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RESUMO 
 

Exposição experimental ao fungicida agrícola difenoconazol e seus efeitos 
sobre a qualidade espermática 

 
O difenoconazol, um fungicida do grupo dos triazóis, é amplamente utilizado durante 
o cultivo de maracujá, laranja, morango, mamão e em outras culturas. Sua intensa 
utilização traz preocupações ambientais e no âmbito da saúde pública, visto que, 
pode afetar a população através do consumo de alimentos contaminados. Desta 
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da exposição ao 
difenoconazol sobre a qualidade espermática, de um modelo experimental. Para 
isso, foram utilizados ratos machos Wistar (45 dias) divididos em 4 grupos 
experimentais (n=10/grupo): controle e expostos a 5 (DA), 10 (DB) e 50 (DC) 
mg/kg/dia de difenoconazol, via gavagem por 30 dias consecutivos. Durante o 
período de exposição, os animais foram acompanhados em relação aos sinais 
clínicos de toxicidade, consumo de água e ração e peso corpóreo. Ao término deste 
período, os órgãos reprodutivos, fígado e rins foram coletados e pesados. Os 
espermatozoides foram submetidos à avaliação da motilidade, morfologia, vitalidade, 
integridade acrossomal e análise de Espectroscopia de Espalhamento Raman 
Amplificado em Superfície (SERS). O testículo e o epidídimo direito foram coletados 
para as contagens espermáticas. Para o teste de aprendizado de máquina foram 
utilizados quatro algoritmos de reconhecimento de padrões: Artificial Neural Network 
(ANN), Bayes Classifier (BAY), K-Nearest Neighbors (K-NN) e Support Vector 
Machine (SVM).  Os resultados foram comparados por ANOVA com o teste “a 
posteriori” de Tukey, e o teste de Kruskall-Wallis, com “a posteriori” de Dunn, 
considerando p<0,05. O peso corpóreo e dos órgãos reprodutivos, fígado e rins não 
sofreram alterações significativas após a exposição ao fungicida. A motilidade 
progressiva, a integridade da membrana acrossomal e a porcentagem de 
espermatozoides morfologicamente normais foram reduzidas nos grupos DB e DC 
em relação ao grupo controle. Já a vitalidade foi reduzida apenas no grupo DC. Além 
disso, os números de espermatozoides no testículo e no segmento cabeça/corpo do 
epidídimo e a produção diária de espermatozoides foram reduzidos nos três grupos 
expostos. As medidas de SERS mostraram alterações nas bandas dos espectros 
dos espermatozoides do grupo DC em relação ao controle. A análise computacional 
identificou a presença de um padrão para os grupos experimentais com boa 
classificação no teste SVM (≥ 80% de acurácia). Assim, concluiu-se que a exposição 
de ratos Wistar a diferentes doses do fungicida difenoconazol pode reduzir a 
qualidade espermática, com reconhecível padrão de classificação de grupos de 
exposição.  
 
 Palavras-chave: Difenoconazol. Ratos. Espermatozoide. Espectroscopia Raman. 
Aprendizado de máquina. 

 

 

 
 



 
 

ABSTRACT 
 

Experimental exposure to the fungicide diphenoconazole and its effects on 
sperm quality 

 
Difenoconazole, a fungicide of the triazoles group, is widely used during the 
cultivation of passion fruit, orange, strawberry, papaya and other crops. Respiratory 
return and in the public health space, as it can affect the population through the 
consumption of contaminated food. Thus, the present study was evaluated as an 
experimental challenge on sperm quality, from an experimental model. For this, 
Wistar males (45 days) were divided into 4 experimental groups (n = 10 / group): 
control and exposed to 5 (DA), 10 (DB) and 50 (DC) mg / kg / day of 
diphenoconazole, via gavage for 30 consecutive days. During the exposure period, 
the animals were followed for clinical signs of toxicity, water and feed intake and 
body weight. Throughout this period, the reproductive organs, liver and kidneys were 
collected and weighed. Spermatozoa were submitted to evaluation of motility, 
morphology, vitality, acrosome and Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS). 
The testis and epididymis were scaled for sperm counts. For the original network 
learning test, the Bayes classifier (BAY), K-Nearest Neighbors (K-NN) and Support 
Vector Machine (SVM). The results were compared by ANOVA with Tukey posterior 
test, and the Kruskall-Wallis test with Dunn a posteriori, considering p <0.05. Body 
weight and reproductive organs, liver and culture are not altered during exposure to 
the fungicide. The progressive motility, the acrosomal membrane and the percentage 
of spermatozoa were the variables used in the variables DB and DC in relation to the 
joint control. Already vitality was only doubled in the DC group. In addition, sperm 
indices were not tested and were reduced in the three groups exposed. SERS 
measurements resulted in changes in the sperm bands of the DC group in relation to 
the control. The computational analysis identified the presence of a standard for the 
experimental groups with good classification in the SVM test (≥ 80% accuracy). Thus, 
the exposure of Wistar rats to doses of the difenoconazole fungicide may be reduced 
by reducing the sperm quality, with the classification pattern of exposure groups. 
 
Keywords: Difenoconazole. Rats. Sperm Raman spectroscopy. Machine learning. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O Brasil é um dos líderes mundiais na produção e exportação de diversos 

produtos agropecuários. Neste sentido, o uso de agroquímicos é considerado 

imprescindível para o aumento da produtividade das áreas destinadas à agricultura 

visando, minimizar perdas e garantir alimentos em quantidade e qualidade, com a 

eliminação dos insetos-pragas (BRASIL, 2018). 

O Pontal do Paranapanema, localizado no extremo oeste do Estado de São 

Paulo possui predominância de atividades agronômicas variadas voltadas para a 

lavoura, o que evidencia a utilização de agroquímicos (SÃO PAULO, 2013). 

Segundo Silva, (2009) independente da forma de aplicação, cerca de 50% da dose 

total dos agroquímicos pode contaminar o solo, podendo ainda, serem transportados 

por processos de volatilização, lixiviação e escoamento superficial. A lixiviação é 

uma forma importante de contaminação do lençol freático, com transporte de 

contaminantes do solo pela água da chuva ou irrigação, com possível intoxicação de 

animais e seres humanos (SILVA, 2009). Além disso, a grande maioria dos 

agricultores, principalmente os pequenos, faz uso dessas substâncias, muitas vezes 

sem assistência técnica, em condições inseguras e insalubres de trabalho, sem 

proteção da saúde no nível individual e coletivo (OLIVEIRA, 2015).  

O uso indiscriminado dos agroquímicos também pode acarretar a presença 

de resíduos acima dos níveis autorizados em alimentos, o que gera preocupação no 

âmbito da saúde pública e exige do governo, investimento e organização para 

implementar ações de controle para o uso destes compostos (ANVISA, 2016). A 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) conta com o Programa de 

Análise de Resíduos de Agrotóxicos (PARA) com o objetivo de estruturar, avaliar e 

garantir a qualidade dos alimentos em relação ao uso de agroquímicos e afins, 

visando prevenir intoxicações agudas ou crônicas (ANVISA, 2016). 

No relatório mais recente de 2016, das 12.051 amostras de culturas 

coletadas e analisadas pela ANVISA, 38,3% apresentaram resíduos com 

concentrações iguais ou inferiores ao LMR (limite máximo de resíduo). No entanto, 

19,7% dos resultados foram considerados insatisfatórios por apresentarem resíduos 

de produtos não autorizados, ou autorizados, mas em concentrações acima do LMR 

(ANVISA, 2016).  
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É importante ressaltar também, que os agroquímicos têm a capacidade de 

serem absorvidos pelas folhas e polpas dos vegetais. Sendo assim, procedimentos 

de lavagem e retirada de cascas e folhas externas das mesmas favorecem a 

redução dos resíduos, mas são incapazes de eliminar aqueles contidos em suas 

partes internas. A higienização dos alimentos com solução de hipoclorito de sódio 

diminui os riscos de microbiológicos, mas não elimina os resíduos de agroquímicos 

(ANVISA, 2016). 

Dentre os agroquímicos utilizados na agricultura no Brasil, especialmente no 

Pontal do Paranapanema, estão os triazóis, altamente empregados no controle de 

doenças causadas por fungos, bactérias ou algas. Estes compostos são inibidores 

da desmetilação, etapa da síntese do ergosterol, um dos principais componentes da 

parede celular de fungos pertencentes ao grupo dos ascomicetos, basidiomicetos e 

deuteromicetos (VIRGENS et al., 2015).  

O difenoconazol (cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2(1H-1,2,4-triazol-1ilmetil)-1,3-

dioxolan-2-il] fenil 4-clorofenil éter) possui princípio ativo da classe fungicida, é 

recomendado e altamente utilizado no controle de doenças em culturas de alface, 

banana, morango, entre outras (WANG et al., 2012; SUN et al., 2015; VIRGENS et 

al., 2015 ). Apesar da ampla utilização agrícola, estudos toxicológicos com 

difenoconazol são escassos, especialmente sobre sistema reprodutor de modelos 

mamíferos. Os estudos encontrados até o momento abordam o impacto da 

exposição ao fungicida sobre a fertilidade feminina e viabilidade de desenvolvimento 

embrionário em modelos aquáticos, principalmente em peixes (HINFRAY et al., 

2006; MU et al., 2013; MU et al., 2015; TENG et al., 2017ab). 

Tem sido relatado que a exposição a fungicidas triazóis pode desencadear 

desregulação endócrina, com interferência na biossíntese de estrógenos, devido à 

inibição da atividade da aromatase (MONOD et al., 2004; TAXVIG et al., 2007; 

KJAERSTAD et al., 2010; TENG et al., 2017ab). 

Considerando que a população em geral estaria exposta a estes compostos 

e aos seus potenciais efeitos sobre produção de hormônios sexuais, identificar 

possíveis prejuízos à qualidade espermática se torna fundamental.  

Uma das ferramentas atuais mais promissoras para avaliação da qualidade 

espermática e caracterização química do DNA é a espectroscopia de espalhamento 

Raman (HUSER et al., 2009; MALLIDIS et al., 2011; SANCHEZ et al., 2012; HUANG 

et al., 2013; LANG et al., 2013; LI et al., 2014). Apesar desta técnica ser usada para 
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caracterização química de espermatozoides humanos, estudos do gameta 

masculino de outras espécies são escassos, especialmente de ratos. Amaral, et al 

(2018) realizaram um estudo de comparação por Espectroscopia de Espalhamento 

Raman das diferentes regiões dos espermatozoides (cabeça, peça intermediária e 

flagelo) de diferentes espécies (humano, camundongo, macaco e ouriço do mar). Os 

autores sugerem que não há diferenças significativas entre os espectros das 

espécies estudadas. 

A aprendizagem de máquina (AM) é uma subárea da inteligência artificial 

que se utiliza de métodos capazes de “aprender” automaticamente, extraindo 

padrões a partir de um conjunto de amostras de exemplo (COPPIN, 2010). A 

aplicação de algoritmos de aprendizado de máquina tem sido realizada de forma 

bem sucedida em pesquisa de diversas áreas da medicina e biologia 

(ALBUQUERQUE et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2017; PEREIRA et al., 2016; 

PEREIRA et al., 2017; PEREIRA et al., 2018; TOMIAZZI et al., 2018).  

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposição 

ao fungicida difenoconazol sobre a qualidade espermática, utilizando como modelo 

experimental ratos Wistar. Para isto, utilizou-se métodos de avaliação clássica de 

qualidade espermática e a espectroscopia de Espalhamento Raman Amplificado em 

Superfície, a fim de determinar possíveis alterações em bandas da cabeça 

espermática. Para a verificação de padrões utilizou-se a técnica de aprendizagem de 

máquina, com o objetivo de avaliar o desempenho de algoritmos na classificação 

dos grupos de exposição ao difenoconazol. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Meio Ambiente 
 

O meio ambiente é formado por um conjunto de elementos bióticos e 

abióticos, formando um ecossistema interligado entre os organismos vivos e o 

ambiente físico, onde, os recursos naturais existentes se inter-relacionam. Essa teia 

de relações pode ser fortemente prejudicada em decorrência do mau uso dos 

recursos naturais e da poluição gerada pelo homem (ODUM, 2008).   

