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Desreguladores enddcrinos sdo moléculas exdgenas ambientais que
podem afetar a sintese, secre¢do, transporte, metabolismo, liga¢do, acdo
e catabolismo de hormonios naturais do organismo, podendo exercer seu
efeito mesmo quando em minimas quantidades. O glifosato ¢ um herbicida
utilizado no combate as plantas daninhas prejudiciais a diversas culturas,
bastante efetivo, ndo seletivo e pds-emergente que inibe o crescimento da
planta através da interferéncia com a produ¢ao de aminoacidos aromaticos
essenciais pela inibicdo da fotossintese. Em baixas concentra¢des nao
toxicas ele causa efeito de desregulacdo sobre a enzima aromatase em
células de placenta humana in vitro, reduzindo a atividade da enzima
aromatase e reduzindo a expressao da proteina StAR (proteina de regulacio
rapida da esteroidogénese). A contaminago do solo e da dgua tanto fluvial
como subterranea, pelo intenso uso do glifosato, pode levar a disttirbios
reprodutivos, além da possibilidade da persisténcia de residuos destas
substancias no sangue, na carne, no leite, na urina e nas fezes dos animais
levando a recontaminag¢@o do solo e podendo chegar ao consumo humano.
O objetivo desta revisao ¢ apresentar informagdes atuais sobre a toxicologia
do glifosato e a sua importancia sobre a saude humana, suscitando o debate
nessa area, uma vez que a legisla¢do brasileira ainda ndo contempla o
controle desse tipo de efeito toxico.
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Abstract

Endocrine disruptors (EDs) are exogenous molecular factors that may
affect the synthesis, secretion, transport, metabolism, binding, action, and
catabolism of the body’s natural hormones. They are able to produce their
effect even when they are present in minimum quantities. Glyphosate is an
herbicide used to combat weeds that are harmful to different plants. It is
very effective, non-selective and post-emergent, inhibiting the plant growth
by interfering with the production of essential aromatic amino acids for the
inhibition of photosynthesis. At low and non-toxic concentrations it causes
disruption effects upon the aromatase enzyme in human placenta cells in
vitro, reducing the activity of this enzyme and reducing the expression of
the StAR protein (steroid acute regulatory protein). The contamination
of soil and of both surface and underground water due to the intense use
of glyphosate may lead to reproductive disorders and also the possibility
of the persistence of residues of these substances in blood, meat, milk,
urine and animal excrements, leading to the recontamination of the soil
and possibly reaching products consumed by humans. The purpose of
this review has been to provide current information on the toxicology of
glyphosate (formulation Roundup) and its importance for human health,
raising the debate in this field, since the Brazilian legislation does not
address the control of such toxic effects yet.

Key words: endocrine chemical disrupter; glyphosate; Roundup.

Introducao

Durante os ultimos cinquenta anos,
as industrias quimicas ligadas a agricultura
e pecuaria produziram inimeros produtos
quimicos para utilizacdo no meio
ambiente, entre os quais podem ser
encontradas substancias que mimetizam
hormonios ou possuem atividade de
desregulacao enddcrina, especialmente
com propriedades estrogénicas ou de
hormonios tireoideanos (SOLOMON e
SCHETTLER, 2000; SCOTT, 2005).

Estas substancias, denominadas
desreguladores endocrinos quimicos,
incluem diversos produtos de uso comum
na agricultura como alquilfendis, glifosato,
acido diclorofenoxiacético (2,4D),

praguicidas organoclorados, metolacloro,
acetocloro, alacloro, clorpirifos, metoxicloro
e piretrdides sintéticos (KRIMSKI, 2000;
CURWIN et al., 2005).

Desregulagdao enddcrina, no
entanto, ndo ¢ um fendmeno recente.
Em 1930, estudos envolvendo animais de
laboratério demonstraram propriedades
estrogénicas de um grande nimero de
produtos quimicos industriais, dentre eles
o DDT (diclorodifeniltricloroetano), um
praguicida que causou feminilizacdo em
galos(SOLOMON e SCHETTLER,2000).

