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RESUMO

Herbicidas a base de glifosato causam impactos negativos sobre o desenvolvimento do sistema reprodutivo de
fémeas e sdo escassas as informagdes sobre os efeitos em diferentes estagios da vida reprodutiva das fémeas,
especialmente sobre a integridade dos foliculos ovarianos. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo
determinar se o glifosato afeta a morfologia de foliculos ovarianos de camundongos gestantes ¢ de sua prole.
Camundongos fémeas (n=6), com 8 semanas de idade, acasalaram com camundongos machos (n=3). Apods
confirmagdo da gestagdo, as fémeas foram divididas igualmente em 2 grupos: Controle (CTRL) e Glifosato na
concentragdo de 30mg/kg (M30). Filhotes fémeas advindas do grupo M30 também foram avaliadas para
observagdo de possiveis alteragdes decorrentes da exposi¢do ao herbicida (M30f). Mediante histologia classica,
os foliculos foram quantificados e classificados em relacdo a integridade morfoldgica e a categoria folicular. Os
dados foram expressos em médiaterro padrao da média e submetidos ao teste ¢ de Student para comparagao entre
os grupos (CTRL e M30). A diferenca foi considerada significativa quando p<0,05. Os resultados demonstraram
um aumento significativo no nimero de foliculos degenerados nos ovarios de animais do grupo M30 em
comparacdo ao grupo CTRL (p<0,05). Na prole exposta ao herbicida durante a fase embriondria (M30f), foram
contados no total 302 foliculos, dos quais 41,39% estavam degenerados. Conclui-se que camundongos fémeas
expostas a concentragdo de 30mg/kg de glifosato durante a vida adulta ou intrauterina afeta a integridade
morfologica ovariana, levando a um aumento na quantidade de foliculos atrésicos, tanto nas matrizes, quanto em
suas proles.

Palavras-chave: Herbicida, toxicidade reprodutiva, efeito teratogénico, degeneragdo folicular, exposi¢do
embrionaria.

ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides have negative impacts on the development of the female reproductive system and
there is little information on the effects at different stages of the female reproductive life, especially on the
integrity of ovarian follicles. Thus, the present study aimed to determine whether glyphosate affects the
morphology of ovarian follicles in pregnant mice and their offspring. Female mice (n=6), 8 weeks old, mated
with male mice (n=3). After confirmation of pregnancy, the females were equally divided into two groups:
Control (CTRL) and Glyphosate at a concentration of 30 mg/kg (M30). Female offspring from the M30 group
were also evaluated to observe potential alterations resulting from herbicide exposure (M30f). Follicles were
quantified and classified based on morphological integrity and follicular category by classical histology
analyses. Data were expressed as mean + standard error of the mean and subjected to the Student's t-test for
comparison between groups (CTRL and M30). Differences were considered significant at p<0.05. The results
showed a significant increase in the number of degenerated follicles in the ovaries of animals from the M30
group compared to the CTRL group (p<0.05). In offspring exposed to the herbicide during the embryonic phase
(M30f), 302 follicles were counted, of which 41.39% were degenerated. It is concluded that female mice exposed
to a concentration of 30 mg/kg of glyphosate during adulthood or intrauterine life experience compromised
ovarian morphological integrity, leading to an increase in the number of atretic follicles, both in the mothers
and their offspring.

Keywords: Herbicide, reproductive toxicity, teratogenic effect, follicular degeneration, embryonic exposure.
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INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo insumos agricolas utilizados no mundo inteiro, os quais foram
introduzidos nos Estados Unidos na década de 1950, durante um movimento conhecido como
“Revolucao Verde”. Nesse periodo, o emprego de novas técnicas, maquinas e produtos
quimicos que aperfeicoaram a producdo no campo teve grande destaque. Nas décadas
seguintes, esse movimento despontou no Brasil e, desde entdo, o uso desses produtos
quimicos tem sido pratica caracteristica da agricultura brasileira (LOPES e
ALBUQUERQUIE, 2018).

