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INVESTIGACAO DA A(;AO DISRUPTORA DA DELTAMETRINA SOBRE A
TIREOIDE E FUNCAO HIPOFISARIA DE RATOS (GERACOES F1 E F2)

RESUMO

Pouco se sabe sobre a exposicao crénica a piretroides, apesar disso, o contato com
esse tipo de substancia é comum e frequentemente tém-se verificado sua presenca
no leite materno e urina, além das detec¢cdes ambientais que por algumas vezes
foram relacionadas com alteracdes bioldgicas diversificadas. O presente estudo visa
avaliar as possiveis a¢fes disruptoras da deltametrina em baixas doses sobre a
tireoide, funcdo hiposéaria no desenvolvimento em transgeracfes de ratos. Para isso,
foram utilizados seis ratos adultos ndo consanguineos, albinos, da linhagem Wistar,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE). Todos os procedimentos experimentais seguiram em concordancia
com protocolo avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (CEUA/UNIOESTE). O grupo
Tratamento recebeu uma injecdo intraperitoneal diaria de deltametrina na
concentracdo de 0,01 mg.kg-1 de peso corpéreo, entre 0 8° e 14° dia de prenhez; o
grupo Controle recebeu 6leo de canola. As geracdes seguintes (F1 e F2) nao
receberam tratamento e foram avaliadas quanto ao crescimento e desenvolvimento,
através do peso ao nascer, indice de Lee e peso na eutanasia. Ap0s a eutanasia, a
glandula hipdfise foi isolada e pesada. Foi observada uma correlacéo positiva entre
variacdo de peso - ao longo da prenhez - e o numero de filhotes nascidos. N&o
houve diferenca entre os grupos Tratamento e Controle, no peso do nascimento dos
ratos da primeira geracdo (F1). O peso de nascimento dos ratos da 22 geracgao (F2),
oriundos das ratas tratadas, foi menor, comparado ao peso daqueles oriundos de
ratas controle. Ao avaliar o peso, o indice de Lee e o0 peso da hipdéfise na eutanasia,
ndo houve diferencas estatisticas entre controle e tratamento. As fémeas
apresentaram hipofises maiores, se comparadas aos machos. Concluimos que a
deltametrina interfere no peso de nascimento dos ratos e esta interferéncia obedece

a um padréo transgeracional de implicacao clinica.

Palavras-chave: Baixo peso ao nascer, Piretroide, Heranga, Exposicdo materna, Prole
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INVESTIGATION OF DISRUPTIVE ACTION OF DELTAMETHRIN ON THYROID
AND PITUITARY FUNCTION IN RATS (F1 AND F2 GENERATION)

ABSTRACT

Little is known about chronic exposure to pyrethroids; however, contact with this type
of substance is common and has often been found in breast milk and urine, in
addition to environmental detections that have sometimes been related to diverse
biological changes. The present study aims to evaluate the possible disruptive
actions of deltamethrin in low doses on the thyroid, a hyposal function in the
development in transgenerations of rats. For this, 6 non-consanguine adult, Wistar
albino rats were used, provided by the Central Vivarium of the State University of the
West of Parana (UNIOESTE). All the experimental procedures were followed the
protocol evaluated and approved by the Committee of Ethics in the Use of Animals of
the State University of the West of Parana (CEUA / UNIOESTE). The treatment
group received a daily intraperitoneal injection of deltamethrin at the concentration of
0.01 mg.kg-1 of body weight between the 8th and 14th day of pregnancy, the control
group received canola oil. Next generations (F1 and F2) did not receive treatment
and were evaluated for growth and development, by birth weight, Lee index and
weight at euthanasia. After euthanasia, the pituitary gland was isolated and weighted.
A positive correlation was observed between weight variation throughout pregnancy
and the number of pups born. There was no difference between the treatment and
control groups in the birth weight of first generation rats (F1). The birth weight of the
2nd generation (F2) rats from the treated rats was lower in comparison with the
weight of those from the control rats. When assessing weight, Lee's index and
pituitary weight at euthanasia, there were no statistical differences between control
and treatment. Females had larger pituitary glands when compared to males. We
concluded that deltamethrin interferes with the birth weight of rats and this

interference follows a transgenerational pattern of clinical implication.

Keywords: Low Birth Weight, Pyrethroid, Inheritance, Maternal Exposure, Offspring
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1 INTRODUCAO

A deltametrina é um praguicida do grupo quimico dos piretroides, rapidamente
absorvida por via oral e alcanca o sistema nervoso periférico e central. A
deltametrina, como as outras substancias da classe, atua principalmente através da
interrupcdo dos canais de sédio nos axbénios e experimentalmente, em animais, 0s
sintomas variam de hiperexcitabilidade e tremores de corpo inteiro a corearestesia e
a salivagao. Os piretroides sdo muito utilizados na formulagdo de repelentes em
varias apresentacdes, além de ativos em xampus veterinarios, produtos de
jardinagem, entre outros; favorecendo o contato ndo profissional, o uso
indiscriminado, sem os devidos cuidados e precaucdes.

A partir dos anos 70, os piretroides vém sendo utilizados para controle de
pragas na agricultura e na saude publica. No Brasil, com a proibicdo dos
organoclorados, em 1985, favoreceu-se a busca por novas alternativas de
agrotoxicos, como os piretroides. Além disso, essa classe de ativos inseticidas
apresentou uma relativa baixa toxicidade aguda e aparente baixo impacto ambiental.

Pouco se sabe sobre a exposicdo cronica, apesar disso, essa exposi¢cao é
frequente e se estende a ingestdo de alimentos contaminados, como aponta o
relatorio do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos, criado
pela Agéncia Nacional de vigilancia sanitaria. E importante uma deteccdo em
ambientes internos, mas os piretroides seriam detectados em concentracfes muito
baixas pela volatilidade dessas substancias. Além disso, tém-se verificado a
presenca de agrotoxicos no leite materno e urina, relacionado a alteracbes
hormonais, anomalias congénitas, anomalias carcinégenas e, até mesmo, mortes.

O presente projeto se justifica considerando-se as alteracfes causadas pelos
piretroides - em especial a deltametrina - e a importancia dos hormonios, como o0s
tireoidianos e do crescimento, para desenvolvimento, diferenciacao celular e fatores
reprodutivos. Aliado a isso, tem-se 0 conjunto de consequéncias das quais a

exposicdo a xenobibticos podem causar durante a gravidez.
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2 OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral
Avaliar as possiveis a¢fes disruptoras da deltametrina sobre a funcao hipofiséria

e alteracdes no desenvolvimento em transgeracoes de ratos.

2.1.0bjetivos Especificos:

a.

b
C.
d

avaliar o ganho de peso durante prenhez da geracéo F1,;

verificar se houve diferenca no peso das proles no nascimento;

verificar se houve diferenca no peso dos animais;

avaliar o indice de Lee (raiz cubica do peso corporal (g) / comprimento
nasoanal (cm) x 1000) na eutanasia e verificar se houve diferenga entre os
grupos;

comparar o peso relativo da glandula hipofise em trangeracoes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Eixo hipotalamo-hipofise tireoide

O hipotalamo, a hipdfise e a tireoide formam o eixo hipotalamo-hipdfise
tireoide (HPT), que regula a concentracdo circulante de hormonios tireoidianos (HT).
Entre os HT, encontram-se a 3,5,3'-triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4,
tiroxina); o hormonio estimulante da tireoide (TSH) é secretado pela hipofise anterior.
Varios fatores podem regular os niveis de HT afetando o eixo HPT, direta ou
indiretamente, mas a regulagédo do eixo HPT ocorre principalmente de acordo com
0s niveis de T3 e T4 (figura 1). Baixos niveis de T3 e T4 desencadeiam a liberacao
do hormoénio liberador de tireotroponina (TRH) pelo hipotalamo, que estimula a
hipéfise a produzir TSH, esse estimula a tireoide a produzir T3 e T4, até que 0s
niveis plasmaticos retornem ao normal. Caso ocorra o0 aumento dos HT, exerce-se 0
controle de feedback negativo sobre o hipotdlamo e a hipdfise anterior, controlando
assim a liberacdo de TRH e TSH (figura 1) (MULLUR; LIU; BRENT, 2014; ORTIGA-
CARVALHO et al., 2016).

Hipotalamo

Hipéfise

Tireoide

Figura 1 Regulac&o do eixo HPT.

O TSH estimula o processo de captacéo de iodo e a sintese de tireoglobulina
(TG), que é produzida e usada pela glandula tireoide na producéo de T4 e T3, a

partir do aminoacido tirosina que se combina com o iodo pra formar os HT.



16

Conforme a TG € iodada, ocorre a producdo de monoiototirosina e diiodotirosina; a
ligacdo da monoidotirosina com diidotirosina forma o T3, ja duas diiodotirosinas
formam o T4. O T4 € um pré-hormonio e sua forma ativa € o T3; a maioria do T3 é
originario da conversdo de T4 para T3 pela 5- deiodinase tipo 2 (D2) e outras
deiodinases nos tecidos periféricos. Nos seres humanos, aproximadamente 80% do
T3 circulante é derivado de T4, e em ratos corresponde de 40% a 50% do T3
circulante total. (ORTIGA-CARVALHO et al., 2016).

Além do estimulo de TSH via TRH, o sistema nervoso central (SNC) também
pode regular a funcéo tireoidiana pelo sistema nervoso auténomo (SNA). A tireoide é
inervada pelas fibras nervosas adrenérgicas do sistema nervoso simpético e pelos
axbnios colinérgicos provenientes do nervo vago; o SNA parece estar envolvido na
regulacédo e sintese dos HT, contudo o mecanismo € incerto. (FEKETE; LECHAN,
2014).

Em humanos, quase o total dos horménios circulantes da tireoide esta ligado
a proteinas plasmaticas (99%), produzidas pelo figado. Aproximadamente 75% da
T4 esta ligada a globulina de ligacdo a tiroxina (TBG); 15-20% esta ligado a
transtirretina (TTR); o restante 5-10% é ligado a albumina ou é livre (0,02%)
(SCHUSSLER, 2000). Em roedores as principais proteinas plasmaticas que se ligam
aos HT sdo transtirretina (TTR) e albumina (CUNHA; VAN RAVENZWAAY, 2005).
Cerca de 50% da T4 é liberada a cada seis dias; ja metade da T3, devido sua
menor afinidade pelas proteinas transportadoras, € liberada para as células em
aproximadamente 24 horas. (HALL, 2017).

A acdo dos HT € basicamente intracelular, levando a uma regulacao de nivel
sistémico (figura 2). Antes de agir nos genes, quase todos os T4 séo convertidos a
T3, o0s receptores intracelulares de HT tém afinidade muito alta pelo T3;
consequentemente, mais de 90% dos HT que se ligam aos receptores sao
moléculas de T3. Em seguida, os HT levam ao aumento da transcricdo dos genes
especificos no nucleo celular através da ligacédo as proteinas do receptor (fatores de
transcricdo ativados). Essa interagdo nuclear dos HT ativa mecanismos genéticos
para producdo de mais de 100 proteinas intracelulares, dentre elas, enzimas que

aumentam o metabolismo intracelular por todo o organismo. (HALL, 2017).
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Transportador
de HT

Citoplasma
Elletabolismo]

;\l.t;;:l.éa'"-.._. E)eseg\éosl\nrcnentﬂ
(Crescimento)

Sintese de
novas proteinas

Transcricao
génica

Figura 2 Ativagao celular pelos HT - 0 T3 e T4 adentram a célula através de transportadores
especificos dependentes de ATP. O T4 sofre a acido das deiodinases, formando T3 ou T3
reverso (rT3), o T3 interage com o receptor de horménio tireoidiano (TR) ligado como um
heterodimero ao receptor de retindide X (RXR) do elemento genético que responde ao HT, o
que aumenta ou reduz a transcrigao génica que levam a formagao de proteinas diversas, em
varios tecidos e sistemas (BRENT, 2012; HALL, 2017).

