, 1991; TEMPLE e SMITH, 1992;
TOMINACK, 1991], danos na laringe [HUNG, 1997], riscos de ocorréncia de
linfoma nao-Hodgin, que pode dar metastases em muitos 6rgaos, e tumores
intestinais [WHO, 2003].

Ha também estudos que relacionaram o glifosato ao aumento da incidéncia
de abortos entre a 122 e a 192 semana de gravidez em mulheres de fazendeiros
expostas a esse herbicida, em Ontario, no Canada [ARBACKIE et al, 2001].

O glifosato € um herbicida, ndo-seletivo, que inibe o crescimento de plantas
através de interferéncia na producdo de aminoacidos aromaticos essenciais. Ele

inibe a enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato-sintetase (EPSPS), que é
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responsavel pela biossintese do corismato, um intermediario na biossintese da
fenilalanina, triptofano e tirosina, fontes de metabdlitos secundarios como folatos,
ubiquinonas e naftoquinas. O glifosato também inibe a sintese de clorofila,
estimula a producdao de etileno, reduz a sintese de proteinas e eleva a
concentragao do acido indolacético (AIA) em vegetais [COLE, 1985; KRUSE et, al
2000; WILLIAMS et al., 2000].

O (lifosato tem formula molecular C3zHgNOsP. Na forma de sal de
isopropilamonio, apresenta-se acrescido do grupo (CH3),CHNH3;* [BCPC, 1994].
Em condi¢gdes ambientais, tanto glifosato quanto seus sais sédo sélidos cristalinos,
muito soluveis em agua (12 g/L a 25 °C, para glifosato) e quase insoluveis em
solventes organicos comuns, tais como acetona e etanol, dentre outros. O
glifosato funde-se a 200 °C, possui densidade de 0,5 g/cm® e se apresenta
bastante estavel em presenca de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60
°C [BCPC, 1994].

O (¢lifosato € um “zwitterion” [CIKALO et al., 1996], com quatro grupos
ionizaveis, cujos valores de pK sdo de 0,8; 2,16; 5,46 e 10,14 [AMARANTE
JUNIOR et al., 2002; BCPC, 1994; MALLAT et al., 1998; PASTORE et al., 1990;
WAUCHOPE, 1976]. Nas primeiras dissociacbes, saem os protons ligados a
oxigénio e, apenas na Uultima dissociagdo, sai o préton ligado ao nitrogénio
[CIKALO et al., 1996].

FRAGILIDADE OSMOTICA DE ERITROCITOS

Para obter informagdes sobre a composi¢cao e a estrutura das membranas
eritrocitarias, assim como averiguar os efeitos de substancias na sua integridade,
geralmente os pesquisadores usam varias abordagens bioquimicas, como o SDS-
PAGE [ROSSI et al.,, 2006; WAGNER, 2002], impedancia elétrica [I[VANOV,
2007], aplicacdo de enzimas especificas [NASUTI et al., 2003], calorimetria
[WAGNER, 2002], além de técnicas morfologicas, dentre as quais se incluem a
microscopia optica e as microscopias eletrénicas [MURRAY e GRANNER, 2002].

Um teste também bastante utilizado, de baixo custo e elevada eficiéncia na
avaliacao da estabilidade das membranas [ALDRICH, 2001; ELIAS et al., 2004;
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IVANOV, 2007; MOECKEL et al., 2002], assim como na avaliagao de efeitos
toxicologicos de substancias como os praguicidas sobre sua estabilidade, € a
fragilidade osmodtica eritrocitaria (FOE) [BARAKAT, 2005; BATISTA et al., 2006;
BHALLA e AGRAWAL, 1998; BLASIAK et al., 1991; NARENDRA, 2007; NASUTI
et al., 2003; NISHIHARA e UTSUMI, 1983].

A FOE é constantemente usada no diagnostico de hemoglobinopatias,
principalmente esferocitoses, na avaliagdo do efeito de drogas sobre a
hematopoiese [SIRICHOTIYAKUL et al., 2004] e na identificacdo de alteragdes de
membrana em portadores de cancer cervical e de apnéia obstrutiva do sono
[OZTURK et al., 2003].

A FOE expressa a habilidade das membranas manterem sua integridade
estrutural quando expostas a um estresse osmaotico [ALDRICH, 2001]. Nesse tipo
de teste é conveniente fazer um monitoramento da lise de eritrécitos mediante a
leitura de absorbancia da hemoglobina em um espectrofotbmetro com
comprimento de onda ajustado em 540 nm [MOECKEL et al., 2002].

