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1 INTRODUCAO

Agrotoxicos, também conhecidos por defensivos agricolas e pesticidas sdo
substancias, ou misturas de substancias destinadas a prevenir, destruir ou controlar a
populacdo de um organismo alvo, atuando de forma direta ou indireta, na vida animal e
ou vegetal. Entretanto, o uso desses compostos pode causar prejuizos a salde do ambiente
e humana,(Peres et al., 2003). A agricultura tem avancado, buscando inovar em
tecnologias para melhorar a produtividade, tendo como objetivo reduzir prejuizos nos
meios de producdo e aprimorar a qualidade dos alimentos de forma acessivel (Belchior et
al., 2014).

Os agrotoxicos podem ser classificados quanto a seu modo de acdo, toxicidade,
seletividade e quimicamente (Richardson et al., 2019). Quanto a0 modo de agéo, 0s
agrotoxicos séo classificados de acordo com o organismo alvo, em exemplo: fungicidas
(acdo contra fungos), inseticidas (insetos), herbicidas (ervas daninhas), raticidas (ratos),
nematicidas (nematdides), fumigantes (formigas), avicidas (aves), moluscicidas

(moluscos), acaricidas (acaros) e entre outros (Akashe; Pawade; Nikam, 2018).

A toxicidade exercida pelo uso dos agrotoxicos é baseada na capacidade que o
composto apresenta em promover riscos aos organismos alvos e ndo- alvos (Boobis et al.,
2006). Dessa forma, foram estabelecidas categorias que variam de | a IV, com cores
referentes a cada grau de toxicidade, estas cores devem estar apresentadas no rotulo do
produto, a fim de identificar ao consumidor sua classificacdo. As categoria sdo : 1 —
extremamente toxico — faixa vermelha, 2 —altamente toxico — faixa vermelha, 3 —
moderadamente toxico — faixa amarela, 4 — produto pouco toxico — faixa azul (Savoy,
2011).

Classificacao toxicoldgica dos agrotéxicos

Classes Grupos DL50 (mg/Kg) Cor da faixa
| Extremamente téxicos <5 Vermelha
Il Altamente téxicos 5-50 Amarela
1} Mediamente toéxicos 50 - 500 Azul
v Pouco téxicos 50 - 5000 Verde

Fonte: SAVOY (2011).



Na éarea agricola, muitos trabalhadores estdo sujeitos a toxicidade desses
compostos de forma direta ou indireta, por estarem desprovidos de equipamentos de
protecdo individual (EPI) ou pela utilizacdo inadequada dos mesmos, além do possivel
descarte inadequado das embalagens. Diante disso, 0s riscos a saude podem ser
ocasionados pela inalacdo destes compostos, em suspensdo, durante as atividades de
pulverizacdo dos agentes. Essa atividade pode provocar, contaminagdes ndo apenas do
individuo exposto, como também, na transposicdo dos agentes quimicos através do ar
transportados para a periferia de reas locais na regido (Chang; Simcik; Capel, 2011).
Além disso, os pesticidas apresentam efeitos adversos em espécies que nao sdo seus alvos,
afetando a biodiversidade animal, vegetal, redes alimentares, ecossistemas aquaticos e
terrestres, de modo que, séo capazes de provocar processos bioacumulativos a partir de
sua volatizacdo. Em uso prolongado, essas substancias sdo absorvidas a partir do
ambiente, como &gua, alimentos ou ar e séo dificilmente eliminadas pelo organismo,
podendo ocasionar em danos ao sistema reprodutivo, nervoso e imunologico (Mahmood
etal., 2016).

Os pesticidas podem causar efeitos adversos a saude a curto prazo, denominados
efeitos agudos, bem como efeitos crénicos que podem ser apresentados em prazos de
meses ou anos apos a exposicdo (Varghese et al., 2021). Os efeitos de uma contaminacao
aguda a saude podem incluir ardor nos olhos, erupcbes cutaneas, bolhas, cegueira,
nauseas, tonturas e diarreia. A contaminacao crénica pode desencadear, em formacdes de
canceres, defeitos congénitos, danos reprodutivos, perturbacdes no sistema enddcrino,
aléem de possiveis danos neuroldgicos e eventos de neurotixicidade (neuropatias
periféricas, Alzheimer, depressao, Esclerose Lateral Amiotrofica, ansiedade e Parkinson)
(Varghese et al., 2021).

A neurotoxicidade é definida como qualquer efeito adverso que perturbe o
desempenho do sistema nervoso central e periférico (Gameiro, 2016). Estes fatores séo
mediados através de niveis neuroquimicos, comportamentais, neurofisiolégicos ou
anatdmicos (Tilson et al., 1995). Assim, dentre as doencgas neurodegenerativas com maior
viabilizacdo, a doenca de Parkinson (DP) € uma patologia progressiva neurodegenerativa
comum, caracterizada pela desordem progressiva dos nucleos da base identificada,
principalmente, pela morte de neurénios dopaminérgicos na via nigroestriatal (Giza et al,

2012).0s sintomas caracteristicos da DP podem variar de acordo com o nivel de



comprometimento, relacionados diretamente ao estagio da doenga, variando entre

sintomas motores e ndo motores (Austin; Ameringer; Cloud, 2016).