Os HT tém variadas funcdes no organismo, como: controle do peso corporal,
crescimento, regulacdo metabdlica, termogénese e lipblise. Além de reguladores
energéticos, os HT regulam varios genes e sdo essenciais ao neurodesenvolvimento
fetal. (BRENT, 2012; SINHA; SINGH; YEN, 2014). Parte da funcéo tireoidiana fica
evidente em quadros de deficiéncia de iodo materno ou hipotireoidismo congénito
ndo tratado, nessas situacbes manifestam-se déficits neurolégicos e retardo de
crescimento, evidenciando a importancia dos HT do desenvolvimento e crescimento.
(BRENT, 2012; ZIMMERMANN, 2009).

Em relacdo ao peso corporal, uma grande elevacdo dos HT, quase sempre
reduz o peso; assim como a diminuicdo dos HT, em geral, eleva o peso corporal; a
razdo disso ndo ser uma regra € que uma elevacdo dos HT também aumenta o
apetite, 0 que compensa a alteracdo metabolica. (HALL, 2017). Uma disfuncéo de

tireoide pode ter, também, consequéncias clinicamente significativas no apetite e no
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peso corporal. Em contrapartida, atualmente acredita-se que o eixo HPT pode ter um
papel direto na regulacdo hipotalamica do apetite, independentemente dos efeitos
sobre o gasto energético. (LAURBERG et al., 2012).

No desenvolvimento fetal, os HT sdo essenciais para promocdo do
crescimento e desenvolvimento do cérebro. Se o feto ndo secretar quantidade
suficiente de HT, o cérebro ndo atinge o tamanho normal (HALL, 2017). Os HT
estdo presentes na placenta, liquido amnidtico, soro fetal e cérebro e, apenas a
partir da 182 semana de gestacéo, a glandula tireoide do embrido torna-se funcional.
Ha presenca de atividade de deiodinases ativadoras no cérebro embrionério, isso
sugere que, mesmo sem a tireoide funcional, ocorre a formacgéo de T3 a partir do T4
fornecido maternalmente (PREAU et al., 2015). A enzima deiodinase tipo 3 (D3) é
importante nessa fase, ja que tem uma expressao limitada ao sistema nervoso
central na vida adulta e uma expressdo muito alta na placenta e Utero, podendo ter
papel importante no desenvolvimento fetal (CHARALAMBOUS; HERNANDEZ,
2013).

Na infancia € possivel se observar o efeito dos HT no crescimento, ja que, no
hipotireoidismo, ocorre retardo no crescimento e nas criangas com hipertireoidismo
observa-se crescimento esquelético excessivo (HALL, 2017). No entanto, o sistema
protagonista quanto ao crescimento, se da entorno do eixo hipotalamo-hipéfise GH
(grownth hormone, do inglés “horménio do crescimento”), um horménio dinamico,
gue, como a maioria dos hormonios, varia sua concentracdo e acao sob a influéncia
de vérios fatores. (JORGENSEN et al., 2010)

3.2. Eixo hipotalamo-hipéfise GH

A hipofise também é responsavel pela producdo do horménio do crescimento
(GH ou somatotropina) que, diferentemente dos outros hormdnios hipofisarios, ndo
atua através de uma glandula alvo, mas exerce efeitos diretamente sobre quase
todos os tecidos do organismo, que sao capazes de crescer. Além do crescimento, 0
GH apresenta efeitos metabdlicos, como, aumento da sintese de proteinas, aumento
da mobilizacdo de acidos graxos como fonte de energia e redugdo da utilizacdo da
glicose pelo organismo (GUNAWARDANE et al., 2000; HALL, 2017). A secrec¢éo do
GH se da de forma pulsatil e diversos fatores relacionados a nutricdo e ao estresse

estimulam sua secrecdo: jejum, hipoglicemia, exercicio, excitacdo, trauma e grelina,
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um hormonio secretado pelo estbmago; o GH também tem um pico durante as duas

primeiras horas de sono profundo (figura 3). (HALL, 2017)
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Figura 3 Variacao do GH durante o dia, incluindo a pratica de exercicio fisico intenso. Os

valores do eixo “y” se referem a nanogramas de GH por mililitros de plasma humano.
Modificado de HALL, 2017.

Dois hormdnios hipotalamicos regulam a secrecdo de GH, hormodnio de
liberacdo de horménio de crescimento (GHRH) com uma acao estimuladora ao nivel
da transcricdo de genes e 0 hormdnio inibidor do hormbénio do crescimento
(somatostatina), que, como o préprio nome diz, tem efeito inibitério na secrecédo de
GH hipofisario (JORGENSEN et al., 2010). A maioria dos efeitos do GH ocorre
através das somatomedinas, também chamados Fatores de crescimento
semelhantes a Insulina. Dentre as somatomedinas conhecidas, a mais importante é
a somatomedina C ou Fator de crescimento semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-I), que
tem um efeito estimulante de crescimento independente de GH, que, no que diz
respeito as células da cartilagem, é possivelmente otimizado pela agédo sinérgica
com GH. Acredita-se também que o GH possa ser responsavel pelo crescimento
direto de alguns tecidos, sendo IGF-1, um meio alternativo para aumentar o
crescimento. (HALL, 2017; LARON, 2001)

O figado produz cerca de 75% de IGF-I e é principalmente regulado pelo GH,
o restante da producdo de IGF-I é regulada também por fatores paracrinos
dependentes de tecido (JORGENSEN et al., 2010). O receptor de IGF-I € expresso
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em muitos tecidos no corpo e tem regulagcdo complexa, incluindo uma acéo de T4.
(JORGENSEN et al., 2010). Em locais como cérebro, coracdo e 6rgaos reprodutivos,
amplamente independentes de GH, a regulacdo é feita por fatores como
gonadotropinas ou estradiol (HULL; HARVEY, 2014). No Uutero, as ceélulas
endométrias produzem IGF-I e IGF-II e também contém os receptores de membrana
para essas somatomedinas, que tém efeitos proliferativos, diferenciativos e
metabdlicos. Contudo, sabe-se que € o estradiol que estimula a expressao do gene
de IGF no endométrio (RUTANEN, 1998) com o IGF-1 funcionando como um
mediador extremamente importante no estimulo mitético intrauterino do estradiol
(E2). Portanto, IGF-1 e E2 sdo indispensaveis no crescimento intrauterino
(ADESANYA et al., 1999).

3.3.Disruptores endocrinos

Varios produtos quimicos comerciais sdo conhecidos como disruptores
endocrinos (DE) e alguns ainda mais especificamente como disruptores dos
horménios tireidianos (DHT), por interagirem na homeostase desses sistemas e
causarem uma perturbacdo. Devido a sinalizacéo e regulacdo desses hormonios ser
muito complexa e envolver uma série de vias, transportadores e receptores, existe a
possibilidade de alteracdo dos processos bioquimicos em varios niveis como no
mecanismo de feedback do eixo HPT; na sintese, armazenamento e libracdo dos
HT; transporte e ligacdo a proteinas; absor¢do e metabolismo intracelular. (BRENT,
2012; GUTLEB; CAMBIER; SERCHI, 2016). A exposi¢do aos DE no estagio inicial
da vida pode levar a alteracbes permanentes e os HT sdo essenciais para
desenvolvimento desde a embriogénese precoce até a neurogénese. Esses fatos
reforcam a necessidade de analisar as consequéncias da exposicdo cronica a
baixas doses de xenobibticos em varios estagios, em especial, durante a vida
uterina (PREAU et al., 2015).

De forma mais precisa, um DE é descrito pela U.S. Environmental Protection
Agency (EPA) como “agente exdgeno que interfere na sintese, secregéo, transporte,
metabolismo, ligagdo ou eliminacdo dos hormdnios naturais, responsaveis pela
homeostase, reproducdo e desenvolvimento” (US EPA, 2017). Esses produtos
também sdo nomeados como moduladores enddécrinos, horménios ambientais,
xenormoénios, compostos ativos endocrinos e hormone-like chemicals (KANG et al.,
2011; UNUVAR; BUYUKGEBIZ, 2012; YANG et al., 2015). Apesar da grande
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importdncia dada aos hormoénios relacionados a reproducdo, outros sistemas
também sdo afetados por esses compostos, como tireoidiano, retindide e esterodide
(DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; GUTLEB; CAMBIER; SERCHI, 2016).
Alguns produtos ja demonstraram, além de poder reduzir a fertilidade, estar
relacionados ao aumento de algumas doencas, como obesidade, diabetes,
endometriose e alguns tipos de cancer (BIRNBAUM; FENTON, 2003; SHARPE;
IRVINE, 2004).

Um grande numero de compostos ja foi identificado como DE, incluindo
solventes industriais, plasticos, detergentes, cosméticos, alimentos, fungicidas,
medicamentos e agrotéxicos (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; YANG et al.,
2015). O Bisfenol A (BPA, um plastico), por exemplo, teve o uso restrito no mundo
inteiro através da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2009). Esse tipo de
politica também foi aplicada com alguns ftalatos (dispersantes ou plastificantes),
pela Unido Européia (UE) desde 1999 (UE, 1999) e nos Estados Unidos, a partir de
2008 (USA, 2008), demonstrando a importancia da identificacdo das substancias
com essa atividade.

Entre os DEs, além de substancias artificais, encontram-se também produtos
originarios de fontes naturais. De qualquer forma, a maioria deles nédo foi projetada
para levar a alterac6es na sinalizacdo hormonal. Entretanto, pelo fato dos hormdnios
agirem em concentracdes muito baixas - micromolar, nanomolar e até mesmo
picomolar - a exposicdo as substancias em questdo pode ser minima e mesmo
assim ter a capacidade disruptora enddécrina. Por conta disso, tem-se atribuido uma
grande importancia para os efeitos do contato a baixas doses (VANDENBERG et al.,
2012).

A principal fonte de contaminacao por DE é através dos alimentos (PERERA
et al.,, 2003). Além da alimentacdo, o aumento do uso de produtos domésticos,
somado a ndo ventilacdo adequada dos ambientes e contato ocupacional, tanto
direta, quanto indiretamente, expde a populacdo a potenciais DE (HUDSON et al.,
2014; WESCHLER, 2009). Embora esse contatos citados sejam mais evidentes, o
contato durante a vida intrauterina, se faz relevante, uma vez que muitas
substancias podem afetar o embrido por meio do corddo umbilical. Entre essas
substancias estdo compostos que podem influenciar na formacdo e no

desenvolvimento. A exposicao intrauterina a DE ja foi associada a baixa estatura,
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baixo peso ao nascer e circunferéncia da cabeca reduzida, em neonatos (PERERA
et al., 2003; UNUVAR; BUYUKGEBIZ, 2012).

Para identificar se um composto possui atividade disruptora endocrina ou nao,
s80 necessérios indmeros testes, tanto in vitro quanto in vivo e em diferentes
concentragcbes. ConcentracOes baixas sdo importantes quando se fala sobre DE
devido a caracteristica ndo-monotdnica dessas substancias, ou seja, considerando-
se uma curva dose-resposta, ela € ndo-monotdnica quando a inclinacdo da curva
muda de sinal dentro do intervalo analisado (Figura 4). A caracteristica nao-
monotbnica ndo é sinbnimo de baixa dose, porque ha efeitos em baixas doses que
seguem curvas dose-resposta monotonicas, mas esse conceito da nao-
monotocidade reitera a importancia dos estudos em diferentes concentracdes
(SCHUG et al., 2013; VANDENBERG et al., 2012). Os efeitos observados podem ser
devido a alteracdes nos mecanismos de feedback negativo dentro da regulacéo e
secrecdo enddcrina, esses efeitos também podem influenciar a relacdo dose-

resposta dependendo da duracgéo da exposicdo (LAGARDE et al., 2015).

Curvas nao-monotonicas

Resposta Resposta Resposta

\

Dose Dose Dose

Figura 4 Curvas ndo-monotdnicas: descreve-se uma relacdo dose-resposta através de uma
curva cuja inclinacdo muda de direcdo no intervalo das doses testadas. Modificada de
United States Environmental Protection Agency (US EPA, 2017).

