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RESUMO: Foram realizados estudos sobre o efeito do sulfentrazona no
ganho de peso de ratas Wistar expostas 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 fungicida) e de suas
interacOes na resposta foram modelo de medidas repetidas, LSD (Least
Squares Difference) e técnicas de Comparagfes Multiplas.
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1 — Introducéo

Além da contaminacdo das pessoas envolvidas direta ou indiretamente
nas atividades relacionadas a agricultura, pode ocorrer a contaminacao 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 alteragbes no desenvolvimento do feto. As consequéncias dessa
exposicdo sdo alvo de preocupagdo porque 0S organismos jovens sdo mais
suscetiveis ao efeito desses produtos. Contudo, diferentes suscetibilidades
ndo implicam necessariamente em maiores riscos em criangas. O efeito real
vai depender dos mecanismos fisiometabdlicos e das caracteristicas do
produto em estudo.

O produto em estudo é um novo herbicida pré-emergente de controle
de amplo espectro em soja, o Sulfentrazone. Na literatura, até o presente
momento, ndo existem muitos dados a respeito da toxicologia desse
produto. Este herbicida é quase totalmente excretado pela urina, indicando
guase 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 eliminacdo do composto original em
guantidade inferior a 2% e dois metabolitos n&o-conjugados. Apesar do
produto ndo possuir efeito carcinogénico, sob algumas condi¢cOes ele pode
causar efeito toxicos no desenvolvimento animal e na reproducéo.

Para ajudar a determinar 0s riscos através da exposicdo a substancias
guimicas em humanos a USEPA (U.S. Environmental Protection Agency)
vem requerendo frequentemente tipos especificos de testes toxicolégicos,
usualmente em ratos e camundongos. O conhecimento obtido a partir dos
resultados desses testes poderd levar as melhores escolhas na prevencdo do
risco a saude humana e ambiental devido ao uso destes produtos.

Os animais envolvidos neste experimento foram ratas fémeas prenhas,

expostas durante os primeiros 6 dias da prenhez ou durante os ultimos 9



dias da prenhez ao herbicida sulfentrazona nas doses de 25 mg/kg ou 50
mg/kg respectivamente. Apds a administracdo das doses, as ratas foram
avaliadas quanto ao seu ganho de peso, durante 21 dias consecutivos.
Procuramos avaliar as consequéncias da exposicdo a sulfentrazona no seu
ganho médio de peso.

2 - Objetivos
2.1 - Objetivos Gerais

Estudar os possiveis efeitos do herbicida Sulfentrazona no ganho de
peso de ratas expostas a doses distintas do herbicida, em periodos distintos

de prenhez. As medidas de peso foram realizadas durante a prenhez das
ratas.

2.2 - Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do fator fase, caracterizado pela administracdo 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 do peso das ratas.

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 solucdo de sulfentrazona 50mg, no ganho do peso das ratas.

Avaliar o efeito da interagcdo entre os fatores fase, dose e tempo no
ganho do peso das ratas.



3 — Descricao do experimento

Os animais utilizados foram ratos Wistar, mantidos em condic¢des
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/12 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
verificagdo da presenca de espermatozdides 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, em numero de dez, 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. Elas tiveram anotado seu ganho de peso durante a prenhez.

Os grupos testados foram:

ConPri: grupo controle de ratas W.istar prenhas tratadas com
Salina(0,9%NacCl) durante os 6 primeiros dias de prenhez.

SulPri 25: grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com solucdo de
sulfentrazona 25 mg/kg durante os 6 primeiros dias de prenhez.

SulPri 50: grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com solucdo de
sulfentrazona 50 mg/kg durante os 6 primeiros dias de prenhez.

ConPrf: grupo controle de ratas Wistar prenhes tratadas com salina
(0,9%NaCl) durante os dias 6-15 da prenhez.

SulPrf 25: grupo teste de ratas Wistar prenhes tratadas com solugéo de
sulfentrazona 25 mg/kg durante os dias 6-15 de prenhez.

SulPrf 50: 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 totalizando 60
ratas.

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- I-6dia (inicio da
prenhez) ou do 6-15 dia (organogénese ou final da prenhez). O fator dose
caracteriza-se pelos niveis: | - tratamento com salina (0,9% NaCl), 2 -
solugédo de sulfentrazona 25 mg/Kg e 3 - solugdo de sulfentrazona 50
mg/Kg. Foram levantadas 21 medidas observadas em 21 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

Fase

Dose
{

1
!
2
2
2
3
3
3
!
1
!
2
2
2
3
3
3

Individuo
1

10
!

