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Resumo do Projeto

A utilizacdo de pesticidas, em especial os de finalidade herbicida, vem apresentando um vertiginoso aumento ao longo das décadas, no intuito de acompanhar a intensidade da produgcdo econdémica.
Herbicidas a base de glifosato, 2,4 D e atrazina estdo entre as formulacées mais utilizadas no Brasil, sendo aplicados isoladamente ou em conjunto, a fim de proporcionar maior eficiéncia, fato que gera
preocupacao no campo cientifico devido as consequéncias da exposicao a esses compostos sobre saide humana e animal. Nesse ambito, os efeitos sobre aspectos reprodutivos justificam a necessidade de
avaliar a possivel participagdo conjunta desses compostos no comprometimento da reproducao. Dessa forma, o presente estudo pretende analisar os efeitos de concentracdes de glifosato, 2,4D e atrazina,
sobre a fungao e qualidade de células esperméticas de bovinos, identificando possiveis mecanismos de agdo desses compostos. Para isso, palhetas com sémen bovino congeladas, de touros com fertilidade
comprovada, serao descongeladas e a selecao espermatica seréa realizada por gradiente de Percoll. Entao, os espermatozéides bovinos serdo expostos a diferentes concentracdes ambientais dos pesticidas
de forma isolada e sob a forma de misturas, e em seguida avaliados os efeitos destas exposices sobre a viabilidade, funcionalidade, estrutura e parametros de estresse oxidativo e dano no DNA. Por fim,
verificar os efeitos sobre a capacidade fecundante, através da fertilizagao in vitro. Ao final do estudo, espera-se obter resultados que permitam elucidar quanto aos efeitos provocados pela
exposicao indireta a compostos de finalidade herbicida, tendo em vista o crescente uso dos mesmos. De particular importancia, este estudo trard informacdes relevantes a
respeito do efeito da exposicdo a misturas de pesticidas, em um contexto muito préximo ao da realidade vivenciada, auxiliando na elucidacdo sobre o possivel papel destes

compostos no comprometimento da fertilidade em mamiferos.

Introducao e Justificativa

Atualmente, os herbicidas consistem na categoria de pesticidas agricolas mais utilizada no mundo em decorréncia da demanda econdmica. A necessidade de um uso cada vez mais intenso desses



compostos vem de encontro com a preocupacao gerada pelo grau de exposicao e associacdo desse fato com a ocorréncia de problemas de salde e impactos no meio ambiente como um todo (MESNAGE et
al., 2021).

O Brasil é consumidor significativo de grande nimero e variedade de pesticidas, inclusive os denominados "extremamente perigosos" (Highly Hazardous Pesticides -HHP), banidos em diversos paises
(FERNANDES et al., 2020). Entre os pesticidas mais utilizados no pais citam-se os herbicidas a base de glifosato, seguidos pelas formulacdes com acido diclorofenoxiacético (2,4D) e de atrazina. A aquisicao
de resisténcia a pesticidas das espécies vegetais indesejaveis na producao agricola tem estimulado o manejo através de um volume cada vez maior de herbicidas, sendo aplicados de maneira isolada ou
em conjunto para garantia de melhores resultados (BROVINI et al., 2021)

A literatura tem demonstrado ao longo dos anos os efeitos da exposicao a estes compostos, verificando mecanismos que permitem associar prejuizos a salde com a acdo dessas substancias sobre o
funcionamento de diversos processos fisioldgicos, entre eles, os atrelados ao sistema reprodutivo (SENGUPTA; BANERJEE, 2014). O potencial de pesticidas de atuar como disruptores enddcrinos e provocar
efeitos adversos por mecanismos de citotoxicidade, tem contribuido para que a exposicao continua a essas substancias tenha relacdo com o aumento da infertilidade, abortos esponténeos e, inclusive, com
consequéncias nas geragdes seguintes (FUCIC et al., 2021).

