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EPIGRAFE

“O caminho da vida pode ser o da liberdade e da beleza, porém nos
extraviamos. A cobiga envenenou a alma dos homens... levantou no mundo as
muralhas do 6dio... e tem nos feito marchar a passo de ganso para a miséria e os
morticinios. Criamos a época da velocidade, mas nos sentimos enclausurados dentro
dela. A maquina que produz em abundincia, tem nos deixado em pentria. Nossos
conhecimentos fizeram-nos céticos, nossa inteligéncia empedernidos e cruéis.
Pensamos em demasia e sentimos bem pouco. Mais do que maquinas, precisamds de
humanidade. Mais do que inteligéncia, precisamos de afei¢do e dogura. Sem essas
virtudes, a vida sera de violéncia e tudo sera perdido... Ndo sois maquinas! Homens é
que sois!”.

C. CHAPLIN em “O ultimo discurso”.
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RESUMO

Os pesticidas sdo substancias usadas para prevenir ou reduzir a prolifera¢gdo de pragas, seu
uso mais comum é na agropecudria e na jardinagem. O uso destes pode gerar problemas
pela contaminagdo ambiental e pela falta de seletividade ao organismo alvo. Os pesticidas
atuam suprimindo algum mecanismo bioldgico importante do organismo alvo, e sabendo que
ndo atuam com grande seletividade entre os organismos e ainda que 0s processos
metabdlicos que ocorrem nas células sdo muito semelhantes de um organismo para outro,
os pesticidas podem representar uma ameaga também para organismos nao alvos. O
presente trabalho objetivou avaliar possiveis efeitos tdxicos reprodutivos em ratas e sua
progénie feminina apds exposi¢cao durante a prenhez e lactagdo a mistura de pesticidas,
utilizando-se doses correspondentes & IDA (ingestéo diaria aceitavel) e IDAx100.

Os pesticidas usados neste estudo foram escolhidos levando-se em conta os Limites
Maximos de Residuos (LMR), a concentracédo encontrada em diferentes culturas, a Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA), e a presenca do residuo em mais de uma cultura. Estes foram
usados na forma comercial: SEVIN® (carbaril, IDA=0,003 mg/kg/dia), FORTIS® (lambda-
cialotrina, IDA=0,05 mg/kg/dia) e TAMARON® (metamidofés, IDA=0,004 mg/kg/dia). Foram
utilizados trés grupos de 10 fémeas prenhes: um controle (CO) e dois tratados (IDA e
IDAX100). Os pesticidas foram administrados via oral diariamente, do 6° dia de prenhez ao
21° dia de lactagdo. As variaveis avaliadas nas progenitoras foram a massa corporal e
relativa de 6rgaos (figado e rins), o tempo de prenhez, indice de nascimento e de perdas
pés-implante. As variaveis avaliadas na progénie feminina foram o desenvolvimento
ponderal, o dia da abertura do canal vaginal e do primeiro estro, a regularidade do ciclo
estral e a massa corporal e relativa de 6rgdos (figado e rins). Nenhuma das variaveis
analisadas tanto nas progenitoras, quanto na progénie teve efeito nocivo significativo,
indicando que as substancias, nas doses testadas, ndo induzem efeitos adversos sobre o
sistema reprodutivo em desenvolvimento.



1 INTRODUGAO

Desde a década de 1950, quando se iniciou a "revolugéo verde", foram observadas
profundas mudangas no processo tradicional de trabalho na agricultura bem como em seus
impactos sobre o ambiente e a saude humana. Novas tecnologias, muitas delas baseadas
no uso extensivo de agentes quimicos, foram disponibilizadas para o controle de doencgas,
aumento da produtividade e prote¢ao contra insetos e outras pragas agricolas (MOREIRA et
al., 2002). Com o advento desta tecnologia, faz-se necesséria a investigacdo cientifica das
substancias utilizadas, uma vez que a toxicidade destes compostos pode afetar espécies
ndo alvo e acarretar prejuizos a saude. Também foi preciso implementar uma legislagéo e
fiscalizagdo adequadas para garantir que a utilizagdo destas substancias se da de forma
segura. O uso de agrotoxicos na producdo agricola e a conseqgliente contaminacdo dos
alimentos tém sido de constante preocupagéo no ambito da satide publica (ANVISA, 2003).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) ocorrem milhares de mortes por
intoxicagdo com agrotdxicos, principaimente, organoclorados e organofosforados, € meio
milhdo de pessoas sofrem envenenamento por ingestdo ou inalacdo (SANTAMARTA, 2001).
A intoxicacao por agrotoxicos pode se dar através:

e da manipulacgao direta do produto durante o processo de formulagao,

e durante a administragéo, ou durante a colheita,

e pela dispersdo dos agrotdéxicos ao longo dos diversos componentes do meio
ambiente (lencois freaticos e atmosfera),

e através da ingestao destes sob forma de residuo em diferentes culturas.

De um modo geral, o consumo de agrotéxicos no meio rural decresce na seguinte
ordem: herbicidas > inseticidas > fungicidas. Embora os herbicidas sejam mais utilizados,
em geral a toxicidade deste grupo de substancias € inferior a dos inseticidas. Estes
inseticidas englobam compostos quimicamente bastante diferenciados, que podem ser
agrupados em quatro categorias principais: 0s organoclorados, o0s piretroides, os
organofosforados e os carbamatos. Os compostos pertencentes a categoria dos
organofosforados e a dos carbamatos apresentam mecanismo comum de agéo baseado na
inibicdo da acetilcolinesterase e sdo os responsaveis pelo maior nimero de intoxicagdes no
meio rural (OLIVEIRA et al., 2001).

» O risco de efeitos adversos a saude humana relacionado ao uso de pesticidas
depende fundamentalmente do perfil toxicolégico do produto, do tipo e da intensidade da
exposicdo experimentada pelos individuos e da susceptibilidade da populagdo exposta
(DELGADO et al., 2004).



A toxicidade dos agentes quimicos foi inicialmente caracterizada para efeitos
agudos, neurotdxicos e carcinogénicos. No entanto, atualmente existe a preocupagdo em
avaliar os riscos decorrentes da exposicdo cronica e os efeitos adversos sobre o
comportamento, reproducdo e desenvolvimento (NEUBERT e CHAHOUD, 1995).
Contaminantes ambientais, incluindo os pesticidas, que possuem a capacidade de atuar sob
o sistema reprodutivo ou em outras fungbes reguladas pelo sistema endocrino tém se
tornado foco de grande interesse pela satide humana e ambiental.

Qualquer substancia exégena, natural ou sintética, que interfira na sintese, secrecéo,
- transporte, ligacéo, acéo ou eliminagdo dos horménios naturais &€ chamada de desregulador
endécrino (EPA, 1997). Recentemente alguns cientistas tém proposto que substancias
quimicas podem estar desregulando o sistema endécrino de seres humanos e de animais
silvestres. Uma variedade de substancias quimicas tem sido testada em animais de
laboratério, e existem fortes evidéncias que esta exposicdo esta associada com efeitos

adversos na reproducéo e no desenvolvimento de peixes e animais silvestres (EPA, 2005).

A disfuncdo da tiredide em aves e peixes; a diminuicdo da fertilidade em aves,
peixes, crustaceos e mamiferos; a diminuicdo do sucesso da incubagédo em aves, peixes e
tartarugas; graves deformidades de nascimento em aves, peixes e tartarugas;
anormalidades metabdlicas em aves, peixes e mamiferos; anormalidades de
comportamento em aves; desmasculinizagao e feminilizagdo de peixes, aves e mamiferos
machos, desfeminilizacdo e masculinizagdo de peixes e aves fémeas sdo possiveis efeitos
dos pesticidas atuando como desreguladores endécrinos nos organismos Vivos.
(SANTAMARTA, 2001).

