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Resumo

Frente ao surgimento e liberacdo crescente de pesticidas, estudos para testar a toxidade
reprodutiva feminina sdo esséncias para a seguridade alimentar da cadeia produtiva agricola. Os
modelos in vitro sdo uma alternativa para prever riscos celulares e acdo toxica de tais produtos
quimicos sem utilizar modelos vivos. Frente ao exposto, 0 presente artigo apresenta uma revisdo
sistematica acerca das evidéncias disponiveis na literatura sobre estudos toxicoldgicos in vitro na
fertilidade feminina e desenvolvimento embrionario inicial, visando orientar futuras medidas de
saude publica. Com base nos critérios de pesquisa, 92 artigos (1983-2021) foram identificados,
sendo posteriormente refinados em 15 artigos descritos no fluxograma PRISMA. As espécies
animais estudadas nos artigos foram em sua maioria suino com 33,33% seguida de camundongos
e murinos com 26,67% cada. Dentre os estudos realizados notamos que ha uma preferéncia por
utilizar como modelo gametas e embriGes de animais de laboratério como os camundondos,
murinos, xenopus e hamster chinés (68,75%). Ja os animais de produ¢do como suinos e bovinos,
sdo pouco empregados nos estudos (37,5%). Os estudos analisados identificaram 34 tipos de
agrotoxicos do tipo pesticidas, sendo Diclorodifenildicloroetileno (DDE) e Metoxicloro os mais
presentes. Esta revisdo sistematica revelou haver uma escassez na literatura ensaios in vitro e um
namero reduzido de artigos que abordavam os efeitos de agroquimicos no sistema reprodutor
feminino. Visto a escassez de trabalhos, destaca-se a importancia de fomentar e incentivar estudos
gue investiguem estes aspectos para compreender o real efeito dos diferentes agroquimicos na
fertilidade feminina e no embrido pré-implantacional.
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INTRODUQAO

O crescimento continuo da populacdo e o aumento do consumo impulsionam a
demanda global por alimentos, e consequentemente a necessidade de crescimento da
producdo. Este crescimento deve vir obrigatoriamente baseado em pressupostos de
sustentabilidade dos objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS) introduzidos no ano
2015 pela agenda da ONU (FAO, 2018). O grande desafio é promover a seguranca
alimentar sustentavel dentro dos sistemas produtivos, impactando minimamente o
ambiente, a sallde humana e a biodiversidade como um todo.

O Brasil desponta para atender essa demanda alimentar principalmente de gréos e
de proteina animal, pois possui 0 segundo maior rebanho mundial de bovinos, é o
segundo maior produtor de soja (CONAB, 2019) e um importante produtor agricola e
exportador de diversas comodities (PAUMGARTTEN, 2020). O uso de pesticidas
tornou-se essencial para o controle de pragas, contribuindo significativamente para
aumentar a produtividade (SILVA et al., 2019).

Os pesticidas sdo ferramentas essenciais a producdo agricola brasileira e a
manutencdo do seu alto nivel produtivo. Combatem pragas, ervas daninhas e outros
patdgenos que causam prejuizos e reduzem a produtividade de lavouras e criagdes
(ANVISA, 2019; WHO, 2019). Em contrapartida, podem causar efeitos indesejaveis tanto
no meio ambiente fisico quanto no homem — aplicadores de pesticidas e consumidores dos
produtos com residuos nocivos a saude (BRASIL, 2016). As substancias quimicas que
serdo utilizadas para o controle de pragas devem ser usadas de maneira correta, segundo
os conselhos da ANVISA (ANVISA, 2020) e do laboratorio fabricante dessas substancias.

Segundo Dutra, 2019, alguns estudos apontam que essas substancias podem
chegar a atuar no organismo como disruptores enddcrinos, assim, intervindo em funcdes
relacionadas aos hormdnios, sendo mais evidente no sistema reprodutor.

Os agrotoxicos podem estar relacionados também a problemas no binbmio mae-

feto, como, por exemplo, em ma formacdes congénitas entre as criancas que maes foram
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expostas a essas substancias perto do seu periodo de concepgdo, assim, ocorrendo
nascimentos prematuros, escala apgar insatisfatérios e micro pénis nos recém-nascidos
(LARSEN, 2017; OLIVEIRA et al., 2014). A maioria das investigages olham os efeitos
agudos da exposicao a essas substancias e ao tipo de exposi¢do, isso é atenuante pelo fato
que ndo verificam as consequéncias cronicas desses contaminantes nas criancas, fetos
sendo humanos ou animais em gestacdo, mulheres que estdo na sua idade fértil,
adolescente, entre outros fatores. (LARSEN, 2017; LOPES et al., 2018; TAVEIRA &
ALBUQUERQUE, 2018).