Entre os efeitos adversos ao sistema reprodutor masculino, estudos sobre exposigao a herbicidas a base de glifosato demonstram sua capacidade de desregulagao da enzima aromatase e de promover a

diminuicdo da quantidade e performance de espermatozéides (ANIFANDIS et al., 2018; NEROZZI et al., 2020). A presenca de 2,4D no sémen esta associada a diminuicao da qualidade do mesmo, motivada
por mecanismos que incluem o estresse oxidativo provocado pelo pesticida (TAN et al., 2016). J& a atrazina consiste em um conhecido disruptor enddcrino, capaz de elevar niveis de estrégeno circulante,
interferir na espermatogénese e promover danos as células espermaticas (KOMSKY-ELBAZ; ROTH, 2017).
No entanto, apesar do grande nimero de estudos que abordam a exposicdo a pesticidas e reproducao, ainda existem lacunas no que diz respeito a associacdo desses compostos em um contexto de
misturas que permita mimetizar a realidade (MESNAGE et al., 2021). Nesse sentido, também carecem estudos que utilizem protocolos de exposicdo com concentracdes mais factiveis, préximas as
ambientais (ROTH; KOMSKY-ELBAZ; KALO, 2020).

Por essa razao, o presente estudo visa elucidar quanto ao potencial de concentragbes baixas dos principios ativos dos herbicidas glifosato, 2,4D e atrazina, isolados e em conjunto, de promover danos a

reproducéao através de um modelo de exposicdo de espermatozdéides bovinos, avaliando efeitos sobre a qualidade e fungdo espermatica, assim como a capacidade fecundante destes gametas.

Objetivos

- Geral: Avaliar o efeito da exposicdo a concentracdes baixas dos herbicidas glifosato, 2,4D e atrazina, de forma isolada e conjunta, sobre a qualidade e funcdo de espermatozoides bovinos.

- Especificos:

> Analisar efeitos dos tratamentos sobre a viabilidade e funcionalidade espermatica.

> Mensurar parametros de estresse oxidativo e fragmentacdo do DNA nos diferentes grupos de estudo.

> Avaliar a capacidade fecundante dos espermatozoides de diferentes grupos de tratamento, através da fertilizacdo in vitro.

> Comparar resultados da exposicao decorrente dos compostos isolados e em conjunto.

Materiais e Métodos

Amostra e pesticidas:

Sémen congelado bovino obtido de touros com fertilidade comprovada serdo descongelados a 37°C e homogeneizados. Os espermatozdides serao selecionados utilizando a solucdo do gradiente de Percoll
conforme Gongalves et al. (2018), centrifugados e ressuspensos no meio TALP-FERT (PARRISH et al., 1986), na concentracao de 4 x106 espermatozéides/mL.

Os principios ativos dos herbicidas, glifosato, acido diclorofenoxiacético (2,4D) e atrazina, serdo adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. os quais serdo utilizados na exposicao dos gametas.



Protocolo experimental:
Experimento 1:

Neste experimento, os principios ativos dos herbicidas serdo testados de forma isolada, em baixas concentragdes, a fim de mimetizar niveis de exposicdo ambiental. Esta etapa tem como objetivo
selecionar uma concentracao de cada composto, a ser utilizado do experimento 2. O glifosato serd utilizado nas concentracdes de 5, 36 e 50 ug/mL (ANIFANDIS et al., 2018; NEROZZI et al., 2020). O 2,4D
serd testado nas concentracdes de 0,05 uM, 1 uM e 5 uM (TAN et al., 2016) e a atrazina, serd estudada nas concentragcdes de 0,05 uM; 0,1 uM e 1 uM (KOMSKY-ELBAZ; ROTH, 2017). As diluicdes dos
compostos serao feitas em dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich).

Dessa forma, os seguintes grupos serao organizados: grupo controle (C1), grupo glifosato (GLI5, GLI36 e GLI50), grupo 2,4D (DAO5, DA1 e DAS5) e grupo atrazina (AT05, ATO1 e AT1). O tempo de
exposicao ser[a de 1 h, a temperatura de 38 °C. Como parametro de avaliacdo sera utilizada a cinética espermatica (motilidade total e progressiva) a fim de selecionar as concentracdes para o experimento

2.