Vaérios pesticidas possuem caracteristicas em comum como a capacidade de
induzir estresses oxidativos, condicdo resultante do desequilibrio entre a quantidade de
espécies reativas de oxigénio em reacdes bioquimicas constituintes e a atividade dos
sistemas antioxidantes intracelulares (Baltazar et al, 2014). Baseado nos fatores
ambientais, estudos tem correlacionado a ocorréncia da DP a exposi¢cdo agroquimicos
como o glifosato, de modo que, em 2015 foi reclassificado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), como possivel fator cancerigeno para os seres humanos (Van Bruggen et
al, 2018).

O glifosato, (N-fosfonometil glicina), € um herbicida organofosforado ndo
seletivo, com atividade de amplo espectro, que foi introduzido ao mercado a partir de
1974 para o controle de ervas daninhas nos campos de producdo agricola (Costas-
Ferreira; Duréan; Faro, 2022). Com o surgimento de plantagdes geneticamente
modificadas (transgénicas), o uso do glifosato aumentou dramaticamente no final dos
anos 1990 e 2000 (Monquero, 2005). Devido a utilizacdo em larga escala, 0s possiveis

efeitos do glifosato na saude humana séo constantemente investigados.

O gradativo aumento nas concentracdes do Glifosato foram capazes de promover
uma maior resisténcia em gramineas, sendo necessario novos estudos sobre outros
compostos em finalidade de combater as espécies que adquiriram tal efeito, o que
possibilitou a criacdo do composto Clethodim (CL), um herbicida seletivo de poés-
emergéncia que atua atraves da inibicdo da acetil-coenzima A carboxilase para controlar

gramineas anuais e perenes (Xiong et al, 2019).

Este pesticida com capacidade seletiva, é classificado pela Environmental
Protection Agency (EPA) como um agente de classe Il em grau de toxicidade (wang et al,
2019). Ao ser manuseado em lavouras sua exposi¢do aguda, sem a devida utilizacdo
adequada dos EPI’s, pode influir em irritacGes nos olhos, na pele ou atuar no sistema
nervoso central provocando, sintomas como salivacdo, diminuicdo da atividade motora,

incoordenacao, marcha instavel e hiperatividade (Wang et al, 2019).

Conforme os aspectos demonstrados sobre o CL, em nosso trabalho acreditamos

na hipdtese de que a exposicdo cronica ao CL possa estar relacionada as alteracfes



monoaminérgicas caracteristicas da DP e promover a neurotoxicidade, além de alterar
mecanismos fisiologicos como a captacao de insulina e alteracdes na massa dos animais.
Todavia, os mecanismos moleculares sobre o CL ainda n&o sdo totalmente elucidados e
existem lacunas a respeito das possiveis configuracdes em que esse agente pode atuar.
Dessa forma, sdo necessarios mais estudos envolvendo modelos animais com objetivo de

elucidar a possivel influéncia do Clethodim nos mecanismos fisiopatol6gicos da DP.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito da exposicdo cronica ao clethodim sobre alteracGes glicémicas e

de massa corporal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar se a inalagéo cronica do clethodim pode desencadear mudancas

na massa corporea dos animais tratados;

. Verificar se a inalagdo crénica do clethodim pode provocar alteragdes nos

niveis glicémicos;

. Verificar se a inalacdo cronica do clethodim pode alterar a ingestédo

alimentar dos animais;

. Verificar se a inalagéo crénica do clethodim promove alteracao no peso

dos 6rgaos.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 30 animais machos da linhagem Wistar, com peso médio de 350-
450 g, entre 6-8 meses de idade, provenientes do biotério setorial do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os animais foram mantidos no
biotério e alojados em gaiolas plasticas (33 x 40 x 17 cm), com no maximo quatro animais
por gaiola, sob ventilagdo e temperatura controlada (22 + 2 °C), respeitando o ciclo
claro/escuro de 12h/12h e acesso ad libitium a agua e comida. Os animais utilizados neste
estudo foram cuidados de acordo com os principios estabelecidos pela lei brasileira para
0 uso de animais em pesquisa n° 11.974/08, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca). Todos
os procedimentos foram realizados apos aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFS (CEPA/UFS) sob protocolo de n° 5228100323. Todos os procedimentos
utilizados visaram minimizar o sofrimento causado nos animais e diminuir a0 maximo o

ndamero de animais utilizados.

3.2 DROGAS

Utilizamos uma formulacdo comercial de clethodim (24%), intitulada por
Select®, com 240 g/L (24%) de clethodim e 646,52 g/L do solvente alquibenzeno
(64,65%), em conjunto com uma mistura de outros ingredientes presentes nesta
formulacdo 56,48 g/L (5,65%), sendo administrada no grupo tratado e solucdo salina

(0,9%) para o grupo controle.

