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Resumo

Os agrotdxicos sao substancias quimicas utilizadas para o combate de pragas
(sejam fungos, insetos ou parasitas) a fim de otimizar a produgé&o agricola, com
variavel risco a saude e ao meio ambiente. Dentre estes agrotdxicos, a cipermetrina
€ um piretroide tipo Il, utilizada no controle de pragas em diversas culturas agricolas
enquanto o diclorvds € um inseticida organofosforado amplamente utilizado, inclusive
no ambiente domeéstico. Estudos prévios mostram que tanto a cipermetrina quanto o
diclorvés podem ter efeitos toxicos sobre células de Purkinje e granulares do cerebelo.
A maioria dos estudos em animais administram estes agrotoxicos via subcuténea ou
gavagem, nao correspondendo a exposi¢cao destas substancias em humanos, a qual
se da principalmente por via inalatéria ou cutdnea. Neste trabalho avaliou-se os
efeitos da exposicao inalatéria a cipermetrina, ao diclorvés e a associacdo destes
agrotoxicos no cerebelo de ratos Wistar machos adultos. Foram analisados os
cerebelos de 20 ratos, inicialmente com 60 dias de idade, com massa corporal de
aproximadamente 300+50g, que foram alocados em grupos: (1) controle (n=5), (2)
cipermetrina (n=5), (3) diclorvés (n=5) e (4) associagao [cipermetrina + diclorvos
(n=5)]. Todos os grupos foram expostos aos agrotoxicos em concentragcao
equivalente a 1/10 da concentracao letal 50% (CLso) destas substancias via inalatéria,
durante 4 horas/dia, 5 dias/semana, por 6 semanas. ApOs 24 horas da ultima
exposicao, os animais foram eutanasiados com tiopental e lidocaina, decaptados e o
cerebelo foi retirado e separado das demais estruturas encefalicas e fixado em
formalina a 10% por 48 horas. Um corte sagital foi realizado no verme cerebelar e as
pecas foram embebidas em parafina. As laminas foram montadas com cortes
histolégicos de 5um de espessura coradas por hematoxilina e eosina. As imagens
foram obtidas por meio do microscopio Zeiss Axio Imager Z2 (Alemanha) acoplado a
uma camera digital AxioCam. Dois avaliadores independentes aferiram o percentual
de area ocupada pela camada granular e molecular, a area nuclear de células de
Purkinje, bem como a densidade linear das células de Purkinje e a densidade de
células da camada molecular e granular, utilizando o software Zen 3.5 (Blue Edition)
da Carl Zeiss Microscopy (Alemanha). A andlise estatistica foi realizada através do
software Jasp 0.16.02.0. As porcentagens da area da folha ocupada pela camada
molecular e pela camada granular foram similares entre os grupos, e representaram,
respectivamente de cerca de 53% (p=0,39, teste de Tukey) e 39% (p=0,85, teste de
Tukey) da area total das folhas analisadas. Todos o0s grupos expostos aos agrotoxicos
tiveram menor area média nuclear das células de Purkinje quando comparados ao
controle (p<0,05, teste de Dunn). Dentre os grupos, somente 0s animais expostos a
diclorvos isolado e em associagdo com cipermetrina tiveram maior densidade linear
das células de Purkinje, maior densidade celular da camada granular, maior
densidade celular da camada molecular quando comparados ao grupo controle
(p<0,05, teste de Tukey). Dessa forma, o presente estudo indica que a exposi¢cao
subcrénica inalatéria ao diclorvos isolado e associado com cipermetrina diminuiu a
area nuclear de células de Purkinje e aumentou a densidade de células de Purkinje,
de células da camada granular e de células da camada molecular. Os animais
expostos a cipermetrina apresentaram diminuigcdo da area nuclear das células de
Purkinje. Portanto, este estudo permitiu identificar efeitos estruturais neurotoxicos da
exposicao inalatéria subaguda de cipermetrina e diclorvds, isolados e em associagao,
em cerebelo de ratos Wistar.

Palavras-chaves: agrotoxicos, cipermetrina, diclorvés, cerebelo, histologia.



