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Efeitos da ingestao do herbicida glifosato na funcao renal
de ratos em uma dieta balanceada

Effects of glyphosate herbicide ingestion on kidney function in
rats on a balanced diet

Resumo

Introducao: O glifosato é o herbicida
mais utilizado no mundo e no Brasil.
Atualmente, hd uma preocupagio crescente
com os efeitos do glifosato na satde
humana. O Instituto Brasileiro de Defesa
do Consumidor apresentou dados sobre
a presenga de glifosato em alguns dos
produtos ultraprocessados mais consumidos
no Brasil. Atualmente, as regulamentagoes
sobre o limite maximo desses residuos
em alimentos ultraprocessados ainda
ndo foram estabelecidas pela Vigilancia
Sanitaria Nacional, e o consumo de
alimentos ultraprocessados estd indepen-
dentemente associado a um risco maior de
doenca renal cronica incidente. Métodos:
Como uma dieta desbalanceada pode
interferir na fungdo renal, este estudo
tem como objetivo investigar o efeito da
ingestao diaria de 5§ mg/kg pc de glifosato
em conjunto com uma dieta equilibrada
e o possivel impacto na fun¢do renal em
ratos. Foram avaliados fungdo renal,
peso dos rins, marcadores de lesio renal
e estresse oxidativo. Resultados: Houve
redu¢do no peso dos rins. As principais
alteragdes histopatoldgicas nos tecidos
renais foram vacuolizacio no estdgio inicial
e regulagdo positiva do marcador de lesao
renal KIM-1. A lesdo renal estd associada
a producdo aumentada de espécies reativas
de oxigénio nas mitocondrias. Conclusio:
Esse estudo mostrou alterag¢des nos rins de
ratos expostos a uma dieta balanceada com
glifosato, sugerindo um risco potencial ao
rim humano. Presumivelmente, alimentos
ultraprocessados que contenham glifosato
podem potencializar esse risco. A relevancia
desses resultados estd no fato de chamar a
atencdo para a necessidade de regulamentar
a concentracio de glifosato em alimentos
ultraprocessados no futuro.

Descritores: Glifosato; Dieta; Nefrotoxi-
cidade; Estresse Oxidativo; Insuficiéncia
Renal, Cronica.

ABSTRACT

Introduction: Glyphosate is the most
widely used herbicide worldwide and
in Brazil. There is currently increasing
concern about the effects of glyphosate on
human health. The Brazilian Institute for
Consumer Protection showed data on the
presence of glyphosate in some of Brazil’s
most consumed ultra-processed products.
Currently, regulations on the upper limit
for these residues in ultra-processed foods
have yet to be established by the National
Health Surveillance, and ultra-processed
food consumption is independently
associated with an increased risk of
incident chronic kidney disease. Methods:
Since an unbalanced diet can interfere
with kidney function, this study aims to
investigate the effect of daily intake of 5
mg/kg bw glyphosate in conjunction with
a balanced diet and the possible impact
on renal function in rats. Kidney function,
kidney weight, markers of renal injury, and
oxidative stress were evaluated. Results:
There was a decrease in kidney weight.
The main histopathological alterations
in renal tissues were vacuolation in the
initial stage and upregulation of the
kidney injury marker KIM-1. Renal injury
is associated with increased production of
reactive oxygen species in mitochondria.
Conclusion: This study showed changes in
the kidney of rats exposed to a balanced
diet with glyphosate, suggesting a potential
risk to human kidney. Presumably, ultra-
processed food that contain glyphosate
can potentiate this risk. The relevance of
these results lies in drawing attention to the
need to regulate glyphosate concentration
in ultra-processed foods in the future.

Keywords: Glyphosate; Diet; Nephrotoxi-
city; Oxidative Stress; Renal Insufficiency,

Chronic.
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Efeitos do herbicida glifosato nos rins

INTRODUCAO

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] é o herbicida
mais utilizado em todo o mundo'. Na agricultura, é
usado principalmente na produc¢do de soja, milho,
algodio e pastagens. Também pode ser usado como
um regulador de crescimento de plantas que acelera
a colheita de certos graos e legumes quando aplicado
como agente de secagem. Os usos ndo agricolas do
glifosato incluem silvicultura, manutencdo de casas
e controle de vegetacdo em terras industriais e rotas
de transporte (como trilhos de trem e rodovias)'. O
glifosato € o pesticida mais utilizado comercializado
no Brasil e responde por 31,45% do mercado?.

