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RESUMO

Simulagao de pulverizagdo ambiental de herbicidas e seus efeitos reprodutivos
masculinos em modelo animal

Os herbicidas 2,4-D (acido diclorofenoxiacético) e glifosato (N-fosfonometil-glicina)
sdo amplamente usados na agricultura. Ambos herbicidas podem levar a toxicidade e
a alteragdes no sistema reprodutor. Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar os
impactos da exposig¢ao crénica oral e inalatoria aos herbicidas 2-4D e glifosato sobre a
saude reprodutiva em modelo experimental, utilizando um modelo de simulagédo de
pulverizagdo ambiental. O estudo foi realizado em dois experimentos: (1) exposi¢ao
ao 2,4-D e (2) exposicao ao glifosato. Em cada experimento, ratos da linhagem Wistar
foram divididos em 8 grupos experimentais (n=10/grupo): 4 grupos de exposigao
inalatoria (controle e 3 concentragdes) e 4 grupos de exposigao oral (controle e 3
concentragdes). As concentra¢des dos herbicidas utilizados foram: 0 (grupo controle
- GC), 20,69 (grupo de baixa concentracdo - GBC), 34,63 (grupo de média
concentragédo - GMC) ou 51,66 ppm por dia (grupo de alta concentragdo - GAC). Os
animais (via inalatéria) ou ragao (via oral) foram expostos aos herbicidas diariamente
por 15 minutos, por meio de nebulizacao, durante 180 dias. Apds o periodo exposicao,
0s animais sofreram eutanasia e os 6rgaos reprodutivos foram coletados e pesados.
Os seguintes parametros foram analisados: peso de 6rgaos, contagens, motilidade,
morfologia e vitalidade espermaticas, histologia testicular e epididimaria. No
experimento de exposicdo ao 2,4-D, a porcentagem de espermatozoides com
movimento progressivo e a producgao diaria de espermatozoides diminuiram em todos
0s grupos expostos ao herbicida. A contagem de espermatozoides no epididimo foi
reduzida em GMC e GAC, e o tempo de transito espermatico atrasado em GBC.
Houve impacto negativo na morfologia espermatica e na integridade da membrana
plasmatica em GMC e GAC, respectivamente. Descamacao de células germinativas
no testiculo e vacuolizacido epitelial no epididimo foram encontradas no GAC. No
experimento de exposicdo ao glifosato, as porcentagens de espermatozoides com
movimentagdo progressiva e nao progressiva foram reduzidas e aumentadas,
respectivamente, em GAC. A integridade de membrana plasmatica do
espermatozoéide nao foi afetada pelo herbicida. No entanto, houve aumento de
alteracdes de cabecga e cauda nos espermatozoides de GMC e GAC. A contagem de
espermatozoides no testiculo e a histologia testicular e epididimaria foram alteradas
nos trés grupos expostos ao herbicida. No testiculo foram encontrados tubulos
seminiferos com desorganizagao estrutural e perda de células germinativas, células
germintivas esfoliadas na luz e vacuolizagao intraepitelial. Ja no epididimo, foram
observadas alteragbes pontuais, como vacuolizagdo do epitélio, células germinativa
imatura esfoliada no lumen. Assim, a exposi¢cao crbénica oral aos herbicidas 2,4-D e
glifosato causou danos a espermatogénese e qualidade espermatica, com possiveis
repercussodes para a fertilidade.

Palavras-chave: Acido 2,4-Diclorofenoxiacético; Glifosato; Epididimo; Exposicéo
ambiental; Reprodugdo masculina.



ABSTRACT

Simulation of environmental spraying of herbicides and its male reproductive
effects in an animal model

The herbicides 2,4-D (dichlorophenoxyacetic acid) and glyphosate (N-
phosphonomethyl-glycine) are widely used in agriculture. Both herbicides can lead to
toxicity and changes in the reproductive system. Thus, the objective of the study was
to evaluate the impacts of chronic oral and inhalational exposure to 2-4D herbicides
and glyphosate on reproductive health in an experimental model, using an
environmental spray simulation model. The study was carried out in two experiments:
(1) 2,4-D exposure and (2) glyphosate exposure. In each experiment, Wistar rats were
divided into 8 experimental groups (n=10/group): 4 inhalation exposure groups (control
and 3 concentrations) and 4 oral exposure groups (control and 3 concentrations). The
concentrations of herbicides used were: 0 (control group - CG), 20.69 (low
concentration group - LCG), 34.63 (medium concentration group - MCG) or 51.66 ppm
per day (high concentration group - HCG), The animals (inhalational route) or feed
(oral route) were exposed to herbicides daily for 15 minutes, by means of nebulization,
for 180 days. After the exposure period, the animals were euthanized and the
reproductive organs were collected and weighed. The following parameters were
analyzed: organ weight, counts, motility, sperm morphology and vitality, testicular and
epididymal histology. At this point, only the results referring to oral exposures will be
presented. In the 2,4-D exposure experiment, the percentage of progressively moving
sperm and daily sperm production decreased in all groups exposed to the herbicide.
Sperm count in the epididymis was reduced in MCG and HCG, and sperm transit time
delayed in LCG. There was a negative impact on sperm morphology and plasma
membrane integrity in MCG and HCG, respectively. Germ cell desquamation in the
testis and epithelial vacuolization in the epididymis were found in the HCG. In the
glyphosate exposure experiment, the percentages of progressive and non-progressive
moving sperm were reduced and increased, respectively, in HCG. Sperm plasma
membrane integrity was not affected by the herbicide. However, there was an increase
in head and tail changes in MCG and HCG sperm. Testicular sperm count and
testicular and epididymal histology were altered in the three groups exposed to the
herbicide. In the testis, seminiferous tubules with structural disorganization and loss of
germ cells, exfoliated germ cells in the lumen and intraepithelial vacuolization were
found. In the epididymis, specific changes were observed, such as vacuolization of the
epithelium, immature germ cells exfoliated in the lumen. Thus, chronic oral exposure
to 2,4-D and glyphosate herbicides caused damage to spermatogenesis and sperm
quality, with possible repercussions for fertility.

Keywords: 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid; Glyphosate; Epididymis; Environmental
Exposure; Male Reproduction.
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APRESENTAGAO
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O periodo de doutoramento possibilitou estudos na area experimental, com
manuseio e avaliagdes dos animais, analise dos impactos causados pelo uso de
agrotoxicos a saude reprodutiva masculina e conhecimento na area reprodutiva e
toxicoldgica.

No decorrer do doutorado a pesquisadora atuou junto a outros pesquisadores,
0 que resultou em publicagbes cientificas, participacdo em eventos cientificos,
apresentagbes orais e estagio em docéncia, com vivéncia em sala de aula e
conhecimento académico.

Todo conhecimento adquirido durante esses anos de estudo proporcionou
crescimento pessoal e profissional, possibilitando a vivéncia interdisciplinar e a troca

de conhecimentos independentemente das areas de formagéo.
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1 INTRODUGAO

O impacto negativo a saude humana e ao meio ambiente causado pela
exposig¢ao aguda e crbnica aos agrotéxicos ja € bem conhecido na literatura. Estima-
se que nos ultimos dez anos, o mercado mundial de agrotéxicos teve um crescimento
equivalente a 93% e o crescimento do mercado brasileiro foi correspondente a 190%.
Desta forma, o Brasil teve um aumento maior que o dobro em relagao ao crescimento
global, ficando entre os maiores consumidores de agrotdéxicos do mundo desde 2008
(Montagner; Vidal; Acayaba, 2017; Pignati, et al., 2017; Dutra; da Souza et al., 2017).

No meio ambiente, o efeito do uso intensivo de agrotdxicos pode causar desde
a degradacado do solo e da agua (Augusto et al.,, 2014), até a contaminagao de
organismos aquaticos e terrestres (Ruiz De Arcaute et al., 2012; Egler et al., 2012),
podendo até mesmo levar a letalidade. Na saude humana, a exposicdo aos
agrotoxicos pode ocorrer por meio de absor¢ado dérmica, inalagdo ou por intermédio
de alimentos e agua contaminados, causando desde intoxicagdes agudas (Santana;
Moura; Nogueira, 2013; de Siqueira et al., 2013) até efeitos tardios como alguns tipos
de cénceres (Silva et al., 2019).

No Brasil, as condutas que regulamentam a produgdo, comercializagao,
fiscalizagao e utilizagao de agrotoxicos foram incorporadas em 1989 com a lei 7.802
(Brasil, 1989) e a partir do Cdodigo Internacional de Conduta para Distribuicao e Uso
de Agrotoxicos.

A exposicdo aos agrotéxicos ocorre principalmente no setor agropecuario,
dentre as atividades de plantio, colheita, manuseio direto ou indireto, transporte além
da contaminagédo por alimentos e pelo meio ambiente, o que coloca em risco o0s
agricultores e suas familias pela proximidade com o agrotoxico, e a populagdo em
geral devido a ingestao de alimentos ou agua contaminados (Almeida et al., 2022).

Entre os agrotéxicos mais utilizados em todo o mundo, podemos destacar o
glifosato (N-(fosfonometil)glicina) e 0 2,4-D acido diclorofenoxiacético. O herbicida 2,4-
D foi registrado para o uso em 1940. E caracterizado pela sua seletividade e utilizagao
para controlar ervas daninhas de folhas largas em diferentes locais como em
plantagdes, gramados, florestas e em ambientes aquaticos (Burns et al., 2012). Em
ambientes aerébicos € degradado com facilidade, com cerca de 2 a 13 dias. Assim é
utilizado amplamente por todo mundo principalmente em culturas de cereais, grama e
vegetais (Amarante Junior, et al., 2002; Burns et al., 2012). Varios estudos apontam

que a exposicdo a esse herbicida causa diversos disturbios em animais e seres
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humanos como carcinogénese, embriotoxicidade, imunotoxicidade, teratogénese,
neurotoxicidade, desregulagdo enddcrina, toxicidade renal, necrose e estresse
oxidativo (Venkov, et al., 2000; Charles et al., 2001; Tuschl; Schwab, 2003; Marouani
et al., 2017).

Em relacéo aos efeitos no sistema reprodutor masculino, um estudo realizado
em Ontario no Canada, com a analise espermatica de 32 agricultores que eram
diariamente expostos ao 2,4-D, foi apontado casos como oligoastenozoospermia,
teratozoospermia e astenozoospermia. Em 50% das amostras de sémen coletadas,
foram encontradas quantidades acima de 20 nM de 2,4-D. Porém nao se sabe ainda
quais os mecanismos da possivel interferéncia causada sobre a qualidade
espermatica (Arbuckle et al., 1999; Tan et al., 2016).

Ja o glifosato € um herbicida pos-emergente, sistémico, ndo seletivo,
hidrossoluvel e de amplo espectro. Pertencente a classe quimica dos
organofosforados, néo inibidor da colinesterase. Ha anos que esse herbicida esta na
posicao de agrotoxico mais consumido no mundo, sendo constituinte de mais de 750
formulagdes, produtos utilizados ndo s6 em aplicagdes agricolas e florestais como em
urbanas e residenciais. Embora o glifosato e o acido aminometilfosfénico (AMPA,
principal metabdlito do glifosato) sejam classificados na categoria de praticamente nao
téxico e nao irritante pela Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA -
US Environmental Protection Agency), muitos estudos tem demonstrado efeitos
téxicos sobre o sistema hepatico e renal, sistema neuroldgico, sistema reprodutivo de
machos e fémeas e sistema enddcrino, assim como potenciais efeitos teratogénicos
e carcinogénicos (Rocha, et al., 2020).

O método de exposi¢ao por nebulizagdo usado neste estudo (dos animais na
via inalatéria ou da ragédo na via oral — Figura 1) simula a pulverizacdo ambiental
utiizada a campo para os herbicidas, conforme Mello et al., (2018 ) e Parizi et
al.(2020). Além disso, as diferentes concentracdes utilizadas foram adaptadas as
dimensbées do ambiente de exposicdo (caixa de exposigdo), a partir do uso
agronbmico dos compostos em ambiente real. Desta forma, este método de
exposicao, que simula a pulverizagdo ambiental, pode ser considerado mais relevante
quando comparado aos estudos toxicologicos dos herbicidas encontrados na literatura
até o momento. Os estudos de toxicidade geral e reprodutiva de agroquimicos

geralmente utilizam a exposigdo oral por gavagem (alimentagdo forgada) em
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exposi¢coes agudas ou subcrbnicas e doses altas muito diferentes das exposi¢des

reais.

Figura 1 - Modelo de exposi¢cdo oral e inalatéria com simulagdo a pulverizagao

ambiental dos herbicidas.
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Exposicéo crbnica: 180 dias

Fonte: Elaborado pelos autores.

A hipotese do estudo foi que a exposi¢cao cronica oral e inalatoria aos

herbicidas mais utilizados no mundo, glifosato e 2,4-D, causam alteragbes na saude

reprodutiva masculina em modelo animal, com possiveis impactos a fertilidade.

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os impactos da exposigcéo

cronica oral e inalatéria aos herbicidas 2-4D e glifosato sobre a saude reprodutiva em

modelo experimental, utilizando um modelo de simulagéo de pulverizagdo ambiental.

Os objetivos especificos foram:

* Discutir o impacto ambiental dos agrotéxicos na regido do Pontal do

Paranapanema com suas possiveis implicagdes na saude humana.
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* Analisar os possiveis efeitos da exposi¢ao aos herbicidas sobre a morfologia
testicular, processo de espermatogénese e possiveis repercussdes
sobre produgao espermatica;

* Avaliar a qualidade morfolégica e funcional espermatica dos animais dos
diferentes grupos de exposi¢céo aos herbicidas e suas possiveis implicagbes
sobre a fertilidade;

» |dentificar possiveis diferengas de efeitos sobre morfofisiologia reprodutiva, de
acordo com a via de exposi¢ao (inalatoria e oral) e diferentes concentragdes
dos herbicidas e possiveis repercussdes na fertilidade e saude reprodutiva.

O presente trabalho contempla um dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da Agenda 2030 da Organizagao das Nacdes Unidas (ONU), sendo ele ODS 3 —
Saude e bem-estar: assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos,
em todas as idades.

Esta tese sera apresentada em capitulos, conforme descrito a seguir:

* 1° Capitulo: Revisao de literatura;

+ 2° Capitulo: Artigo - Consumo crénico de ragdo contaminada com herbicida
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em roedores: efeitos na saude reprodutiva
masculina

« 3° Capitulo: Artigo - Exposicao oral crbnica ao herbicida glifosato em
concentragbes ambientalmente relevantes: efeitos sobre a saude; reprodutiva em
modelo experimental.

» 4° Capitulo: Analise da exposigao crbénica inalatéria aos herbicidas glifosato e
2,4-D.
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CAPITULO 1

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento Regional — Pontal do Paranapanema

De acordo com Barone, Melazzo e Silva (2011), a regido do Pontal do
Paranapanema, € composta por 32 municipios (Figura 1) e esta localizada no extremo
Oeste do estado de Sao Paulo, ao norte do estado do Parana e ao sul do rio
Paranapanema, com uma area de 18.441,60 Km?. A populacgao total deste territorio é
de 583.766 habitantes, dos quais 10,26% do total de individuos s&o os que vivem na
area rural.