Varios trabalhos tém sido feitos para avaliar a toxicidade de numerosos pesticidas
ingeridos sob forma de residuo na dieta, mas a grande maioria destes estudos simula a
exposicdo a apenas um tipo de substancia e de forma isolada. Porém, quando nos
alimentamos, estamos ingerindo diferentes tipos de pesticidas que podem interagir, e por
isso entendemos que sa@o de grande importancia os estudos que envolvem misturas de
pesticidas.

Este trabalho propbés avaliar os possiveis efeitos adversos sobre o sistema
reprodutivo de ratas e sua progénie feminina quando estas sdo expostas a uma mistura de
pesticidas durante a prenhez e lactacdo. Para tanto foi utilizado um protocolo adaptado
proposto pelo Comité Consultivo de Testes e Triagem dos Desreguladores Endécrinos
(EDSTAC), que foi instituido pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) (EPA, 2002).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 REPRODUCAO

A reproducéo é o processo pelo qual um organismo € capaz de originar novos
individuos, sendo garantida a perpetuagao das espécies.

Para que o processo reprodutivo se desenvolva com sucesso & exigido o
funcionamento ajustado dos diversos 6rgados envolvidos na reprodugdo, que incluem tanto o
sistema neuroenddcrino (hipotalamo e hipéfise) quanto o genital.

2.1.1 Sistema Reprodutivo de Ratas Wistar

O sistema reprodutivo das fémeas de ratos Wistar, modelo biolégico utilizado neste
trabalho, € formado pela vagina, um conjunto de ductos sexuais (corpo uterino, cornos
uterinos, ovidutos), nos quais ocorre o transporte dos odcitos, o desenvolvimento dos
embrides em caso de fertilizagdo e a saida dos fetos por ocasido do parto, € um par de
ovarios . As fémeas apresentam seis pares de glandulas mamarias: trés na regido toracica,
um na abdominal e dois na inguinal.

As fémeas sdo animais poliéstricos ndo estacionais ou anuais, apresentando
ovulagdo espontanea e o estro ocorrendo por um periodo de 12 a 14 horas cada, e a cada 4
ou 5 dias.

A ativagdo do corpo luteo ndo é espontanea e depende de um estimulo neural da
estimulagdo mecanica da cérvix uterina, proximo do momento da ovulagio.

Os estagios do ciclo sdo facilmente identificados de maneira citolégica nos
esfregacos vaginais (fig. 01). O ciclo estral é dividido em quatro fases ou periodos que
diferem pelos tipos celulares da vagina:



Fig 1A - Proestro Fig 1B - Estro

Fig 1C - Metaestro Fig 1D -Diestro

O proestro é a fase na qual ocorre 0 amadurecimento de mais de um foliculo
ovariano. As células mais freqlentes sdo as epiteliais grandes, nucleadas e redondas (fig.
1A). Tem duracado de 25 a 27 horas e precede o estro. Nesta fase ocorrem os valores mais
altos de estradiol que retomam a valores basais no inicio da madrugada do estro.

O estro é fase em que ocorre a ovulagdo. Inicia-se a noite e tem duracdo de
aproximadamente 12 a 14 horas. Observam-se apenas células queratimzadas (fig. 1B).

O metaestro é a fase luteinica que corresponde a formagdo de estruturas
denominadas corpos luteos na superficie do ovario, exatamente onde ocorreram as
ovulacdes. Os corpos luteos produzem o hormdnio progesterona, que impede a maturacao
de novos foliculos e permite a manutencdo da gestacdo. H& a presenca de leucdcitos,
muco, células queratinizadas e epiteliais (fig. 1C). Tem duracédo de 6 a 8 horas.

O diestro é a fase que corresponde a atuacdo da progesterona para impedir o
amadurecimento dos novos foliculos. A duracdo do ciclo estral depende do tempo
necesséario para a regressdo do corpo liteo e a cessagcdo da acdo da progesterona,
normalmente é de 55 a 57 horas. Na secre¢do vaginal ha predominancia de leucécitos,

células epiteliais e muco em abundancia (fig. 1D) (ANDERSEN et al, ??7??).
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2.1.2 Fisiologia da Prenhez

Durante a prenhez, a massa da mae (variando com o numero de fetos e as
condigbes de alimentacdo) aumenta de 15 a 25%. No tergo final da prenhez, o metabolismo
energético aumenta cerca de 30 a 40%. O volume minuto do coragdo comparativamente
com o estado ndo-prenhe, aumenta em aproximadamente de 30 a 35%. Devido ao aumento
das necessidades vitaminicas, de substancias minerais e de elementos residuais, o
aproveitamento destes aumenta cerca de 10 a 30%. A alimentagdo, conforme as
necessidades do animal durante a prenhez é de grande importancia para o crescimento dos
fetos como para a capacidade de adaptacao da regulagéo metabdlica no periodo perinatal.

O crescimento dos fetos leva, lentamente, ao aumento do tamanho do utero, cujas
fibras musculares aumentam em comprimento e espessura. Esta hipertrofia da musculatura
uterina € importante no parto, para a expulsao dos fetos.

As glandulas endocrinas dos fetos ja assumem sua fungdo precocemente, durante o
desenvolvimento fetal. Isso € de grande importancia para o crescimento e para o
metabolismo dos fetos. Nos animais maternos, a atividade de diversas glandulas enddcrinas
aumenta: a secre¢do de tiroxina e triiodotironina, de insulina e de STH aumenta. Estes
processos de adaptacdo estimulam, nos animais prenhez, o acumulo de proteinas e de
gordura, a ingesta alimentar aumenta.

A prenhez de ratos tem duragdo média de vinte e dois dias. Através da extirpacéo da
hipéfise ou das supra-renais de fetos perto do final da prenhez, desencadeia-se um
prolongamento da prenhez, o que deve ser devido & auséncia da secregdo de
glicocorticosteroides (KOLB, 1987).

2.1.3 Fisiologia do Parto

No desencadeamento do parto participam diversas alteragbes na funcéo das
glandulas enddcrinas ou alteragdes das concentragées hormonais no plasma sanguineo.
Um papel importante desempenham:

a) A maturagao da fungdo das supra-renais. Nos ultimos dias antes do parto, a
secrecdo de cortisol nos fetos aumenta acentuadamente, o que estimula o
desencadeamento do parto.

b) A queda do teor de progesterona no plasma sanguineo alguns dias antes do
parto, que faz com que a musculatura uterina se tome cada vez mais capaz de reagir a
ocitocina. O teor de estrogenos no plasma sanguineo aumenta no final da prenhez de
maneira consideravel, aumentando o numero de receptores de ocitocina na musculatura

uterina. O teor de prostaglandinas no plasma aumenta.
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) A dose limiar para a ocitocina na musculatura uterina diminui. Através da
dilatagdo da cérvix desencadeia-se uma liberagdo de ocitocina a partir do lobo anterior da
hipdfise.

Durante o processo do parto podemos diferenciar trés periodos, o de preparagéo, o
de diiatagéo e o de expulséo.

a) No periodo de preparagdo ocorre um aumento da irrigagdo sanguinea e um
aumento do armazenamento liquido no canal do parto, sob influéncia de estrégenos. Os
ligamentos largos da bacia ficam menos tensos, a vulva se edemacia.

b) No periodo de dilatagdo ocorre um maior numero de contragdes para que
ocorra a dilatagéo cervical. As contragdes se iniciam no apice dos cornos uterinos, e séo
ondulares. Sob influéncia das contragdes o feto &€ pressionado em diregdo a cérvix, e esta
passa a dilatar-se cada vez mais, o conteudo das vesiculas fetais age como amortecedor de
pressdo. Apds a abertura do canal cervical, o feto € empurrado para o espaco vaginal, até
atingir a vulva, e até que as bolsas liquidas se rompam. Com o rompimento das bolsas
encerra-se a fase de dilatagdo.

c) Na fase de expulsdo as contragdes uterinas apoiadas em grau cada vez
maior pela prensa abdominal. A duragdo de periodo de expulsdo varia de espécie para
espécie (KOLB, 1987).