A osmolaridade com que a célula sofre lise relaciona-se a fatores
intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos destaca-se a forma e
tamanho celular, razao area/volume, espécie e propriedades inerentes as
membranas [BAUTISTA, 2003]. Segundo Maede [1980], em pacientes humanos,
a FOE ¢ influenciada pela quantidade de colesterol presente na membrana
citoplasmatica, tornando-se os eritrocitos mais resistentes a medida que aumenta
o nivel de colesterol sanguineo. Eritrécitos nucleados s&o mais resistentes que
eritrocitos ndo-nucleados. Os eritrocitos maiores sao proporcionalmente mais
resistentes que eritrocitos menores. Eritrocitos de animais ectotérmicos possuem
maior resisténcia osmotica que os endotérmicos [ALDRICH, 2001]. A idade
também exerce influéncia na FOE. Em humanos verifica-se que eritrocitos de
prematuros possuem maior resisténcia do que de recém-nascidos e adultos
[BAUTISTA, 2003]. O tempo de vida da célula também é muito importante, ja que
os eritrocitos senescentes, que correspondem a 30% da populagao eritrocitaria,
sdo mais frageis do que os eritrécitos jovens [PERK et al., 1964].

Os fatores extrinsecos responsaveis pela redugao da FOE compreendem

variagoes fisioldgicas, como as pos-prandiais, e também variagdes patoldgicas,
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que incluem a presenga de hematozoarios, uremia, cirrose e processos
autoimunes [MAKINDE e BOBADE, 1994].

Outro fator extrinseco cujos efeitos podem ser avaliados pela FOE séo os
praguicidas, principalmente os inseticidas e herbicidas [BARAKAT, 2005;
BATISTA et al,, 2006; BHALLA e AGRAWAL, 1998; BLASIAK et al., 1991;
NARENDRA, 2007; NASUTI et al., 2003; NISHIHARA e UTSUMI, 1983].

A resisténcia osmotica diminuida em decorréncia da exposi¢do ao DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) ja foi observada [NISHIHARA e UTSUMI, 1983]
assim como mudangas na fragilidade osmotica de eritrécitos de ratos expostos a
hexaclorocicloexano, um outro inseticida organoclorado [BHALLA e AGRAWAL,
1998].

Em 2005, Barakat utilizando-se de FOE, averiguou os efeitos de quatro
inseticidas, “dursban” (organofosfatado), “lannate” (carbamato), “lindane”
(organoclorado) e “decametrin” (piretréide), sobre eritrocitos humanos e de peixes
(Tilapia niloticus) com concentragdes variando de 10"° a 10 M . Ele observou a
ocorréncia de hemdlise em baixas concentragdes de “lindane” e “decametrin” e
em altas concentracdes de “dursban” e “lannate”.

Em 2006, Batista e colaboradores observaram efeitos deletérios do
herbicida glifosato sobre a estabilidade das membranas de eritrécitos humanos e
de ratos Wistar mesmo dentro das concentragdes indicadas pelo fabricante. Isso
poderia justificar o aparecimento de sintomas como hipdxia, tontura, dores de
cabecga, dentre outros, presentes em individuos que se expdem a aquele
herbicida [DELGADO e PAUMGARTTEN, 2004].

CONSIDERACOES FINAIS

Estudos recentes tém demonstrado que o glifosato, o herbicida mais
utilizado na agricultura e considerado de baixo risco pela associagao de protegao
ambiental dos Estados Unidos da América (EPA-US), afeta a estabilidade de
eritrocitos dentro das concentragdes indicadas pelos fabricantes. As
caracteristicas da intoxicagdo por esse praguicida podem pelo menos em parte

ser explicadas pela hipéxia decorrente da lise de eritrécitos. Como todos os
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estudos sobre praguicidas tém demonstrado, cuidados na utilizagéo e precaugdes
para se evitar contaminacdo do ambiente sdo essenciais. E ainda incipiente, mas
os pesticidas podem estar associados com a aquisicao de deméncias associadas
ao envelhecimento. A bioacumulagdo desses pesticidas no ambiente e organismo

humano deve ser considerada um grande problema de saude publica.
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RESUMO

[EFEITO DO GLIFOSATO SOBRE A ESTABILIDADE DE ERITROCITOS
HUMANOS E DE RATTUS NORVEGICCUS EM SOLUCAO SALINA
FISIOLOGICA]

