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RESUMO

Entre os agrotoxicos consumidos no Brasil, o clorotalonil (CHL) ¢ o quinto ingrediente ativo
mais comercializado e o terceiro entre os compostos da classe dos organoclorados. Evidéncias
da literatura demonstram que o CHL ¢ capaz de induzir nefrotoxicidade, carcinogénese, asma,
irritacdo de mucosas e toxicidade reprodutiva. Contudo, ainda sdo escassos os estudos que
investigam os efeitos da exposi¢cdo a baixas doses de CHL sobre pardmetros reprodutivos.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar se a exposicdo ao CHL na vida
adulta influencia os niveis hormonais, bem como parametros oxidativos nos testiculos e
inflamatorios nos epididimos de camundongos machos. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEUA-UFTM;
parecer n° 23/2023). Foram utilizados 24 camundongos machos adultos da linhagem
C57BL/6, com idade inicial de 50 dias, distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais: controle (CTRL), que recebeu apenas o veiculo (dgua); clorotalonil 1 mg/kg
(CHL1); e clorotalonil 10 mg/kg (CHL10). O composto foi administrado via gavagem durante
50 dias consecutivos. Ao final do periodo experimental, os animais foram pesados e
eutanasiados por superdosagem de cetamina e xilazina, via intraperitoneal. Testiculos,
epididimos e amostras de sangue foram coletados e processados conforme as técnicas
especificas para cada analise. Nos epididimos, foram quantificadas as citocinas IL-1, TNF-q,
IFN-y e IL-10 por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Nos testiculos, foram avaliados
marcadores de estresse oxidativo (AOPP, MDA, GSH e TEAC) e realizada a analise da
expressdo génica relativa dos receptores androgénico (AR) e estrogénico alfa (ER-a) por
RT-gPCR. Além disso, as concentragdes séricas de testosterona e estradiol foram
determinadas por meio de kits comerciais de ELISA. A exposi¢cdo ao CHL promoveu redugao
das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 na regiao da cabega do epididimo. Nao foram observadas
alteracoes nos marcadores de dano oxidativo AOPP e MDA. Os niveis de GSH foram
reduzidos em ambos os grupos expostos ao CHL, e houve aumento da capacidade
antioxidante total (TEAC) no grupo CHL10. A expressao génica relativa dos receptores AR ¢
ER-o. apresentou aumento no grupo CHLI1. Os niveis séricos de estradiol e testosterona
aumentaram exclusivamente no grupo exposto a maior dose. Dessa forma, conclui-se que a
exposicdo a baixas doses de clorotalonil altera o perfil antioxidante dos testiculos de
camundongos adultos, induz uma resposta inflamatéria epididiméaria desregulada e atua como
um desregulador endocrino.

Palavras-chaves: Organoclorado, testiculo, epididimo, estresse oxidativo, disruptores

endodcrinos.



ABSTRACT

Among the pesticides consumed in Brazil, chlorothalonil (CHL) is the fifth most
commercialized active ingredient and the third within the organochlorine class. Evidence
from the literature demonstrates that CHL is capable of inducing nephrotoxicity,
carcinogenesis, allergic dermatitis, asthma, mucosal irritation, and reproductive toxicity.
However, studies investigating the effects of low-dose CHL exposure on reproductive
parameters remain scarce. Therefore, the present study aimed to evaluate whether exposure to
CHL during adulthood influences testosterone and estradiol levels, as well as oxidative
parameters in the testes and inflammatory parameters in the epididymis of male mice. The
experimental protocol was approved by the Animal Use Ethics Committee of the Federal
University of Tridngulo Mineiro (CEUA-UFTM; approval no. 23/2023). Twenty-four adult
male C57BL/6 mice, with an initial age of 50 days, were randomly assigned to three
experimental groups: control (CTRL), which received only the vehicle (water); chlorothalonil
1 mg/kg (CHL1); and chlorothalonil 10 mg/kg (CHL10). The compound was administered
orally by gavage for 50 consecutive days. At the end of the experimental period, the animals
were weighed and euthanized by intraperitoneal overdose of ketamine and xylazine. Testes,
epididymides, and blood samples were collected and processed according to the specific
analytical procedures. In the epididymides, the cytokines IL-1f, TNF-o, IFN-y, and IL-10
were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In the testes, oxidative
stress markers (AOPP, MDA, GSH, and TEAC) were evaluated, and relative gene expression
of androgen receptor (AR) and estrogen receptor alpha (ER-a) was assessed by RT-qPCR. In
addition, serum testosterone and estradiol concentrations were determined using commercial
ELISA kits. CHL exposure resulted in a reduction of TNF-a, IFN-y, and IL-10 levels in the
caput region of the epididymis. No changes were observed in oxidative damage markers
AOPP and MDA. Conversely, GSH levels were reduced in both CHL-exposed groups, and
total antioxidant capacity (TEAC) was increased in the CHLI10 group. Relative gene
expression of AR and ER-a was increased in the CHLI group. Serum estradiol and
testosterone levels were increased exclusively in the group exposed to the highest dose,
whereas the lower-dose group exhibited hormone concentrations similar to those of the
control group. In conclusion, exposure to low doses of chlorothalonil alters the antioxidant
profile of the testes in adult mice, induces a dysregulated epididymal inflammatory response,
and acts as an endocrine disruptor.

Keywords: Organochlorine, testis, epididymis, oxidative stress, endocrine disruptor.
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1 INTRODUCAO

Desde a Antiguidade até a Idade Moderna, substancias de diferentes naturezas tém
sido utilizadas com o objetivo de otimizar a produgdo e o armazenamento de alimentos. De
acordo com a Organizagdo Mundial da Satude (OMS, 2024), agrotoxicos sdo quaisquer
substancias ou misturas de substancias empregadas para prevenir, destruir ou controlar pragas
incluindo insetos, fungos, roedores ou espécies indesejadas de plantas que causam danos a
producdo e ao armazenamento das safras. No Brasil, a comercializagdo desses produtos foi
intensificada a partir da década de 1960, com forte incentivo estatal, o que levou o pais a se
tornar atualmente o maior consumidor mundial de agrotéxicos (Carneiro et al., 2015). Embora
o impacto econdmico positivo desses compostos seja evidente, sua baixa seletividade faz com
que muitos apresentem efeitos adversos relevantes a saude humana, figurando entre as
principais causas de morte por intoxicacdo em determinados paises (OMS, 2024).

Uma revisdo sistemdtica demonstrou redugdo de 50% a 60% na contagem total de
espermatozoides entre os anos de 1973 e 2011 (Levine et al., 2017). Estima-se que pelo
menos 30 milhdes de homens em todo o mundo apresentem problemas de infertilidade, com
maiores taxas observadas na Africa e no Leste Europeu. Entretanto, a auséncia de consenso
entre os estudos, aliada a utilizacdo de dados provenientes de publicacdes desatualizadas,
dificulta a obtencdo de estatisticas globais precisas (Meacham et al., 2007). Atualmente,
reconhece-se que tais alteragdes decorrem, em grande parte, do estilo de vida contemporaneo
e da exposi¢do cronica a agentes toxicos da Era Moderna, entre os quais se destacam os
agrotoxicos (Borght; Wyns, 2018).

O clorotalonil (CHL) ¢ um fungicida organoclorado de amplo espectro de acao, cujo
mecanismo envolve a inativacao de enzimas contendo grupos sulfidrila, bem como a deplecao
de glutationa e de tidis soluveis celulares, promovendo desequilibrio do balango redox no
organismo-alvo (Van Scoy; Tjeerdsma, 2014; Vincent; Sisler, 1968). No Brasil, o clorotalonil
destacou-se como o quinto ingrediente ativo mais comercializado no periodo de 2019 a 2022,
totalizando 36.845,33 toneladas, além de figurar como o terceiro ingrediente ativo mais
utilizado entre os organoclorados, estando presente em 26 produtos formulados (IBAMA,
2022). Evidéncias na literatura indicam que esse composto pode provocar dermatite, irritagdo
ocular severa, distirbios gastrointestinais, danos hepaticos, toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento, além de potencial carcinogénico (Hao et al., 2019). No ambito da
toxicidade reprodutiva, estudos demonstram que o CHL ¢ capaz de inibir o desenvolvimento
ovariano em camundongos, reduzir a motilidade espermatica, comprometer a

espermatogénese in vivo, interferir na sinalizacdo do receptor de estrogénio e alterar padrdes
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de metilacdo de histonas e do DNA, processos possivelmente interligados as vias estrogénicas
e a disfungdo espermatogénica (Zhang et al., 2019). Contudo, os efeitos dessa substincia
sobre o balango redox e os aspectos inflamatoérios de o6rgdos reprodutivos ainda ndo estdo
completamente elucidados.

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a exposi¢do ao
clorotalonil compromete a morfologia dos testiculos e epididimos (dados ndo publicados).
Dessa forma, para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nessas alteracdes,
torna-se necessaria a investigacdo dos niveis séricos de hormdnios sexuais, do balango redox

e do perfil inflamatdrio desses 6rgaos.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 AGROTOXICOS

Os agrotoxicos sao predominantemente de origem quimica e considerados como
potencialmente toxicos aos organismos nao alvo. Além disso, podem atuar como poluentes
ambientais, apresentando capacidade de acumulacdo em solos e corpos hidricos (Machado et
al., 2016).

