UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA

Viviane da Silva Martins Lopes Corréa

Investigacéo experimental
sobre o impacto do herbicida atrazina sobre a
interagc&o neuromuscular

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“‘Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Doutora em Cirurgia e Medicina
Translacional.

Orientadora: Profa. Associada Selma Maria Michelin Matheus
Coorientadora: Profa. Associada Ana Angélica H. Fernandes

Botucatu
2020




Viviane da Silva Martins Lopes Corréa

Investigacao experimental
sobre o impacto do herbicida atrazina sobre a
Interacao neuromuscular

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“‘Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de

Doutora em Cirurgia e Medicina
Translacional.

Orientadora: Profa. Associada Selma Maria Michelin Matheus
Coorientadora: Profa. Associada Ana Angélica H. Fernandes

Botucatu
2020



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAC - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Correa, Viviane da Silva Martins Lopes.
Investigacdo experimental sobre o impacto do
herbicida atrazina sobre a interacdo neuromuscular /
Viviane da Silva Martins Lopes Correa. - Botucatu, 2020

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Selma Maria Michelin Matheus

Coorientador: Ana Angélica H. Fernandes

Capes: 40102009

1. Herbiecidas« 2. Abrazinag. 3. Juncae neuremuscular.

4, Estresse oxidativo. 5. Vitamina E.

Palavras—-chave: Atrazina; Estresse oxidativo; Herbicida;
Juncdo neuromuscular; Vitamina E.




Dedicatoria

Dedico aos meus amados pais, Antonio (em
memoria) e Adeir, a elaboracdo desse
trabalho e todas as conquistas que obtive
em minha vida profissional e académica.
Com muito amor e dedicacdo, ndo mediram
esforcos para propiciar oportunidades para
que eu chegasse até esta etapa da minha
vida. Sempre me ensinaram que 0 SUCesSo
estd na jornada de esforcos e ndo no

destino.



Agradecimentos

Agradeco a Deus por oferecer um universo de possibilidades e
disponibilizar o brilhante caminho do aprendizado.

Aos meus amados pais, em especial a minha mde que desde sempre, me
incentivou com seu amor, alegria e dedicacdo total do seu tempo, sinceramente
sem ela eu ndo teria chegado até aqui.

Meu esposo Anderson pelo apoio, incentivo e companheirismo durante
essa etapa. Gratiddo por ter proporcionado minha maior riqueza, que SAo 0s
meus filhos Gabriel e Guilherme, que a cada dia me fortalecem com amor e
carinho incondicional.

Minha familia Martins Lopes, familia Cardoso e demais familiares, que
com muito amor sempre me apoiaram e intercederam por mim. Amo muito cada
um de voceés.

A minha orientadora, Professora Dr% Selma M. M. Matheus, imensa
gratiddo pela dedicacdo, profissionalismo e exceléncia no ensino e orientacdo
durante toda minha trajetoria académica de doutorado.

A minha co-orientadora, Prof® Dr® Ana Angélica pela realizacdo das
analises bioquimicas e esclarecimento dos resultados alcancados.

Ao professor Dr° Antonio Godinho e ao doutorando Fabio Anselmo pelo
convite e oportunidade de realizacdo desse trabalho.

A minha querida amiga Juliana Andrioli, eterna gratiddo por doar seu
amor, cuidado e dedicar seu tempo nos momentos em que mais precisei.

Ao Fisioterapeuta Dr° Fabio Maciel, pela amizade, apoio nos momentos
de incerteza e acima de tudo por me fazer acreditar, sempre, que eu seria capaz
de vencer.

A equipe Diretiva, Irmds Apostolas do Sagrado Coracdo, Docentes e
Funcionarios amigos da Unisagrado, que desde o inicio me apoiaram, se
dedicaram e me encorajaram a avancar e conquistar o meu sonho de
crescimento profissional. Amo muito cada um de vocés.

Aos meus amigos e pacientes que confiam em meu trabalho como
Fisioterapeuta, incentivam e me motivam a continuar perseverando na busca pelo

crescimento profissional.



Aos amigos Felipe, Ana Paula e Carina pela dedicacdo e disposicdo
dispensadas nas diversas etapas vividas nesses quatro anos de estudo.

Ao Professor Dr° Carlos Roberto Padovani pela orientacdo e elaboracdo
das analises estatisticas deste trabalho.

Aos funcionarios do Centro de Microscopia Eletrénica, pelo auxilio
técnico e disposicdo sempre que preciso.

A querida bibliotecaria Laudecéia Machado que com muita exceléncia,
paciéncia e amor me auxiliou nas orientacdes e correcoes bibliograficas.

Ao programa de Pos-graduacdo em Cirurgia e Medicina Translacional, a
querida Marcia Fonseca Piagentini Cruz Assistente Administrativa da Pos
Graduacdo, ao Instituto de Biociéncias, ao CEATOX e a UNIPEX da UNESP de
Botucatu.

Aos membros das bancas de qualificacdo e defesa pela disponibilidade
em estar presente, pelas colaboracoes e correcoes fundamentais para a conclusdo
deste trabalho.

Muito obrigada.



“Nao importa o que avida fez de vocé,
mas o0 que vocé faz com o que
a vida fez de vocé”

(Jean Paul Sartre)



RESUMO

O herbicida atrazina (AZ) € um dos mais utilizados, e tem promovido varias alteracdes sobre
0s sistemas organicos do homem e de outros animais. Esta substancia tem sido associada
ainda a presenca de estresse oxidativo, o qual por vezes é revertido pela associagdo com
antioxidantes, como a vitamina E. Ha descri¢cbes de varias alteracdes organicas entre elas
as respiratorias, e o decréscimo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE). No
sistema nervoso periférico a AChE é responsavel por hidrolisar a acetilcolina (ACh) liberada
do terminal nervoso. Na auséncia da AChE, o excesso de ACh pode dessensibilizar os
receptores de acetilcolina (nNAChR) e ao longo de periodos prolongados alterar a
organizagao pos-sinaptica diminuindo a forca muscular. Assim, este estudo teve por objetivo
analisar o efeito protetor da vitamina E sobre a interagdo neuromuscular e 0 estresse
oxidativo apos uso de AZ no musculo diafragma de ratos. Foram utilizados 52 ratos Wistar,
machos (CEUA/IBB protocolo 897/2016), adultos. Os animais receberam por 28 dias via
gavagem as seguintes substancias de acordo com os grupos formados: Grupo C: controle
(0,3 ml de dleo de milho); Grupo AZ: tratado com atrazina (100 mg/kg); Grupo AZE: atrazina
(100 mg/kg) + vitamina E (200 mg/kg); Grupo E: 200 mg/kg vitamina E. Decorrido o periodo
experimental (28 dias) os animais foram anestesiados, eutanasiados e 0s musculos
diafragmas e os nervos frénicos foram dissecados, removidos e processados seguindo os
protocolos: a) andlise bioquimica da AChE e de marcadores de estresse oxidativo; b)
analise morfolégica e morfométrica das fibras musculares (HE) e da quantificacdo da
porcentagem de colageno (Picrossirius Red); ¢) analise morfologica e morfométrica do nervo
frénico; d) analise morfoldégica e morfométrica das jungdes neuromusculares (JNMs) através
de microscopia de luz e dos nAChR através da microscopia confocal. Os resultados
mostraram que a determina¢do quantitativa da atividade enzimética da AChE foi maior no
grupo controle em relagéo ao grupo AZ. E os menoresvalores foram observados no grupo E.
Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, 0 grupo AZ apresentou 0S maiores
valores da catalase, do hidroperdxido de lipideo, e da Capacidade Antioxidante Hidrofilica; e
os menores valores da superéxido dismutase. Diminuicdo no padrdo enzimatico dessas
enzimas foi observado quando houve associagdo da AZ com vitamina E. Nao houve
diferencas entre os grupos em relacéo a glutationa peroxidase, a morfologia e a morfometria
do nervo frénico e na porcentagem de coldgeno. Ja a area e o diametro das fibras
musculares foram maiores no grupo E. Mas quando houve associagdo da vitamina E a AZ,
houve diminuicao desses parametros. Ja em relacao ao diametro das JNMs houve aumento
no didmetro maximo quando a vitamina E foi associada a AZ, embora diferencas
morfoldgicas ndo tenham sido observadas através da microscopia confocal. A partir desses
resultados podemos concluir qgue a AZ, na dose utilizada, promoveu estresse oxidativo nas
fibras musculares do diafragma de ratos. O estresse oxidativo gerado ou mesmo a acado
direta da AZ ndo foi suficiente para promover danos morfologicos sobre a interacdo
neuromuscular estudada (fiboras musculares, nervo e jun¢des neuromusculares). Ja o
estresse oxidativo gerado pela administracdo subcrénica da AZ foi revertido pelo uso da
vitamina E.

Palavras-chave:Herbicida. Atrazina. Juncdo Neuromuscular. Vitamina E. Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

The herbicide atrazine (AZ) is one of the most used and has promoted several changes on
the organic systems of man and other animals. This substance has also been associated
with the presence of oxidative stress, which is sometimes reversed by the association with
antioxidants, such as vitamin E. There are some descriptions about organic alterations as
respiratory and a decrease in the enzymatic activity of acetylcholinesterase (AChE). In the
peripheral nervous system, AChE is responsible for hydrolyzing acetylcholine (ACh) released
from the nervous terminal. In the absence of AChE, excess ACh can desensitize
acetylcholine receptors (nAChR) and, over prolonged periods, alter the postsynaptic
organization, decreasing muscle strength. Thus, this study aimed to analyze the protective
effect of vitamin E on neuromuscular interaction and oxidative stress after use of AZ in the
diaphragm muscle of rats. 52 male Wistar rats (CEUA / IBB protocol 897/2016), adults were
used. The animals received for 28 days via gavage the following substances according to the
groups formed: Group C: control (0.3 ml of corn ail); AZ group: treated with atrazine (100 mg
/ kg); AZE Group: atrazine (100 mg / kg) + vitamin E (200 mg / kg); Group E: 200 mg / kg
vitamin E. After the experimental period (28 days) the animals were anesthetized, euthanized
and the diaphragm muscles and phrenic nerves were dissected, removed and processed
following the protocols: a) biochemical analysis of AChE and oxidative stress markers; b)
morphological and morphometric analysis of muscle fibers (HE) and quantification of the
percentage of collagen (Picrossirius Red); ¢) morphological and morphometric analysis of the
phrenic nerve; d) morphological and morphometric analysis of neuromuscular junctions
(NMESs) using light microscopy and nAChR using confocal microscopy. The results showed
that the quantitative determination of the enzymatic activity of AChE was greater in the
control group compared to the AZ group. There was a significant decrease in group E.
Regarding oxidative stress markers, group AZ showed the highest values of catalase, lipid
hydroperoxide, and hydrophilic antioxidant capacity; and the lowest values of superoxide
dismutase. Decrease in these enzymatic profile was observed after the association between
AZ with Vitamin E. There were no differences between groups in relation to glutathione
peroxidase, morphology and morphometry of the phrenic nerve and in the percentage of
collagen. Muscle fiber area and diameter were greater in group E. But when vitamin E was
associated with AZ, these parameters decreased. Regarding the diameter of the NMJs, there
was an increase in the maximum diameter when vitamin E was associated with AZ, although
morphological differences were not observed through confocal microscopy. From these
results we can conclude that AZ, in the dose used, promoted oxidative stress in the muscle
fibers of the rat diaphragm. The oxidative stress generated or even the direct action of AZ
was not enough to promote morphological damage on the studied neuromuscular interaction
(muscle fibers, nerve and neuromuscular junctions). The oxidative stress generated by
subchronic AZ administration was reversed by the use of vitamin E.

Keywords: Herbicide. Atrazine. Neuromuscular junction. Vitamin E. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Em nivel mundial, devido a pragas e gramineas invasoras ocorre diminui¢éo
da producéo agricola afetando em torno de 50% da produc¢do anual de gréos. O uso
de praguicidas pode reduzir esta perda em cerca de 30% (ZHANG; MA; LI, 2015).