3.3 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os animais foram submetidos a sessdes diarias de manipulacdo durante 5 minutos
em um periodo de 5 dias antes do inicio dos experimentos, afim de que os animais se
habituassem ao toque e a presenca dos experimentadores. Os experimentos
comportamentais foram realizados sempre pela manha, preferencialmente no mesmo
horéario das 8:00 — 14:00. Durante os testes comportamentais entre um animal e outro, ao
término de cada sessdo 0s aparatos foram limpos com uma solugédo de etanol a 10%, afim
de eliminar possiveis pistas e rastros deixados pelos animais. Os parametros
comportamentais dos testes: campo aberto, alternagdo esponténea e reconhecimento de
objeto foram quantificados com o auxilio do software de rastreamento de animais
(Anymaze, Stoelting, USA).



A concentragéo das solugdes corresponde respectivamente a 0,06% para o grupo
1X, 0,03% no grupo 5X e 0,6% no grupo 10X, diluidos em &gua destilada e no grupo
CTL houve uma concentracdo de 0,9% na solucdo que foi diluida em soro fisioldgico. As
concentracdes utilizadas no presente estudo foram escolhidas a partir da concentracdo
popularmente utilizada na agricultura (0,06% de CL) e seguiu com concentragdes cinco

e dez vezes maiores que a inicial.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: (1) grupo controle
(CTL) (n=7), tratado com solucdo veiculo; (2) grupo 1X (n = 7), tratado com CL 0,06%;
(3) grupo 5X (n = 8), tratado com CL 0,03% e (4) grupo 10X (n = 8), tratado com CL
0,6%.

Para mimetizar a exposicdo ao herbicida CL, semelhante ao que ocorre no
ambiente com os trabalhadores, foi escolhido a inalagdo como a melhor via para
mimetizar este efeito. A inalagdo do composto ou da solucéo veiculo foi realizada com o
auxilio de um aparelho nebulizador OMRON (C801NEBLA), acoplado a uma caixa
pléstica vedada (33 x 40 x 17 cm). A caixa plastica possui uma tampa com capacidade de
vedacdo para garantir que 0s compostos a serem nebulizados sejam inalados pelos
animais durante um tempo de 10 minutos com um agrupamento de dois animais do
mesmo grupo por caixa. O nebulizador foi acoplado na parte superior da caixa. Vale
ressaltar que todo o aparato de nebulizacdo é externo a caixa e o animal ndo possuiu

acesso a ndo ser a caixa na qual o mesmo foi colocado durante as sessdes de nebulizacdes.

Durante as sessdes de nebulizacdes, a caixa permaneceu dentro da capela de
exaustdo ao longo de todo o experimento, afim de evitar a disseminacdo pelo ar dos
compostos utilizados. Foram utilizadas duas caixas para a nebulizacdo de mesmo
tamanho e forma, para que os animais controles sempre fossem alocados em uma caixa
que ndo teve contato com CL. A dimenséo do aparelho nebulizador é de aproximadamente
142mm (largura) x 72mm (altura) x 98mm (profundidade), com peso de

aproximadamente 270g (somente 0 compressor).

O CL foi diluido em 1,6 ml de soro fisiologico na concentracdo de 0,9%, nesse
volume os ratos ndo apresentaram seus pelos molhados, visto que este volume e método

j& foi padronizador por Souza et al. (2020). Nesse trabalho, a utilizagdo desse volume,
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com a exposicdo do composto deltametrina durante 10 minutos em que foi realizado, ndo

houve quaisquer problemas relacionados a umidade nos pelos dos animais.

A ordem dos animais a serem nebulizados foi feita da seguinte maneira:
inicialmente, a nebulizagdo com todos os individuos CTL para minimizar a0 maximo as
chances de os animais deste grupo entrarem em contato com alguma concentracéo do CL
pelo ar quando a caixa de nebulizacdo era aberta ap6s o tempo de exposi¢do. Em seguida
foram colocados em caixas individuais identificadas e com maravalha, para que fosse
eliminado o cheiro da solucgdo salina durante 30 minutos. Passado o tempo, eles foram
realocados em suas caixas correspondentes e levados para o biotério. Além disso, cada
gaiola de alojamento abrigou apenas animais do mesmo grupo de tratamento, exemplo:
uma caixa apenas com animais controles, outra com animais do grupo 1X e assim

respectivamente com os demais grupos.

Os individuos que receberam o CL seguiram a ordem para entrar na caixa de
nebulizacdo de acordo com o valor da sua concentracdo (do menor para 0 maior). Dessa
forma os animais do grupo 1X foram expostos logo apos os CTL, os do 5X ap0s os do
grupo 1X, os do grupo 10X apos os do grupo 5X. Apos cada animal sair da caixa de

nebulizacédo foi realizada higienizacdo dos materiais com alcool a 10%.