Apos a exposi¢do, as concentracdes teciduais de
glifosato sio mais elevadas nos rins, seguidas por
bago, gordura e figado*. Ele é eliminado nas fezes
(60-70%), e 0os 20 a 30% restantes sdo rapidamente
eliminados na urina apds 48 horas e, ap0s sete dias, é
completamente excretado do corpo*.

Atualmente, ha uma preocupagdo crescente sobre
os efeitos do glifosato na saude humana, que foram
explorados em diversos estudos®” para demonstrar
que o glifosato e os herbicidas a base de glifosato
interrompem a via do estrogénio, prejudicam
determinadas fungdes cerebrais, apresentam efeitos
citotoxicos e genotoxicos, aumentam o estresse
oxidativo, causam inflamacdo, afetam as fung¢oes
dos linfocitos e supostamente se correlacionam com
alguns tipos de cancer e com a doenga renal cronica
(DRC) de etiologia desconhecida.

A Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria
(ANVISA) do Brasil fornece os seguintes valores
toxicoldgicos de referéncia do glifosato que sdo
seguros para os seres humanos: (1) uma ingestdao
didria aceitavel de 0,5 mg/kg de peso corporal (pc); (2)
uma dose aguda de referéncia de 0,5 mg/kg de peso
corporal; e (3) uma exposi¢io aceitavel do operador
de 0,1 mg/kg de peso corporal®.

Em 2021 e 2022, o Instituto Brasileiro de Defesa
do Consumidor publicou dados de um estudo inédito
no Brasil intitulado “Ha Veneno Nessa Embalagem
(Volumes 1 e 2)”. A publica¢do incluiu dados sobre
a presenca e identificacdo de residuos de agrotdxicos
em alguns dos produtos ultraprocessados mais
consumidos no Brasil®. O estudo analisou 24 produtos
divididos em oito categorias de carnes e derivados
de leite. Os resultados mostraram que 14 dos 24
produtos testados continham pesticidas. O glifosato
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e seus metabdlitos foram os compostos mais comuns,
representando 9 dos 24 produtos analisados.

Nilson et al.'® mostraram que o consumo de
alimentos ultraprocessados esteve correlacionado
com 57 mil 6bitos prematuros no Brasil em 2019,
representando 10,5% de todos os Obitos evitaveis
naquele ano, com base em dados extraidos do DataSUS
no Brasil'l. A questio problemdtica agora é se a
presenca do glifosato em produtos ultraprocessados
pode agravar esses numeros.

AlteragOes na matriz alimentar (uma textura macia
que requeira menos mastigagio), densidade energética
e o uso de aditivos no processo industrial amplificam
propriedades sensoriais que elevam a taxa de ingestdo
e retardam a sinalizacdo de saciedade. Tais alteracoes
modulam o consumo excessivo'?, o que pode levar a
uma ingestdo didria de glifosato a uma dose superior
a recomendada pela ANVISA®. Atualmente, nio
existe regulamenta¢io sobre o limite maximo desses
residuos em alimentos ultraprocessados; a ANVISA
monitora essas substincias apenas em alimentos
naturais’.

Conforme relatado anteriormente na literatura,
o Ministério da Saude do Brasil também alerta que
alimentos ultraprocessados contém niveis elevados
de agticares, gorduras e sodio e estio ligados ao
desenvolvimento de doencas cronicas'®. Dietas
desbalanceadas estdo fortemente associadas a doengas
renais'¥, e jd demonstramos anteriormente os efeitos
deletérios de uma dieta rica em gordura/frutose na
fungio renal em ratos'.

Uma vez que uma dieta desequilibrada pode
interferir na fun¢io renal, este estudo teve como
objetivo investigar o efeito da ingestdo de glifosato 10
vezes superior a dose segura indicada pela ANVISA
e o possivel impacto na fungio renal em ratos
submetidos a uma dieta balanceada.

