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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos reprodutivos causados pela exposigdo cronica inalatéria ao
glifosato em animais. Para isso, foi usado um modelo que simula a pulverizagdo ambiental real com concentragdes
ambientalmente relevantes do glifosato. Ratos Wistar foram divididos em 4 grupos, expostos a 0 (grupo controle -
GC), 20,69 (grupo de baixa concentragdo - GBC), 34,63 (grupo de média concentragdo - GMC) ou 51,66 ppm/dia (grupo
de alta concentragdo - GAC). Os animais foram expostos por 15 minutos durante 180 dias. Apds o periodo exposicao,
os animais sofreram eutanasia e os testiculos e epididimos foram coletados para a andlise de contagens, motilidade,
morfologia e vitalidade espermaticas. Os numeros absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e epididimo e
a produgdo espermatica diaria foram reduzidos em todos os grupos expostos ao herbicida, indicando impacto sobre
a espermatogénese. A motilidade progressiva foi reduzida no GAC, com consequente aumento da motilidade ndo
progressiva e imdveis. Entretanto ndo houve atraso no tempo de transito espermatico no epididimo. A integridade
da membrana plasmatica e a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais foram reduzidas nos
grupos expostos, com aumento de anormalidades de cabega e cauda. A exposi¢do ao glifosato por meio de modelo
de simulagdo de pulverizagdo ambiental afetou a quantidade e qualidade espermatica em modelo animal. Isso alerta
para riscos a fertilidade masculina, demandando regulagdo rigorosa sobre o uso de agrotdxicos para prevenir danos
a saude reprodutiva e ambiental. Desta forma, medidas agricolas mais sustentaveis sdo cruciais para equilibrar
producdo e saude global.

PALAVRAS-CHAVE: Herbicida. Reprodugdo. Saude Ambiental.

1 INTRODUCAO

A exposicdo aos agrotdxicos tem sido associada a uma gama de impactos adversos na
salde humana, incluindo distlurbios do sistema nervoso central, malformag¢des, doencas
cardiacas, cancer e a diversas altera¢des reprodutivas (HOPPIN et al., 2007; RIQUINHO,
HENNINGTON, 2012; UPADHAYAY et al., 2020; LOMBARDI et al., 2021; WADANI et al., 2022;
GILDEN et al., 2023). Estudos tém associado a exposicdo a estes compostos a alteragcbes na
contagem e motilidade dos espermatozoides, desequilibrios hormonais e um aumento na
prevaléncia de infertilidade masculina (JUREWICZ et al., 2009; LONGO et al., 2021; KAPELEKA,
SAULI, NDAKIDEMI, 2021).

Entre os agrotdxicos com potencial toxicidade destaca-se o glifosato (N-fosfonometil-
glicina) (ZHANG et al., 2017; ISLAM et al., 2018; VAN BRUGGEN et al., 2018; ZHANG et al., 2019),
um herbicida amplamente empregados na agricultura mundial (Todd et al., 2020). Ele apresenta
a finalidade de controlar o crescimento de vegetacdo indesejada em culturas e outras areas
agricolas (LOZANO et al., 2018). Possui amplo espectro, acdo pds-emergente e carater nado-
seletivo, sendo utilizado em pastagens e nas culturas de milho, arroz e soja, entre outras
(AMARANTE, SANTOS, 2002; ROQUETTI, TAKEDA, KUNO, 2011).

Quando presente no solo, este herbicida é prontamente degradado em diéxido de
carbono pela atividade microbiana, enquanto que a forma adsorvida do glifosato tem uma taxa
de degradacdo mais lenta ou pode persistir inativa por longos periodos no ambiente
(AMARANTE et al., 2002).

A exposicdo ao glifosato e a outros agrotdxicos pode ocorrer durante a aplicagdao ou
manuseio, bem como por meio da contamina¢do ambiental (MAMANE et al.,, 2015). A
intoxicagdo por inalagdo pode ocorrer em ambientes agricolas e industriais (YE et al., 2013;
WEILER et al., 2018; TARMURE et al., 2020; RATANACHINA et al., 2022), com sugestdes de que
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esta via possa agravar esses efeitos (WILLIAMS; WATSON; DESESSO, 2012; DE MARIA SERRA et
al., 2021; STRILBYSKA et al., 2022).

A Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2020) destaca a importancia de medidas de
seguranca durante o uso e manuseio dos agrotéxicos, juntamente com a formulagdo de politicas
publicas para mitigar a exposicdo ambiental a esses produtos e os potenciais riscos a saude
(DAMALAS, ELEFTHEROHORINOS, 2011; BURALLI et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Diante desse cenario, a compreensao aprofundada dos efeitos do glifosato em
diferentes contextos torna-se crucial para uma avalia¢do holistica de seus beneficios e riscos, a
fim de fornecer uma perspectiva informada sobre esse herbicida e suas implicacbes para a
agricultura, saude humana e meio ambiente. Ao adotar um método de exposicdo por inalacao,
empregar concentracGes que refletem as condi¢Ges ambientais conforme o uso agricola do
herbicida e considerar um periodo de exposicdo prolongado (crénico), nossa abordagem busca
simular uma exposicdo ocupacional, com propdsito de avaliar os possiveis efeitos sobre a
reproducdo.

2 OBJETIVOS

Este estudo pretendeu avaliar os potenciais impactos reprodutivos masculinos
causados pela exposicdo cronica inalatéria ao herbicida glifosato, por meio de um modelo
experimental, com simulacdo de pulverizacdo ambiental real.

3 METODOLOGIA
3.1 Agentes Quimicos

Para a exposicao ao glifosato, a formulagdo comercial a base de glifosato (Roundup®),
registrada sob o nimero 09106, foi utilizada, contendo 480 g/L (360 g/L equivalente 4cido) de
sal de isopropilamina de glifosato. A formulagdo foi diluida em 10 mL de solugdo salina 0,9%
(solucdo de cloreto de sddio — NaCl) nas concentragdes prescritas para cada grupo experimental.

3.2 Modelo Animal de Estudo

Ratos Wistar machos adultos (total de n = 40) foram adquiridos junto ao Biotério
Central da Universidade do Oeste de Sdo Paulo (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil. Ao
longo do experimento, esses animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (43 cm x 30 cm
x 15 cm) contendo maravalha de qualidade laboratorial como substrato. As condigdes de
manutencdo envolveram um ambiente controlado, com temperatura mantidaa 22 +22Ce um
ciclo de iluminagdo de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Alimentacdo a base de racdo
para ratos (Supralab®, Alisul, Brasil) e acesso irrestrito a agua filtrada foram providos. O
protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
UNOESTE (Protocolos n26063-CEUA), e estritamente seguiu as diretrizes de bem-estar animal
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).
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3.3 Grupos Experimentais e Protocolo de Exposi¢ao ao Herbicida

Os ratos foram randomicamente divididos em quatro grupos experimentais,
totalizando 10 animais por grupo, e expostos a diferentes concentra¢des de glifosato, conforme
Figura 1.

Os ratos do grupo controle (GCl) foram expostos a solucdo de soro fisioldgico 0,9%
(veiculo) apenas. As concentracdes selecionadas para os grupos de exposicdo ao herbicida
refletem niveis ambientalmente relevantes, em consonancia com as dosagens de aplicagdo dos
produtos e suas recomendacdes agronOmicas. As concentra¢des de glifosato utilizadas na
agricultura (expressas em gramas de ingrediente ativo por hectare - g.i.a) foram adaptadas as
dimensdes das caixas de exposi¢cdo, conforme mencionado por Parizi et al. (2020) (Figura 1).

Para a exposicao dos ratos, foi adotado um sistema composto por duas caixas plasticas
(32 x 24 x 32 cm) conectadas a um nebulizador ultrassonico (Pulmosonic Star®, Brasil) (Figura 1),
seguindo a metodologia de Mello et al. (2018). Os animais foram submetidos a um periodo de
exposicdo de 180 dias. A durag¢do da exposicdo didria (5 dias por semana) por inalacdo foi de
aproximadamente 15 minutos por animal. Esse intervalo de tempo assegurou a completa
nebulizacdo da solugdo.

Figura 1 — Protocolo de exposi¢do. Grupos experimentais e concentragdes de exposi¢ao ao glifosato em diferentes
unidades (A). Modelo de simulagdo da exposi¢do ao grupo controle e grupos expostos ao glifosato (B). Caixa de
exposicdo acoplada ao nebulizador ultrassonico (C).

A Concentracao de exposicao
Grupo experimental Grupo g a.i. ha”! mg m ppm
Grupo controle GC 0 0 0
Grupo de baixa concentracdo GBC 3,71 x 103 187,17 20,69
Grupo de média concentracdao GMC 6,19 x 102 313,1 34,63
Grupo de alta concentracdo GAC 9,28 x 1023 467,93 51,66
B C
Grupo Grupos / g )
. [}
Controle Glifosato L

.| A == -

Tempo de exposicao: 15 minutos, 5 dias por semana durante 180 dias Vel A
_TL =

Fonte: Elaborado pelos autores, adaptado de Parizi et al. (2020) (A) e Mello et al. (2018) (C).