A maior concentracdo de assentamentos rurais do Brasil faz parte desse
territério, onde 14 dos 32 municipios, possuem 113 assentamentos dispersos que
fazem parte da unido dos municipios do Pontal do Paranapanema (UNIPONTAL).
Conta com pelo menos cerca de 12.500 pequenos agricultores familiares e acima de
6 mil familias assentadas (Verges, 2013).

Segundo Barone, Melazzo e Silva (2011):

Os assentamentos, experiéncias inovadoras na gestao econdmica e social
do territorio, sem duvida, expressam tensbGes que sao reveladoras das
contradigbes e possibilidades da chamada agricultura familiar frente ao poder

do grande capital agropecuario e agroindustrial, no &ambito do
desenvolvimento social no campo paulista.

A agricultura familiar na regido faz com que seja cenario de grandes atividades
agricolas, a vista disso, a regiao do UNIPONTAL esta relacionada a ampla utilizagéo
de agrotoxicos. Cidades da regido, como, Euclides da Cunha, Maraba Paulista,
Mirante do Paranapanema, Rosana, Sandovalina e Teodoro Sampaio foram
consideradas as predominantes de atividades agricolas e que utilizam agrotdxicos em
grande escala (Barreto, 2008), além da observagao de contato direto de trabalhadores

rurais com esses produtos que sédo potenciais de toxicidade (Petarli et al., 2019).
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Figura 1 - Municipios e assentamentos rurais do Pontal do Paranapanema.
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Fonte: Barone, Melazzo e Silva (2011).

2.2 Agrotoxicos e meio ambiente

Os agrotéxicos sdo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldégicos destinados ao uso nos setores de produgdo agricola, agropecuaria,
industrial, uso domeéstico, entre outros (Gerage; Meira; da Silva, 2017).

De acordo com a lei 7.802 de 1989, os agrotéxicos contém principios ativos,

ingredientes inertes e aditivos, usados em sua fabricagdo, e podem ser produzidos,
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exportados, importados e comercializados, mediante registro no 6rgao federal,
seguindo as diretrizes e exigéncias necessarias (Brasil, 1989).

Dentre as classificacbes dos agrotoxicos existem quatro grupos principais e
sao subdivididos em piretroides, organoclorados, carbamatos e organofosforados. Os
agrotéxicos atuam através de varios mecanismos. Nas diferentes classes, alguns s&o
considerados reguladores de crescimento, no qual estimula ou retarda o crescimento
da praga, ja os repelentes tem a finalidade de repelir as pragas, enquanto os atrativos
atraem as pragas e por fim, os quimioesterilizantes que esterilizam pragas (Abubakar
et al., 2020).

Nas ultimas décadas o uso desses compostos tem se intensificado, fazendo
com que os paises regulamentassem seu uso e producao (de Moraes, 2019) com o
objetivo de minimizar as consequéncias danosas nos ecossistemas (Lazzari; Souza,
2017). No entanto, € possivel encontrar no mercado inumeros produtos sem a
liberagdo pelos 6rgaos fiscalizadores, sendo de origem ilegal e/ou desconhecida
(Wood et al., 2012).

De acordo com o ultimo censo agropecuario (IBGE, 2017), a comparagao nos
dados entre 2006 e 2017, indicam um aumento significativo no uso de agrotdxicos
pelos estabelecimentos agropecuarios do Brasil.

Sobre os agrotoxicos e sua relagdo com o uso excessivo desses compostos,
pode-se afirmar que é devido “ao aumento da demanda por alimentos e,
consequentemente, a necessidade de ampliar a produtividade das culturas levaram
ao uso generalizado de agrotéxicos em todo o mundo” (Silva et al., 2020, tradugéo
nossa).

Com isso, no ano de 2021, o governo federal aprovou o registro de 500
agrotoxicos,1,4% a mais do que em 2020. Tais aprovagdes vém crescendo,

significativamente, desde 2015 no Brasil (Figura 2).
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Figura 2 - Registro anual de agrotéxicos no Brasil entre os anos 2010 e 2021.

Fonte: Salati (2021).

2.3 Toxicidade dos agrotéxicos e meios de intoxicagao

A interagcdo dos agrotoxicos com 0s organismos Vivos, se langados no meio
ambiente, sdo capazes de causar multiplas alteracdes, que levam a desequilibrios
ecoldgicos graves, decorrentes do tempo de exposicdo e/ou o grau de contaminagao
(Younes; Galal-Gorchev, 2000).

“A toxicidade e o modo de agao dos defensivos agricolas nos seres vivos
variam largamente, estando diretamente relacionados com sua estrutura quimica e
concentracao” (Dallegrave; Sebben, 2008).

A Dose Média Letal (DLso) € o valor de referéncia e a forma comum de
expressar a toxicidade da maioria dos agrotdxicos, por via oral. E retratado a partir de
miligramas do ingrediente ativo do produto por quilograma de peso vivo, isso indica a
quantidade substancial para matar 50% da populac¢ao de ratos ou outros organismos
teste. Melhor dizendo, a DLso € usual no sentido de estabelecer padrbes de
seguridade a serem seguidas com o objetivo de reduzir riscos a saude humana
decorrente do produto (de Melo Aggio, 2021).

Devido a DLso, existe uma classificagéo toxicolégica dos agrotdxicos e passou
recentemente por uma reclassificagao, que foi publicada pela Anvisa no Diario Oficial

da Unido, no dia 01 de agosto de 2019 (Brasil, 2019). Em consequéncia de novo
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marco regulatério, aumentou de quatro para cinco categorias de classificagao (Figura
3), no intuito de tornar mais claro tanto os critérios de avaliagdo, como os de

classificagao toxicologica de agrotdxicos no Brasil.

Figura 3 - Classes toxicolégicas com base na DLso.
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Fonte: Brasil (2019).

Segundo a Lei n° 7.802 de 1989, a classificacdo toxicoldgica dos produtos
deve ser analisada em seus rotulos, onde devem constar informacgdes referentes a
composicao, classificagdo toxica, efeitos a saude humana, simbolos de perigo,
instrucdes de uso e primeiro-socorros, precaucoes, dados do fabricante entre outras
informacdes, ja que muitos sdo os efeitos nocivos a saude humana, associados a
utilizagao dos agrotoxicos (Brasil, 1989).

Estudos mostram que alguns destes compostos podem ser encontrados no
sangue, urina e leite materno, evidenciando a exposi¢cao e sua possivel relagdo com
o aumento de casos de cancer, doencas mentais, disfuncbes na reproducgao,
problemas de audi¢do, entre outros (Fareed et al., 2013; Mello et al., 2018; Hassanin
et al., 2018; Pereira et al., 2019; Silva et al., 2019; Tomiazzi et al., 2019; Silva et al.,
2020)

As sintomatologias decorrentes de intoxicagbes por agrotoxicos sao
diversificadas e seus meios de intoxicagdo podem ser por inalacédo, ingestdo e/ou
contato, no qual dependem da concentracdo do produto que foi absorvida pelo

organismo e toxicidade do produto (Pereira; Corréa, 2018; Peres et al., 2019).
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A propésito, a exposigao direta ou indireta a agrotoxicos pode atingir a
populagcao geral, por meio de residuos encontrados em alimentos e agua em niveis
acima do permitido pela legislacao (Kim; Kabir; Jahan, 2016).

De acordo com Cunha (2011), os potenciais tipos de intoxicagdes podem ser
subdividas em trés tipos: aguda, subaguda e crénica. A intoxicagdo aguda apresenta
sintomas horas apds a exposi¢cao; enquanto que a subaguda se manifesta de forma
moderada ou baixa a produtos com uma classificacdo altamente toxica. Ja a
intoxicagao crénica caracteriza-se pelo surgimento tardio de sintomas e patologias,
que pode ser de meses ou anos apos a exposicao.

Jallow et al. (2017) destaca que o uso excessivo dos agrotéxicos no ambiente
rural tem levado a uma grande preocupacao sobre os efeitos negativos na saude e no
meio ambiente. Além disso, destaca que existe a necessidade de se compreender a
realidade vivida pelos trabalhadores, expondo os riscos do uso inadequado desses
agrotoxicos.

Dentre varios estudos, foi evidenciado que o maior percentual de intoxicagao
por agrotoxicos sdo individuos do sexo masculino e isso esta relacionado as
atividades desenvolvidas que exigem um periodo maior de exposi¢céo, no qual ha
contato mais direto e concentragdo mais altas em relagao as mulheres (de Oliveira
Silva; Costa, 2018; Corcino et al., 2019; Magalhaes; Caldas, 2019; Neves et al., 2020;
Ristow et al., 2020; Silvério et al., 2020).

Conforme Tejerina et al. (2018), a exposi¢cédo tem se intensificado cada vez
mais, visto que o Brasil tem se tornado, nos ultimos anos, o maior consumidor mundial

de agrotoxicos.

2.3.1 Intoxicagéo por exposigao oral e inalatoria

Segundo Malhat et al. (2018), na maioria das vezes, os agrotdxicos sao
aplicados por grandes pulverizadores mecanicos ou manuais, consequentemente,
durante a aplicagcdo quantidades significativas do produto atingem, solo, vida
selvagem, vegetacao e agua.

A presencga de agrotéxicos no ambiente age como integradores de processos
biogeoquimicos e a presencga dessas substancias transformam matrizes ambientais

(agua, ar e alimentos) em vias de contaminag¢ao, aumentando a extens&o de possiveis
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riscos sobre a saude em locais muitas vezes distantes dos centros de utilizagao (Lima;
Pignatti; Pignatti, 2020).

Assim, o consumo de agua € um dos potenciais riscos de intoxicagao por via
oral, ja que grande parte dos agrotdxicos € perdido por n&o atingir a praga alvo quando
aplicado (Bedos; Loubet; Barriuso, 2013). Por consequéncia, a agua da chuva leva
residuos de agrotoxicos para os recursos hidricos e para as aguas de consumo
causando efeitos toxicos na saude humana (Dores; de-Lamonica-Freire, 2001;
Agrawal; Pandey; Sharma, 2010; Sankhla et al., 2018; Tyagi et al., 2021).

Estudos mostram que outro risco de intoxicagao oral por agrotdxicos € através
de residuos que ficam nos alimentos e/ou entram na cadeia alimentar e passam a ser
fonte de alimentacado (Hajslova; Zrostlikova, 2003; Hamilton et al., 2004; Bajwa;
Sandhu, 2014; Yigit; Velioglu, 2020).

Ja a intoxicagcdo por via inalatoria € notavel, principalmente no local de
trabalho (Respiratory ..., 1998; Ye et al., 2013) isso porque, problemas como doencga
pulmonar obstrutiva crbnica e asma foram associados com o trabalho agricola e a
agricultura (Choma et al.,, 1998; Tarmure et al., 2020) e os agrotdéxicos sé&o
considerados potenciais causadores dessas doengas por intoxicacdo inalatéria
(Sprince et al., 2000; Hoppin et al., 2007; Patel et al., 2018).

A exemplo disso, dados de pesquisa pela Anvisa em 2012 apresentaram
resultados insatisfatorios em 25% das amostras analisadas em diferentes cultivos
(alface, abobrinha, uva e tomate), em 21% das amostras quantificou-se agrotoxicos
que nao sao autorizados para as devidas culturas, inclusive substancias que sao
proibidas no Brasil, enquanto que em 1,9% da amostragem havia residuos além do
permitido pela legislagéo brasileira (Brasil, 2014).

O indicativo do aumento dos efeitos deletérios por agrotdxicos na saude
humana, esta relacionado a persisténcia no meio ambiente, toxicidade e a
possibilidade de adentrar na cadeia alimentar. A toxicocinética, conforme figura 4,
mostra que os agrotoxicos entram no corpo humano decorrente do contato direto com
substancias quimicas através dos alimentos (em especial frutas e vegetais), agua e

ar contaminados (Maurya; Malik, 2016).
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Figura 4 - Representagdao do modelo toxicocinético.
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Fonte: Maurya e Malik (2016)

Dentre os efeitos associados a exposigao crénica a ingredientes ativos de
agrotoxicos podemos citar a infertilidade, impoténcia, abortos, malformagdes,
neurotoxicidade, desregulacdo hormonal, efeitos sobre o sistema imunolégico e
cancer.

Portanto, esses tipos de intoxicagdes afetam principalmente os moradores
e/ou trabalhadores do meio rural que estdo diretamente expostos no dia-a-dia e
manuseio, mas o0 meio urbano também sofre risco de intoxicagdo, devido a
contaminacgao dos alimentos e ambiental (Palma; Lourencetti, 2011).

Outra informacgao importante € que dados do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), considerou os ingredientes
ativos mais vendidos no ano de 2019 sendo: glifosato, 2,4-D, mancozebe, acefato,
atrazina, entre outros (DE ASSUNCAO et al., 2021). Isso destaca a importancia de
estudo sobre potencial risco de intoxicagdes desses compostos que estao atualmente

em alta de aplicagdo na agricultura.

2.4 N-Fosfonometil-Glicina (Glifosato)
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O N-fosfonometil-glicina (glifosato) (Figura 5) é um herbicida de amplo
espectro, pos-emergente e de agao nao-seletiva, utilizado também em pastagens e

culturas de milho, arroz e soja (Coutinho; Mazo, 2005).

Figura 5 - Férmula estrutural do glifosato.
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Fonte: TONI; SANTANA; ZAIA (2006).

Conforme Amarante Junior et al. (2002), o glifosato € indicado para o controle
de ervas daninhas e algumas culturas que uso deste produto sio, culturas de arroz
irrigado, cana-de-agucar, café, citros, macga, milho, pastagens, soja (plantio direto ou
indireto), fumo, uva e soqueira em cana-de-acucar. E indicado, ainda, para as culturas
de ameixa, banana, cacau, nectarina, péra, péssego, seringueira e plantio direto do
algodéo.

Segundo Murakami et al. (2017), a mistura com outros herbicidas pode reduzir
a atividade do produto, ocasionando o chamado antagonismo. Para aumentar a
eficiéncia na eliminagdo de ervas, pode-se utilizar glifosato misturado com outros
herbicidas, tais como formulados a base de 2,4-D, terbutilazina, simazina, alaclor e
diuron, por exemplo.

O glifosato costuma ser pulverizado sendo, em geral, absorvido na planta
através de suas folhas, no qual é transportado por toda a planta, agindo nos varios
sistemas enzimaticos, inibindo o metabolismo de aminoacidos (Amarante Junior et al.,
2002).

As plantas tratadas com glifosato morrem lentamente, em poucos dias ou
semanas e, devido ao transporte por todo o sistema, nenhuma parte da planta
sobrevive (Coutinho; Mazo, 2005).

Este herbicida livre no solo é degradado rapidamente a didxido de carbono,
pela atividade microbiana, enquanto que o glifosato adsorvido € degradado mais

lentamente, ou ndo degradado, persistindo inativo durante anos (Arantes, 2010).
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Apesar do glifosato ser considerado um produto de mediana ou baixa
toxicidade (Rodriguez-Gil et al., 2021), estudos tém demonstrado que o glifosato pode
apresentar toxicidade, mesmo quando em baixas doses (Romano et al., 2010;
Romano et al., 2012; Abarikwu et al., 2015), e efeitos deletérios no ambiente,
principalmente pela resisténcia que algumas espécies de ervas adquire apds 0 uso

prolongado do herbicida.