2.2 TOXICOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO (OSWEILER, 1998)
2.2.1 Efeitos dos toxicantes na fertilidade

Estrogenos ou toxicantes estrogénicos impedem a liberacdo de gonadotrofina e
inibem a atividade ovariana.
¢ Além de suprimir a ovulagdo, os estrégenos estimulam a atividade no Utero e na
vagina. Os efeitos estrogénicos incluem o crescimento uterino e edema, hiperplasia
endometrial, aumento da atividade miometral, metaplasia escamosa vaginal e
queratinizagdo epitelial vaginal.
- DDT e seus metabdlitos causam o enfraquecimento da casca dos ovos em aves de

rapina e tém sido associados com retardo do estro € menor ovopostura.
2.2.2 Efeitos dos toxicantes no desenvolvimento embrionario e fetal
Os toxicantes que atravessam a barreira placentaria afetam o crescimento ou a

sobrevivéncia fetal. O acesso aos tecidos em desenvolvimento depende da natureza da

substancia quimica e do carater da placenta materno-fetal. Placentas mais complexas (ex. a
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placenta de multiplas camadas dos animais superiores) tornam mais dificil aos xenobibticos
ter acesso ao feto. Ratos possuem placenta hemotricorial (trés epitélios separam o sangue
materno da placenta) e humanos placenta hemocorial (0 sangue materno esta em contato
direto com o co6rio), esta diferenga dificuita a extrapolagdo dos dados de experimentos com
ratos para humanos, quando realizados durante a prenhez.

a) Com excec¢do da radiagdo, a exposigdo materna as substancias quimicas propicia
acesso ao feto através de rotas normais do organismo matemo (ex. toxicantes ingeridos por
via oral passam pelo figado, (biotransformagéo), ao sangue, a placenta e ao feto).

b) Na barreira placentaria as substancias quimicas sdo absorvidas através das
membranas celulares e das jungdes intercelulares da placenta de acordo com os principios
quimicos e fisicos comuns da absorgdo. A biotransforamgao dos xenobioticos pode ocorrer
na placenta por mecanismos similares aos do figado, mas a intensidade da atividade
metabdlica usualmente € menor na placenta.

A auséncia de efeito tdxico na mae ndo exclui acimulo téxico no feto. Por exemplo, a
exposi¢éo ao mercurio pode ndo causar sinais clinicos severos na gestante, mas o mercurio
pode acumular-se no feto, causando defeitos de desenvolvimento devido as altas exigéncias
fetais de sintese protéica.

O crescimento fetal reduzido pode resultar de nutrigdo fetal insuficiente ou da
exposicao a toxicantes durante o segundo e terceiro trimestre de gestacao.

A teratogenia € o desenvolvimento de defeitos funcionais ou estruturais ndo letais no
feto. A curva dose-resposta tipica para os teratégenos € muito ingreme, presumivelmente
porque o feto tem menos mecanismos de detoxificacdo e menos reserva funcional do que
um aduito.

2.3 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Alteragbes em sistemas endocrinos, nervoso, imunolégico e aos efeitos
carcinogénicos entre outros, alertam para a necessidade de estudos sobre o impacto
ambiental das substancias e dos seus produtos de degradagdo. Os compostos quimicos que
exercem efeitos toxicos a curto, médio ou longo prazo sdo utilizados para os mais variados
fins na industria e na agricultura.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) define como desregulador
endocrino (DE) todo composto quimico que interfere no sistema endécrino, ndo apenas nas
glandulas e respectivos horménios, mas também no processo de sintese, armazenamento,
liberagdo e transporte de horménios aos receptores. O Programa Internacional de
Seguranga Quimica (IPCS), a Organizacdo para a Cooperagdo no Desenvolvimento e
Economia (OCDE) e o Comité Cientifico para Toxicidade, Ecotoxicidade e Ambiente
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(SCTEE) adotam como definicdo de desregulador endécrino toda substancia ou a mistura

de substancias exégenas que alteram uma ou varias fungbes do sistema e tém,

consequentemente, efeitos adversos sobre a saide num organismo intacto, sua

descendéncia e sub-populagées (CREMESP, 2005). Nos seres humanos, a principal via de

exposicéo aos desreguladores endoécrinos € a digestiva, pelo consumo de alimentos
contaminados. O leite materno também pode conter compostos toxicos.

Alguns dos desreguladores estdo sendo responsabilizados pelo avango da idade
para o aparecimento normal da puberdade. Muitos estudos demonstram que essas
substancias provocam alteragéo na fungéo reprodutiva e anormalidades no desenvolvimento
dos animais Os desreguladores podem ser de origem sintética ou natural.

Agindo como antagonistas, os desreguladores endécrinos podem bloquear os
receptores hormonais. Entre os DE destacam-se o diclodifeniltricloroetano (DDT), e seus
produtos de degradacdo e o hexaclorobenzeno (HCB). Seus efeitos no sistema endécrino
sdo provenientes do bloqueio de receptores hormonais atuando como antagonistas.
Utilizado como fungicida, o HCB tem estudos realizados in vitro com células de préstata e in
vivo com animais de laboratério que demonstram agdo androgénica (CREMESP, 2005).

Uma das dificuldades em se pesquisar DEs esta em se determinar a relagdo entre os
efeitos e as substancias que atuam como desreguladores endécrinos, principaimente em
decorréncia da multipla exposicdo a agentes quimicos.

2.4 INGESTAO DIARIA ACEITAVEL - IDA

O potencial toxico de um aditivo depende de propriedades intrinsecas ao composto
quimico e seus metabolitos, assim como de sua capacidade de acumulo no organismo.
Aliado a isto, cada espécie viva exposta a um dado xenobi6tico apresenta diferentes
reagcées que variam com a dose, idade, sexo, estado nutricional e fatores genéticos. A
avaliagdo toxicologica de aditivos para alimentos visa determinar o potencial toéxico de um
aditivo e a dose que evidencia este potencial. Para o estabelecimento da seguranca de um
aditivo, os resultados dos ensaios toxicoldgicos sdo interpretados, determinando-se um nivel
de dose sem efeito adverso observavel (NOEL — NO Effect Level), utilizado no calculo da
IDA para cada aditivo. Os valores da IDA sao obtidos dividindo-se os valores de NOEL por
um fator de seguranca previamente estipulado que procura considerar, entre outros, a
diferenca de sensibilidade entre espécies animais e o homem, a heterogeneidade da
populacdo humana e a possibilidade de sinergismo entre substancias quimicas (SETOR1,
2005).
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A IDA é, portanto, a quantidade maxima que se for ingerida todos os dias durante
toda a vida, parece ndo oferecer risco apreciavel a satide, a luz dos conhecimentos atuais. -
Ela é expressa em miligramas do pesticida por kg de peso corporeo (EPA, 2005).

2.5 USO DE PESTICIDAS

Os agrotéxicos comegaram a ser usados em escala mundial apdés a 22 guerra
mundial. Varios serviram de arma quimica nas guerras da Coréia e do Vietnd, como o
Agente Laranja, desfolhante que dizimou milhares de soldados e civis.

Posteriormente, os paises que tinham a agricultura como principal base de
sustentagdo econdémica - na Africa, na Asia e na América Latina - sofreram fortes pressoes
de organismos financiadores internacionais para adquirir essas substancias quimicas. A
alegacdo era que os agrotdxicos garantiriam a produgdo de alimentos para combater a
fome. Com o inofensivo nome de “defensivos agricolas”, eles eram incluidos
compulsoriamente, junto com adubos e fertilizantes quimicos, nos financiamentos agricolas.

