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RESUMO: Foram realizados estudos sobre o efeito do sulfentrazona no
desenvolvimento fisico de filhotes expostos perinatalmente a doses distintas
do herbicida, durante periodos distintos de prenhez. As técnicas utilizadas
para avaliar os efeitos dos fatores (fase de prenhez e dose de herbicida) e de
suas interagcdes na resposta foram Modelo de Medidas Repetidas, LSD
(Least Squares Difference) e técnicas de Comparacdes Multiplas.

Palavras-Chave: Sulfentrazona. Experimento com Medidas Repetidas, LSD



I - Introducédo

Além da contaminacdo das pessoas envolvidas direta ou indiretamente
nas atividades relacionadas a agricultura, pode ocorrer a contaminagao de
recém-nascidos que tem sido associada a exposicdo maternal ambiental e/ou
ocupacional. A exposicdo materna a pesticidas durante a fase reprodutiva
pode levar a alteracbes no desenvolvimento do feto. Embora o organismo
materno possa alterar a quimica ou pelo menos reduzir sua concentragao,
muitas substancias podem atravessar a placenta, tanto por simples difusdo
como por algum tipo de transporte ativo. As consequéncias da exposicao
durante o desenvolvimento perinatal séo alvo de preocupagdo porque oS
organismos jovens sdo mais suscetiveis ao efeito desses produtos, (Rice e
Barone Jr, 2000; Richardson e Chambers, 2005). A ocorréncia de periodos
criticos no desenvolvimento animal, durante a prenhez e imediatamente
apos 0 nascimento, permite o entendimento de algumas destas modificacdes.

A avaliacdo dos possiveis efeitos decorrentes da exposicdo aos
agroquimicos é importante de ser realizada em diferentes periodos de
desenvolvimento, especialmente naqueles considerados criticos devido a
possivel influéncia na morfologia e conexdo sinaptica nos alvos neuronais.
Um importante periodo do desenvolvimento cerebral ocorre nas duas
primeiras semanas pos-natais do rato e no terceiro trimestre da gestagdo e
na primeira infancia dos seres humanos (Costa et al. 2004).

A maior sensibilidade a possiveis efeitos toxicos dos agroquimicos das
criangas seria resultante da diferenca entre a fisiologia nas diferentes fases
da vida. Contudo, diferentes suscetibilidades ndo implicam necessariamente
em maiores riscos em criancas. O efeito real vai depender dos mecanismos
fisiometabdlicos e das caracteristicas do produto em estudo (Scheuplein et
al., 2002; Zwart et al., 2004). O biomonitoramento das possiveis
consequéncias a exposicdo aos agroquimicos é, portanto, importante no que
se refere a efeitos no desenvolvimento animal, potencial neurotoxicidade e

efeitos genotoxicos.



O Sulfentrazone é um novo herbicida pré-emergente de controle de
amplo espectro em soja. Segundo Agrofit (2002) este produto é altamente
persistente no meio ambiente, e é altamente toxico (Classe 1) para
organismos aquaticos (algas). Além disso, é toxico para invertebrados
estuarinos/marinhos. E proibida a aplicacdo deste produto em &reas
alagadas ou sujeitas a inundacdo. O uso deste composto em areas onde 0s
solos sdo permeaveis, particularmente, onde o lengco freatico é pouco
profundo, pode resultar em contaminacdo da &gua subterrdnea (EPA, 2003).

O herbicida é quase totalmente excretado pela urina, indicando quase
que completa absorcdo, sendo que a maior parte é eliminada dentro de 72h.
De acordo com Leung et al. (1991) em estudos a respeito do metabolismo
do Sulfentrazone em cabras, galinhas e ratas usando 14C em ratos por via
oral foi observada a eliminagdo do composto original em quantidade
inferior a 2% e dois metabolitos ndo-conjugados. Os padrées metabdlicos
sdo semelhantes na urina, fezes, leite e ovos. Os niveis de residuos
encontrados no leite e nos ovos sdo relativamente baixos nas condi¢des
testadas. Apesar do produto ndo possuir efeito carcinogénico, sob algumas
condicdes ele pode causar efeito toxicos no desenvolvimento animal e na
reproducdo. Também foi observada em estudos de desenvolvimento,
toxicidade para o embrido/feto em tratamentos em que a dose aplicada néo
foi maternalmente téxica e os efeitos foram, primeiramente, observados na
segunda geracdo de animais dos estudos de reproducdo (EPA, 2003).