Abstract

Pesticides are chemical substances used to pest control (whether fungi, insects
or parasites) in order to optimize agricultural production, with varying risks to health
and the environment. Among these pesticides, Cypermethrin is a pyrethroid type I,
used in pest control in several agricultural crops, while dichlorvos is a widely used
organophosphate insecticide, including in the domestic environment. Previously
studies show cypermethrin and dichlorvos toxic effects on purkinje and cerebellar
granule cells. Studies in animals administer these pesticides subcutaneously or
gavage, not corresponding to the exposure of these substances in humans, which
occurs mainly by inhalation or cutaneous route. In this study, were evalueated the
effects of inhalational exposure to cypermethrin, dichlorvos and the association of
these pesticides on the cerebellum of adult male Wistar rats, using biological material
previously collected from 20 male Wistar rats (Rattus norvegicus) with 60 days of age,
weighing approximately 300+50g, allocated into: (1) control (n=5), exposed to water,
formulation dilution vehicle; (2) cypermethrin (n=5), (3) dichlorvos (n=5) and (4)
association [cypermethrin and dichlorvos (n=5)] exposed to the pesticides in a
concentration equivalent to 1/10 of median lethal concentration (LC50) by inhalatory
route, for 4 hours/day, 5 days/week, for 6 weeks. After 24h of the last inhalation
exposure, the animals were euthanasiaded with thiopental and lidocaine, and the
cerebellum was separated from the other brain structures and fixed in formalin 10%
for 48 hours. A sagittal cut was made in the vermis of the cerebellum which was
embedded in paraffin. The samples were sectioned at 5um thickness and stained with
H&E. The images were obtained with a Zeiss Axio Imager Z2 microscope (Germany)
with an AxioCam digital camera attached. Two independent evaluators measured the
percentage of area occupied by the granular and molecular layer, the linear density of
Purkinje cells and the nuclear area of Purkinje cells, as well as the density of cells in
the molecular and granular layer. Statistical analisis was performed with Jasp
0.16.02.0. software. The percentages of the folia area occupied by the molecular layer
and the granular layer were similar between the groups, and represent, respectively,
about 53% (p=0.39, Tukey test) and 39% (p=0.85, Tukey test) of the folias total area.
All groups exposed to pesticides had lower Purkinje cell mean nuclear area when
compared to controls (p<0.05, Dunn test). Among the groups, only those exposed to
Dichlorvos isolated and their association with cypermethrin had higher linear density
of Purkinje cells, higher cell density of the granular layer, and higher cell density of the
molecular layer when compared to the control group (p<0.05, Tukey test). Therefore,
this study suggests that the subchronic inhalatory exposure to dichlorvos isolated or
in association to Cypermethrin decreased the Purkinje cells nuclear area and
incresead the linear density of Purkinje cells and the density of cells on granular and
molecular layers. The Wistar rats exposured to cypermethrin isolated reduced the
Purkinje cells nuclear area. Accordingly, this study shows the neurotoxic effects of
subacute inhalatory exposure to cypermethrin and dichlorvos, isolated and in
association in Wistar rats’ cerebellum.

Key-words: pesticides, cypermethrin, dichlorvos, cerebellum, histology.
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1. INTRODUCAO
1.1  AGROTOXICOS

No Brasil, conforme a lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, agrotdxicos séo:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protegdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composig¢éo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa
de seres vivos considerados nocivos; b) substancias e
produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento;” (Art. 2° em
BRASIL, 1989).

Esta lei, também regula pesquisa, experimentacdo, produg¢do, embalagem,
rotulagem, transporte, armazenamento, comercializagdo, propaganda comercial,
utilizagdo, importagdo e exportagédo, destino final dos residuos e das embalagens,
registro, classificagdo, controle, inspecdo e a fiscalizagdo de agrotdxicos, seus
componentes e afins (BRASIL, 1989). Nela também consta a proibi¢ao do registro, e,
portanto, uso, de substancias que n&o possam ser desativados, que provoque riscos
ao meio ambiente e a saude publica, ou para as quais ndo haja antidoto ou tratamento
no Pais; que sejam teratogénicos, carcinogénicos ou mutagénicos ou que provoquem
alteragbes hormonais do aparelho reprodutor ou que se revelem mais perigosos aos
homens do que os testes realizados em laboratorios em animais de acordo com
resultados atualizados da comunidade cientifica, ou ainda que causem danos ao meio
ambiente ( §6° do Art. 3° em BRASIL, 1989).