Mundialmente, o Brasil ¢ considerado um dos maiores produtores de alimentos,
devido ao fato de ser também um dos maiores consumidores de agrotoxicos (CARNEIRO et
al., 2022). Embora o uso de agrotoxicos garanta o aumento da produtividade nas pastagens
pelo mundo, seu uso massivo esté relacionado a impactos negativos diretos no meio ambiente
e na satude humana (GHISI et al., 2020), uma vez que sao considerados produtos perigosos.

Os principais agrotoxicos sao herbicidas que tém como base ativa o glifosato ou N-
(fosfonometil) glicina, também comercialmente conhecido como “Roundup®’ (GHISI et al.,
2020). Essas substancias sdao utilizadas em campos agricolas, mas também em jardins
domésticos para o controle de plantas indesejaveis. Sua vasta aplicacdo nas pastagens, por
exemplo, resultou em espécies invasoras mais resistentes e tolerantes e, consequentemente,
em aumento na frequéncia de uso e disseminagdo do produto, além da necessidade de
aumentar suas concentragoes para garantia do efeito (GHISI et al., 2020; CARNEIRO et al.,
2022). Assim, além de contaminarem o meio ambiente, podem causar riscos a saude humana
(ALARCON et al., 2019), uma vez que o consumo de alimentos e 4gua contaminados sdo a
principal forma de exposicao ao glifosato.

Vento, particulas de poeira e dgua de erosdo também podem ser fontes
contaminantes, elevando a probabilidade de incidéncia de individuos expostos aos herbicidas
(GILLEZEAU et al., 2019). A exposicao cronica ao glifosato tem demonstrado relacdo com o
desenvolvimento de diversos problemas de satde, por ser um potencial agente cancerigeno e
desencadeador de irregularidades em sistemas fisiologicos completos, como o sistema
reprodutivo (PANIS ef al., 2024). Recentemente, o glifosato foi considerado um desregulador
enddcrino, uma vez que sua exposi¢ao e consequente absor¢do pelo organismo simula ou
bloqueia efeitos hormonais, o que prejudica processos fisiologicos (JARREL et al., 2020).

Estudos in vitro com células da granulosa de suinos demonstraram que diferentes
doses de glifosato diminuem a proliferacdo celular e a producdo de estrogénio, além de
aumentar a producdo de progesterona e de marcadores de estresse oxidativo (GIGANTE et
al., 2018). Em bovinos, células do tecido ovariano exposto ao glifosato ou a herbicidas a base
de glifosato (HBG) demonstraram secre¢do dos esteroides ovarianos alterados e,
especificamente, o Roundup® foi responsavel por uma redugdo acentuada no nimero de
células da granulosa (PEREGO et al., 2017). Tais resultados ressaltam o potencial
desregulador endocrino do glifosato e de seus derivados sobre a fisiologia reprodutiva
feminina, impactando sobre maneira a fungdo ovariana (INGARAMO et al., 2020).

Em camundongos machos descendentes de fémeas expostas durante a gestagdo e
lactacdo (TELEKEN et al., 2019), o glifosato desregulou o eixo-hipotaldmico-hipofisario,
levando ao aumento de liberacdo de hormoénio luteinizante (LH) ¢ das concentra¢des de
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testosterona. Além disso, mesmo em linhagens de células cancerigenas, herbicidas a base de
glifosato foram capazes de danificar o DNA dessas células, acumulando mutagdes, causar
desequilibrio oxidativo, e alterar a fun¢do dos receptores de estrogénio no cancer de mama,
confirmando seus efeitos carcinogénicos (SERRA et al., 2021).

No tocante ao sexo feminino, estudos demonstraram efeitos prejudiciais de HBG
diretamente sobre a organizacao das estruturas do sistema reprodutivo de fémeas de peixes-
zebra (DAVICO et al., 2021), alteragdes na atividade proliferativa de ovarios e tutero de
cordeiros (ALARCON et al., 2019) e no surgimento de anomalias congénitas e problemas
com o desenvolvimento fetal na segunda gera¢do da prole de ratos (MILESI et al., 2018).
Pesquisas in vitro ainda demonstraram efeitos negativos sobre a proliferagdo das células da
granulosa, diminui¢ao da viabilidade destas células em suinos e que a exposi¢cdo de células
foliculares bovinas ao glifosato causou alteracdes diretas no sistema reprodutivo por meio do
efeito sobre a funcao ovariana (PEREGO et al., 2016; SERRA et al., 2021).