O desenvolvimento embrionario inicial apresenta um ponto critico para
sobrevivéncia embrionaria nos primeiros ciclos de clivagem, onde o embrido com
aproximadamente 8 células ativas por completo o seu genoma embrionario e assume a
transcricdo e traducdo propria (LONERGAN et al., 1992). Porém, em embrides in vitro, o
processo de ativacdo do genoma embrionario € ainda mais critico devido a qualidade
morfologica destes embrides (PERKEL et al., 2015). Aproximadamente 40% dos o0citos
bovinos fertilizados in vitro ndo se desenvolvem além dos primeiros ciclos de clivagem,
ndo ativando eficientemente seu genoma (LONERGAN et al., 1992).

Dentre as diversas causas relacionadas a essa falta de habilidade em ativar o
genoma, destaca-se possiveis danos morfologicos do odcito ou das celulas do cumulus
ocorridos durante o processo de maturacdo afetando a competéncia oocitaria
(EMANUELLI et al., 2019; PERKEL et al., 2015). No entanto, existe uma escassez de
estudos toxicoldgicos que investiguem a acdo dos agrotdxicos na fertilidade feminina
utilizando modelos in vitro. Sendo assim, é importante utilizar modelos in vitro para
verificar a toxicidade na reproducdo feminina, e assim, conhecer 0s riscos celulares que
esses pesticidas promovem. E uma questdo de satde plblica, onde ocorre a falta de dados
suficientes para tratar sobre o potencial embriotoxico dos diferentes tipos de pesticidas e
consequentemente favorece a ocultacdo e invisibilidade destes (PIGNATI et al., 2017,
NASRALA NETO et al., 2014).

Frente ao exposto, 0 presente artigo apresenta uma revisao sistematica acerca das

evidéncias disponiveis na literatura sobre estudos toxicoldgicos in vitro na fertilidade
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feminina e desenvolvimento embrionario inicial, visando orientar futuras medidas de

salde publica.

M ETODOLOGIA

PROTOCOLO DE REVISAO

O estudo foi realizado por meio da sistematica padrdo PRISMA (ltens de
Relatdrios Preferenciais para Revisdes Sisteméticas e Meta-Analises). (LIBERATI et al.,
2009). As instrucOes processuais apresentadas na Figura 1 foram seguidas: (a) pesquisa de
banco de dados para identificar artigos eventualmente relevantes, (b) avaliacdo da

qualidade e relevancia dos artigos, e (c) extragdo de dados.
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Figura 1. Fluxograma dos Itens de Relatdrios Preferenciais para Revisfes Sistematicas e
Meta-Analise (PRISMA).

A Figura 1 mostra o processo seletivo e a estratégia de pesquisa utilizados para

artigos publicados entre os anos de 1983 e 2021. Com base nos critérios de pesquisa, 92

artigos publicados em lingua inglesa foram identificados, sendo posteriormente refinados

em 15 artigos descritos no fluxograma PRISMA.

Tabela 1. Descricdo dos estudos selecionados para a revisdo sistematica entre 0s anos

de1983 e 2021.
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ESTRATEGIA DE PESQUISA

Uma conduta estruturada de busca de literatura foi utilizada para identificar
estudos publicados relatando a influéncia dos agrotoxicos presentes nos alimentos na
infertilidade. A base de dados cientifica PubMed foi pesquisada por estudos relevantes
publicados entre 0s anos de 1983 e 2021. Estes foram pesquisados usando o0s seguintes
termos de busca: pesticidas, fémea, toxicologia, reproducéo in vitro (pesticides, female,
toxicology, in vitro reproduction). N&o houve duplicata de artigo entre as bases

pesquisadas. Foram retirados estudos que nao atendiam aos critérios.
TRIAGEM DE DADOS