O nono artigo desta lei (BRASIL, 1989) confere a Unido a responsabilidade de
legislar sobre producgdo, registro, comércio, exportagdo, importagdo, transporte,
classificagao e controle tecnoldgico e toxicolégico; bem como analisar os agrotoxicos,
seus componentes e afins, nacionais e importados; controlando e fiscalizando a
producido e os estabelecimentos de producado, exportacdo e importacido destas
substancias. O artigo 19 da mesma lei (BRASIL, 1989) ainda determina que cabe ao
Poder Executivo o desenvolvimento de acg¢des educativas para divulgagdo e
esclarecimento, estimulando o uso seguro e eficaz dos agrotoxicos, seus
componentes e afins, a fim de reduzir os efeitos prejudiciais para os seres humanos
e 0 meio ambiente além de prevenir acidentes decorrentes de sua utilizacao

impropria.
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Tramita no Brasil a proposta de lei n°® 6299 de 2002 — ja aprovada na camara
dos deputados em 09 de fevereiro de 2022, estando sob analise no Senado— que
visa modificar os 3° e 9° artigos da lei n° 7802 de 1989, flexibilizando: (1) as normas
para aprovagao de novos agrotdxicos, dispensando a avaliagdo e a autorizagao
destes pelos Ministérios da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), e do Meio Ambiente, (2) comércio, transporte e fiscalizagdo dos
agrotoxicos (BRASIL, 1989; BRASIL, 2002). Entre outros impactos desta proposta de
lei, ha a possibilidade de utilizagdo de produtos com efeito oncogénico, mutagénico
ou teratogénico “aceitavel”’, que é proibida pela legislagdo vigente. Adicionalmente
propde a substituicdo do termo “agrotdxico” por “pesticida” ou “produto de controle
ambiental e afins” a fim de reduzir o impacto negativo que a sociedade atribui aos
agrotoxicos, tentando induzir a ideia de um produto voltado ao desenvolvimento
agricola sustentavel (BRASIL, 1989; BRASIL, 2002a). Assim, ha a possibilidade de
aumento da exposigéo toxica e a ocorréncia de mais acidentes com criangas e idosos,
tornando o uso dos pesticidas um problema de saude publica maior que a atual
exposi¢cao ocupacional; além de que os efeitos destas substancias a longo prazo —
envolvendo disrupg&do enddcrina, imunotoxicidade, neurotoxicidade e cancer, muitas
vezes subestimados pela dificuldade em estabelecer o nexo causal na pesquisa
epidemioldgica humana — serdo ocultados (BASSANI et al., 2018).

Independente do termo empregado, sdo substancias quimicas utilizadas para
o combate de pragas (sejam fungos, insetos ou parasitas) ou seus vetores a fim de
otimizar a producé&o agricola, com variavel risco a saude e ao meio ambiente, sendo
o Brasil um dos seus maiores consumidores (BRASIL, 2002b; CARNEIRO et al.,
2015).

Os agrotdxicos podem ser classificados de acordo com seu alvo, mecanismo
de agao, grupo quimico ao qual pertence, nivel de toxicidade ou risco ambiental
oferecido (INCA, 2021). Conforme o grupo quimico ao qual pertencem, os agrotéxicos
podem ser classificados, principalmente, como organoclorados, organofosforados,
carbamatos, piretroides, entre outros; sendo os inseticidas organofosforados e
piretréides os mais utilizados atualmente (FARIA et al., 2009; INCA, 2021; KAPELEKA
et al., 2021).
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1.1.1 Classificagao dos Agrotoxicos
a) Quanto ao Grupo Quimico ao Qual Pertencem