A utilizagdo de agrotdxicos na agricultura nacional em larga escala ocorreu a partir
da década de 70 (CUT-RJ, 2000). Segundo dados fornecidos pela Associagdo Brasileira da
industria Quimica, em 2004 o Brasil consumiu U$ 4,2 bilhdes de agrotoxicos. Desta forma,
considerando-se 0 consumo em dez paises que representam 70% do mercado mundial de
agrotéxicos, o Brasil aparece em 4° lugar no ‘ranking”. O emprego de agrotdxicos nos
Estados do Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo e Tocantins representa atualmente 70% do total utilizado
no Pais. (ANVISA, 2004).

A preocupacao com a presenca de agrotdxicos nos alimentos é tdo antiga quanto a
introducdo destes quimicos no controle de pragas e doengas que afetam a producéo
agricola. Porém, somente em anos mais recentes, os avan¢os do conhecimento cientifico
aliados ao desenvolvimento tecnoldgico na area laboratorial, vém permitindo a estruturagcéo
de servicos para verificacdo da qualidade do alimento em relagdo a presenca de
agrotéxicos. Ao longo das duas ultimas décadas o monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos no Brasil tem se constituido por multiplos esforgos isolados de
Orgaos Estaduais de Saude/Agricultura e instituicdes de pesquisas (ANVISA, 2004).

No Brasil, os produtos com pesticidas sdo obrigados a apresentar no rétulo a cor

correspondente a classe de sua toxicidade, conforme demonstrado na tabela I.
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Tabela 01 - Classificagdo dos pesticidas.

Classe Faixa Classificagado do produto
| vermelha extremamente téxico
i amarela altamente tdxico
il azul medianamente téxico
v verde pouco toéxico

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA/MS), o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz do
Ministério da Saude (INCQS/FIOCRUZ/MS) e a Secretaria de Saude do Parana iniciaram
em 2001, o Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA)
(ANVISA, 2003).

O PARA foi desenvolvido em nivel nacional, como um programa para avaliar a
qualidade dos alimentos, frente ao uso de agrotoxicos, um antigo anseio das autoridades
sanitarias, nas esferas Federal, Estadual e Municipal, objetivando principalmente garantir a
seguranca do consumidor em relagéo aos niveis de residuos de agrotoxicos em alimentos
(ANVISA, 2003).

Através do relatério do PARA e dados sobre o consumo alimentar domiciliar per
capita anual da Pesquisa de Or¢camentos Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - POF/IBGE, realizada no periodo de 1986-1987 e 1995-1996 que abrangeu nove
regides metropolitanas, além de Brasilia e do municipio de Goiania, totalizando 187
municipios (IBGE, 2003), foi possivel inferir sobre as quantidades e os tipos de agrotédxicos
que a populacio esta sendo exposta.

No PARA foram analisadas 1295 amostras referentes a:

e 165 amostras de alface

e 96 de banana

e 183 de batata

e 138 de cenoura

e 143 de laranja

e 99de maca

e 144 de mamao

e 144 de morango

e 186 de tomate

Das 1295 amostras 1278 (98,68%) foram analisadas e 17 (1,32%) foram rejeitadas
por impossibilidade de realiza¢édo das analises (ANVISA, 2003).
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Constatou-se ja na primeira fase do PARA que S&o Paulo, Parand, Minas Gerais e
Pernambuco apresentaram 81,2% das amostras contendo algum residuo de agrotoxico, e
destes, 22,17% (233 amostras) de frutas, verduras e legumes vendidos em supermercados
tinham irregularidades graves:

e 94 amostras com agrotoxicos além do limite permitido pela legislagéo

e 74 amostras tinham pesticidas ndo-autorizados devido ao alto grau de toxicidade

nos produtos

e 65 amostras tinham os dois problemas anteriores

e Foram encontrados 33 ingredientes ativos de pesticidas sendo usados em

culturas ndo-permitidas '

e Foram encontrados 3 ingredientes de uso desautorizado no Brasil: clorpirifos

metil, dieldrin e paration etilico (COLLUCCI, 2003).

Na pesquisa realizada pelo PARA, foram encontrados residuos acima do Limiite
Maximo de Residuo (LMR) para os agrotoxicos: Acefato, Azoxistrobina, Carbofurano,
Clorotalonil, Diclorvés, Fenitrotiona, Iprodiona, Lambda-cialotrina, Metamidofés, Permetrina
e Triazofés.

Dentre os pesticidas com consumo mais préximo da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA),
estado: Carbaril, Carbofurano, Dicofol, Metamidofés, Metidationa, Monocrotofés, Parationa
metilica e Triazof6s.

Entre os pesticidas em que foram encontrados residuos em mais de uma cultura
estdo: Acefato, Captana, Carbaril, Carbendazim, Clorotalonil, Clorpirifés, Diazinona,
Diclorvés, Dicofol, Dimetoato, Ditiocarbamatos (CS2), Endosulfano, Fenitrotiona, Iprodiona,
Lambda-cialotrina, Metamidofds, Metidationa, Parationa metilica, Procimidona, Tetradiona e
Triazofés (Anvisa, 2003).

Foram ainda pesquisadas varias listas (elaboradas por diferentes agéncias
internacionais) de agentes classificados como desreguladores enddcrinos ou possiveis
desreguladores endoécrinos. Foram encontrados listados os seguintes pesticidas: Carbairil,
Carbendazim, Carbofurano, Clorpirifés, Diclorvés, Dicofol, Dimetoato, Endossulfan,
Iprodiona, Lambda-cialotrina, Permetrina, Procimidona, Vinclozina (FOE, 2000,
GOETTLICH, 2003, PAN UK, 2001).



Através dos dados levantados e expostos anteriormente foi possivel a construgcédo de

uma tabela de classificacdo de agrotéxicos por niveis de exposicéo (tabela 2).

Tabela 02 - Tabela de classificagdo de agrotdéxicos por niveis de exposicao.

> LMR > 10%IDA + de 1 cultura Listados como Coincidem 2x  Classe quimica
10 x > LMR > 25%IDA  + de 3 culturas Desregulador endécrino  Coincidem 3x
Acefato Acefato Acefato Organofosforado
Azoxistrobina
Captana
Carbaril Carbaril Carbaril 2 Carbaril Metilcarbamato
de naftila
Carbendazim Carbendazim 1,34 Carbendazim Benzimodazol
Carbofurano Carbofurano Carbofurano 34 Carbofurano Metilcarbamato
de benzofuranila
Clorotalonil Clorotalonil Clorotalonil Isoftalonitrila
Clorpirifés Clorpirifés A3 A Clorpirifés Organofosforado
Diazinona
Diclorvos Diclorvés Diclorvos 34 Diclorvés Organofosforado
Dicofol Dicofol Dicofol 2,3 Dicofol Organoclorado
Dimetoato Dimetoato 3 4 Dimetoato Organofosforado

Ditiocarbamato

s Endosulfano

Endosulfano 2,3

Endosulfano

Clorociclodieno

Fenitrotiona Fenitrotiona Fenitrotiona Organofosforado
Iprodiona Iprodiona Ipridiona 1,2 Iprodiona Dicarboximida
Lambda- Lambda- -cialotrina 2 Lambda- Piretréide
cialotrina Metamidofés cialotrina cialotrina Organofosforado

Metamidofds Metidationa Metamidofés Metamidofés  Organofosforado

Monocrotofé Metidationa Metidationa
S Organofosforado
Permetrina Parationa Parationa Permetrina 2,3 Parationa
metilica metilica Procimidona 234 metilica Dicarboximida
Triazofos Procimidona Procimidona Organofosforado
Tetradiona Vinclozolinal2 34
Triazofés Triazof6s Triazofos

' (FOE, 2000), ~(GOETTLICH, 2003), J(PAN UK, 2001), “(REYES, 2001)

A escolha dos pesticidas foi baseada na tabela supracitada bem como considerando

a disponibilidade do produto e sua classe quimica, de forma a ndo utilizar dois pesticidas da

mesma classe.