Essas substiancias sdo frequentemente classificadas de acordo com seu grau de
toxicidade em: classe I (extremamente perigosos), classe II (altamente perigosos), classe III
(moderadamente perigosos) e classe IV (pouco perigosos). Também podem ser categorizadas
segundo o mecanismo de acdo, incluindo organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretroides e rianoides. Outras classificagdes consideram o tipo de praga a ser controlada
(inseticidas, herbicidas, fungicidas, rodenticidas e nematicidas), o modo de acdo (sistémico ou
de contato) e o espectro de agdo (OMS, 2024).

Os organofosforados atuam por meio da inibigdo irreversivel da enzima
acetilcolinesterase (AChE), impedindo a hidrdlise da acetilcolina em 4cido acético e
promovendo o actimulo desse neurotransmissor, o que resulta em hiperestimula¢ao dos
receptores colinérgicos nicotinicos € muscarinicos, tanto no sistema nervoso central quanto
periférico (Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2021). Os carbamatos também inibem a
AChE, porém de forma reversivel, sendo, portanto, considerados menos toxicos quando
comparados aos organofosforados. Ja os rianoides e piretrdides interferem, respectivamente,
nos canais de cdlcio e nos canais de sodio dependentes de voltagem. Ambos podem se ligar a
receptores do sistema nervoso e causar disfungdes no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal
(HHG), resultando em alteragdes hormonais e comprometimento da fertilidade masculina
(Wang et al., 2020).

Os organoclorados, classe a qual pertence o clorotalonil, apresentam mecanismos de
acao diversos, incluindo a inibi¢ao do receptor GABA, levando a hiperestimulagdo do sistema
nervoso, € a interferéncia nos canais de sodio (Nunes; Tajara, 1998). Devido a sua natureza
lipofilica, esses compostos tendem a se acumular nos tecidos, inclusive nos 6rgaos do sistema
reprodutor masculino, onde podem mimetizar ou antagonizar hormdnios, comprometendo sua
funcdo. Estruturalmente, caracterizam-se por hidrocarbonetos organizados em anéis
aromaticos ou ciclicos saturados, o que lhes confere elevada persisténcia ambiental,
estabilidade quimica e longa meia-vida, podendo permanecer por décadas no ambiente e

afetar populagdes expostas (Lin et al., 2021).
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Em razdo de seu uso extensivo, os efeitos dos agrotdxicos sobre a saide humana tém
sido amplamente descritos na literatura. Estudos apontam aumento do risco para diferentes
tipos de cancer, como prostata e colo do utero, frequentemente associados a mecanismos de
estresse oxidativo (Liu et al., 2024). Além disso, essas substancias podem causar acimulo de
neurotransmissores, disfun¢des neurologicas e prejuizos a neurdnios dopaminérgicos,
essenciais para o controle motor, sendo que a exposi¢cdo combinada a multiplos pesticidas
pode potencializar esses efeitos (Paul et al., 2023). Muitos agrotoxicos sao ainda classificados
como desreguladores endocrinos, capazes de interferir na sintese, secrecdo, transporte,
ligacdo, acdo ou eliminagdo de hormonios, comprometendo a homeostase de processos
fundamentais como reproducdo e desenvolvimento (Zoeller et al., 2012).

As principais vias de exposicdo aos agrotoxicos incluem ingestdo de alimentos ou
dgua contaminados, inalacdo e contato direto com a pele ou os olhos (Thompson et al., 2003).
Exposi¢cdes mais intensas sdo observadas, em geral, em individuos ocupacionalmente
expostos, como trabalhadores da agricultura e pecuaria, agentes de controle de endemias e
profissionais envolvidos na formulagdo, transporte e comercializacao desses produtos (INCA,
2019). Em virtude de sua elevada toxicidade e potencial bioacumulador, diversos agrotoxicos
tiveram seu uso ou comercializacdo proibidos, como o DDT (diclorodifeniltricloroetano), o
clordano e o paration (NPIC, 2024). Apesar de banidos nos Estados Unidos ha mais de 30
anos, residuos desses compostos ainda sdo detectados em ambientes domésticos € em
individuos que sequer viveram durante o periodo de uso intensivo, evidenciando seu elevado

potencial de persisténcia e bioacumulagao (Whitmore et al., 1993).

2.2 CLOROTALONIL

O CHL ¢ um dos fungicidas mais utilizados mundialmente, pertencente ao grupo
quimico das isoftalonitrilas, sendo indicado para pulverizagdo em diversas culturas agricolas,
incluindo hortaligas, cereais, leguminosas, frutas e plantas ornamentais (NORTOX, 2021). No
Brasil, destacou-se como o quinto ingrediente ativo mais comercializado (Tabela 1) e o
terceiro mais utilizado entre os organoclorados (Tabela 2), estando presente em 26 produtos

formulados no periodo de 2019 a 2022 (IBAMA, 2022).
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Tabela 1 - Ingredientes ativos mais vendidos em 2022 (por tonelada).

Ranking Ingrediente Ativo Toneladas
1° Glifosato 530,219
2° 2,4-D 59,098
3° Mancozebe 45,564
4° Atrazina 42,394
5° Clorotalonil 36,282
6° Acefato 32,8
7° Ometo de diquate 20,992
8° S-metolacloro 11,6
9° Malationa 11,356
10° Sal de amonio 10,819

Fonte: adaptado do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), 2022.

Tabela 2 - Produtos formulados deferidos em 2019-2022 por ingrediente ativo.

Numero de
Ranking Ingrediente Ativo Produtos
1° Azoxistrobina 46
Glufosinato de
2° amonio 31
3° Clorotalonil 26
4° Ciproconazol 25
5° Sulfentrazona 25
6° Difenoconazol 20
7° Fipronil 20
8° Mancozebe 20
9° S-metolacloro 19
10° Tebuconazol 18

Fonte: adaptado do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), 2022.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece a Ingestao Diaria
Aceitavel (IDA), definida como a quantidade estimada de substincia (mg/kg de peso
corporal) que pode ser ingerida diariamente ao longo da vida sem risco apreciavel a saude.
Para o clorotalonil, a IDA ¢ de 0,03 mg/kg. Além disso, a Dose de Referéncia Aguda (DRfA)
determina a quantidade que pode ser ingerida em um periodo de 24 horas sem causar efeitos

adversos, sendo fixada em 0,6 mg/kg para esse composto.



18

Entre os efeitos adversos observados em modelos experimentais, a exposi¢do ao
clorotalonil por inalagdo estd associada a danos ao trato respiratdrio e aos pulmdes, enquanto
a exposicao oral afeta predominantemente os rins, podendo resultar em tumores renais. No
contexto reprodutivo e do desenvolvimento, altas doses do composto foram associadas a
toxicidade materna, incluindo mortalidade, diarreia, abortos pos-implantagdo, reducdo do
ganho de peso da prole e alteragdes no consumo alimentar (NORTOX, 2024).

Estudo conduzido por Wang et al. (2024) demonstrou que o CHL (concentragdes 0,
10, 20, 30 uM) compromete a maturacdo oocitaria ao interferir na organizacdo do fuso
meidtico e prejudicar a fungdo mitocondrial, induzindo estresse oxidativo em gametas de
camundongos. De forma complementar, Guillante et al. (2024), ao investigarem os efeitos do
clorotalonil nas concentragdes 0.1 e 10.0 pg/L por sete dias em Danio rerio, observaram
alteragdes na expressdo de genes relacionados ao eixo HHG, bem como prejuizos
espermaticos, incluindo reducdo da fluidez da membrana plasmatica e disfungdo mitocondrial.
Apesar desses achados, ainda ha uma lacuna significativa na literatura quanto aos efeitos da

exposicao a baixas doses de clorotalonil.

2.3 SISTEMA GENITAL MASCULINO

A fertilidade masculina depende da producdo de milhdes de espermatozoides por
ejaculado. Para que esse processo ocorra de forma adequada, ¢ fundamental que os 6rgaos e
tecidos do sistema genital masculino estejam em equilibrio homeostatico. O sistema genital
masculino tem como principais fung¢des a producdo, maturagdo, armazenamento e conducao
dos gametas masculinos, além da sintese de hormodnios essenciais a satide reprodutiva do
individuo. Esse sistema ¢ constituido pelos testiculos, epididimos, ductos deferentes, pénis e

glandulas acessorias, como a prostata, as vesiculas seminais e as glandulas bulbouretrais,

como representado na figura 1 (Setchell; Breed, 2006; Risbridger; Taylor, 2006).



19

Figura 1 - Tlustrag@o do sistema genital masculino.
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Fonte: Junqueira, 2023. Componentes do sistema genital masculino: A) O testiculo e o epididimo
estdo representados em aumento diferente das outras estruturas; B) Estrutura do testiculo e epididimo.