MEetopos

DESENHO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar machos pesando de 250-300 gramas
(g) aos 30 dias foram alojados em caixas individuais
com serragem de madeira e mantidos a 22-24°C,
com umidade relativa de 10% e um ciclo alternado
claro/escuro de 12/12 horas. A dieta balanceada para
os grupos foi a seguinte: 20% de proteinas, 61% de
carboidratos, 17% de lipidios e 10% de sacarose
(Nuvilab, Colombo, Brasil) e dgua ad libitum. O
desenho experimental in vivo foi conduzido de



acordo com as diretrizes brasileiras'® e foi aprovado
pelo comité de ética (Comité de Etica em Pesquisa
13667748/2019).

Ap0s aclimatagdo por sete dias, os ratos foram
designados aleatoriamente para o grupo controle (n =
6) ou grupo glifosato (n = 6). Os ratos foram tratados
diariamente durante 25 dias com veiculo (PBS; o
grupo controle) ou glifosato (5 mg/kg [Sigma Aldrich,
MO, EUA]) por gavagem oral. Eles foram colocados
em gaiolas metabdlicas por 24 horas (h) para coleta
de urina, e coletaram-se amostras de sangue da veia
caudal lateral.

Os ratos foram eutanasiados 30 dias apds o
inicio do protocolo experimental por meio de injecao
intraperitoneal de uma dose toxica de 10 mg/kg de
xilazina (Agribrands do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e
90 mg/kg de cetamina (Agribrands do Brasil) e ambos
os rins foram removidos para analise histoldgica e de
peso.

O peso corporal foi monitorado para caracterizar
cuidadosamente o ganho de peso. O peso absoluto
dos rins e o peso relativo dos rins/peso corporal
foram medidos com uma balanca AD-5000 (Marte
Cientifica Ltda., SP, Brasil), e os resultados sio
eXpressos em gramas.

ANALISE Bioauimica IN Vivo

Os niveis de ureia e creatinina no plasma e na
urina foram analisados por espectrofotometria de
acordo com procedimentos padrdo, usando kits de
diagnéstico  disponiveis comercialmente (Labtest
Diagndstica, Lagoa Santa, Brasil). Os resultados sdo
expressos como mg/mL. O clearance de creatinina foi
calculado de acordo com a equacdo: (concentragio de
creatinina na urina x volume de urina) / (concentragio
de creatinina no plasma x 1440), e os resultados
sdo expressos em mL/min. A proteina urindria foi
determinada usando um método colorimétrico
baseado em vermelho de pirogalol-molibdato'’, e os
resultados sdo expressos como mg/mL de proteina/
creatinina urindria e mg/24 h.

Tecipo RENAL

Os tecidos renais foram incluidos em parafina,
seccionados e corados com hematoxilina e eosina
(Erviegas, Sao Paulo, Brasil). As alteracoes histopato-
l6gicas foram analisadas de acordo com a gravidade
da vacuolizagdo tubular proximal. A amostra renal
foi classificada da seguinte forma: 0, rim normal;
1, lesao leve (0-5%); 2, lesio moderada (5-25%);
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3, lesdo intermedidria (25-75%); e 4, lesio grave
(75-100%)"8.

Os cortes de parafina foram submetidos a
solucdes gradientes de alcool e xileno, recuperacio
de antigeno e bloqueio de proteinas. Os cortes foram
primeiro incubados com anticorpos primarios contra
a molécula de lesdo renal-1 (KIM-1 [1:200, IgG de
coelho, HO7H, Sino Biologica, BJ, CH]) durante a
noite a 4°C. Em seguida, os cortes foram incubados
com estreptavidina-peroxidase por 30 minutos
(Dako, CA, EUA). As imagens microscopicas foram
analisadas com o software de andlise de imagens Leica
DFC 310 FX (Leica do Brasil Importacdo e Comércio
Ltda., SP, Brasil). Os resultados sdo expressos como
porcentagens/dreas coradas.

EsTrResse OXIDATIVO

As substincias reativas ao Aacido tiobarbitdrico
(TBARS) na urina formam um composto vermelho,
cuja concentragdo foi medida por espectrofotometria
a 535 nm?. Os niveis de peroxidagio lipidica sdo
expressos como nmol/mg de creatinina urindria. Os
perdxidos urindrios foram determinados usando
um método de oxidagdo ferrosa para xilenol laranja
versio 2 (FOX-2)*. Os resultados s3o expressos
como mL/mg de creatinina urinaria.