Os artigos publicados recuperados foram selecionados para inclusdo. Foram
elegidos estudos para avaliacdo que se atenderam aos seguintes critérios de inclusao:
a) Qualquer artigo de pesquisa publicado entre os anos de 1983 e 2021 que
referia agrotoxicos e infertilidade feminina.
b) Qualquer artigo de pesquisa que incluia modelos in vitro de toxicologia
reprodutiva feminina mediante exposicdo a agrotoxicos.
c) Os dados foram extraidos e registrados para area do estudo, citacdo, ano de

publicacdo, espécie animal, o tipo de agroquimico, abordagem da exposicdo
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ao agroquimico, estrutura morfoldgica de exposicdo, parametros avaliados e
efeitos acarretados.
Foram retirados da pesquisa todos os estudos que ndo condiziam com 0s critérios
de exclusdo. Os critérios de exclusdo utilizados foram:
a) Qualquer estudo que ndo seja artigo de pesquisa, como artigo de revisdo,
estudo de caso, capitulo de livro e validagdo metodoldgica.
b) Qualquer estudo que inclui pesquisas realizadas em animais vivos, ou
referente a infertilidade masculina.
Os artigos elegiveis foram recuperados em formato de texto completo e avaliados

usando as definicdes de caso especificadas pelos respectivos estudos (Tabela 1).

ANALISE DE DADOS

Todos os dados extraidos das diferentes publicacbes foram classificados no
Microsoft Excel® e analisados por estatistica descritiva. Os resultados do estudo desses
artigos foram classificados de acordo com os parametros analisados dispostos na Tabela
1.

RESULTADOS E D ISCUSSAO
AQUISICAO DE DADOS

Na busca preliminar foram constatados 92 artigos como registros totais, destes 35
registros foram selecionados como artigo de pesquisa, no entanto, a aplicacdo dos
critérios de exclusdo e inclusdo procedeu em 15 artigos que foram identificados como
elegiveis para extracdo de dados e analise qualitativa. A maioria dos artigos selecionados
(35) foram excluidos por se tratar de pesquisa de modelo in vivo ou por incluir estudos
envolvendo animais do sexo masculino. Estes dados corroboram com os encontrados na
literatura que destacam a prevaléncia de estudos sobre toxicologia reprodutiva
relacionadas ao sistema reprodutor masculino (DE OLIVEIRA, 2014; QUEIROZ, 2006;
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PAPARELLA, 2017).

PAISES DE ESTUDO

Dentre os artigos selecionados, os EUA e Canada foram os paises com a maior
parte dos estudos totalizando 40% (n=6) e 20% (n=3). Os demais paises como China,

Turquia, México, UK, Italia e Pol6nia apresentaram apenas 1 estudo cada um (6,67%).
ESPECIE ANIMAL

As espécies animais estudadas nos artigos foram em sua maioria suino com
33,33% (5/16) seguida de camundongos e murinos com 26,67% (4/16) cada. Os demais
modelos animais como bovinos, xenopus e hamster chinés tiveram apenas 1 artigo cada
(Gréfico 1). Dentre os estudos realizados notamos que ha uma preferéncia por utilizar
como modelo gametas e embrides de animais de laboratorio como os camundondos,
murinos, xenopus e hamster chinés (68,75%; 11/16). Ja os animais de producdo como
suinos e bovinos, sdo pouco empregados nos estudos (37,5%; 6/16).

E importante ressaltar que para utilizar os gametas e embrides de cobaias, se faz
necessario o sacrificio do animal apenas para esta finalidade. No caso de animais de
producdo, os gametas sdo coletados de residuos biologicos de abatedouro. Estes dados
indicam ha uma necessidade de viabilizar e fomentar modelos toxicolégicos alternativos
aos com animais vivos sendo essenciais estudos em modelos in vitro para testar a
toxidade reprodutiva feminina (SPIELMAN, 2009).

ESPECIE ANIMAL

33,33%

28,67% 28,67%
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Grafico 1. Espécies animais analisadas nos artigos estudados.

AGROQUIMICOS IDENTIFICADOS

Os estudos analisados identificaram 34 tipos de agrotdxicos do tipo pesticidas
(Tabela 1), sendo Diclorodifenildicloroetileno (DDE) e Metoxicloro os mais presentes
caracterizando 14,71% e 8,82%, respectivamente (Gréafico 2). Estes achados corroboram
com o fato apresentado na literatura (BASAVARAJAPPA et al., 2012; CAMPAGNA et
al., 2007; ZACHOW et al., 2006) de que dentre os principais agrotoxicos administrados,
revelam em sua maioria danos relevantes as estruturas analisadas. Todos estes estudos

abordaram os efeitos dos agroquimicos em modelos in vitro.