Os animais envolvidos neste experimento foram ratas fémeas prenhas,
expostas do 1°-6° dia da prenhez ou do 6°-15° dia da prenhez ao herbicida
sulfentrazona por via oral nas doses de 25 mg/kg ou 50 mg/kg
respectivamente. Posteriormente, os filhotes de suas respectivas ninhadas
foram avaliados quanto ao seu ganho médio de peso, nos seus 23 primeiros
dias de vida. Procuramos avaliar as consequéncias da exposicdo perinatal

dos filhotes & sulfentrazona no seu ganho médio de peso.



2 - Objetivos
2.1 - Objetivos Gerais

Estudar os possiveis efeitos dos sulfentrazone no desenvolvimento
fisico, mais especificamente no ganho médio de peso de filhotes de ratos
expostos perinatalmente a doses distintas do herbicida, em periodos

distintos de gestacdo das ratas-mées.
2.2 - Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do fator fase, caracterizado pela administragdo de
doses do herbicida nas ratas em dois periodos, denominados periodos | e 2,
onde periodo | corresponde do 1° ao 6° dia de prenhez (inicio da prenhez) e
0 periodo 2 corresponde do 6° ao 15° dia de prenhez (organogénese ou final

da prenhez), no ganho médio do peso dos filhotes.

Avaliar o efeito do fator dose, caracterizado por 3 niveis,
denominados doses 1, 2 e 3, onde dose ! corresponde a salina (0,9% NaCl),
a dose 2 corresponde a solucdo de sulfentrazona 25mg/Kg e a dose 3
corresponde a solugcdo de sulfentrazona 50mg, no ganho médio do peso dos

filhotes.

Avaliar o efeito da interacdo entre os fatores fase, dose e tempo no

ganho médio do peso dos filhotes.



3 - Descricdo do experimento

Os animais utilizados foram ratos Wistar, mantidos em condigdes
padronizadas de luz, umidade e temperatura no biotério do CNPMA, sendo
as matrizes fornecidas pelo Biotério Central da UNICAMP (Universidade de
Campinas). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com
cama de maravalha autoclavada, com temperatura controlada (22 + 2°C) e
ciclo de luz claro - escuro 12h/I12 horas. Para o acasalamento, cada macho
foi colocado em gaiolas com duas fémeas cada. Essas fémeas, previamente
examinadas, foram selecionadas para que estivessem nas fases de
proestro/estro. Estas foram separadas para o acasalamento e apds a
verificacdo da presenca de espermatozoides no lavado vaginal, foi
considerado como o 1° dia de prenhez. No 15° dia de prenhez as fémeas
foram acondicionadas em gaiolas individuais.

As fémeas foram expostas durante os diferentes periodos da prenhez:
do 1° ao 6° dia (pré-implantacdo) ou do 6° ao 15° (organogénese) ao
herbicida, por via oral, nas doses de 25,0 e 50,0 mg/Kg, respectivamente.

Os grupos testados foram:

ConPri = Sal A - grupo controle de ratas Wistar prenhes tratadas com
salina (0,9% NaCl) durante os 6 primeiros dias de prenhez;
SulPri 25 = Sulf Al - grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com
solucédo de sulfentrazona 25 mg/kg durante os 6 primeiros dias de prenhez
SulPri 50 = Sulf A2 - grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com
solucédo de sulfentrazona 50 mg/kg durante os 6 primeiros dias de prenhez
ConPrf = Sal B - grupo controle de ratas Wistar prenhes tratadas com
salina (0,9% NaCl) durante os dias 6-15 da prenhez;
SulPrf 25 - Sulf Bl - grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com
solucédo de sulfentrazona 25 mg/kg durante os dias 6-15 de prenhez

SulPrf 50 = Sulf B2 - grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com
solucdo de sulfentrazona 50 mg/kg durante os dias 6-15 de prenhez



Foram usadas 10 fémeas para cada grupo experimental. Os filhotes
foram avaliados quanto ao seu ganho médio de peso. A transmissdao do
herbicida das ratas-mées para os filhotes ocorreu via placenta. Todos o0s
filnotes foram pesados do nascimento ao 23° dia de idade. Os filhotes foram
pesados individualmente, sendo calculada a média da ninhada. Foram
utilizados todos os filhotes de cada ninhada.