A bio-acumulagao de pesticidas pode afetar a saude dos organismos vivos,
segundo varios mecanismos diferentes, como a desnaturagdo de membranas. A
avaliagcao dos efeitos deletérios de agentes quimicos sobre as membranas pode
ser feita pela analise da estabilidade de eritrécitos contra um gradiente de
concentragdo de um determinado agente quimico em solugédo salina fisioldgica.
Este trabalho analisou o efeito do herbicida glifosato sobre a membrana de
eritrocitos humanos e de ratos contidos em amostras de sangue colhidas com
EDTA ou heparina como anti-coagulante. Os resultados foram analisados por
espectrofometria a 540 nm e microscopia de luz. Houve coeréncia entre as
analises espectrofotométricas e as analises morfolégicas. Dentro da faixa de
concentragao recomendadas para uso na agricultura, o glifosato promoveu 100%
de lise dos eritrécitos tanto em ratos como em humanos. A concentracdo de
glifosato capaz de promover 50% de lise dos eritrdcitos (Dsp) foi significantemente
menor em ratos do que em humanos. Os valores de D5 do glifosato obtidos para
as amostras de sangue humano colhidas com EDTA nao foram significantemente
diferentes daqueles obtidos para amostras colhidas com heparina. Entretanto, as
curvas de lise tiveram valores de absorbancia em 540 nm mais baixos na
presencga de sangue colhido com EDTA em relagdo aquele colhido com heparina,

provavelmente por precipitacdo de hemoglobina pelo EDTA.

Palavras chave: Glifosato, membranas, estabilidade, eritrocitos.
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ABSTRACT

[EFFECT OF GLYPHOSATE ON THE STABILITY OF ERYTHROCYTES FROM
HUMANS AND RATTUS NORVEGICCUS IN PHYSIOLOGIC SALINE
SOLUTION]

The bioaccumulation of pesticides can affect living organisms’ health
through several different mechanisms, such as membranes denaturation. The
evaluation of the deleterious effects of chemical agents on biological membranes
can be done by analysis of the erythrocytes stability against a concentration
gradient of certain chemical agent in physiologic saline solution. This work
analyzed the effect of the herbicide glyphosate on hemolysis of human and rats’
bloods collected in EDTA or heparin as an anti-coagulant. The results were
analyzed by spectrophotometry at 540 nm and light microscopy. There was an
agreement between the spectrophometric and the morphologic analyzes. At the
concentration range recommended for agricultural purposes, glyphosate promoted
100% of hemolysis both in rats and in humans. The glyphosate concentration
capable of promoting 50% of hemolysis (Dso) was significantly lower in rats than in
humans. The Dsg values of glyphosate obtained for the samples of human blood
collected in EDTA were not significantly different than those obtained for the
samples collected in heparin. However, the lysis curves presented lower values of
absorbance at 540 nm in the presence of blood collected in EDTA in relation to

that collected in heparin, probably due hemoglobin precipitation by EDTA.

Key-words: Glyphosate, membranes, stability, erythrocytes, toxicity.
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INTRODUCAO

Apesar da sua utilizagdo em outros setores, a agricultura tem sido a maior
fonte de contaminagcdo ambiental por praguicidas [BASTOS, 1999]. Alguns
praguicidas e seus metabdlitos tém sido encontrados como poluentes no fundo e
na superficie de aguas, no solo [FAVA et al., 2005; KOLPIN et al.,, 2004;
WORRALL e BESIEN, 2005] e na atmosfera [DUBUS et al., 2000; DUYZER,
2003]. Eles sado os provaveis responsaveis pela perda da biodiversidade e a
deterioracdo de habitats naturais [PAULI et al., 1999]. O aumento da consciéncia
dos riscos relacionados ao uso intensivo de praguicidas tem levado a uma atitude
mais critica pela sociedade agricola para evitar futuros danos ambientais [SABA e
MESSINA, 2003].

Os praguicidas oferecem risco a saude humana [HAPEMAN et al., 2003;
SORENSEN et al., 2003] e de animais.