ANALISE EsTATiSTICA

As andlises estatisticas descritivas dos dados foram
realizadas com o software Action Stat (versiao 3.3.2)
para Windows. Os dados foram inicialmente avaliados
por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Os dados com distribui¢io nio normal foram entio
avaliados usando o teste de Wilcoxon, enquanto os
dados com distribuicio normal foram comparados
por meio do teste t de Student. Os resultados sdo
apresentados como a média = erro padrio da média.
O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em
5% (p < 0,05).

ResuLtaDOS

Os pesos corporais finais dos ratos nos grupos
experimentais foram semelhantes (Controle: 352,51 =
7,24 g; Glifosato: 355,50 = 14,46 g). A Figura 1A
mostra uma tendéncia de diminui¢io no peso absoluto
dos rins (Controle: 1,64 = 0,07 g; Glifosato: 1,43 =
0,08 g) (Figura 1B) e uma reducio significativa no
peso relativo dos rins/peso corporal (Controle: 0,005 =
0,000; Glifosato: 0,004 = 0,000) em ratos expostos
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ao glifosato em comparagio ao grupo controle
(Figura 1C).

A Figura 2A-F mostra os resultados da avaliagio
da fun¢io renal. Ndo houve diferengas na ureia
plasmatica (Controle: 41,50 = 5,20; Glifosato: 35,60 =
5,00), niveis de creatinina plasmatica (Controle:
0,49 = 0,05; Glifosato: 0,38 + 0,06), clearance de
creatinina (Controle: 1,87 = 0,35; Glifosato: 2,34 =
0,08), volume de urina (Controle: 11,57 = 1,38;
Glifosato: 12,25 = 1,92) e uma tendéncia a maior
proteindria (Controle: 0,09 = 0,02; Glifosato: 0,18 =
0,04) em ratos expostos ao glifosato em comparagio
com ratos do grupo controle aos 30 dias.

As alteracdes histopatoldgicas foram analisadas
quanto a gravidade da vacuoliza¢do tubular proximal
aos 30 dias na Figura 3A. Foi encontrada vacuolizaciao
em células tubulares em estdgio inicial em ratos
expostos ao glifosato em compara¢io com o grupo
controle (Controle: 0,50 = 0,20; Glifosato: 1,00 =
0,00). A Figura 3B mostra niveis significativamente
mais elevados de KIM-1 em ratos expostos ao glifosato
do que nos ratos do grupo controle (Controle: 5,82 =
0,01; Glifosato: 14,34 = 0,00).

A Figura 4 mostra os niveis urinarios de TBARS
(A) e FOX-2 (B). As analises dos niveis de TBARS
(Controle: 0,35 = 0,04; Glifosato: 0,55 = 0,05) e
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Figura 1. Parametros fisiolégicos. Ratos foram alimentados com uma dieta balanceada (Grupo Controle), e alimentados com uma dieta balanceada
e com glifosato diariamente (bmg/kg peso corporal [Grupo Glifosato]). A. Peso corporal. B. Peso do rim. C. Peso relativo do rim/peso corporal. O
nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05). (*) comparado com o Grupo Controle.
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Figura 2. Avaliacdo da funcéao renal. Ratos foram alimentados com uma dieta balanceada (Grupo Controle), e alimentados com uma dieta balanceada
e com glifosato diariamente (5mg/kg peso corporal [Grupo Glifosatol). A. Proteina urinéria. B. Proteina urindria/creatinina urinaria. C. Volume urinério.
D. Ureia plasmatica. E. Creatinina plasmatica. F. Clearance de creatinina. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05). (*) comparado

com o Grupo Controle.