4 - Metodologia Estatistica

Foi utilizado o modelo de medidas repetidas ao longo do tempo,
levando em conta dois fatores, caracterizados por fase e dose.

O fator fase caracteriza-se pelos periodos: 1-1° ao 6° dia (inicio da
prenhez) ou do 6° ao 15° (final da prenhez). O fator dose caracteriza-se
pelos niveis: | - tratamento com salina (0,9%), 2 - tratamento com solugéo
de sulfentrazona 25mg e 3 - tratamento com solucéo de sulfentrazona 50mg.
Foram levantadas 23 medidas observadas em 23 dias consecutivos.

4.1 - Experimentos com medidas repetidas

Experimentos com medidas repetidas envolvem um tratamento ou
varios tratamentos, avaliado em diversos pontos no tempo; os efeitos dos
fatores sdo fixados e os individuos constituem uma amostra aleatéria. A
Tabela | apresenta a descricdo do experimento de medidas repetidas para

este estudo.



Tabela 1: Experimento com Medidas Repetidas
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4.2-0 Modelo

O modelo de medidas repetidas no tempo, com dois fatores, ¢ dado

por:

Yijki =ji... -pi-aj+Pk+h +(<*P)jk Oji + (P t)ki +(afit)jki +e(ijki)
onde
1= /... n,j=1,...,p; k=1... q; /=/.....r;
n € o numero de individuos em estudo;
g é 0 niumero de niveis da dose;
p € 0 niumero de periodos da fase;
r ¢ o numero de medidas repetidas no tempo;
p é a média global;
/), é o efeito do i-ésimo filhote e p, - N (0, al)-,

Uj é o efeito daj-ésima fase e = 0,

ftk ¢ o efeito da k-ésima dose e =0
k

ti é o efeito do I-ésimo dia e t, = 0;

(afi)jk é o efeito da interacdo j-ésima Fase x k-ésima Dose,

=0, VK e £(«/?)A =0, Vj;
k i

(a t)ji é o efeito da interacdo j-ésima Fase X I-ésimo Dia,

= vl e ZWw = vk:

| k
(P t)ki € o efeito da interacdo k-ésima Dose X I-ésimo Dia,

=0, VI =0, vk;

| k

(afit)jki € o efeito da interacdo k-ésima fase X j-ésima Dose X I-ésimo Dia,

v I = vke =
% y
eijki) sdo os erros e Etjki> ~ A (0, a), £,.kn i.i.d. E p, e etlkit sdo

independentes.



Assumimos que as observacdes Y,jk, tém varidncia constante,
quaisquer pares de observacdes de um mesmo individuo tém variancia
constante, quaisquer pares de observacfes de um mesmo individuo sdo

independentes e as observacdes tém distribuicdo normal.

4.3 — Analise de Variancia

A tabela 2 apresenta a analise de variancia univariada (ANOVA) no
experimento de medidas repetidas, com dois fatores e medidas repetidas.

Tabela 2: Analise de Variancia

Fonte de Graus de Soma de  Quadrado
Variagao Liberdade  Quadrados Médio
Individuo 2j-7 507 QMI
Fase 0-7 SOF QMF
Dose <11 SOD QMD
Tempo r-7 SOT oMT
Fase x Dose (p-).(g-1) SQFD QMFD
Fase x Tempo (p-1).(r-1) SOFT QMFT
Dose x tempo (g-1).(r-1) SQDT QMDT
Fase x Dose x Tempo  (p-1).(g-).(r-I) SQFDT ~ QMFDT
Ero g SOE QME

onde
gl=(n-D=(p-1) + (g-D+(r-1) + (p-D (a-D*(p-D (r-1) + (g-D(r-1) + (p-D(g-D(r-1)-
SQIl=p.q.r.