Os praguicidas séo substancias quimicas usadas em diferentes culturas na
protecdo, prevencdo, destruicdo ou controle de organismos, ou ainda doencas
prejudiciais as plantacdes (BERANGER et al., 2020). No entanto, muitos estudos
tém demonstrado que o uso dos praguicidas, visando uma melhora na produtividade
das culturas, pode impactar negativamente a saide humana e o ambiente, sendo
potencialmente ecotéxico (ZHANG; MA; LI, 2015; NICOLOPOULOU-STAMATI et al.,
2016).

Sessenta por cento dos praguicidas aplicados na agricultura correspondem a
herbicidas (ZIVKOVIC SEMREN; ZUNEC; PIZENT, 2018). Esse uso trata-se de
grave problema ambiental, em pleno século XXI, sendo o principal meio de controle
de pragas em todo o mundo (FERNANDEZ-VEGA; SANCHO; FERRANDO, 2015). A
bioacumulacdo de poluentes, afeta diretamente a estabilidade do ecossistema, a
cadeia alimentar e a vida animal (BOCHNER, 2007; SCHMIDEL et al., 2014).

O mercado mundial do setor agricola cresceu 93%. No Brasil, esse
crescimento foi de 190%, se destacando no contexto internacional (FERREIRA,;
VIANA JUNIOR, 2016) o que colocou o Pais em primeiro lugar no ranking mundial
de consumo de praguicidas, sendo que, apenas dez empresas controlam mais de
70% desse mercado no pais (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Gaboardi, Candiotto
e Ramos (2019) verificaram que as culturas de soja, milho e trigo somam mais de
90% da area colhida na lavoura no Sudoeste do Parana/ Brasil, 0 que tem gerado
volumes exorbitantes de praguicidas com ingredientes ativos perigosos ao meio
ambiente e a saude humana, conforme classificagdo do IBAMA. O Brasil é
considerado ainda o lider mundial no consumo de praguicidas, correspondendo a
86% do total consumido na América Latina (NIGATU; BRATVEIT; MOEN, 2016).
Segundo Lopes e Albuquerque (2018) a regido Sul é responsavel por,
aproximadamente, 30% do consumo de praguicidas, o Parana se destaca entre os
estados brasileiros, com uso de 12 quilos por hectare/ano, diante de uma média
brasileira de 4 quilos/hectare/ano de praguicidas.

No sistema moderno agricola, os compostos quimicos correspondem a
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comercializagdo de mais de 1000 ingredientes ativos e a formulacdo de novos e

potentes praguicidas vem crescendo (BRAVO et al.,, 2005; XING et al.,, 2010;
SOUZA et al., 2012; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

A atrazina (AZ) dentre 83 praguicidas, foi considerada como sendo a maior
responsavel pela contaminacdo de aguas subterrdaneas (ABARIKWU; FAROMBI,
2015), de fontes de aguas superficiais e de agua potavel (MOSQUIN; WHITMORE;
CHEN, 2012; DONG; ZHANG; QUAN, 2020). Em um estudo realizado em 22
capitais brasileiras, as substancias que foram mais encontradas em agua potavel e
de nascente foram a cafeina e a AZ (MACHADO et al., 2016).

A AZ (2-cloro-4-(etilamino)-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) (Figura 1) € um
herbicida pertencente ao grupo das s-triazinas, sendo responsavel por 30% da
producdo mundial de praguicidas (ABARIKWU; FAROMBI, 2015) e possui ac¢ao
sistémica (LEBARON; MACFARLAND; BURNSIDE, 2008). E comercializada em
mais de 100 paises (SOUZA et al., 2012; XING et al., 2010; ZIVKOVIC SEMREN;
ZUNEC:; PIZENT, 2018), e nos Estados Unidos é amplamente utilizada (SANCHEZ
et al., 2020).

Cl

N)§N
)\N)LN/)\N/\

H H
Figura 1 - Estrutura quimica da Atrazina.

Fonte: Pecev-Marinkovic¢ et al. (2019).

A AZ devido ao seu baixo custo é considerada o praguicida mais utilizado em
todo o mundo, em pré-emergéncia e pds-emergéncia no controle de folhas largas e
gramineas, nas culturas de milho, soja, cana-de-acUcar e outras (SHELLEY et al.,
2012;,JESTADI et al., 2014; LIU et al., 2016; MAC LOUGHLIN et al., 2016). A China
tem aumentado seu uso nas Ultimas décadas (FERNANDEZ-VEGA; SANCHO;
FERRANDO, 2015) sendo o maior produtor de praguicida e um dos maiores
utilizadores no mundo, na producéao de culturas diversas (HU et al., 2015). Nos EUA
a AZ é o praguicida mais utilizado na cultura de milho e na Unido Europeia foi
proibido a partir de 2004 (ZIVKOVIC SEMREN; ZUNEC; PIZENT, 2018).

Em varios paises, 0s sistemas aquaticos proximos de propriedades agricolas
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tém apresentado em suas amostras a presenca de AZ e seus metabdlitos (LIU et al.,

2016), comprovando sua ameaca significativa tanto para o ecossistema aquatico
quanto para a saude humana (JI et al.,, 2015). Existem evidéncias ligadando a
exposicao a praguicidas e maior incidéncia de doencas cronicas humanas, incluindo
diabetes (JESTADI et al., 2014), cancer (BELLON; FENICHEL, 2016; WIRBISKY et
al.,, 2016; BRASIL et al., 2018; CHEVALIER; PAUL; KAUR; DOGRA; SINGH, 2018)
Parkinson (JAMES; HALL, 2015), Alzheimer e esclerose multipla (XING et al., 2010;
PATHAK; DIKSHIT, 2011; SOUZA et al., 2012; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Além disso, véarias pesquisas tém relacionado a exposicdo a AZ ou seus
subprodutos a anormalidades pré-natais como nascimentos prematuros,
intercorréncia menstrual e diminuicéo da fertiidade em mulheres (HASE et al., 2008;
CHEVRIER et al., 2011; CRAGIN et al, 2011). Estudos experimentais com
administracdo diaria de AZ durante gestacao, lactacdo e apés o desmame de ratas
fémeas mostraram alteragdes no mecanismo de controle do hormoénio luteinizante
(LH) e significativa reducéo na fertilidade (BRECKENRIDGE et al., 2015).

Estudo epidemioldgico sugere uma possivel correlacdo da exposicdo a AZ
por: inalacdo, contaminacdo topica, ingestdo de agua e alimentos contaminados,
com o aumento da incidéncia de neoplasias (CHEN et al., 2015; HOLASKOVA et al.,
2019)

Considerando que nos Estados Unidos foi observada uma sobreposi¢cao entre
as areas onde a AZ é muito utilizada, com incidéncia de obesos que possuem indice
de massa corporea acima de 30, foi realizado um estudo com ratos utilizando
exposicao crénica de AZ e verificou-se que a AZ contribuiu para o desenvolvimento
da obesidade e resisténcia a insulina, com diminuicdo da taxa metabdlica basal e
acumulo de gordura abdominal (LIM et al., 2009).

Estudo realizado em lagostas juvenis de agua doce expostas a diferentes
concentracbes de AZ durante 4 semanas descreve desregulacdo enddcrina, com
efeitos que consistiram em feminilizagdo, redugdo do crescimento somatico, com
menor ganho de peso e de teor de proteina nos musculos (MAC LOUGHLIN et al.,
2016).

O herbicida AZ é capaz de exercer uma atividade proliferativa em varios
modelos celulares, incluindo proliferacdo de células cancerigenas nos tecidos do
ovario e mama (SIMPKINS et al., 2011).

Ratos submetidos a exposicado crénica a AZ exibiram modificacdo da memoria


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simpkins%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21768606
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espacial e alteracbes na coordenagcdo e na atividade locomotora (BARDULLAS;

GIORDANO; RODRIGUEZ, 2011). Os resultados de Lin, Dodd e Filipov (2013)
indicam que exposicao (24h e 48h) da AZ em roedores induz multiplas anomalias
causando transtornos motores, cognitivos e emocionais.

Rodriguez et al. (2017) verificaram que a AZ é um praguicida potencialmente
téxico para o sistema dopaminérgico. Estudando a exposicao aguda em ratos, esses
autores verificaram que a AZ induziu a hipoatividade locomotora decorrente da
ativacao de células em ndcleos da base e seus alvos.

Tem sido descrito ainda que praguicidas promovem além de efeitos negativos
sobre Sistema Nervoso Central, efeitos sobre o Sistema Nervoso Periférico, como
oscilagcdo postural, velocidade de conducdo nervosa (KIMURA et al.,, 2005) e
alteracéo da atividade enzimatica (AChE) (KORI et al., 2019).

Através de andlise histomorfolégica comparativa e da atividade da AChE
foram encontradas alteragcdes em parametros bioquimicos e fisiolégicos em larvas e
embrides de zebrafish tratadas com diferentes concentracdes de AZ. Este estudo
mostrou que a AZ afetou o desenvolvimento dos sarcomeros e o arranjo das fibras
musculares brancas (WANG et al., 2015).

Em outro estudo, observou-se que a AZ influenciou o desenvolvimento da
larva do zebrafish em diferentes fases, apresentando uma alteracao significativa em
seu comportamento durante a natacdo, e a atividade da AChE foi inibida (LIU et al.,
2016).

A AChE estd presente em sinapses colinérgicas nos sistemas Nervoso
Central e Periférico (BLOTNICK-RUBIN; ANGLISTER, 2018). Na juncéo
neuromuscular (JNM) esta enzima tem como principal fungéo hidrolisar rapidamente
a acetilcolina (ACh) liberada do terminal nervoso, estando presente na fenda
sinaptica juntamente com outras proteinas (PETROV; NIKOLSKY; MASSON, 2018).
Morfologicamente, as JNM sao formadas por trés compartimentos (Figura 2): o
compartimento pré-sinaptico, onde estdo presentes a terminagcdo nervosa com as
vesiculas contendo acetilcolina (ACh) e a célula de Schwann; o compartimento
extracelular, preenchido pela lamina basal; e o compartimento pos-sinaptico, que
compreende o0 sarcolema da fibra muscular com as dobras juncionais e o
sarcoplasma que proporciona suporte estrutural e metabdlico para a regido pos-
sinaptica (ENGEL, 2003; MALOMOUZH, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blotnick-Rubin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29725289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30050445
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Figura 2 — Esquema da Jun¢do Neuromuscular Adulta. (A) o compartimento pré-sinptico; (B) o
compartimento extracelular ou fenda sinaptica; (C) o compartimento pds-sinaptico.
Fonte: Adaptado de Hall e Sanes (1993).

O compartimento extracelular esta situado entre a membrana pré- e poés-
sinaptica e contém a lamina basal, a qual é continua com a lamina basal que
envolve a fibra muscular (HALL; SANES, 1993).

O compartimento pds-sinaptico é composto pelo sarcoplasma juncional e pelo
sarcolema imediatamente justaposto ao terminal nervoso. O sarcolema é pregueado,
contendo dobras juncionais, com cerca de 1 um de profundidade que aumentam a
superficie pés-sinaptica e, portanto, a eficacia da transmissdo sinaptica (SANES;
LITCHMAN, 1999). Nas dobras juncionais estdo presentes duas regides distintas: o
apice, onde os nAChR estdo agrupados em uma densidade de aproximadamente
10* moléculas/um? juntamente com outras proteinas como Rapsina, Utrofina, o-
distrobrevina-1 e o fundo, onde estdo a-distrobrevina-2, distrofina, moléculas de
adesao cellular neural (N-CAM)e os canais de Na’ responsaveis pela geragdo do
potencial de acdo (RUFF, 2003; CONTI-FINE; MILANI; KAMINSKI, 2006).

Segundo Bernard et al. (2011), a AChE esta na fenda sinéptica em estreita
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justaposicdo com o terminal nervoso pré-sinaptico e nas dobras pos-sinapticas

secundéarias da fibra muscular, estando virtualmente ausente nas cristas da
membrana entre as dobras da membrana pés-sinaptica. Este padréo de localizacao
da AChE ocorre a fim de garantir a hidrolise completa da ACh (BLOTNICK-RUBIN;
ANGLISTER, 2018).