A paisagem natural da terra vem sendo ameaçada no processo de 

desenvolvimento dos países, que muitas vezes, ocorre devido ao uso indiscriminado 

dos recursos naturais e da transformação do meio ambiente. Com isso, as 

mudanças climáticas e a degradação dos ecossistemas aumentam, prejudicando 

diretamente as populações mais vulneráveis e afetando a todos, no que diz respeito, 

aos recursos hídricos, segurança alimentar e energética (ZULAUF, 2000; BAIRD, 

2006; GIONGO, 2015). 

Esta problemática envolve ainda, a utilização em larga escala dos agroquímicos no 

processo de produção agrícola, utilizados para o aumento da produção e consumo 

do país. O uso destas substâncias causa modificações no ambiente, contamina as 

comunidades de seres vivos, e acumula nos segmentos bióticos e abióticos, além de 

gerarem efeitos indiretos em espécies não ligadas à produção agrícola (PERES; 

MOREIRA; DUBOIS, 2003). Desta forma, a contaminação dos recursos presentes 

no meio ambiente pelos agroquímicos traz uma grande preocupação com os 

possíveis danos à saúde, ao meio ambiente e fatores de alerta a toda população 

(GOMES; BARIZON, 2014).  

 

2.2 Agroquímicos: conceito e características  
 

Os agroquímicos contribuem para o crescimento e melhor desenvolvimento 

da agricultura e seus produtos.  

De acordo com a Lei nº 7.802 de 11 de julho de 1989, existem diferentes 

definições para agroquímicos. Mas de forma geral são considerados agroquímicos 

os produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, geralmente 

empregados na produção, armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, 



21 
 

nas pastagens, proteção de florestas tanto nativas quanto as implantadas, utilizados 

também em ambientes urbanos, hídricos e industriais, com a finalidade de alterar a 

composição da flora ou da fauna, tendo em vista a preservação destas da ação 

danosa de seres vivos considerados nocivos. 

Os agroquímicos podem ser classificados de acordo com o modo de ação do 

ingrediente ativo no organismo alvo, estrutura química e efeitos nocivos à saúde 

humana (SAVOY, 2011). Também podem ser classificados segundo seu potencial 

tóxico, sendo fundamental para o conhecimento da toxicidade de um produto, os 

seus possíveis efeitos agudos. No Brasil, a classificação toxicológica está a cargo do 

Ministério da Saúde (OPAS/OMS, 1996) e apresentada na Tabela 1. 
 

Tabela 1- Classificação toxicológica 

GRUPOS DL50 
(mg/Kg) 

DOSE CAPAZ DE MATAR UMA 
PESSOA ADULTA 

CLASSIFICAÇÃO MS 
PRODUTO COMERCIAL 

Extremamente Tóxico <5 1 Pitada/algumas gotas Classe I Faixa vermelha 

Altamente Tóxico 5-50 Algumas gotas/uma colher de 
chá Classe II Faixa Amarela 

Medianamente Tóxico 50-500 1 colher de chá/2 colheres de 
sopa Classe III Faixa Azul 

Pouco Tóxico 500-5000 2 colheres de sopa – um copo  
Classe IV  Faixa Verde 

Muito Pouco Tóxico >5000 Um copo – um litro 
Fonte: Adaptada. BNDES, 2006. 
 

Os estudos necessários para a avaliação da toxicidade são: DL50 (Dose 

Letal) oral aguda; DL50 dérmica aguda; irritabilidade ocular; irritabilidade dérmica; 

sensibilização dérmica e CL50 (Concentração Letal Média) inalatória. (SILVA, 2011). 

Em cumprimento à legislação, todos os produtos devem apresentar em seus rótulos 

uma faixa que especifique sua classe toxicológica (OPAS/OMS, 1996). 

A partir dos impactos causados pelos agroquímicos estabelece-se o 

Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) para todos os produtos técnicos e 

formulações existentes no mercado. De acordo com Stutzer e Guimarães (2003), 

para elaboração do PPA, a legislação ambiental requer estudos e testes das 

características físico-químicas, toxicidade de organismos não-alvo, determinação do 

comportamento ambiental, toxicidade para animais, incluindo potencial genotóxico, 

embriofetotóxico e carcinogênico. A partir destes dados, a classificação toxicológica 

é determinada. 



22 
 

2.3 A utilização de agroquímicos  
 
A utilização de agroquímicos surgiu com o objetivo de proteger a agricultura, 

evitando perdas no rendimento das colheitas, devido à presença de pragas nas 

culturas (STOPPELI; MAGALHÃES, 2005). O Brasil é considerado o maior 

consumidor de agroquímicos do mundo e um dos mais eficientes no uso desses 

defensivos agrícolas. Na safra agrícola de 2012 foram pulverizados, nos seus 95 

milhões de hectares de lavouras, cerca de 1,05 bilhões de litros de herbicidas, 

inseticidas e fungicidas, principalmente nos cultivos de soja, milho, cana de açúcar, 

algodão, cítricos, café e hortaliças (CARNEIRO, 2012; SINDAG, 2012). 

O Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para Defesa Agrícola 

(SINDAG) destacou um aumento de 12,7% nas vendas de defensivos agrícolas em 

2012 em relação ao ano anterior, atingindo 823.226 toneladas, o equivalente a US$ 

9,71 bilhões. Em relação aos fungicidas, o valor comercializado foi de US$ 2,45 

bilhões, o correspondente a 96.993 toneladas, sendo que seu principal destino, em 

valor, foi para a produção de soja (50%), seguido de café, feijão, milho, algodão, 

batata inglesa e culturas de inverno (BRASIL, 2013). 

No período de 2012 a 2014 o uso de agroquímicos foi da ordem de 8,33 Kg 

por hectare. No entanto, nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás e 

São Paulo este número chega a 12 e 16 Kg por Hectare (BOMBARDI, 2017). No ano 

de 2014 foram vendidos 508.556,84 toneladas de agroquímicos no Brasil. O gradual 

aumento deste consumo pode ser observado na Figura 1. 
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Figura 1– Consumo de agroquímicos (2000-2014) 

 

Fonte: IBAMA / Consolidação de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos, 
agrotóxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n°4.074/2002. 

 

Segundo o Sindicato Nacional na Indústria de Produtos para Defesa Vegetal 

(SINDIVEG) as vendas gerais de agroquímicos no Brasil no ano de 2016 somaram 

mais de US$ 9,6 bilhões. As principais classes de agroquímicos comercializados 

foram os herbicidas (33%), fungicidas (33%), inseticidas (29%), acaricidas (1%) e 

outras (4%). Dentre os estados que mais consumiram agroquímicos em 2016 está 

Mato Grosso (20,4%), São Paulo (14%), Paraná (13,6%), Rio Grande do Sul 

(13,2%), Goiás (9,6%) e demais estados. Além disso, as importações de fungicidas 

no país chegaram a mais de 94,1 mil quilos em 2016 (SINDIVEG, 2017).  

O uso de fungicidas cresceu consideravelmente 32% desde a safra de 

2014/2015. Em relação a safra de 2016/2017 houve um aumento de 38% no 

consumo de fungicidas nas áreas destinadas a soja. Essa expansão na demanda 

por fungicidas ganhou força com o aumento da resistência da ferrugem asiática. O 

estado que mais utilizou fungicidas no Brasil no ano de 2017 foi o Rio grande do Sul 

(55%), seguido pelo Mato Grosso do Sul (40%), Mato Grosso (39%), São Paulo 

(39%), Paraná (34%) e Goiás (33%) (SINDIVEG, 2017; ABRAPA, 2017). 
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2.4 Contexto regional  
Situada no extremo oeste do estado de São Paulo, a região do Pontal do 

Paranapanema apresenta uma área de 18.441,60 Km², que abrange um território 

rural composto por 32 municípios. De acordo com o último senso do IBGE de 2010 a 

população total do território era de 583.766 habitantes, dos quais 59.911 viviam na 

área rural, o que corresponde a 10,26% do total. Possuindo 12.349 agricultores 

familiares e 5.853 famílias assentadas (BARONE; MELAZZO; SILVA, 2011). A 

Figura 2 apresenta os municípios que compõem a região do Pontal do 

Paranapanema.  
 

Figura 2- Municípios que compõem a Região do Pontal do Paranapanema 

Fonte: BARONE; MELAZZO; SILVA, 2011. 
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A região apresenta uma grande concentração de assentamentos rurais, 

considerada a maior do Brasil. Possui atualmente 113 assentamentos espalhados 

em 14 dos 32 municípios que fazem parte da União dos Municípios do Pontal do 

Paranapanema (UNIPONTAL). Estes assentamentos possuem cerca de 12.500 

agricultores familiares e cerca de seis mil famílias assentadas (VERGES, 2013). 

A região do Pontal do Paranapanema é composta de mata atlântica de 

interior ou estacional semi-decídua de planalto (BEDUSCHI-FILHO, 2002). A região 

apresenta em suas características agropecuárias uma grande incidência de cultivos 

agrícolas, destacando-se a cana-de-açúcar, que saltou de 92 mil hectares em 

1995/96 para 403 mil hectares em 2007/08, correspondendo a 18% da área da 

região. Também são significativas as culturas do amendoim, mandioca, soja, 

eucalipto e seringueira. 

Por se tratar de uma região com grandes atividades agronômicas, a região 

do Pontal do Paranapanema está associada à ampla utilização de agroquímicos. 

Segundo Barreto (2013), as cidades de Euclides da Cunha Paulista; Marabá 

Paulista; Mirante do Paranapanema, Rosana, Sandovalina e Teodoro Sampaio 

apresentam maior predominância de atividades agrícolas e consequentemente há 

uma maior utilização e contato dos trabalhadores rurais com os agroquímicos.  

 
2.5 Fungicida de estudo: Difenoconazol 

Dentre os agroquímicos comercializados no Brasil, foi selecionado para o 

estudo o difenoconazol (cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4- triazol-1-ilmetil)-1,3-

dioxolan-2-il]fenil 4-clorofenil eter) da classe dos fungicidas sistêmicos (HELENO et 

al., 2014). A estrutura química dos fungicidas triazóicos apresenta o anel 1,2,4-triazol 

que é um anel heterocíclico aromático contendo três átomos de nitrogênio dispostos 

nas posições 1, 2 e 4 de um anel de cinco membros, conectado ao restante 

hidrofóbico da molécula pela posição 1 (WU et al., 2001). A Figura 3 apresenta a 

estrutura química do difenoconazol. 
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Figura 3 - Estrutura química do difenoconazol 

 

Fonte: Heleno et al., 2014. 

 

Por integrar o grupo químico triazol, o composto provoca o rompimento da 

parede celular, controlando dessa forma, o crescimento de diferentes classes de 

fungos (SYNGENTA, 2002). Os triazóis são fungicidas empregados no controle de 

doenças causadas por fungos, bactérias ou algas, por alguns desses compostos 

inibirem o crescimento dos fungos. Essas substâncias são inibidoras da 

desmetilação, etapa na síntese do ergosterol, um dos principais componentes da 

parede celular de fungos pertencentes ao grupo dos ascomicetos, basidiomicetos e 

deuteromicetos (VIRGENS et al., 2015). Segundo sua classificação toxicológica, o 

ele pertence à classe dos extremamente tóxicos (classe I) e é indicado para 

aplicação foliar (pulverização) em diferentes culturas (HELENO et al., 2014).  