3.3.1. Mecanismos de acdo disruptores
O modo de acdo que mais se estuda € pela atuacdo sobre os receptores
endocrinos (RE) nucleares (YANG et al.,, 2015), modificando assim efeitos de
feedback (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009). Pela distribuicdo dos subtipos de
RE, considerando as diferencas estruturais e a afinidade relativa deles, os DE
podem induzir a mudancas distintas, sendo antagonista ou agonista (YANG et al.,
2015).
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Esses produtos disruptores também podem atuar na programacao
metabdlica, afetando no risco de obesidade. Alguns DEs parecem atuar no tecido
adiposo, sistemas hormonais enddcrinos ou eixo hipotalamo-hipofise e desencadear
0S mecanismos que alteram o controle de peso. O principal grupo de reguladores
alvo € um grupo de RE nucleares conhecidos como peroxisome proliferator activated
receptors (PPARa, & e y), que sdo sensiveis a variacdo de fatores metabdlicos,
incluindo hormanios lipofilicos, acidos graxos dietéticos e seus metabdlitos, podendo
até controlar a transcricdo de genes envolvidos no balanco lipidico corporal. (GRUN;
BLUMBERG, 2009).

Alguns produtos conhecidos como Bifenilos policlorados (PCB) mostraram se
ligar ao transportador de T4, TTR; até mesmo como maior afinidade pela TTR do
que a propria T4, diminuindo a disponibilidade deste HT em varios tecidos e
direcionando seletivamente esses produtos quimicos para transporte e absorcao
(DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

Os DEs podem alterar a expressao genética de agentes enddgenos e alterar
sistemas que interagem no sitio da expressdo, como a perturbacdo da
esteroidogénese testicular devido a acédo inibitéria de DE nos niveis de expressao
génica de IGF-1 e seu receptor em testiculos de ratos e no figado e testiculos de
camundongos (YEUNG et al., 2011). No estudo de Holloway e colaboradores
demonstrou-se que o diclorodifenilcloroetilieno (DDE) em concentracdes nos
mesmos niveis de contamina¢cdes em humanos, alterou a fator de crescimento
endotelial vascular ovariano (VEGF) e a expressao de IGF-I local, tanto in vivo como
in vitro (HOLLOWAY; PETRIK; YOUNGLAI, 2007).

Dentre as substancias com atividade disruptora enddcrina, os praguicidas
(inseticidas, herbicidas e fungicidas) também se destacam pela quantidade de
produtos com capacidade disruptora do sistema endocrino. (COCCO, 2002;
MCKINLAY et al., 2007; RAUN ANDERSEN et al., 2002; SENGUPTA; BANERJEE,
2014; YAGLOVA; YAGLOV, 2016).

3.4.Praguicidas

A partir da década de 1950 iniciou-se uma crescente utilizagdo dos
praguicidas na agricultura, visando a maior produtividade (BRASIL, 2017). Essa
crescente e constante utilizacdo com finalidade de producdo - ndo s6 desses

praguicidas, mas de outros produtos quimicos no meio ambiente - nos alerta para
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um estudo mais aprofundado das suas toxicidades (MNIF et al.,, 2011). Os
praguicidas utilizados na agricultura sdo conhecidos também como agrotéxicos,
defensivos agricolas, agroquimicos, pesticidas, venenos, etc. Essa nomenclatura
varia de acordo com interesse dos grupos envolvidos e se estendeu também
aqueles de uso doméstico, porém, o termo “agrotoxico” destaca a sua toxicidade e,
consequentemente, os riscos da sua utilizagao (WAICHMAN, 2012).

O Brasil ocupa posicdo de lideranca no consumo mundial desses produtos,
posicdo antes ocupada pelos Estados Unidos (ABIFINA, 2016). Esse grande
consumo torna relevante uma preocupacéo acerca desses produtos e sua interacao
com o ambiente e os seres vivos. No ano de 2012, dentre os casos de intoxicagao
por agrotoxico informados aos Centros de Informacdo e assisténcia Toxicoldgica
(CIATox) do Brasil, 21 tiveram como causa reconhecida a ingestdo de alimentos,
chamando atencéo para esse tipo de contaminagao (BRASIL, 2012).

Os riscos do uso dessas substancias vém sendo destacados a partir da
relacdo da proximidade de populacdes a atividade agricola (e 0 uso de agrotoxicos)
com alguns fatores relevantes, como: baixo peso ao nascer (XIANG; NUCKOLS;
STALLONES, 2000); alteracdes congénitas e até mesmo mortes (BELL; HERTZ-
PICCIOTTO; BEAUMONT, 2001). Além disso, vem demonstrando-se relacdes entre
a exposicdo a praguicidas e a incidéncia de cancer de mama (SNEDEKER, 2001),
cancer de prostata (ALAVANJA, 2003; VAN MAELE-FABRY; WILLEMS, 2004),
neurocomportamentais (MEYER-BARON et al.,, 2015), entre outras relagbes
(KOUREAS et al., 2012; MEYER et al., 2017; SCHMIDT et al., 2016; SKAKKEBAEK,
2002).

Um namero consideravel de praguicidas apresenta atividade disruptora
enddcrina in vitro. Demonstrou-se que herbicidas a base de glifosato podem ativar o
alfa receptor de estrogénio (ERa) em células tumorais, apesar da exposi¢cdo a
diferentes concentracbes terem demonstrado diferentes resultados, estes nos
fornecem evidéncias da necessidade de uma atencéo especial aos possiveis DEs.
(MESNAGE et al.,, 2017; THONGPRAKAISANG et al., 2013). O fipronil (um
carrapaticida pirazol) foi administrado em ratas prenhes a partir do 6° (sexto) dia de
gestacdo e causou um distarbio agressivo no comportamento materno dose-
dependente (MAGALHAES et al., 2015). Em outro estudo, que procurava
estabelecer direcionamentos para obtencdo de biomarcadores de intoxicagdo por

praguicidas, o0 mesmo pirazol produziu maior efeito na funcéo tireoidiana reduzindo
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0os hormoénios, quando administradas baixas doses durante 14 dias, do que com
dose unica (MOSER et al., 2015).

A exposicdo a outros praguicidas também vem sendo relacionada com
alteracdes tireoideanas (MCKINLAY et al., 2007). Demonstrou-se uma forte relacao
entre a exposicdo a organoclorados (OC) e alteracdes em nivel de tireoide, com
diferencas entre homens e mulheres (FREIRE et al., 2013). J& o organofosforado
(OP) malathion foi associado ao risco aumentado de cancer na tireoide (LERRO et
al., 2015). Ademais, o uso do clordano (OC), benomil, maneb (fungicidas) e paraquat
(herbicida) foi relacionado ao hipotireidismo em esposas de aplicadores desses
praguicidas, sendo que os fungicidas também tiveram relacdo com o
hipertireiodismo, mostrou-se uma prevaléncia de doenca da tireoide acima da
encontrada na populacdo em geral (GOLDNER et al., 2010). Em uma avaliacdo dos
proprios aplicadores, o hipotireoidismo foi associado ao uso de seis herbicidas e oito
inseticidas (OC, OP e carbamatos), de um total de cinquenta praguicidas analisados,
apresentando resultado semelhante ao estudo com as cOnjuges da mesma
populacdo (GOLDNER et al., 2013).

A exposicdo ocupacional ao aldrin (OC), pendimetalina (dinitroanilina),
brometo de metila (halogenado alifatico) alteraram a funcdo tireoidiana de
aplicadores destes praguicidas (LERRO et al.,, 2017). Ja a exposicdo perinatal a
clordecona, um OC, demonstrou afetar os niveis de TSH e HT aos 3 meses, com
diferencas de acordo com o sexo da crianca (CORDIER et al., 2015). Outro pesticida
demonstrou perturbar o equilibrio tireioidiano, o p,p’-DDE; mulheres expostas nos
primeiros meses de gravidez demonstraram uma relacdo entre a exposicao e a
homeostasia da tireoide, através da avaliacdo da T3, T4 e TSH (HERNANDEZ-
MARIANO et al., 2017).

Ratos tratados com OP e OC (Malathion e BHC) tiveram os niveis séricos de
T3 e T4 reduzidos e um aumento na secrecdo de TSH. E o tratamento com
inseticidas do grupo quimico piretroide (lambda-cialotrina e bifentrina) levou a uma
supressdo semelhante de T3 e T4, com estimulo de TSH (AKHTAR et al., 1996). A
vinclozolina influenciou na funcédo reprodutiva e desenvolvimento da prole em um
estudo transgeracional (FO e F1), influenciando também no peso corporal, mas sem
allteragbes nos niveis hormonais (MATSUURA et al., 2005).

No estudo onde se utilizaram diferentes geracdes, as ratas receberam cinco

doses de uma mistura fungicida (procimidona, mancozeb, epoxiconazol, tebuconazol
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e procloraz) durante a prenhez e amamentacéo, a diferenciacado sexual da prole foi
afetada, uma vez que, a distancia anogenital dos filhotes dos dois sexos esteve
alterada e a prole masculina apresentou malformacdes do tubérculo genital,
aumento da retencdo do mamilo e diminuicdo dos pesos de prostata e epididimo
(JACOBSEN et al., 2010). E uma avaliagcdo da ninhada, apds exposicédo da geracéo
anterior a baixas doses dos mesmos fungicidas, incluiram ainda: histopatologia da
prostata alterada; aumento da densidade das glandulas mamarias; reducdo da
contagem de esperma e diminuicdo da aprendizagem espacial. Vale ainda destacar
gue os resultados descritos foram apenas obtidos com a mistura dos fungicidas e
nao com a administracgao individual (HASS et al., 2012). Em outro estudo conduzido
por Hass e colaboradores, uma mistura de seis pesticidas, com doses baixas,
pareceu causar diminuicdo do peso ao nascer (HASS et al., 2017). E quando esses
animais foram estudados, quanto ao desenvolvimento de obesidade, encontrou-se
algumas alteracdes metabdlicas, mas sem influéncia no peso (SVINGEN et al.,
2018). Apesar de todos esses praguicidas utilizados, ja terem sido reconhecidos
como DEs, tais avaliagcdes permitem uma discussdo em torno do risco acumulativo e
no desenvolvimento da prole (HASS et al., 2012; JACOBSEN et al., 2010).

Dentre os praguicidas, encontramos 0s piretroides, que pertencem a um
grupo quimico de inseticidas sintéticos com a estrutura baseada nas piretrinas,
substancias naturais encontradas nas flores de Chrysanthemum. Em um
levantamento, os piretroides encontraram-se na sexta posi¢do entre os ativos mais
utilizados domesticamente, nos Estados Unidos em 2012 (USDA, 2012). Eles vém
tendo seus metabdlitos detectados em amostras humanas e essas deteccdes, a
niveis ambientais, relacionadas com alteracbes hormonais, reprodutivas e
neurocomportamentais (SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015).

3.5.Piretroides

Os piretroides sairam do status de inseticidas domésticos para praguicidas
utilizados na agricultura no inicio da década de 1970. As principais caracteristicas
dessas substancias sao: fotoestabilidade sem comprometer a biodegradabilidade;
certa toxicidade aguda seletiva; degradacdo metabdlica; potente inseticida com
menor toxicidade em peixes e mamiferos; reduzida contaminacdo ambiental
(CASIDA; QUISTAD, 1998; KOUREAS et al., 2012; US EPA, 2017). Os piretroides

sao divididos em dois grupos, dependendo dos seus efeitos neurolégicos agudos em
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roedores e a auséncia (Tipo I) ou presenca (Tipo II) de um grupo ciano no carbono
da fracé@o de alcool (ATSDR, 2003).

Sabe-se que os piretroides sdo metabolizados facilmente e tém absorcéo
incompleta no trato gastrintestinal, 0 que se remete a uma baixa toxicidade aguda.
Além disso, foram descritos como nao irritantes por via cutdnea e a toxicidade por
inalacdo, bem como a toxicidade dérmica, sdo bastante baixas (MIYAMOTO, 1976).
Apesar disso, 0s piretroides podem causar irritacdo, dor de cabeca, tonturas,
nauseas e parestesias (BRADBERRY et al., 2005), entre outros efeitos, também
sendo apontados como possiveis DEs (SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015).
Um relato mostra o desenvolvimento de doenca do neurénio motor (MND) com
hipotireoidismo subclinico em paciente que manteve contato ocupacional com
miprotrina, fenotorina, D-T80-resmetrina e D-T80-tetrametrina (todos piretroides)
quase todos os dias durante trés anos em uma sala ndo ventilada, ap6s cessar o
contato houve melhora do quadro clinico (DOI et al., 2006).