Os organofosforados agem como inibidores irreversiveis da colinesterase —
enzima que degrada o neurotransmissor acetilcolina, responsavel pela excitagao de
diversas células—, considerados agrotoxicos ndo persistentes por serem rapidamente
degradados no ambiente, mas s&o considerados os agrotoxicos de maior toxicidade
aguda; os piretroides, sdo compostos derivados da piretrina (substancia encontrada
em plantas do género Chrysanthemum) ou sintéticos utilizados em ambiente rural e
domeéstico no combate a insetos, agindo sobre canais iGnicos principalmente, s&o
subdividos em piretrdides tipo | e tipo |l —tipo | agem pelo bloqueio de canais de sodio,
enquanto os do tipo Il agem também inibindo receptores GABAérgicos; os
organoclorados sdo considerados como poluentes organicos persistentes por sua
lenta degradacéo e capacidade de acumulagdo nos organismos e por isso proibidos
no Brasil e em outros paises; e os carbamatos s&o agrotoxicos nao persistentes,
inibidores reversiveis da colinesterase e utilizados principalmente como inseticidas
(KOBAYASHI et al., 1980; SINGH et al., 2012; MOHAMMADI et al., 2019; INCA,
2021).

b) Quanto a Toxicidade

Conforme a ANVISA, em Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC N° 294 de

29 de julho de 2019), os agrotoxicos sao classificados em cinco categorias conforme

a toxicidade aguda do produto que devem ser informados em bula e rétulo por meio

de cor, palavra de adverténcia e pictograma a categoria/classe ao qual pertence a

substancia (ANVISA, 2019). Assim:

o Categoria 1: Produto Extremamente Toéxico: faixa vermelha, perigo e pictograma
representado por losango contendo caveira e 0ssos cruzados, representam as
substancias fatais se ingeridas, inaladas ou contatas pela pele.

J Categoria 2: Produto Altamente Toxico: idem a categoria 1.

. Categoria 3: Produto Moderadamente Toxico: faixa amarela, perigo e
pictograma representado por losango contendo caveira e 0ssos cruzados,

representam as substéncias toxicas se ingeridas, inaladas ou contatas pela pele.
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. Categoria 4: Produto Pouco Toxico: faixa azul, cuidado, pictograma losango
contendo ponto de exclamacédo, refere-se a produtos nocivos se ingeridas,
inaladas ou contatas pela pele.

. Categoria 5: Produto Improvavel de Causar Dano Agudo: faixa azul, cuidado,
sem pictograma, sdo as substancias que podem ser perigosas se ingeridas,
inaladas ou contatas pela pele.

o Nao Classificado — Produto Nao Classificado: faixa verde, ndo possui
pictograma nem palavra de adverténcia, representa os produtos de baixissimo

potencial danoso em exposigédo aguda.
1.1.2 Cipermetrina

A cipermetrina - composto quimico: (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,
3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate -
inseticida piretréide classe Il, que é utilizado no Brasil para o controle de pragas em
lavouras e contra formigas (ANVISA, 2020a). Os efeitos toxicos da cipermetrina sao
dose e tempo dependentes, ha possibilidade de efeitos hepaticos e renais, além de
efeitos neurotdéxico como vacuolizagdo e proliferacdo de células gliais em tecido
cerebral (GREWAL et al.,, 2010; KANBUR et al., 2015). A neurotoxicidade da
cipermetrina se deve, principalmente, ao seu efeito sobre canais de sddio voltagem
dependentes, estresse oxidativo e inflamagao, podendo provocar neurodegeneragao,
reducao de células de Purknje e de células granulares pela exposigao prolongada a
esta substancia, coreoatetose, redugdo do nivel de serotonina e dopamina em
diferentes regides encefalicas quando a exposi¢céo a ela € subaguda (SINGH et al.,
2012; ELSAWY et al., 2017; MOHAMMADI et al., 2019). Além destes efeitos, a
cipermetrina também causa hiperexcitabilidade do SNC ao inibir os canais de cloreto
voltagem-dependentes e a captagéo de ions cloreto dependente de GABA causando
aumento extracelular deste neurotransmissor, comprometendo a coordenacgao
motora, por exemplo (SINGH et al., 2012; GOMEZ-GIMENEZ et al., 2018).