Durante a nebulizacdo os animais foram observados dentro da caixa nebulizadora
durante todo o tempo previsto, para que caso eles apresentassem hiperatividade ou
emitissem sons que sinalizassem desconforto, sonoléncia ou se debatessem na caixa,
fossem retirados do experimento. Apds as nebulizacdes, os animais receberam duas
verificagdes diarias, a primeira as 8 horas da manha e a segunda as 16 horas da tarde, afim
de verificar se 0s animais que receberam CL estavam bem. Animais que demostrassem
comportamentos aberrantes, sinais de dor e/ou perda de peso exacerbada também seriam

eutanasiados.

Foram realizadas 25 sessdes de nebulizacbes de soro fisiolégico ou CL, ambos
foram administrados no volume de 4 ml, sendo o melhor volume para que ele fosse
nebulizado durante os 10 minutos da sessdo. Entre a entrada de um animal e outro, o
aparato foi limpo com papel toalha para retirar as fezes e a urina. Durante o término da

nebulizacdo de cada grupo, os materiais utilizados foram lavados com agua, detergente,
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agua sanitaria e alcool 10%, afim de evitar a contaminagdo entre as diferentes

concentragdes do CL, sendo seguindo da mesma maneira para 0s demais grupos.

Ao longo do experimento os animais foram submetidos a variaveis verificacoes:
(1) Pesagem (72 horas apds cada nebulizacao), (2) Consumo alimentar (Referentes ao dia
38°, 440 e 48°), (3) Afericdo da glicose (48 horas ap0s a 232 sessdo de nebulizagdo), com
realizacdo da perfuséo no dia 50 (Figura 1).

Delineamento Experimental

T
(S

oD HO

=]

L B N N N N N B | LI BN N N B B N N |

[® Manipulacdo dos animais B Afericdo da glicose
1 Catalepsia e inalagao « Perfusio

; Pesagem

U Consumo alimentar

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental. O experimento foi realizado em
um periodo de 50 dias, neste periodo os animais receberam 25 sessdes de nebulizacdo de solucédo salina ou
CL. Os testes e procedimentos realizados estao representados na figura.

3.5 PERFUSAO TRANSCARDIACAE PROCESSAMENTO DOS CEREBROS

Ao final dos testes comportamentais, 0s animais foram anestesiados com cetamina
e cloridato de xilazina intraperitoneal, nas doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente e os sinais de reflexo dos animais foram testados. Apds completamente
anestesiados, foi realizado uma cesso a cavidade toracica seccionando-se a pele e partes
moles, expondo a cavidade abdominal e feita uma incisdo no diafragma para exposicao

do coracéo.

Os animais foram perfundidos pela via intracardiaca com Tampao Fosfato Salina
(TFS, pH 7,4) para lavar os vasos durante 5 minutos e posteriormente, com
Paraformaldeildo (PFA) 4% em Tampdo Fosfato (TF, pH 7,4) durante 10 minutos para
fixacdo do tecido. Continuamente, os cérebros foram removidos e conservados em PFA

durante 24 horas. A solucgéo foi trocada por solugéo de sacarose 30% a cada 10 dias. Os
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cerebros foram congelados e as sec¢des serdo obtidas por congelamento em criostato de
deslizamento (Leica, USA), através de cortes frontais de 50 pum, que serdo distribuidas
em 5 compartimentos contendo solucdo anticongelante. Cada um desses compartimentos
corresponde a 1 de 5 secgdes, de maneira que a distancia entre elas seja de 250 um. Estes
cortes serdo armazenados em solucdo anticongelante a base de etilenoglicol e tampao
fosfato, que posteriormente permanecera conservada a 4 °C até o momento em que for

realizar a imuno-histoquimica seguindo o protocolo realizado por Santos et al., (2013).

3.6 AVALIACAO DAVARIACAO DA MASSA CORPORAL

Em experimentos que buscam avaliar a toxicidade dos agrotdéxicos com modelos
animais, é notado que ha uma variacdo da massa corporal ao decorrer do experimento,
fazendo-se necessario avaliar este parametro (Abuzeid et al., 2021; Karuppagounder et
al., 2012; Simoni-Berra et al., 2023). O peso dos animais foi aferido a cada trés dias com
0 auxilio de uma balanca portatil. Para o célculo da variagdo da massa corporal, foi
utilizada a formula M = [(Mf/Mi) -1) x 100], onde M (massa), Mf (massa final), Mi