A espermatogénese ¢ um processo ciclico, altamente complexo e rigorosamente
organizado que ocorre nos tibulos seminiferos. Nesse processo, as espermatogonias diploides
proliferam e se diferenciam, dando origem a espermatozoides maduros. A duragdo da
espermatogénese varia entre as espécies, sendo de aproximadamente 40 dias em
camundongos e 70 dias em humanos (Franga; Russell, 1998; Franga et al., 1998; GODINHO,
1999; Hess; Franca, 2007).

Com base em caracteristicas morfologicas e funcionais, o processo espermatogénico
pode ser dividido em trés fases distintas: (a) fase proliferativa ou espermatogonial,
caracterizada por sucessivas divisdes mitdticas das diferentes populacdes de espermatogdnias;
(b) fase meidtica ou espermatocitaria, na qual ocorre a duplicagdo do DNA, a recombinagao
génica e duas divisdes meioticas, reducional e equacional, resultando na formacao de células
hapléides denominadas espermadtides; e (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénese, durante
a qual as espermatides arredondadas sofrem profundas alteracdes morfologicas e funcionais,
incluindo a formacdo do acrossoma, do flagelo e a condensa¢do da cromatina nuclear,
originando uma célula altamente especializada, o espermatozoide. Apds sua passagem pelo
epididimo, o espermatozoide torna-se funcionalmente apto a fertilizacao (Russell et al., 1990).

As células germinativas organizam-se nos tibulos seminiferos em associagdes
celulares especificas, denominadas estadios, que se sucedem de forma ordenada ao longo do
tempo, compondo o ciclo do epitélio seminifero (Russell et al., 1990). Em cada estadio, os

diferentes tipos celulares encontram-se funcionalmente inter-relacionados. A duracdo do ciclo
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do epitélio seminifero ¢ considerada uma constante biologica espécie-especifica (Clermont,
1972) e encontra-se sob controle do genotipo das células germinativas (Franga et al., 1998).

Apos a espermiogénese, o espermatozoide apresenta trés regides distintas: cabeca,
peca intermediaria e cauda. A cabega contém o nucleo, com cromatina altamente condensada,
€ 0 acrossoma, uma vesicula citoplasmatica rica em enzimas hidroliticas e outras moléculas
essenciais para a penetracdo do ovdcito. A pega intermedidria abriga a bainha mitocondrial,
fundamental para o metabolismo energético da célula e responsavel pela producao de ATP
necessario ao movimento flagelar. A cauda ¢ composta por um complexo estrutural formado
principalmente por microtubulos e componentes especializados do citoesqueleto, incluindo o
axonema, as fibras densas e a bainha fibrosa (Toshimori; Eddy, 2015).

O espermatozoide ¢ um dos principais produtos finais do sistema reprodutor
masculino e, apds a ejaculacdo, desempenha a fun¢do de fecundar o ovocito, transmitir o
material genético paterno e contribuir para a formagdo de um novo individuo. Alteragdes no
DNA, na motilidade ou na morfologia espermatica, bem como processos inflamatorios,
estresse oxidativo ou danos histologicos nos 6rgaos reprodutivos, podem comprometer direta
ou indiretamente a capacidade fecundante dos espermatozoides, impactando negativamente os
indices de fertilidade. Ademais, danos transmitidos pelo gameta a prole podem persistir ao

longo de toda a vida do individuo gerado.

2.3.1 Testiculo

O testiculo ¢ o 6rgao responsavel pela produgdo de espermatozoides e androgenos,
sendo essencial para a manutencdo das fungdes reprodutivas e das caracteristicas sexuais
secundarias masculinas (Russell; Franca, 1995). Trata-se de um oOrgdo de formato
arredondado, organizado em dois compartimentos principais: o compartimento tubular,
constituido pelos tibulos seminiferos, formados por células germinativas associadas as
células de Sertoli no epitélio seminifero; e o compartimento intertubular, que abriga as células
de Leydig, produtoras de androgenos, além de vasos sanguineos, nervos e outros tipos
celulares (Oliveira, 2014).

Os tibulos seminiferos representam a maior parte do volume testicular, ocupando
entre 70% e 90% do parénquima testicular na maioria dos mamiferos (Franca; Godinho,
2003). Esses tubulos formam algas altamente contorcidas, cujas extremidades se conectam a
rete testis. Estruturalmente, sdo compostos pela tunica propria, pelo epitélio seminifero e pelo

limen tubular. A tinica propria ¢ formada por matriz extracelular e células peritubulares
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miodides, dotadas de capacidade contratil, que auxiliam na propulsdo dos espermatozoides e do
fluido intratubular (Russell et al., 1993).

O epitélio seminifero ¢ constituido pelas células de Sertoli e pelas células
germinativas em diferentes estagios de diferenciag¢do (Figura 2). O limen tubular corresponde
a regido central dos tibulos e ¢ o local onde ocorre a secrecdo de fluido pelas células de
Sertoli, sob a influéncia dos androgenos, especialmente da testosterona. Esse fluido
desempenha papel fundamental no transporte dos espermatozoides imoéveis ao longo dos

ductos intratesticulares.

Figura 2 - Tlustragdo do epitélio de um tabulo seminifero.
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Fonte: Junqueira, 2023. Trecho de um tubulo seminifero no qual ha as células da linhagem
espermatogénica e as células de Sertoli. Nas paredes laterais das células de Sertoli, alojam-se células da
linhagem espermatogénica. Em torno do tabulo ha células midides, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e células
de Leydig.

2.3.2 Epididimo

A integridade histolégica do epididimo ¢ de extrema relevancia, uma vez que
aproximadamente 40% dos casos de infertilidade masculina podem estar relacionados a
alteragdes na maturagdo espermatica (Cornwall, 2009). Ele ¢ um 6rgdo constituido por um
unico ducto longo e altamente enovelado, cujo comprimento varia de aproximadamente um
metro em camundongos, trés metros em ratos e entre trés e seis metros em humanos (Robaire;
Hinton; Orgebin-Crist, 2006). Anatomicamente, ¢ dividido em trés regides principais: cabega,
corpo e cauda. A cabecga conecta-se ao testiculo por meio dos ductos eferentes, cujo nimero

pode variar de quatro a dez, dependendo da espécie, dando continuidade ao corpo e a cauda
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epididimarios (Cornwall, 2009) (Figura 3). Em ratos, descreve-se ainda a presenca de uma

zona intermediaria entre o segmento inicial e a cabega (Robaire; Hinton, 2015).

Figura 3 - Diferencga entre o epididimo de camundongo e o humano.

Camundongo Humano

Descri¢ao: Camundongo: 1) segmento inicial, cabega proximal; 2) cabeca médio; 3) cabeca distal; 4) corpo; 5)
cauda. Humano: ED (ductos eferentes); 1) cabeca anterior; 2) cabega posterior; 3) corpo anterior; 4) corpo
médio; 5) corpo posterior; 6) cauda anterior; 7) cauda posterior; DD (ducto deferente).

Fonte: Yeung; Cooper, 2002; Dacheux et al., 2006.

A principal fun¢ao do epididimo ¢ promover o desenvolvimento da motilidade
progressiva e da capacidade fertilizante dos espermatozoides, criando um microambiente
favoravel a maturacdo espermatica por meio da absor¢do e secrecdo de substincias pelo
epitélio epididimdrio, além de atuar no armazenamento e transporte dos gametas (Robaire;
Hinton; Orgebin-Crist, 2006).

Histologicamente, o epididimo apresenta epitélio colunar pseudoestratificado
estereociliado, sendo as células principais responsaveis por aproximadamente 65% a 80% da
populacdo celular total. Essas células desempenham fungdes endociticas e secretdrias,
possuem microvilosidades na regido apical e estdo distribuidas ao longo de todo o ducto
epididimario, apresentando variagdes estruturais regionais em seu aparato secretorio e
endocitico. As células principais sdo unidas por jun¢des de oclusdo, formando a barreira
hemato-epididimaria, estrutura semelhante a barreira hemato-testicular, cuja funcao € proteger

os espermatozoides de agentes lesivos e da resposta imunoldgica, uma vez que os gametas ¢
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proteinas intraluminais podem ser reconhecidos como ndo proprios pelo sistema imune local
(Robaire; Hinton; Orgebin-Crist, 2006).

Além das células principais, o epitélio epididimario contém células basais, apicais,
estreitas/claras, que também exercem funcdes endociticas e secretorias. As células basais, que
ndo entram em contato direto com o limen, sdo sugeridas como participantes da regulacao do
transporte de agua e eletrolitos pelas células principais (Robaire; Hinton, 2015).

As células halo foram inicialmente descritas por sua semelhangca morfologica com
linfécitos e mondcitos, sendo associadas a atividades imunoldgicas. Estudos mais recentes
identificam ainda a presenca de células dendriticas, dotadas de capacidade de apresentacdo

antigénica, refor¢cando o papel imunorregulador do epididimo (Robaire; Hinton, 2015).