2.4.1 Toxicidade reprodutiva do glifosato

Estudos demonstram que o glifosato pode desempenhar o papel de
desregulador enddcrino levando ao atraso na instalacdo da puberdade, redugéo
significativa na espermatogénese e na esteroidogénese de ratos expostos durante a
pré-puberdade, mesmo em baixa dose (5 mg/kg) (Romano et al., 2010; Romano et al.,
2012).

Segundo Dallegrave et al. (2007), ratos machos expostos in utero e durante
lactacdo ao glifosato apresentaram aumento na percentagem de espermatozoides
anormais e uma reducao dose-dependente do nivel sérico de testosterona durante a
puberdade e uma reducao da producao e reserva espermatica durante a vida adulta.
Além disso, os testiculos dos animais demonstraram sinais de degeneracédo de
espermatides em ambas as idades.

Diferentes estudos recentes, apresentaram alteracbes reprodutivas
decorrentes da exposigdo ao glifosato. Essas avaliagbes foram baseadas em
exposi¢cao aguda ou subaguda oral (gavagem ou ragao preparada) em doses muito
diferentes da exposicdo humana (Cai et al., 2017; Anifandis et al., 2018; Pham et al.,
2019; Gorga et al., 2020).

Outra forma de avaliagcao é através da utilizacido de animais como modelos
experimentais em estudos de exposi¢ao a agrotoxicos por vias oral e intraperitoneal
(Arab et al., 2018; Kaya et al., 2018; Pereira et al., 2019). A via oral assemelha-se a
exposi¢cao humana a alimentos e agua contaminados, entretanto, a via intraperitoneal,
nao esta relacionada a exposicdo humana real. As vias de exposi¢cdo ocupacional sao
a dérmica e/ou inalatdria, sendo estas ideais para a avaliagao dos efeitos toxicos em

estudos experimentais, que visem correlagdes a exposi¢cao do trabalhador rural.

2.5 Acido Diclorofenoxiacético (2,4-D)
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O herbicida 2,4-D (acido diclorofenoxiacético) (Figura 6) foi registrado para o
uso em 1940. E caracterizado pela sua seletividade e utilizagéo para controlar ervas
daninhas de folhas largas em diferentes locais como, em plantagdes, gramados,
florestas e em ambientes aquaticos (Burns; Swaen, 2012). Em ambientes aerdbicos é
degradado com facilidade, com cerca de 2 a 13 dias. Assim, é utilizado amplamente
por todo mundo principalmente em culturas de cereais, grama e vegetais (Amarante
Junior et al., 2002; Burns; Swaen, 2012).

Figura 6 - Férmula estrutural do 2,4-D.
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Fonte: CAMPOS e VIEIRA (2002).

Diversos disturbios em animais e seres humanos como carcinogénese,
embriotoxicidade, imunotoxicidade, teratogénese, neurotoxicidade, desregulagéo
enddcrina, toxicidade renal, necrose e estresse oxidativo, sao efeitos apontados como
consequéncia quando exposigao ao 2,4-D (Venkov et al., 2000; Charles et al., 2001;
Tuschl, Schwab, 2003; Marouani et al., 2017).

O 2,4-D apresenta classificagéo toxicolégica como classe | (extremamente
téxico) (Mussy et al., 2013). E amplamente utilizado nas culturas de arroz, aveia, café,
cana-de-agucar, centeio, cevada, milho, pastagem, soja, sorgo e trigo, pode ser
aplicado nas fases pré e pods-emergéncia de pragas infestantes, contaminando
diretamente as matrizes (ar, agua e solo), trabalhadores, moradores e até mesmo
consumidores desses produtos (Brasil, 2019).

Para a avaliagdo da seguranga ou do risco da exposi¢ao ao 2,4-D devem ser
considerados a via de exposigdo e o0 momento da vida em que o contato com o
agrotoxico ocorre (Tuschl; Schwab, 2003). Quanto a via de exposi¢ao, a mesma pode

ocorrer através da respiragao (via inalatéria), da pele (via dérmica), da ingestao (via
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oral). Além disso, as pessoas podem ser expostas em diferentes momentos da vida,
intra-utero, lactagao, infancia, adolescéncia, fase adulta e senescéncia (Joshi et al,
2012 apud Marouani et al., 2017, p. 7).

Nos estudos de Arbuckle et al. (1999) e Swan et al. (2003); foi quantificado
sinais do herbicida 2,4-D no sémen de fazendeiros do Canada e de homens de areas
urbanas nos Estados Unidos. Esse fato pode representar maior risco de alteracdes
durante a fertilizagdo e/ou dano para o feto na formacao.

Os efeitos da exposi¢cédo ao herbicida 2,4D a saude pode ser dividida quanto
a exposigao crénica e aguda (Pignati et al., 2017). A exposigdo aguda geralmente é
considerada em uma unica exposicao em quantidade elevada, podendo causar efeitos
que se manifestam em até 24 horas apds exposicao (Souza et al., 2017). Em geral,
essa exposi¢cao geralmente ocorre em acidentes, tentativas de suicidio e exposigéo
através de pulverizagdo (Monquero; Inacio; Silva, 2021). Ja a exposi¢ao crénica,
decorre da exposicao repetida, em menores doses, podendo manifestar sintomas em
semanas, meses ou anos (Murakami et al., 2017).

Os efeitos a saude por exposicdo ao 2,4D podem apresentar manifestacdes
quanto a efeitos nefrotdxicos, hepatotoxicos, neurotdxicos, além disso, em ratos tem
evidenciado alteragcbes no sistema reprodutor (Charles et al., 2001; Tayeb et al.,
2010).

2.5.1 Toxicidade reprodutiva do 2,4-D

A toxicidade sob o sistema reprodutor, decorrente da exposicdo ao 2,4-D,
pode acometer e induzir alteragdes morfologicas em testiculos, préstata e no processo
de producdo de espermatozoides, bem como a qualidade dos mesmos (Marty et al.,
2013).

Boulakoud et al. (2001), observaram a diminuigao da fertilidade em ratos, em
decorréncia a exposigao ao 2,4D nas doses de 100 ou 125mg/kg/dia. Ja no estudo de
Marouani et al. (2017), foi observado alteracbes na cabecga, corpo e calda dos
espermatozoides, impactando diretamente na qualidade reprodutiva dos ratos
machos.

Casos como oligoastenozoospermia, teratozoospermia e astenozoospermia
foi detectado em Ontario no Canada apds realizar andlise espermatica de 32

agricultores que eram diariamente expostos ao 2,4-D. Em 50% das amostras de
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sémen coletadas, foi encontrado quantidades acima de 20 nM de 2,4-D.Porém néo se
sabe ainda quais os mecanismos da possivel interferéncia causada sobre a qualidade
espermatica (Arbuckle et al., 1999; Tan et al., 2016).

Outros efeitos de toxicidade reprodutiva que podem ser citados sobre a
exposicao ao 2,4-D, sdo anomalias na cabega de espermatozoides de camundongos
e diversas alteracodes testiculares em ratos, com reducao da producao espermatica e
da motilidade (Amer; Aly, 2001; Marouani et al., 2017). O 2,4-D também pode causar
decréscimo do numero de espermatdcitos e espermatides, degeneragao das células
intersticiais e de espermatogébnias, danos as células de Sertoli e células de Leydig
(Joshi et al., 2012 apud Marouani et al., 2017, p. 7). Além disso, também tém sido
relatadas alteracdes morfolégicas no parénquima prostatico e aumento nos niveis de
hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo estimulante (FSH) (Marouani et al.,
2017).

Apesar da importancia em termos de saude publica, os dados sobre os efeitos
reprodutivos do 2,4-D sao escassos. Muitos aspectos precisam ser esclarecidos para
se estimar com maior precis&o os riscos da contaminagao humana e ambiental. Assim,
torna-se extremamente relevante e necessaria a investigagdo dos seus efeitos,
especialmente em exposi¢gdes cronicas e em concentracbes ambientalmente

relevantes.

2.6 Sistema reprodutor masculino

O sistema genital masculino dos ratos (Figura 7) é composto pelas gbnadas,
os testiculos, pelas vias genitais intra e extratesticulares - rede testicular, ductos
eferentes, epididimo, ductos deferentes e uretra, pelas glandulas sexuais acessorias
- préstata, glandula vesicular e glandula bulbouretral, e pelo érgao copulador, o pénis
(Lee et al., 2009; Costa et al., 2015).
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Figura 7 - Anatomia do sistema genital masculino de roedores.
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Fonte: Knoblaugh et al. (2017).

Os testiculos apresentam-se envolvidos por uma capsula grossa de tecido
conjuntivo denso, denominada tunica albuginea. Esta é espessada na superficie
dorsal do testiculo, onde forma o mediastino, do qual partem septos, que dividem os
testiculos em I6bulos. Cada I6bulo é ocupado por tubulos seminiferos altamente
enovelados, envolvidos por um tecido conjuntivo frouxo, o tecido intersticial (Setchell;
Breed, 2006).

No testiculo, o tecido intersticial e os tubulos seminiferos sado responsaveis
pela esteroidogénese e pela espermatogénese, respectivamente (Rodrigues;
Favaretto, 1999). Os tubulos seminiferos sdo constituidos pelo tecido peritubular e
pelo epitélio seminifero, que €& composto pelas células de Sertoli e células
germinativas (espermatogdnias, espermatdécitos e espermatides, em animais adultos)
(Clermont, 1972).

De acordo com Monteiro, Bicudo e Toma (2010), a célula de Sertoli tem como
funcao:

Controle da maturagdo e da migragdo das células germinativas, estao

envolvidas na sintese de proteinas e esterdides, fagocitam células
germinativas em degeneragcao, bem como, corpos citoplasmaticos residuais
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deixados por espermatides adultas quando na espermatogénese, estédo
envolvidas no controle da passagem das secregcdes entre compartimentos
tubulares e intersticiais, além de formarem a barreira hemato-testicular.

A célula de Sertoli € o membro ativo que favorece a movimentacao das células
germinativas por intermédio das jung¢des de oclusdo, na qual, esta divide o epitélio
seminifero em dois compartimentos principais: o adluminal onde estdo alocadas as
células germinativas mais avangadas e o basal onde estdo os espermatocitos
primarios jovens e as espermatogénias (Junqueira; Carneiro, 2004). Além disso, a
célula de Sertoli é responsavel por secretar uma diversidade de fatores reguladores,
como moduladores de divisao celular, proteinas, prostaglandinas, citocinas, fator de
crescimento, entre outros (Tissue, 2008; Weinbauer et al., 2010). Alias, sdo esses
fatores que coordenam o ciclo espermatogénico dos ratos.

A espermatogénese na maioria dos mamiferos chega a durar em média 40 a
60 dias (Dettin et al, 2003) e em ratos dura aproximadamente, 51 a 53 dias
(Weinbauer et al., 2010).Diante das caracteristicas funcionais e morfoldgicas, a
espermatogénese € dividida em 3 fases: fase proliferativa e meidtica, onde ocorre a
duplicacédo do DNA, a recombinagdo génica e duas divisbes reducionais que dao
origem, sequentemente aos espermatocitos Il e as espermatides arredondadas; por
fim a fase de diferenciacdo em que as espermatides arredondadas passam por
drasticas alteragdes morfoldgicas e funcionais, como a formagédo do acrossoma e do
flagelo, e condensacao nuclear, resultando em uma célula altamente especializada, o
espermatozoide. Segundo Schillo (1997), a cabega dos espermatozoides dos
roedores € em forma de gancho. No entanto, a composi¢ao basica e a fungdo nao
difere de outros mamiferos.

O epididimo é um tubulo bastante convoluto e efetua variadas funcoes,
incluindo armazenamento e transporte de espermatozoides, maturagao, protegao do
esperma e concentragao (Kirchhoff, 1999; Rodriguez; Kirby; Hinton, 2002).

Na maior parte das espécies, incluindo roedores e humanos, o epididimo
conta com divisdo em quatro regides anatdbmicas: o segmento inicial, cabega (caput),
corpo (corpus) e cauda (cauda) (Cornwall, 2009). Segundo Joseph, Shur e Hess
(2011), ainda segue subdivididos pelo tecido conjuntivo em segmentos intra-regionais

separados.
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A propésito, Costa et al. (2015) afirma que:

O ducto epididimario é revestido por epitélio simples colunar
pseudoestratificado apresentando células principais, basais, apicais e de
“halo claro”. As células principais sao predominantes e apresentam
caracteristicas morfolégicas e histoquimicas que diferem ao longo do ducto,
possibilitando a caracterizacdo de nove diferentes zonas epididimarias.

O epididimo desempenha variadas fungdes, incluindo o transporte de
espermatozoides provenientes do testiculo, protecdo, maturacdo, concentragao e
estocagem dos gametas (Cosentino; Cockett, 1986; Hermo; Robaire, 2002;
Rodriguez; Kirby; Hinton, 2002).

O ducto deferente de rato € um 6rgao par, pertencente a genitalia acessoria
masculina e possui forma alongada e cilindrica. Sua principal fungdo é conduzir os
espermatozoides provenientes dos ductos seminiferos. Esta localizado entre a
glandula prostatica (porgdo distal) e a cauda do epididimo (por¢do proximal)
(Kennedy; Heidger Jr, 1979).
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CAPITULO 2

O presente estudo deu origem a um artigo intitulado “Chronic consumption of
contaminated feed with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) herbicide in rodents:
effects on male reproductive health”, submetido e aceito pelo periédico Medicina
(Ribeirao Preto), ISSN 2176-7262 - Qualis A3 pela CAPES).
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Resumo

Introducao: O herbicida 2,4- acido diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos agrotoxicos
mais utilizados no mundo. Ha evidéncias de que este herbicida pode induzir efeitos
deletérios em organismos nao-alvo, incluindo prejuizo na fungao reprodutiva. Objetivo:
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos reprodutivos do consumo crénico de
racdo contaminada com 2,4-D em ratos, utilizando simulagdo de pulverizacao
ambiental de alimentos. Métodos: Animais expostos oralmente receberam racgao
nebulizada com solucdo de 2,4-D em diferentes concentragcbes por 180 dias: 0
(controle - GC), 20,69 (GBC), 34,63 (GMC) ou 51,66 ppm dia-1 (GAC). Resultados:
A qualidade espermatica foi prejudicada pelo 2,4-D. A porcentagem de
espermatozoides com movimento progressivo, numero de espermatozoides no
testiculo e producgao diaria de espermatozoides foram menores em todos os grupos
expostos ao herbicida, quando comparados ao GC. A contagem de espermatozoides
na cabega/corpo e cauda do epididimo foi reduzida em GMC e GAC, e o tempo de
transito espermatico atrasou no epididimo em GBC. Houve impacto negativo na
morfologia espermatica e na integridade da membrana plasmatica em GMC e GAC,
respectivamente. Esfoliagdo de células germinativas no lumen dos tubulos
seminiferos e vacuolizagao epitelial no epididimo foram encontradas em GAC.
Concluséo: Este é o primeiro estudo a descrever o impacto negativo na morfofisiologia
reprodutiva masculina apds exposicao cronica ao 2,4-D, utilizando nebulizagcdo de
alimentos em concentragbes ambientalmente relevantes, com base no uso
agrondmico do herbicida. As lesdes reprodutivas identificadas levantam

preocupacdes sobre os impactos da ampla exposi¢cédo da populagéo ao 2,4-D.