Mesmo que os efeitos nocivos a satde causados pelo uso de defensivos agricolas seja
objeto de pesquisa de diversos estudos ainda ha uma escassez de informacdes sobre os
impactos especificos do herbicida glifosato, em diferentes estdgios da vida reprodutiva, sobre
a morfologia ovariana. Até o momento, ndo foram encontrados estudos que avaliem os efeitos
da exposicdo ao glifosato em fémeas de camundongos prenhes, com foco na integridade dos
foliculos ovarianos, tanto nas matrizes quanto na prole. Assim, o presente estudo teve como
objetivo determinar se o glifosato afeta diretamente a integridade morfoldgica das estruturas
ovarianas de camundongos que tiveram esse contato durante a fase embrionaria, bem como
identificar possiveis alteracdes na morfologia da prole feminina.

MATERIAL E METODOS

Animais e principios éticos

Foram utilizadas como matrizes (n=6), camundongos Swiss com 8 semanas de idade
e peso corporal entre 25 e 30 gramas. Os animais foram mantidos a 26+2 °C com um ciclo
12/12 horas de luz/escuro, com agua e ragdo ad libitum, durante todo periodo do experimento.
Além das matrizes foram utilizados 3 camundongos machos adultos para o acasalamento com
as matrizes. Ap6s confirmacao da prenhez, em todas as fémeas, e suas subsequentes paricoes,
nasceram 68 filhotes, sendo 32 eram fémeas. Vale ressaltar que cada fémea gestante pariu
apenas uma vez. Posteriormente ao periodo de desmame, matrizes e prole foram eutanasiadas,
com 14 e 5 semanas de idade, respectivamente.

Os animais foram manipulados de acordo com os Principios FEticos de
Experimentagdo Animal apds aprovagdo da Comissdo de Etica e Pesquisa para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) sob o nimero CEUA - UFC:
4067310818.

Desenho experimental

Apbs 24h do acasalamento e confirmacdo da gestagdo (D0), as fémeas foram
separadas em 2 grupos, Grupo Controle (CTRL) (n=3) e Grupo Glifosato (M30) (n=3). O
Grupo Controle recebeu agua destilada por via oral (VO); enquanto as fémeas do Grupo
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Glifosato foram submetidas ao contato com 30 mg/kg deste defensivo agricola, VO, desde o
primeiro dia (D1) ap6s a confirmagao da gestacao até o ultimo dia de gestagdo (D18-22).

A dose escolhida para administragdo do herbicida foi baseada na ingestdo diaria
aceitavel (IDA) que, para camundongos, ¢ equivalente a dose de 0,3mg/kg (TESSARI, 2006).
Entretanto, tendo em vista a necessidade de avaliacdo da exposicao cronica ao herbicida, neste
estudo foi utilizada uma dose cem vezes maior que a IDA, ou seja, 30mg/kg. E importante
salientar que, a fim de minimizar o risco de degradagdo do herbicida, ja que sua meia vida ¢
curta (49 dias; MERCURIO, 2014), o produto foi diariamente diluido em 4gua.

Prole

Dentre os filhotes, as fémeas de ambos os grupos de matrizes expostas ao glifosato e
do grupo controle foram avaliadas. O parto de todas as matrizes ocorreu de maneira natural.
No dia 21, ap6s o parto, foi realizado o desmame. Os filhotes do sexo masculino e feminino
foram separados e a identificagdo foi verificada por meio da diferenca visual da distancia
anogenital, que ¢ maior nos machos que nas fémeas. Dentre estes filhotes nasceram 32 fémeas
das quais 21 foram utilizadas neste estudo, 7 pertenciam ao grupo Controle (CTRLf) e 14 ao
grupo de filhotes expostos ao glifosato (M30f).