Pesticidas organoclorados (OCPs) tém sido associados com disfungdes
reprodutivas [SAFE, 2004], embrionarias, respiratérias [GARRY et al.,, 1996],
imunoldgicas [HANDY et al., 2002] e neurogénicas e neurais [FARAHAT et al.,
2003; SMULDERS et al.,, 2004], com predisposicdo a doenca de Parkinson
[KAMEL e HOPPIN, 2004]. A acdo neurotoxica de organofosforados [FARAHAT et
al., 2003; SMULDERS et al., 2004] esta associada ao proprio mecanismo de acao
desses pesticidas, que inibem a acetilcolinesterase em doses e exarcebam os
estimulos colinérgicos, gerando retardamento da condugao nervosa e prejuizos
cognitivos [PEEPLES et al., 2005]. As criangas lactentes podem ser envenenadas
até mesmo pela ingestdo do leite de maes expostas a estes pesticidas em suas
residéncias ou locais de trabalho [CERRILLO et al., 2005; RIBAS-FITO et al.,
2005; SANGHI et al., 2003; WHYATT et al., 2002].

Apesar de terem sido banidos a mais de 30 anos, como os praguicidas
organoclorados permanecem no ambiente por décadas, devido a sua longa vida
média, eles podem tornar-se biologicamente concentrados, pois movem-se
através da cadeia alimentar [VON MUHLENDAHL, 1999]. Estudos “in vitro” tém
mostrado que praguicidas organoclorados como o lindano despolarizam a
membrana de espermatozdides humanos por se intercalar na membrana

plasmatica e alterar a dindmica molecular da bicamada, inibindo a resposta a
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progesterona, um agonista fisiolégico que estimula um passo da reagdo do
acrossomo no local da fertilizagdo [SILVESTRONI e PALLESCHI, 1999]. O
clorotalonil causa danos hepaticos e renais [SUZUKI et al., 2004], alterando o
metabolismo e a excregdo de drogas. Os piretréides geram mudangas nas
propriedades fisico-quimicas da bicamada dos eritrécitos e modificagdes na
atividade de enzimas antioxidantes [NASUTI et al., 2003].

Dentre os herbicidas, o Roundup® é o mais comum [BAYLIS, 2000] é o
mais utilizado no Brasil. Ele tem como principio ativo o glifosato (N-
fosfonometilglicina), um derivado do aminoacido glicina. Suas propriedades foram
descobertas e patenteadas em 1970 pela empresa Monsanto e o uso desse
herbicida na agricultura iniciou-se em 1974 para o controle seletivo de ervas
daninhas em lavouras de arroz, milho e soja [SMITH e OEHME,1992].

Em geral, o glifosato é vendido em concentragdes de 48% (m/v) e as doses
aplicadas sao em torno de 5 L/ha [AMARANTE et al, 2002].

A agéncia de protecdo ambiental norte americana classifica o glifosato
como um herbicida de categoria IV, menos téxico [EPA-US, 1992].

Esse herbicida, n&o-seletivo, inibe o crescimento de plantas pela
interferéncia na producédo de aminoacidos aromaticos essenciais, especificamente
por inibigdo da enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato-sintetase (EPSPS), que
€ responsavel pela biossintese do corismato, um intermediario na biossintese da
fenilalanina, triptofano e tirosina. A inibicdo da sintese de aminoacidos aromaticos
afeta ndo so6 a sintese protéica, mas também a produgao de outros metabdlitos
como folatos, ubiquinonas e naftoquinas, o que gera um impacto no metabolismo
em geral e no processamento da informacao genética, deprimindo a geragao de
energia e a sintese de clorofila e de proteinas. O glifosato também estimula a
producao de etileno acido indol acético (AIA) [COLE, 1985]. As inibicdes dessas
vias metabdlicas sao exclusivamente efetivas nas plantas, pois nao estao
presentes em individuos do reino animal e em muitas bactérias [BUKOWSKA et
al., 2002; KRUSE et al., 2000; WILLIAMS et al., 2000]. Mas como o0s animais,
inclusive os humanos, se alimentam dessas plantas, alteragbes no valor
nutricional dessas plantas poderiam ser causa de desnutrigdes seletivas.

Para se obter informacbes sobre a composicdo e a estrutura das

membranas eritrocitarias, assim como averiguar os efeitos de substancias na sua
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integridade, geralmente usa-se varias abordagens bioquimicas, como o SDS-
PAGE [ROSSI et al.,, 2006; WAGNER, 2002], impedancia elétrica [[VANOV,
2007], aplicagdo de enzimas especificas [NASUTI et al., 2003], calorimetria
[WAGNER, 2002], além de técnicas morfologicas, dentre as quais se incluem a
microscopia Optica e as microscopias eletrénicas [MURRAY e GRANNER, 2002].