Palavras-chave: Exposicdo a pesticidas, Espermatozoides, Reproducdo, Exposi¢cado

ambiental, Ratos.
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3.1 INTRODUGAO

A projecdo de uma populagdo mundial de nove bilhdes de pessoas até 2050
(FAO, 2006) e o desperdicio global de alimentos (Parfitt et al. 2010) indicam
perspectiva de aumento na demanda por produgao agricola. A produgao de alimentos
continua crescendo em varios paises devido a necessidade de uma nutricao
melhorada, mesmo com o cessar do crescimento populacional (FAO, 2006). Diante
desse cenario, fica dificil diminuir o uso dos agrotéxicos e manter a produgao e
rendimento das culturas (McLaughlin; Kinzelbach, 2015).

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos herbicidas mais utilizados no
mundo. E um herbicida sistémico pré-emergente e pds-emergente que controla
plantas daninhas de folha larga em lavouras de cana-de-agucar, trigo, soja, milho,
arroz, frutas e hortaligas, gramados, florestas e ambientes aquaticos (Song, 2014).

Este herbicida pode causar efeitos negativos em organismos nao-alvo (Islam et
al. 2018). Estudos de consumo crénico de ragdo contaminada com 2,4-D em ratos,
seguindo o mesmo protocolo de exposicdo usado no presente estudo, mostrou
cardiotoxicidade (De Oliveira Mantovani et al., 2021), alteragbes das propriedades
mecanicas da tibia (Rocha et al., 2020) e estimulo da proliferagao do epitélio da lingua
e inflamagao resposta na mucosa oral (Parizi et al., 2020).

A exposicdo ao 2,4-D pode alterar o metabolismo das células de Sertoli,
alterando metabolismo da glicose e prejudica a espermatogénese em ratos (Guerrero-
Bosagna et al., 2013). Além disso, o herbicida pode atuar como um possivel
desregulador enddcrino. O 2,4-D diminui os niveis de colesterol nas células de Leydig
com consequente redugao na testosterona e degeneragao de células germinativas e
células de Sertoli (Harada et al., 2016). Embora alguns mecanismos de toxicidade
reprodutiva sejam conhecidos, a maioria dos estudos
foca na exposi¢cao aguda ou subaguda e doses que nado mimetizam a exposi¢ao real.

O maior nivel de exposi¢ao ao 2,4-D ocorre devido ao contato ocupacional por
fabricagéo e aplicagdo em silvicultura e agricultura. No entanto, a populagdo em geral
também pode ser afetada pelo consumo de agua e alimentos contaminados ou
contato com solo e ar contendo residuos de herbicidas (IARC, 2018). Este estudo
avaliou os efeitos reprodutivos do consumo crénico de ragao contaminada com 2,4-
D em ratos machos. O método de exposi¢ao (nebulizagdo de alimentos) em diferentes
concentragbes (adaptadas conforme prescrigdes agrondémicas) que simulam a

pulverizagdo ambiental e sdo o grande destaque deste estudo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Agentes Quimicos

Para exposicdo dos animais, foi utilizada a formulacdo comercial de (2,4-
diclorofenoxi) acido acético (2,4-D; Nortox S.A., Arapongas, Parana, Brasil, registrado
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento n® 03009). A formulacgao foi
constituida por 806 g/L (80,6% m/v) de sal dimetilamina de acido (2,4-
diclorofenoxi)acético (2,4-D); 670g/L (67,0% m/v) de acido equivalente de 2,4-D e
4249/L (42,4% m/v) de ingredientes inertes. A formulagéo 2,4-D foi diluida em 10 mL
de solugao salina 0,9% (solugéo de cloreto de sddio — NaCl) nas concentragdes

preconizadas para cada grupo experimental.

3.2.2 Animais

Ratos Wistar machos adultos (n = 40) foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade do Oeste de Sdo Paulo (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil.
Durante o experimento, os animais foram alocados em gaiolas de polipropileno (43
cm x 30 cm x 15 cm) com maravalha de qualidade laboratorial como cama. Os ratos
foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura (22 £ 2 °C) e iluminagéo
(12L, fotoperiodo 12D). Ragéao para ratos (Supralab®, Alisul, Brasil) e agua filtrada da
torneira foram fornecidas a vontade aos animais. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UNOESTE (Protocolo n° 4868-
CEUA). Também atende aos principios de cuidados com animais de laboratorio

formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2.3 Desenho experimental

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n
= 10 animais por grupo):
- Grupo controle (GC): os ratos consumiram diariamente ragdo previamente

nebulizada com soro fisiologico 0,9% (veiculo);
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- Grupo de baixa concentracédo (GBC): os ratos consumiram diariamente ragao
previamente nebulizada com 2,4-D na concentragao de 20,69 ppm (187,17 mg m-3
correspondendo a 3,71 x 10-3 g de ingrediente ativo por hectare).

- Grupo de média concentragao (GMC): os ratos consumiram diariamente ragao
previamente nebulizada com 2,4-D na concentragcéo de 34,63 ppm (313,31 mg m-3
correspondendo a 6,19 x 10-3 g de ingrediente ativo por hectare).

- Grupo de alta concentracado (GAC): os ratos consumiram diariamente ragcao
previamente nebulizada com 2,4-D na concentragc&o de 51,66 ppm (467,93 mg m-3
correspondendo a 9,28 x 10-3 g de ingrediente ativo por hectare).

As diferentes concentracbes do herbicida 2,4-D utilizadas consideram
concentragdes ambientalmente relevantes, de acordo com a aplicacdo do produto e
sua prescricdo agrondmica. As concentragdes de 2,4-D utilizadas na agricultura (em
gramas de ingrediente ativo por hectare - g.i.a) foram ajustadas as dimensdes das

caixas de exposi¢ao, conforme Parizi et al. (2020).

3.2.4 Protocolo de exposig¢ao ao herbicida 2,4-D

Duas caixas plasticas (32 x 24 x 32 cm) conectadas a um nebulizador
ultrassénico (Pulmosonic Star®, Brasil) foram utilizadas para exposicao, segundo
Mello et al. (2018). A ragéo foi exposta nas caixas conectadas ao nebulizador, por 15
minutos (tempo necessario para que toda a solugdo (10 mL) fosse nebulizada) a
solucao 2,4-D na concentragao de cada grupo experimental.

A exposicao ocorreu um dia antes da ragao ser oferecida aos animais e a ragao
foi trocada a cada dois dias. A ragao residual foi pesada a cada troca para avaliar a

quantidade ingerida. Os animais foram expostos por um periodo de 180 dias.

3.2.5 Coleta de tecidos e érgaos

Ao final do periodo de exposi¢do, os ratos de cada grupo experimental foram
anestesiados e eutanasiados pela administragdo de 100mg'kg pc de tiopental sédico
(ip., Syntec, EUA). O testiculo direito, epididimo e ducto deferente, préstata ventral,
vesicula seminal (sem a glandula coagulante e cheia de secreg¢ao), foram removidos

€ seus pesos determinados.
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3.2.6 Motilidade e morfologia espermatica e integridade da membrana plasmatica

Imediatamente apds a eutanasia, o ducto deferente esquerdo foi coletado para
obtencao dos espermatozoides em 1,0mL de solugio salina tamponada com fosfato
a 34°C. A cémara de contagem de Neubauer aquecida foi carregada com uma
pequena aliquota de solugao espermatica. A avaliagao da motilidade espermatica foi
realizada por estimativa visual (200 espermatozoides por animal, em duplicata) sob
um microscopio (Leica DMLS) com aumento de 200X. Os espermatozoides foram
classificados em imdveis, mdveis sem progressao e mdveis com progressao, segundo
Perobelli et al. (2012).

O ducto deferente direito foi coletado para obtengao de espermatozoides que
foram fixados em 1,0mL de formol salina. A analise da morfologia espermatica foi
realizada ao microscopio (ampliagdo de 400x) (Seed et al, 1996). Os
espermatozoides foram classificados de acordo com Filler (1993).

A vitalidade espermatica (integridade da membrana plasmatica) foi avaliada
usando o teste de coloragdo de eosina-nigrosina (OMS 1999). Duzentos
espermatozoides foram contados em microscopio de luz (ampliagdo de 1000x), e
classificados em néo corados (espermatozoides vivos) e corados em vermelho

(espermatozoides mortos).

3.2.7 Producao diaria de espermatozoides por testiculo, niumero de espermatozoides

e tempo de transito no epididimo

Os testiculos direitos foram descapsulados e os segmentos cabega/corpo e
cauda do epididimo direito foram separados. Os tecidos foram congelados até a
contagem de espermatozoides. As espermatides no estagio 19 da espermiogénese e
os espermatozoides na cabega/corpo e cauda do epididimo foram contados conforme
descrito anteriormente por Robb et al. (1978), com adaptag¢des de Fernandes et al.
(2007). O numero de espermatides no estagio 19 foi dividido por 6,1 (Que é o numero
de dias do ciclo seminifero em que essas espermatides estdo presentes no epitélio
seminifero) para calcular a producao diaria de espermatozoides (PDE). O tempo de
transito dos espermatozoides pelos segmentos do epididimo foi determinado pela
divisdo do numero de espermatozoides em cada segmento pela PDE (Robb et al,
1978).
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3.2.8 Histologia do testiculo e epididimo

O testiculo esquerdo e epididimo (n = 10 por grupo) foram coletados e fixados
em formalina tamponada (10%) por 24 horas. Apos esse periodo, o testiculo e o
epididimo foram seccionados ao longo de seus eixos transversal e longitudinal,
respectivamente, e devolvidos a formalina tamponada por mais 24 horas. As pecas
foram embebidas em parafina e seccionadas a 5um. Os cortes de tecidos utilizados
para avaliacdo histologica foram corados com hematoxilina e eosina (HE),
examinados e fotografados por microscopia de luz.

A organizacgao da citoarquitetura do tecido intersticial e epitélio seminifero e a
ocorréncia de alteracbes como presengca de vacuolizagido intraepitelial, células
acidofilas com nucleo picnotico, células germinativas multinucleadas, descamacgéao de
células germinativas, perda de células germinativas, atrofia tubular e parada da
espermatogénese foram examinadas. No epididimo, foi investigada a presencga de
alteracao cribriforme no epitélio, vacuolizacado epitelial, infiltrados inflamatérios no
tecido intersticial, quantidade e aspecto dos espermatozoides no lumen (Kempinas;
Klinefelter, 2014).

3.2.9 Analise estatistica

Para comparagao dos parametros foram realizados ANOVA com teste de
Tukey a posteriori ou teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com teste de Dunn a
posteriori. Um teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para testar as distribuicoes
normais antes das analises estatisticas. As diferengas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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3.3 RESULTADOS

Os pesos do testiculo, epididimo, ducto deferente, préstata ventral e vesicula
seminal foram semelhantes entre os grupos experimentais (Tabela 1).

A porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva foi reduzida (p
< 0,05) nos grupos das trés concentragdes do herbicida em relagdo ao GC (Figura
1A). Além disso, a porcentagem de espermatozoides iméveis foi aumentada (p < 0,05)
no GAC em relacadto ao GC (Figura 1C). No entanto, a porcentagem de
espermatozoides sem progressdo do movimento foi semelhante entre os grupos
experimentais (p > 0,05) (Figura 1B).

Houve reducao significativa (p < 0,05) na porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais, com consequente aumento de anormalidades do flagelo
no GMC, quando comparado ao GC (Tabela 2). Além disso, as anormalidades
morfolégicas da cabega do espermatozdide foram maiores no GMC em relagéo ao
GC. A integridade da membrana plasmatica estava diminuida no GAC em
comparagao ao GC (Tabela 2).

Os numeros absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e PDE
absoluta e relativa foram reduzidas (p < 0,05) em todos o0s grupos expostos ao
herbicida, quando comparados ao GC. (Tabela 3). Os numeros absolutos e relativos
de espermatozoides na cabega/corpo e cauda do epididimo foram reduzidos (p < 0,05)
no GMC e GAC quando comparados ao GC e GBC apds exposi¢éo oral (Tabela 3).
Além disso, houve um atraso significativo (p < 0,05) no tempo de transito espermatico

na cabeca/corpo e cauda do epididimo no GBC em comparacéo ao GC (Tabela 3).
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Tabela 1 - Peso dos 6rgaos de ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D

Parametro GC GBC GMC GAC
Testiculo (g) 1.67+0,09 1.65+0,12 1.60+0,06 1.63+0,09
Epididimo (mg) 702.70+£26,99 676.70+£60,57 699.10+£106,83 730.66+93,72
Vaso deferente (mg) 145.10+11,94 157.70+17,48 158.90+23,33 159.37+20,41
Prostata ventral (mg) 647.90+107,63 622.70+169,07 561.80+172,62 578.00+149,15
Vesicula seminal cheia (g) 1.4310,26 1.2410,36 1.1210,33 1.3710,24
Vesicula seminal vazia (mg)  692.70+109,35 655.10+172,40 611.30+104,33 767.00£122,02

Valores expressos em média DP. ANOVA com teste de Tukey a posteriori (p > 0,05). GC= Grupo Controle. GBC= Grupo Baixa Concentragdo. GMC=
Grupo Média Concentragao. GAC= Grupo Alta Concentracdo. Fonte: Elaborado pelos autores.

Figura 1 - Motilidade espermatica em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D.
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A) mével com movimento progressivo. B) mével sem progressao. C) imdvel. Valores expressos em mediana (Q1 — Q3). Teste de Kruskall-Wallis, com teste de
Dunn a posteriori. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). GC = Grupo controle. GBC = Grupo de baixa concentragéao.
GMC = Grupo de média concentragdo. GAC = Grupo de alta concentragdo. Fonte: Elaborado pelos autores.
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Tabela 2 - Morfologia espermatica e integridade de membrana plasmatica em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D.

Parametro GC GBC GMC GAC
Espermatozoides normais (%) 96,25 (95,25-97,50)a 94,50 (93,50-97,00)a 88,50 (86,25-89,25)b 92,75 (91,50-96,25)ab
Anormalidades morfolégicas de cabecga do 4,03 (1,00-11,00)a 5,03 (1,00-14,00)a 5,73 (1,00-17,00)ab 8,96 (2,00-19,00)b
espermatozoides (%)

Anormalidades morfolégicas de cauda de 2,25 (1,5-3,5)a 2,50 (2,00-4,00)ab 6,00 (3,50-8,50)b 3,75)3,37-4,12)ab
espermatozoides (%)

Integridade de membrane plasmatica (%) 94,70 (92,00-98,00)a 92,70 (90,50-94,50)a 89,45 (86,50-91,50)b 89,00 (86,50-93,00)b

Valores expressos em mediana (Q1 — Q3). Kruskall-Wallis com test a posteriori Dunn. Letras diferentes indicam diferanca estatistica significante (p<0,05). GC=
Grupo Controle. GBC= Grupo Baixa Concentracdo. GMC= Grupo Média Concentragdo. GAC= Grupo Alta Concentracao. Fonte: Elaborado pelos autores.