Histologia classica

Ap0s a eutandsia, os ovarios coletados foram fixados em parafomaldeido 4% por 24
horas. Posteriormente, foram conservados em solucdo de etanol a 70% a temperatura
ambiente até o processamento histolégico. Durante o processamento, os ovarios foram
desidratados em uma série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), diatanizados em
xilol, incluidos em parafina e seccionados a Sum em micrétomo rotativo. Finalmente, as
laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE). A andlise da morfologia dos ovarios
foi realizada a partir da contagem de 30 foliculos por tratamento através do microscopio
optico (40x).

Os foliculos foram quantificados e classificados qualitativamente em relacdo a
integridade morfoldgica do odcito e das células da granulosa. Os foliculos foram considerados
morfologicamente normais quando apresentavam um odcito integro, rodeado por células da
granulosa organizadas em um ou mais camadas e sem nucleo picnético. Foram considerados
degenerados os foliculos que apresentavam retragdo oocitaria, nicleo picnotico e/ou células
foliculares desorganizadas e destacadas da membrana basal (JIMENEZ et al., 2016). A partir
destes parametros, foliculos degenerados foram classificados em: tipo I, quando apenas o
odcito apresentou sinais de degeneragdo e tipo II quando odcito e células da granulosa
estavam degeneradas (SILVA et al., 2002).

A classificacdo dos estagios dos foliculos ovarianos foi realizada, considerando os
foliculos como: primordiais (oocito imaturo circundado por uma camada de células da
granulosa de formato pavimentoso), intermediarios (uma camada de células pavimentosas e
cuboidais), e foliculos em desenvolvimento, os quais incluem os estdgios primario (uma
camada de células cuboidais), secundario (duas ou mais camadas de células cuboidais) e
antral (presenca da cavidade antral entre multiplas camadas de células da granulosa)
(FIGUEIREDO et al., 2018).
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Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrao da média. Foi utilizado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk e o teste t de Student ndo paramétrico para comparacdo entre 0s
grupos (Controle e M30). Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes
quando a probabilidade de ocorréncia da hipdtese nula foi menor que 5% (p< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Implicacdes do HBG na morfologia ovariana das matrizes e de suas proles

A partir da andlise histologica, foram contabilizados 508 e 336 foliculos nos ovarios
das matrizes e filhotes, respectivamente. Nos ovarios das matrizes foram observados 346
foliculos nas fémeas expostas a 30mg/kg de glifosato (M30) e 162 foliculos nas fémeas nao
expostas, ou seja, nas fémeas do grupo controle. J4 em relagdo aos filhotes foram observados
um total de 336, sendo 302 no grupo tratado (M30) e 34 foliculos no grupo controle.
Considerando os baixos niimeros de foliculos encontrados nos filhotes do grupo controle, para
esta idade, os dados foram apresentados de forma numérica e/ou descritiva e considerados
dados qualitativos.

Observa-se na Fig. 01 o percentual de foliculos degenerados nos ovarios das matrizes
(Fig. 01A) e de seus filhotes fémeas (Fig. 01B) em ambos os grupos testados. Em relacao as
matrizes, 33,24% dos foliculos do grupo glifosato apresentaram algum sinal de degeneracao,
sendo este percentual significativamente superior (p<0,05) ao observado no grupo controle
(Fig. 01A). De forma semelhante, a exposi¢ao da prole ao glifosato durante o periodo pré-

natal também provocou degeneracao folicular, sendo observada uma taxa da ordem de
41.39% (Fig. 01B).

Figura 01: Total de foliculos morfologicamente degenerados presentes nos ovarios de
matrizes e de suas proles do grupo CTRL ou daquelas expostas a 30mg/kg de glifosato.
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Obs.: (*) Diferencga significativa entre o grupo controle e o tratado com glifosato (p<0,05).

Quando os foliculos degenerados foram categorizados, observou-se que, em relagdo
as matrizes, no grupo M30, a maior parte dessas estruturas pertenciam a categoria de foliculos
pré-antrais em desenvolvimento, ou seja, foliculos primdrios (23,47%) e secundarios
(37,39%), ou ainda, a categoria de foliculos antrais (23,47%). Por outro lado, dos 16,66% de
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foliculos que apresentavam sinais de degeneracdo nos ovarios das matrizes do grupo controle,
a maior parte pertencia a categoria de foliculos secundarios (40,74%) (Tab. 01).