(massa inicial).
3.7 AFERICAO DAGLICOSE

Antes do inicio do teste, 0s animais permaneceram durante 24 horas em jejum de
alimentos, sendo fornecido somente adgua para esses animais. Apos passado o tempo
estabelecido, foi realizado uma perfuracéo na veia caudal do rato com o auxilio de uma
agulha hipodérmica para a retirada do sangue do animal e avaliar seu nivel glicémico.
Apos retirado o sangue, o0 mesmo foi colocado em um aparelho aferidor GUNKA
GUNKA e foi anotado o seu valor. Posteriormente, apds realizada a primeira afericao
(basal no tempo 0), foi feita a administracdo da glicose a 50%, por meio da gavagem com
0 auxilio de uma agulha especifica para essa finalidade (BONTHER — BONTHER). Em
sequida, foi esperado o tempo do protocolo seguido para realizar as proximas trés
afericGes de maneira pontual do indice glicémico dos animais, sendo realizadas no tempo
(em minutos) apds a gavagem (30, 60 e 120). Por fim, apds a obtencdo dos dados, foi feita
a curva do indice glicémico dos animais e a comparacdo entre os individuos do mesmo
grupo, afim de identificar possiveis individuos que pudessem apresentar resisténcia a

captacdo da glicose na corrente sanguinea.
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3.8 AVALIACAO DAMASSADOS ORGAOS

No ultimo dia do experimento foi realizada a perfusdo dos animais e a retirada de
alguns drgdos : baco, figado, testiculos e pulmdes para avaliar sua massa. As estruturas
mencionadas foram colocadas sobre um vidro de reldgio e prontificados na balanga
analitica SHIMADZU para quantificacdo dos dados e anotacdo dos mesmos. Para avaliar
a massa do 6rgdo de acordo com a massa do animal, foi utilizada a seguinte formula

matematica:

( Massa do 6rgao

L ) = Valor em gramas
Massa do animal

3.9 AVALIACAO DE INGESTAO DOS ALIMENTOS

Para avaliar o efeito do CL na ingestdo alimentar dos animais, foi utilizado uma
balanca portatil DICOBEM, para mensurar a quantidade de alimentos ingeridos nos dias
389, 44° e 48°. Para calcular o0 volume consumido pelos animais de acordo com sua massa

corporal, foi utilizado da seguinte férmula:

X Consumo

(Massa do animal individual
Massa total da caixa

O consumo foi calculado através do consumo inicial da caixa menos seu consumo

final.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
ap0s demostrarem distribuicdo normal para as varidveis, foram feitos os testes
paramétricos de acordo com os parametros a serem avaliados. Em todos os testes os dados
apresentaram distribuicdo normal pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk seguidos
pelos pds-testes de Fischer, obtendo p > 0,05. Os dados sdo expressos em media * erro
padrdo de média (£ E.P.M), sendo considerado como nivel de significancia quando
atingido o valor de p < 0,05. As analises foram realizadas pelo programa estatistico

Graphpad Prism 8.0.
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4 RESULTADOS
4.1 AVALIACAO DAVARIACAO DA MASSA CORPORAL

Na avaliacdo da massa corporal, 0 grupo 10X através da ANOVA de duas vias
repetidas reportou efeito significativo de tempo (dias de tratamento) [F (12,338) = 5,721,
p = 0,0001], Efeito de tratamento (grupos experimentais) [F (3,338) = 56,58; p = 0,0001]
a partir do dia 4 até o término do experimento, este grupo obteve maior ganho de massa
quando comparado aos demais grupos (9,98 + 1,86). Quando comparados os dados dos
grupos ao longo de todo o experimento, o pés-teste de Fisher LSD revelou diferenca
significativa com ganho de massa no grupo 10x na comparagéo entre 0 s grupos de 1X,
5X e CTL , com os seguintes valores de p: (10X vs CTL, p = 0,0001; 10X vs 1X, p =
0,0152; 10X vs 5X, p = 0,0001).

No dia 4, o pos-teste de Fischer LSD, demonstrou diferenga significativa na
comparagdo entre 0os grupos 10X vs CTL (p = 0,0258), 1X vs 10X (p = 0.0277), 5X vs
10X (p =0.418), ja no dia 8 a diferenca permaneceu nos grupos CTL vs 10X (p = 0.0310)
e 5X vs 10X (p =0.0011). Do dia 12 até o dia 48, as diferencas estatisticas permaneceram
entre os grupos CTL vs 10X (p = 0.0001), 1X vs 10X (p = 0.0152) e 5X vs 10X (p =
0.0001) (Fig 2).
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Figura 2: Efeito da inalagdo cronica de clethodim (0,06%, 0,03% e 0,6%) ou veiculo sobre variacfes da
massa corporal de ratos adultos. Observa-se que os animais do grupo 10X apresentaram maior ganho de
massa corporal, quando comparados aos demais grupos. Os valores sdo expressos como média =+ E.P.M e
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significancia *p < 0,05 para diferengas entre (CTL vs 10X); a (CTL vs 1X); ¢ (1X vs 5X); d (1X vs 10X);
e (5X vs 10X) (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pds-teste de Fisher LSD).