1.1.3 Diclorvés

Diclorvos (2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate, DDVP) é um inseticida
organofosforado com uso domissanitario autorizado pela ANVISA em formulagbes

nao-volatilizantes contra pulgas e moscas (ANVISA, 2020b). O diclorvés atua como
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inibidor irreversivel da colinesterase, quando administrado via subcutanea aguda ou
cronicamente, provocando sinais como salivacdo excessiva, miose, tremor e
fasciculacbes em ratos, além de aumentar os niveis de acetilcolina no sistema
nervoso central (SNC) naqueles animais expostos cronicamente ao DDVP
(KOBAYASHI et al., 1980). A exposicao cronica ao DDVP (administragdo subcutanea)
também parece alterar atividades mitocondriais, aumentar a producdo de radicais
livres e reduzir a dopamina na substancia nigra e estriado, bem como reduzir a
quantidade de neurdnios dopaminérgicos (BINUKUMAR et al., 2010). Quando DDVP
foi administrado oralmente em unica dose em ratos, observou-se, em cérebro e
cerebelo, redugao da glutationa, aumento do estresse oxidativo, bem como altera¢des

morfolégicas como cromatdlise das Células de Purkinje (OCHIGBO et al., 2017).
1.1.4 Exposicao aos Agrotoxicos

Em estudo realizado na regidao de Bento Gongalves (FARIA et al., 2009),
observou-se que os organofosforados s&o utilizados por 97,4% dos agricultores
entrevistados e os piretréides por 55,3% deles, sendo os organofosforados apontados
como causa de intoxicagcdo em 16% dos casos. No mesmo estudo, os casos de
possiveis intoxicacdes foram mais frequentes entre os trabalhadores que nao
utilizavam mascara (FARIA et al., 2009). Santana, descreveu que apenas 32,5% dos
trabalhadores rurais no interior do Piaui utilizavam mascaras ao aplicar agrotdxicos e
15% deles ja haviam apresentado sintomas de intoxicagdo como cefaléia, tontura ou
reagdes cuténeas (SANTANA et al., 2016).

Kapeleka et al. (2021) descreveram a associagdo de piretroide e
organofosforado como a associacdo mais frequentemente utilizada na producgéo de
tomates e cebolas na Tanzania e que a mistura de agrotdxicos tém sido uma pratica
crescente entre os agricultores.

Existem alguns biomarcadores utilizados para identificagdo de agrotdxicos em
humanos, mas poucos sdo especificos e ndao sao utilizados rotieneiramente para
avaliar a exposicao ocupacional a eles (DALMOLIN et al., 2020).

Em humanos, a exposigdo a agrotoxicos dita ocupacional, domiciliar ou uso
habitual refere-se a exposicao inalatéria e cutanea a estes compostos. Esta via ja foi
relatada como fonte de intoxicacdes com efeitos sobre os sistemas nervoso,

cardiovascular e pulmonar e como causa de reduc¢ao dos niveis de acetilcolinesterase
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e butirilcolinesterase em agricultores (LINARES et al., 2005; RANGARAJU & WEBB,
2013; TAVARES et. al., 2019). A exposicao inalatéria e cutédnea a organofosforados
e piretréides ja foi relatada como causa de 6bitos em humanos (WAX & HOFFMAN,
1994; LIANG et al., 2018).

Dados do Centro de Informagdes Toxicologicas do Rio Grande do Sul (CIT-
RS), informam que, entre os piretroides, a cipermetrina foi o ingrediente ativo mais
envolvido em atendimentos devido a exposi¢cao humana, enquanto o diclorvés foi um
dos agrotoxicos mais envolvidos nesse tipo de exposigao, tanto quando utilizados
como agrotoxicos, quanto como inseticidas de uso doméstico e veterinario (essa
ultima forma de exposigdao cabe apenas ao diclorvos) (CIT-RS, 2020). No mesmo
relatério, a maior forma de exposicdo que gerou o atendimento do CIT-RS por
agrotoxicos ou inseticidas de uso doméstico foi o acidente individual, seguido por
tentativa de suicidio, para ambas as classes e acidente ocupacional no caso da
cipermetrina (CIT-RS, 2020).

A exposicao inalatéria de ratos a cipermetrina e ao diclorvds isoladamente e
em associagao de maneira aguda e subcrénica, provocou 0 aumento de atividade de
enzimas hepaticas, de eletrdlitos, creatinina e ureia, bem como esta relacionada a
alteragdes hematoldgicas e estruturais em nervo laringeo recorrente, além de efeitos
ototdxicos (NWANKWO et al., 2019; CUNHA et al., 2020; MACEDO et al., 2021).