As alteragdes endocrinas podem
ser decorrentes de antagonismos e
sinergismos bioquimicos ou em receptores
especificos para os hormonios esteroides.
No geral, relacionam-se com o aumento
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do clearance metabdlico da testosterona,
decréscimo na sintese de testosterona,
acdao anti-androgénica de alguns
praguicidas como o DDE (metabdlito
do DDT) e aumento da secre¢ao dos
estrogenos pela acdo de substincias
como o DDT, dieldrin, metoxicloro e
toxafeno (LE BLANC et al., 1997).

No entanto, seu potencial risco
desregulador ndo esta somente no contato
direto com os componentes, mas na
interacao destes com outras substancias
ou com produtos nitrogenados contidos
nos fertilizantes encontrados no solo e na
agua do subsolo (PORTER et al., 1999;
SCOTT, 2005).

Seus efeitos podem ser agudos ou
cronicos, na dependéncia do tempo de
exposi¢do, concentracdo no ambiente,
modo de contato com o produto e tipo
de degradacgdo, interferindo no padrdo
hormonal dos reprodutores e promovendo
queda na fertilidade e até infertilidade
(AKINGBEMI et al., 2004).

Baseada nestas informagdes e no
fato do crescente uso de fitossanitarios
no Brasil, esta revisdo aborda aspectos
quimicos e toxicoldgicos do herbicida
glifosato, por ser amplamente utilizado
na agricultura e na jardinagem; e também
conceitos de endocrinologia reprodutiva
e morfologia testicular, objetivando,
principalmente, a promogao da discussao
dos efeitos toxicos sobre o sistema
endocrino, pois ¢ fundamental que
novos critérios de avaliacdo toxicoldgica
sejam implementados no controle desses
produtos pelos 6rgaos competentes.

Glifosato

O glifosato [nome comum;
nome quimico: N-fosfonometilglicina
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(C,H,NO,P)] € um herbicida utilizado no
combate as plantas daninhas prejudiciais
a diversas culturas, bastante efetivo, nao
seletivo e pds-emergente (CERDEIRAetal.,
2007), representando cerca de 30% do total
de herbicidas utilizados na lavoura (INOUE
etal., 2003). Nas culturas tradicionais, sua
aplicacao ¢ realizada antes do plantio ou
apos o plantio com uso de equipamentos
adequados para evitar o contato com a
planta cultivada. O desenvolvimento
de sementes de espécies comerciais
resistentes ao glifosato (transgénicas)
proporciona seguranca na aplica¢ao do
produto em qualquer fase do crescimento
da planta (CERDEIRA et al., 2007).

Seu uso ainda contempla o controle
de plantas daninhas aquaticas, onde
seu efeito sobre a biodiversidade ainda
¢ discutivel (SANCHES et al., 2003;
BRAUSCH e SMITH, 2007). O estudo
comparativo de diferentes formulagdes
a base de glifosato em sedimentos
aquaticos demonstra toxicidade relativa
a formulagdo, sendo que os organismos
estudados, Ceriodaphnia dubia e Hyalella
azteca, mostram-se bastante sensiveis a
esse herbicida (TSUI e CHU, 2004).

O glifosato inibe o crescimento
da planta através da interferéncia com
a producdo de aminoacidos aromaticos
essenciais pela inibicdo da enzima
enolpiruvilshikimatofosfatosintase
(EPSPS), a qual ¢ responsavel pela
biossintese de chorismato, um intermediario
na biossintese da fenilalanina, tirosina
e triptofano (Figura 1). Esta via para a
biossintese de aminoacidos aromaticos
ndo ¢ expressa por nenhum membro do
reino animal, tornando esse mecanismo de
acdo exclusiva as plantas (WILLIAMS et
al., 2000; CERDEIRA et al., 2007).
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Figura 1. Via metabdlica para a sintese de aminoacidos aromaticos essenciais
nas plantas. O glifosato atua por inibicdo competitiva da enzima
enolpiruvilshikimatofosfatosintase (EPSPS) e, consequente, inibi¢ao da
sintese dos aminoacidos triptofano, fenilalanina e tirosina
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As sementes transgénicas
apresentam a expressao do gene
CP4EPSPS da Agrobacterium sp,
que inibe o efeito da enzima natural
da semente, transpondo o efeito do
herbicida e produzindo as sementes
resistentes ao glifosato. As variedades
de soja resistentes ao glifosato sao
denominadas GRS, glyphosate resistents

soybeans (CERDEIRA e DUKE, 2006;
CERDEIRA et al., 2007).