Os metabdlitos encontrados por degradacdo ambiental podem ser idénticos
aos marcadores urinarios utilizados na biomonitorizacdo humana (LIU et al., 2010),
mostrando a similaridade entres os processos. Esses metabdlitos sdo encontrados
em amostras de urina, evidenciando a exposicdo doméstica alimentar, dérmica,
respiratoria, etc. (MORGAN, 2012). Além do uso agricola e doméstico, essas
substancias desempenham um papel com alta utilizacdo nos programas de saude
publica: mais de 520 toneladas de ativos piretroides sdo usados anualmente em
programas de controle de pragas pelo mundo (ZAIM; JAMBULINGAM; WHO, 2004).

Recentemente analisaram-se as concentracfes e a persisténcia de dois
piretroides sintéticos, cipermetrina e (-ciflutrina, em uma casa simulada. Os
piretroides foram aplicados unicamente no inicio do estudo e tiveram suas
concentra¢gfes diminuidas entre 29,6% e 60,2% ao final do estudo, depois de 364
dias, o que preocupa, considerando um risco cumulativo e a constante aplicacdo dos
produtos (NAKAGAWA et al., 2017).

No estudo feito por Dewalilly E. et al., em 10 paises caribenhos, indica-se
extensivo uso de piretroides como a permetrina e a cipermetrina, com destaque
também para a deltametrina em Antigua e Barbuda, através da deteccdo dos
metabdlitos em mulheres gravidas (cis-DBCA, cis-DCCA, trans-DCCA, 3-PBA, e 4-F-
3-PBA) (DEWAILLY et al., 2014). Em estudo no Canad4a, os principais metabdlitos
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observados na populacdo em geral de regido metropolitana também foram
indicativos da exposicao a permetrina e a cipermetrina (FORTIN et al., 2008).

O grupo quimico em questdo também é utilizado para desinsetizacao de
aeronaves, até mesmo com carater obrigatorio (WHO et al., 2013); em analise dos
metabolitos urinarios dos comisséarios de bordo de varias aeronaves com diferentes
destinos, resultou em carga elevada de 3-PBA, cis- e trans-CI2CA (WEI; MOHAN,;
WEISEL, 2012).

A exposicdo em diferentes grupos populacionais a substancias comuns é
importante e foi evidenciada expondo ratos com deficiéncia de iodo e/ou selénio ao
piretroide fenvalerato, onde se observou elevacdo T3 em todos os grupos tratados,
elevacdo também de T4 em parte dos grupos, além de uma elevacdo do TSH nos
grupos com deficiéncia de iodo (GIRAY et al., 2010). Ainda considerando uma
exposicdo multipla, quando ratos foram expostos a cipermetrina (piretroide) e
parathion (OP) os niveis de FSH e estradiol no soro de ratos expostos foram
superiores aos do grupo controle, ja na analise do TSH, os niveis aumentaram
proporcionalmente com a elevacéo das doses dos praguicidas (LIU et al., 2006).

A cipermetrina mostrou ser disruptora do eixo hipotadlamo-hipo6fise-gonadal
(HPG). A exposicéo do sétimo ao vigésimo primeiro dia de nascimento ao piretroide,
em doses relevantes ao meio ambiente (0,5; 5 e 50 ug / kg), acelerou o inicio da
puberdade em camundongos machos com o aumento dose-dependente nos niveis
séricos de horménio luteinizante (LH), horménio foliculo-estimulante (FSH) e
testosterona (YE et al., 2017). O adiantamento da puberdade em machos
geralmente ocorre como resultado do aumento da testosterona decorrente da
resposta hipotalamica e/ou hipofisaria ou da acao direta no testiculo (PARENT et al.,
2015). Apesar da cipermetrina nao afetar a expressdo do gene do hormoénio
liberador de gonadotrofina (GnRH), em doses relativamente altas (500 e 5000 ug/L),
estimulou a frequéncia de pulso hipotalamico para GnRH in vitro (YE et al., 2017).

Os niveis de trés piretroides (A-cialotrina, fenvalerato e permetrina), em
concentracbes ambientalmente relevantes (escala nanomolar) mostraram causar
alteracdes no sistema endocrino do zebrafish (Danio rerio), através da diminuicao
dos niveis de T3 e da expressado dos receptores tireoidianos, TRa e TRB (ZHANG et
al.,, 2017). A exposicdo aguda a outros piretroides (bifentrina ou A-cialotrina)
provocou bioconcentracéo e disrupgcédo no eixo HPT nos embrides de zebrafish (TU
et al., 2016).
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Mostrou-se que o fenvalerato pode adiar a maturagcdo sexual, reduzir
comportamento sexual e alterar ciclo estral através da exposicdo perinatal,
resultados atribuidos a um efeito antiestrogénico do fenvalerato durante os periodos
criticos da organizacdo sexual do cérebro feminino. Em contrapartida, ndo se
observaram alteracbes nos hormoénios avaliados (progesterona e estradiol) (MONIZ
et al., 2005).

Os niveis do metabdlito comum dos piretroides, o acido 3-fenoxibenzoico (3-
PBA), e a funcdo tireoidiana de algumas populacbes ndo mostraram estar
relacionados (JAIN, 2016). Assim como a exposicdo pré-natal a esses produtos
mostrou ndo ter efeito sobre os HT das gravidas expostas (ZHANG et al., 2013) e de
neonatos que tiveram as maes expostas a piretroides durante a gestacdo (ZHANG
et al., 2014). Entretanto, observou-se relacdo entre os niveis dos metabdlitos 3-PBA
e cis-DCCA e uma série de déficits de funcionamento comportamental, dentre eles:
depressao, problemas de conduta e inconstancia (FURLONG et al., 2017; VIEL et
al., 2017). Apesar de a atencdo estar voltada para os piretroides (SAILLENFAIT;
NDIAYE; SABATE, 2015), ainda ha a necessidade de estudos para compreender e
demonstrar a acdo desses inseticidas na exposicdo crbnica e em baixas
concentracdes, pois, estas, sdo limitadas e controversas (KOLACZINSKI; CURTIS,
2004; SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015).

Preocupando-se com a exposicdo a esses produtos, no Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou o Programa de Andlise de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos (PARA). De acordo com um dos relatérios das analises
coletadas do PARA, em 2012, vinte e cinco por cento (25%) das amostras
analisadas foram consideradas insatisfatorias (BRASIL, 2014). A ANVISA, é
responsavel, entre outras competéncias, pela avaliacdo e classificacdo toxicolégica
dos produtos agrotoxicos, obtidas através de estudos. Esses resultados sédo
utilizados para calcular o parametro de seguranca chamado Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) (BRASIL, 2014). A seguir (tabela 1), demonstram-se valores de IDA
para alguns piretroides comercializados no Brasil, de acordo com Monografias
autorizadas, que sdo o resultado da avaliacdo e reavaliacdo toxicologica dos
ingredientes ativos destinados ao uso agricola, domissanitario, ndo agricola,

ambientes aquéticos e preservante de madeira (BRASIL, 2017).
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Tabela 1 Piretroides com o item “Ingestdo Diaria Aceitavel’ disponivel nas monografias
autorizadas da sessdo “Regularizagdo de Produtos Agrotoxicos” do Portal ANVISA. A IDA é
expressa em mg do agrotéxico por kg de peso corporeo.

Ingrediente Ativo (1A) IDA (mg/kgp.c.)
Cipermetrina 0,05
Permetrina 0,05
Fenpropatrina 0,03
Fenvalerato 0,02
Deltametrina 0,01

Dentre as amostras insatisfatorias, destacam-se as culturas de alface, com
186 amostras em desconformidade, incluindo a presenca de deltametrina, praguicida
nao permitido neste tipo de alimento (BRASIL, 2014). Em 2016, o praguicida esteve
em desconformidade nas culturas de banana, abacaxi, couve, entre outros (BRASIL,
2016). A deltametrina tem grande importancia dentre os piretroides. O inseticida
Decis 25 CE (deltametrina) foi identificado como o mais utilizado em um estudo
realizado no municipio de Cachoeira de Macacu, no estado do Rio de Janeiro
(CASTRO; CONFALONIERI, [s.d.]). Ela também teve seu metabdlito especifico, cis-
3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylic acid (cis-DBCA)
encontrado em altas concentragcdes em mulheres gravidas da Jamaica e de Antigua
& Barbuda (BARR et al., 2010; DEWAILLY et al., 2014).

3.6. A deltametrina

Deltametrina € um inseticida piretroide, seu nome oficial IUPAC é (S)-
cyano(3-Phenoxyphenyl)methyl(1R,3R)-3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2
dimethylcyclopropanecarboxylate e estd dentre os ativos de produtos inseticidas
mais populares e vendidos no mundo (HMDB, 2017). No contato agudo em
humanos, a deltametrina (como as outras substancias da classe) atua
principalmente através da interrup¢cdo dos canais de sédio nos axodnios e
experimentalmente, em animais, 0s sintomas variam de hiperexcitabilidade e
tremores de corpo inteiro a corearestesia e a salivacdo (MESTRES; MESTRES,
1992).

Quanto as caracteristicas gerais, a deltametrina se mostra altamente

lipossoluvel (KIM et al., 2007) e em ratos a meia-vida apdés administracdo



31

intravenosa é de 33 horas; no cérebro de ratos a meia-vida € de 1-2 dias e mais
persistente na gordura corporal, com meia-vida de 5 dias (NIH, 2017). No ambiente
a meia-vida média, é de 15,5 dias, para amostras ao ar livre, e 15,4 dias para
ambientes internos (ORTIZ-PEREZ et al., 2005).

Como praguicida, o nivel de eficacia da deltametrina € alto e seu uso é
efetivo, mesmo quando usado em baixas concentracdes e com poucas aplicagoes.
Somado a isso, essa substancia € altamente aplicavel em varios tipos de pragas,
podendo assumir algum efeito sobre o homem, os alimentos e 0 meio ambiente
(MESTRES; MESTRES, 1992). Uma série de piretroides e/ou a deteccao de seus
metabdlitos vém sendo relacionadas com alteragbes hormonais e/ou reprodutivas,
mas existem poucos estudos explorando esses efeitos da deltametrina (ANDRADE
et al., 2002; SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015).

De acordo com um dos relatorios das analises coletadas do PARA, em 2012,
25 % das amostras analisadas foram consideradas insatisfatorias, destacando-se as
culturas de alface com 186 amostras insatisfatorias, incluindo a presenca de
deltametrina, praguicida ndo permitido neste tipo de alimento (BRASIL, 2014). O
relatério do PARA, publicado em novembro de 2016, acusou deteccdes com a
presenca de deltametrina acima do limite maximo de residuo (LMR); de um total de
10.149 amostras houve 189 deteccdes, entre os produtos pode-se citar banana,
mamao, tomate, morango, entre outros (BRASIL, 2016).

Na década de 1990, no Brasil, a Portaria SVS/MS N° 3 de 16/01/1992 alterou
as regras de classificacdo toxicolégica, buscando se adequar aos padrdes
internacionais. Esta alteracdo reduziu a classificacdo toxicoldgica de muitos
produtos, entre eles o piretroide deltametrina (anteriormente dentro da classe Il e,
agora, na classe Ill) (BRASIL, 1992). A mudanca pode ter gerado a impressédo de
que esses produtos tiveram a toxicidade diminuida (FARIA; FASSA; FACCHINI,
2007).

Quanto a genotoxicidade, a deltametrina parece ndo causar esse tipo de
efeito toxico em humanos, segundo avaliacdo de criancas expostas (ORTIZ-PEREZ
et al., 2005). Contudo, um potencial genotoxico ndo-fraco in vivo da deltametrina foi
demonstrado em células germinativas em camundongos albinos suigos (SHUKLA,;
TANEJA, 2000).

No estudo da carcinogenicidade em ratos e camundongos, observou-se

aumento da incidéncia de tumores tireoidianos, sem relacdo dose-resposta clara
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(CABRAL et al., 1990). Entretanto, segundo a Agéncia Internacional de pesquisa
sobre cancer (IARC), a deltametrina é ndo classificAvel quanto a sua
carcinogenicidade para os seres humanos (WHO, 2017).