Para o monitoramento da inibicdo e reativacdo da AChE varios sdo o0s
métodos analiticos utilizados. Estes métodos auxiliam tanto no monitoramento
clinico de processos de intoxicagdo como na quantificacdo de pesticidas em
alimentos, animais ou plantas (monitoramento ambiental) (CAVALCANTI ET AL,
2016).

A atividade da AChE tem sido uma das ferramentas bioquimicas para avaliar
e monitorar os efeitos de alguns contaminantes ambientais (SAMANTA et al., 2014)

Os praguicidas podem produzir efeitos fisiologicos adversos, com uma
variedade de alteragbes bioquimicas ao nivel celular e molecular. As alteragdes
bioquimicas podem ser utilizadas como marcadores biologicos em estudos
epidemiolégicos, bem como em estudos toxicoldgicos em animais. Os
biomarcadores mais comuns usados para avaliar os efeitos de praguicidas estao
relacionados com os danos no DNA e RNA, a modulagdo da expresséo génica e o
estresse oxidativo (ZIVKOVIC SEMREN; ZUNEC; PIZENT, 2018).

Lin et al. (2018) estudando o cérebro de codornas expostas a AZ durante 45
dias, verificaram que houve estresse oxidativo e disfungcdo mitocondrial através da
inducéo de desordens pela ativacdo de receptores nucleares xenobidticos.

Os estudos de Shirisha e Mastan (2013) mostraram que ratos Wistar albinos
guando expostos por 7 e 14 dias a AZ (300 mg/kg) apresentaram toxicidade
hepatica, estresse oxidativo e alteracdo da atividade antioxidante.

Ratos expostos durante 3, 6 e 9 horas a AZ apresentaram disturbios
metabdlicos, toxicidade mitocondrial em ambas as células hepaticas e musculares
gue afetaram o sistema de fosforilagdo oxidativa (SAGARKAR et al., 2016).

Novais et al. (2014) verificaram que os praguicidas AZ, dimetoato e
carbendazim afetam o organismo de Enchytraeus albidus presente no solo, gerando
estresse oxidativo e inibindo a atividade das enzimas catalase e glutationa
peroxidase.

Adeyemi, Martins-Junior e Barbosa Junior (2015) estudando embrides de

zebrafish verificaram, ap6s exposicdo por 96 horas a 0.8 mM de arsénico e 0.1mM


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blotnick-Rubin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29725289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anglister%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29725289
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de AZ ou mistura de ambos, ha presenca de estresse oxidativo. Danos oxidativos

também foram encontrados no rim de ratos tratados com AZ (LIU et al., 2014). Esse
praguicida também promoveu estresse oxidativo em camardes, o qual foi
determinado pelo aumento da concentracdo de H,O,, o qual foi revertido pela
inclusdo da vitamina E na dieta, que aumentou a atividade das enzimas superoxido
dismutase, glutationa-S-transferase e glutationa redutase (GRIBOFF et al., 2014).

Estudo realizado em ratos Wistar, mostraram genotoxicidade induzida por AZ,
onde a alteracdo no DNA foi confirmada pela frequéncia de microndcleos nas células
do sangue e figado e através do teste do cometa. Apds a administracédo da vitamina
E houve reducao desses efeitos nas células do figado (SINGH et al., 2008).

Mansour et al. (2017) avaliaram o dano oxidativo, alteracGes bioquimicas e
histopatoldgicas em filhotes de ratos, cujas maes foram expostas a uma mistura de
trés praguicidas (AZ, clorpirifos e endosulfan) com e sem suplementacao de vitamina
E. Os autores verificaram que os ratos que receberam durante a amamentacéo a
suplementacdo com vitamina E, tiveram reducdo do estresse oxidativo exercido
pelos praguicidas.

Estudos experimentais recentes evidenciaram que a associa¢cdo da Vitamina
E ao uso de praguicidas promoveu reducdo do estresse oxidativo (ABOUELGHAR;
EL-BERMAWY; SALMAN, 2019; ERDEMLI et al., 2020).

A vitamina E, oferece protecao contra a deplecdo dos metabdlitos de energia,
mantendo o status de energia celular adequada, e, assim, diminuindo o efeito neuro
e miotdxico que destroem neurdnios e fibras musculares por acdo excitotoxica dos
praguicidas (DETTBARN et al., 2001; DETTBARN; MILATOVIC et al.,, 2001,
MILATOVIC; GUPTA, 2006).

A vitamina E age principalmente como antioxidante, neutralizando os radicais
livres e protegendo as membranas celulares contra dano oxidativo (VAN ACKER;
KOYMANS; BAST, 1993) também regula a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (CHOW et al, 1999), mantendo a fosforilagdo oxidativa da
mitocondria  (KOTEGAWA et al., 1993; PUNZ et al., 1998).

Os herbicidas estdo associados a alteracfes respiratorias e tem sido relatado
como agravante de problemas respiratérios cronicos, contribuindo para a
exacerbacdo da asma, rinite, faringite e pneumonia (RATHINAM et al., 2005;
SLAGER et al., 2010; HOPPIN J. A. et al., 2014). Além disso,a interrup¢édo da funcédo

colinérgica através da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) leva ao acumulo do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abouelghar%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31889272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abouelghar%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31889272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abouelghar%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31889272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salman%20HMS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31889272
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neurotransmissor acetilcolina. O excesso de acetilcolina na sinapse resulta em uma

super estimulacdo dos neurbnios colinérgicos, que se manifesta nos sinais e
sintomas comuns da intoxicagcao por organofosforados entre eles miose, aumento de
secrecdes, convulsdes, convulsbes e insuficiéncia respiratoria (MCGARRY et al.,
2020).

Desse modo, o musculo diafragma e o nervo frénico, foram alvos desse
estudo por fazerem parte das esturuturas envolvidas no processo da respiragao.

Assim, o objetivo desse estudo foi ap6s administracdo subcronica de AZ
analisar o efeito protetor da vitamina E sobre o estresse oxidativo e a interagao
neuromuscular (nervo, masculo e jun¢gdes neuromusculares) do musculo diafragma

de ratos.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 52 ratos Wistar, machos, adultos, provenientes do Biotério
Central da UNESP de Botucatu, com aproximadamente 80 dias de idade, os quais
foram mantidos no biotério do CEATOX sob condi¢cdes padronizadas de temperatura
(24 + 2°C), fotoperiodo (12h:12h) umidade e ventilagcdo, recebendo agua e racéo a
vontade (CEUA/IBB protocolo 897/2016).

Os 52 animais receberam por 28 dias via gavage as seguintes substancias de
acordo com os grupos formados (cada grupo com 13 animais):

Grupo C: controle (0,3 ml de éleo de milho);

Grupo AZ: tratado com atrazina (100 mg/kg);

Grupo AZE: tratado com atrazina + vitamina E (100 mg/kg +200 mg/kg);

Grupo E: tratado com vitamina E (200 mg/kg diluido em 6leo de milho).

O herbicida AZ utilizado foi Atrazina Nortox 500 SC e a Vitamina E da
Purifarma Brasil. O periodo de exposi¢cdo dos animais foi determinado conforme
protocolo proposto pela Organisation for Economic Co-operation and Development
(1997) para estudo de toxicidade, sub-crénica, repetida, oral, em ratos.

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (2005),
para estudos com ratos, por via oral, considera-se para AZ a LOAEL de 10-70
mg/kg. Por outro lado, a Dose Letal 50 da AZ em ratos expostos oralmente foi de
1870 a 3090 mg/kg. A dose escolhida para este estudo foi a de 100 mg/kg,

considerada como subcroénica.
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Todos os animais foram pesados semanalmente para ajustes das doses

(dados ndo mostrados).

Decorrido o periodo experimental os animais foram pesados individualmente,
a seguir anestesiados com mistura xilazina e ketamina (1:1) i.p. (012 ml/100g peso
corporal) e eutanasiados através de decapitacao.

Os musculos diafragma foram dissecados e submetidos as seguintes

andlises.

2.1 Andlise Bioquimica

Foram individualizados 100mg do mdusculo diafragma de cada animal,
acondicionados em ependorf e congelados em nitrogénio liquido para as seguintes

determinacodes:

2.1.1 Avaliagdo da colinesterase

A determinacdo quantitativa da atividade enzimatica da colinesterase
muscular foi realizada através de kit especifico (Biotécninca BT1101000) e que teve
por principio quimico, as reacdes desenvolvidas na metodologia espectrofotométrica
descrita por Ellman et al. (1961).

2.1.2 Avaliagdo dos biomarcadores de estresse oxidativo

- determinacdo da atividade de glutationa peroxidase: a atividade da
glutationa peroxidase foi determinada segundo meétodo de Nakamura, Hosoda e
Hayashi (1974) na presenca de peroxido de hidrogénio;

- determinagdo da atividade de superoxido dismutase: a atividade da
superoxido dismutase foi determinada pela técnica de Crouch et al. (1981), tendo
como base a capacidade da enzima de inibir a redugdo do nitroblue-tetrazolico
(NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10);

- determinacdo da atividade da catalase: a atividade da catalase foi
determinada utilizando tampéao fosfato pH 7.0, 0.5 mL de amostra e peroxido de
hidrogénio (30%). As leituras foram realizadas a 240 nm de acordo com o que foi
descrito por Aebi (1974);
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- determinacdo de hidroperéxido de lipidio: foi determinado através da

oxidac&o do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) na presenca de alaranjado de xilenol,
acido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em metanol, a temperatura ambiente
(JIANG; WOOLLARD; WOLFF, 1991).

2.1.3 Determinacédo da Capacidade antioxidante Hidrofilica (CAH)

A medida da CAH foi determinada fluorometricamente, conforme descrita por
Beretta et al. (2006) utilizando leitor VICTOR X2 (Perkin Elmer —Boston, MA). A
capacidade antioxidante foi quantificada por meio de comparagdo da &rea sobre a
curva relativa a cinética de oxidacdo da suspenséo fosfatidilcolina (PC), o qual foi
usado como referéncia de matriz biolégica. O 2’,2 Azobis (2-amino-propano)-
dihdroclorado (AAPH) foi usado como iniciador de radical peroxil. Os resultados
representam a porcentagem de inibicdo do 4,4-difluoro-5-(4-fenil 1-3 butadienil)-4-
bora-3,4-diaza-s-indaceno-3-acido undecandico (BODIPY) 581/591 no material
biolégico analisado em relacdo ao que ocorreu na amostra controle do BODIPY
581/591 em lipossoma PC (fosfatidilcolina). Todas as analises foram realizadas em
triplicata. Os resultados estdo apresentados em porcentagem de protecao.

A porcdo restante de cada um dos musculos diafragma de cada animal de
cada grupo experimental foram individualizadas na regido do ponto motor (Figura 3),
0 nervo frénico direito foi dissecado (Figura 4) e ambos foram processados seguindo

os protocolos descritos abaixo.
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Figura 3 - Vista caudal do musculo diafragma. Ponto motor (seta). Area contendo o ponto

motor (retdngulo).
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Figura 4 - Toracotomia com exposi¢cdo do nervo frénico direito (seta). Onde estdo indicadas as
regides Cranial e Caudal, o musculo diafragma (m.diafragma) e as visceras associadas:
Coracgéo e Pulmao Direito e Esquerdo.
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2.2 Analise Morfologica e Morfométrica

2.2.1 Analise das fibras musculares e da porcentagem de colageno

Por¢cdes musculares do musculo diafragma foram seccionadas em retangulos
os quais foram enrolados sobre si mesmo formando uma espécie de tubo envolvidas
em talco neutro e congeladas em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -
80°C. Posteriormente, foram obtidos cortes histolégicos transverais em criostato
Leica CM 1800 com espessura de 6um e confeccionadas 2 laminas para cada
animal de cada grupo experimental. Cada uma delas foi submetida respectivamente
a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrossirus Red. As laminas
confeccionadas foram fotografadas no aumento de 200X através do microscopio
Olympus Bx41(camera SC30).

Para a andlise morfométrica das fibras musculares coradas com HE foram
utilizadas em torno de 200 fibras musculares selecionadas a partir de 4-5 campos
aleatérios, as quais foram submetidas aos calculos da area e do diametro menor
das fibras musculares através do software Sigma Scan Pro 5.