Um teste de baixo custo e elevada eficiéncia é a avaliacdo da fragilidade
osmotica de eritrécitos (FOE), que avalia a quantidade de hemdlise obtida na
presengca de um gradiente salino [ALDRICH, 2001; ELIAS et al., 2004; IVANQOV,
2007; MOECKEL et al., 2002].

A FOE é constantemente usada no diagndstico de hemoglobinopatias,
principalmente esferocitoses, na avaliagdo do efeito de drogas sobre a
hematopoiese [SIRICHOTIYAKUL et al., 2004] na identificacdo de alteragdes de
membrana em portadores de cancer cervical e de apnéia obstrutiva do sono
[OZTURK et al., 2003].

A FOE expressa a habilidade das membranas manterem sua integridade
estrutural quando expostas a um estresse osmaotico [ALDRICH, 2001]. Nesse tipo
de teste faz-se o monitoramento da lise de eritrocitos mediante a leitura de
absorbancia da hemoglobina em um espectrofotdmetro com comprimento de
onda ajustado em 540 nm [MOECKEL et al., 2002].

A FOE também pode ser usada na avaliagdo dos efeitos toxicos de
praguicidas [BARAKAT, 2005; BATISTA et al.,, 2006; BHALLA e AGRAWAL,
1998; BLASIAK et al., 1991; NARENDRA, 2007; NASUTI et al., 2003; NISHIHARA
e UTSUMI, 1983].

Um aumento na fragilidade osmoética de eritrécitos humanos em
decorréncia da exposicdo ao DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) ja foi observado
[NISHIHARA e UTSUMI, 1983]. Também ja foram reportadas mudangas na
fragilidade osmatica de eritrécitos de ratos expostos a hexaclorocicloexano, um
outro inseticida organoclorado [BHALLA e AGRAWAL, 1998].

Barakat [2005] usou a FOE para avaliar os efeitos osmaéticos de quatro
inseticidas: (1) “dursban” (organofosfatado), (2) “lannate” (carbamato), (2)
“‘lindane” (organoclorado) e (4) “decametrin” (piretroide) sobre eritrocitos humanos

e de peixes (Tilapia niloticus) com concentracdes variando de 107" a 10 mol.L™",
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tendo observado ocorréncia de hemdlise em baixas concentragdes de “lindane” e
“‘decametrin” e em altas concentragdes de “dusban” e “lannate”.

Um teste que constitui uma variagdo da FOE é a medida da estabilidade de
membrana de eritrécitos em solugcdo salina fisiolégica sob um gradiente de
concentragcdo do agente quimico a ser avaliado [AVERSI-FERREIRA, 2004;
BATISTA, 2006; BERNARDINO NETO, 2006; CUNHA et al., 2007; CUNHA, 2007;
DE FREITAS et al., 2008; FINOTTI, 2006; FIRMINO, 2007; GOUVEA-E-SILVA,
2006; PENHA-SILVA et al., 2007; REIS, 2007].

Esse teste foi utilizado para avaliagcdo da estabilidade de membrana de
eritrocitos humanos e de ratos em fungao do herbicida glifosato. Houve hemdlise
intensa na propria faixa de concentracido indicadas pelo fabricante [BATISTA et
al., 2006]. A ocorréncia de hemolise, com prejuizo ao transporte de oxigénio para
0 cérebro, pode justificar o aparecimento de sintomas como hipdxia, tontura,
dores de cabega, dentre outros, presentes em individuos expostos a esse
herbicida [DELGADO e PAUMGARTTEN, 2004].

Neste trabalho, nés estudamos o efeito do glifosato sobre estabilidade de
membrana de eritrocitos humanos e de ratos, avaliando a ocorréncia de hemdlise
por espectrofotometria a 540 nm e microscopia de luz. O efeito da natureza do

anti-coagulante (EDTA ou heparina) foi também avaliado.



33

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de sangue

Amostras de 3 mL de sangue foram colhidas de 8 voluntarios humanos do
género masculino (com idade média de 24 £ 3 anos, saudaveis, nao fumantes,
nao usuarias de medicamentos ou drogas e, especialmente, ndo consumidoras de
bebidas alcodlicas) por pungdo endovenosa, apos jejum noturno de 8 a 14 horas,
e de 8 machos de ratos Wistar, por puncao cardiaca.

Os ratos, com massa média de 300 g e idade média de 4 meses, foram
mantidos agrupados em gaiola plastica em sala climatizada sob temperatura
constante (26 £ 2 °C), com ciclos de luminosidade e escuriddo de 12 h cada. O
regime alimentar foi o classico, com ragdo comercial padréo e agua fornecida ad
libitum.