2.3.3 Hormonios sexuais

O desenvolvimento, a diferenciacdo e a manutengdo do sistema reprodutor masculino
dependem de uma regulagdo endocrina altamente coordenada, envolvendo interagdes entre o
hipotdlamo, a hipofise e os testiculos, constituindo o denominado eixo
hipotalamo—hipo6fise—gonadal (HHG). Esse eixo regula eventos fundamentais que se iniciam
ainda durante a vida embrionaria, estendem-se pelo periodo fetal, infancia, puberdade e
permanecem ativos ao longo da vida adulta, assegurando a espermatogénese, a producao
hormonal e a fertilidade masculina (Li et al., 2024).

No desenvolvimento embrionario, a determinagdo sexual masculina é estabelecida
geneticamente no momento da fertilizagdo pela presenga do cromossomo Y, porém a atuagao
de diferentes hormdnios ¢ de extrema importdncia para a diferenciagdo gonadal e
desenvolvimento de diferentes caracteristicas fenotipicas (Welsh. et al., 2008). O hormdnio
anti-Miilleriano (AMH) atua promovendo a regressdo dos ductos de Miiller, estruturas
embriondrias que, na auséncia de AMH, dariam origem ao utero e tubas uterinas (Edelsztein
et al 2022). O AMH continua sendo secretado pelas células de Sertoli até a puberdade, sendo
entdo um marcador de células de Sertoli imaturas (Josso; Rey; Picard, 2013).

Outro hormonio presente no desenvolvimento embrionario € a testosterona. Ela ¢
responsavel pela diferenciagdo dos ductos de Wolff em estruturas reprodutivas masculinas
internas como epididimo, ducto deferente e vesiculas seminais. A di-hidrotestosterona (DHT)
¢ um produto da testosterona sintetizado pela agdo da enzima Sa-redutase. A DHT possui
maior afinidade pelo receptor androgénico e € essencial para a diferenciagdao dos genitais

externos masculinos, incluindo pénis, escroto e prostata (Lymperi; Giwercman, 2018).
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Apobs o nascimento, os niveis de gonadotrofinas permanecem altos, a testosterona
atinge seu pico por volta dos trés meses de vida. Essa fase ¢ conhecida como minipuberdade e
desempenha um papel crucial no desenvolvimento do pénis e dos testiculos do recém-nascido.
Apds a minipuberdade, o eixo HHG fica inativo até a puberdade. Nesse periodo as células de
Leydig liberam ativamente androgenos, enquanto as células de Sertoli secretam altos niveis de
AMH (Kuiri-Hanninen; Sankilampil; Dunkel, 2014).

A puberdade propriamente dita ¢ marcada pela reativacdo do eixo HHG pela
retomada da secre¢do do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo de
forma mais expressiva e pela maturagao gonadal. Nessa fase, o0 hormdnio luteinizante (LH)
estimula a diferenciacdo das células de Leydig e produz testosterona, consequentemente a
estimulagdo da testosterona e do hormdnio foliculo-estimulante (FSH) nas células de Sertoli
leva eventualmente ao inicio da espermatogénese (Oduwole; Peltoketo; Huhtaniemi, 2018).
Acontece também a proliferacdo das células germinativas, com um aumento significativo no
volume dos testiculos ¢ no didmetro dos tubulos seminiferos (Koskenniemi; Virtanen;
Toppari, 2017).

Ao final da puberdade, o sistema reprodutor masculino se encontra completamente
desenvolvido, porém a manutengdo dos niveis hormonais na vida adulta pelo eixo HHG ainda
¢ de grande importdncia uma vez que os hormodnios andrégenos sdo essenciais para a
espermatogénese, a funcdo sexual e a libido, principalmente a testosterona. A sinalizacdo do
FSH ¢ indispensavel para a proliferagdo, diferenciacao e funcionamento adequado das células
de Sertoli e germinativas (Guarnotta et al., 2022) Além da testosterona, o estradiol também
tem papel importante nos sistema reprodutor masculino adulto, fazendo feedback negativo

sobre o eixo HHG e na regulacao da espermatogénese (Hess; Cooke, 2018) (Figura 4).
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Figura 4 - Tlustragdo da regulagdo dos hormonios sexuais masculinos.
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Fonte: Pawlina, 2025.

Desequilibrios hormonais, sejam eles devidos a predisposicdes genéticas ou
influéncias ambientais, podem desencadear distirbios reprodutivos e de desenvolvimento.
Sendo entdo a regulacdo hormonal um dos principais fatores para garantir a homeostase do

sistema reprodutor masculino (Guarnotta et al., 2022).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO NO SISTEMA GENITAL MASCULINO

O estresse oxidativo refere-se ao desequilibrio entre a producao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) ou nitrogénio (ERN) e a capacidade antioxidante do organismo. Esse
processo ocorre quando a geragdo de oxidantes excede quantitativamente a acao dos sistemas
antioxidantes, seja por producdo excessiva de ERO/ERN ou pela reducao da eficiéncia dos

mecanismos de neutralizagdo (Barati; Nikzad; Karimian, 2019).
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As ERO, frequentemente denominadas radicais livres, sdo agentes oxidantes
derivados do metabolismo do oxigénio molecular (O:) e caracterizam-se pela presenca de pelo
menos um elétron desemparelhado, o que lhes confere alta reatividade quimica. Entre as
principais ERO destacam-se o oxigénio singleto ('O:), radical hidroxila (*OH), anion
superoxido (Oz¢), hidroperoxila (HO:*), peréxido de hidrogénio (H:0:), hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) e hidroperoxidos fosfolipidicos (PLOOH). Os antioxidantes, por sua vez,
podem ser classificados como ndo enzimaticos endogenos como vitamina E (a-tocoferol),
vitamina C (4cido ascorbico), vitamina A, carotenoides, bilirrubina, acido urico ¢ albumina ou
enzimaticos, incluindo superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e
catalase (Agarwal et al., 2014).

O aumento do estresse oxidativo pode resultar em peroxidagao lipidica, oxidagado e
desnaturacdo de proteinas, fragmentagdo do DNA e indu¢do de morte celular por apoptose.
Entretanto, a producdo de ERO também ocorre em condigdes fisioldgicas normais,
desempenhando papéis importantes em processos bioquimicos e imunolégicos (Phaniendra;
Jestadi; Periyasamy, 2014).

A producdo enddgena de ERO ocorre principalmente em organelas como
mitocondrias, peroxissomos e reticulo endoplasmatico. Nos espermatozoides, a geracao de
ERO pode ocorrer por duas vias principais: por meio do sistema Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase), localizado na membrana plasmatica, e por
reacoes oxidorredutases dependentes de NADPH no nivel mitocondrial, sendo esta ltima
considerada a principal fonte de ERO espermatica (Agarwal et al., 2014).

Durante processos de elevada atividade metabdlica, como a capacitagdo espermatica,
ocorre aumento fisioldgico da producdo de ERO, incluindo o anion superoxido e o perdxido
de hidrogénio (Lewis; Aitken, 2001). Evidéncias indicam que niveis moderados de ERO sao
essenciais para a fosforilagdo de residuos de tirosina e para a capacitagdo espermatica,
enquanto a redugdo excessiva dessas espécies pode comprometer tais processos (Aitken et al.,
1995).

Apesar de expressarem enzimas redox ao longo do desenvolvimento testicular e
epididimario e de estarem imersos no plasma seminal, um dos fluidos corporais mais ricos em
antioxidantes de baixo peso molecular, os espermatozoides sdo altamente sensiveis ao estresse
oxidativo e apresentam capacidade limitada de reparo dos danos induzidos por ERO (Conrad
et al., 2014; Aitken; Drevet, 2020). Nesse contexto, estima-se que niveis elevados de ERO
contribuam para 30% a 80% dos casos de infertilidade masculina, impactando

significativamente a qualidade esperméatica (Wagner; Cheng; Ko, 2018).
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2.5 INFLAMACAO NO SISTEMA GENITAL MASCULINO

A inflamagdo ¢ uma resposta biologica a lesdes e danos teciduais, caracterizada pelo
recrutamento de leucocitos e moléculas plasmaticas para o local da injuria ou infec¢do. Pode
ser classificada em inflamagao aguda ou cronica. Na inflamacdo aguda, trés eventos principais
ocorrem: aumento do fluxo sanguineo local (vasodilatacdo), elevacdo da permeabilidade
capilar, permitindo o extravasamento de proteinas plasmaticas de alto peso molecular e
intensificagdo da migracdo de leucdcitos para o tecido afetado. Quando o agente causador ndo
¢ eliminado, instala-se a inflamacdo cronica, caracterizada pela coexisténcia de processos
inflamatorios e reparativos, além do recrutamento e ativacdo de macréfagos, linfocitos e
outras células imunes, que coordenam a liberagdo de citocinas inflamatorias (Agarwal, 2011).

A inflamagdo cronica resulta da persisténcia de estimulos pro-inflamatorios, como
toxinas, infeccdes e fatores relacionados ao estilo de vida, incluindo alimenta¢ao inadequada e
sedentarismo (Wirtz et al., 2017; Ham et al., 2022). Esse processo pode levar a consequéncias
severas, como fibrose tecidual e disturbios metabodlicos, devido a producdo continua de
citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que, associado a
quimiocinas, perpetua a inflamagao e intensifica o dano tecidual mediado por macréfagos e
linfocitos (Wang et al., 2023).