Tabela 3 - Contagem de espermatozoides no testiculo e epididimo em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D.
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Parametro GC GBC GMC GAC
Testiculo

NUmero de espermatozoides (x10°/g) 206,89+24,68a 150,82+15,56b  143,86+20,32b 146,53+9,89b
NUmero de espermatozoides por grama de 6rgéo (x10°/g) 138,94+13,92a 110,84+£10,65b 103,10+16,13b 104,30+8,59b
Produgéo diaria de espermatozoéide (x108/testiculo/dia) 33,91+4,04a 24,33+2,89b 23,57+3,33b 24,05+1,59b
Producéo diaria relativa de espermatozoides (x108/g/dia) 22,78+2,27a 17,73+1,97b 17,10+2,56b 17,12+1,46b

Cabecgal/corpo do epididimo
NUmero de espermatozoides (x10°)
NUmero de espermatozoides por grama de 6rgéo (x10°/g)

Tempo de transito (dias)
Cauda epididimo

NUmero de espermatozoides (x10°)
NUmero de espermatozoides por grama de 6rgéo (x10°/g)

Tempo de transito (dias)

133,96+12,28a
365,33+£23,17a

3,96+0,76a

227,33.127,22a
934,00+41,82a

6,78+1,15a

139,94+9,42a
365,32+19,95a

5,85+0,67b

213,01+30,50a
915,33+45,13a

8,75+1,16b

96,56+12,63b
295,85%£19,14b

4,17+0,8a

177,86+14,92b
756,66+31,30b

7,82+1,18ab

96,33+11,98b
287,08+16,7b

4,07+0,58a

174,97+22,22b
756,00+24,42b

7,25%1,15a

Valores expressos em média + Desvio Padrao (DP). ANOVA com a posteriori de Tukey. Letras diferentes indicam diferanga estatistica significante (p<0,05).
GC= Grupo Controle. GBC= Grupo Baixa Concentragdo. GMC= Grupo Média Concentragao. GAC= Grupo Alta Concentragédo. Fonte: Elaborado pelos

autores.
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Na analise histologica do testiculo, os tubulos seminiferos apresentaram 14
estagios do ciclo espermatogénico e morfologia normal nos ratos controle (GC)
(Figura 2A). As alteracdes histopatoldgicas testiculares observadas foram focais e
mostraram variabilidade interindividual. Observou-se esfoliacdo de células
germinativas imaturas e restos celulares no interior do lumen dos tubulos seminiferos
em 60% dos ratos do GAC (Figura 2B — 2E). No entanto, essas alteragdes aparecem

em apenas 2% dos cortes dos tubulos seminiferos (p > 0,05).

Figura 2 - Histologia do testiculo (A — E) e do epididimo (F — H) dos animais do grupo

controle e expostos ao 2,4-D.

A) Grupo controle (GC). Observe a morfologia normal dos tubulos seminiferos e do tecido intersticial.
B, C, D) Grupo exposto a alta concentracao de 2,4-D (GAC). E) Grupo exposto a baixa concentragao
de 2,4-D (GBC).

Observar a presenca de esfoliagdo de células germinativas imaturas e restos celulares dentro do limen
dos tubulos seminiferos (*) em B — E. F) Aspecto normal do epitélio epididimal e ldmen no grupo controle
(GC). G) Observe a vacuolizagao epitelial no epididimo (seta) em GAC. H) Observar a presenga de
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células germinativas imaturas e detritos no limen do epididimo (cabega de seta) em GAC. A, B,Ce F:
100X; D, E, G e H: 400X. coloragdo H&E. Fonte: Elaborado pelos autores.

Os epididimos do grupo controle apresentam aspecto normal de epitélio e
lumen (Figura 2F). Vacuolizagdo epitelial no epididimo (Figura 2G) e células
germinativas imaturas no lumen do epididimo (Figura 2H) foram encontradas em 20%

dos animais do GAC e em 2% das sec¢des do ducto epidimario (p > 0,05).

3.4 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, varios estudos apontam um declinio na qualidade
seminal com consequente impacto nas taxas de fecundidade (Grant et al., 2006;
Cooper et al., 2010; Rolland et al., 2013). Nao ha consenso sobre a diminuigdo dos
parametros do sémen ao longo do tempo entre os homens. No entanto, dados
relevantes suscitam preocupacao sobre este assunto. Embora as possiveis causas
nao tenham sido estabelecidas, varios fatores podem estar associados, incluindo a
exposicdo a contaminantes ambientais (Mann et al., 2020).

O herbicida 2,4-D é um dos mais utilizados no mundo, por isso é fundamental
entender seus possiveis impactos na reproducdo masculina, principalmente em
exposigdes cronicas e concentragdes ambientalmente relevantes. No presente
estudo, a exposigao oral cronica ao 2,4-D através do consumo de ragado contaminada
causou efeitos deletérios na morfofisiologia reprodutiva masculina, principalmente na
qualidade espermatica.

Os pesos dos orgaos reprodutivos ndo foram afetados pela exposicdo ao
herbicida. A alteragdo testicular que causou diminuicdo no numero de
espermatozoides no testiculo e na producado diaria de espermatozoides nao foi
suficiente para reduzir a massa do 6rgdo. No entanto, Marouani et al., (2017)
observaram redug¢ao nos pesos de testiculos, vesiculas seminais e prostata de ratos
apos alimentagao forgada oral com 100 e 200 mg de 2,4-D/kg durante 30 dias. Uma
diminuicdo no peso dos testiculos e glandulas acessérias sexuais também foi
encontrada apos exposicao oral a 50, 100 e 150 mg/kg durante 30 e 45 dias (Joshi et
al., 2012).

Um dos mecanismos de toxicidade testicular sugeridos para o 2,4-D esta
relacionado a interrupcdo da homeostase do colesterol/testosterona nas células de

Leydig (Harada et al., 2016). Os niveis de testosterona estdo correlacionados com os
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pesos dos testiculos, vesiculas seminais e préstata (Prins et al., 1991). Assim, os
resultados dos pesos dos érgaos no presente estudo sugerem auséncia ou alteragao
reversivel da testosterona durante a exposi¢cao crénica com adaptacoes fisioldgicas.
A homeostase adaptativa descreve mudancas transitérias na faixa homeostatica que
ocorrem em resposta a exposi¢cao subtdxica. Também pode ocorrer em exposi¢oes a
xenobidticos em niveis toxicos, desde que nao haja danos irreparaveis (Davies, 2016).

A qualidade espermatica dos grupos expostos a todas as concentragdes de
2,4-D foi prejudicada. A redugcdo na motilidade progressiva dos espermatozoides
observados nos grupos de exposi¢cao ao herbicida esteve relacionada principalmente
ao aumento dos espermatozoides imoéveis. No GBC a alteracdo na motilidade foi
concordante com a mudanga no tempo de transito cabeca/corpo do epididimo. No
entanto, outros mecanismos envolvidos na maturagdo espermatica ou na fisiologia
espermatica também podem ter sido afetados. A intensa progressao da motilidade
espermatica é gerada através da energia produzida pelas mitocéndrias. O herbicida
2,4-D tem sido relatado como agente nocivo as mitocéndrias (Tuschl; Schwab, 2003),
0 que pode ter causado redugao na motilidade espermatica e morte celular, observada
com o aumento de espermatozoides iméveis e diminuigdo da vitalidade (integridade
da membrana plasmatica).

De acordo com Tan et al., (2016), espermatozoides humanos ejaculados
expostos in vitro ao 2,4-D podem apresentar inibigdo da motilidade total e progressiva,
capacidade de penetracdo em meio viscoso, capacitacdo e taxas de reacgao
acrossbmica, aumentando o risco de infertilidade. Lerda e Rizzi (1991) observaram
maiores numeros de espermatozoides mortos, anormais e imdéveis em homens
expostos ocupacionalmente ao 2,4-D. Além disso, varios estudos identificaram
comprometimento da motilidade espermatica apds exposicdo ao 2,4-D em roedores
(Joshi et al., 2012, Marouani et al., 2017). Joshi et al., (2012) observaram grave
comprometimento na motilidade espermatica com impacto na fertilidade. Marouani et
al., (2017) mostraram diminuicdo da motilidade com aumento da anormalidade do
espermatozoide em ratos expostos ao 2,4-D. No presente estudo, a morfologia
espermatica também foi alterada na cabecga e no flagelo.

O herbicida 2,4-D afetou a histologia testicular. Descamagao de células
germinativas e presencga de células germinativas imaturas e restos celulares no [lumen
dos tubulos seminiferos foram observados no grupo exposto a maior concentragdo. A

descamacgao de células germinativas foi detectada no lumen do epididimo. Este
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resultado foi concordante com os estudos de Marouani et al. (2017) e Zhang et al.,
(2017).

Marouani et al., (2017) identificaram que a exposi¢ao ao 2,4-D causou redugao
do numero de espermatozoides no lumen dos tubulos seminiferos e desaparecimento
das células de Sertoli em ratos. A exposigao oral (gavagem) a 100 e 200 mg/kg/dia de
2,4-D durante 14 dias causou interrupcdo da espermatogénese com
comprometimento da histologia testicular em camundongos. Dentre as alteracbes
encontradas, destacam-se atrofia de tubulos seminiferos, epitélio, deplegdo e
descolamento de células germinativas e ruptura de células de Leydig (Zhang et al.,
2017). Esses autores sugeriram possivel envolvimento do estresse oxidativo e

apoptose na toxicidade testicular.

3.5 CONCLUSAO

O consumo crénico de ragdo contaminada com acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) em diferentes concentragdes causou efeitos deletérios na espermatogénese e
na qualidade espermatica em ratos machos adultos.

Este € o primeiro estudo a descrever o impacto negativo na morfofisiologia
reprodutiva masculina apds exposicdo cronica ao 2,4-D, utilizando nebulizagdo de
alimentos em concentragbes ambientalmente relevantes, com base no uso
agrondmico do herbicida. O método de exposigédo que simula a pulverizagdo ambiental
€ mais relevante quando comparado aos estudos encontrados na literatura, que
geralmente utilizam a exposigdo oral por gavagem (alimentagdo forgada) em
exposi¢des agudas ou subcrdnicas e doses irreais.

As mudancas reprodutivas identificadas levantam preocupagdes sobre os
impactos da ampla exposi¢ao global ao 2,4-D. Além disso, geram a necessidade de
estudos epidemioldgicos abrangentes, que considerem e correlacionem a distribuicéo

geografica dos efeitos reprodutivos e a contaminagao ambiental local.
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CAPITULO 3

O presente estudo deu origem a um artigo intitulado “Exposi¢ao oral crénica ao
herbicida glifosato em concentragdes ambientalmente relevantes: efeitos sobre a
saude reprodutiva em modelo experimental’, que sera submetido ao periddico
Environmental Science and Pollution Research (fator de impacto 4,2, Qualis A2 pela
CAPES).



60

EXPOSIGAO ORAL CRONICA AO HERBICIDA GLIFOSATO EM
CONCENTRAGOES AMBIENTALMENTE RELEVANTES: EFEITOS SOBRE A
SAUDE REPRODUTIVA EM MODELO EXPERIMENTAL

Jamile Silveira Tomiazzi Simoes’, Laura Alencar Naccaro?, Gabriela Moreira de
Jesus?, Jaqueline Nascimento da Silva* Gisele Alborghetti Nai®, Renata Calciolari

Rossi'2, Ana Paula Alves Favareto™?

'Programa de Pds-Graduagdo em Meio Ambiente e Desenvolvimento Regional,
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil.
’Faculdade de Medicina, Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente
Prudente, SP, Brasil.

3Faculdade de Artes, Ciéncias e Letras de Presidente Prudente (FACLEPP),
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil.
“Programa de Pdés-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia De Materiais, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Presidente Prudente, SP, Brasil.

SPrograma de Po6s Graduagao em Ciéncia Animal, Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil.

*Autor para correspondéncia:

Dr. Ana Paula Alves Favareto
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, Sao Paulo,
Brasil.CEP. 19.067-175.

E-mail:: anafavareto@unoeste.br (A.P.A. Favareto)



61

RESUMO

O herbicida glifosato esta entre os mais utilizados no mundo e tornou-se preocupante
devido potenciais efeitos adversos sobre a saude. Este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos reprodutivos em ratos apds consumo crdnico de ragdo contaminada
com o herbicida glifosato em diferentes concentragdes, durante 180 dias. A qualidade
dos espermatozoides foi prejudicada pelo glifosato. As porcentagens de
espermatozoides com movimentagao progressiva e nao progressiva foram reduzidas
e aumentadas, respectivamente, em GAC. A integridade de membrana plasmatica do
espermatozoéide nao foi afetada pelo herbicida. No entanto, houve aumento de
alteracdes de cabecga e cauda nos espermatozoides de GMC e GAC. A contagem de
espermatozoides no testiculo e a histologia testicular e epididimaria foram alteradas
nos trés grupos expostos ao herbicida. No testiculo apresentou tubulos seminiferos
com desorganizagéo estrutural e perda de células germinativas, células germintivas
esfoliadas na luz e vacuolizagcdo intraepitelial. No epididimo, foram observadas
alteragbes pontuais, como vacuolizagdo do epitélio, células germinativa imatura
esfoliada no lumen. Assim, a exposi¢ao crénica oral ao herbicida glifosato gerou danos

a espermatogénese e qualidade espermatica.

Palavras chave: Espermatogénese; Agroquimicos; Espermatozoide, Reproducéo
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4.1 INTRODUGAO

Os agrotoéxicos sao substancias quimicas muito utilizadas pela agroindustria
com o objetivo de facilitar e aumentar a producdo de alimentos. Embora essa
utilizagdo cumpra seu papel no aumento da produgéo agricola, seu uso pode gerar
consequéncias negativas a saude e ao meio ambiente (Arl, 2021).

Diversas substancias utilizadas na agricultura podem apresentar acao
teratogénica, mutagénica e carcinogénica, além de alteragdes reprodutivas (Kang, 2008;
Mesnage et al., 2018; Levine et al.,2020). A exposi¢ao a essas substancias, em especial
aos herbicidas, ocorre ndo somente por trabalhadores rurais e agricultores que manipulam
diretamente estes compostos (exposigao ocupacional), mas também, pela populagédo em
geral, por meio da ingestao de agua e alimentos contaminados (exposi¢ao acidental). Esta
exposicao pode desencadear problemas de saude, além de causar impactos no meio
ambiente, pela degradagdo de recursos néo renovaveis, desequilibrio da fauna e flora e
polui¢cdo do solo, ar e aguas (Parana, 2013; larc, 2018).

Um dos herbicidas mais utilizados em todo o mundo é o glifosato N-
(fosfonometil-Glicina). Ele pertence a classe quimica dos organofosforados, de amplo
espectro, hidrossoluvel, sistémico, ndo seletivo e pds-emergente, sendo constituido
de mais de 750 formulagbes (Cunha, 2011). E o principal ingrediente ativo em
herbicidas da marca Roundup® (Cunha, 2011; Machado, 2016; Pignati et al., 2017) e
utilizado em lavouras de algodao, amendoim, arroz, café, cana-de-agucar, mandioca,
soja, trigo e também em pastagens e florestas de pinus e eucalipto (Cetesb, 2018).

A utilizacao de agrotoéxicos nas plantagdes, a geragao de residuos e seu acumulo
nos compartimentos ambientais, faz com que estes produtos necessitem de estudos
aprofundados para identificacdo de seus comportamentos no meio ambiente e seus
impactos sobre homens e animais (Jardim et al., 2009).