1.2 CEREBELO

1.2.1 Anatomia macroscopica

O cerebelo é uma estrutura enceféalica derivada do rombencéfalo, localizada
na fossa posterior do cranio, infratentorial e posterior ao IV ventriculo (do qual forma
o teto), que o separa da ponte e do bulbo; € unido ao tronco encefalico bilateralmente
através dos trés pedunculos cerebelares, os quais incluem as fibras aferentes e
eferentes associadas ao cerebelo (MALYSZ et al., 2017; DRAKE, 2021).

E dividido em dois hemisférios, ligados pelo verme na linha média, e é formado
por folhas, as quais sdo separadas entre si por fissuras (DRAKE, 2021). O cerebelo
€ ainda dividido em trés lobos por meio de trés fissuras principais: a fissura primaria,
que separa os lobos anterior e posterior; a fissura posterolateral, que separa o lobo
floculonodular, formado pelo floculo de cada hemisfério e o nédulo do verme; e a

fissura horizontal, que margeia as superficies inferior e superior do cerebelo (DRAKE,
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2021). Os lobos cerebelares ainda sao divididos em I6bulos, numerados de | a X, de
forma que o lobo anterior é formado pelos I6bulos | a V, além de parte do VI e do VIlI
e 0 lobo posterior é formado pelos l6bulos VI a IX e o lobo flocunodular é formado
pelo I6bulo X.

As folhas cerebelares sao formadas pelas circunvolu¢des do cortex cerebelar
em meio as fissuras, sdo equivalentes aos giros do telencéfalo (RIBEIRO et al., 2016).
O padrao de distribuicdo das folhas cerebelares pode ser observado em cortes
sagitais do cerebelo, elas tém uma regido central formada pela substancia branca e
um cortex organizado em trés camadas: Camada Granular, Camada das Células de
Purkinje e Camada Molecular (DRAKE, 2021).

Ha ainda, na regido profunda da substancia branca do cerebelo, quatro nucleos
cerebelares, responsaveis pelas eferéncias cerebelares: denteado, emboliforme,
globoso (em conjunto estes dois sdo chamados de nucleo interposto) e fastigial,
sequencialmente da lateral para a linha média (DRAKE, 2021).

O cerebelo recebe aferéncias (1) do cortex cerebral através do nucleo pontino
anterior; (2) de nucleos do tronco encefélico: coliculo, nucleo vestibular, formacéao
reticular e oliva inferior; e (3) da medula espinal por meio dos tratos espinocerebelares
dorsal e ventral (D’ANGELO, 2018). As eferéncias cerebelares sdo emitidas a partir
dos nucleos profundos do cerebelo, os quais projetam-se a nucleos do tronco
encefalico, conforme a informagao que carream e o destino dela, como a formacao
reticular primaria, nucleo rubro, nucleo vestibular e oliva inferior, que por sua vez sao

projetados ao cortex através do talamo (D’ANGELO, 2018).
1.2.2 Estrutura microscépica

O cerebelo contém, aproximadamente, 50% dos neurbnios encefalicos,
organizados em uma rede sinaptica complexa constituida por sete tipos de neurénios:
estrelados e em cesto na camada molecular, de Purkinje na camada de Purkinje,
granulares, de Golgi, célula de Lugaro e células unipolar em escova na camada
granular; além das terminagbes aferentes das fibras trepadeiras e musgosas
neurogliais (MALYSZ et al., 2017).

A camada molecular € a camada mais externa do cértex cerebelar, abaixo da

piamater, onde se encontram as células estreladas, células em cesto, separadas
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pelos dendritos das células de Purkinje e axénios das células da camada granular
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2018; GARTNER, 2022).

A camada granular (ou granulosa) é a camada mais interna, adjacente a
substancia branca, constituida por células granulares e glomérulos, que sao ilhas
cerebelares onde ocorrem as sinapses aferentes as células desta camada (OVALLE
& NAHIRNEY, 2014; GARTNER, 2022). Os neurbnios desta camada tém,
aproximadamente, 05um de didmetro, tém apenas 0 nucleo aparente por seu
citoplasma escasso, o axbnio destas células se projeta a camada molecular,
perdendo a bainha de mielina e se bifurcando na superficie do cerebelo — por essa
disposigéo paralela a superficie, esses axénios sdo chamados de fibras paralelas— e
fazem contato com os dendritos das células de Purkinje (OVALLE & NAHIRNEY,
2014). As células granulares tém a capacidade de representar detalhadamente o
contexto sensoriomotor, permitindo as células de Purkinje perceberem discretas
modificagdes contextuais, além de possivelmente estarem relacionadas ao
aprendizado e a expectativa de recompesnsas (WAGNER et al., 2017).