O glifosato ¢ degradado pelos
microorganismos presentes no solo com
meia-vida frente a biodegradagao de
aproximadamente 28 dias, chegando a
90% em noventa dias. A persisténcia
do produto no solo ¢ de trinta a noventa
dias (RODRIGUES ¢ ALMEIDA,
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1998). Quando em contato com o solo,
¢ rapidamente adsorvido pelos minerais
formando quelatos de ligacdo forte, sendo
entdo degradado pelos microorganismos
presentes (HANEY et al., 2002; TONI et
al., 2006). E uma substancia ndo volatil,
sofrendo pouca fotdlise e sua biodegradagao
nao ¢ influenciada pelo baixo pH do solo,
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condi¢do frequente em solos brasileiros
(ABREU-JR et al., 2003; TONI et al.,
2006). As reacdes de biotransformacao
e biodegradacdo do glifosato no meio
ambiente estao esquematizadas na figura 2.

O estudo da presencga de glifosato
e acido aminofosfonico (AMPA) em
aguas superficiais no Rio Grande do

Figura 2. Via simplificada de degradacao do glifosato no solo. Existem diferencas
entre solos previamente em contato com o produto e solos onde a aplicacao
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Sul, em areas de cultivo intenso de
arroz, evidenciou a ocorréncia em baixas
concentragdes, desses produtos, mas
estando em conformidade com os niveis
maximos estabelecidos pela legislacao
brasileira e americana (SILVAetal., 2003).

Entretanto, a detec¢ao de residuos
de praguicidas em residéncias de
agricultores (CURWIN et al., 2005)
e a presenc¢a desses residuos e seus
metabolitos em urina das familias
residentes em area agricola (CURWIN
et al., 2006) demonstra que ha risco
de exposi¢ao ambiental, o que torna
importante o conhecimento dos efeitos
toxicos em baixas doses por periodos
prolongados (CURWIN et al., 2005;
CURWIN et al., 2006). Além disso, a
presenca de alguns tipos de residuos em
alimentos também tem sido identificada
(COX e SURGAN, 20006).

Formulacoes comerciais de glifosato:
ingredientes ativos e inertes

O registro de praguicidas define a
composi¢ao do produto em ingredientes
ativos e inertes. Os ingredientes ativos
sdo os responsaveis pela a¢do principal
do praguicida, matando, repelindo ou
prevenindo a manifestacio de pragas. Os
ingredientes inertes sdo formados pelos
adjuvantes, podendo ter efeito proprio,
com ac¢do quimica, sendo inclusive
potencialmente toxico para o ser humano
(COX e SURGAN, 20006).

Existem diferencas na eficacia
das formulagdes de glifosato de acordo
com o tipo de ingrediente inerte que ¢é
adicionado (HAEFS etal., 2002; BELLES
et al., 2006). Nos ensaios toxicoldgicos
¢ observada maior toxicidade nas

formulagdes comerciais de glifosato do
que quando se utiliza somente o sal de
n-fosfonometilglicina, indicando que
a toxicidade dos ingredientes inertes ¢
maior que a do ingrediente ativo, e que a
sua presenc¢a produz maior efeito toxico
(SURGAN,2005; COX e SURGAN,2006).

Isso ainda pode ser confirmado
em cultivos de células testiculares de
camundongos (Mus musculus) (WALSH
et al., 2000), em mitocondrias de
hepatocitos de ratos (Rattus norvergicus)
(PEIXOTO, 2005), em cultivo de células
placentarias humanas (RICHARD et al.,
2005; BENACHOUR et al., 2007), em
cultivo de células embrionarias humanas
(BENACHOUR etal.,2007) e em embrides
invertebrados (MARC et al., 2002).