10
1

10
1

10

10

Dia 1
Y, m
Yiin
Yioui
Y21
Yil2l
Y0121
Yi,31
Yii3i
Y10131
Yi2ll
Yi2ll
Y10211
Yli221
Yi221
Y10221
Yi231
Yi231

Y10231

Y,,i,
Yiin
Yiom
Y121
Yuzl
Y10121
Y ha3.
Y a3l
Y10131
Y211
Yi2,1l
Y10211
Y1221
Yi221
Yl10221
Y1231
Yi231

Y10231

Dia 23
Yin23

Yju23
Y101123
Y1223
Yii223
Yioi223
Y h323
Y1323
Yioi323
Y2123
Y2123
Y102123
Y2223
Y2223
Y102223
Y12323
Y2323

Y102323



4.2 - O Modelo

O modelo de medidas repetidas no tempo, com dois fatores, é dado
por:

Yijjki ..+pi+aj+pk+ti +(ap)jk +(a t)ji +(p t)ki +(apt)jki +e(ijki)
Onde,
i = J=L..p; k= 1=1,....r;
Nnéo numero de individuos em estudo;

q € o numero de niveis da dose;
p é 0 numero de periodos da fase;
ré o numero de medidas repetidas no tempo;
p é a média global;
Pi é o efeito do i-ésimo rata e p, ~ N (0, aj\
dj é o efeito daj-ésima fase e = 0;

J

Pk é o efeito da k-ésima dose e ~/3k = 0;
k

ti € o efeito do I-esimo dia e ~t, = 0;
|

(aP)jk é o efeito da interacdo j-ésima Fase X k-ésima Dose,

=0, vk e =« VJ-
K I

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

=° vl e = v
i k

(P tjici é o efeito da interacdo k-ésima Dose X I-ésimo Dia,

=0, VI e =0, Vk-

i k
(apt)jici é o efeito da interagdo k-ésima fase X j-ésima Dose X I-ésimo Dia,

=0, r/; =0, ™ ¢ E<«H#N=0, t</;
/ k j

£(ijki) sdo os erros e e(ijki ~ N (0, a2), e<ijki) 1i.i.d. .E p, e ep/ki) sdo
independentes.



Assumimos que as observagcbes Yyki tém variancia constante,
quaisquer pares de observagbes de um mesmo individuo tém variancia
constante, quaisquer pares de observacdes de um mesmo individuo sao

independentes e as observacgdes tém distribuicdo normal.

4.3 - Analise de Variancia

A Tabela 2 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para medidas

repetidas, com dois fatores e medidas repetidas.

Tabela 2: Analise de Variancia

Fodnete Grc?eus So(;r;a Quaqlrgdo
Variacao Liberdade Quadrados Medio
individuo n-1 sQl QMI

Fase p-1 SQF QMF
Dose g-1 SQD QMD

Tempo r-1 SQT QMT

Fase x Dose (p-1).(g-1) SQFD QMFD
Fase x Tempo (p-1).(r-1) SQFT QMFT
Dose x tempo (g-1.(r-1) SQDT QMDT
Fase x Dose x  (p-1).(g-D.(r-  sSQFDT QMFDT

Tempo 1)

Erro gl SQE QME

onde
g/=rn-7>+<p-7>+"-[>+1r-7>+<p-7>>N-7> + <p-7>rr-7>+6i-7>fr-7>+fp-7>"N-7><r-7>;

SQIl=p.q.r.
SQF= n.q. r.

SQD=n.p.r. -fF1.



sQT=n.p.a. ™M(K,-r )2
i

SQFD-n.r. £ -F,..-F,.+F./

7 *

SQFT=n.g. £ £FfFp -K ~K, + F—;

7 I

SQDT-n.p. Y Y.(r,u-rt,-rJ+r_)2,
k |

SQFDT-n. £ £ -F,,,-F«.—-2+F]J2;
SCE-ZZZZ -»L - +ri§2
i j k1
QMI=2 1| QMF=1, QMD =" QMT="- ; QMFD= SQ'JPB
QMFT= SQFT ; QMDT= SQPT ; QMFDT--——-SQFDT-— OME=82E
(p-D(r-1) = (9-1Xr-1) (p-1)(@-1)(r-1) gl

As hipo6teses para testar o efeito da fase sdo dadas por:

Ho: todos os aj sdo iguais a zero versus Ha: nem todos os aj sdo iguais a
. . .- MF S

zero. Se Ho é verdadeira, a estatistica F = QME segue a distribuicdo F[l-a,

p-1, gl]. Assim, Ho é rejeitada se F*> F[l-a, p-1, gl].