A porcentagem de colageno no tecido muscular foi calculada a partir de
imagens obtidas através da colora¢éo de Picrossiruis Red de 5 campos aleatorios de
cada animal de cada grupo experimental, onde as areas em vermelho eram
detectadas automaticamente pelo software para a obtencdo da porcentagem de

colageno atraves do software Leica QWin,

2.2.2 Andlise do nervo frénico

Os nervos frénicos foram expostos, coletados e em seguida foram submetidos
a fixacdo e coloracdo com tetréxido de ésmio a 1%. ApoOs 24 horas, os exemplares
seguiram a rotina do laboratério da UNIPEX/FMB/UNESP/Botucatu. Foram obtidas
seccOes transversais dos nervos de cerca de 2um de espessura e confeccionadas
laminas histolégicas as quais foram contra-coradas com azul de toluidina. A partir
das laminas obtidas, foi realizada analise morfométrica dos nervos. Para isso, foram
obtidas imagens (40 x) através do analisador de imagens Olympus Bx41l(camera
SC30), do Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéncias — UNESP - Campus

de Botucatu as quais foram submetidas a analise através do software “Sigma Scan
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Pro 5”. Através desta analise foi obtido: o numero, didmetro e area das fibras

nervosas, os diametros e areas dos axonios, e a partir destes foram calculados a

espessura da bainha de mielina e Razéo G, utilizando as seguintes formulas:

Diametro médio axénios = ) diametro axénios

n° axoénios

Diametro médio fibras = > diametro fibras

ne fibras

Espessura da bainha mielina = didametro da fibra - diametro do axénio
2

Razdo G = diametro do axénio (média)

didmetro da fibra (média)

2.2.3 Analise das jun¢gdes neuromusculares

Fragmentos musculares contendo o ponto motor foram fixados em solucéo de
Karnovsky e foram cortados longitudinalmente em 3 ou 4 fatias. A seguir o material
foi submetido a reacdo de Esterase Inespecifica, para caracterizacdo das JNM
adaptada da técnica de Lehrer e Ornstein (1959).

O método de Esterase Inespecifica € baseado na hidrélise do acetato a-naftil
pela enzima AChE, sendo que o produto fendlico dessa reacdo combinado com a
pararosanilina marca os sitios que contém a enzima AChE (presente na fenda
sinaptica) e outros locais que contém ACh (regido pré-sinaptica e pds-sinaptica).
Desse modo, ocorre marcacgao “inespecifica’ de sitios esterase positivos, levando a
evidenciacdo das regibes pré e pos-sinapticas e também da fenda sinaptica,
permitindo uma visualizagcdo da morfologia da JNM.

Para a andlise morfométrica as laminas foram fotografadas em
fotomicroscopio Olympus Bx4l(camera SC30), do Departamento de Anatomia,
Instituto de Biociéncias — UNESP - Campus de Botucatu, onde utilizando objetiva de
40X, 50 imagens de JNM por animal foram obtidas, totalizando 250 juncdes para

cada grupo experimental. A analise morfométrica da area e do diametro maximo foi
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realizada atraves software livre “Image J”.

Para a andlise em microscopia confocal 3 animais de cada grupo
experimental foram perfundidos via ventriculo esquerdo com PBS, e a seguir com a
solucéo de paraformaldeido a 4,0% em tampéo fosfato de sodio 0,1M, PH 7,4. Para
escoamento do sangue e do excedente do liquido foi seccionado atrio direito. Apos
perfusdo fragmentos musculares contendo o ponto motor permaneceram por 15
minutos em paraformaldeido 4%, sendo a seguir submetidos ao protocolo para
marcacgao dos receptores de acetilcolina. Que consistiu de lavagem com PBS (14g
de fosfato de so6dio monobasico, 4,3 g de fosfato de potassio bibasico anidro e 72g
de cloreto de sédio em 1L de agua destilada, pH 7,5) varias vezes e incuba¢do com
glicina 0,1 M por 20 min em agitador orbital. Novas lavagens em PBS e incubacé&o
com colagenase 1% (Tipo I-Sigma C-0130) por 20 min no agitador. Novas lavagens
em PBS e incubacdo durante 30 min no agitador de a-bungarotoxina conjugada a
rodamina (Rh-BTX — Molecular Probes T1175,1: 1000 em PBS). Novas lavagens
com PBS e incubagcdo em 1 hora com Triton X-100 1%(Sigma T9284). Finalmente
montagem das laminas com Vectashield e andlise e fotodocumentacdo em

microscoépio confocal de Varredura a Laser (Leica -TCS-SPE).

2.2.4 Analise Estatistica dos dados

O estudo preliminar das variaveis quanto a aderéncia a distribuicdo normal
dos dados foi realizado pelo teste de Kolmogorov & Smirnov, definindo por técnicas
paramétricas quando a variavel mostrou aderéncia a normalidade (técnica de
ANOVA) e nado paramétrica (Kruskal-Wallis) quando houve falta da aderéncia.
Devido a aderéncia dos dados a distribuicdo normal de probabilidade, todos os
procedimentos estatisticos foram realizados por meio de técnicas paramétricas.
Assim os dados foram analisados utilizando técnicas da andlise ANOVA para o
modelo com dois fatores complementando com o teste de comparac¢es multiplas de
Tukey (ZAR, 2009), considerando o nivel de 5% de significAncia. Para essas
analises foi utilizado o software estatistico R-Gui versao 3.6.2 (R Development Core
Team. 2019).
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3 RESULTADOS

Em relacdo ao peso dos animais (dados ndo mostrados) ndo houve diferenca

entre 0s grupos.
3.1 Anélise Bioquimica
3.1.1 Analise da colinesterase
O grupo E apresentou reducéo na atividade da colinesterase (164,50 + 60,92)
guando comparado ao grupo C (1068,15 + 498,63) (p< 0,05) e ao grupo AZE

(706,32 + 552,12) (p< 0,05). Ja o grupo AZ (910,23 * 401,02) ndo apresentou
diferencas em relacao aos grupos C e AZE (p>0,05) (Figura 5).
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Figura 5 - Gréafico das médias e desvio padrdo da média da determinagédo quantitativa da atividade
enzimatica da Colinesterase segundo 0s grupos experimentais, C: controle, AZ:
Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E (* p< 0,05).

3.1.2 Andlise dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Através dessas analises foi possivel observar que no grupo AZ (214,29 *
17,55) houve aumento na atividade do hidroperoxido de lipidio quando comparado
com os animais do grupo C (106,80 + 24,80). J& no grupo AZE (144,92 + 38,35)
guando comparado ao AZ houve diminuicdo desse parametro (p<0,01). Em relacao
ao grupo E (94,81 = 12,14) houve diminuicdo da atividade comparado ao grupo AZE
(144,92 + 38,35) (p<0,01) (Figura 6A).

Em relacdo a catalase a resposta foi semelhante onde no grupo AZ (30,08 +
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5,73) houve aumento na atividade dessa enzima quando comparada ao grupo C

(21,22 + 6,72) (p<0,01). Quando a vitamina E foi associada observou-se diminui¢c&do
desse parametro no grupo AZE (21,66 * 6,96) (p<0,01) (Figura 6B).

Em relagcdo a quantificacdo da superdxido dismutase, o grupo AZ (2,70 £
0,11) apresentou os menores valores quando comparado aos animais do grupo C
(3,40 = 0,35) (p< 0,05) e do grupo AZE (3,48 £ 0,47) (p< 0,05). J& os animais do
grupo E (5,44 + 0,89) apresentaram 0s maiores valores frente a essa enzima,
quando comparados aos animais do grupo C (3,40 £ 0,35) (p<0,01) e do grupo AZE
(3,48 £0,47) (p<0,01) (Figura 6C).

A andlise da enzima glutationa peroxidase ndo apresentou diferengas entre
os grupos: C (116,42 + 21,13), AZ (106,24 + 15,98), E (96,96 + 22,39), AZE (118,74
+ 23,08) (p>0,05) (Figura 6D).

— *

E . R, T s

3 — B 40, —

[

3 250- —— = T

o T T 30 T

2 200 | | o

& 1 g

5 150- £ 204 p

g : &

= S

5 100+ == £ ==

] ~ 104 o

oS 50 %

> 504

T ©

! .

2 o . ; . T T T
[ & < o

3 v

b}

=

A

Grupos Experimentais Grupos Experimentais
B
2 2
] 0
° 2
- S * | @ 150+
& | = T
*

E S T
g —— T E 100 T

*k —
< — ©
i = = s
] % 504
g 2 g
a r
=]
:g 0- T T T g 0- T T
X o < % = o < <
g o g v
3 Grupos Experimentais o Grupos Experimentais
C D

Figura 6 - Gréaficos da determinagdo enzimatica de: A- Hidroperéxido de Lipidio, B- Catalase, C-
Superoxido Dismutase, D- Glutationa Peroxidase. Valores expressos em meédias e
desvio padrdo da média segundo os grupos experimentais, C: controle, AZ: Atrazina,
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AZE: Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E (* p< 0,01, ** p< 0,05).

3.1.3 Determinagéo da Capacidade antioxidante hidrofilica

Em relacdo a avalicdo da Capacidade antioxidante hidrofilica os maiores
valores foram encontrados no grupo AZ (60,24 = 2,46) quando comparados ao C
(57,29 £ 1,06) (p< 0,05). Quando a vitamina E foi associada houve diminui¢do desse
parametro no grupo AZE (54,42 + 2,41) (p< 0,01). Entre o grupo C (57,29 + 1,06) e 0
grupo E (55,32 = 3,05) ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05)
(Figura 7).
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Figura 7 - Gréaficos das médias e desvios padrdes da média segundo os grupos experimentais, C:
controle, AZ: Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E, da porcentagem da
Capacidade antioxidante hidrofilica (* p< 0,01, ** p< 0,05).

3.2 Analise Morfolégica e Morfométrica

3.2.1 Analise das fibras musculares (Hematoxilina e Eosina) e Andlise do colageno

(Picrossirius Red)

Quanto a morfologia das fibras musculares, ndo foi possivel notar diferencas
entre os grupos, sendo que em todos os grupos as fibras musculares apresentaram
caracteristicas compativeis com a normalidade: fibras musculares em formato
poligonal e com nucleos periféricos (Figura 8A-D).

Em relacdo a andlise morfométrica os dados revelaram que quanto a area
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das fibras os animais do grupo E (1639,46 + 321,80) foram 0s que apresentaram 0s

maiores valores quando comparado com o grupo C (1368,77 + 149,22) (* p< 0,05).
Os animais do grupo AZE (1145,74 £ 105,99) apresentaram os menores valores de
area das fibras musculares quando comparado com o grupo E (1639,46 + 321,80)
(**p<0,01) (Figura 8E). O mesmo foi observado em relacdo ao diametro menor das
fibras musculares onde os animais do grupo AZE (31,13 = 1,87) apresentaram 0s
menores em relacdo aos animais do grupo E (35,46 + 2,76) (**p<0,01) (Figura 8F).

Os valores do diametro menor das fibras musculares tiveram essa mesma
resposta onde os animais do grupo E (35,46 *+ 2,76) foram os que apresentaram 0S
maiores valores quando comparado com os animais dos grupos C (32,43 £+ 1,58)
(**p<0,01).

Através da coloracdo de Picrossirius Red pdde-se evidenciar as fibras
colagenas presentes no endomisio e perimisio, as quais foram marcadas em
vermelho e as fibras musculares em amarelo. Essa analise foi realizada através de
microscopia optica de luz convencional (Figura 8a-d).