No testiculo em condigdes fisiologicas, células imunes como macrofagos residentes,
células dendriticas, linfocitos circulantes, mastocitos e eosindfilos localizam-se
predominantemente no tecido intersticial, na zona peritubular e na cépsula testicular (Wang et
al., 1994; Anton et al., 1998). A maioria dos macrofagos testiculares apresenta fenotipo M2,
associado a menor atividade pro-inflamatoria e a liberacdo preferencial de citocinas
anti-inflamatodrias, como TGF-B e IL-10. Esses macrofagos, em conjunto com os linfocitos T
reguladores (Treg), desempenham papel essencial na manuten¢do da tolerdncia imunoldgica
testicular (Bryniarski et al., 2004; Maresz et al., 2008; Hedger, 2011). A ruptura dessa
homeostase imunoldgica pode resultar em inflamagdo testicular e, consequentemente, em
infertilidade masculina.

Diferentemente do observado no testiculo, o epididimo apresenta macrofagos,
linfocitos e células halo tanto no epitélio quanto no tecido intersticial, frequentemente
identificados histologicamente como células halo, que exercem func¢des imunorreguladoras
(Flickinger et al., 1997; Serre; Robaire, 1999). Os linfocitos intraepiteliais epididimarios sdo
predominantemente células T CD8+, e o aumento de sua densidade tem sido associado a

distirbios espermaticos (Serre; Robaire, 1999). Além disso, macréfagos localizados no limen
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do ducto epididimario exercem funcdo fagocitica, removendo espermatozoides malformados
ou senescentes (Hedger, 2011;Robaire; Hinton; Orgebin-Crist, 2015).

No restante do trato reprodutor masculino, o tecido linféide associado a mucosa € o
tecido linfoide difuso da mucosa constituem componentes importantes da imunidade local. As
células M participam do transporte de antigenos e da ativacao de respostas imunes, enquanto a
acao imunossupressora do plasma seminal contribui para a inibi¢do da atividade imunologica
local, protegendo os espermatozoides, inclusive no trato reprodutivo feminino (Ma et al.,

2024).

2.6 DESREGULACAO ENDOCRINA NO SISTEMA GENITAL MASCULINO

Um desregulador enddcrino (DE) ¢ um agente exogeno que interfere na producao,
liberagdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminagdo de hormodnios naturais no
corpo, responsaveis pela manutengdo da homeostase e pela regulacdo dos processos de
desenvolvimento. Podem derivar de fontes naturais animais, humanas ou vegetais, sendo os
quimicos os mais conhecidos (EPA, 2011).

Os DEs quimicos inclui varias classes de substancias, como dioxinas, alquilfenois,
agrotoxicos, ftalatos, bisfenol A, medicamentos (glicosideos cardiacos, nitrofuranos,
carbamazepina), metais pesados, entre outros. (De Coster; Van Larebeke, 2012). Entre os
agrotoxicos sabe-se que os organoclorados apresentam maior potencial como DEs devido a
caracteristica lipofilica e, consequentemente, ao seu potencial de bioacumulagao (Yilmaz et
al., 2019).

A maioria dos DEs quimicos tem uma fungdo estrogénica ou antiandrogénica
(Guarnotta et al.,, 2022). Os DEs podem afetar diferentes alvos hormonais, incluindo a
producao de hormodnios e a expressdo de receptores hormonais, atuando como agonistas ou
antagonistas dos receptores. Podem ainda atuar como moduladores hormonais, tendo impacto
nas vias de sinalizacdo. Alguns DEs tem efeitos sobre a esteroidogénese, podendo estimular
ou inibir enzimas esteroides, como a proteina reguladora aguda esterdide (StAR), aromatase,
3B-, 11B- e 17B-hidroxiesterdide desidrogenases, afetando assim a sintese hormonal (Hampl,
Kubétova; Starka, 2016).

A toxicidade reprodutiva dos DEs incluiu redugdo da fertilidade tanto em homens
como em mulheres, podendo causar cancer de mama e testicular, defeitos congénitos dos
orgaos reprodutivos, alteracdes no inicio da puberdade, alteragdo da propor¢do entre

nascimentos de meninos e meninas (Guarnotta et al., 2022).
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Desta forma, ¢ de extrema importancia o estudo por trds dos mecanismo envolvidos
na desregulacdo endocrina, uma vez que pode comprometer significativamente a fertilidade
masculina, causando redug¢dao na contagem de espermatozoides, diminui¢do da motilidade
espermadtica, morfologia espermatica anormal, disfun¢do erétil e até baixa libido (Cannarella

et al., 2022).
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3 JUSTIFICATIVA

A exposicdo cronica a agrotoxicos vem cada vez mais sendo associada a diversos
disturbios de saude. Estudos epidemioldgicos mostram uma relagdo entre a presenca de
agrotoxicos, alteragdes de niveis hormonais e diminuicdo da qualidade seminal,
principalmente em individuos do sexo masculino de regides rurais (Rebelo et al., 2011). Com
a san¢do da lei no 14.785 de 2023 que acelera o registo e reavaliacdo de agrotoxicos, €
esperado um aumento no uso destes produtos, bem como o uso de produtos com impacto
ainda desconhecido para a satide humana. Assim, faz-se necessario aprofundar os estudos das
causas € 0s mecanismos que possam levar ao comprometimento do sistema reprodutor

masculino, a fim de conhecer e prevenir possiveis problemas reprodutivos.

4 HIPOTESE

A hipoétese desse estudo € que as alteragdes morfologicas observadas previamente apds
exposicao ao clorotalonil sejam decorrentes do desbalango hormonal, da altera¢ao do balango
redox testicular, causando dano oxidativo em testiculos, ¢ do aumento de marcadores

inflamatorios no epididimo de camundongos.

5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a exposicdo ao clorotalonil na vida adulta interfere nos niveis de
testosterona e estradiol, em parametros oxidativos nos testiculos e inflamatorios nos

epididimos de camundongos machos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Mensurar a capacidade antioxidante dos testiculos pela quantificacdo de glutationa
reduzida (GSH) e capacidade antioxidante total (TEAC) apods exposi¢do ao
clorotalonil.

- Avaliar os danos oxidativos nos testiculos pela quantificacdo da peroxidacgao lipidica
(MDA) e oxidag¢ao protéica (AOPP) apods exposicao ao clorotalonil.

- Quantificar os niveis das citocinas IL-1[1, TNF-a, [FN-y e IL-10 nas regides de cabeca
+ corpo e cauda dos epididimos apds exposicao ao clorotalonil.

- Dosar os niveis séricos testosterona e estradiol apos exposic¢ao ao clorotalonil.

- Quantificar a expressdo génica dos receptores de androgeno (AR) e estrogeno alfa

(ER-a) nos testiculos de camundongos expostos ao clorotalonil.
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6 METODOLOGIA
Este estudo integra um projeto de pesquisa mais amplo, intitulado “/mpacto do
agrotoxico clorotalonil sobre aspectos reprodutivos de camundongos machos adultos”,

aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Triangulo

Mineiro (CEUA-UFTM), sob o Parecer n°® 23/2023/CEUA/PROPPG (Anexo A).

6.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 24 camundongos machos adultos da linhagem C57BL/6, com idade
inicial de 50 dias, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM). Os animais foram aclimatados por um periodo de 10 dias no Laboratorio
Multiusudrio de Modelos Bioldgicos (LaMMoBi), previamente ao inicio do experimento.
Apds a aclimatacdo, os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais (n = 8 animais por grupo): grupo controle (CTRL), que recebeu apenas o
veiculo (4agua); grupo Clorotalonil 1 mg/kg (CHLI1), que recebeu 1 mg/kg de clorotalonil
diluido em d4gua; e grupo Clorotalonil 10 mg/kg (CHL10), que recebeu 10 mg/kg de
clorotalonil diluido em agua (Li et al., 2020; Zhang et al., 2019).

As doses administradas foram definidas com base na exposi¢cdo humana ao composto,
considerando a dose humana equivalente (human equivalent dose — HED), conforme descrito
por Nair e Jacob (2016). Assim, as doses de 10 mg/kg/dia e 1 mg/kg/dia em camundongos
correspondem, respectivamente, a 810 pg/kg/dia e 81 pg/kg/dia em humanos. Todos os
grupos receberam os tratamentos diariamente, por via oral, utilizando-se a técnica de
gavagem, durante 50 dias consecutivos.

O periodo de exposicao adotado neste estudo corresponde a um ciclo completo da
espermatogénese em camundongos, estimado em aproximadamente 35 dias (Clermont, 1972),
acrescido do tempo necessario para o transito espermatico ao longo do epididimo, que ¢ de
cerca de nove dias nessa espécie (Robaire; Hinton, 2015). Durante todo o experimento, os
animais foram mantidos em biotério sob condicdes controladas de temperatura (23 £2 °C) e
ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e a racao peletizada padrao para

roedores, sendo pesados duas vezes por semana.