Embora o glifosato seja classificado na categoria de herbicida praticamente nao
téxico e nao irritante pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA - US
Environmental Protection Agency) (EPA, 1993), estudos tem demonstrado efeitos
téxicos da exposicédo ao glifosato puro e a herbicidas a base de glifosato (HBGs) a
saude e ao meio ambiente (Vanlaeys et al., 2018; Zhang et al., 2019).

O ¢lifosato pode desempenhar o papel de desregulador enddcrino levando ao

atraso na instalacdo da puberdade, redugéo significativa na espermatogénese e na
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esteroidogénese de ratos expostos durante a pré-puberdade, mesmo em baixa dose (5
mg/kg) (Romano et al., 2012; Dai et al., 2016; Jarrell et al., 2020).

Estudos experimentais sobre a exposicao oral a agroquimicos frequentemente
utilizam a gavagem, periodos curtos de exposi¢ao e doses que nao se assemelham a
exposicao humana (Arab et al., 2018), que pode ocorrer através da contaminagéo
direta (inalatéria, dérmica e oral) ou indireta por meio da ingestdo de alimentos e/ou
agua contaminados (Pereira et al., 2019).

Sendo assim, este estudo avaliou os efeitos da exposi¢ao crdnica oral ao
herbicida glifosato sobre a morfofisiologia reprodutiva masculina de ratos adultos em
concentragdes e modo de exposicao ambientalmente relevantes, ajustadas conforme

a utilizacdo recomendada do herbicida.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Herbicida

Para exposicdo dos animais, foi utilizada a formulagcdo comercial a base de
glifosato (Roundup®), registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento n° 09106), com a seguinte composi¢céo: sal de Isopropilamina de
Glifosato 480 g/L (360 g/L equivalente acido). O veiculo para diluigao do herbicida foi
em 10 mL de solugdo salina 0,9% (solucdo de cloreto de sodio — NaCl) nas

concentragdes preconizadas para cada grupo experimental.

4.2.2 Animais

Ratos Wistar machos adultos (150-200g, n = 40) foram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade do Oeste de Sdo Paulo (UNOESTE), Presidente Prudente,
SP, Brasil. Durante o experimento, os animais foram alocados em gaiolas de
polipropileno (43 cm x 30 cm x 15 cm) com cama de maravalha de qualidade
laboratorial. Os ratos foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (22
+ 2 °C) e iluminagao (12L, fotoperiodo 12D). Ragéo para ratos (Supralab®, Alisul,
Brasil) e agua filtrada da torneira foram fornecidas a vontade aos animais. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UNOESTE

(Protocolo n® 5684-CEUA). Também atende aos principios de cuidados com animais
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de laboratério formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

4.2.3 Desenho experimental

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n
= 10 animais por grupo):

- Grupo controle (GC): ratos consumiram diariamente ragdo previamente
nebulizada com soro fisiolégico 0,9% (veiculo);

- Grupo de baixa concentracédo (GBC): os ratos consumiram diariamente ragao
previamente nebulizada com glifosato na concentragcdo de 3,71 x 10-3 g de
ingrediente ativo por hectare (correspondente a 20,69 ppm).

- Grupo de concentragdo media (GMC): os ratos consumiram diariamente ragao
previamente nebulizada com glifosato na concentragdo de 6,19 x 10-3 g de
ingrediente ativo por hectare (correspondente a 34,63 ppm).

- Grupo de alta concentragédo (GAC): os ratos consumiram diariamente ragao
previamente nebulizada com glifosato na concentracdo 9,28 x 10-3 g de ingrediente
ativo por hectare (correspondente a 51,66 ppm).

As diferentes concentracdes do herbicida glifosato utilizadas, consideram as
concentracdes ambientalmente relevantes, de acordo com a aplicacdo do produto e
sua prescricdo agrondmica. As concentragdes de glifosato utilizadas na agricultura
(em gramas de ingrediente ativo por hectare - g.i.a) foram ajustadas as dimensoes

das caixas de exposi¢ao, conforme Parizi et al. (2020).

4.2.4 Protocolo de exposicao ao herbicida Glifosato

Foram utilizadas duas caixas plasticas (32 x 24 x 32 cm) conectadas a um
nebulizador ultrassénico (Pulmosonic Star®, Brasil) (Mello et al. 2018). A ragao foi
exposta nas caixas conectadas ao nebulizador, por 15 minutos (tempo necessario
para que toda a solugdo (10 mL) fosse nebulizada) a solugdo glifosato na
concentragcao de cada grupo experimental. A exposi¢cao ocorreu um dia antes da ragao
ser oferecida aos animais, sendo trocada a cada dois dias. Os animais foram expostos

por um periodo de 180 dias.
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4.2.5 Coleta de tecidos e 6rgaos

Ao final do periodo de exposicao, os ratos de cada grupo experimental foram
anestesiados e eutanasiados pela administracdo de 100mg -1kg pc de tiopental sédico
(ip., Syntec, EUA). O testiculo direito, epididimo e ducto deferente, préstata ventral,

vesicula seminal (sem a glandula coagulante e cheia de secrec¢ao), foram coletados.

4.2.6 Motilidade e morfologia espermatica e integridade da membrana plasmatica

Imediatamente apés a eutanasia, o ducto deferente esquerdo foi coletado para
obtencao dos espermatozoides em 1,0mL de solugéo salina tamponada com fosfato
a 34°C. A camara de contagem de Neubauer aquecida foi carregada com uma
pequena aliquota de solucado de esperma. A avaliacdo da motilidade espermatica foi
avaliada por estimativa visual (200 espermatozoides por animal, em duplicata) sob um
microscopio (Leica DMLS) com aumento de 200X. Os espermatozoides foram
classificados em imdveis, moveis sem progressdo e mdveis com progressao, segundo
Perobelli et al. (2012).

O ducto deferente direito foi coletado para obtengao de espermatozoides que
foram fixados em 1,0mL de formol salino. A analise da morfologia do esperma foi
realizada ao microscopio (ampliagdo de 400x) (Seed et al., 1996). Os
espermatozoides foram classificados de acordo com Filler (1993).

A viabilidade espermatica (integridade da membrana plasmatica) foi avaliada
usando o teste de coloragdo de eosina-nigrosina (OMS 1999). Duzentos
espermatozoides foram contados em microscopio de luz (ampliagdo de 1000x), e
classificados em nao corados (espermatozoides vivos) e corados em vermelho

(espermatozoides mortos).

4.2.7 Calculo da produgao diaria de espermatozoides por testiculo

Os testiculos direitos, permaneceram congelados até serem descapsulados e
pesados, foram homogeneizados, segundo método descrito por Robb, Amann e Killian
(1978) com as adaptagdes descritas a seguir. O parénquima testicular foi

descongelado e homogeneizado numa mistura de NaCl (9g), Triton X100 (0,5ml).
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Apods diluicao de 10 vezes na mistura contendo Triton X100, uma pequena amostra
foi transferida para camaras de Neubauer (4 campos por animal), procedendo-se a
contagem das espermatides resistentes ao processo de homogeneizacgao (estagio 19
da espermiogénese). Para o calculo da producgao diaria de espermatozoides (PDE) a
concentracdo de espermatozoides por testiculo foi dividida por 6,1, que € o numero
de dias em que as espermatides maduras (estagio 19 da espermiogénese) estéao

presentes no epitélio seminifero.

4.2.8 Analise histologica

Testiculos esquerdos foram coletados, limpos e imersos em solucao fixadora
formalina tamponada a 10%. Apoés uma pré-fixagdo de 24 horas, os 6rgaos foram
removidos do fixador e recortados, retornando em seguida ao fixador. Apos 24 horas,
as pecas foram lavadas e a solugdo substituida por alcool 70%, onde as pecgas
permaneceram até o processamento, que consistiu na inclusdo do material em
Paraplast, obtencéo de cortes com espessura de 5um e coloragdo com hematoxilina
e eosina, para avaliagao histopatoldgica em microscopio éptico.

Cortes transversais de tubulos seminiferos foram avaliados quanto a presenca
de alteragdes como: presenga de células aciddéfilas, células multinucleadas,
espermatides retidas, degeneracdo de tipos celulares, deplecdo de células,
vacuolizacao do epitélio ou esfoliacdo de células na luz.

Cortes longitudinais dos segmentos cabecga/corpo e cauda do epididimo foram
examinados quanto a presenca de hiperplasia cribriforme no epitélio, vacuolizagcao
epitelial, infiltrado inflamatério no tecido intersticial, quantidade e aspecto dos
espermatozoides no lumen e de células claras no epitélio (Kempinas; Klinefelter,
2014). As fotomicrografias foram obtidas usando microscoépio acoplado a sistema de

captura de imagens (Leica Microsystems, Switzerland).
4.2.9 Analise estatistica
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para testar distribuicdbes normais

antes das analises estatisticas. Para comparagao dos parametros foram realizados

ANOVA com teste de Tukey a posteriori ou teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis



67

com teste de Dunn a posteriori. As diferengcas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.

4.3 RESULTADOS

A porcentagem de espermatozoides com movimentagdo progressiva (Figura
1A) foi reduzida (p < 0,05), com consequente aumento (p < 0,05) da porcentagem de
espermatozoides com motilidade nao progressiva e iméveis em GAC em relacéo a
GC (Figura 1B e 1C). Houve semelhancga (p > 0,05) entre os grupos GBC GMC e GC
e entre GMC e GAC, quanto a motilidade progressiva e nao progressiva (Figura 1A e
1B). Além disso, GBC e GMC foram semelhantes (p > 0,05) a GC e a GAC, quanto a

porcentagem de espermatozoides imoéveis (Figura 1C).

Figura 1 - Motilidade espermatica em ratos do grupo controle e expostos ao glifosato.
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A) porcentagem de espermatozoides modveis com movimento progressivo. B) porcentagem de
espermatozoides moéveis sem progressao. C) porcentagem de espermatozoides imoéveis. Valores
expressos em mediana (Q1 — Q3). Teste de Kruskall-Wallis, com teste de Dunn a posteriori. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). GC = Grupo controle. GBC =
Grupo de baixa concentragdo. GMC = Grupo de concentragdo de midia. GAC = Grupo de alta
concentragdo. Fonte: Elaborado pelos autores.
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Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) na integridade de membrana
plasmatica dos espermatozoides expostos as diferentes concentragbes de glifosato
(Tabela 1). Entretanto, foi observada reducgao significativa (p < 0,05) na porcentagem
de espermatozoides morfologicamente normais e aumento das anormalidade de
cabeca nos grupos GMC e GAC quando comparados ao GC. GBC manteve
semelhanga (p > 0,05) tanto ao GC como aos demais grupos expostos. A
porcentagem de alteragdes de cauda aumentou (p > 0,05) em GMC e GAC, no
entanto, GMC tambem manteve semelhanca (p > 0,05) entre GC e GBC (Tabela 1).As
principais alteracbes morfolégicas observadas foram cabega em forma de alfinete e
com curvatura anormal e cauda isolada e enrolada.

Apesar do peso testicular ser semelhante (p > 0,05) entre os grupos
experimentais, houve alteracdo das contagens espermaticas neste 6rgdo. Os
numeros absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e epididimo e producéao
diaria total e por grama de testiculo e epididimo foram reduzidos nos trés grupos

expostos em relagao ao GC (Tabela 2).
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Tabela 1- Morfologia espermatica e integridade da membrana plasmatica em ratos dos grupos controle e expostos ao glifosato.

Parametro GC GBC GMC GAC
Morfologia normal (%) 93,50 (89,00-99,00)a 89,75 (85,00-96,00)ab 88,00 (84,00-94,00)b 86,75 (81,00-91,50)b
Anormalidades de cabeca (%) 4,03 (1,00-11,00)a 5,03 (1,00-14,00)a 5,73 (1,00-17,00)ab 8,96 (2,00-19,00)b
Anormalidades de cauda (%) 2,25 (1,5-3,5)a 2,50 (2,00-4,00)ab 6,00 (3,50-8,50)b 3,75)3,37-4,12)ab

Integridade da membrana (%) 94,70 (92,00-98,00)a 92,70 (90,50-94,50)a 89,45 (86,50-91,50)b 89,00 (86,50-93,00)b

Valores expressos em mediana (Q1 — Q3). Teste de Kruskall-Wallis com Dunn a posteriori. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p
< 0,05). GC = Grupo controle. GBC = Grupo de baixa concentragdo. GMC = Grupo de média concentragcdo. GAC = Grupo de alta concentragdo. Fonte:
Elaborado pelos autores.



Tabela 2- Contagem de espermatozoides no testiculo e epididimo em ratos do grupo controle e expostos ao glifosato.
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Parametro GC GBC GMC GAC

Testiculo

Peso do testiculo (g) 1,66+0,38 1,64+0,82 1,65+0,50 1,66+0,46

Numero de espermatozoides (x10°/g) 236,15+£10,43a 209,08+17,98b  197,49+10,31bc  190,7048,18c

NuUmero de espermatozoides por grama de 6rgdo (x10°/g) 50,86+2,78a 43,89+4,34b 40,76+3,49b 41,00+3,09b

PDE (x108/testiculo/dia) 38,71+1,70a 34,27+2,94b 32,37+1,69bc 31,26+1,34c
8,33+0,45a 7,1940,71b 6,68+0,57b 6,72+0,50b

PDET (x108/g/dia)

Cabecal/corpo do epididimo
Numero de espermatozoides (x10°)
Numero de espermatozoides por grama de 6rgao (x10°/g)

Tempo de transito (dias)
Cauda epididimo

Numero de espermatozoides (x10°)
Numero de espermatozoides por grama de 6rgao (x10°/g)

Tempo de transito (dias)

129,85+11,43a
362,13+21,27a

3,86+0,72a

225,31.126,41a
927,02+39,81a

6,43+1,17a

137,84+9,21a
362,39+£19,63a

5,24+0,63b

212,10+£31,02a
913,41+44,72a

7,89+1,29b

94,32+11,23b
294,71+£19,02b

4,84+0,82a

176,42+13,71b
754,68+32,84b

7,74+1,06ab

94,73+11,98b
285,11+£15,71b

4,14+0,56a

174,21+21,14b
755,42+23,72b

7,23+1,14a

Peso do testiculo em gramas sem a tunica albuginea. Valores expressos em média + DP. ANOVA com teste de Tukey a posteriori. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05). GC = Grupo controle. GBC = Grupo de baixa concentragdo. GMC = Grupo de média concentracdo. GAC = Grupo de alta
concentracdo. PDE = Producgéao Diaria de Espermatozoides. PDEr = Produgéo Diaria de Espermatozoides por grama de testiculo. Fonte: Elaborado pelos autores.
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Com relagao a analise histopatoldgica, o testiculo dos animais do grupo GC
(Figura 2A) apresentaram morfologia normal, com epitélio germinativo organizado e
preservado. Ja os testiculos dos animais expostos ao glifosato nas diferentes
concentragbes apresentaram alteragdes. Em GBC, foram observados tubulos
seminiferos com desorganizagao estrutural e perda de células germinativas (Figura
2B), presenca de células germintaivas esfoliadas na luz (Figura 2D) e de vacuolizagao
intraepitelial (Figura 2C). Em GMC e GAC foi identificada presenca de células
germinativas acidoficas (Figura 2E), presenga de tubulos seminiferos com intensa
perda de células germinativas e atréficos (Figura 2F e 2H) e de vacuolizagao

intraepitelial (Figura 2G).
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Figura 2 - Analise histologica do testiculo de ratos do grupo controle e expostos ao

glifosato.