AGROTOXICOS

Dieldrin T 2,94%
Trans-MNonachlor p,p I 2,94%
Oxychlordane I 2,94%
Hidroxilados ( Bs)) I 794%
) Organoclorotina I 2,94%
Acido 2,4-diclorofenoxy co I 2.84%
Benomil I 2,94%
Ancftalmia I 2,94%
Malatido I 2,94%
Diazinon I 2,94%
Tebuconazol I 294%
Metalaxi] T 2,94%
Antraceno (DM BA) I 2,94%
7.12-dimentilbenz I 2,94%
Lindano I 2,94%
Fenoxaprop-Etil I 2,94%
Mistura de pesticidas I 5,88%
Bifenilos policlorados (FCBs), I 5,88%
0 5,88%
5,88%
5,88%

| 882%

1 1471%

0 1 2 3 4 5 6
Gréfico 2. Agroquimicos identificados nos estudos toxicoldgicos in vitro analisados nos
artigos.

PARAMETROS AVALIADOS E ESTRUTURAS MORFOLOGICAS DE EXPOSICAO

A presente revisao de literatura indicou que a estrutura morfoldgica mais utilizada
foram os o6citos com 33% dos estudos seguido de trabalhos com embrides com 26,67%
(Gréfico 3). Estudos com estruturas mais complexas como foliculo ovariano cultivado in

vitro, obteve-se em 20% seguida de cultura de células foliculares (13,33%) e células
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luteinica apenas em um artigo (6,67%).

ESTRUTURA MORFOLOGICA

33,33%

HHHW%

— MW = o

05 Embrides Foliculo Células Células
ovariano foliculares luteinicas
(granulosas)

Gréfico 3. Estruturas morfoldgicas de exposicao analisadas nos artigos.

PUBLICACOES

Na Tabela 2 temos os locais onde os artigos estudados foram publicados, bem
como o numero de artigos encontrados em cada periodico de publicacdo, o fator de
impacto de cada meio de publicacdo e sua qualificacdo Qualis/Capes. O fator de impacto
das revistas onde os artigos foram publicados €é alto, comprovando a importancia dessa
problematica para os periodicos. E, em relacdo a qualificagdo Qualis/Capes, 0s artigos
classificados obtiveram os indicadores mais elevados (Al e A2), que contemplam
periddicos de exceléncia internacional e o indicador B1, que abrange os periodicos de
exceléncia nacional. Alguns periédicos ainda ndo foram classificados pelo qualis, por ndo

ter publicacdes cadastradas na CAPES por pesquisadores brasileiros.

Tabela 2. Periodicos de publicacdo, fator de impacto e Qualis/Capes dos artigos

estudados.
Qualis/Capes
Locais Numeros  Fator de
publicados de artigos  impacto Medicina Med_|C|,nz_i Ciéncias
Veterinaria  Ambientais
Reproductive 12 3.143 B1 A2 Al
Toxicology
Toxicology 1 4.221 A2 Al Al
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Environmental
Toxicology and 1 4.860 NC NC NC
Pharmacology

Cell Biology

. 1 4.877 Bl NC NC
and Toxicology

CONSIDERACC)ES FINAIS

Foi encontrado um namero reduzido de artigos que abordavam os efeitos de
agroquimicos no sistema reprodutor feminino. Visto a escassez de trabalhos, destaca-se a
importancia de fomentar e incentivar estudos que investiguem estes aspectos para
compreender o real efeito dos diferentes agroquimicos na fertilidade feminina e no
embrido pré-implantacional. Estes estudos poderiam direcionar politicas publicas de
promocdo da salde e minimizar os impactos negativos na satude humana, especialmente
no momento atual em que se enfrenta a pandemia de COVID-19.

Esta revisdo sistematica revelou ainda, haver uma escassez na literatura ensaios in
vitro que utilizem modelos alternativos aos animais vivos. Dentre os estudos verificou-se
que hd uma preferéncia pelo uso de gametas e embriGes de animais de laboratério. Para a
obtencdo destas estruturas bioldgicas faz-se necessario o sacrificio do animal o que indica
haver uma necessidade de viabilizar e fomentar modelos toxicoldgicos alternativos como

0s modelos com animais de producédo oriundos de abatedouro.
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