Experimento 2:

O objetivo deste experimento consistird em comparar efeitos isolados e na forma de misturas dos principios ativos dos pesticidas, de acordo com as concentracdes definidas no experimento 1. Para isso,
0s seguintes grupos serdo organizados: grupo controle (C1), grupo Gli, grupo DA, grupo AT, grupo Gli+DA, grupo Gli+AT, grupo DA+AT e grupo Gli+DA+AT. Da mesma forma que o experimento 2, para
esses grupos serao utilizados o tempo de incubagdo de 1 hora e temperatura de 380C.

Com o intuito de atender aos objetivos da pesquisa, serdo realizadas anélises para verificar os efeitos destes protocolos de exposicdo que reflitam possiveis danos a integridade e funcionalidade celular.

Parametros avaliados:
1. Cinética espermatica: Os efeitos dos tratamentos sobre os parametros de movimentacao serdo avaliados mediante o sistema CASA (Computer Assisted Semen Analisys) com o auxilio do softawe SCA
(Sperm Class Analizer), versao 5.1 (Microptotic, Barcelona/Espanha). Serao avaliados os parametros de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade curvilinea (VCL), linearidade (LIN),

velocidade em linha reta (VLR), velocidade média do trajeto (VMT)e o percentual de espermatozdides com movimento rapido (hiperatividade).

2. Viabilidade: A andlise da viabilidade serd realizada a partir das avaliacdes de integridade da membrana espermética, integridade do acrossoma e do potencial de membrana mitocondrial através do uso
de microscopia de fluorescéncia. Para isso, serdo confeccionadas laminas, previamente adicionando as amostras, 3 uL de iodeto de propidio (0,5 mg/mL), 6 pL de JC-1 (153 um), 50 uL de FITC-PSA (100
Mg/mL) para imediatamente serem avaliadas por microscopia de epifluorescéncia (Nikon, model Eclipse 80i) filtro triplo (D / F / R, C58420), nas seguintes configuracdes: UV-2E / C (excitacdo 340[J380 nm e
emissdo 43500485 nm), B-2E / C (excitagao 4650495 nm e emissao 51500555 nm) e G-2E / C (excitagdo 540[]525 nm e emissao 605[]655 nm) no aumento de 1000 x. Proceder-se-4 com a contagem de 200

células por amostra, verificando e classificando conforme a fluorescéncia emitida por cada anélise (DE ANDRADE et al., 2007).

3. Parametros de estresse oxidativo: Serdo aplicadas andlises a fim de averiguar consequéncias das exposicdes das células sobre o status oxidativo a partir dos seguintes testes:

3.1 Espécies Reativas
Os niveis de espécies reativas serdo determinados usando 2[],7[J-diclorofluoresceina diacetato (DCF-D). As amostras (10 uL) serao incubadas no escuro com 5 uL de DCF-C (1mM) em meio tampao Tris HCI
10 mM, pH 7,4. Serd monitorada a oxidacdo da DCF-D para diclorofluoresceina (DCF) fluorescente pelas espécies reativas. A emissao da intensidade de fluorescéncia sera realizada em 520 nm (com

excitagdo de 488 nm) 60 minutos apds a adicdo da DCF-DA com o auxilio de espectrofluorimetro (LOETCHUTINAT et al., 2005). Os resultados seréo expressos em UF (unidades de fluorescéncia).



3.2 Peroxidacao Lipidica
A peroxidacdo lipidica serd determinada pela formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrio (TBARS) (OHKAWA et al., 1979), na qual o malondialdeido (MDA), reage com o acido tiobarbitirico (TBA)
para formar um complexo colorido, determinado espectrofotometricamente a 532nm. Na reac&o serd utilizado 100 uL de amostra em meio contendo 200 pL de TBA 0,8 %, 200 uL de tamp&o HCL-Acido

acético (pH= 1,2) e 25 pL e SDS 0,8 %, incubados a 95 °C por 90 minutos.