A - Estrutura normal dos tubulos seminiferos e tecido intersticial. B, F e H - Perda de integridade
estrutural do epitélio seminifero, com focos de intensa perda de células germinativas e atrofia tubular.
C e G - Presenca de tubulos seminiferos com vacuolizagao intraepitelial (setas). D - Presenca de
intensa esfoliagao de células germinativas na luz de varios tubulos seminiferos. E — Presenga de célula
acidofila. GC = Grupo controle. GBC = Grupo de baixa concentragdo. GMC = Grupo de média
concentragdo. GAC = Grupo de alta concentragdo. B, F, H: Aumento de 200x. A, C-E, G: Aumento de
400x. Hematoxilina - eosina (HE). Fonte: Elaborado pelos autores.

Na analise histopatolégica do epididimo, observou-se que GC apresentou
epitélio do ducto epididimario com integridade morfoldgica normal, intersticio e [limen
com espermatozoides nos segmentos cabeca (Figura 3A) e cauda (Figura 3B).
Entretanto, os grupos expostos ao glifosato apresentaram alteragdes focais. Foi

obervada vacuolizagao do epitélio do ducto epididimario nos trés grupos expostos ao
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herbicida (Figura 3C, 3D e 3E), células germinativa imatura esfoliada no lumen

juntamente com os espermatozoides (Figura 3F).

Figura 3 - Analise histologica do epididimo de ratos do grupo controle e expostos ao

glifosato.

A e B - Integridade morfolégica do epitélio do ducto epididimario, intersticio e limen com
espermatozoides nos segmentos cabecga (A) e cauda (B). C — E Presencga de vacuolizagao intraepitelial
(seta). E - Epitélio da regido da cauda epididimaria com grande numero de células claras. A, B, D e E:
Aumento de 200x. C e F: Aumento de 400x. Hematoxilina - eosina (HE). Fonte: Elaborado pelos
autores.

4.4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, cada vez mais atencdao tem sido dada a toxicidade
reprodutiva induzida pelo glifosato e sua formulagdo comercial, como o Roundup®
(Cai et al., 2017; Jarrel et al. 2020). O glifosato € o herbicida mais utilizado no mundo

(Nerozzi et al., 2020), sendo assim, torna-se necessario compreender sobre seus
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possiveis efeitos toxicos e impactos sobre o sistema reprodutor masculino mediante
exposigao crénica.

Estudos tem abordado sobre a reducdo de fertiidade e paradmetros
espermaticos recorrentes em humanos. Anifandis et al. (2018) realizaram um estudo
com amostras de espermatozoides expostos a 1mg/L de glifosato apds 1 hora e
observaram a diminuigdo na motilidade progressiva.

Dai et al.,, (2016) observaram alteragdes das contagens espermaticas e
reducdo do numero absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e producéo
diaria total e por grama de testiculo de ratos expostos as concentragdes de 5, 50 e
500mg/kg do herbicida glifosato. Os resultados assemelham-se aos encontrados
nesse estudo. Sinais de toxicidade reprodutiva também foram encontrados no estudo
de Romano (2012), onde foram observados o decréscimo no numero de
espermatozoides, na produgao diaria de espermatozoides e aumento da percentagem
de espermatozoides anormais.

Assim como a redugao na producao de espermatozoides, a motilidade dos
espermatozoides também esta diretamente ligada a fertilizagdo, visto que apenas os
espermatozoides moveis chegam ao ovécito para fecundagao. Ao reduzir a motilidade
espermatica, consequentemente se reduz a capacidade reprodutiva desse
espermatozoide (Cai et al., 2017). Segundo Betancourt et al., (2006), essa redugao
pode ocorrer pela acdo adversa sobre a cadeia respiratoria da bainha mitocondrial,
essencial para o fornecimento de energia para a sobrevivencia espermatica.

Nesse estudo, houve uma reducdo na motilidade espermatica, caracterizada
pelo grande numero de espermatozoides iméOveis e com movimentacdo nao
progressiva nos grupos expostos ao glifosato. Estudos in vivo também mostram o
efeito tdéxico do glifosato sobre a motilidade de espermatozoides. Em porquinhos da
india expostos a 186, 280 e 560 mg/kg de herbicidas a base de glifosato (HBG)
(WILLOSATE®), equivalente a 67, 103 e 202 mg/kg de glifosato, respectivamente, por
via oral durante 60 dias, foi observada redugao significativa na motilidade, na
viabilidade e concentracdo dos espermatozoides, de maneira dependente da dose
(Mutwedu et al.,, 2021). Resultados semelhantes foram também relatados
anteriormente por Owagboriaye et al., (2017) em ratos albinos machos expostos
oralmente por 12 semanas a (0,01, 0,14 e 0,69 mL/kg/dia) de Roundup®
correspondendo a uma dose de glifosato de (3,6, 50,4 e 248,4 mg/kg/dia),

respectivamente).
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A avaliacdo da morfologia espermatica também é um fator importante nao sé
para avaliagao do funcionamento do testiculo, mas também serve como indicador de
estresse causado pelo meio. Os defeitos espermaticos podem refletir alteragdes
ocorridas durante a espermatogénese ou maturacdo espermatica e interferir
diretamente na capacidade de fertilizacdo (Najafi, 2015). Mutwedu et al. (2021)
encontraram alteracdes de cabeca dos espermatozoides com curvatura em forma de
alfinete e cauda isolada. A qualidade espermatica dos grupos expostos ao glifosato
foi prejudicada, assim como no estudo de Nerozzi et al., (2020) que também observou
alteracbes de cabeca com curvatura em forma de alfinete e alteracbes de cauda
enrolada e isolada nos grupos expostos ao glifosato.

O herbicida glifosato também afetou a histologia testicular. Houve uma
desorganizagao estrutural e perda de células germinativas, presenca de células
germinativas esfoliadas na luz e vacuolizagdo intraepitelial nos grupos de baixa
exposicao. A identificacdo de tubulos seminiferos atroficos, células germinativas
acidoficas e vacuolizagao do epitélio e intraepitelial e do ducto epididimario condizem
com o estudo de Vanlaeys et al. (2018) onde também foi identificada a redugcé&o no
numero de espermatozoides e desaparecimentos das células de sertoli em ratos. No
estudo de Gorga et al., (2020), a exposicdo ao glifosato em ratos de forma
intraperitoneal, levou ao comprometimento da histologia testicular. Foram
identificadas alteragdes de atrofia de tubulos seminiferos, epitélio, descolamento de
células germinativas.

Este € um estudo inédito, onde observamos efeitos negativos da exposigao
cronica ao herbicida glifosato sobre a morfofisiologia reprodutiva masculina utilizando
a nebulizacdo de alimentos. Esse método simula o método de exposicao humana por
meio da pulverizagao, sendo ambientalmente relevante quando comparado a outros

estudos que utilizam exposi¢cdes agudas por meio de gavagem.

4.5 CONCLUSAO

A exposicao crbnica oral por meio de ragdo contaminada com o herbicida
glifosato em diferentes concentragdes alterou a espermatogénese e qualidade
espermatica em ratos machos adultos.

As alteragcdes encontradas sobre a morfofisiologia reprodutiva masculina

devido a exposigao ao glifosato, devem ser levadas em consideragéo pelas agéncias
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reguladoras, para que assim se estabelegcam melhores critérios sobre 0 uso seguro
deste herbicida, avaliar novos métodos de producdo e adaptar estratégias de
prevencgao dos possiveis impactos do agrotéxico para a saude.

Embora muitos efeitos toxicos ja foram demonstrados em modelos
experimentais, mais estudos sao necessarios para esclarecer os possiveis efeitos do

glifosato na saude reprodutiva humana.
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CAPITULO 4

Analise da exposi¢ao cronica inalatéria aos herbicidas glifosato e 2,4-D
Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussao referentes as

avaliagdes reprodutivas apos exposigéo inalatéria aos herbicidas glifosato e 2,4-D.

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Agentes quimicos

Para exposicdo dos animais, foi utilizada a formulacdo comercial de (2,4-
diclorofenoxi) acido acético (2,4-D; Nortox S.A., Arapongas, Parana, Brasil, registrado
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento n° 03009 e A formulagao foi
constituida por 806 g/L (80,6% m/v) de sal dimetilamina de acido (2,4-
diclorofenoxi)acético (2,4-D); 670g/L (67,0% m/v) de acido equivalente de 2,4-D e
4249/L (42,4% m/v) de ingredientes inertes. Para a exposi¢ao ao glifosato, foi utilizada
a formulagdo comercial a base de glifosato (Roundup®), registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento n° 09106), com a seguinte composicao: sal de
Isopropilamina de Glifosato 480 g/L (360 g/L equivalente acido). As formulagdes de
2,4-D e glifosato foram diluidas em 10 mL de solugao salina 0,9% (solugéo de cloreto

de sddio — NaCl) nas concentragbes preconizadas para cada grupo experimental.

5.1.2 Animais

Ratos Wistar machos adultos (n = 80), foram fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade do Oeste de Sao Paulo (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil.
Durante o experimento, os animais foram alocados em gaiolas de polipropileno (43
cm x 30 cm x 15 cm) com maravalha de qualidade laboratorial como cama. Os ratos
foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura (22 £ 2 °C) e iluminagéo
(12L, fotoperiodo 12D). Racéao para ratos (Supralab®, Alisul, Brasil) e agua filtrada da
torneira foram fornecidas a vontade aos animais. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UNOESTE (Protocolo n° 4868
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e 6063-CEUA). Também atende aos principios de cuidados com animais de

laboratdrio formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).

5.1.3 Desenho experimental

Para cada agrotdxico, os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais (n = 10 animais por grupo) (Tabela 1):

- Grupo controle (GC): os ratos foram expostos diariamente a solugédo de soro
fisiologico 0,9% (veiculo) previamente nebulizada.

- Grupo de baixa concentracédo (GBC): os ratos foram expostos diariamente ao
herbicida na concentracao de 20,69 ppm (187,17 mg m-3 correspondendo a 3,71 x
10-3 g de ingrediente ativo por hectare), previamente nebulizada.

- Grupo de média concentragdo (GMC): os ratos foram expostos diariamente
ao herbicida na concentracéo de 34,63 ppm (313,31 mg m-3 correspondendo a 6,19
x 10-3 g de ingrediente ativo por hectare), previamente nebulizada.

- Grupo de alta concentragado (GAC): os ratos foram expostos diariamente ao
herbicida na concentragcéo de 51,66 ppm (467,93 mg m-3 correspondendo a 9,28 x

10-3 g de ingrediente ativo por hectare), previamente nebulizada.

Tabela 1 - Desenho experimental

Grupo experimental Sigla Concentragao de Concentragao de
(n=10/grupo) do exposicao aos exposicao aos
grupo agrotéxicos (g.i.a’lha)  agrotéxicos (ppm)**

Grupo controle inalatério GC 0 (apenas veiculo) 0 (apenas veiculo)
Grupo de baixa GBC 3,71x 10 20,69
concentragao

Grupo de mﬂedla GMC 6.19 x 10° 34.63
concentragao

Grupo de alta concentragdo GAC 9,28 x 103 51,66

Fonte: Elaborado pelos autores.

As diferentes concentragdes do herbicida utilizadas consideram concentragdes
ambientalmente relevantes, de acordo com a aplicagao do produto e sua prescrigao
agrondmica. As concentragbes de 2,4-D e glifosato utilizadas na agricultura (em
gramas de ingrediente ativo por hectare - g.i.a) foram ajustadas as dimensdes das

caixas de exposi¢cao, conforme Parizi et al. (2020).
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5.1.4 Protocolo de exposi¢ao ao herbicida

Duas caixas plasticas (32 x 24 x 32 cm) conectadas a um nebulizador
ultrassénico (Pulmosonic Star®, Brasil) foram utilizadas para exposig¢do, segundo
Mello et al. (2018). Os animais foram expostos por um periodo de 180 dias. O tempo
de exposicao foi de aproximadamente 15 minutos para os animais expostos a

inalacao. Este foi o tempo necessario para que toda a solugao fosse nebulizada.

5.1.5 Coleta de tecidos e érgéos

Ao final do periodo de exposicao, os ratos de cada grupo experimental foram
anestesiados e eutanasiados pela administragdo de 100mg-'kg pc de tiopental sddico
(ip., Syntec, EUA). O testiculo direito, epididimo e ducto deferente, préstata ventral,
vesicula seminal (sem a glandula coagulante e cheia de secreg¢ao), foram removidos

e seus pesos determinados.

5.1.6 Motilidade e morfologia espermatica e integridade da membrana plasmatica

Imediatamente apés a eutanasia, o ducto deferente esquerdo foi coletado para
obtencao dos espermatozoides em 1,0mL de solugéo salina tamponada com fosfato
a 34°C. A cémara de contagem de Neubauer aquecida foi carregada com uma
pequena aliquota de solugao espermatica. A avaliagao da motilidade espermatica foi
realizada por estimativa visual (200 espermatozoides por animal, em duplicata) sob
um microscopio (Leica DMLS) com aumento de 200X. Os espermatozoides foram
classificados em imdveis, mdveis sem progressdo e mdveis com progressao, segundo
Perobelli et al. (2012).

O ducto deferente direito foi coletado para obtengao de espermatozoides que
foram fixados em 1,0mL de formol salina. A analise da morfologia espermatica foi
realizada ao microscopio (ampliagdo de 400x) (Seed et al., 1996). Os
espermatozoides foram classificados de acordo com Filler (1993).

A vitalidade espermatica (integridade da membrana plasmatica) foi avaliada
usando o teste de coloragdo de eosina-nigrosina (OMS, 1999). Duzentos

espermatozoides foram contados em microscopio de luz (ampliagdo de 1000x), e
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classificados em ndo corados (espermatozoides vivos) e corados em vermelho

(espermatozoides mortos).

5.1.7 Producao diaria de espermatozoides por testiculo, niumero de espermatozoides

e tempo de transito no epididimo

Os testiculos direitos foram descapsulados e os segmentos cabecga/corpo e
cauda do epididimo direito foram separados. Os tecidos foram congelados até a
contagem de espermatozoides. As espermatides no estagio 19 da espermiogénese e
os espermatozoides na cabeca/corpo e cauda do epididimo foram contados conforme
descrito anteriormente por Robb, Amann e Killian (1978), com adaptagdes de
Fernandes et al. (2007). O numero de espermatides no estagio 19 foi dividido por 6,1
(que é o numero de dias do ciclo seminifero em que essas espermatides estao
presentes no epitélio seminifero) para calcular a produgao diaria de espermatozoides
(PDE). O tempo de transito dos espermatozoides pelos segmentos do epididimo foi
determinado pela divisdo do numero de espermatozoides em cada segmento pela
PDE (Robb; Amann; Killian, 1978).