Tanto a analise morfolégica quanto a da porcentagem de coldgeno nao
mostraram diferencas entre os grupos estudados (C: 15,18 + 4,57; AZ: 14,07 £ 1,13,
E: 15,95 + 2,30; AZE: 14,55 + 1,11) (p>0,05) (Figura 8G).
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Figura 8 - A-D: Fotomicrografias de cortes transversais do musculo diafragma corados com HE de
todos o0s grupos experimentais em microscopia de luz convencional. a-d:
Fotomicrografias de cortes transversais do musculo diafragma corados com Picrossirus
Red de todos os grupos experimentais em microscopia de luz convencional. (E-G)
Grafico das médias e desvio padrdo da area da fibra muscular, diametro menor da fibra
muscular e porcentagem do colageno respectivamente para todos 0s grupos
experimentais, C: controle, AZ: Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E (*

p< 0,05; *p<0,01).
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3.2.2 Analise do nervo frénico

A andlise morfologica evidenciou padrdo de normalidade entre todos os
grupos. Sendo que histologicamente os ax6nios apresentaram bainha de mielina
integra sem sinais de degeneracédo, de edema endoneural e de infiltrado inflamatoério
(Figura 9A-D). Esses resultados foram confirmados pela morfometria onde né&o foi
observada diferenca estatistica entre os grupos frente a todos os parametros
analisados: numero de fibras nervosas (C: 428,40 + 91,02; AZ: 439,80 = 34,60; E:
387,60 = 50,89; AZE: 453,80 * 56,50), area das fibras nervosas (C: 42,69 + 7,41; AZ:
43,81 + 8,28; E: 45,21 + 11,56; AZE: 35,86 + 6,55), didmetro médio das fibras
nervosas (C: 6,36 + 0,66; AZ: 6,47 + 0,67; E: 6,41 + 0,87; AZE: 5,67 £+ 0,78), area
dos axénios (C: 15,20 + 4,53; AZ: 13,68 + 1,77; E: 14,53 + 5,84; AZE: 9,84 + 2,09),
didmetro médio dos axbnios (C: 3,59 + 0,61; AZ: 3,40 + 0,34; E: 3,33 = 0,81; AZE:
2,69 = 0,51), espessura da bainha (C: 1,39 + 0,14; AZ: 1,54 £ 0,25; E: 1,54 = 0,19;
AZE: 1,49 + 0,16) e calculo da razdo G (C: 0,56 + 0,05; AZ: 0,53 £ 0,04; E: 0,51 +
0,08; AZE: 0,47 £ 0,04) (p>0,05) (Figura 9E-K).
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Figura 9 - A-D: Fotomicrografias de sec¢Ges transversais do nervo frénico coradas em tetréxido de
Osmio. Para todos os grupos experimentais A: grupo controle (C); B: Grupo Atrazina
(AZ); C: Grupo Atrazina + Vitamina E (AZE); D: Grupo Vitamina E (E). E-K: Graficos
das médias e desvio padréo da andlise morfométrica do nervo frénico dos grupos C,
AZ, AZE e E. E: Area dos axdnios (um %); F: Area das fibras nervosas (um?); G:
diametro médio dos axbnios (um); H: didametro médio das fibras (um). I: nimero de
fibras; J: Espessura da bainha de mielina (um); K: razéo G.
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3.2.3 Analise das jun¢des neuromusculares

Em relacdo a morfologia, as JNMs de todos os animais estavam alinhadas
transversal ou obliqguamente ao maior eixo das fibras musculares, sem alteracdes
morfolégicas (Figura 10A-D). A morfometria da area das JNMs néo revelou diferenga
estatistica entre os grupos (C: 577,67 £ 99,6; AZ 503 + 93,91; E: 518,50 + 215; AZE
537,69 = 193) (p > 0,05) (Figura 10E). Em relacdo ao diametro maximo das JNMs
houve diminuicdo desse parametro no grupo AZ (33,71 + 4,11) quando comparado
ao grupo AZE (46,37 = 15,49) (*p < 0,05). Os grupos C (35,25 + 45) e E (35,45 £
9,79) ndo apresentaram diferengas entre si (p > 0,05) (Figura 10F).

Os receptores de acetilcolina marcados com alpha-bungarotoxina associada a
rodamina e analisados através da microscopia confocal mostraram que as respostas
dos fluor6foros estavam homogéneas e os NAChR em autofluorescéncia em todos
oS grupos estudados. Sendo que os mesmos estavam distribuidos em bracos
continuos que corriam em varias orientagdes ao longo da fibra muscular (Figura 10a-
d).
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Figura 10 - A-D: Fotomicrografias do musculo diafragma (montagem total) de todos os grupos

experimentais. a-d: JNMs marcadas com esterase inespecifica. Detalhe: JNMs. a-d:
Fotomicroscopia Confocal de Varredura a Laser. E-F: Grafico das médias e desvio
padrdo da area das JNMs (um?) e diametro maximo das JNMs (um) para todos os
grupos experimentais, C: controle, AZ: Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E:
Vitamina E (*p < 0,05).
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4 DISCUSSAO

O uso do herbicida AZ tem sido associado a varios problemas de saude e um
grande problema de saude publica, pois sua deteccdo ocorre tanto nos
ecossistemas quanto em seres humanos, e gera niveis cumulativos em diferentes
tipos de 6rgéos e tecidos (LI et al., 2017).

A exposicdo a praguicidas pode aumentar o gasto energético nos tecidos na
tentativa de eliminar esses compostos téxicos, alterando o metabolismo e levando a
diminuicdo dos niveis de proteinas teciduais. A mobilizacdo de proteinas ocorre
devido a necessidade de sustentar o ciclo do &cido tricarboxilico, através da
degradacdo proteica em aminoacidos, aumentando a sintese de adenosina
trifosfato, a fim de atender ao aumento da demanda de energia das células expostas
ao estresse toxico (GANESHWADE et al. ,2012).

O metabolismo desse praguicida resulta na formacéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (EL-SHENAWY et al., 2011; GAO et al., 2016; FIGUEIRA; AGUIAR;
ROSA, 2017; YOON et al.,, 2019) modulando o sistema de defesa antioxidante e
causando danos oxidativos a todos os componentes celulares, incluindo éacido
nucleico, proteinas, lipidios e até morte celular (POGRMIC-MAJKIC et al., 2010;
KESHK et al., 2014).

Alteracfes metabdlicas dos tecidos sdo acompanhadas da geracao de EROs,
a peroxidacao lipidica pode ser um dos mecanismos moleculares envolvidos na
toxicidade induzida pela atrazina, esta relacionada ao aumento da concentracdo do
peréxido de hidrogénio (H.0,), que gera proceso oxidativo e induz danos
peroxidativos aos lipidios da membrana (Singh et al., 2011).

Os resultados desse estudo permitem inferir que a AZ, na dose utilizada,
causou estresse oxidativo no musculo diafragma de ratos. Esses resultados sdo
confirmados pelos maiores valores obtidos no grupo AZ em relacdo ao hidroperéxido
de lipideo (HP), da enzima antioxidante catalase (CAT) e pela determinacdo da
capacidade antioxidante hidrofilica (CAH). Essa determinagcdo permite uma Visao
mais profunda do envolvimento do estresse oxidativo em varias condigdes
fisiopatoldgicas, e permite inferir sobre a eficacia de intervencdes antioxidantes
(FRAGA; OTEIZA; GALLEANO, 2014). A reducdo de atividade enziméatica
antioxidante apos a exposicdo a AZ também foi observada por Singh, Sandhir e
Kiran (2011), Liu et al. (2014), Griboff et al. (2014), Hassani et al. (2015) e Chaébane



35
et al. (2018) estudando praguicidas.

A exposicao celular prolongada a ERO leva a uma reducdo de antioxidantes
endodgenos naturais como a superoxido dismutase (SOD) (DI VINCENZO et al,
2019), o que esta de acordo com os menores valores da SOD observadas no grupo
AZ, valores estes menores que do grupo C.

Em relacdo a vitamina E, os dados mostraram que quando houve sua
associacdo a AZ apresentou reducdo nos valores do HP, da CAT e da CAH e
aumento da SOD, sugerindo uma ac¢éo antioxidante dessa vitamina. O papel da
vitamina E € conhecido na salde animal por inativar radicais livres produzidos como
produtos da atividade celular normal, bem como evitar formacdo de Varios
estressores (CHAABANE et al., 2018).

A literatura relata que uma dieta rica em vitaminas previne doengas como
cancer e disturbios cardiovasculares (FIEDOR; BURDA, 2014; MANGGE et al.,
2014). Isso ocorre porque os antioxidantes exdgenos e enddgenos atuam em
sinergia para combater os radicais livres (MONTEZANO; TOUYZ, 2014).

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do radical superoxido em H,O, que
podem ser convertidos posteriormente em agua pela CAT ou pela Glutationa
Peroxidase (FRANCA et al.,, 2013). A similaridade dos valores encontrados entre
todos os grupos em relacéo a glutationa peroxidase podem ser justificados pelo fato
de que a CAT teve grande atuacdo no processo de estresse oxidativo a
qgual também tem a funcdo de reduzir o H,O, em agua (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006) ndo necessitando de acao da glutationa.

A AChE é uma das enzimas presentes na fenda sinaptica responsavel por
hidrolisar a ACh liberada do terminal nervoso motor permitindo assim sua ressintese
(MALOMOUZH, 2012; SLATER, 2017). Os resultados deste estudo mostraram que a
AZ néo inibiu a atividade da AChE (valores do grupo AZ semelhantes ao C). Ja a
vitamina E promoveu sua diminuicdo, e a associagcao com a AZ aproximou seu valor
do grupo AZ.

Vérios autores descrevem diminuigdo da atividade da AChE induzida por AZ
(XING et al., 2010; SCHMIDEL et al., 2014; LIU et al., 2016; CHAABANE et al.,
2018). Ja Rosini et al. (2005) estudando o potencial de drogas para doenca de
Alzheimer verificaram que o acido lipdico, considerado um potente antioxidante,
promoveu inibicdo da AChE. Mazzanti et al. (2009) estudando a associacdo entre

uma droga antioxidante Ebselen com a vitamina E, verificaram também que a
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vitamina E inibiu a atividade da AChE no cortex cerebral e no hipocampo.

Em relacdo a morfologia e morfometria do nervo frénico ndo foram
observadas diferencas entre os grupos de estudo.

Tem sido descrito ainda desordens respiratorias como faringite, bronquite,
asma, insuficiéncia respiratoria, pneumonia, dispneia, catarro nasal, sinusite,
irritacdo da faringe e irritacdo nasal associada ao uso de AZ (Rathinam et al., 2005).

Embora nosso estudo ndo tenha realizado andlises funcionais associadas a
capacidade respiratoria, os resultados tanto morfolégicos quanto morfométricos
indicam que o nervo frénico foi preservado.

A razdo G é um parametro relacionado a velocidade de condug&o do impulso
nervoso. Segundo Mendoncga, Barbieri e Mazzer (2003), valores baixos (em torno de
0,4) geralmente indicam degenerac&o axonal, enquanto valores altos (em torno de
0,7) indicam degeneracdo ou regeneracdo da mielina. Os valores obtidos neste
estudo em todos os grupos giram em torno de 0,52 confirmando os padrbes de
normalidade.

Devemos considerar ainda que embora varios autores tenham descrito
alteragdes decorrentes da AZ sobre sistema nervoso central (MA et al.,, 2015;
ZHANG; MA; LI, 2015; KALE; OYESOLA; RAJI, 2018), pouco tem sido estudado
sobre a acao deste herbicida sobre o sistema nervoso periférico.

Nenhuma alteracdo morfolégica e morfométrica foi encontrada decorrente da
AZ nas fibras musculares e nas JNM, bem como frente a porcentagem de colageno.

Diferentes respostas podem ocorrer na dependéncia da espécie animal,
concentracdo do praguicida e duracdo da exposicdo ao contaminante
(DORNELLES; OLIVEIRA, 2016). Desse modo, cada vez mais a toxicidade dos
praguicidas deve ser considerada, referente as suas conformacgdes, acoplamento
molecular e as interagdes decorrentes de sua dinAmica molecular (MLADENOVIC et
al., 2018).

Sagarkar et al. (2016) estudando o efeito da AZ sobre cultura de células
musculares, verificaram alteragdes em genes mitocondriais.

J& os resultados observados no grupo que recebeu apenas vitamina E
indicaram aumento de area e proporcionalmente do diametro menor das fibras
musculares. Sendo que sua associagdo com a AZ promoveu decréscimo desses
valores, mas que foram equivalentes ao do grupo Controle. Em relagcdo a juncédo

neuromuscular ndo foram observadas diferencas em relacdo aos grupos estudados
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tanto quanto a morfologia como em relagcdo a morfometria das mesmas, embora a

associacdo da vitamina E com AZ tenha aumentado o didmetro maximo das
juncoes.