3.3 FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)
O potential antioxidante sera avaliado a partir da técnica de FRAP de acordo com Benzie & Strains (1996). Neste ensaio, os antioxidantes presentes na amostra sdo avaliados como redutores do Fe*’ a

Fe*?, o qual é quelado pela 2,4,6-Tri(2-piridil)-s- triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe™>-TPTZ com absorcdo maxima em 593 nm (BENZIE & STRAIN, 1996). Seré utilizado o 4cido ascérbico para

realizagcdo de uma curva-padrao e os resultados serdo expressos em [Jug de equivalentes de acido ascérbico[].

4. Avaliacdo do Dano no DNA: O dano ao DNA espermatico sera avaliado a partir do ensaio de dispersdo da cromatina denominado kit Halosperm G2® (Halotech DNA SL, Madri/Espanha), conforme as
instrucdes do fabricante. O teste consiste em verificar a presenca de halos nos espermatozéides identificando DNA ndo danificado, enquanto ocorréncia de halos pequenos ou sua auséncia refletem

degeneracgao das células e DNA fragmentado.

5. Capacidade Fecundante: a avaliacdo da capacidade fecundante dos espermatozoides sera avaliada, considerando as seguintes etapas: obtencdo e maturacao de odcitos bovinos, fertilizacao in vitro (FIV)

e avaliacdo da taxa de fertilizacao.

5.1 Recuperacao de oécitos e maturacdo: Ovarios bovinos serdo obtidos de abatedouro e transportados ao laboratério em salina fisiolégica (0,9%) com antibiéticos (100IU/mL de penicilina e 100mg/mL
estreptomicina) a 30°C. Os complexos cimulus-oécito (CCOs) serao aspirados de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro, usando uma bomba de vacuo (20mL de dgua/min). Os CCOs serao recuperados e
somente aqueles odcitos com ooplasma homogéneo e com as camadas do cimulus intactas serao selecionados para maturagado. Grupos de CCOs serao transferidos para placas de 3 pogos contendo 400 uL
de meio TCM-199 com 20% de soro de vacas em estro (Biotech, Uruguaiana, RS, Brazil) para a maturagdo in vitro. Este meio serd suplementado com 5ug/mL de FSH de porco, NIH-FSH-P1 (Folltropin-V®,
Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), 5ug/mL de LH de porco, LH-P (Lutropin-V®, Bioniche Animal Health), e 22 ug/mL de piruvato e gentamicina. Os CCOs serao cultivados por 24 h a 39°C em

atmosfera com 5% CO2 e umidade saturada.

5.2 Fertilizacdo In vitro (FIV): amostras de sémen dos diferentes grupos de tratamento serdo destinadas para avaliagéo da capacidade de fertilizacdo de odcitos nao tratados.Gotas contendo 150 pL de meio
Talp-Fert modificado (Parrish, Krogenaes e Susko-Parrish, 1995), 22 ug/mL de piruvato, 6 mg/mL albumina de soro bovino, 10 ug/mL de heparina, 20 puM/mL de penicilamina, 10 uM/mL de hipotaurina, e 2
UM/mL de epinefrina serdo preparadas em placas de 30x10 mm (Corning Incorporated Life Sciences), sob 6leo mineral, para a fertilizacdo dos CCOs com 1x106 esperm/mL. O sémen e o6citos serdo co-

cultivados a 39°C com umidade saturada e atmosfera de 5% CO2 em ar.

5.3 Taxa de fertilizacdo: A taxa de fertilizacao serd avaliada apés 18 h de co-incubacado dos oécitos com os espermatozoides. Para a avaliacdo, zigotos potenciais serdo selecionados e marcados com 15
pg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342; Life Technologies, Japan) em salina tamponada. Imagens dos zigotos potenciais serdo examinadas em microscépio de epifluorescéncia em magnificagdo de 400x
com excitagdo em 365 nm e emissdo em 410 nm. As avaliacGes serao realizadas conforme descrito por Giotto et al., (2015), sendo considerado como taxa de fertilizagdo normal quando os oécitos

apresentarem somente dois pré-nicleos ou um nucleo fusionado.