Estudos toxicoldgicos in vitro e in
vivo

Viarios estudos foram conduzidos
para demonstrar a seguranca ¢ as
limitacdes da utilizagcdo do glifosato, e
sua marca comercial mais conhecida, o
Roundup®. Ensaios, avaliando seus efeitos
toxicos sobre animais de laboratorio,
incluindo camundongos, ratos, coelhos,
caes, macaco e galos; e outros in vitro
em culturas celulares distintas vém
sendo realizados a partir da década de
70 (WILLIAMS et al., 2000).

A excre¢do do glifosato ocorre
por via fecal, sendo observada nas fezes
a presenga de 62 a 69% da dose oral
administrada, e por via renal, sendo
encontrada cerca de 36% da dose oral
na urina. A meia-vida da eliminacao
pelas fezes e urina é calculada em
dois dias. A eliminag¢do do produto ¢
predominantemente na forma quimica
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como foi ingerido, havendo pequena
transformag¢dao em AMPA. Também
nao ¢ evidenciada a formacao de
metabolitos toxicos (BREWSTER et
al., 1991; WILLIAMS et al., 2000).

Em ampla revisdo realizada por
Williams (2000), os autores citam que
nao ha evidéncias que doses orais de 0
a 30mg/kg e de 0 a 30.000 ppm levem a
alteragdes significativas na capacidade de
ratos se reproduzirem. Porém, observa-se
aredugdo nas concentragdes espermaticas
no epididimo em cerca de 20% em
animais expostos a doses orais de 25.000
ppm e 50.000 ppm. Fémeas que recebem
a dose de 50.000 ppm apresentam
elevacao no comprimento do ciclo estral
de 4,9 para 5.4 dias.

Apesar disso, observa-se que
algumas agricultoras que utilizam
glifosato tém problemas para engravidar,
mas o seu mecanismo de acdo em
mamiferos ainda ¢ questionado. Richard
etal. (2005) demonstraram que o glifosato
em baixas concentracdes nao toxicas
causa efeito de desregulagdao sobre a
enzima aromatase em células de placenta
humana in vitro. A partir do momento
que o glifosato penetra na célula, e isso ¢
facilitado nas formulagdes de Roundup®
com adjuvantes, ele reduz a atividade
da enzima aromatase, responsavel pela
sintese de estrogenos.

A diminui¢do da atividade da
aromatase também foi observada
em cultivos de células embriondrias
humanas, sendo estas mais sensiveis que
as cé€lulas placentarias. A desregulacao
da aromatase foi mais intensa na
presenca de Roundup®, mas também foi
observada na utilizagdo de glifosato sem
adjuvantes. Efeitos citotoxicos também
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foram observados, sendo maiores
com o maior periodo de exposicao ao
produto, mostrando efeito tempo e dose
dependentes (BENACHOUR etal.,2007).
A exposicao de patos (4Anas
platyrhynchos) ao Roundup® causa
diminui¢ao significativa na producao de
testosterona, afetando em aproximadamente
90% a sua concentracdo plasmatica em
doses de 5 ou 100 mg/kg. Também ha
redugdo na concentragdo plasmatica de
estradiol nos animais expostos a dose de
5 mg/kg (OLIVEIRA et al., 2007).
Alteracoes no desenvolvimento da
puberdade em ratos (Rattus norvergicus)
evidenciado pelo atraso a separagao
balanoprepucial e alteragdes no peso
ponderal sdo observadas em exposi¢ao
prolongada ao Roundup® em doses de 5,
50 e 250 mg/kg (ROMANO et al., 2008).

Sistema enddcrino reprodutivo e sua
susceptibilidade aos desreguladores
endocrinos

A puberdade ¢ a fase do
desenvolvimento onde ocorrem
profundas alteragdes hormonais,
fisicas, comportamentais e psicoldgicas
que tornam o individuo capaz de se
reproduzir, pela producao de gametas
vidveis transferidos através de um
sistema reprodutivo maduro. O
inicio da puberdade, nos mamiferos,
depende de uma sequéncia completa e
ordenada de alteragdes maturacionais
que sdo iniciadas no cérebro, no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal.
Esse eixo compreende a estimulacdo a
producao e liberacao das gonadotrofinas
hipofisarias LH (hormonio luteinizante)
e FSH (hormonio foliculo estimulante)
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pela secrecdo hipotalamica de GnRH
(hormonio liberador de gonadotrofinas).
O LH e o FSH atuam sobre as gonadas
masculinas e femininas estimulando
a produg¢do de hormoénios sexuais
(testosterona, estradiol e progesterona)
e de gametas (espermatozdides e 6vulos)
(OJEDA e BILGER, 2000).