Os compostos cujo coeficiente de partição octanol/água é alto e cuja 

solubilidade em água é baixa (natureza hidrofóbica) podem sofrer forte adsorção no 

solo ou sedimentos e, também, bioacumular-se em organismos aquáticos, como é o 

caso do difenoconazol (SILVA, 2009). O quadro 1 apresenta  dados toxicológicos do 

difenoconazol. 
 

Quadro 1- Dados toxicológicos do difenoconazol  

Dados toxicológicos 

DL50 oral (ratos) 2.470 mg/Kg 

DL50 dermal (ratos) > 4.000 mg/Kg 

DL50 inalação (ratos, 4 horas) > 5.400 mg/m3 

Irritação para olhos (coelhos) Irritante 

Irritação para pele (coelhos) Não irritante 
Fonte: Adaptada. SYNGENTA, 2002. 
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2.6 Impactos dos agroquímicos no meio ambiente e na saúde 
 
Segundo Oliveira (2015), a problemática envolvida com a utilização de 

agroquímicos engloba desde o manuseio, aplicação até o destino final das 

embalagens. Para que se evite contaminações é essencial ter conhecimento das 

características da substância utilizada, da forma correta de utilização, além do uso 

de equipamentos de proteção individual (EPI). Também é fundamental que se 

obedeçam às dosagens recomendadas pelo fabricante.  

Apesar da produção agrícola convencional ter trazido resultados positivos 

importantes para a sociedade, à utilização intensiva de agroquímicos, leva à 

contaminação de alimentos, águas, ar, chuvas, trabalhadores, população do entorno 

e dos animais tanto na zona rural quanto urbana (OLIVEIRA, 2015). 

As propriedades físico-químicas dos agroquímicos, bem como a quantidade 

e a frequência de uso, métodos de aplicação, características do ambiente e as 

condições meteorológicas determinam qual será o destino dessas substâncias no 

meio ambiente. Silva (2009) descreve o processo de adsorção que influencia 

diretamente os efeitos de biodegradabilidade, bioacumulação, e interação com a 

superfície das partículas da fase sólida do solo. O Quadro 2 apresenta processos de 

transferência e degradação que controlam a dinâmica e o destino dos agroquímicos 

no meio ambiente. 
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Quadro 2 – Dinâmica/destino de agroquímicos no ambiente 

 

PROCESSO  CONSEQUÊNCIA  FATORES  

Transferência (processo que realoca a molécula sem alterar sua estrutura)  

Deriva física  Movimento pela ação do vento  Velocidade do vento, tamanho das gotas  
Volatilização  Perda por evaporação do solo, da 

planta ou do ecossistema aquático  
Pressão de vapor, velocidade do vento, 
temperatura  

Adsorção Remoção pela interação com plantas, 
solo e sedimentos  

Conteúdo mineral e matéria orgânica, tipo 
de mineral, umidade  

Absorção Absorção pelas raízes ou ingestão 
animal  

Transporte pela membrana celular, tempo 
de contato, suscetibilidade  

Lixiviação Translocação lateral e vertical através 
do solo  

Conteúdo de água, macro poros, textura do 
solo, quantidade de mineral e conteúdo de 
matéria orgânica  

Erosão Movimento pela ação da água ou do 
vento  

Chuva, velocidade do vento, tamanho das 
partículas do mineral e da matéria orgânica 
com moléculas adsorvidas  

Degradação (processo que altera a estrutura química)  
Fotoquímica Quebra da molécula devido a 

adsorção de luz solar 
Estrutura química, intensidade e duração 
da luz solar, exposição  

Microbiana Degradação microbiana  Fatores ambientais (pH, umidade, 
temperatura), condições de nutriente, 
conteúdo de matéria orgânica  

Química Alteração por processos químicos 
como hidrólise e reações de 
oxirredução  

Alto ou baixo pH e fatores ambientais  

Metabolismo Transformação química após absorção 
pelas plantas e animais 

Capacidade de ser absorvido, ser 
metabolizado e interagir com organismos  

Fonte: Adaptada. PIERZYNSKI; SIMS; VANCE, 1994. 

 

Os agroquímicos podem ainda, acumular-se ao longo da cadeia alimentar 

que leva a um fenômeno ecológico chamado de biomagnificação, que é o aumento 

das concentrações de uma determinada substância de acordo com o aumento do 

nível trófico (nível que um ser vivo ocupa na cadeia alimentar) (PERES; MOREIRA; 

DUBOIS, 2003). 

Os alimentos, assim como a água e o solo, apresentam vestígios dos 

agroquímicos utilizados durante o processo de produção. Essa contaminação está 

diretamente relacionada com a dose de aplicação. Devido à contaminação esses 

alimentos quando ingeridos podem causar sérios danos à saúde (OLIVEIRA, 2015). 

Além disso, substâncias restritas a determinadas culturas são utilizadas 

indiscriminadamente em outras, conforme é evidenciado pelo PARA. Órgão 
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responsável por fiscalizar e monitorar os níveis de resíduos de agroquímicos nos 

alimentos que são comercializados no Brasil (ANVISA, 2016). 

Entre 2001 e 2007, foram analisadas 7321 amostras dos alimentos in natura. 

As maiores irregularidades encontradas permitem concluir que o maior problema é o 

uso indiscriminado dos agroquímicos não autorizados para as culturas (ANVISA, 

2008). No monitoramento de 2008 foi constatado o uso de substâncias 

organocloradas e resíduos de agroquímicos não autorizados, como o endossulfam 

em amostras de batata, mamão, morango, pimentão e uva, e o dicofol em pimentão 

(ANVISA, 2009). Todos estes compostos geram uma série de implicações na saúde 

humana. 

Das 3.130 amostras analisadas pelo PARA no ano 2009, 29,0% foram 

consideradas insatisfatórias. As principais irregularidades encontradas nas amostras 

foram: a presença de agroquímicos em níveis acima do LMR representando 2,8%; 

agroquímicos não autorizados (NA) para a cultura 23,8% e, resíduos acima do LMR 

e NA na mesma amostra 2,4% do total. Em 2010 das 2.488 amostras analisadas 

28% foram consideradas insatisfatórias e as principais irregularidades foram: a 

presença de agroquímicos em níveis acima do LMR 1,7%, agroquímicos NA 24,3% 

e resíduos acima do LMR e NA simultaneamente em 1,9 % do total de amostras 

(ANVISA, 2010; ANVIVA, 2011).  

Em 2012, verificou-se que entre as 1.397 amostras analisadas, 25% foram 

insatisfatórias. A presença de agroquímicos em níveis acima do LMR foi de 1,9 %; a 

constatação de agroquímicos (NA) para a cultura 21% e resíduos acima do LMR e 

NA simultaneamente 1,9 % do total (ANVISA, 2013). A Figura 4 apresenta a 

distribuição dos resíduos de agroquímicos encontrados nas 12.051 amostras de 

alimentos monitorados no período de 2013 a 2015. 
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Figura 4- Amostras de alimentos analisadas pela ANVISA no período de 2013-2015. 

Fonte: Adaptada. ANVISA, 2016. 

 

Observou-se que 9.680 das amostras (80,3%) foram consideradas 

satisfatórias quanto aos agroquímicos pesquisados, sendo que 42,0% não foram 

detectados resíduos e 38,3% apresentaram resíduos em concentrações iguais ou 

inferiores ao LMR.  No entanto, dentre as 12.051 amostras analisadas, 2.371 

(19,7%) foram consideradas insatisfatórias (ANVISA, 2016).  

Se um resíduo do agroquímico é encontrado em um alimento em 

concentração igual ou inferior ao LMR, o alimento pode ser considerado seguro para 

a saúde do consumidor. No entanto, se um resíduo excede o LMR ou não é 

autorizado para a cultura, existe uma irregularidade podendo trazer risco à saúde 

humana (ANVISA, 2016). No histórico de monitoramentos realizado pela ANVISA 

podemos observar uma diminuição nas amostras consideradas insatisfatórias e 

naquelas onde há a presença de agroquímicos não autorizados para a cultura. No 

entanto, o risco ainda permanece, visto que, ainda se encontram esses problemas 

em quase 20% das amostras analisadas. 

A utilização desses agroquímicos de forma inadequada e indiscriminada 

pode trazer sérios riscos à saúde da população. Numa série acumulada de 1989 a 

2004 foram notificados no Brasil 1.055.897 casos de intoxicações humanas por 

agroquímicos e 6.632 óbitos (SINITOX, 2018). Somente em 2012, houve 4.656 

casos de intoxicações no Brasil, em destaque a região Sudeste com 52,28% dos 
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casos. Vale ressaltar que a OMS indica que, para cada caso notificado de 

intoxicação por agroquímicos, existem 50 outros casos não notificados (SINITOX, 

2018). A Figura 5 mostra a incidência de casos de intoxicações por agroquímicos de 

uso agrícola e doméstico no período de 2012 a 2016 no Brasil.  

 

FIGURA 5 – Casos de intoxicação por agroquímicos de uso agrícola e doméstico no 

período de 2012 a 2016 no Brasil. 

 
Fonte: Adaptada. SINITOX, 2018. 

 
2.7 Sistema reprodutor do rato  

 

A fase da puberdade de um rato ocorre entre os 40 e 50 dias de idade. 

Neste período já são encontradas as primeiras espermátides maduras no testículo e 

constatados espermatozoides na cauda do epidídimo (ROBB et al., 1978; ZANATO 

et al., 1994). Esse período é muito importante no desenvolvimento sexual dos 

animais, devido à ocorrência de uma série de eventos (hipotalâmico-hipofisário-

gonadal) para o início do ciclo reprodutivo da espécie (OJEDA; URBANSKI, 1994). 

O aparelho reprodutor masculino do rato é composto por testículos, 

epidídimos, ductos deferentes, glândulas acessórias (como próstata e vesícula 

seminal) e pênis. O testículo é o órgão responsável pela produção de 

espermatozoides e andrógenos (LIMA, 2013). São órgãos pares revestidos por uma 

espessa cápsula de tecido conjuntivo denso, a albugínea testicular. 

Histologicamente e funcionalmente são divididos em tecido intersticial e túbulos 
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seminíferos, responsáveis pela esteroidogênese e espermatogênese (RODRIGUEZ; 

FAVARETTO, 1999; FRANÇA; GODINHO, 2002).  

O ciclo da espermatogênese de ratos dura aproximadamente 12 dias, e, é 

composto por 14 estágios. Uma espermatogônia precisa de 4,5 ciclos para formar 

um espermatozoide, ou seja, a espermatogênese completa de rato tem uma duração 

de 52 a 53,2 dias (depende da linhagem animal) (CLERMONT, 1972). Este processo 

é regulado pelo genótipo das células germinativas (FRANÇA; AVELAR; ALMEIDA, 

2005).  

Os espermatozoides saem dos testículos imóveis e incapazes de fertilizar 

um ovócito. Apenas adquirem motilidade e capacidade de fertilizar um ovócito após 

sua passagem pelo ducto epididimário (SHUM et al., 2009). O epidídimo é um órgão 

formado por um ducto único e enovelado que liga os ductos eferentes ao ducto 

deferente (HERMO; ROBAIRE, 2002). Pode ser dividido em três regiões principais: 

segmento inicial, cabeça, corpo e cauda (HERMO; ROBAIRE, 2002; FRANÇA; 

AVELAR; ALMEIDA, 2005; CORNWALL, 2009). 

As regiões do epidídimo apresentam funções distintas. O segmento inicial 

está relacionado com a absorção de fluidos vindos do testículo, as regiões da 

cabeça e corpo estão envolvidas nos processos de maturação espermática, 

aquisição da motilidade progressiva e da capacidade de reconhecimento e 

fertilização do ovócito. A região da cauda está ligada ao armazenamento 

espermático e a fagocitose de espermatozoides anormais (ROBAIRE; VIGER, 1995; 

CORNWALL, 2009). Neste sentido, o epitélio epididimário é responsável por criar um 

microambiente altamente especializado responsável pelo transporte, maturação, 

estocagem e proteção espermática (ROBAIRE; VIGER, 1995; HERMO; ROBAIRE, 

2002). 