3.4 Coleta de Materiais Bioldgicos
Ao término do periodo de exposicdo, os ratos de cada grupo experimental foram
anestesiados e eutanaziados por administracdo intraperitoneal de tiopental sédico a uma dose

de 100 mg/kg. O testiculo direito e os epididimos foram coletados para as analises espermaticas.

3.5 Avaliacdo da Motilidade, Morfologia e Integridade Espermatica
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Imediatamente apds a eutandsia, o ducto deferente esquerdo foi coletado para a
obtencdo de espermatozoides em uma solucdo salina tampao fosfatada a 342C. Utilizando uma
camara de contagem de Neubauer aquecida, a motilidade espermatica foi avaliada por
observacao visual (200 espermatozoides por animal, em duplicata), sob um microscdpio (Leica
DMLS) com amplia¢do de 200X. Os espermatozoides foram categorizados como imédveis, moveis
sem progressdao e moveis com progressao, conforme a metodologia de Perobelli et al. (2012).

Para andlise da morfologia espermatica, o ducto deferente direito foi coletado para
fixacdo dos espermatozoides em formol salino (1,0 mL). A avaliagado foi conduzida com auxilio
de um microscopio (ampliacdo de 400X), de acordo com a classificagdo proposta por Filler
(1993).

A integridade da membrana plasmatica (vitalidade espermatica) foi determinada por
meio do teste de coloracdo de eosina-nigrosina (OMS 1999). Apds contagem de 200
espermatozoides em um microscépio de luz (ampliagdo de 1000X), as células foram divididas
em nado coradas (indicativo de espermatozoides vivos) e coradas em vermelho (indicativo de
espermatozoides mortos).

3.6 Avaliacao da Produgdo Diaria de Espermatozoides, Niumero de Espermatozoides e Tempo
de Transito no Epididimo

Os testiculos direitos foram desencapsulados e os segmentos cabega/corpo e cauda
do epididimo direito foram separados. Esses tecidos foram congelados para posterior contagem
de espermatozoides. As espermatides no estagio 19 da espermiogénese e os espermatozoides
presentes na cabeca/corpo e cauda do epididimo foram quantificados conforme os protocolos
descritos por Robb et al. (1978), com ajustes de Fernandes et al. (2007). A produgdo diaria de
espermatozoides (PDE) foi calculada ao dividir o nimero de espermatides no estagio 19 por 6,1
(representando o numero de dias do ciclo seminifero nos quais essas espermatides estdo
presentes no epitélio seminifero). O tempo de transito dos espermatozoides nos segmentos do
epididimo foi determinado dividindo o nimero total de espermatozoides em cada segmento
pela PDE, conforme a metodologia de Robb et al. (1978).

3.7 Andlise Estatistica

Para a comparac¢ao dos parametros avaliados, foram conduzidas analises de variancia
(ANOVA) seguidas do teste de Tukey como pds-teste, ou andlises ndo paramétricas de Kruskal-
Wallis seguidas do teste de Dunn. Um teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para verificar a
normalidade das distribuicdes antes das analises estatisticas. Foi considerada significancia
estatistica quando p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O herbicida glifosato é amplamente empregado na agricultura para facilitar e
aumentar a producgdo de alimentos. Embora esse agrotéxico desempenhe um papel crucial na
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producdo agricola, seu uso excessivo pode acarretar diversas consequéncias adversas para a
saude humana e ambiental (ARL, 2021).

Nos ultimos anos, tém sido observada uma diminuicdo progressiva da funcao
reprodutiva masculina, com possiveis correlagdes com a exposicdo a contaminantes ambientais,
especialmente a agrotéxicos (GORGA et al.,, 2020). No presente estudo, as diferentes
concentracdes de glifosato em exposicdo inalatéria levaram a alteragdes na quantidade e
gualidade de espermatozoides em modelo animal, indicando potencial risco a fertilidade
masculina.

Os efeitos toxicos reprodutivos mais comumente observados apds exposicdo a
agrotoéxicos incluem: a reducdo do volume de ejaculacdo, reducdo da concentracdo de
testosterona, reducdo na producdo de espermatozoides, diminuicdo na concentragdo
espermatica e alteracdo na morfologia e motilidade espermatica (ROMANO et al., 2012; DAl et
al., 2016; OWAGBORIAYE et al., 2017; CAl et al., 2017; ANIFANDIS et al., 2018; VANLAEYS et al.,
2018; PHAM et al., 2019; GORGA et al., 2020; JARRELL; AHAMMAD; BENSON, 2020; BWANA
MUTWEDU et al., 2021), o que é consistente com os achados de nosso estudo.