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Para comparagao dos parametros foram realizados ANOVA com teste de
Tukey a posteriori ou teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com teste de Dunn a
posteriori. Um teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para testar as distribuicoes
normais antes das analises estatisticas. As diferengas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os herbicidas 2,4-D e glifosato sdo amplamente utilizados na agricultura para
facilitar e aumentar a produgao de alimentos. Embora a utilizacdo desses agrotdxicos
cumpra o seu papel no aumento da produgao agricola, 0 seu uso intensivo gera muitas
consequéncias negativas a saude (Arl, 2011). Estudos recentes detectaram a
presenca de residuos do 2,4-D e do glifosato em alimentos e também em agua potavel

contaminada por chuva, escoamento superficial e lixiviagdo em aguas subterraneas,
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podendo assim, aumentar as provaveis rotas de exposi¢do em animais e humanos
(Bohn et al., 2013, Efsa, 2014).

Quanto aos efeitos a saude, nos ultimos anos, observou-se uma diminui¢cao
progressiva da func¢ao reprodutiva masculina (Gorga et al., 2020). A exposi¢cado aos
herbicidas 2,4-D e glifosato foram associadas a efeitos adversos relacionados a
funcado reprodutiva em humanos e roedores. Os efeitos toxicos mais encontrados
incluem a reducdo do volume de ejaculagdo, redugdo da concentragcédo de
testosterona, reducdo na producdo de espermatozoides do epitélio seminifero,
reducao na concentragédo espermatica, alteragdo na morfologia espermatica, redugao
na motilidade espermatica e aumento na taxa de aberragdo espermatica (Anifandis et
al., 2018; Bwana Mutwedu et al., 2021; Cai et al., 2017; Dai et al., 2016; de Liz Oliveira
Cavalli et al., 2013; Gorga et al., 2020; Jarrell; Ahammad; Benson, 2020; Owagboriaye
et al., 2017; Pham et al., 2019; Romano et al., 2012; Vanlaeys et al., 2018) o que
corrobora com os resultados encontrados em nosso estudo, onde obtivemos reducéao
significativa na qualidade e morfologia dos espermatozoides, aumento de
anormalidades de cabeca e cauda e integridade de membrana plasmatica.

A motilidade dos espermatozoides € um dos principais aspectos em relacio a
fertilizacdo, visto que apenas os espermatozoides moveis chegam ao 6vulo para a
fecundacdo. Ao reduzir a motilidade consequentemente se reduz a capacidade
reprodutiva desse espermatozoide (Cai et al., 2017). Diversas pesquisas tém
demonstrado o efeito do 2,4-D e do glifosato sob esse parametro.

No presente estudo, a porcentagem de espermatozoides com movimentagao
progressiva dos grupos expostos ao 2,4-D, reduziu (p < 0,05) em GMC e GAC em
relacdo ao GC (Figura 1A), de espermatozoides iméveis aumentou (p < 0,05) no GAC
em comparagao ao GC (Figura 1B) e sem progressao do movimento foi semelhante
entre os grupos experimentais (p < 0,05) (Figura 1C). Ja os espermatozoides com
movimentacao progressiva(Figura 1D), ndo progressiva (Figura 1E) e imdveis (Figura
1F) apresentaram-se reduzidos significativamente no GAC quando comparados ao

GC e semelhantes entre os grupos exposto ao glifosato.



Figura 1- Motilidade espermatica em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D e glifosato.
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Um estudo realizado por Joshi et al., 2021 com ratos expostos ao 2,4-D
demonstrou uma reduc¢ao significativa na motilidade progressiva dos espermatozoides
expostos em comparagao aos do grupo controle. Ja no estudo de Owagboriaye et al.,
(2017), onde os ratos foram expostos ao glifosato, houve a redugdo na motilidade nao
progressiva e imoveis.

Em nosso estudo, a taxa de espermatozoides com movimentagao progressiva,
nao progressiva e imoveis também foram reduzidos significativamente quando
comparados ao grupo controle, onde ndao houve exposigao a nenhum dos agrotéxicos.
Os grupos de média e alta concentracdo de exposigcdo foram os que mais
apresentaram alteracdes, sendo um indicativo de que a dose de exposicdo esta
diretamente relacionada aos danos na morfologia espermatica conforme estudo de
Joshi et al., 2022.

Houve reducao significativa (p < 0,05) na porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais, com consequente aumento de anormalidades de cabeca
e cauda nos grupos expostos, quando comparados ao GC (Tabela 2). Enquanto a
integridade da membrana plasmatica diminuiu nos tres grupos expostos ao 2,4-D e

nos grupos GMC e GAC expostos ao glifosato em comparagédo com o GC (Tabela 2).
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Tabela 2- Morfologia espermatica e integridade de membrana plasmatica em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D e

Glifosato.

Parametro GC GBC GMC GAC

Herbicida

Morfologia normal (%) 2,4-D 96.00 (93.50-96.50)a 93.50 (89.25-94.50)ab  89.75 (84.62-90.62)b 92.00 (91.12-93.12)ab
GLI 96.50 (94.00-99.00)a  90.00 (83.00-95.00)b  88.60 (78.00-94.00)b  86.30 (76.00-91.00)b

Anormalidades de cabeca (%) 2,4-D 2.00 (1.50-4.00)a 5.50 (1.50-8.00)b 3.50 (2.12-5.25)ab 4.50 (1.75-6.12)b
GLI 2.00 (1.00-11.00)a 4.50 (1.00-14.00)a 5.50 (1.00-17.00)ab 8.00 (2.00-19.00)b

Anormalidades de cauda (%) 2,4-D 2.25 (1.25-3.25)a 3.00 (2.62-4.50)ab 7.00 (3.62-10.87)b 3.50 (2.87-512)ab
GLI 0.27 (0.00-1.00)a 0.70 (0.00-3.00)ab 1.07 (0.00-3.00)b 1.72 (0.00-8.00)bc

Integridade de membrana 24-D  75.50 (71.62-79.75)a 63.50 (58.12-72.62)ab  58.50 (49.87-67.50)b 59.00 (47.50-73.50)ab

Plasmatica (%) GLI 94.25 (92.00-98.00)a  93.00 (90.50-94.50)a  89.50 (86.50-91.50)b  88.75 (86.50-93.00)b

Valores expressos em mediana (Q1 — Q3). Kruskall-Wallis com test a posteriori Dunn. Letras diferentes na mesma linha indicam diferanca estatistica significante
(p<0,05). GC= Grupo Controle. GBC= Grupo Baixa Concentragdo. GMC= Grupo Média Concentragdo. GAC= Grupo Alta Concentragao. Exposigao: 2,4-D= acido 2,4-
Diclorofenoxiacético; GLI = Glifosato). Fonte: Elaborado pelos autores.
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A reducao de espermatozoides morfologicamente normais e o aumento de
anormalidades de cabeca e cauda de espermatozoides se assemelham as alteraces
encontradas no estudo de Owagboriaye et al. (2017). Os autores observaram uma
reducao significativa no numero de espermatozoides morfologicamente normais em
ratos expostos ao glifosato. Os autores propdéem que tais alteragbes tenham um
impacto negativo sobre a saude reprodutiva dos ratos resultantes a exposi¢cao ao
herbicida. Romano et al., (2010) também encontraram uma reducao significativa nas
concentragdes de testosterona e alteragdes na morfologia testicular de ratos machos
Wistar tratados com Roundup em 5 mg/kg de peso corporal, 50 mg/kg de peso
corporal e 250 mg/kg de glifosato. Assim como nesse estudo, a ocorréncia de
alteragdes morfologicas e a reducado de espermatozoides normais com aumento de
anormalidades de cabeca e cauda nos grupos expostos indicam que a utilizagdo dos
agrotoxicos 2,4-D e também do glifosato pode alterar a qualidade espermatica.

Com relagao ao peso dos testiculos, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (Tabela 3). Os numeros absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e
PDE absoluta e relativa foram reduzidas (p < 0,05) em todos os grupos expostos aos

herbicidas 2,4-D e glifosato, quando comparados ao GC. (Tabela 3).
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Tabela 3- Contagem de espermatozoides no testiculo em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D e glifosato

Parametro Exposicao GC GBC GMC GAC

Peso do Testiculo (g) 2,4-D 1.59+0.12 1.60+0.14 1.61+0.10 1.61+0.15
GLI 1.581£0.10 1.5940.11 1.591£0.13 1.601£0.12

Numero de espermatozoides (x106) 24-D  199.101+24.49a 178.50+38.09b  172.14+17.04b  180.04+24.54b

GLI 196.15+20.43a 181.08+19.98b 178.49+11.31b  176.70+£18.18b
Numero de espermatozoides por gramade  2,4-D  128.20+18.89a 117.84+24.40b 112.91£15.89b  110.90+13.57b

6rgao (x106/g) GLI 127.11x12.71a 118.55+19.20b 117.00£13.77b 116£15.77b
Producao diaria de espermatozoides 2,4-D 33.35t4.01a 24.61+6.24b 23.22+2.79b 22.51£4.02b
(x108/Testiculo/dia) GLI 31.44+3.12a 22.12+2.67b 22.10+1.89b 21.91+1.76b
Producao diaria relativa de espermatozoides 2,4-D 22.82+3.09a 18.41+£3.86b 17.29+2.60b 17.30£2.22b
(x106/g/dia) GLI 21.88+2.44a 17.01+2.52b 16.231£2.61b 16.68+2.30b

Valores expressos em média + Desvio Padrao (DP). ANOVA com a posteriori de Tukey. Letras diferentes indicam diferanga estatistica significante (p<0,05). GC=
Grupo Controle. GBC= Grupo Baixa Concentragdo. GMC= Grupo Média Concentracdo. GAC= Grupo Alta Concentracdo. Exposicao: 2,4-D= acido 2,4-
Diclorofenoxiacético; GLI = Glifosato).

Os numeros absolutos e relativos de espermatozoides na cabega/corpo e cauda do epididimo foram reduzidos (p < 0,05) no
GMC e GAC quando comparados ao GC e GBC apds exposi¢ao inalatéria (Tabela 4). Nao houve atraso significativo (p < 0,05) no

tempo de transito espermatico na cabecga/corpo e cauda do epididimo em comparagao ao GC (Tabela 4).



Tabela 4- Contagem de espermatozoides no epididimo em ratos do grupo controle e expostos ao 2,4-D e glifosato
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Parametro Exposicao GC GBC GMC GAC
Cabecga/corpo do epididimo

GLI 136.741£22.60a 114.19£19.97b 109.781£21.09b 107.50+£22.06b
Numero de espermatozoides por grama 2,4-D 347.92+23.56a 328.141+34.84b 322.18+£28.93b 321.46£23.91b

de 6rgao (x1 06/g) GLI

Tempo de transito (dias) 2,4-D
GLI

Cauda epididimo

Numero de espermatozoides (x106) 2(;:"3

Numero de espermatozoides por grama 2,4-D

de 6rgao (x1 06/g) GLI
Tempo de transito (dias)
GLI

2,4-D

345.39+£22.70a

4.47+1.25
4.95+1.14

226.52+43.23a
224.25+41.33a
980.03+84.02a
984.06+£89.01a

6.67+1.55
6.56+1.57

321.30£29.82b

4.27+1.51
4.87+1.01

204.08+35.90b
202.06+£32.90b
974.93+67.93a
976.93+68.77a

7.72+2.76
7.52+2.46

319.31+£22.83b

4.33+0.85
4.73+1.05

200.36+53.34b
198.37+42.34b

932.30+104.99b

921.83+£102.97b

7.62+1.47
7.72%+1.62

318.76+21.81b

4.13+1.05
4.11+1.04

198.09+37.08b
197.04+32.08b
926.75+78.18b
922.97+77.24b

7.19£2.43
7.09+2.03

Valores expressos em média + Desvio Padrao (DP). ANOVA com a posteriori de Tukey. Letras diferentes na mesma linha indicam diferanca estatistica significante
(p<0,05). GC= Grupo Controle. GBC= Grupo Baixa Concentragdao. GMC= Grupo Média Concentracdo. GAC= Grupo Alta Concentracdo. Exposig¢ao: 2,4-D= acido 2,4-

Diclorofenoxiacético; GLI = Glifosato).

Os avangos nas pesquisas sobre os efeitos toxicos do 2,4-D e do glifosato sdo de grande interesse para a populagédo mundial,

visto que sao os herbicidas mais utilizados em todo o mundo. De acordo com a literatura, tanto o 2,4-D como o glifosato atuam no

sistema reprodutivo masculino e seus efeitos deletérios a saude devem ser levados em consideragao pelas agéncias reguladoras,

para que assim se estabelegam melhores critérios sobre o uso seguro destes herbicidas, avaliando novos métodos de produgéo e

adaptando estratégias de prevengao dos possiveis impactos do agrotoxico para a saude.
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5.4 CONCLUSAO

A exposicao cronica inalatdria aos herbicidas 2,4-D e ao glifosato em diferentes
concentragcbes causou efeitos deletérios na espermatogénese e qualidade
espermatica em ratos machos adultos.

Este é o primeiro estudo que utilizou o0 método de exposic¢ao inalatéria crbnica
utilizando os agrotéxicos em doses ambientalmente relevantes, com base no uso
agrondmico dos herbicidas. Esse método de exposicdo simula a pulverizagao
ambiental.

Embora muitos efeitos toxicos ja foram demonstrados em modelos
experimentais, mais estudos sao necessarios para esclarecer os possiveis efeitos do
glifosato na saude reprodutiva humana utilizando o mesmo método utilizado neste
estudo, visto que os estudos encontrados na literatura utilizam o método de exposigao

por gavagem em doses agudas ou subcrénicas de agrotoxicos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A exposigao oral e inalatéria aos herbicidas glifosato e 2,4-D em ratos machos
em diferentes concentragdes levou a alteragdes nos parametros espermaticos,
producdo de espermatozoides e histologia testicular. Os resultados indicam que a
exposicao a esses agrotoxicos podem levar a impactos sobre a fertilidade e alteragdes
na morfofisiologia reprodutiva de ratos machos.

Este € o primeiro estudo a utilizar o método de nebulizagdo de alimentos em
concentragbes ambientalmente relevantes com base no uso agronémico dos
herbicidas, simulando a pulverizagdo ambiental para avaliacdo reprodutiva. Esse
método se mostra mais relevante quando comparado a outros experimentos que
utilizam o método de exposi¢cdo por meio de gavagem e em exposigdes agudas ou
subcrdnicas, ndo sendo semelhantes a real exposigao humana.

A ampla utilizagdo desses agrotoxicos € preocupante, visto os impactos que
tem sido identificados na saude reprodutiva e o possivel comprometimento da
morfofisiologia reprodutiva e danos a produg¢ao espermatica.

E necessario a realizacdo de mais estudos que utilizem o método de exposicéo

crbnica e com doses que se assemelham a doses reais, utilizando o método de
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pulverizacao de alimentos, visto a importancia em se identificar os danos que esses
agrotoxicos podem causar ao sistema reprodutor e a saude em geral, bem como, seus
possiveis mecanismos de toxicidade.

Por fim, & importante que a informagdo gerada com este estudo seja
disseminada para a sociedade e principais atores envolvidos na regulacédo desses
produtos. Assim, buscando fortalecer politicas publicas em relacdo ao uso desses
herbicidas, que visem praticas agricolas sustentaveis e o uso consciente de
agroquimicos, para garantir o equilibrio entre a producédo e a protecdo da saude

humana e ambiental.
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