Alguns piretroides ou seus metabolitos parecem causar alteracdes
comportamentais em varios niveis (FURLONG et al., 2017; SAILLENFAIT; NDIAYE;
SABATE, 2015; VIEL et al., 2017), ja a deltametrina demonstrou especificamente
déficits neuroquimicos e comportamentais em ratos expostos a 7.0 mg/kg da
substancia entre o0 22° e 37° dia, demonstrados através das dosagens de poliaminas
e testes de locomocdo espontanea, agressividade e aprendizagem (HUSAIN et al.,
1994). A deltametrina também demonstrou provocar alteracdes no sistema
imunologico,(KUMAR; SASMAL; SHARMA, 2015), no sistema respiratorio
(ERDOGAN et al., 2006), nos cromossomos (EUA, 2003), mas pouco se sabe sobre
seus efeitos na funcéo enddcrina.

Alguns efeitos reprodutivos sutis foram observados em filhotes de ratas
tratadas com deltametrina, do primeiro dia de prenhez ao ultimo dia de lactacdo; os
efeitos consistiram em alteracbes dos pesos testiculares, alteracdes dos pesos
epididimérios e didmetro dos tubulos seminiferos nos grupos tratados com a maior
dose (ANDRADE et al., 2002). Ja uma exposicao de 5 mg/kg de deltametrina diarios
durante 35 dias afetou a producao de espermatozdides, prejudicou a libido, diminuiu
0s niveis de testosterona e inibina B, além de afetar o desempenho reprodutivo
(BEN SLIMA et al., 2017).

Quanto a funcdo neuroenddécrina, a administracdo intravenosa de doses
baixas de deltametrina causou elevacéo de corticosterona plasmatica, que pode ser
utilizado como indice de atividade adrenocortical da hipofise, portanto um indice
bioquimico mais sensivel para neurotoxicidade (DE BOER et al., 1988). Em estudo
com ratos albinos, a deltametrina mostrou toxicidade em nivel de tireoide, onde na
técnica histoquimica PAS (&cido periddico-Schiff), o grupo tratado com deltametrina
(2 mg/kg peso) mostrou uma diminuicdo da reacdo do PAS no coldide, o que deve-
se a expresséao local de tireoglobulina afetada (ABDUL-HAMID; SALAH, 2013).

Além de todas as alteracbes demonstradas, a capacidade de modificar a
expressao génica, a exposicdo materna a estes produtos deve ser considerada.
Estudos com ratos mostram a possibilidade da transmisséo de alteragBes genéticas
ndo apenas na prole, mas também, nas geragfes seguintes (MANIKKAM et al.,
2012).
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3.7.Heranca trans e multigeracional

Os seres vivos, em geral, estdo expostos a ameacas que podem
desestabilizar o seu genoma e/ou epigenoma. Essas ameacgas consistem em
produtos quimicos, patdégenos, suplementos nutricionais, entre outros que causam
alteracOes na expresséo génica, podendo persistir ou serem transmitidas para as
geracfes seguintes (DAXINGER; WHITELAW, 2010). A epigenética refere-se a
todas as mudancas reversiveis e herdaveis no genoma que nao alteram a sequéncia
de nucleotideos do DNA, mas podem modificar o funcionamento e a expressao
genética e esse fatores podem se tornar hereditarios (HEARD; MARTIENSSEN,
2014). A exposicdo pré-natal a toxicos ambientais, como os DEs, pode alterar a
diferenciacéo das células germinativas primordiais (PGCs), que € iniciada durante o
desenvolvimento fetal, e induzir transtornos epigenéticos transgeracionais (SAITOU;
YAMAJI, 2012; STOUDER; PAOLONI-GIACOBINO, 2010).

Quando investigada a capacidade de alguns produtos e misturas de promover
a doenca transgeracional epigenética, como um pré-delineamento para estudos
toxicolégicos mais especificos, péde-se entender que a geracdo F1 envolve a
exposicdo direta e a geracdo F3 € germinativa, e assim os fenotipos podem diferir
entre as geracdes. Além de considerar o modo de administracdo e dose, a janela
para promover o fenétipo transgeracional epigenético é durante determinacdo do
sexo gonadal, que para o ser humano € entre a 62 e a 182 semana de gestacdo. As
gestantes nesse periodo seriam a populacdo mais sensivel as exposicdes de
heranca transgeracional epigenética (MANIKKAM et al., 2012).

Ao analisar a obesidade como efeito do DDT em um estudo transgeracional,
FO (exposta diretamente), F1 (exposta via uterina) e F2 ndo desenvolveram
obesidade, apesar das alteracbes como doenca renal, prostatica e tumor, geracao
F3 foi a qual apresentou mais de 50% dos animais desenvolvendo obesidade.
Também foram identificadas epimutacdes no esperma e regides com metilacdo de
DNA, nos animais da F3 (SKINNER et al., 2013).

Em estudo feito por Anway e colaboradores, expuseram-se ratas entre 0 8° e
15° dia de gestacdo (periodo de determinacdo do sexo gonadal) aos DEs
vinclozolina (antiandrogénico) ou metoxicloro (estrogénico). O tratamento causou
diminuicdo na contagem de espermatozoides e viabilidade reduzida de F1; essas

caracteristicas fenotipicas foram transferidas através da linha germinal masculina
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para a maioria dos animais das geragdes seguintes (F2, F3 e F4). Mostrou-se a
capacidade do tratamento com os DEs, de induzir um fenotipo epigenético de uma
geracdo para as seguintes pela aparente reprogramacdo da linha germinativa
masculina, correlacionando-se com padrées de metilacdo alterados do DNA nessa
linha germinativa (ANWAY et al., 2005).

Metilagdo genética € um dos principais mecanismos de alteracdes
epigenéticas. Apenas uma metilacdo em um gene nao € suficiente para promover
um fendtipo, entretanto pode causar alteracdées em um subconjunto de genes e uma
consequente alteracdo fenotipica (ANWAY et al., 2005; HEARD; MARTIENSSEN,
2014). A metilagdo do DNA também esta relacionada normalmente ao
silenciamento de genes (BENDER, 2004). Temos ainda as modificacbes de
histonas, que formam o que chamamos de cdédigo de histonas determinando a
conformacao da cromatina, dependendo do residuo que ocorrer essa modificacdo, o
efeito pode ser um ou outro (BENDER, 2004; HEARD; MARTIENSSEN, 2014).

Com relacéo a tireoide, essa heranca epigenética pode ser abordada através
da enzima D3 e seu gene Dio3. A administracdo de altas doses de T4 em ratos
neonatos leva a fendmenos de crescimento e alteragbes no eixo HPT quando
adultos; esses efeitos podem ser transmitidos para mais duas geracfes através da
linhagem paterna, demonstrando que o0 grau de exposicdo aos hormdnios
tireoidianos pode produzir efeitos epigenéticos transgeracionais. Isso reforca a
possibilidade de que as alteracdes na impressédo gendmica de Dio3 possam fazer o
mesmo. Apesar da ndo expressao em muitos tecidos, mudancas no
desenvolvimento podem estar ligados a uma dosagem alterada de Dio3
(CHARALAMBOUS; HERNANDEZ, 2013).

Os efeitos dos DEs nas programacdes causadas por alguma alteracao
epigenética, durante o desenvolvimento, vém se mostrando importantes (SKINNER,
2014). Apesar da exposicdo a substancias quimicas nao se resumir apenas em DE,
esses compostos sdo de alta relevancia, considerando o nimero de perguntas sem
respostas, a gama de produtos ndo avaliados e a possivel relagcdo com a heranca

epigenética através das geracdes (SKINNER, 2015).
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Reducdo de peso ao nascer em geracoes de ratas expostas a deltametrina

Resumo

Objetivos: O presente estudo avaliou as possiveis acdes disruptoras da deltametrina sobre a
funcdo hipofisaria e alteragcbes no desenvolvimento em transgeracbes de ratos. Materiais e
meétodos: Foram utilizadas 4 ratas adultas (geracdo Parental ou FO), prenhes da linhagem
Wistar, as quais foram divididas em dois grupos: Tratamento e Controle. O grupo tratamento
recebeu uma injecdo intraperitoneal diaria de deltametrina na concentracdo de 0,01 mg.kg-1 de
peso corpéreo entre 0 8° e 14° dia de prenhez; o grupo controle recebeu 6leo de canola. As
geracdes seguintes (F1 e F2) ndo receberam tratamento e foram avaliadas quanto ao crescimento
e desenvolvimento, por meio do peso ao nascer, indice de Lee e peso na eutanasia. Apls a
eutandsia, a glandula hipofise foi isolada e pesada. Resultados: Foi observada uma correlacdo
positiva entre variacdo de peso ao longo da prenhez e o nimero de filhotes nascidos. Nao houve
diferenca entre os grupos tratamento e controle, no peso do nascimento dos ratos da primeira
geracdo (F1). O peso de nascimento dos ratos da 22 geracéo (F2), oriundos das ratas tratadas,
foi menor comparado ao peso daqueles oriundos de ratas controle. Ao avaliar o peso, o indice de
Lee e o0 peso da hipéfise na eutanasia, nao houve diferencas estatisticas entre controle e
tratamento. As fémeas apresentaram hipdéfises maiores, se comparadas com 0s machos.
Concluséo: Concluimos que a deltametrina interfere no peso de nascimento dos ratos e essa

interferéncia obedece a um padrao transgeracional de implicacao clinica.



49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

38
INTRODUCAO

No Brasil, recentemente, houve consideravel destaque a cerca de doencas transmitidas
por insetos (zika, dengue, chikungunya e febre amarela) sendo que, muitas vezes, até sugerido o
uso de inseticidas para a protecdo das gestantes (1-3). Desde 1970, os piretroides j& vinham
sendo utilizados como inseticidas domésticos, pela baixa toxicidade aguda conferida a esses
produtos (4). Entretanto, a partir de 1985, com a proibicdo dos organoclorados (5), a utilizacéo dos
piretroides também se acentuou na agricultura e saude publica (4). Contudo, os piretroides tém
sido nominados como possiveis disruptores endécrinos (DE) (6).

Os piretroides sdo muito utilizados no combate a insetos em diversas formulacdes, por isso
sdo encontrados em varios tipos de ambiente; o que permite o contato nao profissional, bem como
0 uso indiscriminado, sem os devidos cuidados e precaucdes (7). Além do uso agricola e
domeéstico, o grupo quimico desempenha um papel com alta utilizagdo nos programas de saude
publica: mais de 520 toneladas de ativos piretroides sao usadas anualmente em programas de
controle de pragas pelo mundo (8).

Das doze formulagbes indicadas como larvicidas, nas Diretrizes Nacionais para a
Prevencdo e Controle de Epidemias de Dengue, nove delas contém um piretroide como principio
ativo, dentre essas, duas utilizando a deltametrina (9). A deltametrina é um dos ativos de produtos
inseticidas mais populares e vendidos no mundo, e seu nome oficial IUPAC é (S)-cyano(3-
Phenoxyphenyl)methyl(1R,3R)-3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2dimethylcyclopropanecarboxylate  (10).
Sua acdo ocorre principalmente através da interrupgdo dos canais de so6dio nos axdnios e 0s
sintomas da intoxicagdo aguda variam de hiperexcitabilidade e tremores de corpo inteiro, a
corearestesia e a salivagdo; mas pouco se sabe sobre a exposi¢cdo humana a baixas doses (11).

Apesar da exposicao generalizada aos piretroides ser demonstrada por meio da deteccéo
dos metabdlitos especificos em vérias populagdes, ha poucos estudos que exploram os efeitos da
deltametrina (6,12—-14). Quanto a genotoxicidade, a deltametrina pareceu ndo causa-la em
humanos, quando avaliou-se criancas expostas (15). Contudo, um potencial genotéxico nédo-fraco
in vivo da deltametrina foi demonstrado em células germinativas em camundongos albinos suicos

(16).
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Alguns inseticidas vém sendo apontados como DEs, além de todas as alteracdes - as
guais a exposicdo a esses produtos demonstrou (17) - a capacidade de modificar a expressao
génica e exposi¢cdo materna a estes produtos deve ser considerada. O crescimento hiperplasico
no ganho de peso acontece quando o feto esta vulneravel a interferéncia de fatores, as quais a
gestante € exposta (18). Esses fatos reforcam a necessidade de analisar as consequéncias da
exposicao crénica a baixas doses de xenobioticos, em especial durante a vida uterina (19).