6. Analise estatistica
Os dados resultantes serdo expressos como média + desvio padrdo. A andlise estatistica seréd realizada por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey quando for apropriado. Os valores de

p<0,05 serdo considerados estatisticamente significativos.

Resultados Esperados

A partir dos protocolos a serem adotados durante este experimento espera-se obter resultados que permitam elucidar quanto aos efeitos provocados pela exposicdo indireta a compostos de finalidade
herbicida, tendo em vista o crescente uso dos mesmos na atualidade, mesmo que dentro de limites considerados legais pelos érgaos reguladores. De particular importancia, este estudo trara informagoes
relevantes a respeito do efeito da exposicdo a misturas de pesticidas, em um contexto muito préximo da realidade vivenciada. Além disso, os resultados obtidos com este estudo fornecerao subsidios sobre
o possivel papel destes compostos no comprometimento da fertilidade em mamiferos.

Ainda, espera-se que o desafio de atingir estes objetivos contribua para o desenvolvimento de habilidades técnicas de professores, corpo técnico e alunos de graduacao e pds graduacdo dentro da area
da Bioquimica Toxicolégica, fornecendo subsidios para novos estudos e linhas de pesquisa. Este nlcleo de pesquisa tem se esforcado no sentido de desenvolver pesquisa cientifica de qualidade, de forma
ética e sustentdvel, promovendo atividades que potencializem o desenvolvimento local e regional, vislumbrando sempre a projecdo nacional e internacional.

Por fim, a geracao de artigos e publicacdes a partir dos resultados gerados neste trabalho é um dos principais objetivos visando a contribuicdao para comunidade cientifica, assim como participacdo em

eventos relacionados a tematica, com o intuito de disseminacao do conhecimento, colaborando com o desenvolvimento cientifico e maior visibilidade da Unipampa no cenario nacional e internacional.

Relacao Ensino, Pesquisa, Extensao

O presente projeto de pesquisa constitui um conjunto de atividades de carater educativo, técnico, cientifico e social desenvolvido por docentes e discentes (graduacdo e pds-graduacdo). As atividades
propostas no presente projeto visam estimular a aproximacao entre o ensino, a pesquisa e a extensdo na area de reproducao animal, envolvendo, desta forma, atividades de pesquisa diaria dos alunos de
graduacdo, através da iniciagdo cientifica. Desta forma, o presente projeto visa revigorar as praticas de ensino através da interacdo entre a teoria e a pratica, com a insercao da formacao do aluno através
do método cientifico, contribuindo, desta forma, tanto para a formacdo do futuro profissional egresso desta Instituicdo, favorecendo a reflexdo e a construcdo do conhecimento, como também para a

renovacdo e aperfeicoamento do trabalho dos docentes e técnicos participantes da equipe executora deste projeto.

Ainda, essa insercao dos alunos de graduacdo nas praticas de pesquisa e atividades de aprendizagem da linguagem técnico-cientifica, a aproximacao destes com alunos de
Mestrado e Doutorado, e a troca de experiéncias teéricas e praticas, possibilita ao aluno de graduacdo (iniciacdo cientifica) vislumbrar uma possivel trajetéria académica
direcionada a pds-graduacao. A insercao na pesquisa possibilita ao aluno uma visdo mais ampla sobre pesquisa, através do método cientifico, de formas de resolver problemas
comuns da sociedade. Neste caso, em especial, a possibilidade de acompanhar a pesquisa do possivel envolvimento de compostos pesticidas no comprometimento da

qualidade e funcdo dos espermatozoides bovinos.