Tabela 01: Foliculos morfologicamente degenerados separados em diferentes categorias
presentes nos ovarios de matrizes do grupo controle ou tratados com 30mg/kg de glifosato.

Tratamento Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos
(n) primordiais (%) | primarios (%) | secundarios (%) antrais (%)
Controle 1/27 0/27 11/27 6/27
27) (3,70) (0,0) (40,74) (22,22)
M30 18/115 0/115 43/115 27/115
(115) (15,65) (0,0) (37,39) (23,48)

Conforme mencionado anteriormente, os dados dos foliculos degenerados nos

filhotes de fémeas expostas ao glifosato foram apresentados de forma descritiva, sendo

observados que mais da metade (51,2%) dessas estruturas foram classificados como foliculos
secundarios (Tab. 02).

Tabela 02: Foliculos morfologicamente degenerados (%) separados em diferentes categorias

presentes nos ovarios das proles do grupo controle ou tratado com 30mg/kg de glifosato.

Tratamento | Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos
(n) primordiais | intermediarios | primarios | secundarios antrais
Controle 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1
1 (0,0) (0,0) (0,0) (100) (0,0)
M30 10/125 2/125 32/125 64/125 17/125
(125) (8,00) (1,60) (25,6) (51,2) (13,6)

Grau de degeneracgao dos foliculos ovarianos em matrizes e de suas proles

A Fig. 02 demonstra o percentual de foliculos degenerados de acordo com o grau
e/ou tipo de degeneracdo. Foi observado que a percentagem de foliculos degenerados do tipo
II foi significativamente superior no grupo M30 quando comparado ao percentual de foliculos
degenerados do tipo I (p<0,05). Entretanto, isto ndo foi observado para o grupo controle, no
qual a propor¢ao de foliculos degenerados dos tipos I e II foi semelhante (p>0,05).

.

g

20

Foliculos degenerados (%)

CTRL

M30

Figura 02: Foliculos degenerados dos tipos I e II nos grupos controle € em matrizes expostas
a 30mg/kg de glifosato. *Diferenga significativa entre graus de degeneragio dentro do grupo (p<0,05)
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Dentre os 125 foliculos degenerados contados nos filhotes do grupo exposto ao
herbicida durante a gestagdo, cerca de 30,4% foram classificados em degeneragdo do tipo I,
enquanto 69,6% foram classificados como do tipo II. Portanto, ¢ possivel sugerir que, neste
grupo, houve uma predominancia no comprometimento de toda a estrutura folicular, ou seja,
presenca de degeneragdo tanto no oocito quanto nas células da granulosa.

No presente trabalho foram verificadas alteragdes histoldgicas na estrutura de
foliculos ovarianos de matrizes de camundongos expostas ao glifosato durante a gestagao,
bem como de suas proles. Essas andlises foram realizadas através de histologia cléssica,
método importante na avaliagdo de varios tecidos, inclusive para avaliacdo de foliculos
presentes no tecido ovariano. As técnicas histologicas permitem verificar, dentre outras
coisas, as alteracdes na morfologia e integridade de todos os compartimentos foliculares, ou
seja, oocitos, células da granulosa e células da teca (ARAUJO etal., 2014).

Neste estudo, a exposi¢ao de fémeas gestantes ao glifosato aumentou o niamero de
foliculos atrésicos tanto nos ovarios das matrizes, quanto nos ovarios de suas proles.
Corroborando com estes achados, a exposicao de camundongos prenhes (REN ef al., 2018) e
ratas (HAMDAOUI et al., 2017) a herbicidas a base de glifosato também induziu atresia
folicular. Além disso, em ovarios de peixe-zebras, essa exposi¢do provocou danos tanto nas
células foliculares quanto uma reducdo na espessura do envelope vitelinico (DAVICO et al.,
2021). Destaca-se que o envelope vitelinico seria a estrutura equivalente a zona pelicida em
mamiferos e tal estrutura ¢ fundamental para a diferenciacdo das células da granulosa, sucesso
da fertilizagdo e protecao inicial do embrido (LITSCHER ¢ WASSARMAN, 2018; MOROS-
NICOLAS et al., 2021).