Estudos com animais mostram a possibilidade da transmissdo de alteracdes genéticas,
ndo apenas na prole, mas também, nas geracfes seguintes (17). Alteragcbes que podem ser
causadas por produtos quimicos, patégenos, suplementos nutricionais, entre outros, que causam
alteracdes na expressdo génica (20). Os DEs podem alterar a diferenciagdo das células
germinativas primordiais (PGCs) - que € iniciada durante o desenvolvimento fetal - e induzir
transtornos epigenéticos transgeracionais. Apesar da exposi¢do a substancias quimicas ndo se
resumir apenas em DE, esses compostos sdo de alta relevancia, considerando o numero de
perguntas sem respostas, a gama de produtos ndo avaliados e a possivel relacdo com a heranca
epigenética através das geracdes (17).

A investigacdo da possivel acdo da deltametrina sobre o desenvolvimento se faz
importante pelo carater inédito e, aliado a isso, tem-se o conjunto de consequéncias as quais
alteracdes enddcrinas podem causar durante a gravidez e a possibilidade da transmissédo de
alteracdes genéticas nas geragfes seguintes. Para isso, avaliamos o ganho de peso durante
prenhez da geracdo F1, o peso das proles (F1 e F2) no nascimento, o peso dos animais e indice

de Lee na eutanasia, além do peso relativo da glandula hipéfise nas proles.
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MATERIAIS E METODOS
Animais
Foram utilizados seis ratos adultos, sendo dois machos e quatro fémeas, néao
consanguineos, albinos da linhagem Wistar, pesando aproximadamente 250 g; fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE). Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, contendo cada uma, quatro animais, no maximo; a 22°+ 2° C
em ciclo claro-escuro de 12 horas e exaustdo de ar no Biotério Setorial do Laboratorio de
Toxicologia Celular da UNIOESTE. Os ratos foram alimentados ad libitum com dieta padrdo de
laboratério (Biobase®) e agua potavel durante todo o periodo de experimento. Todos os
procedimentos experimentais seguiram protocolo avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no

Uso de Animais da UNIOESTE (CEUA/UNIOESTE).

Procedimento experimental
Geracgéo Parental (FO)

Os animais foram identificados como geracdo Parental ou FO (fémeas e machos do 1°
acasalamento). Apos o periodo de adaptacéo, os animais foram colocados para o acasalamento,
na proporgdo 2:1 (duas ratas fémeas para um rato macho). No dia seguinte, no periodo da manha,
foram realizados lavados vaginais para verificar a presenca de espermatozoides, 0s quais, se
presentes, indicariam o dia O (zero) de prenhez e, para confirmar a prenhez, as ratas foram
submetidas ao exame de ultrassonografia em um hospital veterinario. As ratas prenhes foram
separadas dos machos e divididas em dois grupos: tratamento (FT1, FT2) e controle (FC1, FC2).
Cada rata tratada recebeu, do 8° ao 14° dia de prenhez, uma injecao intraperitoneal diaria de
deltametrina (Chem Service, Inc.) na concentracéo de 0,01 mg.kg™ de peso corpéreo, dissolvida
em Oleo de canola e, no grupo controle, foi administrado 6leo de canola na mesma propor¢ao e no
mesmo periodo de prenhez. O dia do parto foi considerado como dia 0 (zero), e o desmame da
ninhada (geragdo F1) foi realizadO com 21 dias de vida. Apds o desmame, foi realizado no
periodo da manh&, o lavado vaginal nas ratas da geracdo FO para verificar a fase do ciclo estral e

realizar a eutanasia na fase proestro; J4 os ratos machos sofreram eutanasia ap6s o nascimento
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dos filhotes. Na eutanédsia foram utilizados Cloridrato de Ketamina (Dopalen: Ceva, Brasil) e

cloridrato de xilazina (Anasedan: Vetbrands, Brasil).

Primeira geracéo (F1 - prole da geracéo FO0)

No dia que sucedeu cada parto (dia 1), foi realizada a padronizacdo de todas as ninhadas
para o numero de 10 filhotes. Os animais foram pesados nos primeiros sete dias consecutivos e
avaliados, macroscopicamente, quanto a malformacfes externas. Aos 41 dias de vida, foi
realizada a diferenciagdo sexual de todos os animais; e aos 70 e 76 dias apds o nascimento, 0s
animais foram colocados para acasalamento na seguinte composicdo: prole da FT1 com prole da
FT2; prole da FC1 com prole da FC2, na proporgéo 1:1 (uma rata fémea para um rato macho). No
dia seguinte, de forma semelhante ao descrito na FO, no periodo da manha, foram realizados
lavados vaginais para verificar a presenga de espermatozoides, os quais indicaram o dia O (zero)
de prenhez. Essa geragdo nao recebeu nenhum tipo de tratamento. Todas as ratas prenhas foram
pesadas, medidas e observadas diariamente. O dia do parto foi considerado como dia 0 (zero), e
o desmame da ninhada (geracdo F2) foi realizada com 21 dias de vida. Apés o desmame, no
periodo da manha, foi realizado o lavado vaginal nas ratas da geracao F1 para verificar a fase do
ciclo estral e realizar a eutanasia na fase proestro; e 0s ratos machos sofreram a eutanasia apds o

nascimento dos filhotes.

Segunda geracédo (F2 - prole da geracéo F1)

No dia que sucedeu cada parto (dia 1), foi realizada a padronizacdo de todas as ninhadas
para o numero de sete filhotes. Os animais foram pesados nos primeiros sete dias consecutivos e
avaliados macroscopicamente quanto a malformacgfes externas. Aos 41 dias de vida foi realizada
a diferenciacdo sexual de todos os animais, apés 70 dias de vida, sofreram eutanasia. Esta

geracdo ndo recebeu nenhum tipo de tratamento e ndo gerou prole.
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Lavado vaginal
Para analisar a presenca de espermatozoides e a citologia vaginal, foi obtido um lavado
com aproximadamente 0,5 mL de solucdo salina 0,9%, apds enxague do local por duas ou trés
vezes. Em seguida, a amostra coletada foi analisada em microscépio éptico Bel® Photonics BIO2
para verificar a presenca de espermatozoides, 0s quais, se presentes, indicariam o dia 0 (zero) de
prenhez e para realizar a eutanasia foi avaliado os diferentes tipos de células presentes no lavado

vaginal para a identificagdo da fase de proestro do ciclo estral.

Medidas antropométricas

Para a avaliacdo do desenvolvimento, todos os animais foram pesados e aferidos quanto
ao comprimento nasoanal (CNA). A balanca utilizada foi da empresa Marte® modelo AL500 (500
g/ 0,001 g). O CNA foi obtido com fita métrica, medindo-se da ponta do nariz ao inicio do anus,
com o animal em decubito dorsal no momento da eutandsia. Através das medidas
antropométricas mensurou-se o indice de Lee, que é a razdo entre a raiz cubica do peso (g) e 0

CNA (cm) multiplicada por 1000 (21).

Padronizacéo das proles das geracfes FO e F1

A padronizacéo das ninhadas foi realizada no dia que sucedeu o parto (dia 1) e nenhuma
manipulacao foi realizada no dia do parto (dia 0) para minimizar a interferéncia no comportamento
materno com os filhotes. Apos a verificagdo do numero total de filhotes e a relacdo entre machos e
fémeas, foi realizada a padronizag&o por decapitacdo de forma aleatdria, respeitando a propor¢éo
entre machos e fémeas, obtendo um numero final de dez filhotes na prole da geracdo FO e sete

filhotes na prole da geracéo F1.

Isolamento e pesagem da hipofise
ApOs a eutandsia, a cabeca foi removida para abertura do cranio e isolamento da hipdfise,
seguidos da pesagem da glandula. A balanca analitica utilizada foi da marca Gehaka®, modelo

AG200 (199,9990 g/ 0,0001 g). O peso relativo da hipofise foi calculado pela razéo entre 0 peso
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absoluto da glandula e o peso corporal final do animal e os resultados foram expressos em

gramas/100 gramas de peso vivo (g/100g p.v.).

Andlise Estatistica

Para verificar a interferéncia da exposi¢ao a deltametrina, em relacdo ao desenvolvimento,
os dados das variaveis analisadas foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel ®.
Para avaliar a frequéncia de filhotes nascidos na primeira (F1) e segunda (F2) geracdes de pais
expostos a deltametrina (Tratamento) e pais ndo expostos (Controle), foi aplicado o teste de Qui
Quadrado para Independéncia, assumindo um nivel de significancia equivalente a 5%.

Para cada rata prenha dos grupos Controle e Tratamento, foi avaliada a variagdo de peso

ao longo prenhez, e correlacionado ao respectivo nimero de filhotes nascidos. Esta avaliacao foi
realizada por meio da andlise de correlacdo de Pearson, e a significAncia avaliada por meio do
teste t para correlagdo. A demonstracdo grafica foi realizada por intermédio do diagrama de
disperséao.
Para comparar 0s grupos tratamento e controle, ja padronizados (F1: 10 fémeas e 10 machos; F2:
77 fémeas e 56 machos) - quanto ao ganho de peso na prenhez na primeira geragao de filhotes —
primeiramente, realizou-se a avaliagdo dos pressupostos de normalidade e homocedasticidade
(teste de Shapiro-Wilk e teste Levene, respectivamente). Uma vez que, os dados se encontravam
em acordo com tais pressupostos, utilizou-se o teste ANOVA fatorial para medidas repetidas,
utilizando 5% de significancia.

Ja para analisar as variaveis: peso no nascimento; peso na eutanasia; indice de Lee na
eutandsia e peso relativo a hipofise - considerando os fatores geragédo, sexo e grupo - foi
realizada, para cada variavel, a Analise de Variancia fator triplo (ANOVA-three way) para verificar
se existe significAncia estatistica; isto €, se tais fatores exercem influéncia sobre a variavel
resposta. Foi também realizado o teste de acompanhamento de LSD-Fisher para a comparagéo
entre os fatores e interagcdo destes mesmos (a=5%).

Todas as andlises foram realizadas no programa Statistica 7.0 (22).
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RESULTADOS
Caracterizagao geral do namero de filhotes

No inicio do experimento, o grupo de ratos parentais consistiu em 2 fémeas que foram
expostas a deltametrina, 2 fémeas que ndo foram expostas (controle) e 2 machos ndo expostos.
Foi possivel verificar que, na primeira e na segunda gerac¢fes (F1 e F2), houve homogeneidade
na distribuicdo das frequéncias de filhotes fémeas e machos, nos grupos Controle e Tratamento
(0?=0,72, p=0,396; [1°=0,031; p=0,861, respectivamente) (tabela 1).

Tabela 1. Frequéncias absoluta e relativa (%) de filhotes fémeas e machos na primeira (F1) e
segunda (F2) geragbes dos grupos Controle e Tratamento. P-valor do teste de Qui Quadrado para

Independéncia.

Geracgéo Sexo Controle Tratamento p-valor

F1 Fémea 14 (56%) 11 (44%) 0,396
Macho 11 (44%) 14 (56%)

F2 Fémea 52 (52%) 58 (53%) 0,861
Macho 48 (48%) 51 (47%)

Relacdo entre variagdo de peso ao longo da prenhez e namero de filhotes nascidos

Foi possivel verificar que, tanto o grupo Controle, como o grupo Tratamento, apresentaram
correlagdo positiva entre a variacdo de peso ao longo da prenhez e o nimero de filhotes nascidos
(Controle: r=0,786, p=0,007; Tratamento: r=0,731. P=0,016). Sendo assim, é possivel afirmar que,
em ambos 0s grupos, quanto maior a variacdo de peso das fémeas ao longo da prenhez, maior

era o nimero de filhotes gestados (figura 2).
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Figura 1. Diagrama de disperséao relativo a variacdo de peso ao longo da prenhez e nimero de

filhotes nos grupos Controle e Tratamento.

Ganho de peso na prenhez nas ratas da primeira geragao

Considerando as 20 observacdes, sendo 10 fémeas do grupo controle e 10 do grupo em
gue os parentais foram expostos a deltametrina, verificou-se que n&o houve diferengas
estatisticas significativas do peso ao longo da prenhez entre os grupos (Fi, 1s=1,68; p=0,211). Ou
seja, em ambos 0s grupos, as ratas apresentaram variacdo de peso equivalente ao longo da
gestacéo (tabela 2; figura 3).