Chung et al. (2018) em um artigo de revisdo sobre a vitamina E, comentam
que tanto em estudos experimentais quanto em estudos pré-clinicos, a vitamina E
beneficia a proliferacédo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia de mioblastos. Também
atua no reparo de membranas, na eficiéncia mitocondrial, sobre a massa e
propriedades musculares contrateis, e ainda na capacidade frente ao exercicio.

Eidi et al. (2006) estudando a retencdo de memdéria em ratos avaliaram a
associacdo da vitamina E com nicotina e pilocarpina. Verificaram que a vitamina E
potencializou as respostas desses farmacos, sugerindo que a vitamina E e o sistema
colinérgico tém uma estreita interacéo.

Grabowiecki et al. (2015) em estudos in vitro verificaram que a vitamina E
impediu a atrofia de mioblastos e contribuiu para a sobrevivéncia dos miotubos. Ha
ainda a se considerar que a vitamina E diminui a degradacdo de proteinas e
aumenta sua sintese (ARAGNO et al., 2004; SERVAIS et al., 2007). Os estudos de
Bartali et al. (2008) e Chung et al. (2018) descrevem que a suplementacdo com
vitamina E melhora a fun¢cdo muscular, atenuando o declinio funcional durante o
envelhecimento, o que pode ser justificado pela sua acdo supressora do estresse
oxidativo e da inflamacdo. No entanto, os efeitos da vitamina E sobre a estrutura
muscular pode néo ser explicado exclusivamente pela eliminacdo de radicais livres.
Esses efeitos possivelmente refletem interacfes especificas do alfa-tocoferol com
enzimas, proteinas estruturais, lipidios e fatores de transcricdo (HASAN et al., 2004).

A vitamina E além de efeito antioxidante, interage especificamente com
diferentes estruturas podendo ser considerada um agente potencialmente importante
na prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares, cancer, inflamacéao,
distdrbios imunolégicos e neurodegenerativos (SZYMANSKA; NOWICKA; KRUK,
2017). Ela atenua as ERO reduzindo o oxigénio, bloqueando as enzimas envolvidas
na geracdo de EROs (lipoxigenase, ciclooxigenase, xantina oxidase,
monooxigenase), quelando ions metalicos de transicdo que desencadeiam a
producado de ERO e eliminando a peroxidacdo lipidica, e auxiliando na reciclagem de
outros antioxidantes (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014).

Levando-se em consideracdo que a AZ é um praguicida de estrutura estavel,

de dificil degradacdo, e que permanece por longo tempo no ambiente (HE et al.,
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2019), cuja toxicidade ocorre a longo prazo (SANCHEZ et al., 2020). Nosso estudo

vem contribuir para que novas estratégias nutricionais associadas ao uso da
vitamina E possam proteger o organismo de mamiferos dessa toxicidade. Além
disso, o interesse pelas funcionalidades benéficas dessa vitamina esta aumentando
e continuara atraindo os pesquisadores.

Nossa expectativa frente aos resultados seria ter encontrado uma diminui¢c&o
da AChE no grupo AZ e uma reversdo com o uso da vitamina E. Podemos
considerar que, esses resultados foram uma limitagcdo do nosso estudo, pois embora
essa analise enzimatica tenha sido repetida duas vezes, e sempre realizadas em
triplicata, é descrito que essa enzima é bastante sensivel ao armazenamento e
temperatura, 0 que pode ter contribuido para os valores encontrados. Acrescido a
isso a manifestacdo dos sintomas relacionados a chamada sindrome colinérgica
aguda, resultante da elevacdo nos niveis de ACh, depende da dose e da via de
exposicao (OLIVEIRA; BURIOLA, 2009). Aléem disso, o tempo de exposi¢cao e a dose
utilizada(subcronica) podem explicar a auséncia de alteragcdes morfolégcas
observadas neste modelo de estudo.

A partir dessas consideracdes, podemos concluir que a exposicdo a AZ neste
modelo experimental promoveu estresse oxidativo nas fibras musculares do musculo
diafragma de ratos que foi revertido pelo uso da vitamina E. O efeito pré-oxidante da
AZ n&o provocou alteracdo sobre a interagcdo neuromuscular (fibras musculares,
nervo e juncgdes neuromusculares). Ja a vitamina E exerceu papel antioxidante sobre

o musculo diafragma gerado pela exposi¢cao subcrénica a AZ.
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Resumo

O herbicida atrazina (AZ) € um dos mais utilizados, e tem promovido varias alteragdes sobre
os sistemas organicos do homem e de outros animais. Esta substancia tem sido associada
ainda a presenca de estresse oxidativo, 0 qual por vezes € revertido pela associagdo com
antioxidantes, como a vitamina E. A vitamina E age principalmente neutralizando os radicais
livres e protegendo as membranas celulares contra dano oxidativo, também regula a
producdo de espécies reativas de oxigénio, mantendo a fosforilacdo oxidativa da
mitocdndria. Considerando que ndo ha relatos na literatura em relacao ao efeito da AZ sobre
a interacdo neuromuscular de mamiferos, o objetivo desse trabalho foi avaliar apos
exposicao subcronica a AZ o efeito protetor da vitamina E sobre o estresse oxidativo e a
interacdo neuromuscular no muasculo diafragma de ratos. Foram utilizados 52 ratos Wistar,
machos adultos (CEUA/IBB protocolo 897/2016). Os animais receberam por 28 dias via
gavagem as seguintes substancias de acordo com os grupos formados: Grupo C: controle
(0,3 ml de 6leo de milho); Grupo AZ: tratado com atrazina (100 mg/kg); Grupo AZE: atrazina
(100 mg/kg) + vitamina E (200 mg/kg); Grupo E: 200 mg/kg vitamina E. Decorrido o periodo
experimental (28 dias) os animais foram anestesiados e a seguir eutanasiados por
decapitacdo. Os nervos frénicos direito foram coletados e submetidos a anélise morfologica
e morfométrica. Os musculos diafragmas forma reduzidos a fragmentos contendo o ponto
motor e processados para: a) andlise bioguimica de estresse oxidativo; b) analise
morfologica e morfométrica das fibras musculares (HE) e da quantificacdo da porcentagem
de colageno (Picrossirius Red); c) analise morfolégica e morfométrica das juncdes
neuromusculares (JNMs) através de microscopia de luz e dos nAChR através da
microscopia confocal. Os resultados mostraram em relagdo aos marcadores de estresse
oxidativo, que o grupo AZ apresentou 0os maiores valores da catalase, do hidroperéxido de
lipideo, e da Capacidade Antioxidante Hidrofilica; e os menores valores da superoxido
dismutase. Quando associada a vitamina E houve inversdo desses valores. Ndo houve
diferencas entre os grupos em relacéo a glutationa peroxidase, a morfologia e a morfometria
do nervo frénico e na porcentagem de colageno. J4 a area e o diametro das fibras
musculares foram maiores no grupo E. Mas quando houve associacdo da vitamina E a AZ,
houve diminuicdo desses parametros. Ja em relacdo ao didametro das JNMs houve aumento
no didmetro maximo quando a vitamina E foi associada a AZ, embora diferengas
morfologicas ndo tenham sido observadas através da microscopia confocal. A partir desses
resultados podemos concluir que a exposicdo a atrazina neste modelo experimental
promoveu estresse oxidativo nas fibras musculares do diafragma de ratos. O efeito pro-
oxidante da AZ n&o provocou alteragdo sobre a interagdo neuromuscular (fibras musculares,
nervo e juncdes neuromusculares). A vitamina E exerceu papel antioxidante gerado pela
exposicao subcrbnica a AZ.

Palavras-chave: Atrazina; Vitamina E; Estresse oxidativo.
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1. Introducéo

Os praguicidas sédo substancias quimicas usadas em diferentes culturas na
protecao, prevencao, destruicdo ou controle de organismos ou doencgas prejudiciais
as plantacdes (Béranger et al., 2020).

Existem evidéncias ligadas a exposicdo dos praguicidas e a incidéncia de
doencas crbénicas humanas, incluindo diabetes (Jestadi et al.,, 2014), cancer
(Wirbisky et al., 2016; Chevalier et al., 2016; Kaur et al., 2018; Brasil et al., 2018),
Parkinson (James & Hall, 2015), Alzheimer e esclerose multipla (Xing et al., 2010;
Pathak & Dikshit, 2011; Souza et al., 2012; Mostafalou & Abdollahi, 2013).

Sinais e sintomas comuns da intoxicagcdo por organofosforados incluem
miose, aumento de secrecdes, convulsdes, convulsdes e insuficiéncia respiratoria
(Mcgarry et al., 2020).

Os biomarcadores mais comuns usados para avaliar os efeitos de praguicidas
estdo relacionados com os danos no DNA e RNA, a modulacdo da expresséao
génica, modificacdes epigenéticas e o estresse oxidativo (Zivkovi¢ et al., 2018:;
Sanchez et al., 2020).

A atrazina (AZ) (2-cloro-4-(etilamino)-6-isopropilamino-s-triazina) é um
herbicida pertencente ao grupo das s-triazinas, sendo responsavel por 30% dos
praguicidas produzidos mundialmente (Abarikwu & Farombi, 2015).

Em varios paises, 0s sistemas aquaticos proximos de propriedades agricolas
tém apresentado em suas amostras a presenca de AZ e seus metabdlitos (Liu et al.,
2016), o que representa uma ameaca significativa para 0 ecossistema aquatico e a
saude humana (Ji et al., 2015). Tem sido descrito ainda desordens respiratorias
como faringite, bronquite, asma, insuficiéncia respiratoria, pneumonia, dispneia,

catarro nasal, sinusite, irritacdo da faringe e irritacdo nasal associada ao uso de AZ
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(Rathinam et al., 2005).

Estudo entre agricultores expostos a pesticidas, incluindo a AZ em
comparacdo com controles ndo agricolas, demonstraram aumentos nos
biomarcadores para estresse oxidativo e danos ao DNA (Lerro et al., 2017).

O uso do herbicida AZ além de danos ao DNA e da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, provoca interrupcdes na homeostase do calcio, diminui a
atividade antioxidante da glutationa, provocando assim, imunotoxicidade no
organismo de outros mamiferos como camundongos (Gao et al., 2016).

A vitamina E age principalmente como antioxidante, neutralizando os radicais
livres e protegendo as membranas celulares contra danos oxidativos (Van acker et
al., 1993), também regula a producao de espécies reativas de oxigénio (Chow et al.,
1999) mantendo a fosforilagdo oxidativa da mitocondria (Kotegawa et al., 1993; Punz
et al., 1998).

A associagdo da vitamina E e a AZ tem mostrado resultados positivos sobre o
estresse oxidativo (Singh et al., 2011) e também o uso da vitamina E associado a
outros praguicidas atuou como antioxidante (Mansour et al., 2017; Abouelghar et al.,
2019; Erdemli et al., 2020).

Os herbicidas estdo associados a alteracdes respiratérias e tem sido relatado
como agravante de problemas respiratérios cronicos, contribuindo para a
exacerbacao da asma, rinite, faringite e pneumonia (Rathinam et al., 2005; Slager et
al., 2010; Hoppin et al., 2014).

Considerando que o musculo diafragma atua como um fole nos movimentos
respiratorios sob inervacdo do nervo frénico o objetivo desse estudo foi apoés
administracdo subcrbénica de AZ analisar o efeito protetor da vitamina E sobre o

estresse oxidativo e a interacdo neuromuscular (nervo, musculo e juncdes
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neuromusculares) no musculo diafragma de ratos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Foram utilizados 52 ratos Wistar, machos, adultos, (CEUA 897/2016) e foram
mantidos sob condi¢cbes padronizadas de temperatura (24 + 2°C), fotoperiodo
(12h:12h) umidade e ventilagdo, recebendo 4gua e racdo a vontade. Os animais
foram divididos em quatro grupos (n=13 em cada grupo), de acordo com as
substancias que receberam diariamente via gavage: Controle (C) 0,3 ml de éleo de
milho; Atrazina (AZ) (atrazina:100 mg/kg); Atrazina + vitamina E (AZE) (atrazina +
vitamina E :100 mg/kg +200 mg/kg), Vitamina E (E) (vitamina E : 200 mg/kg).
Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (2005), para
estudos com ratos, por via oral, considera-se para AZ a LOAEL de 10-70 mg/kg. Por
outro lado, a Dose Letal 50 da AZ em ratos expostos oralmente foi de 1870 a 3090
mg/kg. A dose escolhida para este estudo foi a de 100 mg/kg, considerada como
subcronica.