A exposicdo das matrizes ao glifosato (grupo M30) aumentou a degeneracao
folicular do tipo II, ou seja, houve danos em todos os compartimentos foliculares (oocito e
células da granulosa e da teca) de todas as categorias foliculares, sendo predominante em
foliculos primarios, secundarios e antrais, tanto de matrizes quanto de suas proles.
Corroborando com estes resultados, Milesi et al. (2018) verificaram retardo no crescimento e
anomalias congénitas na prole de ratas prenhes e expostas ao glifosato (200mg/kg).

Tendo em vista que ao longo do desenvolvimento folicular, os compartimentos
foliculares aumentam sua atividade metabodlica, estas células tornam-se cada vez mais
suscetiveis a alteragdes. As células foliculares sdo responsaveis pela producao dos esteroides
gonadais, fatores de crescimento e citocinas que regulam e mantém o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos (COLLADO-FERNANDEZ et al., 2012; MATSUDA et al., 2012).

Assim, considerando que a proliferacdo e a sobrevivéncia dos gametas estdo
diretamente relacionadas a atividade de suas células, as alteragdes morfoldgicas
(HAMDAOUI et al., 2017) ¢ na dindmica folicular ovariana (ALARCON et al., 2019),
causadas pela exposicdo ao glifosato, levam a um prejuizo da atividade ovariana, tanto na
vida adulta quanto na vida pré-natal.

Os efeitos da exposicdo ao glifosato na vida adulta de ratas foram demonstrados por
Milesi et al. (2018) que verificaram que ndo houve alteragcdes morfologicas no inicio da
puberdade da primeira geragao (F1) da prole exposta ao HBG durante o periodo perinatal.
Contudo, nestes animais foi observada uma maior perda de embrides pré-implantagdo. Com
base nos resultados, os pesquisadores sugeriram que tal evento pode ter sido ocasionado por
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uma falha no desenvolvimento uterino das ratas F1 expostas ao HBG no tutero e durante a
lactacdo, o que tornou o ambiente para a implantagdo do embrido menos receptivo durante a
fase adulta. No mesmo estudo, foi observado que a prole F2, descendente das ratas expostas
ao herbicida no utero e durante a lactacao, apresentaram reducdo no peso e tamanho corporal,
indicando um comprometimento cumulativo entre as geragdes.

Trabalhos recentes tém demonstrado que a exposicdo a herbicidas altera a secrecao
de hormonios reprodutivos e outras substancias importantes para o desenvolvimento dos
gametas. Popoola e Sakpa (2018) verificaram em ratos machos que doses de 400 e 2000mg/kg
de HBG reduziram os niveis de FSH e testosterona. De maneira semelhante, em ovelhas
jovens, Alarcon et al. (2019) demonstraram diminui¢@o na expressao dos RNAm para GDF-9
(growth and differentiation fator-9) e para o receptor de FSH. Tais achados podem ser devido
aos prejuizos causados pela exposigdo a esses herbicidas nas gonadas de individuos adultos ou
jovens, levando a uma alta taxa de degeneragao folicular, especialmente durante a fase antral.

Os resultados do presente estudo ressaltam o efeito prejudicial as estruturas
reprodutivas de fémeas murinas quando expostas ao glifosato e ainda garantem evidéncias do
potencial efeito teratogénico deste herbicida, haja vista que a exposicao durante o periodo
embriondrio resultou em maior nimero de foliculos degenerados na prole. Assim, novas
pesquisas podem ser realizadas a fim de detalhar o impacto do glifosato sobre a estrutura
morfofuncional ovariana, bem como um possivel efeito negativo sobre a fertilidade feminina.

CONCLUSOES

A exposi¢ao de camundongos prenhes a concentracao de 30mg/kg de glifosato afeta
negativamente a integridade morfoldgica ovariana, resultando em um maior nimero de
foliculos atrésicos, nos ovarios de matrizes e filhotes. Entretanto, ainda sdo necessarias mais
pesquisas para avaliar os possiveis prejuizos da exposi¢ao neonatal a este herbicida.
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