Tabela 2. Valores das estatisticas descritivas das variaveis quantitativas relacionadas ao ganho de

peso na prenhez. P-valor da ANOVA fatorial para medidas repetidas.

Estatistica Peso inicio da prenhez Peso final da prenhez F p-valor
Controle 210,0+16,7** 312,0+25,6°°

1,679 0,211
Tratamento 209,0+5,7% 320,0+15,5"*

* Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os tempos inicial
e final de prenhez. Letras maiusculas indicam a comparagao entre os grupos.
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Figura 2. Médias (1C95%) do peso nos periodos inicial e final da prenhez em ratas da primeira
geracao do grupo Controle e Tratamento.

Variaveis relativas aos filhotes de acordo com a interacdo dos grupos, geracao e sexo

Foi possivel verificar que ndo houve diferenca significativa do peso dos filhotes ao nascer,
guando considerada a interagdo dos fatores grupos, geracdo e sexo (Fi 165=0,067; p=0,797).
Contudo, ao avaliar as demais interacdes dos fatores, foi possivel observar a significancia
estatistica quando se considerou a interagdo de Grupo x Geragdo (F; 15=24,42; p<0,0001),
indicando que os filhotes nascidos na 22 geragdo (F2), oriundos do grupo Tratamento,
apresentaram pesos menores, em relacdo aos nascidos em F1 (tabela 3; figura 4A).

Ao avaliar o peso no momento da eutanasia, verificou-se que ndo houve diferengas
estatisticas quando considerada a interacdo dos fatores em analise (F; 16=1,63; p=0,204).
Avaliando-se os fatores isoladamente, foi verificado o efeito apenas em relacdo ao sexo, sendo
gue, ratos do sexo masculino foram significativamente mais pesados do que as do sexo feminino,
independente da geracédo e independente do grupo (tabela 3; figura 4B).

Avaliando-se a variavel indice de Lee no momento da eutanasia, foi verificado que néo
houve diferengas estatisticas na interacdo dos fatores em andlise (F; 16=0,27; p=0,607). Na
analise dos fatores isolados, foi verificada a significaAncia estatistica para os fatores Geracéao (F;-
=5,7; p=0,018) e Sexo (F1=43,3; p<0,0001), porém, sem haver interacdo entre os mesmos. Desta
forma, é possivel interpretar que os animais nascidos em F2 apresentaram menor indice de Lee

no momento da eutandsia, porém, independente do grupo e do sexo. Além disso, verificou-se que
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os machos, independentemente da geragéo e do grupo, apresentaram menores valores de indice
de Lee no momento da eutanasia (tabela 3; figura 4C).

Em relagédo a varidvel peso da hipdfise, foi possivel verificar que ndo houve diferencas
estatisticas significativas na interacdo dos fatores analisados (F1, 16,=0,045; p=0,832). Na andlise
dos fatores isolados, foi verificado que o fator sexo promove efeito sobre esta variavel (F;=988,3;
p<0,0001), sendo que machos apresentaram, significativamente, menores pesos, quando

comparados as fémeas, independentemente do grupo e/ou geracao (tabela 3; figura 4D).
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268 Tabela 3. Médias das variaveis Peso ao nascimento, Peso na eutanasia, indice de Lee, Peso da
269 hipofise em relacdo aos grupos (Controle e Tratamento), Geracdo (F1 e F2) e Sexo (Fémea e
270  Macho). P-valor da ANOVA fator triplo.
Peso Peso indice
Grupo Geracdo Sexo n nascimento Eutanasia de Lee Hipdfise
C F1 Fémea 10 6,38 255,80° 0,312 0,005%
Macho 10 6,22° 419,90° 0,303 0,002
F2 Fémea 37 6,75 253,49° 0,308%® 0,005%
Macho 26 6,762 405,58  0,296° 0,002°
T F1 Fémea 10 6,62%° 259,50° 0,307%*° 0,005%
Macho 10 6,68 408,90 0,301 0,002
F2 Fémea 40 6,29° 254,35° 0,308* 0,005%
Macho 30 6,43 413,87* 0,297 0,002
p-valor de interagédo de
0,797 0,204 0,607 0,832
fatores
271  Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas entre a interagdo dos grupos, geragao e sexo.
272
F(1,165)=,06651, p=79681 F(1, 165)=1,6251, p=,20417
Controle Controle
273 Fémeas Machos Tratamento Fémeas Machos T Trawmeno
F(1, 165)=,26603, p=,60670 F(1, 164)=,04507, p=,83214
0.32 c 0.0055
éé 0.305 é 0.0.035
B Sommene 00018 B Tt
2 7 4 Fémeas Machos Fémeas Machos
275  Figura 3. Médias (IC95%) dos filhotes dos grupos Controle e Tratamento, das geracfes F1 e F2,
276  dos sexos feminino e masculino. A) Peso ao nascimento; B) Peso na eutanasia; C) indice de Lee
277  naeutanasia; D) Peso da Hipofise.
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DISCUSSAO

Tanto quanto sabemos, este foi 0 primeiro estudo que investigou uma acgéo transgeracional
da deltametrina sobre o desenvolvimento/crescimento das geracdes seguintes.

Observou-se gque a deltametrina n&o influenciou no ganho de peso durante a prenhez e/ou
desenvolvimento dos ratos. J& Sangha (23), observou um aumento de peso nas ratas expostas a
deltametrina, somente na primeira semana de prenhez, sendo que, na evolu¢cao houve paridade
dos pesos até se igualarem ao controle na terceira semana.

N&o observou-se interferéncia da deltametrina no peso dos ratos da geracdo subsequente
a exposicado (F1). Em estudo em humanos, Mayhoub e colaboradores também nao observaram
relac@o entre a exposicao a praguicidas domésticos e o baixo peso ao nascer. (24).

Diferente de estudos realizados com humanos, em Toéquio, onde foi observada uma
correlacdo positiva entre a concentragdo do metabdlito comum dos piretroides, &cido 3-
fenoxibenzoico (3-PBA), na urina materna no primeiro trimestre de gestagdo e o peso dos
neonatos (25). Em outro estudo, também houve uma correlacdo positiva da exposicdo a
piretroides durante a gravidez com o peso de criangas aos 18 meses de idade (26).

Quando metabdlitos de outros praguicidas foram considerados, foi observada uma
correlacdo inversa entre 0s niveis séricos dos metabdlitos de organoclorados p, p'-DDE, B-BHC e
HCB, no corddo umbilical, e o peso de nascimento das criangas (27). Ainda, em um estudo que
detectou a atrazina em agua potavel consumida por gestantes, foi constatado um aumento
significativo na prevaléncia de neonatos pequenos (28). Hass e colaboradores (29), expuseram
ratas prenhes a uma mistura de dose baixa de seis praguicidas (Ciromazina, MCPB, Pirimicarb,
Quinoclamina, Thiram e Ziram) durante prenhez e lactacao; o estudo também apresentou filhotes
com baixo peso.

A deltametrina ja mostrou causar influéncia no crescimento, quando alterou a expresséao do
MRNA de IGF-I, IGF-Il e GH-I do peixe conhecido como truta-arco-iris (Oncorhynchus mykis), em
estudo utilizando concentracbes de 0,25 ug/L a 2,5 ug/L (30), nesse caso destaca-se a IGF-II,

importante no crescimento intrauterino.
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Observamos uma reducdo do peso de nascimento dos ratos na 22 geracdo apés o
tratamento (F2). O fato de néo ter sido observada esta mesma alteracéo na geracao anterior (F1),
demonstra um padrdo transgeracional de implicacdo clinica da deltametrina. N&o foram
encontrados estudos explorando o tamanho ao nascer, o padrédo transgeracional e o contato a
deltametrina, piretroides ou quaisquer outros praguicidas.

Deve-se levar em consideracdo que o estudo com animais pressupde um cuidado ao se
comparar com humanos, mas nos fornece pistas para investigacdes mais detalhadas. Se
extrapolarmos esses dados, devemos salientar que o baixo peso ao nascer tem sido relacionado
com doencas cronicas na vida adulta (31). Svingen e colaboradores observaram alguma relagcéo
entre os ratos com baixo peso de nascimento, apds a exposicdo a uma mistura de praguicidas
(29) e o desenvolvimento de disturbios metabdlicos na vida adulta; porém, sem dados concretos
sobre o desenvolvimento de obesidade (32). Nosso estudo contemplou a avaliacdo do peso
corporeo na vida adulta, no entanto, diferencas estatisticas ndo foram encontradas.

Nossos resultados mostraram que ndo foram encontradas diferencas estatisticas ao
analisar o peso, para todas as relagbes e combinagdes possiveis. E, ao avaliarem-se os fatores
isoladamente, os machos foram mais pesados que as fémeas (tabela 3; figura 4B), como é o
esperado para ratos sadios. O indice de Lee é um importante parametro antropométrico para
avaliacdo de obesidade; todavia, ndo foram encontradas diferencas de peso, comparando animais
oriundos do grupo exposto com os animais do grupo controle, no momento da eutanasia. (tabela
3; figura 4C).

Ao analisar a obesidade como efeito do diclorodifeniltricloroetano (DDT), em um outro
estudo transgeracional com FO (exposta diretamente), F1 (exposta via uterina), a F2 néo
desenvolveu obesidade e a geracéo F3 teve mais de 50% dos animais desenvolvendo obesidade.
Também foram identificadas epimutacBes no esperma e regides com metilacdo de DNA, nos
animais da F3. (33).

Em relagcéo ao peso da glandula hipéfise, foi verificado que o fator sexo promove efeito, em
gue os machos apresentaram pesos relativos de hipéfise menores, quando comparados as

fémeas, independentemente do grupo e/ou geracao (tabela 3; figura 4D). Um dimorfismo sexual



333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

51
da hipdfise ja foi demonstrado em humanos, por MacCaster (34) que também explicitou uma
possivel relagdo do tamanho da hipofise com a sua atividade enddécrina. Portanto, a
homogeneidade dos pesos das hipofises das fémeas em nosso estudo pode ser explicada por
todas terem sofrido a eutanasia na mesma fase do ciclo estral.

E muito cedo para afirmar que a exposicdo materna (FO) e do feto (F1) a deltametrina foi a
causa do baixo peso de nascimento em F2, pois hdo ha nenhum mecanismo biolégico conhecido,
atualmente, para isso poder ser postulado. E necesséario um estudo mais aprofundado para
confirmar que esse resultado € reprodutivel. Ainda mais, em se tratando de alteracdes em F2, ja
gue os resultados demonstrados na literatura, até agora (17,33), expdem programacdes em FO e
alteracdes em F3. No entanto, o presente estudo traz uma nova informacgdo a ser explorada, no
qgue se refere a exposicao a piretroides na vida uterina. Logo, ressalta-se, é necessario cautela
guanto a utilizag&o de inseticidas com ativos piretroides, sobretudo em gestantes.

Outra importante observacdo é que, entre a dose testada neste estudo e as doses
estudadas em outros trabalhos, ha um consideravel nimero de possibilidades a serem
investigadas e seus possiveis riscos da exposi¢do. Além disso, baixas concentragdes sdo
importantes quando se fala em DE, mas existe também, a caracteristica ndo-monot6nica dessas
substancias. Apesar da caracteristica ndo-monotbnica ndo ser sindnimo de baixa dose, a nao-
monotonicidade reitera a importancia dos estudos em diferentes concentragfes, quando se
investiga a capacidade de desregulacdo em algum nivel do sistema enddcrino (35).