SOF-n.gq.r. ~"(Y"™-Y)2,

J

SOD=n.p.r. £(7t -Y ) ;



SQT n.p.g. £(K ,-T );

SOFD=nr. £ \V,y. F T . I

J h

SOFT- -K,.. ;

1 |

SQDT=rtp. vV £fF,,-r,.-F,+F /;

k 1

sgqfdt=,,.Y. 1 Z~~-F"~-F,-r...,+F/;

J k /

sqe- ZZ2S=Z2 ' —r>.-7-* -?%* +r. /;
iJ ko

, OMF-*®. OMD-" ;OMT—-" ; OMFD- SQFD ;

n-1 p-1 g-1 r-1 (p-D(a-h
«FT- SOFT ; OMDT= SQDT . OMror, SQFDT . QME=i
(p-D(r-1) (g-D(r-1) (p-1)(g-1)(r-1)

As hipoteses para testar o efeito da fase sdo dadas por:
Ho. todos os «, sdo iguais a zero versus Ha nem todos os a, sdo iguais a

7.0X0. Se Ho é verdadeira, a estatistica /* "= g:;:; segue a distribuicdo F[ I-a,
p-1, gl] Assim, Ho é rejeitada se F > F[l-a, p-1, glj.

As hipoteses para testar o efeito da dose sdo dadas por:

Ho' todos os Pk sdo iguais a zero versus nem todos os /3] sdo iguais a

, . L. . OMD e
zero. Se Ho é verdadeira, a estatistica F = 6IWE_ segue a distribuicdo F/I-

a, g-1, gl]. Assim, Ho é rejeitada se F > Ffl-a, g-1, gl/
As hipoteses para testar o efeito do tempo sdo dadas por:
Ho: todos os Z/ séo iguais a zero versus Ha nem todos os Z/sdo iguais a zero.

Se Ho é verdadeira, a estatistica F = OME segue a distribuicéo F/I-a, r-1,

gl/. Assim, Ho é rejeitada se F*> F/l-a, r-1, gl]
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As hipoéteses para testar o efeito da interacdo Fase x Dose s&o dadas por:

Ho. todos os (0-P)jk sdo iguais a zero versus nem todos os (aP)ik séo

iguais a zero. Se Mo e verdadeira, a estatistica r = == segue a

distribuicdo F[l-a, (p-1).(g-1), gl], Assim, Ho é rejeitada se F > F[l-a, (p-
D.(a-1), gll.

As hipoéteses para testar o efeito da interacdo Fase x Tempo sdo dadas por:

Ho', todos os (a t/g sdo iguais a zero versus Ha nem todos os (a t)ji séo

iguais a zero. Se Mo e verdladeira, a estatistica F = VLI segue a

distribuicdo F[l-a. (p-1).(r-1), gl]. Assim, Hb ¢é rejeitada se F > F[l-a, (p-
D.(r-1), gl].

As hipoteses para testar o efeito da interacdo Dose x Tempo sdo dadas por:

Ho', todos os (P t)ki sdo iguais a zero versus Ha nem todos os (P t)ki sédo
iguais a zero. 3e Mo ¢ verdadeira, a estatistica r = OME. segue a

distribuicdo F[l-a, (g-1).(r-1), gl]. Assim, Ho ¢é rejeitada se F > Fll-a, (g-
D.(r-1), gl].

As hipoOteses para testar o efeito da interacdo Fase x Dose x Tempo

sdo dadas por:
Ho', todos os (aP t)jki sdo iguais a zero versus Ha nem todos os (ap t),ki sdo

iguais a zero. & o ¢ verdadeira, a estatistica F'= OMED segue a

distribuicdo F[l-a, (p-1).(g-D.(r-1), gl/. Assim, Ho ¢é rejeitada se F > F[I-
a, (p-0). (g-).(r-1), gll.