Os androgenos sdo os esteroides
com dezenove moléculas de carbono,
sendo a testosterona o androgeno mais
importante secretado pelos testiculos
(HALL, 1994). A sintese dos hormonios
esterdides utiliza como precursor o
colesterol. Dentro da célula, este forma
depdsitos no citoplasma na forma de
¢ésteres, que serdo utilizados a medida
que a esteroidogénese se intensifica
(EPAND, 2006). O transporte intracelular
de colesterol a membrana mitocondrial
¢ feito pelas proteinas de regulacdo
rapida da esteroidogénese (proteinas
StAR) (STOCCO e CLARK, 1996;
EPAND, 2006). A primeira transformagao
bioquimica sofrida pelo colesterol ¢ sua
conversao a pregnenolona, pelas enzimas
citocromo P450scc, que tornam essas
substancias mais soliveis em agua,
em resposta a hidroxilacao (HALL,
1994). Em seguida, a pregnenolona ¢
transferida ao reticulo endoplasmatico
para ser convertida em progesterona. Esta
retorna a mitocondria para transformagao
em androstenediona. Finalmente, a
conversdo de androstenediona em
testosterona € realizada por enzimas no
reticulo endoplasmatico. Essa reacdo ¢
livremente reversivel e a enzima 17hi
droxiesterdidedesidrogenase (17BHSD)
possui dois sitios ativos, sugerindo que
a atividade enzimatica ¢ influenciada
pelas concentragdes disponiveis tanto de

androstenediona quanto de testosterona e
ainda pela taxa de remog¢ao de produtos
da reacao (HALL, 1994).

As células testiculares também
produzem pequenas quantidades de
estrogenos. Nos humanos apenas 10%
do estradiol circulante é proveniente
dos testiculos, sendo o tecido adiposo
o principal produtor, enquanto que nos
ratos a maioria do estradiol € proveniente
da sintese testicular (AKINGBEMI,
2005). Os estrogenos sao produzidos a
partir da conversdo de androstenediona
ou de testosterona, e & caracterizada
pela perda de uma molécula de carbono.
Esta conversdo ¢ realizada pela enzima
aromatase. Os esteroides de maior
ocorréncia com atividade estrogénica
sdo o estradiol, o estriol e a estrona
(NORMAN e LITWACK, 1997).

A atual preocupacdo com
a exposi¢cdo masculina a agentes
estrogénicos ambientais tem levado a
pesquisas na relagdo da sensibilidade
a acdo desses estrogenos. A secregao
hormonal de gonadotrofinas (FSH e
LH) ¢ regulada no hipotalamo e hipofise
pela sintese de esterdides gonadais. A
localizagao dos receptores de FSH esta
restrita as células de Sertoli, enquanto
os receptores de LH se expressam nas
células de Leydig (AKINGBEMI, 2005).

Apesar dessa distribui¢ao definida
dos receptores gonadotrdoficos, a
expressao de receptores de estrogenos ¢
mais diversificada. S3o encontrados em
nucleos hipotalamicos e gonadotrofos
hipofisarios, indicando que os estrogenos
podem atuar diretamente sobre o eixo
hipotalamico e influenciar na liberagao
das gonadotrofinas. Os receptores de
estrogenos também sdo encontrados em
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células de Leydig, em células midides
peritubulares e em células germinativas
(SHUGHRUE et al., 1998).

A expressdo da enzima aromatase
¢ identificada em varios tipos celulares
do testiculo adulto, incluindo células
de Leydig, de Sertoli, espermatocitos,
espermatides e espermatozoides. No
testiculo fetal € encontrada, somente nas
células de Leydig e de Sertoli (FISHER et
al., 1998; LEVALLET et al., 1998).