Espera-se que os resultados obtidos com a execucao deste projeto possam fornecer subsidios para a elaboragao de futuras propostas de extenséo direcionadas a reais necessidades da populagdo, neste
caso, em especial, com foco no produtor rural, contribuindo com o compartilhamento de saberes entre a comunidade académica e a sociedade e, assim, alcancar uma maior integracao entre as atividades
de ensino, pesquisa e extensdo, o que é imprescindivel para esta universidade, que busca a formacao integral e adequada do estudante através de uma articulacao entre os trés pilares: ensino, pesquisa e

extensado.

Considerando o que foi exposto, a participacao de alunos de graduacao em atividades de pesquisa como as que estdo contempladas neste projeto possibilitara a este aluno, bolsista de iniciacao

cientifica, a implementacdo do que é preconizado na politica institucional da UNIPAMPA no que diz respeito a ampliacdo e ao fortalecimento da produtividade cientifica, através da promocao de atividades



gue potencializem o desenvolvimento local e regional de forma ética e sustentavel.

Aderéncia as areas de Tecnologias Prioritarias do MCTI

O presente projeto pretende avaliar o possivel papel de pesticidas isolados ou em misturas, sobre a qualidade espermatica de bovinos. Sendo assim, considerando que os resultados obtidos com o
desenvolvimento deste projeto poderiam levar ao entendimento do papel que estes pesticidas poderiam desempenhar na redugao da fertilidade no rebanho bovino, o presente projeto apoia-se no campo
cientifico-tecnolégico transversal de "Produgéo" (Artigo 2, inciso Ill) com énfase no setor do Agronegécio, a qual conforme a Portaria MCTIC n° 5.109, de 16 de agosto de 2021, é uma das tecnologias
habilitadoras consideradas prioritérias para o periodo de 2021 a 2023, uma vez que busca o fortalecimento do agronegécio relacionado a melhorias na producao de bovinos.

Geracao de Residuos

Este trabalho prevé a geracdo de residuos biolégicos (sémen de bovinos) e quimicos (pesticidas e reagentes utilizados nas avaliacdes previstas). Estes residuos serdo acondicionados em freezer no
Laboratério de Estresse Oxidativo (NUPEVI), no Campus Uruguaiana da Unipampa, até o descarte adequado por empresa terceirizada contratada pela Unipampa para este fim. Nao é possivel estimar de
forma precisa a quantidade de residuos gerados, no entanto, envolvem palhetas e eppendorfs contendo sémen em pequenas quantidades e em nimero correspondente aos tratamentos e repeticdes a
serem realizadas.
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Planejamento de Despesas

Despesas de Custeio Opgdo Valor Estimado (R$) Fonte de Financiamento Especificacbes

Auxilio a Estudantes (Bolsas) Necessita 9.600,00 Edital Interno e Externo Editais PIBIC-CNPq, PROBIC-FAPERGS e PDA-UNIPAMPA

Didrias Nao Necessita 0,00

Passagens Nao Necessita 0,00

ateial e Consumo Necessta 1000000 it nerno e xtemo NeCeES %4 KL 7 sl e O espematice Holosper o ache o el
Servicos de Terceiros (Pessoa Fisica) N&o Necessita 0,00

Servicos de Terceiros (Pessoa Juridica) Ndo Necessita 0,00

Outros N&ao Necessita 0,00

Total 19.600,00

Despesas de Capital Opgao Valor Estimado (R$) Fonte de Financiamento Especificagdes

Espectrofluorimetro, Leitor de microplacas, microscépio de fluorescéncia, CASA. Todos estes

Equipamentos e Material Permanente Ja Possui 200.000,00 Edital Externo ; o o . e
equipamentos ja foram adquiridaos por meio de editais externos

Total Geral de Despesas (R$): 219.600,00

Alternativas caso a fonte de financiamento nao se confirme: Caso nao sejamos contemplados com fomento para a aquisicao dos kits Halosperm, o dano de DNA serd avaliado por kit menos
especifico ja existente no Laboratério de Estresse Oxidativo. Todos os equipamentos necessarios para a execucao deste projeto ja existem na instituicado.
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