1



5 - Resultados
5.1 - Verificagbes Graficas

A figura | apresenta as curvas dos pesos médios dos filhotes, por

grupo experimental.

Figura 1: Curvas dos Pesos Médios por Fase e Dose

cl

Dias de Vida

O fator Fase caracteriza-se pelos periodos: 1- inicio de prenhez da
mée do roedor e 2- final de prenhez da mée do roedor. O fator Dose
caracteriza-se pelos niveis de dosagem ao qual a mde do roedor foi exposta,
sendo: 1- Tratamento de Salina (0,9%NacCl), 2- Tratamento com solugdo de
Sulfentrazona 25mg e 3- Tratamento com solucdo de Sulfentrazona 50mg.

Da figura 1, observamos que ha uma pequena diferenca entre os
tratamentos. Os menores pesos medios ocorrem no inicio de prenhez para a

dose de sulfentrazona 50 mg.
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5.2 - Verificagcdes Formais
5.2.1 - Anédlise de Variancia

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos no SAS do teste de
hipoteses para testar os efeitos do tempo, da interacdo entre dose Tempo X

Fase, da interacdo Dose x Tempo e da interacdo Fase x Dose x Tempo

dentro dos grupos de tratamento.

Tabela 2: Teste ANOVA para testar os efeitos dentro de grupos de tratamento

Fon_te (~1e Qraus de Soma de Quafirgdo £ Valor-p
Variacao Liberdade Quadrados Médio
Tempo 22 960558.2518 43661.7387 8604.66 < 0001
Tempo*Fase 22 149.5393 6.7972 1.34 0.1325
Tempo*Dose 44 449.1433 10.2078 2.01 <0001
Tempo’Fase’Dose 44 2077.7263 47.2211 9.31 <.0001
ErrofTempo) 6402 32485.0249 5.0742
Total 6534

Pela tabela 2, acima observamos que o efeito da interacdo Fase X
Dose x Tempo é significante (p 0.001), ou seja, a interacdo dos fatores
fase, dose e tempo influenciam na mudanca do peso médio das ratas. Tendo
verificado que a interacdo € significante, é invidvel, estatisticamente,
verificar os efeitos dos fatores independentemente.

Foi verificado que as suposicbes sobre os residuos nao foram

transgredidas.
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5.2.2 - Comparacgdes Mualtiplas

Tendo verificado a significancia na interagdo Fase X Dose X Tempo, 0
préximo passo é tentar detectar quais combinagfes de niveis de tais fatores
determinaram a significdncia desta interagdo. Para isto, usaremos o método

LSD (Least Square Differences) o qual é determinado por:
t(a/2. gb 0,1 Hijkl - fijk 1 —

onde £ é 0 erro quadratico médio dos efeitos nos individuos;
2.gi) € 0 quantil da distribuicdo t de Student com g/ graus de liberdade;

g/ e 0 numero de graus de liberdade do Erro;
p é o nimero de periodos da fase;
g € 0 numero de niveis da dose;

n é o numero de ninhadas em cada grupo de tratamento
As meédias Mijkl e Hij'’k'l cuja diferenca é menor do que a expressdo

—— ha’ gb, sdo consideradas estatisticamente similares e as médias
p-an

Hijkl e Hij'’k'l cuja diferenca ¢ maior do que a expressao i . tia/2. gb

sdo consideradas estatisticamente diferentes. Este método serd usado em
apenas alguns casos.

A tabela 3 apresenta as diferencas de médias dos pesos médios dos
filhotes expostos perinatalmente a doses distintas de sulfentrazona. As
expressdes D1-D2, D1-D3, D2-D3 denotam, respectivamente, os valores
absolutos das diferencas de médias:

1 de filhotes expostos ao tratamento com salina (0.9 % NaCl) e filhotes
expostos ao tratamento com solugéo de sulfentrazona 25 mg;
1 de filhotes expostos ao tratamento com salina (0.9 % NaCl) e filhotes
expostos ao tratamento com solugéo de sulfentrazona 50 mg;
1 de filhotes expostos ao tratamento com solugcédo de sulfentrazona 25 mg e

filhotes expostos ao tratamento com solugdo de sulfentrazona 50 mg;