6.2 COLETA DOS MATERIAIS
Ao final do periodo de exposi¢ao, os camundongos foram pesados e eutanasiados por
superdosagem de Cetamina (Cetamin, Syntec, dose 300 mg/kg) e Xilazina (Xilazin, Syntec,

dose 30mg/kg), via intraperitoneal. Os testiculos e epididimos foram coletados e armazenados



32

a seco em tubos de criopreservagdo em uma temperatura de -80 °C. O sangue foi coletado por
puncdo cardiaca e centrifugado (6200 rpm), de forma a obter o soro, que foi armazenado em

uma temperatura de -80 °C.

6.3 AVALIACAO DO PERFIL INFLAMATORIO NO EPIDIDIMOS

Para realizacdo da avaliacdo do perfil inflamatorio do epididimo, os orgdos foram
separados em cabega + corpo e cauda, a fim de avaliar esse parametro por regiao do 6rgao.
Foi obtido um sobrenadante através da homogeneizacdo das por¢des dos epididimos em
tampao RIPA (Radiolmmunoprecipitation Assay buffer), utilizando o TissueLyser LT
(Qiagen) e armazenado em -80 °C (n=6/grupo). Posteriormente foi quantificado a quantidade
de proteina total de todas as amostras utilizando um espectrofotometro de microvolume
(Nanodrop, Thermo Scientific). Foram quantificadas as seguintes citocinas IL-1[1, TNF-a,
I[FN-y e IL-10, através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizados os kits comerciais BD

Biosciences, San Jose, CA, USA, de acordo com as instrugdes do fabricante.

6.4 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO TESTICULO

Para avaliar o estresse oxidativo foram quantificados os marcadores de dano oxidativo
malondialdeido (MDA) (Siervo et al., 2015), que infere peroxidagado lipidica e os produtos
avangados da oxidagdo proteica (AOPP), que inferem oxidacao proteica (Witko-Sarsat et al.,
1996). A capacidade antioxidante foi avaliada pela quantificacdo de glutationa reduzida
(GSH) (Tietze, 1969) e pela capacidade antioxidante total (TEAC) (Erel 2004). Para todos
esses ensaios, foi obtido um sobrenadante através da homogeneizacdo (6000 rpm) dos
testiculos em PBS (NaCl 150 mM, Na:HPO: 9,1 mM e NaH:PO. 1,7 mM, pH 7.,4), utilizando
o TissueLyser LT (Qiagen) (n=5/grupo). Em seguida o sobrenadante foi aliquotado e
armazenado em -80 °C. Foi quantificado a quantidade de proteina total de todas as amostras

utilizando um espectrofotdmetro de microvolume (Nanodrop, Thermo Scientific).

6.4.1 Quantificacao de produtos de proteina de oxidacao avancada (AOPP)

Os produtos de oxidacdo proteica avancada (AOPP) foram quantificados segundo o
protocolo de Witko-Sarsat (1996), utilizando o reagente chloramine T (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) como curva padriao. Os niveis de AOPP foram medidos em um

comprimento de onda de 340nm, e os resultados expressos em uM/mg de proteina.
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6.4.2 Quantificacdo de malondialdeido pela técnica TBARS

O malondialdeido (MDA) foi quantificado pela técnica TBARS (Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbitarico) (Siervo et al., 2015), a fim de estimar a peroxidagio lipidica. Em
meio acido e sob alta temperatura (90 °C), o MDA reage com o acido tiobarbitirico (TBA)
(Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brasil), formando um complexo cromoéforo rosa. As medigoes
foram feitas a 535 nm e 572 nm, resultados expressos em Equivalente de pM TBA/mg de

proteina.

6.4.3 Quantificacio de glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH (glutationa reduzida) foram determinados utilizando o método
descrito por Tietze (1969). Foi utilizado o 4cido 5,50-ditiobis 20-nitro benzbico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como curva padrio, evidenciados pela formacao de
uma cor amarela. Os niveis de GSH foram medidos a 412 nm, e os resultados expressos em

uM/mg de proteina.

6.4.4 Quantificacdo de capacidade antioxidante total (TEAC)

O método de Erel (2004) baseia-se na descoloragdo cinética do radical cation ABTSe+
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) gerado por perdxido de hidrogénio em meio acido. Na
presenca de antioxidantes, o ABTSe+ ¢ reduzido de forma proporcional a capacidade
antioxidante total da amostra, resultando em diminui¢do da absorbancia. A curva padrao foi o
Trolox (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), as medig¢des foram feitas em um comprimento

de onda de 660nm, e os resultados expressos em Equivalente de uM Trolox/mg de proteina.

6.5 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR DE ANDROGENO E
ESTROGENO ALFA POR RT-gPCR NO TESTICULO

O RNA dos testiculos foi extraido de forma manual (n=5/grupo) utilizando o método
trizol cloroférmio. O ¢cDNA foi sintetizado a partir de 200 ng do RNA extraido usando um kit
RT-PCR (Ultra Script®, cDNA Synthesis Kit, PCR Biosystems, Londres, Inglaterra) e a
pureza do cDNA foi avaliado por espectrofotometria de microvolume (Nanodrop, Thermo
Scientific). Os primers selecionados para avaliacdo da expressdao génica foram o receptor de
andrégeno e estrogeno (AR e ER-a), utilizado o gene constitutivo GAPDH como normalizador
da reacao (Tabela 3). Foi utilizado o kit gPCRBIO SyGreen Mix Hi-ROX (PCR Biosystems,
Londres, Inglaterra) para amplificagdo, seguindo as instru¢des do fabricante. A expressdao

génica relativa foi calculada usando o método 2 ~ -4,
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Tabela 3 - Lista de primers.

Gene Forward primer Reverse primer Referéncia

androgen receptor tagggctgggaagggtcta  tgcttaagectgggaaagt
(AR) c g Dart et al., 2013

estrogen receptor aagtgttacgaagtgggca  tctctgacgcttgtgcttcaa
(ER) tga c Moutard et al., 2023

ggtgaaggtcggtgtgaac  ctegetectggaagatggt
GAPDH g g Zhu et al., 2024

Fonte: da autora.

6.6 NIVEIS SERICOS DE TESTOSTERONA E ESTRADIOL

O quantificacdo dos niveis séricos de testosterona e estradiol foram realizados através
de kit comercial de ELISA (Wuhan USCN Business Co.). Foi utilizado o soro obtido através
do sangue dos camundongos (n=8/grupo) em concentragdes diluidas em 1:2 para testosterona

e a concentragdo pura para estradiol.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias e
normalidade pelo software GraphPAD Prism (Version 9.5). A depender da distribui¢do dos
dados, foi utilizado o teste ANOVA, com teste a posteriori de Tukey ou o teste
nao-paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste a posteriori de Dunn, utilizando o mesmo

software. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

7 RESULTADOS
7.1 PESO CORPORAL

A exposicdo ao CHL nao alterou o peso corporal dos animais (Figura 5). O peso
corporal final dos animais do grupo CTR foi de 26,8g + 1,72 (média + desvio padrdo),
enquanto do grupo CHLI1 foi 25,8g + 0,74 e do grupo CHL10 foi 27,4g + 1,35.
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Figura 5 - Progressdo de peso de camundongos adultos expostos ao clorotalonil.
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Valores expressos em média + desvio padrao. Teste ANOVA, p>0,05. CTRL: grupo controle. CHL1: grupo

clorotalonil 1mg/kg. CHL10: grupo clorotalonil 10mg/kg.
Fonte: da autora.

7.2 AVALIACAO DO PERFIL INFLAMATORIO NO EPIDIDIMO

Quanto a avaliagdo do perfil inflamatorio, houve alteragdes significativas nos niveis de
citocinas nas regides de cabeca e corpo do 6rgdo (Figura 6). Foi observada uma diminui¢ao
significativa na concentragdo de IFNy no grupo CHL1 (p=0,0022) e CHLI10 (p=0,0041),
quando comparado ao grupo CTR (Figura 6A). Houve também uma diminuicdo na
concentragdo de TNF-a nos grupos CHL10 em relacdo ao CTR (p=0,0148) e ao CHLI
(p=0,0019) (Figura 6C). Em relagdao a IL-10, observou-se uma redu¢do somente no grupo
exposto a menor dose (p=0,0072) (Figura 6D). Nao houve alteracdes significativas nos niveis

de IL-1pB (Figura 6B) (p = 0.156).
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Figura 6 - Dosagem das citocinas na regido da cabeca e corpo do epididimo.
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Valores expressos em média = desvio padrdo. A) Dosagem da citocina IFNy na regido da cabeca e corpo; B)
Dosagem da citocina IL-1P na regido da cabeca e corpo; C) Dosagem da citocina TNF-¢ na regido da cabega e
corpo; D) Dosagem da citocina IL-10 na regido da cabega e corpo . ANOVA com teste a posteriori de Tukey. *°
Letras diferentes representam grupos estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. CTRL: grupo controle. CHL1:
grupo clorotalonil 1mg/kg. CHL10: grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

Diferente da regido da cabega e corpo, a regido da cauda ndo apresentou alteragdes
significativas nas concentracdes das citocinas avaliadas (Figura 7), IFN-y (p = 0.366), IL-1