Os espermatozoides do rato possuem uma cabeça alongada em formato de 

gancho e podem ser divididos em cabeça e cauda. A cabeça contém o núcleo 

haploide, com cromatina altamente compactada e o acrossoma, uma estrutura de 

dupla parede situada entre a membrana plasmática e a porção anterior do núcleo 

(HAFEZ, 1970; ALBERTS et al., 2010).  

A cauda do espermatozoide é formada por um longo flagelo, que pode ser 

dividido em de quatro segmentos: peça de ligação, peça intermediária, peça 

principal e terminal. A peça intermediária é composta por um grande número de 

mitocôndrias que possuindo a função de produzir a energia necessária para a 
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motilidade espermática. O axonema do flagelo se inicia na região da peça 

intermediaria e se estende ao longo de toda a cauda. (GILBERT, 2003; ALBERTS, 

2010).  

As análises espermáticas permitem a avaliação de parâmetros 

morfofuncionais de espermatozoides que podem estar correlacionados com a 

fertilidade. Motilidade, morfologia, concentração espermática, vitalidade e 

integridade acrossomal são importantes parâmetros para avaliação da qualidade 

seminal e do potencial reprodutivo de machos (VERSTEGEN et al., 2002).  

As anormalidades morfológicas são encontradas na cabeça, peça 

intermediária e na cauda dos espermatozoides. Os maiores defeitos incluem 

anormalidades na cabeça e peça intermediária, como a gota citoplasmática proximal 

e alterações individuais e os menores defeitos incluem cabeças de espermatozoides 

destacadas e gota citoplasmática distal (MENON et al., 2010). 

 
2.8 Agroquímicos no sistema reprodutor 

 
Nos últimos anos houve uma crescente preocupação sobre contaminantes 

ambientais estarem alterando o sistema reprodutivo masculino. Estudos relatam que 

os agroquímicos podem afetar o sistema reprodutivo por vários mecanismos e vias. 

Do ponto de vista toxicológico, podem afetar a espermatogênese, levando a uma 

baixa qualidade do sêmen e a alterações morfológicas (FISCH et al., 1996; 

WISNIEWSKI, 2013). 

Koifman e Hatagima (2003) afirmam que um grande número de 

agroquímicos apresenta atividade potencialmente capaz de desregular o equilíbrio 

endócrino de seres humanos e animais. A exposição a esses desreguladores 

endócrinos estaria associada a cânceres, a modificação na razão entre sexos ao 

nascimento, infertilidade, mal formações congênitas no trato genital masculino e a 

modificações na qualidade do sêmen. 

Hinfray et al. (2006) relatam que alguns agroquímicos (clotrimazol, imazalil, 

prochloraz, fenbuconazole, propiconazole, difenoconazol, triadimenol, fenarimol) têm 

o potencial de interferir na biossíntese de estrogênios endógenos. Com base nos 

resultados obtidos, os autores sugerem ainda, que estes compostos podem afetar o 

desenvolvimento sexual e a reprodução de peixes.  
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Em aves, o epoxiconazol provocou a diminuição da produção de 

espermatozoides e alterações na morfologia de testículos (GROTE et al., 2008). A 

exposição de epoxiconazol durante a gravidez de ratas levou a alteração do 

desenvolvimento reprodutivo e a perdas fetais. A exposição à mistura dos fungicidas 

tebuconazol e epoxiconazol apresentaram desregulações endócrinas em diversos 

níveis (TAXVIG et al., 2007). 

A administração oral de fluconazol (50 mg / kg de peso corporal em água 

destilada) diariamente durante um mês para coelhos machos sexualmente maduros 

induziu uma diminuição significativa na testosterona sérica, volume de sêmen, 

contagem e porcentagem de espermatozoides móveis (EL-MEDANY et al., 2002).  

Segundo Abd-Alrahman et al. (2014) ratos albinos machos expostos ao 

fungicida difenoconazol e ao herbicida diclofope-metilo induziram alterações 

significativas nos diferentes parâmetros bioquímicos. O estudo também demonstrou 

claramente a inibição da atividade da acetilcolinesterase (AChE), sugerindo esta 

enzima como um bom indicador de intoxicação de eritrócitos por ambos os 

agroquímicos, além de, um aumento da peroxidação lipídica em ratos expostos ao 

diclofope-metilo e difenoconazol e sua mistura. 

Em função disso, há a necessidade de estudos investigativos nesta área 

para entender melhor os mecanismos de toxicidade destes agroquímicos. Os testes 

in vivo em animais são essencialmente importantes para a detecção de substâncias 

desreguladoras do sistema endócrino devido a sua complexidade. Os resultados 

obtidos através desses testes permitem uma extrapolação para os seres humanos 

indicando os possíveis riscos da exposição da população a estas substâncias (KITA, 

2004). 

 

2.9 Espectroscopias de Espalhamento Raman (ER) e Raman Amplificado em 
Superfície (SERS) 

 

A espectroscopia molecular é uma ferramenta que vem sendo empregada 

em diferentes tipos de estudos (AOKI, 2013) e também crescentemente na área da 

biomedicina (MORRIS et al., 2002; HUSER et al., 2009; FENN et al., 2011; HUANG 

et al., 2011; MALLIDIS et al., 2011, CHEN, et al., 2015, AMARAL et al., 2018).  
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Esta técnica estuda a interação da matéria com a radiação eletromagnética 

e o resultado é a obtenção de um espectro da radiação eletromagnética por meio da 

energia da radiação eletromagnética absorvida, espalhada ou emitida pelas 

moléculas que interagem com a radiação incidente. No caso de moléculas, elas 

podem sofrer transição em níveis eletrônicos, vibracionais ou rotacionais. Essas 

técnicas são geralmente utilizadas para a obtenção de informações sobre níveis de 

energia, ligações químicas e estrutura molecular (SALA, 2008; OSTERBERG et al., 

2014). 

A Espectroscopia de Espalhamento Raman é uma técnica que utiliza uma 

fonte monocromática de luz, um feixe de radiação laser de baixa potência, que 

ilumina uma pequena área do objeto de estudo. Essa luz incidida sobre a área 

definida é espalhada em todas as direções, sendo em primeiro caso observado uma 

radiação elástica que não é de interesse. Em segundo caso a radiação é espalhada 

inelasticamente, ou seja, possui uma frequência ou comprimento de onda diferente 

da incidente (FARIA, 2011). 

Laserna (1996), diz que a incidência da radiação eletromagnética produz 

uma perturbação dependente do tempo, a qual se manifesta por um estado virtual 

de energia. Assim, quando os estados estacionários final e inicial são os mesmos, o 

efeito da perturbação é chamado de espalhamento Rayleigh, onde as frequências 

das radiações incidente e espalhada são as mesmas. No entanto, quando se tem a 

frequência da radiação espalhada maior que a da radiação incidente, tem-se o 

espalhamento Raman anti-Stokes, resultado da transição da molécula para um 

estado vibracional de menor energia. Caso ocorra o inverso, ou seja, a frequência da 

radiação espalhada ser menor que a da radiação incidente, tem-se o chamado 

espalhamento Raman Stokes. 

A probabilidade de ocorrência do espalhamento Raman Stokes é maior que 

para o espalhamento Raman anti-Stokes a temperatura ambiente, uma vez que ele 

se dá para as moléculas presentes no estado fundamental de energia. No caso do 

Raman anti-Stokes, o espalhamento só ocorre em moléculas que se encontrem no 

estado vibracional excitado, cuja ocorrência é menor que no estado vibracional 

fundamental em temperatura ambiente (LASERNA, 1996). A Figura 6 ilustra um 

diagrama de energia envolvendo os espalhamentos Raman (Stokes e o anti-Stokes) 

e Rayleigh.  
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Figura 6– Diagrama de níveis de energia ilustrando a origem dos espalhamentos  
Raman e Rayleigh 

 
Fonte: LASERNA, 1996. 

 

A diferença entre a radiação espalhada e a incidente corresponde à energia 

com que os átomos presentes na área estudada estão vibrando, tornando possível a 

obtenção de informações importantes sobre a composição e estrutura química das 

espécies (FARIA, 2011). 

As vibrações que ocorrem em uma molécula são ocasionadas pela oscilação 

das posições relativas dos átomos, e elas podem ser classificadas nas categorias de 

estiramento (deformação axial) e deformação (deformação angular), conforme 

mostrado na Figura 7.  

 

Figura 7 - Modo de vibrações moleculares 

 
Fonte: HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009. 
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As variações nas frequências da radiação ocorrem em função das vibrações 

moleculares e são representadas pelo número de ondas (cm-1) e pela intensidade 

em número de fótons espalhados. As vibrações estão diretamente relacionadas as 

características da molécula, como as conformações moleculares, distribuição dos 

elétrons nas ligações químicas, tipo de ligação envolvida, entre outras propriedades 

físicas (OLIVEIRA, 2015). 

No intuito de melhorar os diagnósticos de doenças a Espectroscopia de 

Espalhamento Raman vem sendo frequentemente empregada na área da 

biomedicina. Sua capacidade de detectar alterações de DNA/RNA, proteínas, 

lipídios, faz dela uma excelente ferramenta para quantificação de modificações à 

nível celular (FEN et al., 2011; MALLIDIS et al., 2013; D’AMICO et al., 2015; 

OLDENHOF et al., 2016). 

Segundo HUANG et al. (2013) pode se distinguir espermatozoides normais 

de anormais, de modo que o diagnóstico não permite apenas a avaliação da 

qualidade (motilidade), mas também a seleção de espermatozoides de alta 

qualidade para uma futura fertilização in vitro. 

 

 

2.9.1 Técnica de SERS 

 

A utilização de superfícies metálicas nanoestruturadas tem como 

característica intensificar o sinal do Raman de moléculas adsorvidas na ordem de 

106 vezes. Esse efeito é conhecido como SERS (Surface Enhanced Raman 

Scattering) (DE SANTANA et al., 2006). 

Nesta técnica, diferentes metais (Ag, Al, Au e Cu principalmente) em 

diferentes formatos (ilhas metálicas, soluções coloidais, nanotubos) são utilizados 

afim de obter a maior amplificação de sinal (CONSTANTINO et al., 2002; TOLAIEB 

et al., 2004; VOLPATI et al., 2008, AOKI et al., 2010). Dentre os substratos ativos 

mais utilizados estão os coloides, devido a suas propriedades ópticas apresentam 

inúmeras vantagens: fácil preparação, sua superfície ativa pode ser facilmente 

renovada por meio de agitação, o tamanho e formato de suas partículas podem ser 

medidas e caracterizadas facilmente por absorção UV-Vis e há a possibilidade da 

preparação de filmes de coloides. Um exemplo é a solução de prata coloidal 
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preparada a partir de solução de AgNO3 (DE SANTANA et al., 2006). A Figura 8 

apresenta o espectro de absorção de Uv-visível da solução coloidal de Ag e a 

imagem de miscroscopia eletrônica de transmissão ótica de coloides de Ag SERS 

ativo.  

 

Figura 8 - Espectro de absorção de Uv-visível da solução coloidal de Ag SERS ativa 

(A) e a imagem de miscroscopia eletrônica de transmissão ótica de coloides de Ag 

SERS ativos (B) 

 
Fonte: Adaptada, DE SANTANA (2006). 

 

Segundo De Santana (2006), a aplicação da técnica de SERS possibilita 

uma maior aplicabilidade da espectroscopia vibracional de Espalhamento Raman 

para análises na ordem de nano, pico e fentograma devido a sua sensibilidade e 

seletividade. Uma técnica bastante promissora nas áreas médica e ambiental. A 

técnica também tem sido utilizada em diversos estudos biológicos como na 

determinação de drogas e componentes celulares em células vivas ou em 

membranas celulares (KNEIPP et al., 1997; FARIA, 2011; DE SANTANA, et al., 

2006; OAKI, 2010). 