14



Os valores sublinhados sdo aqueles cujas médias envolvidas ndo séo

estatisticamente similares, ou seja, o valor absoluto da diferenca entre as

mesmas é maior do que a expressao

Tabela 3: Diferencas de Médias

Fase Inicio da prenhez Final da Prenhez

Dia/Dose  D1-D2 D1-D3 D2-D3 D1-D2 D1-D3 D2-D3
! 1 0.000 0,537 0.000 0,156 0,079 0.001
2 0,008 0,616 0,030 0,012 0,410 0,089

3 0,221 0.011 0,000 0,079 0,859 0,051

4 0,074 0,035 0,000 0,227 0,900 0,274

5 0,516 0,000 0,000 0,872 0,679 0,561

6 0,296 0,000 0,000 0,518 0,882 0,615
""" * 0,408 0,002 0,000 0,795 0,819 0,621
8 0,117 0,003 0,000 0,524 0,155 0,427

9 0,296 0,002 0.000 0,852 0,935 0,787

10 0,661 0,020 0,006 0,862 0,274 0,200

11 0,870 0.009 0,015 0,220 0,913 0,177

12 0,731 0,024 0,057 0,479 0,557 0,902

13 0,391 0,007 0,000 0,173 0,545 0,443

14 0,421 0,032 0,003 0,866 0,582 0,699

15 0,152 0,000 0,000 0,991 0,545 0,533

16 0,385 0,000 0,004 0,234 0,234 1,000

17 0,706 0,000 0.000 0,139 0,077 0,770

18 0,903 0,000 0.000 0,221 0,059 0,499

19 0,758 0,000 0,000 0,330 0,059 0,354

20 0,790 0.000 0.000 0,204 0,113 0,750

21 0,431 0,000 0,000 0,071 0,030 0,713

22 0,895 0,000 0.000 0,180 0,038 0,453

23 0,758 0,000 0,000 0,254 0,032 0,305

Observamos da Tabela 3 que as médias dos pesos dos filhotes de
ratas-maes expostas no inicio da prenhez a doses distintas do herbicida sdo
estatisticamente diferentes duas a duas, com exceg¢do para comparacdo das
médias entre a dose de controle e a dose de sulfentrazona 25mg, embora
existam algumas médias similares entre D1-D3 e D2-D3.

A tabela 4 apresenta as diferencas de médias dos pesos médios dos
filhotes expostos perinatalmente em fases distintas de gestacdo das ratas

maes.



As expressdes FI- F2 denotam as diferencas de médias, de ratas-maes

expostas no inicio da prenhez e ratas-maes expostas no final da prenhez.

Os valores sublinhados sdo aqueles cujas médias envolvidas ndo séo

estatisticamente similares, ou seja, o valor absoluto da diferenca entre as
i é :  12E .
mesmas e maior do que a expressao \1 ------ . gb

Na tabela 4, abaixo, verificamos que as médias de pesos de filhotes
de ratas-mdaes expostas a dose de sulfentrazona 50mg em fases distintas sdo
estatisticamente diferentes duas a duas. Apesar de existirem dois valores de

médias similares.

Tabela 4: Diferencas de Médias para Dose



6 - Conclusfes

Na analise dos efeitos da sulfentrazona no desenvolvimento fisico dos
filhotes verificamos que ha efeito do fator tempo no ganho de peso.

Verificamos que o efeito da interagdo entre os fatores fase, dose e
tempo é significante no desenvolvimento fisico dos filhotes. Entre as
combinacBes de niveis e periodos que causaram a significancia desta
interacdo, destacam-se diferencas entre o0s periodos na dose de
sulfentrazona 50mg, que apresenta o menor ganho no peso médio dos
filhotes ao longo dos dias para os ratos com exposicdo materna no inicio da
prenhez. E a diferenca dos pesos médios dos filhotes com exposicdo das
ratas-mdes no inicio da prenhez as diferentes dosagens, com excecdo na
comparagdo das doses de controle e de sulfentrazona 25mg que possuem o

mesmo ganho de peso.
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