2.6 INDICE MONOGRAFICO DOS PESTICIDAS UTILIZADOS (ANVISA, 2003)

2.6.1 Carbaril - C03

a) Ingrediente ativo ou nome comum: CARBARIL (carbaryl)
b) Sinonimia: NAC

¢) N° CAS: 63-25-2

d) Nome quimico: 1-naphthyl methylcarbamate

e) Férmula bruta: C12 H11 N 02

f) Formula estrutural:

OCONHCH,

g) Grupo quimico: Metilcarbamato de naftila

h) Classe: Inseticida

i) Classificagéo toxicologica: Classe |l

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacdo foliar nas culturas de abacaxi, abobora, alho, banana,

batata, cebola, couve-flor, feijdo, maca, pastagens, pepino, repolho e tomate.

Culturas Modalidade de LMR (mg/kg) Intervalo de
Emprego (Aplicacéo) Seguranca
Abacaxi Foliar 0,5 7 dias
Abdbora Foliar 0,1 3 dias
Alho Foliar 0,2 14 dias
Banana Foliar 0,2 14 dias
Batata Foliar 0,1 30 dias
Cebola Foliar 0,1 14 dias
Couve-flor Floiar 0,02 14 dias
Feijao Foliar 0,5 3 dias
Maca Foliar 2,0 7 dias
Pastagens Foliar 100,0 5 dias
Pepino Foliar 0,02 3 dias
Repolho Foliar 0,2 14 dias

Tomate Foliar 0,1 3 dias
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Produtos de origem animal (*) LMR (mg/kg)

Aves (parte comestivel) 0,5
Aves (pele) 5,0
Carnes 1,0
Ovos (sem casca) 0,5

(*) Intervalo de seguranca ndo determinado por tratar-se de residuo estranho
[) Ingestédo Diéaria Aceitavel (IDA) = 0,003 mg/kg peso corporeo

m) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado.

Entidades especializadas 2,5 % plp
Pés e granulados 5,0 % p/p
Volatilizantes nao permitido

2.6.2 Lambda-Cialotrina - C63

a) Ingrediente ativo ou nome comum: LAMBDA-CIALOTRINA (lambda-cyhalothrin)

b) Sinonimia: Cyhalothrin; Cyhalothrin K; Clocythrin; PP 321

c) N° CAS: 91465-08-6

d) Nome quimico: reaction product comprising equal quantities of (S)-a4-cyano-3-
phenoxybenzyl (2)-(1R,3R)-

3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro  prop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate and (R)-a-
cyano-3-phenoxybenzyl(Z)-(1S,3S)-3-(2-chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

e) Férmula bruta; C23H19CIF3N03

f) Formula estrutural:

g) Grupo quimico: piretréide



h) Classe: Inseticida

i) Classificagdo toxicolégica: Classe lli

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado
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Modalidade de emprego: aplicagéo foliar nas culturas de algoddo, amendoim, arroz, batata,

café, cebola, citros, couve, feijdo, fumo, milho, soja, tomate e trigo.

Culturas Modalidade de | LMR (mg/kg) Intervalo de
Emprego (Aplicacéo) Seguranga
Algodao Foliar 0,05 10 dias
Amendoim Foliar 0,02 21 dias
Arroz Foliar 0,05 30 dias
Batata Foliar 0,05 3 dias
Café Foliar 0,05 1 dia
Cebola Foliar 0,05 3 dias
Citros Foliar 1,0 21 dias
Couve Foliar 0,05 10 dias
Feijao Foliar 0,05 156 dias
Fumo Foliar UNA UNA
Milho Foliar 0,05 15 dias
Soja Foliar 0,05 20 dias
Tomate Foliar 0,05 3 dias
Trigo Foliar 0,05 15 dias

L(ED) - Formulagao L(ED) - exclusiva para aplicagao eletrodinamica
U.N.A. = Uso Nao Alimentar

OBS: os LMRs referem-se a cialotrina — soma de todos os isbmeros
l) Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,05 mg/kg peso corporeo

m) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado.

1 - Aplicagéo por entidades especializadas € em campanhas de saude publica.

1.1 - Tipo de formulagdo: Emuls@o em agua

Concentragdo maxima permitida.............ccccoociiiiiiiniiiinnen. 2,5% plv
1.2 - Tipo de formulag¢édo: Concentrado emuisionavel

Concentragdo maxima permitida...............ccoeviiiniinnnnn. 5,0% p/v
1.3 - Tipo de formulagao - pé molhavel

Concentragdo maxima permitida...............ccccoeiiiiiiiiiiniii.s 10% p/p
1.4 - Tipo de formulagao: Microencapsulado

Concentragdo maxima permitida.............cccooeiiiiiiiiiiiiiin, 10% p/p



- 2.6.3 Metamidofos -

M10

a) Ingrediente ativo ou nome comum: METAMIDOFOS (methamidophos)
b) Sinonimia: Fosforo-amido-tioato-0,S-dimetilico
c) N° CAS: 10265-92-6
d) Nome quimico: 0,S-dimethyl phosphoramidothioate
e) Férmula molecular: C2H8NO2PS

f) Férmula estrutural:

g) Grupo quimico: Organofosforado

h) Classe: inseticida e acaricida

i) Classificacao toxicolégica: Classe |

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: Aplicacao foliar nas culturas de algoddo, amendoim, batata, feijao,

soja, tomate (*) e trigo.

Culturas Modalidade de|LMR (mg/kg) Intervalo de
Emprego (Aplicacio) Seguranga
Algodao Foliar 0,05 21 dias
Amendoim Foliar 0,1 21 dias
Batata Foliar 0,1 21 dias
Feijao Foliar 0,01 21 dias
Soja Foliar 0,01 23 dias
Tomate Foliar 0,5 21 dias
Trigo Foliar 0,1 21 dias

(*) Uso autorizado somente para tomate rasteiro, com fins industriais.

OBS: Para todas as culturas o uso devera ser exclusivamente via trator, pivé central ou

aérea.

) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,004 mg/Kg peso corporeo
m) Reavaliacéo estabelecida pelas Resolugdes n° 06 e n° 07 de 14/10/99 e concluida em

abril de 2002.
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2.7 TOXICOCINETICA E MECANISMO DE LESAO TOXICOLOGICA (OSWEILER, 1998)
2.7.1 Inseticidas Organofosforados (Metamidof6s) e Carbamatos (Carbaril):

Toxicocinética

A absor¢do pode ocorrer por toda a superficie corporal, especialmente no trato
gastrintestinal, pele, puimdées e olhos. A distribuicdo € rapida, mas produtos
organofosforados e carbamatos ndo acumulam em tecido adiposo.

A maioria dos organofosforados e carbamatos sdo rapidamente e quase
completamente eliminados, residuos em tecidos ou sangue sao minimos em poucas horas
de exposicdo. Condigbes acidas (p.ex., no estdmago) aumentam a estabilidade do

organofosforado e promovem sua persisténcia.
Mecanismo da lesdo toxicolégica

Inseticidas organofosforados e carbamatos inibem competitivamente a
acetilcolinesterase (AChE) e outras colinesterases, fosforilando a enzima por se ligarem ao
sitio esterasico da enzima. Em geral, a inibicdo produzida por organofosforados tende a ser
irreversivel, enquanto que a produzida por carbamatos tende a ser reversivel.

Como pode ocorrer exposigdo a diferentes pesticidas em um mesmo individuo, €
provavel que haja toxicidade adicional com a exposi¢do simultanea carbamatos aos
organofosforados (EPA, 2005).