Decorridos 28 dias os animais foram pesados (dados n&do mostrados),
anestesiados e decapitados. Fragmentos do musculo diafragma foram dissecados e

submetidos as seguintes analises:

2.2. Avaliagdo do estresse oxidativo

- determinacdo da atividade de glutationa peroxidase: determinada segundo método
de Nakamura et al. (1974);

- determinacdo da atividade de superéxido dismutase: determinada pela técnica de
Crouch et al. (1981);

- determinagéo da atividade da catalase: como descrito por Aebi (1974);

- determinacéo de hidroperoéxido de lipidio: de acordo com Jiang et al. (1991).

- determinacdo da Capacidade antioxidante Hidrofilica (CAH): de acordo com
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Beretta et al. (2006).

2.3. Analise morfolégica e morfométrica das fibras musculares (HE) e Porcentagem

de colageno (Picrossirus Red)

Por¢cdes musculares foram congelados em nitrogénio liquido, a seguir foi
realizada microtomia em criostato (6 pm), e confeccionadas 2 |laminas as quais
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrossirius Red.

Foram realizados calculos da &rea e do didametro das fibras musculares (HE)
através do software Sigma Scan Pro 5, a partir de 200 fibras musculares
selecionadas de 4-5 campos aleatorios.

Para a porcentagem de colageno (Picrossirius Red) foi utilizado o software
Leica QWin a partir de imagens obtidas de 5 campos aleatorios de cada animal de

cada grupo experimental.

2.4. Analise morfologica e morfométrica do nervo frénico

Os nervos frénicos direitos foram coletados, fixados e corados com tetréxido
de 6smio a 1% e incluidos em historesina. Ap6s microtomia (2um) as laminas
obtidas foram contra-coradas com azul de toluidina e submetidas a andlise
morfométrica (software “Sigma Scan Pro 5”): do numero, didmetro e area das fibras
nervosas, dos diametros e areas dos axdnios, e o calculo da espessura da bainha

de mielina e da Razao G.

2.5. Analise das juncdes neuromusculares (JNM)

Fragmentos musculares do muasculo diafragma foram fixados em solucédo de
Karnovsky, cortados longitudinalmente em 3 ou 4 fatias, e submetidos a reacao de

Esterase Inespecifica (Lehrer; Ornstein,1959). Foi realizada analise da area e do
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didmetro maximo das JNMs (Image J) a partir de cinquenta imagens de JNM por

animal, totalizando 250 juncdes para cada grupo experimental.

Para a analise em microscopia confocal os fragmentos musculares foram
fixados com paraformoldeido 2%, e submetidos ao protocolo para marcacdo dos
receptores de acetilcolina: varias lavagens com PBS, incubacdo com glicina 0,1 M
por 20 min em agitador orbital, novas lavagens em PBS, incubac¢&o durante 30 min
com a-bungarotoxina conjugada a rodamina (Rh-BTX — Molecular Probes T1175,1:
1000 em PBS). Novas lavagens com PBS e incubagdo em 1 hora com Triton X-100
1% (Sigma T9284), montagem das laminas com Vectashield e analise e

fotodocumentacdo em microscépio confocal de Varredura a Laser (Leica -TCS-SPE).

2.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando técnica da analise de variancia
para 0 modelo com dois fatores complementado com o teste de comparacdes
multiplas de Tukey (ZAR, 2009), considerando o nivel de 5% de significancia. Para
essas anadlises foi utilizado o software estatistico R-Gui verséo 3.6.2 (R Foundation
For Statistical Computing. 2019).

3. Resultados

3.1. Avaliagcéo do estresse oxidativo

Através dessas andlises foi possivel observar que no grupo AZ
(214,29+17,55) houve aumento na atividade do hidroperoxido de lipidio quando
comparado com os animais do grupo C (106,80+24,80). J& no grupo AZE
(144,92+38,35) quando comparado ao AZ houve diminuicdo desse parametro
(p<0,01). Em relagdo ao grupo E (94,81+12,14) houve diminuicdo quando da

atividade comparado ao grupo AZE (144,92+38,35) (p<0,01) (Fig. 1A).
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Em relacdo a catalase a resposta foi semelhante onde no grupo AZ

(30,08+5,73) houve aumento na atividade dessa enzima quando comparada ao
grupo C (21,22+6,72) (p<0,01). Quando a vitamina E foi associada observou-se
diminui¢c&o desse parametro no grupo AZE (21,66+6,96) (p<0,01) (Fig. 1B).

Em relacdo a quantificacdo da superéxido dismutase, o grupo AZ (2,70+0,11)
apresentou 0s menores valores quando comparado aos animais do grupo C
(3,40£0,35) (p< 0,05) e do grupo AZE (3,48+0,47) (p< 0,05). J4 os animais do grupo
E (5,44+0,89) apresentaram o0s maiores valores frente a essa enzima, quando
comparados aos animais do grupo C (3,40%+0,35) (p<0,01) e do grupo AZE
(3,48+0,47) (p<0,01) (Fig. 1C).

A analise da enzima glutationa peroxidase nao apresentou diferencas entre
os grupos: C (116,42+21,13), AZ (106,24+15,98), E (96,96+22,39), AZE

(118,74+23,08) (p>0,05) (Fig. 1D).
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Fig. 1. Graficos das médias e desvios padroes da determinagdo enzimatica de: A- Hidroperéxido de
Lipidio, B- Catalase, C- Superéxido Dismutase, D- Glutationa Peroxidase. Valores expressos em
médias e desvio padrdo da média segundo os grupos experimentais, C: controle, AZ: Atrazina, AZE:
Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E (* p< 0,01, ** p< 0,05).

Os resultados referentes a avaliagdo da Capacidade antioxidante hidrofilica
estdo apresentados em porcentagem de protecdo. Os maiores valores foram
encontrados no grupo AZ (60,24+2,46) quando comparados ao C (57,29+1,06) (p<
0,05). Quando a vitamina E foi associada houve diminuicdo desse parametro no

grupo AZE (54,42+2,41) (p< 0,01). Entre o grupo C (57,29+1,06) e o grupo E (55,32

1+3,05) ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) (Fig. 2).
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Fig. 2: Graficos das médias e desvios padrdes da média segundo os grupos experimentais, C:
controle, AZ: Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E, da porcentagem da Capacidade
antioxidante hidrofilica (* p< 0,01, ** p<0,05).

3.2. Andlise morfologica e morfométrica das fibras musculares (HE) e

Porcentagem de colageno (Picrossirus Red)

Quanto a morfologia das fibras musculares, ndo foi possivel notar diferencas
entre os grupos, sendo que em todos os grupos as fibras musculares apresentaram
caracteristicas compativeis com a normalidade: fibras musculares em formato
poligonal e com nucleos periféricos (Fig. 3A-D).

Em relacdo a andlise morfométrica os dados revelaram que quanto a area
das fibras os animais do grupo E (1639,46 + 321,80) foram 0s que apresentaram 0s
maiores valores quando comparado com o grupo C (1368,77 + 149,22) (* p< 0,05).
Os animais dos grupos AZE (1145,74 £+ 105,99) apresentaram 0s menores valores
de area das fibras musculares quando comparado com o grupo E (1639,46 + 321,80)
(**p<0,01) (Fig. 3E). Os valores do diametro menor das fibras musculares tiveram
essa mesma resposta onde os animais do grupo E (35,46 = 2,76) foram os que
apresentaram os maiores valores quando comparados com os animais dos grupos C
(32,43 + 1,58) (**p<0,01). Os animais dos grupos AZE (31,13 + 1,87) apresentaram

0s menores valores de didmetro menor das fibras musculares em relacdo aos
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animais do grupo E (35,46 + 2,76) (**p<0,01) (Fig. 3F).

Através da coloracdo de Picrossirius Red pbdde-se evidenciar as fibras
colagenas presentes no endomisio e perimisio, as quais foram marcadas em
vermelho e as fibras musculares em amarelo. Essa analise foi realizada atravées de
microscopia optica de luz convencional (Fig. 3a-d). Tanto a analise morfologica
guanto a da porcentagem de coldgeno ndo mostrou diferencas entre 0s grupos
estudados (C: 15,18 + 4,57; AZ: 14,07 + 1,13; E: 15,95 + 2,30; AZE: 14,55 + 1,11)

(p>0,05) (Fig. 3G).
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Fig. 3: (A-D) Fotomicrografias de cortes transversais do musculo diafragma corados com HE de todos
0S grupos experimentais em microscopia de luz convencional. (A-D) Fotomicrografias de cortes
transversais do musculo diafragma corados com Picrossirus Red de todos os grupos experimentais
em microscopia de luz convencional. (E-G) Grafico das médias e desvio padrdo das médias da area
da fibra muscular, didametro menor da fibra muscular e porcentagem do colageno respectivamente
para todos os grupos experimentais, C: Controle, AZ: Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E:
Vitamina E (* p< 0,05; **p<0,01).
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3.3. Analise morfologica e morfométrica do nervo frénico

A andlise morfoldgica evidenciou padrdo de normalidade entre todos o0s
grupos. Sendo que histologicamente os ax6nios apresentaram bainha de mielina
integra sem sinais de degeneracdo, de edema endoneural e de infiltrado inflamatério
(Fig. 4A-D). Esses resultados foram confirmados pela morfometria onde néo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos frente a todos os parametros
analisados: numero de fibras nervosas (C: 428,40 + 91,02; AZ: 439,80 * 34,60; E:
387,60 + 50,89; AZE: 453,80 * 56,50), area das fibras nervosas (C: 42,69 + 7,41; AZ:
43,81 + 8,28; E: 45,21 + 11,56; AZE: 35,86 + 6,55), diametro médio das fibras
nervosas (C: 6,36 + 0,66; AZ: 6,47 = 0,67; E: 6,41 + 0,87; AZE: 5,67 + 0,78), area
dos axoénios (C: 15,20 + 4,53; AZ: 13,68 + 1,77; E: 14,53 = 5,84; AZE: 9,84 + 2,09),
didmetro médio dos axonios (C: 3,59 + 0,61; AZ: 3,40 £+ 0,34; E: 3,33 + 0,81; AZE:
2,69 + 0,51), espessura da bainha (C: 1,39 + 0,14; AZ: 1,54 + 0,25; E: 1,54 + 0,19;
AZE: 1,49 + 0,16) e calculo da razdo G (C: 0,56 + 0,05; AZ: 0,53 = 0,04; E: 0,51 £

0,08; AZE: 0,47 + 0,04) (p>0,05) (Fig. 4E-K).
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Fig. 4: A-D: Fotomicrografias de seccdes transversais do nervo frénico coradas em tetroxido de
OGsmio. Para todos os grupos experimentais A: grupo controle (C); B: Grupo Atrazina (AZ); C: Grupo
Atrazina + Vitamina E (AZE); D: Grupo Vitamina E (E). E-K: Graficos das médias e desvio padrao da
média da analise morfométrica do nervo frénico dos grupos C, E, AZ e AZE. E: Area dos axonios
(um?); F: Area das fibras nervosas (um?); G: diametro médio dos axdnios (um); H: diametro médio das
fibras (um). I: nimero de fibras; J: Espessura da bainha de mielina (um); K: razéo G.
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3.4. Analise das jungdes neuromusculares (JNM)

Em relacdo a morfologia, as JNMs de todos os animais estavam alinhadas
transversal ou obliqguamente ao maior eixo das fibras musculares, sem alteracdes
morfoldgicas (Fig. 5A-D). A morfometria da area das JNMs né&o revelou diferenca
estatistica entre os grupos (C: 577,67+99,6; AZ 503+93,91; E: 518,50+215; AZE
537,69 +193) (p > 0,05) (Fig. 5E). Em relacdo ao diametro maximo das JNMs houve
diminuicdo desse parametro no grupo AZ (33,71+4,11) quando comparado ao grupo
AZE (46,37+15,49) (*p < 0,05). Os grupos C (35,25 +4,5) e E (35,45%£9,79) néo
apresentaram diferencgas entre si (p > 0,05) (Fig. 5F).