 

2.10 Aprendizagem de Máquina 
 

Aprendizagem de Máquina (AM) (ou Machine Learning) compreende uma 

área de sistemas inteligentes. Trata-se de uma subárea da Inteligência Artificial (IA) 

que se utiliza de métodos e do desenvolvimento de algoritmos que permitem que o 
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computador seja capaz de “aprender” automaticamente extraindo padrões a partir de 

um conjunto de amostras de exemplo (COPPIN, 2010; KOERICH, 2012). Os 

métodos de A M possuem uma ampla gama de aplicações para a resolução de 

problemas, principalmente em áreas nas quais se deseja extrair conhecimento de 

um conjunto de dados; como, por exemplo: diagnóstico médico, bioinformática, 

detecção de fraudes em cartões de crédito, previsões financeiras, classificação de 

sequência de DNA, sistemas biométricos, dentre outras (KOERICH, 2012). 

As técnicas de aprendizado de máquinas empregam um princípio de 

inferência denominado indução, no qual se utilizam de um conjunto particular de 

exemplos (conjunto de treinamento ou amostras pré-classificadas) para extrair 

padrões destes exemplos. Nos casos que se utilizam do aprendizado supervisionado 

é fornecida uma referência do objetivo a ser alcançado, isto é, um treinamento. O 

treinamento consiste em um conjunto de exemplos com entradas e uma saída 

esperada. O algoritmo de aprendizado de máquina extrai o conhecimento necessário 

a partir desses exemplos. O objetivo é que a representação gerada seja capaz de 

produzir saídas corretas para novas entradas não apresentadas antes (PELLUCCI et 

al., 2011). 

Para este fim, é comumente utilizado um conjunto de teste ou validação, 

cujas amostras estão rotuladas (COPPIN, 2010). Posteriormente o rótulo predito é 

comparado ao rótulo desejado, e caso o rótulo obtido seja igual ao rótulo verdadeiro 

da amostra, obtém-se um acerto; caso contrário, ocorre um erro de classificação. 

Assim, tornasse possível calcular o percentual de acertos do método de AM 

empregado, o qual será utilizado como uma métrica de acurácia (BEUREN, 2010). A 

matriz de confusão (ou tabela de contingência) também é utilizada como uma 

medida efetiva do modelo de classificação, ao mostrar o número de classificações 

corretas versus as classificações preditas para cada classe, sobre um conjunto de 

exemplos (PRATI, 2006). 
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3 ARTIGO 

O presente estudo deu origem a um artigo científico intitulado “EXPOSIÇÃO 

EXPERIMENTAL AO FUNGICIDA AGRÍCOLA DIFENOCONAZOL E SEUS 

EFEITOS SOBRE A QUALIDADE ESPERMÁTICA” que será submetido para 

publicação no periódico Environmental Science and Pollution Research, Qualis A1 

(Ciências Ambientais) – CAPES.  
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RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposição do fungicida 

difenoconazol sobre a qualidade espermática de ratos. Ratos Wistar (45 dias) foram 

divididos em quatro grupos experimentais: controle e expostos a 5 (DA), 10 (DB) e 

50 mg/kg/dia (DC) de difenoconazol, durante 30 dias, via gavagem. Os 

espermatozoides foram submetidos à avaliação da motilidade, morfologia, vitalidade, 

integridade acrossomal e análises de Espectroscopia de Espalhamento Raman 

amplificado em Superfície (SERS). O testículo e o epidídimo direito foram coletados 

para as contagens espermáticas. Para o teste de aprendizado de máquina foram 

utilizados os algoritmos Artificial Neural Network (ANN), Bayes Classifier (BAY), K-

Nearest Neighbors (K-NN) e Support Vector Machine (SVM). A motilidade 

progressiva, a integridade da membrana acrossomal e a porcentagem de 

espermatozoides morfologicamente normais foram reduzidas nos grupos DB e DC 

em relação ao grupo controle. Já a vitalidade foi reduzida apenas no grupo DC. Além 

disso, os números de espermatozoides no testículo e no segmento cabeça/corpo do 

epidídimo e a produção diária de espermatozoides foram reduzidos nos três grupos 

expostos. As medidas de SERS mostraram alterações nas bandas dos espectros 

dos espermatozóides do grupo DC em relação ao controle. A análise computacional 

identificou a presença de um padrão para os grupos experimentais com boa 

classificação no teste SVM (≥ 80% de acurácia). Assim, concluiu-se que a exposição 

de ratos Wistar a diferentes doses do fungicida difenoconazol pode reduzir a 

qualidade espermática, com reconhecível padrão de classificação de grupos de 

exposição. 

  
Palavras-chave: Difenoconazol, Triazóis, Rato, Espermatozoides, Fertilidade, 
Espectroscopia de espalhamento Raman Amplificado em Superfície, Aprendizado de 
máquima.  

 

 

 

 

 

 



43 
 

INTRODUÇÃO 

 

Os fungicidas triazóis são amplamente utilizados na agricultura para o 

controle e proteção de manchas foliares, ferrugem e oídio em frutas, vegetais, 

cereais e sementes, culminando no aumento da produtividade das lavouras 

(Reuveni e Sheglov 2002; Wang et al. 2012). Entre eles, destaca-se o difenoconazol 

(cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2(1H-1,2,4-triazol-1ilmetil)-1,3-dioxolan-2-il] fenil 4-

clorofenil éter), um fungicida sistêmico de amplo espectro, usado especialmente em 

culturas de arroz, tomate, morango (Wang et al. 2012; Sun et al. 2015). 

O modo de ação dos triazóis afeta diretamente a permeabilidade da 

membrana das células fúngicas, através de alterações na biossíntese de lipídeos 

esteróides, com inibição de enzimas do citocromo P450 (CYP). Isto leva à 

interferência no crescimento do micélio, inibição da germinação por esporos e 

consequentemente do crescimento do fungo (Reuveni e Sheglov 2002; Goetz et al. 

2006) .  

Estudos têm mostrado que esses fungicidas podem modular a expressão e a 

função de genes e enzimas CYP de mamíferos (El-medany et al. 2002; Goetz et al. 

2006; Tully et al. 2006; Barton et al. 2006). Desta forma, seus resíduos podem levar 

a impactos sobre a saúde de organismos não-alvos, incluindo animais e seres 

humanos.  

Segundo Sun et al. (2015), resíduos (0,039-0,096 mg / kg) de difenoconazol 

podem ser encontrados em morangos, mesmo após o período de 7 dias (intervalo 

de segurança). Outros estudos também identificaram a presença de resíduos de 

difenoconazol em arroz, maçãs, uvas e solo (Thom et al. 1997; Banerjee et al. 2008; 

Wang et al. 2012), além de águas superficiais próximo a regiões de cultivo de arroz 

(Satapornvanit et al. 2004;). Esses resíduos de agroquímicos prejudicam os 

sistemas aquáticos e podem contaminar os seres humanos através da cadeia 

alimentar, trazendo riscos à saúde (Satapornvanit et al. 2004; Latiff et al. 2010; Teló 

et al. 2015). 

A exposição in vivo e in vitro ao difenoconazol e a outros triazóis pode 

apresentar potencial de desregulação endócrina (Monod et al. 2004; Taxvig et al. 

2007; Kjaerstad et al. 2010; Teng et al. 2017ab). Estudos mostram que a ação 

estrogênica do difenoconazol pode afetar a homeostase dos hormônios esteróides 

sexuais, levando a alterações reprodutivas (Teng et al. 2017ab). No entanto, estudos 
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de toxicidade reprodutiva do difenoconazol e outros triazóis são escassos e 

geralmente conduzidos com espécies aquáticas e aves (Hinfray et al. 2006; Grote et 

al. 2008; Mu et al. 2013; Liang et al. 2015; Mu et al. 2015; Teng et al. 2017). Não 

foram encontrados na literatura, até o momento, estudos de toxicologia reprodutiva 

masculina do difenoconazol, usando o rato ou outro modelo experimental mamífero.  

A exposição da população, por meio da ingestão de água e alimentos 

contaminados e a exposição ocupacional ao difenoconazol (El-medany et al. 2002; 

Grote et al. 2008; Sun et al. 2015), bem como seu potencial de desregulação 

endócrina (Monod et al. 2004; Taxvig et al. 2007; Kjaerstad et al. 2010; Teng et al. 

2017ab) levam à necessidade de avaliação dos seus possíveis efeitos deletérios, 

especialmente sobre o sistema reprodutor.  

Uma das ferramentas atuais mais promissoras para avaliação da qualidade 

espermática e caracterização química do DNA é a Espectroscopia de Espalhamento 

Raman (Mallidis et al. 2011; Sanchez et al. 2012; Huang et al. 2013; Lang et al. 

2013; Li et al. 2014). Apesar desta técnica ser usada para caracterização química de 

espermatozoides humanos, estudos do gameta masculino de outras espécies são 

escassos, especialmente de ratos. Amaral et al. (2018) realizaram um estudo de 

comparação por Espectroscopia de Espalhamento Raman das diferentes regiões 

dos espermatozoides (cabeça, peça intermediária e flagelo) de diferentes espécies 

(humano, camundongo, macaco e ouriço do mar). Os autores sugerem que não há 

diferenças significativas entre os espectros das espécies estudadas.  

A aprendizagem de máquina (AM) é uma subárea da inteligência artificial 

que se utiliza de métodos capazes de “aprender” automaticamente, extraindo 

padrões a partir de um conjunto de amostras de exemplo (Coppin, 2010). A 

aplicação de algoritmos de aprendizado de máquina tem sido realizada de forma 

bem sucedida em pesquisa de diversas áreas da medicina e biologia (Albuquerque 

et al. 2016; Albuquerque et al. 2017; Pereira et al. 2016; Pereira et al. 2017; Pereira 

et al. 2018; Tomiazzi et al. 2018).  

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposição 

ao fungicida difenoconazol sobre a qualidade espermática, utilizando como modelo 

experimental ratos Wistar. Para isto, utilizou-se métodos de avaliação clássica de 

qualidade espermática e a Espectroscopia de Espalhamento Raman Amplificada em 

Superfície (SERS), a fim de determinar possíveis alterações em bandas da cabeça 

espermática. Para a verificação de padrões utilizou-se a técnica de aprendizado de 
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máquina, com o objetivo de avaliar o desempenho de algoritmos na classificação 

dos grupos de exposição ao difenoconazol. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 
Animais 

Foram utilizados 40 ratos machos (45 dias de idade e 200g de peso 

corpóreo) da linhagem Wistar e provenientes do Biotério Central da UNOESTE, 

Presidente Prudente. Durante o período experimental, os animais foram mantidos no 

Biotério de Experimentação do Campus II da UNOESTE, em gaiolas de 

prolipropileno (43 × 30 × 15 cm) com aparas de pinheiro de laboratório como cama, 

sob condições controladas de luminosidade (fotoperíodo 12L, 12D) e temperatura 

(25 ± 1ºC), e receberam água filtrada e ração comercial para roedores. O protocolo 

experimental seguiu os Princípios Éticos em Pesquisa Animal do Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal e foi aprovado pelo Comitê de Ética para o Uso de 

Animais (Protocolo nº 3407-CEUA). 

 
Delineamento experimental e exposição 

 

Os ratos foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos experimentais 

(n=10/grupo): controle e expostos a 5 (DA), 10 (DB) e 50 (DC) mg/kg/dia de 

difenoconazol (SYNGENTA®, SCORE, Monthey, Suiça) diluído em água destilada, 

por 30 dias, via gavagem. A escolha das doses foi realizada de acordo com o estudo 

de Abd-Alrahman et al. (2014), considerando a LOAEL (menor dose onde se 

observa um efeito adverso) de 10mg/kg/dia e DL50 (dose letal mediana) oral para 

ratos de 2470 mg/Kg (Score, 2018). 