2.7.2 inseticidas Piretréides (Lambda-Cialotrina):
Toxicocinética

~ Esterases plasmaticas e hepaticas hidrolisam prontamente no trato gastrintestinal a
ligacdo éster do inseticida, e por tanto, a toxicidade oral é muito baixa. Por sua rapida
biotranformacao a distribuicdo dos piretroides é relativamente sem importancia. O inseticida
hidrolisado € menos toxico.

Os metabdlitos resultantes da hidrélise sdo conjugados com glicina, acido glicurénico

e sulfatos, e sdo excretados pela urina.
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Mecanismo da lesdo toxicolégica

As piretrinas atuam nos canais de sédio da membrana de axénios, diminuindo e
retardando a condutancia de sédio para o interior e suprimindo o efluxo de potassio. Elas
também podem inibir a adenosina trifosfatase (ATPase), o que pode afetar a condugdo de
cations na membrana axonal. O resultado final € uma diminuigdo do potencial de agéo e a
geracgao de impulsos nervosos repetitivos.

Além disso, os piretroides do Tipo 2 interferem na ligacdo do Acido Gama-amino

butirico (GABA) e do acido glutadmico nos sitios receptores.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possivel toxicidade em ratas expostas a diferentes doses de misturas de
pesticidas constantemente ingeridos pela populagéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

K/

%+ Avaliar a toxicidade reprodutiva em ratas expostas durante a prenhez e lactagdo, a
mistura dos pesticidas: Carbaril, Lambda-cialotrina e Metamidofos.

< Avaliar a toxicidade reprodutiva em descendentes de ratas expostas durante a
prenhez e lactacdo, a mistura dos pesticidas: Carbaril, Lambda-cialotrina e

Metamidofos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos, Raftus norvegicus variedade Wistar, criados no biotério do
Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram
mantidos em salas com temperatura constante (20-24°C), obedecendo a uma fase
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7 as 19 horas) e recebendo agua e ragdo ad

libitum.
4.2 SUBSTANCIAS

As substancias utilizadas no presente estudo foram: Carbaril, Lambda-cialotrina e
Metamidofés, tais pesticidas foram escolhidos entre os que se enquadraram em trés dos
critérios demonstrados na tabela 02, foi também considerada a disponibilidade do produto e
sua classe quimica, de forma a nao utilizar dois pesticidas da mesma classe. Os produtos
foram adquiridos em lojas especializadas, em suas formas comerciais: SEVIN® (carbaril),
FORTIS® (lambda-cialotrina) e TAMARON® (metamidofos).

Foram utilizadas misturas destes pesticidas. A mistura foi realizada no animal, ou
seja, os pesticidas foram administrados seqiencialmente, para os grupos teste e o veiculo
(agua destilada) para o grupo controle. Este veiculo foi determinado conforme orientagdo
dos fabricantes dos pesticidas, mantidas condicbes de pH para maior estabilidade da
diluicdo para administracdo nos animais.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A partir da adaptagdo do protocolo proposto pelo EDSTAC (Endocrine Disruptor
Screenig and Testing Advisory Committee), o Ensaio de Exposi¢cdo Gestacional/Lactacional
(EPA, 2002), que detecta efeitos reprodutivos e de desenvolvimento, mediados por
alteragbes nas vias estrogénica, androgénica e tireoideana, € que foi delineado o estudo em

questdo. O protocolo desenvolvido esta apresentado esquematicamente abaixo:
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1° Acasalamento:

1
esfregaco vaginal com espermatozoides dia 0 da prenhez

Fig. 02 - esfregago vaginal com espermatozéides

20 Tratamento: Trés gavagens diarias e seqlenciais de pesticidas no grupo teste e de

agua no controle, administradas nas progenitoras.

Fig. 03 - gavagem

Inicio: 6odia de prenhez -» Término: 21° dia de lactacdo (dia do desmame)

\J

Sacrificio da progenitora

& As progenitoras foram avaliadas durante o tratamento e apés o sacrificio
quanto ao:
r
- ganho de massa (g) durante a prenhez e a lactacdo
- tempo da prenhez (dias)
<- tamanho das ninhadas e razdo sexual
- massa relativa (%) de 6rgaos (figado e rins)

- nimero de implantes uterinos.
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*» A progénie feminina foi observada:
Apods o nascimento quanto ao:

(- desenvolvimento ponderal (massa dos descendentes nos dias 1, 7, 14 e 21
apos o nascimento)

{- dia do descolamento das orelhas

- do aparecimento dos pélos

. dia da abertura dos olhos

E a partir da puberdade até o sacrificio (= 65 dias) quanto ao:
- dia da abertura do canal vaginal

- 1° estro e regularidade do ciclo estral

- massa relativa (%) de 6rgaos (figado e rins)

4.4 Formuias Utilizadas

< indice de nascimento (%) = n° de filhotes nascidos vivos (x 100)

n° de filhotes nascidos

% indice de viabilidade (%) = n° de filhotes vivos no 4°dpn  (x100)

4° dia p6s natal (dpn) n° de filhotes nascidos vivos

< indice de desmame (%) = n° de filhotes vivos no desmame (x 100)

n° de filhotes nascidos vivos

% razdosexo= n°de filhotes machos

n° de filhotes fémeas

< perdas pos-implantes(%) = n°implantes - n° filhotes nascidos vivos (x 100)

n° de implantes
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4.5 ACASALAMENTOS

Ratas Wistar (n=30) foram acasaladas com ratos machos adultos durante a fase
escura do ciclo de luz (12 horas), na propor¢éo de um macho para trés fémeas. Foram feitos
esfregacos vaginais diarios (como o esquema anterior demonstra) de cada fémea para
verificar a presenca de espermatozdides e confirmar a copula. Os acasalamentos foram
repetidos diariamente até a obtencdo de um numero suficiente de progenitoras para a
realizacdo dos experimentos. As progenitoras foram mantidas em caixas coletivas de
polipropileno (414 x 344 x 168 mm), em numero de quatro por caixa, e separadas
individualmente no 182 dia de prenhez.

4.6 DOSES E TRATAMENTO

As fémeas prénhez obtidas durante os acasalamentos foram separadas
randomicamente em quatro grupos (10/grupo). Foram usados grupos experimentais com 10
animais cada. Um grupo foi tratado apenas com o veiculo e utilizado como controle (CO). Os
outros dois grupos foram tratados diariamente por via oral (gavagem), um com a dose
correspondente a ingestao diaria aceitavel de cada pesticida (IDA) e o outro com a dose 100
vezes acima da ingestao diaria aceitavel (IDAx100).

4.7 AVALIACAO DAS PROGENITORAS

As progenitoras foram avaiiédas quanto ao ganho de massa durante a prenhez e a
lactagdo, tempo da prenhez, tamanho das ninhadas. O ganho de massa na prenhez e
lactagao foi registrado percentualmente em relagdo ao peso do 1° dia de prenhez e lactagéo,
respectivamente. No 21° dia da lactagdo (desmame) as progenitoras foram sacrificadas por
decapitagédo, colhido o sangue e o plasma e o utero retirado para a contagem do numero de
implantes uterinos. Foram avaliadas as perdas pds-implantes, a razdo sexual e os indices
de parto, de nascimento, viabilidade e desmame, assim como a massa de 6rgéos (figado e
rins).

O figado, o sangue e o plasma foram armazenados em -70°C para posteriores

avaliagdes bioquimicas.
4.8 AVALIACAO DOS DESCENDENTES

A 12 geracdo de descendentes foi avaliada para as variaveis de desenvolvimento

geral: tamanho das ninhadas, razdo sexual, massa dos filhotes ao nascer e ao desmame,
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viabilidade dos descendentes, periodo (dia) para descolamento bilateral dos pavilhdes

auriculares, surgimento de pélos e abertura bilateral dos olhos.
4.9 AVALIAGAO DAS DESCENDENTES FEMEAS

Desenvolvimento ponderal — O desenvolvimento ponderal foi feito tomando-se a massa

dos descendentes nos dias 1, 7, 14 e 21 ap6s o0 nascimento.