Os receptores de acetilcolina marcados com alpha-bungarotoxina associada a
rodamina e analisados através da microscopia confocal mostraram que as respostas
dos fluor6foros estavam homogéneas e os NAChR em autofluorescéncia em todos
oS grupos estudados. Sendo que os mesmos estavam distribuidos em bragos

continuos que corriam em varias orientacdes ao longo da fibra muscular (Fig. 5a-d).



FIGURA 5
65

Esterase Confocal

@
o

@
=3

Area JNM (um?)

Diametro maximo JNM (um)
»n »
o o

o

Grupos Experimentais Grupos Experimentais
E F
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(um?) e diametro maximo das JNMs(um) para todos os grupos experimentais, C: controle, AZ:
Atrazina, AZE: Atrazina + Vitamina E, E: Vitamina E (*p < 0,05).
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4. Discusséao

O metabolismo dos praguicidas incluindo a atrazina resulta na formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (ElI-Shenawy et al., 2011; Gao et al., 2016)
modulando o sistema de defesa antioxidante e causando danos oxidativos a todos
0os componentes celulares, incluindo acido nucleico, lipidios e proteinas (Pogrmic-
Majkic et al., 2010; Keshk et al., 2014). A toxicidade gerada promove uma demanda
de gasto energético sobre os tecidos afetados visando sua eliminacdo. Essa
demanda pode levar a degradacdo proteica, havendo producdo de aminoéacidos,
aumentando a sintese de adenosina trifosfato devido a necessidade de sustentar o
ciclo do &cido tricarboxilico (Ganeshwade, 2012).

Alterac6es metabdlicas dos tecidos sdo acompanhadas da geracao de EROs,
a peroxidacao lipidica pode ser um dos mecanismos moleculares envolvidos na
toxicidade induzida pela atrazina, esta relacionada ao aumento da concentragdo do
peréxido de hidrogénio (H.0O,), que gera proceso oxidativo e induz danos
peroxidativos aos lipidios da membrana (Singh et al., 2011).

Os resultados desse estudo colaboram com essas descrigfes, permitindo
inferir que a AZ, na dose utilizada, causou estresse oxidativo no musculo diafragma
de ratos. Esses resultados sdo confirmados pelos maiores valores obtidos no grupo
AZ em relacdo ao hidroperéxido de lipideo (HP), da enzima antioxidante catalase
(CAT) e pela determinagcdo da capacidade antioxidante hidrofilica (CAH). Essa
determinacdo permite uma visdo do envolvimento do estresse oxidativo em varias
condicBes fisiopatologicas, e permite inferir sobre a eficacia de intervengdes
antioxidantes (Fraga et al., 2014). A reducédo de atividade enzimatica antioxidante
apos a exposicao a atrazina também foi observada por Singh et al. (2011), Liu et al.

(2014), Griboff et al. (2014), Hassani et al. (2015) e Chaébane et al. (2018)
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estudando praguicidas.

A exposicao celular prolongada a ERO leva a uma reducdo da atividade de
antioxidantes enddgenos naturais como a superoxido dismutase (SOD) (Di Vincenzo
et al., 2019), o que esta de acordo com os menores valores da atividade da enzima
SOD observadas no grupo AZ, valores estes menores que do grupo C.

Em relacdo a vitamina E, os dados mostraram que quando houve sua
associacdo a AZ houve reducéo nos valores do HP, da CAT e da CAH e aumento da
SOD, sugerindo uma agao antioxidante dessa vitamina. O papel da vitamina E é
conhecido na saude animal por inativar radicais livres produzidos como produtos da
atividade celular normal, bem como evitar formacdo de varios estressores
(Chaébane et al., 2018).

A literatura relata que uma dieta rica em vitaminas previne varias doengas
(Fiedor & Burda, 2014; Mangge et al., 2014). Isso ocorre porque 0s antioxidantes
exdgenos e enddgenos atuam em sinergia para combater os radicais livres
(Montezano & Touyz, 2014).

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do radical superéxido em H,0, que
podem ser convertidos posteriormente em agua pela Catalase ou pela Glutationa
Peroxidase (Franca et al., 2013). A similaridade dos valores encontrados entre todos
0s grupos em relacdo a glutationa peroxidase podem ser justificados pelo fato de
que a CAT teve grande atuagdo no processo de estresse oxidativo a qual também
tem a funcdo de reduzir o peroxido de hidrogénio em agua (Barreiros et al., 2006)
nao necessitando de acéo da glutationa.

Varios autores tém descrito alteracdes decorrentes da AZ sobre sistema

nervoso central (Kale et al., 2018; Ma et al., 2015; Zhang et al., 2015), mas pouco

tem sido estudado sobre a agéo deste herbicida sobre o sistema nervoso periférico.
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Complicagdes respiratorias sé&o descritas como decorrentes da acao de

praguicidas (Eddleston et al., 2006; Bird et al., 2016). Embora nosso estudo nao
tenha realizado anadlises funcionais associadas a capacidade respiratoria, 0s
resultados tanto morfolégicos quanto morfométricos indicam que o nervo frénico foi
preservado.

A razdo G é um parametro relacionado a velocidade de conducéo do impulso
nervoso. Segundo Mendonga et al. (2003), valores baixos (em torno de 0,4)
geralmente indicam degeneragdo axonal, enquanto valores altos (em torno de 0,7)
indicam degeneracdo ou regeneracdo da mielina. Os valores obtidos neste estudo
em todos os grupos giram em torno de 0,52 confirmando os padrdoes de
normalidade.

Nenhuma alteragédo morfologica e morfométrica foi encontrada decorrente da
AZ nas fibras musculares e nas juncdes neuromusculares, bem como frente a
porcentagem de colageno, sendo que dependendo da espécie animal, da
concentracdo do praguicida e da duracdo da exposicdo ao contaminante, diferentes
respostas podem ocorrer frente a essa toxicidade (Dornelles & Oliveira, 2016).

Desse modo, cada vez mais a toxicidade dos praguicidas deve ser
considerada, referente as suas conformacfes, acoplamento molecular e as
interagbes decorrentes de sua dinamica molecular (Mladenovic et al., 2018).

Sagarkar et al. (2016) estudando o efeito da AZ sobre cultura de células
musculares, verificaram alteracées em genes mitocondriais.

Em nosso estudo, os resultados observados no grupo que recebeu apenas
vitamina E indicaram aumento de area e proporcionalmente do diametro menor das
fiboras musculares. Sendo que sua associacdo com a AZ promoveu decréscimo

desses valores, mas que foram equivalentes ao do grupo Controle.
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Grabowieck et al. (2015) em estudos in vitro verificaram que a vitamina E

impediu a atrofia de mioblastos e contribuiu para a sobrevivéncia dos miotubos. Um
artigo de revisdo sobre a vitamina E, descreve que tanto em estudos experimentais
gquanto em estudos pré-clinicos, a vitamina E beneficia a proliferacdo, a
diferenciacdo e a sobrevivéncia de mioblastos. Também atua no reparo de
membranas, na eficiéncia mitocondrial, sobre a massa e propriedades musculares
contrateis, e ainda na capacidade frente ao exercicio (Chung et al., 2018).

Hé& ainda a se considerar que a vitamina E diminui a degradacado de proteinas
e aumenta sua sintese (Aragno et al.,, 2004; Servais et al., 2007). Os estudos de
Bartali et al. (2008) e Chung et al. (2018) descrevem que a suplementacdo com
vitamina E melhora a fungdo muscular, atenuando o declinio funcional durante o
envelhecimento, o que pode ser justificado pela sua acéo supressora do estresse
oxidativo e da inflamacdo. No entanto, os efeitos da vitamina E sobre a estrutura
muscular pode néo ser explicado exclusivamente pela eliminacdo de radicais livres.
Esses efeitos possivelmente refletem interacdes especificas do alfa-tocoferol com
enzimas, proteinas estruturais, lipidios e fatores de transcricdo (Hasan et al., 2004).

Em relacdo a juncdo neuromuscular ndo foram observadas diferencas em
relagdo aos grupos estudados tanto quanto a morfologia como em relacdo a
morfometria das mesmas, embora a associagdo da vitamina E com AZ tenha
aumentado o diametro maximo das jungdes.

Eidi et al. (2006) estudando a retencdo de memodria em ratos avaliaram a
associagcdo da vitamina E com nicotina e pilocarpina. Verificaram que a vitamina E
potencializou as respostas desses farmacos, sugerindo que a vitamina E e o sistema
colinérgico tém uma estreita interacao.

Por outro lado, a vitamina E além de efeito antioxidante, interage
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especificamente diferentes estruturas, podendo ser considerada um agente

potencialmente importante na prevencéao e tratamento de doencas cardiovasculares,
cancer, inflamacéo, disturbios imunolégicos e neurodegenerativos (Szymanska et
al., 2017). Ela atenua as EROs reduzindo o oxigénio, bloqueando as enzimas
envolvidas na geracdo de ERO (lipoxigenase, cicloxigenase, xantina oxidase,
monoxigenase), quelando ions metdlicos de transicdo que desencadeiam a
producdo de EROs e eliminando a peroxidacéo lipidica, e auxiliando na reciclagem
de outros antioxidantes (Mierziak et al., 2014).

Nosso estudo € inovador considerando o efeito da AZ sobre a interacao
neuromuscular, embora ndo tenham sido encontrados efeitos de toxicidade
resultante da exposicdo subcronica da AZ no modelo experimental utilizado, o que
pode estar relacionado ao tempo de exposicdo e a dose utilizada (subcronica).

Levando-se em consideracdo que a AZ é um praguicida de estrutura estavel,
de dificil degradacdo, e que permanece por longo tempo no ambiente (He et al.,
2019), cuja toxicidade ocorre a longo prazo (Sanchez et al., 2020), nosso estudo
vem contribuir para que novas estratégias nutricionais associadas ao uso da
vitamina E possam proteger o organismo de mamiferos dessa toxicidade. Além
disso, o interesse pelas funcionalidades benéficas dessa vitamina esta aumentando

e continuara atraindo os pesquisadores.

5. Conclusobes

A partir dessas consideragdes, podemos concluir que a AZ, na dose utilizada,
promoveu estresse oxidativo nas fibras musculares do diafragma de ratos. O efeito
pré-oxidante da AZ no modelo experimental utilizado ndo provocou alteracao sobre a
interacdo neuromuscular (fibras musculares, nervo e jungdes neuromusculares). Ja a

vitamina E exerceu papel antioxidante gerado pela exposicao subcrbnica a AZ.
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DECLARACAO

Declaro para os devidos fins e a pedido da Profa. Dra. Selma Maria
Michelin Matheus que o protocolo CEUA/IBB sob o nimero 897 intitulado
“Estudo experimental dos efeitos da exposicdo repetida ao herbicida
atrazina sobre a atividade neurocomportamental, biomarcadores do
estresse oxidativo e sistemas de neurotransmissores”, sob sua
coordenagdo e do Dr. Antonio Francisco Godinho, foi avaliado e aprovado
pela Comissdo de Ftica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias em
09/09/2016. Conforme documentagdo apresentada, a referida pesquisa tem
como co-executora a Srta. Viviane da Silva Martins Lopes Corréa, aluna de
doutorado do Programa de P6s-Graduagdo em Bases Gerais da Cirurgia,
cuja tese apresenta o titulo: “/nvestigagdo experimental sobre o impacto do
herbicida atrazina sobre a interagdo neuromuscular”. Dessa forma, como
se trata do mesmo protocolo experimental, o certificado 897 ¢ extensivo a
aluna supracitada.

Por ser verdade, firmo o presente.
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