(p=0.518), TNF-a (p =0.832), e IL-10 (p = 0.950).
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Figura 7 - Dosagem das citocinas na regido da cauda do epididimo
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Valores expressos em média = desvio padrdo. A) Dosagem da citocina IFNy na regido da cauda; B) Dosagem da
citocina IL-1P na regido da cauda; C) Dosagem da citocina TNF-a na regido da cauda; D) Dosagem da citocina
IL-10 na regido da cauda. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. *® Letras diferentes representam grupos
estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. CTRL: grupo controle. CHL1: grupo clorotalonil 1mg/kg. CHL10:
grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

7.3 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO TESTICULO
Para avaliar a oxidagdo proteica foi quantificado marcador de dano oxidativo AOPP,

porém ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (Figura 8A). Também

nao houve diferenca significativa nos niveis de MDA (Figura 8B).
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Figura 8 - Quantificagdo de produtos de proteina de oxidacdo avancada (AOPP) e
malondialdeido (MDA)
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Valores expressos em média = desvio padrdo. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. A) Dosagem de AOPP
no testiculo; B) Dosagem de MDA pela técnica TBARS no testiculo. CTRL: grupo controle. CHLI: grupo
clorotalonil 1mg/kg. CHL10: grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

Ja em relagcao aos parametros antioxidantes, foi observada uma diminui¢ao nos niveis
de GSH testicular nos grupos que receberam o CHL em comparag¢do ao controle (CTR vs

CHLI1, p=0,0166; CTR vc CHL10, p=0,0002) (Figura 9), independente da dose.
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Figura 9 - Quantificacdo de GSH no testiculo.
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Valores expressos em média + desvio padrio. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. *° Letras diferentes
representam grupos estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. CTRL: grupo controle. CHL1: grupo clorotalonil
Img/kg. CHL10: grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

Houve um aumento na capacidade antioxidante total no grupo CHL10 quando

comparado aos demais grupos (CTR vs CHL10, p=0,0002; CHL1 vs CHL10, p=0,0014)
(Figura 10).
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Figura 10 - Quantificag¢@o da capacidade antioxidante total (TEAC) no testiculo.
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Valores expressos em média + desvio padrio. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. *° Letras diferentes
representam grupos estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. CTRL: grupo controle. CHL1: grupo clorotalonil
Img/kg. CHL10: grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

7.4 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR DE ANDROGENO E
ESTROGENO ALFA POR RT-gPCR

A analise da expressdo génica do receptor de androgeno (AR) demonstrou um
aumento significativo da expressao relativa no grupo CHL1 (CTR vs CHL1, p<0,0001; CHL1
vs CHL10, p<0,0001) em relacdo aos demais grupos (Figura 11A). A expressdo génica do
receptor de estrogeno-a também aumentou significativamente no grupo CHL1 (CTR vs

CHLI, p=0,0002; CHL1 vs CHL10, p<0,0001) (Figura 11B).
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Figura 11 - Expressdo génica relativa AR e ER-a no testiculo.
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Valores obtidos pelo método 2 ~ “2® normalizados pelo GAPDH, utilizando o grupo controle como referéncia,
expressos em média + desvio padrao. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. A) Dosagem da expressdo
génica relativa de AR; B) Dosagem da expressdo génica relativa de ER-a. ** Letras diferentes representam grupos
estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. CTRL: grupo controle. CHL1: grupo clorotalonil 1mg/kg. CHL10:
grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

7.4 NIVEIS SERICOS DE TESTOSTERONA E ESTRADIOL

Em relagdo a testosterona, a exposi¢ao a maior dose de CHL foi capaz de aumentar os
niveis séricos deste hormodnio, quando comparado ao grupo controle (CTR vs CHLIO,
p=0,0003; CHL1 vs CHLI10, p=0,0406). As concentragdes séricas de testosterona foram
similares entre os grupos CHL1 e CTRL (p=0,5263) (Figura 12A). Da mesma forma, as
concentragoes séricas de estradiol aumentaram no grupo que recebeu a maior dose (CHL10)
em relacdo ao controle (CTR vs CHLI10, p=0,0005) e a menor dose (CHL1 vs CHL10,
p=0,0176). As concentracdes desse hormonio no grupo CTRL e CHL1 foram similares entre

st (Figura 12B).
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Figura 12 - Concentragdes séricas de testosterona e estradiol.
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Valores expressos em média = desvio padrdo. Kruskall Wallis com teste a posteriori de Dunn. A) Dosagem da
concentracdo sérica do hormonio testosterona; B) Dosagem da concentragio sérica do horménio estradiol. **
Letras diferentes representam grupos estatisticamente diferentes entre si, p<0,05. CTRL: grupo controle. CHL1:
grupo clorotalonil 1mg/kg. CHL10: grupo clorotalonil 10mg/kg.

Fonte: da autora.

8 DISCUSSAO

Dados da Organizagao Internacional do Trabalho (OIT) indicam que os agrotoxicos
sdo responsaveis por aproximadamente 70 mil casos anuais de intoxicag¢des agudas e cronicas,
configurando-se como uma importante causa de 6bito em paises em desenvolvimento (INCA,
2022). O CHL ¢ um composto amplamente utilizado, cuja exposi¢do tem sido associada a
disturbios gastrointestinais, danos hepaticos, toxicidade reprodutiva e carcinogénese (Hao et
al., 2019). Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a exposi¢cdo as
mesmas doses de CHL utilizadas no presente trabalho ¢ capaz de comprometer a atividade
mitocondrial de espermatozoides. Além disso, analises histologicas evidenciaram alteragdes
no epitélio epididimario, como espessamento epitelial e presenga de infiltrado inflamatorio.
Nos testiculos, o CHL promoveu alteracdes histopatoldgicas, interferiu na dinamica da
espermatogénese ¢ modulou enzimas da via esteroidogénica, com subexpressdo dos genes
Cypl7al (P450c17) e Cypl9al (P450arom) (dados ndo publicados). Nesse contexto, o
presente estudo buscou elucidar os mecanismos por tras das alteracdes previamente

observadas.
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A IDA de CHL estabelecida pela ANVISA em 2024 ¢ de 0,03 mg/kg/dia para
humanos, dose que pressupde que ndao hd risco a saide quando exposto diariamente.
Entretanto, no Brasil, a propria ANVISA ja relatou a presenca de residuos de CHL acima do
limite permitido em diversos alimentos (ANVISA, 2022). Corroborando esses achados, um
estudo realizado na China demonstrou que a exposicao a residuos de CHL por meio de uma
dieta padrao pode atingir aproximadamente 383,58 ug/kg/dia (Zhang et al., 2016), valor
superior a IDA estabelecida (30 pg/kg/dia). Considerando esse cenario e utilizando o conceito
de dose humana equivalente (HED) (Nair; Jacob, 2016), as doses empregadas neste estudo
correspondem a exposi¢cdes humanas estimadas entre 81 pg/kg/dia (1 mg/kg/dia no animal) e
810 pg/kg/dia (10 mg/kg/dia no animal), visando mimetizar niveis realistas de exposicao
ambiental ao CHL.

A avaliacdo da evolugdo da massa corporal dos camundongos expostos ao CHL
demonstrou que as doses administradas ndo interferiram nesse parametro, sugerindo que a
exposicao a essas doses de CHL nio ¢ suficiente para induzir sinais evidentes de toxicidade
sistémica, como alteragdes no peso corporal, em animais adultos. Em contraste, Zhang et al.
(2019) observaram redugdo do peso corporal em camundongos plberes expostos a dose de 10
mg/kg, indicando que a idade e o estigio de desenvolvimento podem influenciar a
susceptibilidade aos efeitos toxicos do CHL.

De acordo com a U.S. Environmental Protection Agency (EPA), um desregulador
endocrino (DE) ¢ definido como um agente exodgeno capaz de interferir na produgdo,
liberagdo, transporte, metabolismo, ligagdo, a¢do ou eliminacdo de hormoénios naturais
responsaveis pela manutengdo da homeostase e pela regulagio dos processos de
desenvolvimento (EPA, 2011). Diversos contaminantes ambientais, incluindo agrotéxicos,
apresentam potencial para perturbar o funcionamento do sistema endocrino, caracterizando-se
como DE (Damstra, 2020). No presente estudo, a exposi¢do ao CHL na dose de 10 mg/kg em
camundongos adultos foi capaz de alterar significativamente os niveis séricos de testosterona
e estradiol, evidenciando disrupcdo endocrina direta no eixo HHG. Para aprofundar a
compreensdo desses efeitos, foi avaliada a expressdo génica relativa dos receptores de
andrégeno (4R) e estrogénio alfa (ER-a). As andlises por RT-qPCR mostraram um aumento
da expressao desses receptores no grupo CHL1, indicando que o CHL apresenta potencial de
disrupcdo endocrina mesmo em baixas doses. O aumento das concentracdes de estradiol €
compativel com a maior expressao de receptores associados a sinalizagdo estrogénica,

enquanto a elevacdo dos niveis de testosterona pode estar associada a desinibi¢ao do feedback



44

negativo ou alteragdes no processo de aromatizagdo, possivelmente decorrentes das mudangas
transcricionais em moduladores da resposta hormonal.