Abertura do canal vaginal — Para cada grupo de tratamento, 15 descendentes fémeas
foram separadas randomicamente, no dia do desmame. A partir do 30° dia pds-natal, as
descendentes foram examinadas diariamente para registro do dia da completa abertura do
canal vaginal.

Primeiro estro e regularidade do ciclo estral - A partir do dia da abertura completa do
canal vaginal, foi realizado, diariamente, o esfregago vaginal, para a observagdo, em
microscopia de luz (aumento de 200x), dos tipos celulares do epitélio vaginal, para o registro
do dia do primeiro estro e avaliagdo da regularidade do ciclo estral. Observado o tempo
(dias) entre dois estros consecutivos durante 15 dias (dois ou trés ciclos completos) foram

consideradas regulares as fémeas que apresentaram dois ou trés estros em 15 dias.

Variaveis reprodutivas — As descendentes fémeas foram sacrificadas por decapitagao,
com 65 dias, sendo entdo retirados: figado e rins. Todos os 6rgdos foram dissecados
cuidadosamente para a retirada da gordura adjacente e assim registradas suas massas,

sendo reportado o valor absoluto e em relagdo a massa corporal

4.10 ANALISE ESTATISTICA

4.10.1 Analise de variancia (ANOVA) seguido de pés teste de Bonferroni
< Variaveis com medidas intervalares e distribuicdo normal.
% Diferencas entre os grupos.

% Massa corporal e relativa de érgaos e o ganho de massa das progenitoras durante a

prenhez e a lactagao.
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4.10.2 Teste Kruskai-Wallis

7

< Variaveis com medidas ordinais ou aquelas que n&o apresentaram distribuicdo
normal ou homogeneidade entre as variéncias.‘

% Variaveis analisadas: dados da prenhez (tamanho das ninhadas, duracéo da prenhez

€ numero de implantes uterinos), e variaveis de desenvolvimento geral e sexual das

progénies.

4.10.3 Qui-quadrado

&,

% Variaveis indicadas como indices e percentuais.

< Variaveis analisadas: indices de nascimento, viabilidade e desmame, bem como as

perdas pbs-implante e a raz&o sexual.

O nivel de significancia estatistica utilizado foi de 5% (p < 0,05). A massa
corporal dos filhotes e as variaveis de desenvolvimento geral e sexual dos filhotes
foram analisadas utilizando as ninhadas como unidades estatisticas.

Para a analise estatistica e a confecgdo dos graficos foi utilizado o programa
Graphpad Prism® verséo 3.0.
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5 RESULTADOS

BIBLIOTE A DE CIENCIAS BIOLGBICAS

5.1 Ganho de massa durante a Gestacao e Lactacao

A administracdo da mistura de pesticidas (carbaril, lambda-cialotrina e metamidofos)
nas doses avaliadas nao afetou o ganho de massa corporal das progenitoras no periodo de
prenhez (Figura 04), nem interferiu na sua massa durante a lactacdo (Figura 05).

FIG. 04 - MASSA RELATIVA CORPORAL DURANTE A PRENHEZ.

—&—CO (n=10)
—— |DA (n=10)
——IDA x100 (n=10)

Massa Corporal (%)

~

Dias

NOTA: Ganho percentual em relagcéo a massa corporal no primeiro dia de gestagao.

FIG. 05 - MASSA RELATIVA CORPORAL DURANTE A LACTAGAO.

120+ .
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NOTA: Ganho percentual em relagéo @ massa corporal no primeiro dia de lactacéo.
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Os pesticidas nao interferiram na duragdo da prenhez, no indice de nascimento,

desmame e viabilidade, nas perdas poés-implantes, no tamanho das ninhadas e na

proporgao entre filhotes machos e fémeas (tabela 03).

TABELA 03 - DADOS REFERENTES A PRENHEZ.

Variaveis / Grupos CO IDA IDAX100
(n=10) (n=10) (n=10}
Tempo de Prenhez (dias) 22 +0,42 22 £ 0,45 22 +0,58
Tamanho das Ninhadas 9,80 £ 3,07 9,75+ 2,73 10,0 £ 1,83
indice de Nascimento % 97 99 100
indice de Viabilidade % 87 90 91
indice de Desmame % 87 89 70
Perdas Pés- implantes % 13,2+24,2 9,1+ 16,6 2,5+ 4,47
Razao Sexual (%) (m/f) 57143 46/ 54 54/ 46

NOTA: As progenitoras foram utilizadas como unidade estatistica.

5.3 Massa de ()rgéos das Progenitoras

A massa relativa dos 6rgdos (figado e rins) nao foi afetada pelos pesticidas nas

doses avaliadas para as ratas progenitoras expostas durante a prenhez e lactacdo (tabela

04).

TABELA 04 - MASSA RELATIVA DE ORGAQOS DAS PROGENITORAS.

Variaveis / Grupos cO IDA IDAX100
(n=10) {(n=10) (n=10)
Massa relativa do figado (%) 4,63 + 0,22 4,67 + 0,16 4,67 + 0,20
Massa relativa dos rins {%) 0,33 £ 0,01 0,33 £ 0,01 0,33 £ 0,01
Massa corporal absoluta (g) 374+ 473 371 £ 7,09 355 + 6,08

NOTA: A massa relativa de 6rgos foi calculada em relagdo a@ massa corporal no dia do sacrificio.
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5.4 Desenvolvimento da progénie durante a Lactagdo

A massa corporal ao nascer (1° dia pés natal - dpn) e ao desmame (21° dia p6s natal
- dpn) (Figura 06), bem como o desenvolvimento ponderal (Figura 07) nao diferiram entre os
descendentes expostos a mistura de pesticidas e os que receberam apenas veiculo. O
periodo (dias) para descolamento bilateral das orelhas, aparecimento de pélos e abertura

bilateral dos olhos (tabela 05) também n&o foi afetado.

FIG. 06 — MASSA ABSOLUTA DOS FILHOTES NO 1°DPN E NO 21°DPN
50+

=S8 CO (n=10)

40- - B3 IDA (n=10)

S ZIDA x 100 (n=10)
s 30-

4
= 20
10
0
1 21

Dia pés-nascimento

NOTA: As ninhadas foram utilizadas como unidade estatistica.

FIG. 07 — DESENVOLVIMENTO PONDERAL DOS FILHOTES.
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NOTA: As ninhadas foram utilizadas como unidade estatistica.
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TABELA 05 — DESENVOLVIMENTO GERAL DOS DESCENDENTES ATE O DESMAME.

Variaveis / Grupos CO IDA IDAX100
_ (n=10) (n=10) (n=10)
Descolamento de Orelhas (dias) 3+0,54 3,66 + 0,95 3,54 +1,47
Aparecimento de Pélos (dias) 8,62 + 0,64 8,79+0,6 8,67 £ 0,51
Abertura de Olhos (dias) 15,3+ 0,46 15,3+ 0,51 15,0 £ 0,56

NOTA: As ninhadas foram utilizadas como unidade estatistica.

5.5 Desenvolvimento Sexual da Progénie Feminina

A exposicdo a mistura dos pesticidas ndo interferiu no tempo para a abertura do
canal vaginal da progénie feminina, pois ndo houve diferen¢a significativa entre os grupos
testados e o grupo controle. Também nao interferiu no dia do primeiro estro, no intervalo de

dias entre os estros e na regularidade do ciclo estral (trés ciclos completos) (tabela 06).