Os animais do grupo controle receberam água destilada, no mesmo 

protocolo de exposição que os grupos expostos. Para avaliação da toxicidade geral, 

durante o período de exposição, os ratos foram pesados três vezes por semana e 

tiveram sua ingestão diária de ração estimada (g) e água (mililitro). Além disso, 

foram observados quanto ao aparecimento de sinais clínicos de toxicidade, 

(piloereção, alteração no padrão de deambulação no interior da gaiola, ocorrência de 

diarreia e vocalização) (Christian, 2001). 
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Coleta dos órgãos 

Ao final do período de exposição, os ratos de cada grupo experimental 

sofreram eutanásia com tiopental sódico (100 mg.kg-1), por administração 

intraperitoneal. O testículo, epidídimo e ducto deferente direito, a próstata ventral, a 

vesícula seminal (sem glândula coagulante e cheia de secreção), fígado e rins foram 

removidos e seus pesos foram determinados. 

 
Análises espermáticas clássicas 

 

Após a eutanásia, o ducto deferente esquerdo foi coletado e as amostras 

espermáticas foram obtidas com a ajuda de uma seringa e agulha, por meio da 

lavagem interna com 1,0 mL de meio HTF modificado (Human Tubal Fluid; 

IrvineScientific, Santa Ana, CA, USA) a 34ºC.  

Uma pequena alíquota da solução espermática foi colocada em câmara de 

Neubauer para avaliação da motilidade. Para isso, 200 espermatozoides por animal 

(em duplicata) foram contados sob microscópio (Leica DMLS) em aumento de 200X 

e classificados em imóveis, móveis sem progressão e móveis com movimento 

progressivo.  

Para a análise da vitalidade, uma pequena alíquota de solução espermática 

foi depositada sobre uma lâmina histológica, juntamente com solução 

eosina/nigrosina (1:1). Com o auxílio de outra lâmina foi realizado o esfregaço, que 

foi seco ao ar livre. Duzentos espermatozoides foram contados ao microscópio de 

luz, em aumento de 1000X, em óleo de imersão, e classificados como: não corados 

(intacto, vivo) e com coloração vermelha (com membrana danificada). A vitalidade 

espermática foi definida como a contagem de células intactas. 

Para avaliação da integridade da membrana acrossomal, uma alíquota de 

10ul da solução espermática foi adicionada a 45ul de uma solução de citrato de 

sódio 2,9%. A essa mistura foi adicionada a solução de coloração Pope (Pope; 

Zhang; Dresser 1991). Após o tempo de 1 minuto em temperatura ambiente, foram 

realizados os esfregaços em lâmina histológica. As lâminas foram deixadas secar a 

temperatura de 37º C. Duzentos espermatozoides foram contados em microscópio 

óptico, em objetiva de 100X, em óleo de imersão, e caracterizados em íntegros e 

não íntegros, conforme sua aparência. A não integridade da membrana acrossomal 
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foi identificada pela porção anterior da cabeça do espermatozoide levemente mais 

clara que a porção posterior.  

O ducto deferente direito foi coletado e lavado internamente com 1,0 mL de 

solução formol salina 10%, com auxílio de uma seringa e agulha. Foram realizados 

esfregaços em lâminas histológicas, e deixadas secar ao ar livre. Duzentos 

espermatozoides por animal foram observados em microscópio em aumento de 

400X (Seed et al. 1996). As anormalidades morfológicas encontradas foram 

classificadas em duas categorias: anormalidades da cabeça (sem curvatura 

característica, em forma de alfinete ou isolada); e anormalidades da cauda 

(enrolada, quebrada, dobrada e isolada) (Filler, 1993). 

As contagens espermáticas foram realizadas utilizando-se os testículos e 

epidídimos direitos. Para isto, os testículos foram descapsulados e os segmentos 

cabeça/corpo e cauda do epidídimo foram separados. As espermátides testiculares 

resistentes à homogeneização (estágio 19 da espermiogênese) e os 

espermatozoides nos segmentos do epidídimo foram contados, como descrito por 

Robb; Amann e Killian (1978), com adaptações de Fernandes et al. (2007). Para 

calcular a produção diária espermática (PDE), o número de espermátides foi dividido 

por 6,1 (número de dias em que estas células estão presentes no epitélio 

seminífero). O tempo de trânsito espermático através do epidídimo foi determinado 

por divisão do número de espermatozoides em cada porção pela PDE. 

 

Análise espermática por Espectroscopia de Espalhamento Raman Amplificado 
em Superfície (SERS) 
 

Para a realização das medidas de Espectroscopia de Espalhamento Raman 

foi preparada uma solução coloide de nitrato de prata (Grabar et al. 1995; Aroca et 

al. 2005) e aplicada a todas as lâminas analisadas, a fim de obter a intensificação do 

sinal. Desta forma, a análise realizada foi de Espalhamento Raman Amplificado em 

Superfície (SERS). Os espectros foram obtidos a partir de lâminas com os 

espermatozoides obtidos do ducto deferente direito dos ratos dos grupos controle e 

exposto a 50 mg/Kg/dia de difenoconazol (DC). Além disso, também foram 

analisadas lâminas com o fungicida difenoconazol e apenas a lâmina de vidro 

recoberta com os coloides de Ag.  
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As análises foram obtidas por meio do espectrógrafo micro-Raman 

Renishaw modelo in-Via equipado com um microscópio Leica série DMLM para focar 

as amostras, detector CCD Peltier, e plataforma móvel (xyz). O espectrógrafo é 

equipado com lasers de Argônio e Hélio-Neônio com comprimentos de onda em 514, 

633 e 780 nm, respectivamente, possui redes de difração com 1200 e 1800 

linhas/mm, que permite resolução de 4 cm-1 e obtenção de espectros ponto-a-ponto 

com resolução espacial de 1 μm2. Todos os espectros foram obtidos em iguais 

condições: laser de 514 nm, tempo de exposição de 10 segundos e 1 acumulação, 

utilizando lente objetiva de 50x. Antes da obtenção dos espectros o laser foi 

calibrado com silício, banda 520 cm-1.  

A fim de comparar as mudanças espectrais, no mínimo 10 espectros foram 

obtidos para cada amostra de espermatozoide controle (n=5) e DC (n=6 animais). A 

média espectral foi obtida por meio do programa Microsoft Excell para Windows.  

   
Algoritmos de classificação 

 

As análises de aprendizagem de máquina foram realizadas por intermédio 

de diferentes algoritmos de reconhecimento de padrões (Artificial Neural Network 

(ANN), Bayes Classifier (BAY), K-Nearest Neighbors (K-NN) e Support Vector 

Machine (SVM)), de modo a verificar a existência de padrões nos diferentes dados 

coletados. Para o reconhecimento de padrões foram utilizados os seguintes 

parâmetros: consumo de água e ração, peso corpóreo final, peso dos orgãos 

reprodutivos, figado e rins, motilidade e morfologia espermática, integridade da 

membrana plasmática, integridade acrossomal e contagem espermática no testículo 

(número de espermatozoides e PDE) e no epidídimo (número de espermatozoides e 

tempo de trânsito nos segmentos cabeça/corpo e cauda). Os métodos de 

classificação utilizam conjunto de amostras pré-classificadas (que são comumente 

referidas como um conjunto de treinamento) que reconhece os padrões dessas 

amostras e depois classifica as amostras que não estejam presentes no conjunto de 

treinamento.  

Cada amostra de treinamento e de teste consistiu em um conjunto de 

recursos e um rótulo que representou sua classe (C, DA, DB e DC rótulos  

anteriormente conhecidos por seus tipos de exposição). Para investigar a taxa de 

aprendizagem dos algoritmos e os conjuntos de dados, usamos cinco diferentes 
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tamanhos de conjunto de treinamento considerando 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 

90% da totalidade do conjunto de dados, o restante dos dados foi usado para o 

teste. 

Para os experimentos computacionais, consideramos quatro classes (C, DA, 

DB, e DC).Todos os experimentos foram realizados em um computador com um 

Processador Intel i5 6500U com 8 GB de RAM usando Linux como o sistema 

operacional. 

No intuito de manter a clareza e facilitar a discussão dos resultados, foi 

realizada a matriz de confusão. A matriz de confusão ou de classificação foi criada a 

partir de um conjunto de dados divididos em categorias, que determinaram se os 

resultados (valores) esperados correspondem ao valor real, sendo o total desses 

resultados exibidos em uma matriz. 

 

Análise estatística 
 
As análises estatísticas foram realizadas pelo teste ANOVA, com teste a 

posteriori de Tukey ou teste não paramétrico de Kruskall-Wallis, com “a posteriori” de 

Dunn, de acordo com as características de cada variável. Os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão (DP) ou mediana e quartil 1 e 3 (Q1 / Q3). 

As diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 

 
RESULTADOS  

 
Toxicidade geral 

Os animais dos diferentes grupos experimentais não apresentaram sinais 

clínicos de intoxicação durante o período de exposição. Apesar das diferenças 

observadas no consumo diário de água nos grupos DA em relação aos grupos DB e 

DC (Figura 1B) e ração nos grupos DB e DC em relação ao controle (Figura 1C), 

estas não comprometeram a evolução (Figura 1A) e o ganho de peso corpóreo 

(Figura 1D) dos animais. Além disso, os pesos dos órgãos reprodutores, fígado e 

rins não foram afetados pela exposição ao fungicida (Tabela 1). 

 

Análises espermáticas clássicas 
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A motilidade espermática foi alterada pela exposição ao difenoconazol de 

forma dose-dependente. A porcentagem de espermatozoides com motilidade 

progressiva foi significativamente reduzida (p < 0,05) nos animais dos grupos DB e 

DC em relação ao grupo controle. Além disso, este parâmetro foi menor (p < 0,05) 

no grupo DC em relação ao grupo DA (Figura 2A). Consequentemente, a 

porcentagem de espermatozoides móveis, mas sem progressão (Figura 2B) e de 

imóveis (Figura 2C) foram significativamente aumentadas (p < 0,05) nos ratos dos 

grupos DB e DC em relação ao grupo controle. A porcentagem de espermatozoides 

sem progressão de movimento também foi maior (p < 0,05) nos grupos DB e DC em 

relação ao controle. 

A vitalidade foi reduzida (p < 0,05) no grupo exposto à maior dose em 

relação aos animais do grupo controle (Figura 2D). Além disso, houve uma redução 

(p < 0,05) da porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais nos 

grupos DB e DC em relação ao grupo controle. Nestes grupos expostos às duas 

maiores doses, ocorreram alterações morfológicas na cabeça e no grupo de maior 

dose alterações na cauda espermática (Tabela 2). 

A integridade da membrana acrossomal (Tabela 2) foi reduzida (p<0,05) nos 

grupos DB e DC em relação ao grupo controle. O número de espermatozoides no 

testículo e a produção diária espermática foram reduzidos (p < 0,05) de forma dose-

dependente, sendo que todos os grupos experimentais foram diferentes entre si 

(Tabela 3).  

O número de espermatozoides por grama de testículo, a PDE relativa, os 

números absoluto e relativo de espermatozoide no segmento cabeça-corpo e o 

número relativo de espermatozoides na cauda do epidídimo foram reduzidos (p < 

0,05) nos três grupos expostos em relação ao grupo controle (Tabela 3). No entanto, 

o número absoluto de espermatozoides presentes na cauda epididimária e o tempo 

de trânsito nos diferentes segmentos do epidídimo não foram alterados (p > 0,05) 

pela exposição ao difenoconazol (Tabela 3). 
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Análise espermática por Espectroscopia de Espalhamento Raman Amplificado 
em Superfície (SERS) 
 

A Figura 3 apresenta os Espectros de Espalhamento Raman Amplificado em 

Superfície das amostras de espermatozoides de animais do grupo controles (A), 

espectros das amostras de espermatozoides de animais expostos ao difenoconazol 

(grupo DC) (B) e difenoconazol puro (C). A Tabela 4 mostra as principais atribuições 

do difenconazol de acordo com Huang et al. (2016), e dos espermatozoides de 

animais controle e expostos de acordo com Shivanoor e David (2015); Amaral et al. 