As coletas de sangue foram feitas em tubos evacuados (Vacuntainer®)
contendo 50 pL de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) a 1 g/dL, ou 50 uL de

heparina como anti-coagulante.

Reagentes e equipamentos

O NaCl utilizado foi da marca Synth e tinha grau de pureza de 99,5%, o
qual foi devidamente corrigido no preparo das solugdes. As medidas de volume
foram realizadas em bureta de vidro refratario e pipetas automaticas da marca
Labsystems, modelo Finnpipette Digital. As medidas de massa foram feitas em
uma balancga digital da marca AND, modelo 870. As incubagdes foram feitas em
banho termostatizado Marconi, modelo MA 184. As leituras de absorvancia foram

feitas em espectrofotdmetro Micronal modelo B-442.

Determinacdo da estabilidade de eritrocitos em solucéo salina fisioldgica
sob concentracdes crescentes de glifosato

Solugbes com concentragbes de 0 a 40 pyL de glifosato em 100 mL de
solugdo, com intervalo de 0,5 yL/dL até 5 uL/dL e, posteriormente, 2 pL/dL de
solugdo, foram preparadas em solugdo salina fisiolégica (NaCl a 0,9%). Esta faixa
de concentracdo que esta dentro do limite aceitavel para uso do herbicida na

agricultura, segundo o fabricante.
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Baterias de tubos de ensaio (Eppendorff®) em triplicatas para as amostras
de sangue contendo EDTA e em duplicata para as amostras de sangue contendo
heparina, foram preparadas com 1 mL da solugéo teste e 10 uL de sangue. Apds
homogeneizagdo e incubacdo a 37 °C por 30 minutos, os frascos foram
centrifugados por 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi analisado por
espectrofotometria visivel a 540 nm. O sobrenadante e o precipitado foram
usados para a confecgao de esfregacos, corados com Leishman, para a analise

por microscopia de luz.

Determinacdo das curvas de transicdo de lise dos eritrécitos

As dependéncias dos valores de Asso com as concentragdes do glifosato
foram ajustadas por linhas de regressado sigmoidal, dadas pela equacdo de
Boltzmann,

A1-Ay
D-Ds )/dD tA2 (1),

Asg0 =
1+e(

em que A; e A; representam os valores minimo € maximo de hemdlise, D é a
concentracao do glifosato, Dso representa a concentragao do glifosato que causa

50% de hemolise e dD € a amplitude da transi¢cao sigmoidal entre A; e As.

Analise dos eritrocitos por microscopia de luz

As analises microscépicas foram realizadas em microscépio Olimpus,
modelo CX-41, acoplado a uma camera fotografica Sonny. As imagens foram
transferidas para um microcomputador, analisadas e impressas. Somente as
fotomicrografias do experimento tendo heparina como anticoagulante foram

analisadas.

EdicGes de graficos e analises estatisticas

As edicbes de graficos e analises estatisticas foram realizadas com o
programa Origin 7.5 Professional (Microcal Inc., Massachusetts, EUA).

As linhas de regressdo somente foram consideradas significantes quando
P era menor do que 0,05. A comparagao dos valores de Dsq foi feita por analise
de variancia (ANOVA), com P<0,05 indicando diferenga estatisticamente

significante entre as médias.
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RESULTADOS

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos para a dependéncia da
absorvancia em 540 nm, que reflete a intensidade de hemdlise, com a
concentragdo de glifosato em solucéo salina fisioldgica, utilizando amostras de
sangue humano colhidas com heparina (Figura 1A) e com EDTA (Figura 1B). Os
valores de D5y (N = 8), que representam a concentragdo de glifosato capaz de
promover 50% de hemdlise, ndo foram significantemente diferentes (P = 0,91)
quando foram determinados com amostras de sangue colhidas com heparina (Dsg
= 30,01 = 3,62 uL/dL) em relagao as amostras colhidas com EDTA (Dso = 29,83 %
2,86 yL/dL), quando comparados por analise de varidncia (ANOVA).

Algumas das solugbes consideradas na Figura 1A, que contém amostras
de sangue humano colhidas com heparina, foram também analisadas por
microscopia de luz. Os resultados foram mostrados na Figura 2. Numa
concentracdo anterior a transicdo de lise (5 pL/dL) da curva sigmoidal (Figura
1A), os eritrécitos aparecem com aspecto murcho, alguns com forma oval, mas
com limite celular intacto (Figura 2A). A 26 uL/dL de glifosato, concentragdo que
também antecede o ponto de meia-transicdo de lise (Dsp), os eritrécitos estao
também integros, mas ainda menores, devido ao aumento da concentracdo de
glifosato (Figura 2B). A 30 upL/dL, bem préximo do valor de Dsp (30,01 £ 3,62
ML/dL), os eritrocitos aparecem com limites celulares espiculados (Figura 2C),
junto com eritrécitos lisados (Figura 2D).