4.2 MASSADOS ORGAOS

Na avaliacdo da massa dos 6rgdos selecionados, a ANOVA de uma via reportou
efeito de tratamento para o baco [F (3, 26) = 8,212; p = 0,0005) (Fig 3 B), pelo pos-teste
de Fischer o grupo 1X demostrou diminuicdo da massa deste 6rgao comparado aos demais
tratamentos: CTL vs 1X (p = 0,0003), 1X vs 5X (p = 0,0002) e 1X vs 10X (p = 0,0204).
Na avaliacdo dos demais 6rgdos ndo houve diferencas significativas, figado [F (3, 26) =
0,7886 (p = 0,5112)] (Fig 3 A), pulmdes [F (3, 26) = 0,2750 (p = 0,8429)] (Fig 3 C), e
testiculos [F (3, 26) = 1,081 (p = 0,3746)] (Fig 3 D).

Figado Baco
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Figura 3: Efeito da inalagdo cronica de clethodim (0,06%, 0,03% e 0,6%) ou veiculo sobre variacOes da
massa do bago de ratos adultos. Observa-se que os animais do grupo 1X apresentou uma reducéo de massa,
quando comparados aos demais grupos. Os valores sdo expressos como média + E.P.M e significancia *p

< 0,05 para diferencas entre, c-(CTL vs 1X); a (1X vs 5X); e (1X vs 10X) (ANOVA de uma via seguida
pelo pds-teste de Fisher LSD).
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4.3 CONSUMO ALIMENTAR

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada em trés momentos, nos dias 38,
44 e 48. A ANOVA de uma via ndo reportou efeito de tratamento para o dia 38 (p =
0,1812), mas reportou no dia 44 [F (3, 26) = 7,443; p = 0,0009), pelo pds-teste de Fischer
LSD, foi todos os grupos que receberam o CL apresentaram consumo maior que o CTL:
CTLvs 1X (p =0,0082), CTL vs 5X (p =0,0043) e CTL vs 10X (p =0,0001). Na ultima

avaliacdo feita no dia 48, ndo houve efeito de tratamento entre os grupos (p = 0,5593).
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Figura 4: Efeito da inalagdo cronica de clethodim (0,06%, 0,03% e 0,6%) ou veiculo sobre variagdes no
consumo alimentar de ratos adultos. Observa-se que 0s animais do grupo 1X, 5X e 10X apresentaram maior
consumo de alimentos, quando comparados ao CTL. Os valores sdo expressos como média £ E.P.M e
significancia *p < 0,05 para diferencas entre *-(CTL vs 1X); *-(CTL vs 5X); *-(CTL vs 10X) (ANOVA de
uma via seguida pelo pos-teste de Fisher LSD).

4.4 [NDICE GLICEMICO

Na ANOVA de duas vias com medidas repetidas, foi observado efeito de tempo
nos grupos [F (3, 104) = 38,09; p = 0,0001) e tratamento [F (3, 104) = 11,88; p = 0,0001),

pelo pos-teste de Fischer, no tempo 0, apenas 0s grupos 5X vs 1X apresentaram diferencas
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quanto a disponibilidade de glicose em sua corrente sanguinea (p = 0,017); apds 30
minutos, todos os grupos diferiram entre si com aumento no seu indice glicémico, o CTL
apresentou maior aumento, quando comparado ao grupo 1X (p = 0,017) e 10X (p =
0,0008); o grupo 5X demonstrou aumento quando comparado ao grupo 1X (p = 0,0124);
0 grupo 10X permaneceu com menor indice do que 0s grupos 1X (p=0,0024) e 5X,(p =
0,0006); exceto 0 CTL vs 5X (p = 0,331). Durante o tempo 60 e 120 minutos, ndo houve

diferencas significativas entre 0s grupos.

Além da analise realizada entre os grupos, foi feita uma avalicdo dos valores ao
longo do tempo dos animais de forma individual, sendo observado que todos os animais
entre o tempo O até o minuto 30, exceto o grupo 10X (p = 0,059), demostram maior
disponibilidade de glicose em seu sangue. Na comparacdo do minuto 0 vs 60, todos os
animais de acordo com o poOs-teste de Fischer demostram ter um aumento na
disponibilidade de glicose; entre o tempo 0 vs 120 ndo houve diferencgas entre os animais.
No tempo 30 vs 60, os grupos CTL (p = 0,0002) e 1X (p = 0,0231) apresentaram um
aumento, mas 0s grupos 5X (p = 0,063) e 0 10X (0,1114) ndo demostraram diferencas
significativas. Entre 60 vs 120, os grupos CTL (p = 0,0160) e 1X (p = 0,3278)
demostraram diferencas, enquanto os demais grupos nao se diferiram. No final do teste,

todos os individuos voltaram a valores semelhantes aos dados da sua aferi¢éo basal.