Estudos com animais knockout para
os receptores de estrégenos (ERKOa)
demonstram que os niveis de LH e
testosterona estdo elevados (EDDY
et al., 1996). A delecdo génica dos
receptores de estrogenos ERKOa nao
ocasiona alteracoes nos niveis de LH
e testosterona (OGAWA et al., 1999).
A ndo expressdo da enzima aromatase
(animais ARKO) implica em niveis
elevados de FSH, LH e testosterona €
auséncia de 17Bestradiol (FISHER et
al., 1998; ROBERTSON et al., 1999).

O mecanismo de desregulacdo do
glifosato estudado por Walsh (2000) em
cultivo celular de Leydig da linhagem
tumoral MA-10, quantificou a expressao da
proteina StAR e da enzima aromatase nos
cultivos celulares submetidos a diferentes
concentragdes de Roundup®. Ha a redugéo
de 90% dos niveis da proteina StAR,
implicando que, de cada cem moléculas
de colesterol disponiveis para o transporte
ao interior da membrana mitocondrial,
apenas dez atingiram o sistema enzimatico
P450scc. Em seguida, a conversao de
colesterol em pregnenolona foi reduzida
em 71% pela inibicdo da atividade de
P450scc. Ao final das transformagoes
bioquimicas observou-se a reducdo de
94% na esteroidogénese total.

ROMANO, R.M.; ROMANO, M.A.; OLIVEIRA, C.A. de

Morfologia testicular e sua
susceptibilidade ao desreguladores
endocrinos

Os testiculos sdo compostos em seu
parénquima por tubulos seminiferos, que
sdo envoltos por uma capsula composta
por trés camadas. As paredes dos tubulos
seminiferos sao formadas por células
germinativas e de Sertoli, onde se
realiza a espermatogénese. As células de
Sertoli envolvem as células germinativas
desde a periferia até o limen do tibulo,
formando a barreira hemato-testicular.
O tecido intersticial que ocupa cerca de
5% do volume testicular total contém as
células de Leydig, que sdo responsaveis
pela producdo testicular de androgenos
(NORMAN e LITWICK, 1997).

A privacdo estrogénica em
camundongos ARKO causa varios
problemas na morfologia e arquitetura
dos tubulos seminiferos. Nesses animais
h4 diminui¢do na espermatogénese,
enquanto nenhuma alterag@o na secre¢ao
de gonadotrofinas ou androgenos ¢
observada. Inicialmente, observam-
se problemas nos estagios iniciais
de espermiogénese, pelo aumento de
apoptose celular e aparecimento de células
multinucleadas, e reducdo significativa
nas espermatides alongadas. As células
de Sertoli e as células germinativas
primordiais ndo sao alteradas. Em
contraste, houve hiperplasia e hipertrofia
das células de Leydig, provavelmente por
ocorrerem maiores niveis circulantes de
LH (ROBERTSON et al., 1999).

A desregulagdo dos receptores de
estrogenos em camundongos ERKOa
também causa distarbios morfologicos
nos testiculos. Os animais homozigotos
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apresentaram quantidades muito menores
de espermatozoides epididimais que os
selvagens e os heterozigotos, além de serem
inférteis (apesar da aparéncia macroscopica
normal dos orgaos reprodutivos).
A observacao histologica dos tubulos
seminiferos revela a presenca de limen
dilatado e epitélio seminifero desorganizado
com poucas células espermatogénicas
ou auséncia de lumen e presenca de
células de Sertoli (EDDY et al., 1996).
Apesar de a presenca de estrogeno
nos testiculos ser importante, varios estudos
com substancia de acao estrogénica também
evidenciam problemas na morfologia
testicular e na espermatogénese. A exposi¢ao
neonatal ao dietilestilbestrol (DES), ao
octilfenol ou ao bisfenol-A causa retardo
na espermatogénese puberal (dezoito dias
idade), diminuicdo no peso testicular,
formacao de lumen, aumento no volume
nuclear do espermatocito e elevacdo na
apoptose de células germinativas (GOYAL
et al., 2003; ATANASSOVA et al., 2005).
A inibi¢do da producdo de
testosterona observada in vivo por
Oliveira (2007) e Romano (2007)
resulta no comprometimento da
espermatocitogénese, com reducao
significativa das camadas do epitélio
germinativo dos tibulos seminiferos, sem
alteragdes macroscopicas evidentes.
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