TABELA 06 — DESENVOLVIMENTO SEXUAL DA PROGENIE FEMININA.

Variavel / Grupos CO IDA IDAX100
(n=10) (n=10) (n=10)
Abertura de Canal Vaginal (dias) 34,7 + 0,66 35,6 +1,51 35,4 +1,37
Intervalo (dias) entre estros 6,2+1,09 7,42 + 1,82 6,29 + 0,96
Dia do 1°. estro 38,2 + 3,30 39,0 + 3,62 40,1 £ 4,38
Ciclo regular (n° animais) 25 (78,1%) 34 (79,1%) 31 (79,5%)

NOTA: As ninhadas foram utilizadas como unidade estatistica.



5.6 Massa de Orgédos da Progénie Feminina
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A massa relativa dos 6rgdos da progénie feminina (figado, rins) ndo apresentou

diferenca estatistica significativa entre os grupos teste e o grupo controle (tabela 07).

TABELA 07 - MASSA RELATIVA DE ORGAOS PROGENIE FEMININA.

Variaveis / Grupos CcO IDA IDAX100
(n=10) (n=10) (n=10)
Massa corporal absoluta (g) 202 * 8,69 207 £ 4,91 206 £ 4,45
Massa do figado (%) 3,46+ 0,06 3,75+ 0,07 3,82+ 0,08
Massa dos rins (%) 0,33+ 0,01 0,33+ 0,01 0,33+ 0,01

NOTA: A massa relativa de 6rgéos foi calculada em relagdo a massa corporal no dia do sacrificio.
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6 DISCUSSAO

Durante a producao agricola o uso de agrotdxicos € uma das maneiras mais comuns
para a obtengcdo de melhores rendimentos. Porém, quando estes sdo encontrados nas
culturas em forma de residuos, podem representar riscos para a saude da populagéo pela
exposicao cronica através da dieta.

Atualmente ha uma crescente preocupagao em relagéo a possibilidade de interagéo
entre os diferentes compostos, podendo haver efeitos adversos sobre a saude humana e/ou
animal. Uma especial atencdo tem sido dada aos possiveis efeitos adversos pela exposi¢ao
a substancias quimicas durante os periodos criticos de desenvolvimento. Estes efeitos
podem ser muitas vezes irreversiveis (EPA, 1996).

Varios estudos podem ser feitos para caracterizar a toxicidade reprodutiva de
substancias isoladas ou misturadas. Dentre esses estudos, a exposi¢do in utero e durante a
lactacdo a substancias suspeitas, € um protocolo validado e indicado. Pressupbe-se que
uma alteragcao em animais de laboratério possa ser observada em seres humanos expostos
aos mesmos compostos. Desta maneira destaca-se a importancia deste tipo de teste para a
obtengéo de dados toxicologicos. Para estimar a toxicidade em seres humanos a partir de
um estudo em animais, sdo respeitadas as diferengas inter-especificas, e a maior
sensibilidade do ser humano em relagdo a outros mamiferos (PRESIBELLA, 2004;
DOURSON e cols., 2002; LU, 1991).

Pouco se sabe sobre o possivel efeito adverso de substancias misturadas. E
necessario utilizar protocolos validados pelas agéncias reguladoras e pela comunidade
cientifica, para avaliar os riscos da exposi¢do aos contaminantes ambientais.

A exposicdo de animais experimentais pela via oral a diferentes pesticidas procura
aproximar-se ao que a populagao esta sujeita através da dieta. No presente trabalho foram
avaliados os efeitos da administracdo concomitante dos pesticidas lambda-cialotrina,
carbaril e metamidofos sobre o sistema reprodutivo de ratas Wistar € sua progénie feminina
expostas durante a prenhez e lactacdo. Tais pesticidas sao substancias suspeitas de

interferirem adversamente sobre o sistema endocrino.

6. 1 DADOS DA PRENHEZ E LACTAGAO

Os dados obtidos durante o periodo da prenhez e lactagdo permitem avaliar se
houve toxicidade materna. A mortalidade, a massa corporal durante o tratamento, dados da
prenhez e alteragbes comportamentais sdo sinais de possivel toxicidade (EPA, 1991; EPA,
1996). Variagdes no peso podem indicar efeitos negativos no desenvolvimento dos filhotes.
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A administrag&o da mistura dos pesticidas (carbaril, lambda-cialotrina e metamidofés)
nas doses correspondentes & IDA e IDAx100, ndo afetou o ganho de massa das
progenitoras durante a prenhez e a lactagdo, tdo pouco a massa do figado e dos rins nas
doses testadas. Os dados da prenhez (tempo de prenhez, indice de nascimento, indice de
desmame, indice de viabilidade, perdas pés-implantes, tamanho das ninhadas e razdo
sexual) também nao foram influenciados indicando que a mistura nas doses utilizadas ndo
induz toxicidade materna.

6. 2 DESENVOLVIMENTO GERAL DOS DESCENDENTES NO PERIODO LACTACIONAL

O desenvolvimento geral no periodo lactacional (desenvolvimento ponderal, tempo
para o descolamento dos pavilhdes auriculares, tempo para o aparecimento de pélos e
tempo para a abertura de olhos), ndo foi afetado pela mistura dos pesticidas carbaril,
lambda-cialotrina e metamidofés nas doses testadas. Estes resultados s&o indicativos da
auséncia de toxicidade na progénie em desenvolvimento nas doses testadas.

6.3 DESENVOLVIMENTO SEXUAL DAS DESCENDENTES FEMEAS

As variaveis utilizadas para avaliagdo da possivel interferéncia endécrina dos
pesticidas no desenvolvimento sexual foram: o tempo para abertura do canal vaginal, dia do
primeiro estro e regularidade do ciclo estral. Agentes que influenciam no equilibrio hormonal
podem acelerar ou retardar o desenvolvimento sexual (EPA, 1996).

Substéancias com efeito estrogénico podem adiantar a abertura do canal vaginal e
desregular o ciclo estral. As variaveis investigadas na progénie feminina ndo apresentaram
diferenga significativa no tempo para a abertura do canal vaginal, no dia para o primeiro
estro e na regularidade do ciclo estral. Estes resultados sugerem que a mistura dos
pesticidas ndo induz efeitos estrogénicos nas doses testadas nestas variaveis.

Quando a mistura foi investigada no teste uterotrofico de (anti)estrogenicidade
(uterotrofico), feito em ratas imaturas, os resultados sugeriram um efeito estrogénico, pois a
massa absoluto e relativo do utero foi significativamente maior quando comparado ao
controle tratado com agua destilada (ARAUJO, 2005). No presente trabalho a progénie
feminina foi exposta in utero e durante a lactagdo, ja no teste uterotréfico a administracéo é
feita diretamente no animal a ser avaliado. Desta maneira a concentracdo da substancia que
chega ao animal através da placenta e do leite € menor do que quando administrada via
oral.



7 CONCLUSOES

0,
000

Nao foi observada toxicidade geral em ratas expostas a diferentes doses (IDA e

IDAX100) de misturas de pesticidas constantemente ingeridos pela populacgéo.

Né&o houve toxicidade reprodutiva em ratas expostas durante a prenhez e lactagéo, a

mistura dos pesticidas: Carbaril, Lambda-cialotrina e Metamidofds.

Nao houve toxicidade reprodutiva na progénie feminina de ratas expostas durante a
prenhez e lactagdo & mistura dos pesticidas: Carbaril, Lambda-cialotrina e

Metamidofos.

Uma vez que a populagdo estéa em contato diario com os pesticidas, os estudos
cronicos aproximam-se mais da realidade. Varios parametros ainda devem ser
analisados para se concluir que a mistura destes pesticidas realmente ndo causa
toxicidade, no entanto ela se mostrou segura para as variaveis analisadas em ratas

prénhez e sua progénie feminina.
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