A arvore dendritica das células de Purkinje, que consiste em ramos primarios
e secundarios e espinhos dendriticos, recebe informagdes (inputs) de fibras paralelas
glutamatérgicas que se originam de células granulares; essa entrada excitatoria é
modificada por sinapses inibitérias das células estreladas e em cesta circundantes
que usam o acido g-aminobutirico (GABA) como seu transmissor, as cestas terminais
sobre as células de Purkinje também sdo GABAérgicas (KOEPEEN, 2018).

A camada das células de Purkinje esta entre as camadas molecular e granular,
contém apenas estes neurdnios organizados em linha (OVALLE & NAHIRNEY, 2014;
GARTNER, 2022). As células de Purkinje sdo exclusividade do cerebelo e séo os
maiores neurdnios do encéfalo, tém 50-80um de didmetro. Seus dendritos sao
arborizados na camada molecular, ja seu axdnio & projetado a substancia branca; é
a unica eferéncia do cortex cerebelar, realizando sinapses apenas inibitorias, por meio
do neurotransmissor GABA (OVALLE & NAHIRNEY, 2014; GARTNER, 2022).
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Figura 1. Imagem de um corte histolégico cerebelar de ratos Wistar no plano sagital com coloragao
através de Hematoxilina-Eosina com aumento de 5x. Em uma folha cerebelar é possivel identificar a
CM, Camada Molecular; CG, Camada Granular e SB, Substancia Branca. Imagem do autor.

1.2.3 Fungodes do Cerebelo

Atualmente, entende-se que o cerebelo nao esta apenas relacionado a fungdes
motoras, mas também a fungbes cognitivas, incluindo linguagem e emocdes
(MARIEN & BORGATTI, 2018). Alteragbes comportamentais e cognitivas como
espectro autista, déficit de atencado e hiperatividade, dislexia e mutismo tém sido
correlacionadas com alteragdes cerebelares e com a conectividade cérebro-cerebelo
(STOODLEY, 2016; SCHMAHMANN, 2019).

Estudos utilizando exames funcionais de ressonadncia magnética tém
demonstrado a organizagdo topografica destas multiplas fungbes (GUELL &
SCHMAHMANN, 2020). De acordo com a fungdo a ser executada, as regides
cerebelares se conectam a diferentes regides cerebrais: o cerebelo motor é
conectado ao cortex motor e o cerebelo cognitivo-afetivo conecta-se as areas
associativas corticais e limbicas (MARIEN & BORGATTI, 2018).
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O lobo anterior do cerebelo é correlacionado a fungbes de processamento
sensoriomotor, enquanto o lobo posterior, a fungdes cognitivas e emocionais
(SCHMAHMANN, 2019).

Cada hemisfério cerebelar é responsavel pelo controle motor ipsilateral do
corpo, de forma que a regido do verme influencia os movimentos da musculatura axial,
a zona intermediaria, os distais dos membros, e a zona lateral participa dos
movimentos sequenciais de todo o corpo (DRAKE, 2021).

A regiao posterior do cerebelo exerce influéncia sobre o desenvolvimento do
comportamento social e a flexibilidade ou adaptagcdo comportamental, sendo que
disturbios nesta regido podem resultar em comportamento semelhante ao espectro
autista (BADURA, 2018; ROUX et al., 2019).

Parte do l6bulo VI, o Iébulo VII (I6bulo VIIA no vermis, crus | e Il nos
hemisférios, I6bulo VIIB e a maior parte do lobulo 1X) estdo ligados de maneira
reciproca com as areas de associagdo do cortex cerebral relacionado com o
comportamento de ordem superior: o coértex pré-frontal, cortex parietal posterior,
regides polimodais temporais superiores, giro do cingulo e area para-hipocampal
posterior. O nucleo denteado do cerebelo conduz os eferentes do lobo posterior
cerebelar para essas regides de ordem superior do cértex cerebral. As interconexdes
reciprocas do nucleo olivar inferior com o lobo posterior do cerebelo sdo distintas
daquelas com as regides motoras do cerebelo, pois sdo derivadas do nucleo olivar

principal que tem minimo ou nenhum estimulo medular (SCHMAHMANN, 2019).
1.2.4 Acgodes dos Agrotoxicos Sobre o Cerebelo