Os numeros absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e a producdo
espermatica didria (PDE) absoluta e relativa foram reduzidos em todos os grupos expostos ao
herbicida quando comparados ao GC (Tabela 3), indicando impacto sobre a espermatogénese.
Entretanto, o peso dos testiculos ndo foi alterado pelo herbicida (Tabela 1).

Tabela 1 - Contagem de espermatozoides no testiculo em ratos dos quatro grupos experimentais: Controle (GC) e
expostos ao glifosato por via inalatéria em diferentes concentragdes (GBC, GMC e GAC).

Contagens no testiculo CG GBC GMC GAC
Peso testicular (g) 1,58+0,10 1,59+0,11 1,59+0,13 1,60+0,12
Ne de espermatozoides (x10°) 196.154+20.43a 181.08+19.98b 178.49+11.31b 176.70+18.18b
N¢ de espermatozoides/g 127.11+12.71a 118.55+£19.20b 117.00£13.77b 116+15.77b
(x10%/g)

PDE (x10%/testiculo/dia) 31.44+3.12a 22.12+2.67b 22.10+1.89b 21.91+1.76b
PDE relativa (x10%/g/dia) 21.88+2.44a 17.01+2.52b 16.23+2.61b 16.68+2.30b

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelos autores.

Dai et al., (2016) observaram alteragbes das contagens espermadticas e reducdo do
numero absoluto e relativo de espermatozoides no testiculo e produgdo didria total e por grama
de testiculo de ratos expostos as concentracdes 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 producdo didria de espermatozoides e aumento da
percentagem de espermatozoides anormais.

Os numeros absolutos e relativos de espermatozoides na cabeca/corpo e cauda do
epididimo foram reduzidos (p < 0,05) nos trés grupos expostos ao glifosato, quando comparados
ao GC (Tabela 2). Entretanto ndo houve atraso significativo (p < 0,05) no tempo de transito
espermatico na cabeca/corpo e cauda do epididimo em comparagio ao GC (Tabela 2), apesar
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das alteracbes de motilidade observadas (Figura 2), que indicam potencial impacto na
maturagdo espermatica.

Tabela 2 - Contagem de espermatozoides no testiculo em ratos dos quatro grupos experimentais: Controle (GC) e
expostos ao glifosato por via inalatéria em diferentes concentragdes (GBC, GMC e GAC).

Contagens no epididimo CcG GBC GMC GAC
Cabega/corpo

N2. de espermatozoides 136.74+22.60a 114.194£19.97b 109.78+21.09b 107.50+22.06b
(x106)

Ne de espermatozoides/g 345.39+22.70a 321.30+29.82b 319.31+22.83b 318.76+21.81b
(x105/g)

Tempo de transito (dias) 495+1.14 4.87+1.01 4.73+1.05 4.11+1.04
Cauda

N2. de espermatozoides 224.25%+41.33a 202.06%32.90b 198.37+42.34b 197.04+32.08b
(x106)

N de espermatozoides/g 984.06+89.01a 976.93+68.77a 921.83+102.97b 922.97+77.24b
(x106/g)

Tempo de transito (dias) 6.56+1.57 7.52+2.46 7.72+1.62 7.09+2.03

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelos autores.

A motilidade dos espermatozoides é um dos aspectos fundamentais em relacdo a
fertilizacdo, pois apenas os espermatozoides méveis conseguem alcangar o ovdcito para a
fecundagdo. Portanto, a diminuicdo na motilidade implica diretamente na capacidade
reprodutiva dos espermatozoides (CAl et al., 2017). InUmeras investigac6es tém ilustrado os
efeitos de agrotdxicos nesse pardmetro especifico. Anifandis et al., (2018) realizaram um estudo
com amostras de espermatozoides expostos a 1mg/L de glifosato apds 1 hora e observaram a
diminui¢cdo na motilidade progressiva.