(2018). 

As principais atribuições ocorreram entre 600 e 1800 cm-1 e são associadas 

principalmente as bases nitrogenadas e grupo fosfato dos ácidos nucleicos (Chen et 

al. 2015; Shivanoor e David 2015; Amaral et al. 2018). O difenoconazol é 

caracterizado pela presença de grupos C-C, C=C, C-O, C-N, C-Cl, C-H e C=N, 

grupos caracterizados por bandas em 700, 810, 1011, 1092. 1138, 1165, 1200, 

1363, 1447, 1586 e 1605 cm-1 (Huang et al. 2016). 

 

 Algoritmos de classificação 

 

O teste ANN apresentou menor índice de acurácia entre os algoritmos 

avaliados. Os testes BAY, KNN e o SVM apresentaram bons valores de acurária, 

sendo que o SVM foi o que apresentou melhores valores, usando diferentes 

porcentagens dos conjuntos de dados para o treinamento (Figura 4). Desta forma, 

este teste foi usado para a análise de matriz de confusão (Tabela 4). 

Ao analisar a matriz de confusão com quatro classes, em 70% do conjunto 

de treinamento, verificou-se uma maior precisão nos resultados referentes à classe 

C (97% de acurácia). As classes DA e DC apresentaram acurácia com 80% de 

precisão e a classe DB obteve 83% (Tabela 5). Os resultados indicam que a análise 

computacional conseguiu identificar as diferenças dos parâmetros avaliados entre 

estas classes com êxito a partir de 70% e definir um padrão para os dados 

coletados, ressaltando as diferenças entre os grupos de exposição ao difenoconazol. 
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DISCUSSÃO 

Apesar da preocupação sobre os potenciais riscos à saúde, causados pela 

exposição ao fungicida difenoconazol, à maioria dos estudos de toxicologia 

reprodutiva abordam os seus efeitos sobre a fertilidade feminina e viabilidade de 

desenvolvimento embrionário em modelos aquáticos. Não foram encontrados, até o 

momento, estudos sobre os possíveis efeitos da exposição a este fungicida sobre o 

sistema reprodutor masculino em modelo experimental mamífero. 

No presente estudo, não foram observados sinais clínicos de toxicidade 

geral durante o período de exposição dos animais a diferentes doses do fungicida 

difenoconazol. Este resultado concorda com estudo de Costa et al. (2015) que 

avaliou os efeitos da exposição aguda ao triazol propiconazol em ratos nas 

concentrações de 4 e 20 mg/Kg. 

A avaliação da evolução do peso corpóreo, bem como do estado nutricional, 

é extremamente importante para obtenção de informações sobre a saúde geral de 

animais expostos a xenobióticos. Estes dados levam a melhor interpretação de 

possíveis impactos diretos ou indiretos causados ao sistema reprodutor (Clegg et al. 

2001). No presente estudo, a exposição a diferentes doses de difenoconazol não 

afetou o peso corpóreo dos animais, concordando com estudos de exposição a 

fungicidas triazóis de Tully et al. (2006) e Costa et al. (2015). Este resultado indica 

que os efeitos reprodutivos causados pelo difenoconazol estão relacionados à ação 

direta do composto. 

 Apesar do consumo de ração e água ter sido menor em alguns dias, nos 

grupos expostos às duas maiores doses de difenoconazol, estas diferenças não 

permaneceram até o final do período de exposição. Goetz et al. (2006) não 

observaram diferenças significativas no consumo de ração, após a exposição oral de 

ratos aos fungicidas miclobutanil e propiconazol (100 e 500 ppm), do período 

gestacional até o dia 120 pós-natal (PND). No entanto, os ratos expostos a 2000 

ppm de miclobutanil tiveram uma taxa de consumo de alimento reduzida durante a 

primeira e segunda semanas de lactação. Enquanto isso, os animais expostos ao 

triadimefon (1800 ppm) tiveram uma taxa de consumo de alimento reduzida a partir 

da primeira semana de exposição (Goetz et al. 2006). 

Os pesos dos órgãos reprodutivos, fígado e rins também não foram afetados 

pela exposição ao fungicida. No entanto, Costa et al. (2015) relataram aumento na 
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vesícula seminal (cheia e vazia) e dos ductos deferentes em ratos expostos a 4 

mg/Kg de propiconazol. 

Os parâmetros espermáticos analisados no presente estudo demostraram 

que o fungicida difenoconazol é capaz de alterar a qualidade espermática. A 

motilidade progressiva foi significativamente reduzida (DA= 10,94%, DB= 18,44% e 

DC= 26,88%) em relação ao grupo controle. Consequentemente a porcentagem de 

espermatozoides móveis, mas sem progressão e imóveis foram aumentadas. Esta 

alteração observada corrobora com estudo de Tully et al. (2006), que relatou um 

declínio significativo de 9,61% na motilidade espermática geral nos animais expostos 

ao miclobutanil, quando comparado ao grupo de animais controle. No entanto, 

segundo estes autores os ratos expostos ao fungicida triadimefon tiveram uma 

redução numérica na motilidade espermática, mas não significativa. El-Medany et al. 

(2002) relataram uma diminuição significativa no volume de sêmen, contagem e 

porcentagem de espermatozoides móveis após a exposição oral de fluconazol (50 

mg / kg) em coelhos adultos durante um período de 30 dias consecutivos.  

A capacidade de fertilização de um espermatozoide está diretamente ligada 

a sua motilidade e ao fato de possuir uma membrana plasmática intacta (vitalidade) 

(Khaki et al. 2014). Por isso a maioria dos ensaios de viabilidade espermática avalia 

se a membrana plasmática está intacta ou não (Hossain et al. 2011). No presente 

estudo, foi observada uma diminuição significativa na vitalidade espermática nos 

grupos DB= 4,62% e DC= 8,42%. 

 A porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais apresentou 

redução de DA= 4,15%, DB= 4,41% e DC= 5,71% em relação aos ratos do grupo 

controle. Estas alterações observadas corroboram com Tully et al. (2006), que 

relataram um declínio de 3,55% na porcentagem de espermatozoides 

morfologicamente normais após a exposição de ratos ao fluconazol. Costa et al. 

(2015) também relataram um aumento de anormalidades de cauda em ratos 

expostos ao composto propiconazol  (4mg/Kg/dia). Segundo Goetz et al. (2006) 

ratos expostos aos fungicidas miclobutanil e triadimefon tiveram sua fertilidade 

reduzida, mas a morfologia e motilidade espermática não foram significativamente 

alteradas.  

Os animais expostos ao fungicida difenoconazol apresentaram uma redução 

significativa na integridade da membrana acrossomal nos grupos (DB = 4,06% e DC 

= 9,28%) em relação ao controle. Essa diminuição no número de espermatozoides 
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com membrana acrossomal íntegra, assim como, anormalidades morfológicas ou no 

tamanho do acrossoma, pode diminuir a capacidade do espermatozoide de se ligar a 

zona pelúcida, comprometendo o processo de fertilização (Menkveld et al. 1996; 

Garrett; Liu e Baker 1997).  

O número de espermatozoides por grama de testículo, a PDE relativa, os 

números absoluto e relativo de espermatozoide no segmento cabeça-corpo foram 

significativamente reduzidos. O número relativo de espermatozoides na cauda do 

epidídimo também foi reduzido significativamente (DA= 10,62%, DB= 17,72% e DC= 

13,39%) nos animais expostos ao fungicida difenoconazol. O mesmo não foi 

relatado por Costa et al. (2015) após a exposição de ratos Wistar ao fungicida 

propiconazol (4 e 20 mg/Kg).  

Foram realizadas medidas de SERS na cabeça do espermatozoide.  Pelas 

medidas de SERS é possível observar que há diferença nas intensidades relativas 

das bandas entre as amostras controle e exposta. As alterações são evidenciadas 

pela variação na intensidade relativa e pequenos deslocamentos das bandas 675, 

682, 992, 1051, 1074, 1203, 1209, 1357, 1363, 1364, 1389, 1404, 1443, 1447, 1448, 

1483 e 1500-1576 cm-1, atribuídas a estiramento do PO2
-2, deformação da adenina, 

deformação de CH3-CH2 de colágenos, lipídeos e carboidratos ou deformações de 

bases nitrogenadas, deformação de -C=C de fenilalanina, deformações de citosina e 

tirosina e, deformações de –C=C de lipídeos e amidas ou das bases nitrogenadas 

adenina, timina, guanina e citosina do DNA espermático (Huser et al. 2009; Chen et 

al. 2015; Huang et al. 2013; Talari et al. 2015; Amaral et al. 2018).  

A maioria dos estudos já realizados também se concentra na região da 

cabeça espermática. As bandas aproximadas 728, 782, 1004, 1062, 1094, 1180, 

1373, 1420, 1483, 1509 e 1576 cm-1 são comuns em várias espécies (humano, 

macaco, camundongo, bovino e ouriço-do-mar) e atribuídas principalmente ao DNA. 

As bases nitrogenadas são atribuídas às bandas aproximadas 1180, 1483, 1509, e 

1576 cm-1, enquanto o grupo fosfato é atribuído à 1062 e 1094 cm-1 (Huser et al. 

2009; Mallidis et al. 2011; Lang et al. 2013; Liu et al. 2013; Huang et al. 2014; Talari 

et al. 2015; Amaral et al. 2018). Além do DNA, algumas bandas também são 

atribuídas a proteína e lipídios como é o caso das bandas aproximadas 1373, 1420 e 

1483 (Huser et al. 2009; Liu et al. 2013; Huang et al. 2014; Li et al 2014; Talari et al. 

2015; Amaral et al. 2018). 
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Diferenças nos espectros da cabeça de espermatozoides humanos expostos 

in vitro a ácido maleico (Li et al. 2014) e de espermatozoides de indivíduos com 

infecção no trato urinário por Escherichia coli (Lang et al. (2013) também têm sido 

relatadas. Shivanoor e David (2015) avaliaram os efeitos da exposição de ratos a 

cianetos e observaram alterações nas principais bandas do grupo fosfato e das 

bases nitrogenadas que caracterizam o DNA espermático, por meio da 

Espectroscopia Vibracional de Absorção da Região do Infravermelho (FT-IR). As 

alterações espectrais observadas após a exposição ao difenoconazol  corroboram 

estes estudos. 

No presente estudo, foi utilizado o reconhecimento de padrões, uma das 

funcionalidades mais importantes da inteligência artificial (Papa et al. 2012). Vários 

estudos (Patel et al. 2009; Al-Shayea e Al-Shayea 2014; Albuquerque et al. 2016; 

Pereira et al. 2016; Yilmaz, et al. 2016; Albuquerque et al. 2017; Pereira et al. 2017; 

Pereira et al. 2018; Tomiazzi et al. 2018;) tem demonstrado a eficiência do 

procedimento de classificação por algoritmos na área médica e biológica.  

Os algoritmos foram usados como ferramenta para identificar um padrão nas 

alterações reprodutivas observadas para cada grupo experimental. Foi identificado 

um padrão na distribuição das alterações entre os grupos a partir de 70% da fração 

de conjunto de dados, confirmando a diferença significativa entre os grupos 

experimentais. O teste SVM foi o teste mais eficiente para identificação da presença 

de padrão (acurácia ≥ 80%), corroborando com o estudo de Tomiazzi et al. (2018). 

Este classificador foi eficiente na identificação de um padrão, mesmo quando 

treinado em um conjunto de dados (número amostral) relativamente pequeno. 