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para a dependéncia da
absorvancia em 540 nm, com a concentragdo de glifosato em solugédo salina
fisiolégica, utilizando amostras de sangue de ratos colhidas com heparina (Figura
3). O valor médio de D5, foi de 25,75 £ 1,53 uL/dL.

Os valores de Dsp obtidos para a agao do glifosato sobre eritrocitos de ratos
(N=8) foram significantemente menores (P = 0,0031) do que os valores de Dsg
obtidos para as amostras de sangue humano (N = 8) colhidas com heparina
(30,01 + 3,62 uL/dL), quando comparados por analise de variancia (ANOVA).

Algumas das solugbes consideradas na Figura 3A, que contém amostras
de sangue de ratos colhidas com heparina, foram também analisadas por

microscopia de luz. A uma concentragao de glifosato anterior a transigdo da curva
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sigmoidal (12 uL/dL), os eritrocitos aparecem com aspecto murcho, mas com
limite celular intacto (Figura 4A). Nas concentragdes de 26 (Figura 4B), 30
(Figura 4C) e 40 (Figura 4D) uL/dL de glifosato, que estdo além de Dsy, 0s
eritrocitos aparecem destruidos e com limite celular disforme (Figura 4B, 4C e
4D).
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Figura 1: Estabilidade de eritrécitos humanos em funcdo da concentragcao de
glifosato em solugdo salina fisiologica. As amostras de sangue foram colhidas

usando-se heparina (A) ou EDTA (B) como anti-coagulante.
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Figura 2: Fotomicrografias, em aumento original, de eritrécitos humanos em
solugao salina fisioldgica de glifosato a 5 (A, 400x), 26 (B, 1000x) e 30 uL/dL (C,

400x e D, 1000x). Sob concentragdes de glifosato anteriores a transigao sigmoidal

de lise (A e B), os eritrécitos estédo integros, porém com menores volumes sob a
concentragdo mais alta de glifosato (B). Em glifosato a 30 uL/dL, bem préximo a
linha de lise, os eritrocitos estdo também murchos (C), mas apresentam espiculas

visiveis a microscopia de luz (D).
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glifosato em solugdo salina fisiolégica. As amostras de sangue foram colhidas

usando-se heparina como anti-coagulante.
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Figura 4: Fotomicrografias, em aumento original, de eritrocitos de ratos em
solugdo salina fisioldgica de glifosato a 12 (A, 400x), 26 (B, 1000x), 36 (C, 1000x)
e 40 pL/dL (D, 1000x). Os eritrocitos estao integros sob concentragédo de glifosato
anterior a transicéo sigmoidal de lise (A), mas lisados nas demais concentragdes
(B, CeD).
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DISCUSSAO

As concentracOes de glifosato utilizadas neste trabalho estavam dentro do
limite de concentragdo recomendado pelo seu fabricante no Brasil (0,5 a
4,0%L/100L de agua).

Nesse limite (400 ppm), houve 100% de lise dos eritrécitos humanos
(Figura 1A e Figura 1B) e de ratos (Figura 3), de acordo com analises
espectrofométricas.

Essas analises mostraram que os eritrécitos humanos e de ratos sofrem
50% de lise (Dsp) em concentragdes de glifosato de 30,01 + 3,62 e 25,75 + 1,53
pL/dL, respectivamente.

Realmente, a microscopia de luz, os eritrocitos estdo integros em
concentragdes de glifosato bem menores do que a regidao de meia-transigao de
lise (Figura 1A e Figura 4A), mas sofrem contracédo de volume, deformacéo e lise
a medida que a concentracéo de glifosato aumenta no sentido (Figura 1B, Figura
1C e Figura 1D) ou além de Dsp (Figura 4B, Figura 4C e Figura 4D).

Esse efeito € devido a agao do glifosato e néo é decorrente da natureza do
anticoagulante utilizado na coleta do sangue, uma vez que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os valores de Dsy obtidos para a agdo do
glifosato sobre eritrocitos de sangue humano colhido tanto com heparina quanto
com EDTA.