No presente estudo, a porcentagem de espermatozoides com movimentagdo
progressiva (Figura 2A) apresentarou-se reduzida significativamente (p < 0,05) no GAC quando
comparados ao GC, e semelhantes entre os grupos expostos ao glifosato (p > 0,05).
Consequentemente, a porcentagem de espermatozoides com motilidade ndo progressiva
(Figura 2B) e de imdveis (Figura 2C) foi aumentada nos animais expostos a maior concetragao
do herbicida. Isso demonstra que houve uma tendéncia de reducdo da capacidade médvel dos
espermatozoides em todos as concentragdes de exposi¢do ao glifosato, no entanto, apenas na
maior concentracgdo a diferenca foi estatisticamente significativa (p < 0,05). Os grupos de média
e alta concentragdo de exposicdo foram os que mais apresentaram alteraces, sendo um
indicativo de que a dose de exposicdao estd diretamente relacionada aos danos espermaticos,
conforme estudo de Joshi et al. (2012).
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Figura 2 — Motilidade espermatica (A-C) e integridade de membrana plasmética (D) dos quatro grupos
experimentais: Controle (GC) e expostos ao glifosato por via inalatéria em diferentes concentragdes (GBC, GMC e

GAC).
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Letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelos autores.

A andlise da morfologia dos espermatozoides também desempenha um papel
significativo ndo apenas na avaliagdo da funcionalidade dos testiculos, mas também como um
indicador do estresse induzido pelo ambiente. Anomalias na forma dos espermatozoides podem
indicar mudangas que ocorreram durante o processo de espermatogénese, afetando
diretamente sua capacidade de fertilizagdo (NAJAFI, 2015). No presente estudo, houve redugao
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 3). Além disso, a integridade da membrana plasmatica foi reduzida
(p < 0,05) nos grupos GMC e GAC expostos ao glifosato em comparacdo com o GC e GBC (Figura
2D).
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Tabela 3 - Morfologia espermatica em ratos dos quatro grupos experimentais: Controle (GC) e expostos ao glifosato
por via inalatéria em diferentes concentragdes (GBC, GMC e GAC).

Morfologia CG GBC GMC GAC
Normal (%) 96,50 90,00 88,60 86,30
(94,00-99,00)a (83,00-95,00)b (78,00-94,00)b (76,00-91,00)b
Anormalidades de 2,00 4,50 5,50 8,00
cabeca (%) (1,00-11,00)a (1,00-14,00)a (1,00-17,00)ab (2,00-19,00)b
Anormalidades de 0,27 0,70 1,07 1,72
cauda (%) (0,00-1,00)a (0,00-3,00)ab (0,00-3,00)b (0,00-8,00) bc

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelos autores.

A reducdo de espermatozoides morfologicamente normais e o aumento de
anormalidades de cabeca e cauda de espermatozoides se assemelham as alteracdes
encontradas no estudo de Owagboriaye et al. (2017). Estes autores observaram uma reducdo
significativa no numero de espermatozoides morfologicamente normais em ratos expostos ao
glifosato. Os autores propdem que tais alteracdes tenham um impacto negativo sobre a satde
reprodutiva dos ratos resultantes a exposicdo ao herbicida. Romano et al. (2010) também
encontraram uma reducdo significativa nas concentracdes de testosterona e alteracdes na
morfologia testicular de ratos machos expostos ao glifosato em diferentes doses. Assim como
nesse estudo, a ocorréncia de alteracGes morfoldgicas e a reducdo de espermatozoides normais
com aumento de anormalidades de cabega e cauda nos grupos expostos indicam que a utilizagao
do glifosato pode alterar a qualidade espermatica.

5 CONCLUSAO

Os resultados revelaram que a exposicdo inalatéria ao glifosato em concentracées
ambientalmente relevantes realizada com um modelo que simula a pulverizagdo ambiental real
levou a alterages significativas tanto na quantidade, quanto na qualidade dos espermatozoides
animais. As diferentes concentra¢des de exposicdo demonstraram efeitos graduais, onde as
concentragdes mais elevadas apresentaram os maiores danos. Particularmente, observou-se
uma diminui¢do na motilidade espermatica, um fator crucial para a fertilizagdo bem-sucedida,
além de alteragGes na morfologia dos espermatozoides e na integridade da membrana
plasmatica. Essas alteragdes indicam um potencial risco a fertilidade masculina, refor¢ando a
importancia de regulamentacdes rigorosas na utilizacdo de agrotdxicos para minimizar impactos
adversos. Em sintese, os resultados deste estudo reforcam a necessidade de outros estudos e
uma analise cuidadosa dos riscos associados ao uso do glifosato e de outros agrotoxicos,
considerando seu impacto sobre a salde reprodutiva masculina e a possibilidade de transmissao
de efeitos negativos para as gerag¢Oes futuras. Medidas regulatdrias e estratégias de manejo
mais sustentdveis na agricultura podem ser necessarias para equilibrar a produgao de alimentos
e a preservacao da saude humana e ambiental.

6 AGRADECIMENTOS
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