 
CONCLUSÃO 

A exposição de ratos machos a partir da puberdade a diferentes doses do 

fungicida difenoconazol levou a alterações funcionais em vários parâmetros 

espermáticos e na produção de espermatozoides. Desta forma, os resultados 

indicam que o difenoconazol pode reduzir a qualidade espermática, com possível 

impacto sobre a fertilidade. As medidas de SERS indicam que a exposição dos 

espermatozoides ao difenoconazol sofrem influências gerando mudanças químicas 

em suas estruturas. Além disso, o uso de aprendizagem de máquina mostrou-se 

eficiente no reconhecimento de padrões e diferenciação dos animais não expostos e 

expostos as diferentes doses do fungicida difenoconazol.   
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             Tabela 1. Pesos de órgãos dos animais dos grupos controle e expostos ao difenoconazol.  

Pesos Controle DA DB DC 

Testículo (g) 1,41 ± 0,15 1,52 ± 0,13 1,47 ± 0,13 1,43 ± 0,11 

Epidídimo (mg) 488,60 ± 0,06 542,90 ± 0,07 486,40 ± 0,14 491,90 ± 0,06 

Ducto deferente (mg) 96,8 ± 0,02 101,30 ± 0,02 112,00 ± 0,03 104,60 ± 0,03 

Próstata ventral (mg) 318,60 ± 0,05 343,90 ± 0,09 320,10 ± 0,10 304,00 ± 0,07 

Vesícula seminal cheia (mg) 883,30 ± 0,26 1007,40± 0,40 753,10 ± 0,23 790,60 ± 0,28 

Vesícula seminal vazia (mg) 490,90 ± 0,20 556,10 ± 0,13 469,60 ± 0,16 478,00 ± 0,23 

Fígado (g) 13,35 ± 2,14 14,20 ± 2,46 13,90 ± 2,52 14,72 ± 2,22 

Rim direito (g) 1,27 ± 0,20 2,07 ± 0,22 1,94 ± 0,30 1,25 ± 0,11 

Rim esquerdo (g) 1,26 ± 0,18 2,05 ± 2,21 1,97 ± 2,28 1,24 ± 0,13 

Valores expressos como média. ANOVA (p > 0,05). DA = 5mg/Kg/dia. DB = 10mg/Kg/dia. DC = 50mg/Kg/dia. 
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Tabela 2. Morfologia espermática e integridade do acrossoma dos animais dos grupos controle e expostos ao 
difenoconazol. 

Parâmetros 
espermáticos  Controle DA DB DC 

Morfologia     

Espermatozoides 
normais (%)  96,25 (94,75-96,5)a 92,25 (91,62-93,37)ab 92,00 (91,12-93,50)b 90,75 (89,62-91,5)b 

Anormalidades na 
cabeça (%)  1,50 (1,12-2,00)a 3,25 (2,12-5,00)ab 3,50 (3,12-4,37)b 4,25 (3,62-04,87)b 

Anormalidades na 
cauda (%)  

2,25 (2,00-3,50)a 3,75 (2,75-4,37)ab 3,50 (3,00-4,75)ab 5,00 (4,50-5,87)b 

Integridade acrossomal 

Íntegros (%)  98,60 (98,12-99,00)a 96,55 (95,50-97,50)ab 94,60 (94,00-95,37)bc 89,45 (89,00-90,37)c 

Valores expressos em mediana (Q1 - Q3). Kruskall–Wallis, com teste a posteriori Dunn. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente 
significativa entre os grupos (p < 0,05). DA= 5mg/Kg/dia. DB= 10mg/Kg/dia. DC=50mg/Kg/dia. 
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           Tabela 3. Contagens espermáticas em testículo e epidídimo dos animais dos grupos controle e expostos ao difenoconazol. 

Parâmetro  Controle DA DB DC 

Contagens espermáticas no testículo  

Número de espermatozoides no testículo (x106)  155,31 ± 15,25a 134,69 ± 18,56b 109,54± 10,03c 90,62± 9,08d 

Número de espermatozoides/g de testículo (x106/g)  127,24±11,43a 100,61±10,65b 86,39±13,55b 76,26±9,34b 

PDE (x106/testículo/dia)  25,46±2,50a 22,08±3,04b 17,95±1,64c 14,85±1,48d 

PDEr (x106/dia/g)  20,86±1,87a 16,49±1,74b 14,16±2,22bc 12,50±1,53c 

Contagens espermáticas no epidídimo (cabeça/corpo) 

Espermatozoides na região do epidídimo (x106)  103,20±17,79a 78,13±12,46b 71,04±17,75b 71,50±9,31b 

Número de espermatozoides/g da região do 
epidídimo (x106/g)  

400,14±17,97a 280,25±21,57b 250,55± 50,90b 276,02±41,70b 

Tempo de trânsito (dias) 3,87±0,60 3,44±0,95 3,79±0,93 4,81±0,84 

Contagens espermáticas no epidídimo (cauda) 

Espermatozoides na região do epidídimo (x106) 137,56±20,92 125,14±28,83 109,17±25,84 104,99±22,49 

Número de espermatozoides/g da região do 
epidídimo (x106/g)  

793,75±52,63a 709,38±35,86b 653,13±65,64c 687,50±53,36bc 

Tempo de trânsito (dias) 5,37±0,71 4,71±1,29 4,95±1,31 4,98±1,28 

Valores expressos em média ± DP. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre 
os grupos (p < 0,05). DA= 5mg/Kg/dia. DB= 10mg/Kg/dia. DC=50mg/Kg/dia. 
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Tabela 4.  Média das Intensidades relativas (IR) das principais bandas obtidas dos 
Espalhamento Raman Amplificado das amostras de espermatozoides de animais do 
grupo controles (A), espectros das amostras de espermatozoides de animais expostos 
ao difenoconazol (grupo DC) (B) e Difenoconazol puro (C). Linha Laser 514 nm, 
tempo de coleta 10 s e 1 acumulação.  
 

Número 
de onda 

/ cm-1 
IR 
A 

IR 
B 

IR 
C Atribuições 

654  5  C-C modo de torção de tirosina e fenilalanina, Vibração 
da base citosina 

675 
682 

7  
6 

 Vibração do anel Guanina 

700   70 ν(3-Cloro-4-Fenil-4 Clorofenil éter) 
730 6   Ácidos nucleicos, vibração das bases do DNA/RNA, C-

S(proteína), CH2, ν C-C, lipídeos, vibração do triptofano 
786 7   U, T, C (vibração das bases do DNA/RNA) backbone 

O-P-O 
801  8  Vibração da Uracila, dexoxiribomononucleotideos 
810   84 ν(3-Cloro-4-Fenil-4 Clorofenil éter) 
830 9   Fosfodiéster, ν O-P-O do DNA/RNA, vibração da 

tirosina, prolina, hidrixiprolina 
857  8  ν(aminoácidos, valina e polissacarídeos), prolina, 

hidroxiprolina, tirosina, vibração de tirosina, glicogênio 
992 20 15  δFenilalanina, ligação NADH 
1011   70 νas(C-O-C) do Clorofenil Eter, ν(3-Cloro-4-Fenil) 
1051 

 
1074 

25 
 

 
21 

 
ν(PO2): DNA/RNA, ν(C-C): lipídeos, C-O, ν(C-C): 
carboidratos, ν(C-N), ν(C-C) backbone, ν(C-O) 

backbone do DNA, (C-H), (PO2): DNA backbone 
1094   81 ν(Cl-Cl) do Clorofenil, ν(4-Cloro-Fenil) νs(PO2): ácidos 

nucleicos, ν(C-N): proteínas 
1138   73 ν(C-N), ρ(C-H) 
1165   74 ν(C-O) e ρ(C-H) do 4-Clorofenil 
1200   85 νs(C-O-C), ν(3-Cloro-4-Fenil-4-Clorofenil Eter) 
1203 
1209 

 
44 

43  Tirosine, ν(C-C6H5), aminoácidos de proteína, A, T 
(vibração das bandas do DNA/RNA), amida III 

(proteína), ν(C-C6H5): tirosina e fenilalanina, vibração 
da Citosina, δ(CH, CO) 

1357 
1363 
1364 

 
 

82 

72  
72 

G, Triptofan, Citocromo C, ν(C=N), ν(C-N), ρ(C-H), 
τ(CH2), T, A, C, 

1389 
1404 

 
78 

76  νs(COO):ácidos graxos 

1422  73  δ(CH2, CH3), δ(CH2CH3), C-H: proteína e lipídeos, 
 

1443 
1447 

79  
 

 
71 

Flexão do CH2 do DNA, δ(CH2): timina, vibração da 
guanina (C=C) 
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1448 74 
1483 88 76  Amida II, G e A (vibração das bases purinas), δ(CH), 

(C-H) 
1500 
1534 
1537 
1562 
1570 

89 
 

99 
99,7 

 
96 
 
 

98 

 (~1500-1576) 
Citosina, A (vibração das bases do DNA), Ácido 

nucléicos, vibração das bases G e A, Ligação NADH, 
8-Oxiguanosina 

 
1586   85 ν(C=C), ν(C-C) 
1595 100   C, Tirosina, δ(CC, CN, CO), ν(C=C): tirosina 
1605   100 ν(C=C), ν(C-C) 
1613  100  C, Tirosina, δ(CC, CN, CO), ν(C=C): tirosina 

ν=estiramento, δ=deformação, s-simétrico, as-assimétrico, τ-estiramento fora do plano, ρ-estiramento 
no plano, A=adenina, T=timina, C=citocina e G=Guanina.  
Fonte: Huang, 2016; Shivanoor e David (2015); Amaral et al. (2018). 
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Tabela 5.  Matriz de confusão, usando o teste SVM e 70% das amostras para conjunto de 
treinamento. 

                               Classe Verdadeira (%) 
Classificado 

como (%) C DA DB DC 

C 97 3 0 0 
DA 0 80 20 0 
DB 0 17 83 0 
DC 0 0 20 80 

Resultados apresentados em porcentagem. Classes referentes aos grupos de estudo: C = controle, 
DA = 5mg/kg/dia, DB = 10mg/kg/dia, DC = 50mg/kg/dia. 
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LEGENDA DA FIGURA 

Figura 1: Peso corpóreo (A), consumo de água (B), consumo de ração (C) e ganho 
de peso (D) dos animais dos grupos controle e expostos ao difenoconazol. A, B ,C) 
Valores expressos em média. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. D) Valores 
expressos em mediana (Q1 – Q3). Kruskall–Wallis, com teste a posteriori Dunn. 
Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p < 
0,05). C = controle, DA = 5mg/Kg/dia, DB = 10 mg/Kg/dia e DC = 50 mg/Kg/dia.  
 

Figura 2: Motilidade progressiva (A), motilidade sem progressão (B), imóveis (C) e 
vitalidade dos animais (D) dos grupos controle e expostos ao difenoconazol. Valores 
expressos em mediana (Q1 – Q3). Kruskall–Wallis, com teste a posteriori Dunn. 
Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p < 
0,05). C = controle, DA = 5mg/Kg/dia, DB = 10 mg/Kg/dia e DC = 50 mg/Kg/dia.  
 

Figura 3: Espectros de Espalhamento Raman Amplificado em Superfífice das 
amostras de espermatozoides de animais do grupo controles (A), espectros das 
amostras de espermatozoides de animais expostos ao difenoconazol (grupo DC) (B) 
e Difenoconazol puro (C). Linha Laser 514 nm, tempo de coleta 10 s e 1 
acumulação.  
 
Figura 4: Efeito do treinamento sobre o desempenho de classificação por grupo de 
exposição. Frequência de acurácia dos diferentes testes aplicados. ANN = Artificial 
Neural Network, BAY = Bayes Classifier, KNN = K-Nearest Neighbors, OPF = 
Optimum Path Forest e SVM = Support Vector Machine. C = controle, DA = 
5mg/Kg/dia, DB = 10 mg/Kg/dia e DC = 50 mg/Kg/dia.
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FIGURA 1
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FIGURA 2 
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FIGURA 3  
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FIGURA 4 
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