As hipo6teses para testar o efeito da dose sdo dadas por:

Hqg: todos os pk sdo iguais a zero versus Ha: nem todos os f3} sdo iguais a
zero. Se Ho é verdadeira, a estatistica F*= ———- segue a distribuicdo Fil-
a, g-1, gl]. Assim, Ho é rejeitada se F > F[l-a, g-1, gl]

As hipoteses para testar o efeito do tempo sdo dadas por:

Ho: todos os ti sdo iguais a zero versus Ha: nem todos os ti sdo iguais a

zero. Se Ho é verdadeira, a estatistica F*= —--—- segue a distribuicdo F[l-a

r-1, gl]. Assim, Ho é rejeitada se F*> F[l-a, r-1, gl]

As hipoéteses para testar o efeito da interagdo Fase x Dose sdo dadas por:



Ho: todos os (afi)jk séo iguais a zero versus Ha: nem todos os (aP),k s&o

1 = = 1 ) *
iguais a zero. 8 Mo e verdladeira, a estatistica E = SMFD geque a

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

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

Ho todos os (a t)p sdo iguais a zero versus Ha nem todos os (a t)j / séo

iguais a zero. 3%e Ho e verdadeira, a estatistica F = -%------ segue a

distribuicdo F[l-a, (p-1).(r-1), gl]. Assim, Ho é rejeitada se F*> F[l-a, (p-
D-(r-1), 9l]-

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 séo

iguais a zero. 8 Mo e verdadeira, a estatistica F = ~<V=. segue a

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

As hipoOteses para testar o efeito da interagdo Fase x Dose x Tempo
sao dadas por:

Ho todos os (aP t)jki sdo iguais a zero versus Ha nem todos os (aP t)jki sdo

QMFDT
QME

distribuicdo F[l-a, (p-1).(g-1).(r-1), gl]. Assim, Ho é rejeitada se F*> F[I-
(P-1)- (g-1).(r-1), gl].

iguais a zero. Se Hb e verdladleira, a estatistica F = segue a

10



5 - Resultados

5.1 - Verificacdes Gréficas

A Figura | mostra as curvas médias dos pesos médios das ratas, por
dose e fase de exposig¢do ao herbicida Sulfentrazona

Figura ! . Médias dos Pesos por Fase e Dose

Das curvas dos pesos médios, percebemos claramente que o fator
tempo influencia no ganho médio de peso das ratas durante os 21 dias de
observacéo.

Da Figura | observamos que as curvas dos pesos médios referentes
aos diferentes grupos de tratamento diferem entre si. Os maiores valores
de pesos médios ocorrem nas ratas expostas no final da prenhez a dose de
sulfentrazona 50mg. E 0s menores pesos médios ocorrem na fase de
inicio da prenhez na dose de sulfentrazona 50 mg.

11



5.2 - Verificacbes Formais

5.2.1 - Analise de Variancia

A Tabela 3 apresenta a analise de varidncia (Tabela ANOVA)
considerando o fator Tempo, as interagcbes Tempo x Fase, Tempo x Dose e a

interagcdo Tempo x Fase x Dose.

Tabela 3: Tabela ANOVA

Fon_te 9e Graus de Soma de Quagrado £ Valor-
Variacédo Liberdade Quadrados Médio P
Tempo 20 666459.6669 33322.9833 504.89 <.0001
Tempo'Fase 20 4121.2261 206.0613 3.12 <.0001
Tempo'Dose 40 2362.9081 59.0727 0.90 0.6581
Tempo” case 40 8681.3223  217.0331 3.29 < 0001
Erro(T empo) 1060 69959.9291 65.9999

Pelos valores observados na Tabela 3, observamos que o efeito da
interacdo Tempo x Fase x Dose é significante (p<0.0001), ou seja, a
interacdo destes influenciam na mudanca do peso médio das ratas. Tendo
verificado que a interagdo é significante, ndo é necessario verificar os
efeitos dos fatores independentemente.

E importante salientar que as suposi¢des sobre os residuos ndao foram
transgredidas.

12



5.2.2 - Comparacfes Multiplas

Tendo verificado a significancia na interacdo Tempo x Fase X Dose, 0
proximo passo é tentar detectar quais combinacdes de niveis de tais fatores
determinaram a significAncia desta interacdo. Para isto, usaremos o método

LSD (Least Square Differences) o qual é determinado por.

| 2.E | 2.E
Hijkl - 17ij'kl - Jpgn ~a/2’ 89 ou Hijkl - HijkI " ~a/2 gy

onde E é o erro quadratico médio dos efeitos nos individuos;

t(a/2,gl) é o quantil da distribuicdo t de Student com gl graus de liberdade;
gl é o niumero de graus de liberdade do Erro;

p € o numero de periodos da fase;

q € 0 nimero de niveis da dose;

n ¢ o niamero de ninhadas em cada grupo de tratamento.