Entretanto, uma observagdo mais atenta da Figura 1A em relagdo a
Figura 1B mostra que os valores de absorvancia em 540 nm s&o em geral
menores na presencga de sangue colhido com EDTA do que com sangue colhido
com heparina. A explicagcdo para essa diferengca seria a ocorréncia de
precipitacao de parte da populacdo de moléculas de hemoglobina induzida pelo
EDTA. Essa explicagdo concorda com a diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina no sangue de carpas quando a amostra de sangue é colhida em
EDTA [WALENCIK e WITESKA, 2007].

A maior resisténcia ao glifosato observada para eritrécitos humanos em
relacdo aos eritrécitos de ratos deve ser consequéncia de diferencas que
determinam a diferenga de longevidade entre essas espécies. A maior

capacidade humana de resistir a danos de origem ambiental permite aos
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humanos atingir uma maior longevidade em relacdo ao rato e varias outras
espécies. Essa diferenga de comportamento deve ser decorrente de diferengas
estruturais nos eritrécitos dessas duas espécies. Diferengas estruturais foram
observadas nas membranas mitocondriais humanas em relacdo a outras
espécies. As membranas mitocondriais humanas apresentam um menor indice de
insaturagdo e uma maior capacidade de resistir a lipoperoxidacdo em relagcédo a
outras espécies [PAMPLONA, BARJA e PORTERO-OTIN, 2002; PAMPLONA e
BARJA, 2003].

A origem da diferenga observada poderia ser decorrente de diferengas na
composicao relativa de lipideos de membrana [PENHA-SILVA et al., 2007] ou
simplesmente a diferengas no volume dos eritrocitos, pois os eritrocitos maiores
sao proporcionalmente mais resistentes que eritrocitos menores [ALDRICH,
2001].

Os resultados obtidos nesse trabalho sdo relevantes na atencédo a saude
das pessoas que estdo em contato direto ou indireto com glifosato, que é
considerado um dos herbicidas menos toxicos do mercado [EPA-US, 1992]. Eles
podem justificar parte dos sintomas da intoxicagdo por glifosato, que incluem
dores abdominais, vOomitos, excesso de liquidos nos pulmdes, dores de cabega,
perda de consciéncia, palpitagdes cardiacas, dorméncia facial, coceiras e
formigamentos [SAWADA, 1988; TEMPLE e SMITH, 1992; DELGADO e
PAUMGARTTEN; 2004]. A destruicdo de eritrocitos diminui a capacidade de
carreamento de oxigénio no sangue e causa hipoxia em varios tecidos, inclusive
no cérebro.

Exacerbacdo da lise de eritrocitos, em amostras de sangue de banco de
sangue, ja havia sido reportada na literatura por Bukowska et al. [2002], que
também reportaram ocorréncia de aumento da atividade da acetil-colinesterase
(AChE), da lipoperoxidagdo de membranas e dos niveis de meta-hemoglobina por
acgao do glifosato. Aqueles autores utilizaram concentragdes de glifosato entre 100
e 1500 ppm e detectaram que 500 ppm era a dose que causava alteragdes nos
eritrocitos. Essa dose estda um pouco acima do valor de Dsp (equivalente a cerca
de 313 ppm) que nds obtivemos para as amostras de sangue humano.

Concentragdes dessa ordem no sangue dificilmente seriam atingidas no

usuario final dos alimentos cultivados sob a acao herbicida do glifosato,
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considerando a acumulacdo do glifosato nos alimentos e no préprio usuario
(BUKOWSKA, 2002), mas com certeza esses niveis podem ser mais facilmente

atingidos nas pessoas que manipulam esse herbicida na agricultura.
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CONCLUSOES

Analises feitas por espectrofotometria a 540 nm e microscopia de luz
mostraram que, dentro da faixa de concentracido recomendada pelo fabricante
para uso de glifosato na agricultura, hd 100% de lise dos eritrocitos tanto em ratos
quanto em humanos.

Os valores de D5y do glifosato foram sempre significantemente menores
para os eritrocitos de ratos do que os de humanos.

Os valores de D5y do glifosato sobre eritrocitos humanos ndo foram
significantemente diferentes para as amostras de sangue colhidas em EDTA em
relagdo aquelas colhidas em heparina. Entretanto, os valores de absorbancia em
540 nm foram menores na presenca de sangue colhido com EDTA do que de
sangue colhido com heparina, provavelmente por precipitagdo de uma pequena

fracdo de moléculas de hemoglobina pelo EDTA.
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