Considerando os efeitos motores, tanto da cipermetrina quanto do diclorvds,
observou-se a agao destes sobre as células cerebelares. A cipermetrina foi arrolada
a reducéo de células de Purkinje e de células granulares, bem como a redugéo da
atividade da acetilcolinesterase e do GABA, reducdo de enzimas antioxidantes e
aumento do estresse oxidativo no cerebelo dos ratos expostos a cipermetrina por
gavagem por quatro semanas (14,5 mg/kg /dia) (ELSAWY et al., 2017). O diclorvos
foi relacionado a restricdo dos mecanismos celulares responsaveis pela protecao a
agressao oxidativa como redugao da atividade de glutationa-S-transferase, catalase
e de superoxido-dismutase, aumento de H202 e redugao de 6xido nitrico no cerebelo.

Também foi implicado em menor expressao de acetilcolinesterase, maior expressao
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de BAX (antigeno pré-apoptotico), cromatélise das Células de Purkinje e maior
infiltrac&o celular em cerebelo de ratos expostos a 16mg/kg de diclorvés via gavagem
em dose unica (OCHIGBO et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando os efeitos neurotoxicos destas substancias ja demonstrados em
estudos prévios, sendo poucos destes sobre as ag¢des destas substancias sobre o
cerebelo, além de a frequente exposicao inalatériade humanos a agrotoxicos e a
auséncia de estudos sobre os efeitos da exposicao inalatdria a cipermetrina ou ao
diclorvos sobre cerebelo, se faz necessario avaliar o efeito isolado ou em associagao
destes dois agrotoxicos sobre a estrutura do cerebelo de ratos Wistar machos adultos

expostos por via inalatdria.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administragao inalatoria de cipermetrina e de diclorvos
isolados e em associagao, sobre a estrutura do cerebelo de ratos Wistar machos

adultos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Avaliar se ha alteragdo no percentual de area ocupada pela camada

molecular e pela camada granular dos animais expostos;
ii) Avaliar a densidade linear das células de Purkinje dos animais expostos;

iii) Avaliar se ha alteragao na area nuclear das células de Purkinje dos animais

expostos;

iv) Avaliar se ha alteracdo na densidade celular da camada molecular dos

animais expostos;

v) Avaliar se ha alteracdo na densidade celular da camada granular dos

animais expostos;

vi) Investigar a presenca de alteragdes histopatoldgicas nos cerebelos dos

animais expostos.
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4 HIPOTESES

Hipotese alternativa:
Ha alteragdo na estrutura do cerebelo dos animais expostos aos agrotdxicos

cipermetrina, diclorvés e a associagao deles por via inalatéria.

Hipotese nula:
Ndo ha alteragdo na estrutura do cerebelo dos animais expostos aos

agrotoxicos cipermetrina, diclorvés e a associagao deles por via inalatéria.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, demonstrou-se que os pesticidas diclorvds e cipermetrina
isoladamente ou em associacdo, quando administrados subcronicamente e via
inalatoria, alteraram a estrutura do cerebelo de ratos Wistar. O uso de diclorvéds
isoladamente e associado com cipermetrina diminuiu a area nuclear de células de
Purkinje e aumentou a densidade de células de Purkinje, além de aumentar a
densidade das células da camada granular e da camada molecular. Além disso, os
animais expostos a cipermetrina apresentaram diminuicdo da area nuclear das
células de Purkinje. O aumento das densidades celulares esta associado a reducéo
do tamanho das células cerebelares especificas de cada camada e/ou a reducao do
neuropilo cerebelar.

E necessario que os efeitos do uso agudo e crénico dos agrotoxicos sejam
elucidados por meio de estudos com animais incluindo machos e fémeas expostos de
forma inalatéria a essas substancias, representando com maior fidelidade a expoxigéo
usual humana aos agrotoxicos, utilizando avaliagdes morfologicas, funcionais e
comportamentais a fim de compreender as possiveis consequéncias do uso crénico

delas aos humanos.
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