150
" C
a*de
-~ CIL
-2 1X
. —A- 5X
100 -+ 10X
~ 4
T
)
E
2
S
e 50
O 1 1 L] 1
0 30 60 120

Tempo (min)



18

Figura 5: Efeito da inalacdo cronica de Clethodim (0,06%, 0,03% e 0,6%) ou veiculo sobre o indice
glicémico de ratos adultos. Observa-se que os animais do grupo 10X apresentou atraso no pico de niveis
glicémicos, quando comparados aos demais grupos. Os valores sdo expressos como média £ E.P.M e
significancia *p < 0,05 para diferencas entre, c-(1X vs 5X); a-(CTL vs 1X); *-(CTL vs 10X ); d-(1X vs
10X); e-(5X vs 10X) (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Fisher LSD).

5 DISCUSSAO

Diante a busca em analisar os efeitos da exposicdo cronica pelo Clethodim sobre
alteracdes glicémicas e de massa corporal, os resultados demonstraram uma alteracao
entre 0s grupos tratamentos, promovendo um maior aumento na massa corporal, atraso

no indice glicémico, inalteracdo do consumo alimentar e aumento no 6rgao do baco.

Existem estudos que demonstram de forma comumente o aumento da massa
corporal associados ao uso de agrotoxicos, como demonstrados nos trabalhos de
(Skonieski et al., 2022; Noppakun; Juntarawijit, 2022; Jiang; Peng; Sun, 2022). Nosso
estudo demonstrou que o grupo 10X apresentou massa corporea superior perante a maior
concentracdo no uso do CL comparado aos demais grupos. Nesse sentido, buscamos na
literatura possiveis trabalhos realizados com animais capazes de promover uma
consideracdo para 0 evento ocorrido e notamos a presen¢a de inimeros trabalhos na
literatura a qual associam a exposi¢céo entre agrotdxicos e diminuicdo na massa corporal,
contradizentes aos nossos achados (Abuzeid et al., 2021; Karuppagounder et al., 2012;
HU et al., 2019).

A administracdo do CL em nosso trabalho foi capaz de causar aumento do peso da
massa corporal, embora de acordo com um estudo com CL no modelo animal de peixes
zebras (Xiong et al., 2019), este foi capaz de causar uma reducdo da massa dos animais.
No trabalho de (Mostafalou; Abdollahi, 2017) a administracdo em doses subletais do CL
foi capaz de causar perda severa da massa corporal, sendo dados contrarios ao que foi
encontrado em nosso trabalho. Alguns estudos demonstraram que a formulacdo de
glifosato pode aumentar a peroxidacao lipidica e a atividade da superdxido dismutase, o
que pode ser um indicativo de estresse oxidativo induzido em fibroblastos resultando em

seu aumento (Czajka et al., 2019).

Desse modo, estudos realizados com outros agentes quimicos sustentam a
hipdtese de que o processo de lipogénese na expressdo de enzimas que acentuam a

expressao de acidos graxos e Triglicerideos (Lasram et al., 2015), o que pode justificar o
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aumento de massa corporal visto em nossos achados com CL. Alguns autores apoiam a
ideia de que 0 aumento da massa corporal seja influenciado pelo efeito de bioacumulagéo
que 0s agrotoxicos desempenham nos organismos vivos, ndo sendo biodegradados em

outros compostos, como também podem alterar o funcionamento de outras enzimas.

Na afericdo do indice glicémico, os animais que receberam do grupo 10X
apresentaram atraso para atingirem o seu pico glicémico, sendo possivelmente um déficit
no tempo de absorcdo da glicose para ser metabolizada pelas células. Em trabalhos na
literatura com outros agrotoxicos, foi demostrado que alguns principios ativos sao
capazes de causar problemas na sinalizacéo da insulina liberada pelo pancreas ou diminuir
a quantidade de receptores para insulina na célula, fazendo com que ocorra mudancgas na
absorcdo da glicose ao longo do tempo (Acker; Nogueira, 2012; Boaventura et al., 2023;
Bollen et al., 1998; Joshi; Rajini, 2009; Kale et al., 2021; Kamath; Rajini, 2007; Sadeghi-
Ha et al., 2008).

Na pesagem dos oOrgdos, os animais do grupo 1X apresentaram uma reducao
significativa na massa do baco, porém, nos estudos realizados em ratos e camundongos
sob a administragdo de compostos quimicos e uso de pesticidas, foi observado o aumento
do mesmo em suas analises (Abolaji et al., 2017; Mitra et al., 2012; Zhu et al., 2022). No
entanto, mediante as pesquisas efetuadas, foi possivel detectar no trabalho de Zhang et
al., (2018) , uma diminuicdo no baco ao analisar lesbes cerebrais em respostas
imunologicas, fornecendo desse modo a definicdo clinica para este acontecimento
denominado de Hipoesplenismo. Em virtude dos processos realizados em nossos
experimentos e na analise de dados, nossos estudos sugerem na possibilidade de uma
alteracdo na resposta imune do grupo 1X, modificando a producdo e maturacdo de

linfocitos B e substancias como a opsonina (Kirkineska et al., 2014).