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2024, 46(2):e20230043



Efeitos do herbicida glifosato nos rins
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Figura 3. Avaliacao do tecido renal. Ratos foram alimentados com uma dieta balanceada (Grupo Controle), e alimentados com uma dieta balanceada
e com glifosato diariamente (5mg/kg peso corporal [Grupo Glifosato]). A. Andlise histopatologica de cortes de parafina dos rins corados com
hematoxilina e eosina e suas andlises quantitativas do escore de injuria renal (1-4). B. Microscopia optica da molécula de lesao renal-1 (KIM-1)
e suas analises quantitativas dos cortes renais corados. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05). (¥) comparado com o Grupo

Controle.
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Figura 4. Andlise da formacao das espécies reativas de oxigénio (ROS) na urina. Ratos foram alimentados com uma dieta balanceada (Grupo
Controle), e alimentados com uma dieta balanceada e com glifosato diariamente (5mg/kg peso corporal [Grupo Glifosato]). A. Andlise quantitativa
dos niveis de substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS). B. Peréxidos urindrios (FOX-2). O nivel de significancia considerado foi de 5%

(p < 0,05). (*) comparado com o Grupo Controle.

FOX-2 (Controle: 9,28 =+ 0,37; Glifosato: 15,50
+ 2,97) mostraram que a peroxidacdo lipidica
foi aumentada em ratos expostos ao glifosato em
comparagdo ao grupo controle.

Discussio

A maioria dos estudos epidemioldgicos sobre o
glifosato sdo estudos de caso-controle e de coorte que
examinaram as possiveis associa¢es da exposicdo

ao glifosato em humanos; nao hd informagdes sobre
os efeitos a satide em humanos expostos a diferentes
doses de glifosato?!. Os dados mais confidveis sobre a
relacao dose-resposta sdo provenientes de estudos em
animais que receberam glifosato por via oral®'.

A Ingestio Didria Aceitdvel (IDA) foi definida
pela ANVISA com base nos estudos de longo prazo
e discussdes internacionais disponiveis. O “nivel de

efeito adverso nao observado (NOAEL)” usado para
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calcular a IDA foi 0 mesmo encontrado em estudos de
desenvolvimento em coelhos (50 mg/kg pc por dia).
Considerando o fator de seguranca padrio de 100
vezes, a nova IDA para o glifosato é de 0,5 mg/kg pc?.

Roman et al.?? utilizaram dosagens de 15,75 e 150
mg/kg diluidas em dgua potavel aplicadas uma vez ao
dia por gavagem durante 20 a 25 dias e encontraram
homogeneidade entre os ttibulos renais e vacuolizagio
citoplasmadtica no tibulo em andlises microscdpicas
do rim de animais experimentais. No entanto, essas
doses nio sio encontradas em alimentos, e o estudo
investigou o efeito da ingestdo de glifosato dez vezes
maior do que a dose segura informada pela ANVISAS
e revelou o impacto da combinagio de glifosato e
uma dieta balanceada na funcio renal em ratos.

Para estudos de toxicidade de dose repetida em
animais, as diretrizes da Sociedade Americana de
Patologia Toxicologica®® e da Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos** recomendam a
pesagem regular e exames histopatologicos dos
rins para detectar toxicidade renal induzida por
substancias quimicas. As nefrotoxinas agem causando
aumento ou diminui¢io do peso dos rins**25. Os
resultados desse estudo sugerem que a toxicidade do
glifosato diminui o peso do rim.

A vacuolizacio tubular é observada em lesoes
toxicas, lesdes renais induzidas por xenobidticos,
condi¢cdes isquémicas e outras doengas renais?.
O mecanismo molecular nio € claro, mas
provavelmente reflete alteracdes na concentracio
de determinados compostos circulantes causadas
indireta ou diretamente pela supressio cronica da
expressdo da citocromo P450 redutase?’. O glifosato
induz a supressio do citocromo P450%. Larsen et
al.” estimaram que o glifosato causa uma redugio
de aproximadamente 50% nos niveis do citocromo
P450 em ratos. Nossos dados indicaram vacuolizagio
tubular nos estdgios iniciais da exposicdo ao glifosato
nos ratos.