As médias ~ijkl e Hij'k't cuja diferenca é menor do que a expressao

Jg-f’— t(a/2 gl), sdo consideradas estatisticamente similares e as médias

Inijkl e Hij'k'l cuja diferenca é maior do que a expressao I------ t(a/2, gl)

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

A Tabela 4 apresenta as diferencas de médias dos pesos das ratas
expostas em doses distintas de sulfentrazona As expressbes D1-D2, D1-D3,
D2-D3 denotam, respectivamente, os valores absolutos das diferencas de
médias:

1 de ratas expostas ao tratamento com salina (0.9 % NaCl) e ratas expostas
ao tratamento com solugédo de sulfentrazona 25 mg/Kg;
1 de ratas expostas ao tratamento com salina (0.9 % NaCl) e ratas expostas
ao tratamento com solugéo de sulfentrazona 50 mg/Kg;

13



1 de ratas expostas ao tratamento com solucdo de sulfentrazona 25 mg/Kg
e ratas expostas ao tratamento com solucdo de sulfentrazona 50 mg/Kg;
Os valores sublinhados sdo aqueles cujas médias envolvidas ndo sao

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

mesmas e maior do que a expressao “&=- . t<x/2 gi).

Tabela 4: Diferencas de Médias

Fase Inicio da prenhez Final da Prenhez
Dia/Dose Di1-D2 D1-D3 D2-D3 D1-D2 D1-D3 D2-D3
0,619 0,044 0,125 0,409 0,126 0,459

—_

2 0,607 0,049 0,141 0,247 0,082 0,529
3 0,783 0,044 0,079 0,438 0,095 0,353
4 0,746 0,053 0,104 0,355 0,080 0,384
5 0,705 0,026 0,061 0,393 0,112 0,440
6 0,756 0,046 0,088 0,403 0,108 0,418
7 0,575 0,054 0,166 0,357 0,110 0,472
8 0,828 0,054 0,085 0,382 0,097 0,409
9 0,804 0,066 0,110 0,380 0,124 0,485
10 0,775 0,091 0,157 0,211 0,205 0,959
11 0,605 0,112 0,277 0,459 0,148 0,463
12 0,647 0,061 0,153 0,268 0,193 0,820
13 0,383 0,177 0,628 0,281 0,202 0,818
14 0,351 0,144 0,590 0,329 0,322 0,969
15 0,512 0,181 0,489 0,253 0,232 0,932
16 0,741 0,306 0,486 0,257 0,312 0,925
17 0,958 0,555 0,591 0,475 0,413 0,900
18 0,993 0,313 0,309 0,243 0,384 0,786
19 0,860 0,968 0,828 0,310 0,390 0,896
20 0,920 0,677 0,606 0,238 0,347 0,832
21 0,599 0,927 0,537 0,249 0,233 0,943

Pelos valores apresentados na Tabela 4, observamos que as médias
dos pesos das ratas expostas a diferentes dosagens do herbicida sao
estatisticamente iguais duas a duas independente da fase de exposi¢do, com
excecdo para os dias 1, 2, 3, 5 e 6 das ratas expostas no inicio da prenhez
sob as doses de salina e sulfentrazona 50mg.

A Tabela 5 apresenta as diferencas de médias dos pesos das ratas
expostas em fases distintas de prenhez.

14



As expressbes FI- F2, denotam as diferencas de médias, de ratas
expostas no inicio da prenhez e ratas expostas no final da prenhez.
Os valores sublinhados sdo aqueles cujas médias envolvidas ndo sao

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

2E

\T ----- Ct(@/2 gl -

Tabela 5: Diferencas de Médias para Dose

Pelos valores observados na tabela 5, observamos que as médias dos
pesos de ratas expostas em fases distintas de gestagcdo sdo estatisticamente
Iguais para a dose de sulfentrazona 25mg.

Ha diferenca entre as médias dos pesos das ratas expostas em fases

distintas para a dose de sulfentrazona 50mg nos dias de ! a 12.

15



6 - Conclusobes

Na analise dos efeitos da Sulfentrazona no ganho médio de peso das
ratas expostas, observamos que o ator tempo influencia no ganho de peso. E
observamos que h& diferenca no ganho médio de peso entre os grupos de
tratamento

Verificamos que o efeito da interacdo entre os fatores Tempo, Fase e
Dose ¢ significante no ganho médio de peso das ratas. Entre as combinacfes
de niveis e periodos que causaram a significancia desta interacao,
destacam-se as diferencas entre as fases (nos 6 primeiros dias ou do 6-15
dias de prenhez) na dosagem de 50mg de sulfentrazona nos dias de | a 12 e
as diferencas entre as doses de salina e sulfentrazona 50mg nas ratas
expostas no inicio da prenhez nos dias de | a 6.
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