Na ingestdo alimentar, os animais que foram expostos ao CL em todas as
concentragdes, tiveram uma maior ingestdo de alimentos, dito isso, buscamos na literatura
trabalhos que analisassem esse fator, porém, os projetos realizados identificando esse
parametro demonstraram uma diminuicao na ingestdo, em suas analises (Giaquinto et al.,
2017; Zaya et al., 2011). A medida que as pesquisas foram realizadas, percebemos que
ndo houveram quantidades significativas de trabalhos que buscassem analisar estes
critérios, com isso, sdo necessarios mais estudos para compreender melhor possiveis

indicadores destes resultados.
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6 CONCLUSAO

A exposicdo cronica a uma concentracdo elevada de CL, por inalagdo, foi capaz
de provocar um aumento da massa corporal e uma reducdo da curva de resposta de indices
glicémicos. Além disso, foi observada um aumento com relacédo a massa do baco e um

aumento da ingest&o por alimentos entre 0s grupos de animais.

7 PERSPECTIVAS

Assim, para melhor compreensdo acerca dos efeitos desencadeados pelo CL,
pretendemos realizar analises de imuno-histoquimica, para observar sua provavel acao

em niveis de danos neurais.
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9 OUTRASATIVIDADES

Apresentei participagdo do minicurso intitulado “Agrotoxicos: o perigo invisivel
que afeta o nosso cérebro”, durante VI Simposio de Ciéncias Naturais de Sergipe no dia

07 de Junho de 2023, com carga horéria de 2 horas.

Obtive participacdo no curso de “Principios éticos ¢ manejo de animais em
pesquisa”, médulo Roedores, com carga horaria total de 40 horas, em formato de ensino

a distancia, coordenado pela Central de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biomédicas
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em parceria com a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de

Séo Paulo.

Participo também das reunides semanais do laboratério, manutengdo dos animais

e experimentos dos integrantes do grupo de pesquisa.
10 JUSTIFICATIVADE ALTERAQAO NO PLANO DE TRABALHO

Inicialmente, estava previsto o uso do composto glifosato. Entretanto, um més
antes do inicio dos experimentos foi publicado um artigo cientifico apresentando
delineamento experimental semelhante e que respondia a nossa questao de trabalho a ser
investigada. Nesse sentido, submetemos um novo processo no comité de ética e alteramos

0 composto a ser testado.



11 ANEXO
gngveffigade Comisséo de Etica no
ederal de Uso de Animais
Sergipe

CERTIFICADO

Certificamos que 3 proposta intitulada "ALTERACOES COMPORTAMENTAIS E MONOAMINERGICAS APOS EXPOSICAO REPETIDA DE
CLETHODIM EM RATOS®, protacolada sob o CEUA n® 5228100323 (o votesz:, sob a responsabilidade de José Ronaldo dos Santos &
equipe, Abrado de Jesus Barbosa; Auderfan Mendonca de Gois, Milena Caroline Nunes Manteiro; José Leandro Santos Souza; Ana
Cleia Alves Da Luz; Mylaine Santos Mendonca, Heitor Franca Santos; Jodo Eduardo Conceicdo Melo; Livia Cristina Rodngues Ferreira
Lins - que envolve a producao, manutengdo e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de jutho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA}, e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na
reunido de 22/03/2023.

We certify that the proposal *BEHAVIORAL AND MONOAMINERGIC CHANGES AFTER REPEATED EXPOSURE TO CLETHODIM IN RATS",
utilizing 32 Heterogenics rats (32 males), protocol number CEUA 5228100323 o ovess2), under the responsibility of Joseé Ronaldo
dos Santos and team, Abrado de jesus Barbosa; Auderlan Mendonca de Gois. Milena Caroline Nunes Monteiro; José Leandro
Santos Souza; Ana Cleia Alves Da Luz; Mylaine Santos Mendonca; Heitor Franco Santos; Jodo Eduardo Conceicao Melo, Livia
Cristina Rodrigues Ferreira Lins - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphyium Vertebrata (except human beings), for scentific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of jJuly 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Anima| Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe
(CEUAJUFS) in the meeting of 03/22/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2023 a 05/2024 Area: Fisiclogia
Origem:  Biotero da Universidade Federal de Sergipe

Especie: Ratos heterogénicos sexo. Machos idade. 638 meses N 32
Linhagem: Rattus novergicus/Wistar Peso. 350a450¢g

Local do experimento: Os animais estardo alocados no Laboratorio de Neurofisiologia (LNFS) durante realizagio dos experimentos,
sendo o biotério de apoio o Biotério setorial, ambos localizados no departamento de fisiologia.

S30 Cristovao, 29 de margo de 2023

Prof. Dr. josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Margal
Coardenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadar da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Ao Marechal Rosdon, A Jardies Rénd Sl - CEP 40100000 - 530 Cratoe daSE - 1ok 551700 3196.8510 / 6512
FOrans de dtendimunts 24 4 6% das 80 36 L2h € das 13N 46 280 R-mad: cepautig graicom
CEUA N S22ELSG323
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