Apls extensas pesquisas na drea, a Food and
Drug Administration e a European Medicines
Agency aprovaram biomarcadores para a deteccio de
nefrotoxicidade, incluindo a molécula de lesio renal-1
(KIM-1), que é uma proteina transmembrana do
tibulo proximal®’. AKIM-1 é utilizada para identificar
e monitorar a lesdo renal induzida por substancias®' e
muitas outras causas de lesdo renal. Esse biomarcador
foi aprovado como um biomarcador nefrotéxico
pela Food and Drug Administration ha mais de uma
década®’. Nossos resultados confirmaram a expressio
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de KIM-1 induzida por glifosato (Smg/kg pc) nos rins
de ratos expostos ao glifosato.

Ap0s lesdo tubular proximal, as metaloproteinases
da matriz clivam o dominio extracelular da KIM-1, que
aparece na urina de humanos?2. Foi reconhecido como
um biomarcador urinario sensivel e precoce especifico
para lesdo renal em roedores e humanos®. A presenca
de niveis circulantes elevados de KIM-1 no sangue tem
sido associada a danos renais agudos e cronicos®*.

O estresse oxidativo também estimula a expressao
de KIM-1. A via do transdutor de sinais e ativador da
transcri¢ao 3 (STAT3) esta ligada ao estresse oxidativo™
uma vez que o STAT3 nuclear se liga ao promotor de
KIM-1, estimulando sua expressdao®. A exposicio ao
glifosato impacta positivamente o estresse oxidativo e
aumenta a peroxidagio lipidica em 130%3. O dano
oxidativo ocorre quando espécies reativas de oxigénio
atacam as ligacdes duplas de gordura insaturada nas
membranas celulares e produzem diversos produtos de
peroxidacdo lipidica, como TBARS e FOX-2. Aqui, os
ratos expostos ao glifosato por 30 dias apresentaram
aumento das espécies reativas de oxigénio, demonstrado
pelo aumento de TBARS e FOX-2.

Esse aumento nas espécies reativas de oxigénio
resulta em danos as células renais por meio da
supressao da respiragdo celular, producio de trifosfato
de adenosina, liberag¢ao de citocromo-c da membrana
mitocondrial, peroxidacgio lipidica, desestabiliza¢io
da membrana celular, resultando em necrose e, por
fim, morte celular?’.

A alteracdo nos rins de ratos submetidos a uma
dieta balanceada com glifosato indica um risco
potencial a fun¢io renal em humanos. Os alimentos
ultraprocessados estiao independentemente associados
aumriscoaumentado de DRC'!5 e, presumivelmente,
os alimentos ultraprocessados que contém glifosato
podem potencializar esse risco. Estima-se que 1,5%
da populacdo brasileira ja tenha desenvolvido DRC?*,
Portanto, é necessaria uma estratégia de prevengio de
riscos.

Os pacientes adultos sdo diagnosticados com DRC
se a doenga estiver presente ha trés meses ou mais***°,
se apresentarem taxa de filtragio glomerular (TFG)
abaixo de 60 mL/min/1,73 m? ou TFG acima de 60 ml/
min/1,73 m* mas com evidéncia de lesdo a estrutura
renal. Albuminuria, altera¢des renais em exames de
imagem, distarbios hidroeletroliticos persistentes,
hematuria/leucocituria, alteracdes histoldgicas na
bidpsia renal e transplante renal prévio sio todos
indicadores de lesao renal®®¥. A presenca de mais de



30 mg de albumina na urina de 24 horas ou mais de
30 mg/g de albumina define a albuminuria$’.

Nossos dados mostraram que a mudanga no peso
dos rins esteve relacionada a ingestao de glifosato.
As principais alteracdes histopatoldgicas nos tecidos
renais foram a vacuolizacdo no estdgio inicial com
regulacdo positiva do marcador de lesdo renal KIM-
1, considerando que o estresse oxidativo também
estimula a expressao de KIM-1.

Em conclusio, esses achados sugerem um risco
aumentado de perda progressiva da funcdo renal ao
longo do tempo. E necessirio avaliar os efeitos de
longo prazo da ingestdo de glifosato e como a lesdo
constante pode contribuir para o desenvolvimento
de doenca renal cronica. Assim, a relevancia desses
resultados é que eles chamam a aten¢do para a
necessidade de regular a concentracdo de glifosato
em alimentos ultraprocessados no futuro, priorizar
a seguran¢a do consumidor e realizar uma avaliacdo
minuciosa de riscos alimentares. A dose faz o veneno.
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