Resultados semelhantes foram observados por Guillante et al. (2024), que
demonstraram que o CHL nas concentragdes 0,1 e 10 pg/L foi capaz de afetar o eixo HHG em
zebrafish (Danio rerio), desregulando a expressao de genes envolvidos na esteroidogénese e,
consequentemente, a produ¢do hormonal. Em camundongos fémeas, Hao et al. (2019)
relataram que o CHL mas doses 0,1, 1, 10, and 50 mg/kg reduziu a expressao de proteinas
associadas a producdo de hormdnios esteroides e diminuiu a expressdo do receptor de ER-a
nos ovarios. Diferentemente desses achados, no presente estudo foi observado aumento das
concentragdes séricas de testosterona e estradiol, o que pode representar uma resposta
compensatoria do organismo frente a exposicdo ao contaminante. Ademais, outros
agrotoxicos organoclorados, classe a qual o clorotalonil pertence, j& foram amplamente
descritos como DE (Martyniuk; Mehinto; Denslow, 2020).

O epididimo ¢ responsavel pelo transporte, maturacdo e armazenamento dos
espermatozoides, sendo essencial para o desenvolvimento da motilidade e da capacidade
fecundante dessas células (Robaire; Hinton, 2015). Assim, a integridade estrutural e funcional
desse o6rgdo ¢ fundamental para a manutencao da fertilidade masculina. Estudos que avaliam
os efeitos de organoclorados no epididimo frequentemente relatam a presenca de células
epiteliais desprendidas e leucocitos na luz dos ductos epididimarios, sugerindo a inducao de
uma resposta inflamatoria local (Mazen; Zidan, 2017). No presente estudo, a avaliagao do
perfil inflamatdrio revelou redugdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IFN-y, bem como
da citocina anti-inflamatéria IL-10, nas regides de cabega e corpo do epididimo, sem
alteragdes significativas na cauda. As diferentes respostas em cada regido do 6rgao podem ser
explicadas pelas diferencas funcionais de cada microambiente, uma vez que a cabeca € o
corpo apresentam maior atividade secretéria e imunologica, enquanto a cauda possui um
perfil mais imunotolerante, associado a sua fun¢do de armazenamento de espermatozoides
maduros (Mazen; Zidan, 2017). A literatura mostra que a exposi¢do a agrotoxicos pode
perturbar a homeostase celular, causar lesdes teciduais e atuar como estimulo antigénico,
ativando receptores Toll-like em células epiteliais. Esse processo resulta na liberacdo de
alarminas e mediadores quimiotaticos que promovem o recrutamento de neutrdfilos e
macrofagos, os quais secretam citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-8, IL-1p e TNF-a
(Lopes-Ferreira et al., 2023). Nesse sentido, a redu¢do das citocinas TNF-a e IFN-y observada
nos grupos expostos ao CHL, associada a presenga de células redondas na luz dos vasos

sanguineos epididimarios identificadas em andlises histologicas (dados ndo publicados), pode
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indicar disfun¢cdo imune ou exaustdo inflamatéria. A IL-10, por sua vez, é uma citocina
anti-inflamatdria fundamental para a manutencdo da barreira hemato-epididiméaria e para a
prevengdo de respostas autoimunes contra antigenos espermaticos (Lopes-Ferreira et al.,
2023). Assim, a redugdo dos niveis de IL-10 no grupo CHL1, em comparagdo ao grupo
controle, pode predispor o tecido epididimario ao desenvolvimento de inflamacdo patoldgica,
mesmo na auséncia de elevagdo de citocinas pro-inflamatorias classicas.

O estresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante celular. A elevagdo da producdo de
ERO ¢ um achado recorrente em estudos que investigam os efeitos de agrotdxicos sobre o
sistema reprodutor masculino (Miao et al., 2022). Apesar dos efeitos deletérios relatados,
durante o processo de capacitagdo espermatica ocorre fisiologicamente o aumento na
producdo de ERO, como o anion superoxido e o perdxido de hidrogénio (Lewis; Aitken,
2001). No presente estudo, os niveis de AOPP e MDA, marcadores cldssicos de dano
oxidativo, ndo apresentaram alteragcdes significativas, sugerindo auséncia de acumulo
detectavel de dano oxidativo no momento da avaliacdo. Essa auséncia pode estar relacionada
a ativacao de mecanismos antioxidantes compensatorios, como evidenciado pelo aumento da
capacidade antioxidante total (TEAC), especialmente no grupo CHL10, indicando um ajuste
adaptativo dos sistemas antioxidantes enzimaticos € nao enzimaticos (Monageng et al., 2023).
Por outro lado, observou-se reducao significativa das concentragdes de glutationa reduzida
(GSH) nos grupos expostos ao CHL. A diminuic¢ao dos niveis de GSH pode estar relacionada
ao seu consumo para neutralizagdo das ERO, prevenindo danos oxidativos aos tecidos
testiculares. Além disso, ¢ importante ressaltar que o mecanismo de toxicidade do CHL
envolve a deplecao de glutationas e tidis soluveis. Como a GSH ¢ o principal antioxidante nao
enzimatico intracelular, a reducao desta proteina sugere que o tecido testicular pode estar mais
suscetivel a episddios de estresse oxidativo, o que levaria ao comprometimento dos
espermatozoides, que sdo células altamente sensiveis ao estresse oxidativo e incapazes de
reparar eficientemente tais lesdes (Conrad et al., 2014; Aitken; Drevet, 2020).

Em conjunto, os resultados demonstram que o CHL ¢ capaz de promover deplecao
de glutationas e tiois soliveis no sistema genital masculino, induzindo desbalanco redox e
alterando o perfil antioxidante testicular. A literatura evidencia que o aumento de ERO pode
comprometer a comunicacdo entre sistemas endocrinos, afetar a producdo hormonal e
contribuir para uma regulagdo inadequada da espermatogénese, além de prejudicar o
desenvolvimento e a fun¢do dos orgios reprodutores acessorios (Darbandi et al., 2018). Os

achados do presente estudo estdo em consonancia com Fu et al. (2024), que demonstraram
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que o organoclorado 3-cloro-1,2-propanodiol nas doses 3 mg/kg e 5 mg/kg por peso corporal e
induziu alteragdes no perfil oxidativo em ratos wistar, com reducdo de antioxidantes como a
GSH, alteragdes hormonais e apoptose de células testiculares. De modo semelhante, Guillante
et al. (2024) observaram que o CHL afetou o eixo HHG em zebrafish, promovendo
desbalanco hormonal. Em relagdo as citocinas epididimarias, os resultados indicam que a
exposicdo subcronica ao CHL induz desbalango entre citocinas mediadoras da inflamagao,
caracterizada pela supressao de citocinas pro-inflamatorias associada a redugao de mediadores
imunorreguladores, especialmente nas regides de cabega e corpo do epididimo, sugerindo

comprometimento da homeostase imunologica local.

9 CONCLUSAO

O presente estudo conclui que, mesmo em baixas doses, o clorotalonil pode atuar
como um desregulador enddcrino, resultando em desbalangos nas concentragdes séricas dos
hormdnios testosterona e estradiol, e a expressao de receptores hormonais em testiculos. Além
disso, o composto exerce efeito direto sobre o sistema de defesa antioxidante do testiculo,
tornando o oOrgdo e os gametas mais suscetiveis ao dano oxidativo. No epididimo, o
clorotalonil afetou a produg@o de citocinas, o que favorece um ambiente mais vulneravel a
infecgoes e inflamagdes. Esses achados reforgam a necessidade de reavaliagdo toxicoldgica do

clorotalonil.
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Universidade Federal do Triangulo Mineiro
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Uberaba, 04 de setembro de 2023
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23085.007727/2023-25

GLAUCIA ELOISA MUNHOZ DE LION SIERVO

Parecer técnico: Impacto do agrotoxico Clorotalonil sobre aspectos
reprodutivos de camundongos machos adultos

Certificamos que a proposta intitulada "Impacto do agrotdoxico Clorotalonil sobre
aspectos reprodutivos de camundongos machos adultos"”, registrada com o 23085.007727/2023-25, sob
a responsabilidade de Glaucia Eloisa Munhoz de Lion Siervo — que envolve a producdo, manutengdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794 de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle e Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, em reunido de 01-09-2023. Apds a conclusdo dos
experimentos pilotos e emissdo de capacitagdo especifica, esses comprovantes devem ser inseridos no
processo para que sejam validados pela coordenacgdo/secretaria, a fim de que a quantidade restante de
animais possa ser liberada.

Finalidade
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ALDO ROGELIS AQUILES RODRIGUES
Coordenador da CEUA

Documento assinado eletronicamente por ALDO ROGELIS AQUILES RODRIGUES, Coordenador(a) da Comissao
de Etica no Uso de Animais, em 04/09/2023, 3s 12:26, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020 e no art. 34 da Portaria Reitoria/UFTM n®

165, de 16 de junho de 2023,

https://sei.uftm.edu.br/sei/controlador.php?acac=decumento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1167225&infra_siste...
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