Conclui-se que a administracdo intraperitoneal de deltametrina (0,01 mg.kg™ de peso
corpéreo) nao causou alteracdes na prenhez da geracdo parental; no entanto, a deltametrina
parece influenciar no tamanho dos filhotes da F2, os quais tiveram baixo peso de nascimento
comparados aos animais oriundos das fémeas ndo expostas em FO. Todavia, a deltametrina ndo
influenciou nos dados de peso, no indice de Lee e no peso da hipdfise coletados no momento da
eutandsia. Ademais, observou-se que as fémeas apresentaram hipoéfises maiores se comparadas

com machos, mas ndo como um efeito da exposi¢cdo ao xenobiético em questao.
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5 CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTACAO

Com base nos dados apresentados e nas condi¢coes experimentais descritas, pode-

se concluir que:

em ambos 0s grupos, quanto maior a variacdo de peso das fémeas ao longo
da prenhez maior era 0 numero de filhotes gestados;

em ambos 0s grupos, as ratas apresentaram variagdo de peso equivalente ao
longo da gestacao;

nao houve diferenca no peso dos filhotes ao nascer quando considerada a
interacado dos fatores grupos, geracao e sexo;

os filhotes nascidos na segunda geracéao (f2), oriundos do grupo tratamento,
apresentaram pesos menores do que os nascidos em f1;

ndo houve diferencas nos valores de peso dos ratos no momento da
eutanasia;

nao houve diferencas nos valores de indice de lee obtidos;

nado houve diferencas em relacao ao peso da hipofise;

0os machos apresentaram significativamente menores pesos de hipdfise

guando comparados as fémeas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da analise de medidas antropométricas nao se verificou diferencas nas
proles de ratas tratadas com deltametrina: quanto a variacdo de peso ao longo da
gestacado; quanto ao peso dos filhotes nascidos em F1; quanto aos valores de peso
dos ratos e indice de Lee no momento da eutanasia; quanto ao peso da hipdfise.

Entretanto, os filhotes nascidos na segunda geracdo (F2), oriundos do grupo
Tratamento, apresentaram pesos menores em relacdo aos nascidos em F1. Isso
demonstra um padrdo clinico transgeracional, onde se relaciona o peso baixo ao
nascer com a exposicao de FO a deltametrina durante a prenhez.

Apesar de ser muito cedo para afirmar que a exposicdo materna (FO) e do feto
(F1) a deltametrina foi a causa do baixo peso de nascimento em F2, este trabalho
reitera a necessidade de mais estudos avaliando os riscos da exposicao a baixas
doses de alguns xenobidticos. Estudos mais aprofundados poderdo confirmar que

este resultado é reprodutivel e nos aproximariam das reais causas bioldgicas.



61
7 ANEXOS
Formato Geral de publicacdo nos Archives of Endocrinology and Metabolism

Os ABE&M exige que todos os manuscritos (MS) sejam apresentados em formato

de coluna Unica, seguindo as seguintes orientacdes:

0 manuscrito deve ser apresentado em formato Word;

o todo o texto deve ser em espaco duplo, com margens de 2 cm de ambos 0s
lados, usando fonte Times New Roman ou Arial, tamanho 11;

o todas as linhas devem ser numeradas, no manuscrito inteiro, e todo o
documento deve ser paginado;

« todas as tabelas e figuras devem ser colocadas apds o texto e devem ser

legendadas. Os MS submetidos devem ser completos, incluindo a pagina de

titulo, resumo, figuras e tabelas. Documentos apresentados sem todos esses

componentes serdo colocados em espera até que 0 manuscrito esteja

completo.

Todas as submissdes devem incluir:
o Uma carta informando a importancia e relevancia do artigo e solicitando que o
mesmo seja para publicacdo nos ABE &M. No formulario de inscricdo os

autores podem sugerir até trés revisores especificos e / ou solicitar a excluséo

de até outros trés.

O manuscrito deve ser apresentado na seguinte ordem:

1. 1.Pagina de titulo.

2. 2. Resumo (ou Sumario para 0s casos clinicos).

3. 3. Texto principal.

4. 4. Tabelas e Figuras. Devem ser citadas no texto principal em ordem numeérica.
5. 5. Agradecimentos.

6. 6. Declaracéo de financiamento, conflitos de interesse e quaisquer subsidios ou
bolsas de apoio recebidos para a realizacao do trabalho

7. 7.Referéncias.

Pagina de Titulo
A pagina de rosto deve conter as seguintes informagodes:

1. 1. Titulo do artigo.



62

2. 2. Nomes completos dos autores e co-autores, departamentos, instituicoes,
cidade e pais.

3. 3. Nome completo, endereco postal, e-malil, telefone e fax do autor para
correspondéncia

4. 4. Titulo abreviado de no méaximo 40 caracteres para titulos de pagina

5. 5. Palavras-chave (recomenda-se usar MeSH terms e até 5).

6. 6. Numero de palavras - excluindo a pagina de rosto, resumo, referéncias, figuras
e tabelas.

7. 7. Tipo do manuscrito.

Resumos

Todos os artigos originais, comunicados rapidos e relatos de casos deverdo ser
apresentados com resumos de no maximo 250 palavras. O resumo deve conter
informagOes claras e objetivas sobre o estudo de modo que possa ser
compreendido, sem consulta ao texto. O resumo deve incluir quatro se¢des que
refletem os titulos das secfes do texto principal. Todas as informacdes relatadas no
resumo deve ter origem no MS. Por favor, use frases completas para todas as

secdes do resumo.

Introducao

O propésito da introducdo é estimular o interesse do leitor para o trabalho em
questao com uma perspectiva histérica e justificando os seus objetivos.

Materiais e Métodos

Devem ser descritos em detalhe como o estudo foi conduzido de forma que outros
investigadores possam avaliar e reproduzir o trabalho. A origem dos hormonios,
produtos quimicos incomuns, reagentes e aparelhos devem ser indicados. Para 0s

métodos modificados, apenas as novas modificacdes devem ser descritas.

Resultados e Discusséo

A secao Resultados deve apresentar brevemente os dados experimentais tanto no
texto quanto por tabelas e / ou figuras. Deve-se evitar a repeticdo no texto dos
resultados apresentados nas tabelas. Para mais detalhes sobre a preparagéo de

tabelas e figuras, veja abaixo. A Discussdo deve se centrar na interpretacdo e
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significado dos resultados, com comentarios objetivos, concisos, que descrevem sua
relacdo com outras pesquisas nessa area. Na Discussdo devemos evitar a repeticao
dos dados apresentados em Resultados, pode conter sugestbes para explica-los e

deve terminar com as conclusoes.

Autoria
Os ABE&M adotam as diretrizes de autoria e de contribuicdo definidas pelo Comité

Internacional de Editores de Periddicos Médicos ( www.ICMJE.org ). Co - autoria

7

irrestrita é permitido. O crédito de autoria deve ser baseado apenas em
contribui¢cdes substanciais para:

e concepcao e desenho, analise ou interpretacdo de dados

« redacdo do artigo ou revisao critica do conteudo intelectual

e aprovacao final da versao a ser publicada.

Todas essas condicfes devem ser respeitadas. O primeiro autor é responsavel por
garantir a inclusdo de todos os que contribuiram para a realizacdo do MS e que

todos concordaram com seu conteldo e sua submissao aos ABE&M.

Conflito de interesses

Uma declaracdo de conflito de interesse para todos os autores deve ser incluida no
documento principal, seguindo o texto, na secdo Agradecimentos. Mesmo que 0s
autores ndo tenham conflito de interesse relevante a divulgar, devem relatar na

secdo Agradecimentos.

Agradecimentos

A secao Agradecimentos deve incluir os nomes das pessoas que contribuiram para
o estudo, mas ndo atendem aos requisitos de autoria. Os autores sao responsaveis
por informar a cada pessoa listada na se¢cado de agradecimentos a sua inclusao e
qual sua contribuicdo. Cada pessoa listada nos agradecimentos deve dar permissao
- por escrito, se possivel - para o uso de seu nome. E da responsabilidade dos

autores coletar essas informacgoes.

Referéncias
As referéncias da literatura devem estar em ordem numeérica (entre parénteses), de

acordo com a citacdo no texto, e listadas na mesma ordem numérica no final do


http://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt&u=http://www.ICMJE.org
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manuscrito, em uma pagina separada. Os autores sdo responsaveis pela exatidao
das referéncias. O nimero de referéncias citadas deve ser limitado, como indicado

acima, para cada categoria de apresentacao.

Tabelas

As tabelas devem ser apresentadas no mesmo formato que o artigo
(Word). Atencao: ndo serdo aceitas tabelas como arquivos de Excel. As tabelas
devem ser auto- explicativas e os dados ndo devem ser repetidos no texto ou em
figuras e conter as analises estatisticas. As tabelas devem ser construidas de forma
simples e serem compreensiveis sem necessidade de referéncia ao texto. Cada
tabela deve ter um titulo conciso. Uma descricdo das condi¢cdes experimentais pode

aparecer em conjunto como nota de rodapé.

Gréficos e Figuras

Todas os graficos ou Figuras devem ser numerados. Os autores Sao responsaveis
pela formatacao digital, fornecendo material adequadamente dimensionado. Todas
as figuras coloridas serédo reproduzidas igualmente em cores na edicao online da
revista, sem nenhum custo para os autores. Os autores serdo convidados a pagar o
custo da reproducao de figuras em cores na revista impressa. Apos a aceitacdo do

manuscrito, a editora fornecera o valor dos custos de impressao.

Fotografias

Os ABE&M preferem publicar fotos de pacientes sem mascara. Encorajamos 0s
autores a obter junto aos pacientes ou seus familiares, antes da submisséo do MS,
permissdo para eventual publicacdo de imagens. Se o MS contiver imagens
identificaveis do paciente ou informacdes de salude protegidas, os autores devem
enviar autorizacdo documentada do proprio paciente, ou pais, tutor ou representante
legal, antes do material ser distribuido entre os editores, revisores e outros
funcionarios dos ABE&M. Para identificar individuos, utilizar uma designacéo

numeérica (por exemplo, Paciente 1); ndo utilizar as iniciais do nome.
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Unidades de Medida

Os resultados devem ser expressos utilizando o Sistema Métrico. A temperatura
deve ser expressa em graus Celsius e tempo do dia usando o relégio de 24 horas
(por exemplo, 0800 h, 1500 h).

Abreviaturas padrao
Todas as abreviaturas no texto devem ser definidas imediatamente apds a primeira

utilizacao da abreviatura.

Pacientes

Para que o MS seja aceito para submissédo, todos os procedimentos descritos no
estudo devem ter sido realizados em conformidade com as diretrizes da Declaragéo
de Helsinque e devem ter sido formalmente aprovados pelos comités de revisao
institucionais apropriados, ou seu equivalente. As caracteristicas das populacfes
envolvidas no estudo devem ser detalhadamente descritas. Os individuos
participantes devem ser identificados apenas por numeros ou letras, nunca por
iniciais ou nomes. Fotografias de rostos de pacientes s6 devem ser incluidos se
forem cientificamente relevantes. Os autores devem obter o termo de consentimento
por escrito do paciente para o uso de tais fotografias. Para mais detalhes, consulte
as Diretrizes Eticas. Os pesquisadores devem divulgar aos participantes do estudo
potenciais conflitos de interesse e devem indicar que houve esta comunicacdo no
MS.

Animais de Experimentacéo
Deve ser incluida uma declaracao confirmando que toda a experimentacao descrita
no MS foi realizada de acordo com padrdoes aceitos de cuidado animal, como

descrito nas Diretrizes Eticas.

Descricdo Genética Molecular

Usar terminologia padréo para as variantes polimérficas, fornecendo os niumeros de
rs para todas as variantes relatadas. Detalhes do ensaio, como por exemplo as
sequéncias de iniciadores de PCR, devem ser descritos resumidamente junto aos

nameros rs . Os heredogramas devem ser elaborados de acordo com normas
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publicadas em Bennettet al.J Genet Counsel (2008) 17:424-433-.DOI
10.1007/s10897-008-9169-9.

Nomenclaturas
Para genes, use a notacdo genética e simbolos aprovados pelo Comité de
Nomenclatura HUGO Gene (HGNC) - ( http://www.genenames.org/~~V ). Para

mutacOes siga as diretrizes de nomenclatura sugeridos pela Sociedade Human

Genome Variation (http://www.hgvs.org/mutnomen/)

- Fornecer e discutir os dados do equlibrio Hardy-Weinberg dos polimorfismos
analisado na populacdo estudada. O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg pode
ajudar na descoberta de erros de genotipagem e do seu impacto nos métodos
analiticos.

- Fornecer as frequéncias originais dos genotipos,dos alelos e dos haplotipos

- Sempre que possivel, 0 nome genérico das drogas devem ser referidos. Quando
um nome comercial de propriedade é usado, ele deve comecar com letra mailscula.

- Siglas devem ser usados com moderacao e totalmente explicadas quando usadas

pela primeira vez.


http://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt&u=http://www.genenames.org/
http://www.hgvs.org/mutnomen/
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