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Cuoputute I
Revisao de Literatura



1. Reviséo de Literatura
1.1 Definicéo e classificacdo de agrotoxicos

De acordo com a Organizagdo para Agricultura e é&titos das Nacdes Unidas
(FAO), praguicidas sao produtos quimicos, quaisgsipstancias, ou mistura de
substancias destinadas a prevencao, destruicdo condrole de pragas (FAO, 2003).
Semelhante a esta definicdo, na legislacdo bnasileitermo agrotoxico, genericamente
denominado praguicida ou pesticida € definido dguisée forma: produtos e
componentes de processos fisicos, quimicos oudol® destinados ao uso nos setores
de producédo, armazenamento e beneficiamento deitpsodgricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas nativas ou implantadas eutl®s ecossistemas e também em
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cujaliiade seja alterar a composi¢cdo da
flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdosiade seres vivos considerados nocivos,
bem como substancias e produtos empregados comilhdeses, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (Lei Fa€7802 de 11/07/1989).

Dada a diversidade de produtos que compdem as lagdes comerciais, é
importante conhecer a classificagdo dos agrotoOxguoento a sua acdo e ao grupo
guimico a que pertencem. Esta classificacaoforme a Agencia de Protecdo Ambiental
Norte Americana (EPA), inclui os inseticidas, quetpncem a quatro grupos quimicos
distintos: os organofosforados, os carbamatosrganoclorados e os piretréides (EPA,
1986).

Dentro desta classificacdo, os praguicidas orgafmfados sdo atualmente muito
utilizados para ajudar a impulsionar a producadcalsr, sendo mais utilizados na

fruticultura, horticultura, cultura do algodéao, eais, sementes e plantas ornamenkos.




entanto, esses compostos apresentam ameaca aosmaEvivos, sejam eles silvestres,
peixes, crustaceos, ou seres humanos, e séo, tpoan grande motivo de preocupacao
mundial (Cocco, 2002; Isoda et al., 2005). Os ovfisforados sdo compostos organicos
derivados do acido fosforico ou ditiofosforico (emalation, diazinon, folidol, etc.). Por
serem altamente hidrolisados, tanto no meio ambigoanto nos meios bioldgicos, e
altamente lipossoluveis, podem provocar disturleslio-circulatorios, gastrintestinais,
endocrinos e no sistema nervoso (Han et al., 200@; 2008).

Os carbamatos sdo compostos geralmente conhecatosep uso domiciliar
como constituinte dos inseticidas e na india, camseticida agricola. Em geral, esses
compostos ndo apresentam problemas relacionadessstpncia e/ou bioacumulacao,
mas, por outro lado, apresentam toxicidade aguda mpamiferos. Os carbamatos sao
ésteres do acido carbamico e entre os permitidés:esarbaril, dioxacarb e propoxur. A
sintomatologia toxica dos carbamatos € bem sentell@mios organofosforados, além
disso, também séo inibidores da colinesterase,d@asirta duracéo, afetando o sistema
nervoso central e prejudicando as func¢des normass \ilas aéreas, desencadeando
sinusite, tosse e bronquite. (Oga, 2008; Chakralmbral., 2009).

Os organoclorados, diferentemente dos organofaifsraforam extensamente
utilizados no mundo devido a sua estabilidade amddiebaixa solubilidade em agua e
alta toxicidade para insetos. Porém, por possui#m potencial de bioacumulacéo,
apresentando concentragdes bilhdes de vezes maiarpgixes do que na agua poluida,
seu emprego (ex.: aldrin, endrin, endosulfan, lobmta, lindane, etc.) tem sido
progressivamente restringido ou mesmo proibido amtos paises (Dutta et al., 2008;

Oga, 2008; Salem, 2009). Apesar disto, por aprasdygixo valor de mercado e alta




eficiéncia, os organoclorados ainda sdo utilizagosgricultura e no saneamento basico
em paises como a India, onde residuos de substarmiao o dieldrin e o endosulfan
ainda podem ser encontrados no ambiente e nosogéslénenticios (Sarkar et al., 2008;
Salem, 2009). Desta forma, na india e em muitososupaises, tanto trabalhadores
agricolas e industriais que estdo constantememestos aos organoclorados, quanto a
populacdo em geral, estdo sob risco de exposi¢éncer seja através do ar, da agua ou
dos alimentos (Cocco, 2002; Sarkar et al., 2008).o@anoclorados sdo compostos a
base de carbono, com radicais de cloro. S&o desvdd clorobenzeno, do ciclohexano
ou do ciclodieno. O endosulfan, por exemplo, pedate a classe dos organoclorados,
caracteriza-se por alta toxicidade em peixes e feamsi e afeta o sistema reprodutivo,
imunoloégico e nervoso (Neuparth et al., 2006; R&nsShivanandappa, 2009). E
conhecido por sua capacidade de modificar as ctagées de enzimas como
acetilcolinesterase, fosfatases e glutationa $feease, além de inibir a liberacdo de
fatores de crescimento, induzir lesbes no DNA degse periférico, lesdes
histopatol6gicas como necrose epitelial, aneurisevé®morragia lamelar de peixes e
crustaceos (Neuparth et al., 2006; Rana & Shivaaggel 2009).

Outro grupo de inseticidas € o dos piretroides, sfiee compostos sintéticos que
apresentam estruturas semelhantes a piretrina,tasctess existente nas flores do
Chrysanthemum (Pyrethrun) cinenarialfoliu¢ax.: aletrina, cipermetrina, permetrina,
decametrina, etc.5ao caracterizados pela fotoestabilidade, pougasitgio de residuos
em plantas e, relativamente, baixa toxicidade pamiferos. Em sua estrutura quimica
podem ser distinguidos pela auséncia (tipo I) asemca (tipo Il) de um grupo alfa-

cyano substituinte no alfa-carbono da parte phdmenayl (Vershoyle & Aldridge, 1980;
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Soderlund et al, 2002). Estgrupo de praguicidas sintéticos possilio indice de
absorcdo gastrica e, alta lipossolubilidade na empgs de uma glicoproteina
transportadora, o que facilita sua entrada nometaervoso central podendo causar
efeitos neurotoxicos adversos como cefalélia, tantuiperexcitabilidade e distarbios do
equilibrio (Vershoyle & Aldridge, 1980; Soderlund al, 2002; Oga, 2008). Os
piretréides sintéticos tipo Il ainda podem indwaisiedade, efeitos imunosupressores ou
imunoestimuladores (aparecimento de reacOes adérgiermatites de contato e possiveis
reacOes anafilaticas) em animais de laboratérimt{(®a et al., 1998; 1999; Righi &
Palermo-Neto, 2005; Oga, 2008).
1.2 Limites e indices de exposi¢ao a praguicidas

A exposicdo aos praguicidas ndo ocorre somenteraalihadores rurais, que
manipulam diretamente esses compostos (exposicépacional), mas também na
populacdo em geral, através de exposicdo acideotal residuos, ingestdo de agua e
alimentos contaminados. Uma vez que tais substmmasistem no ambiente e
acumulam na cadeia alimentar, representam sécio piagra a salde humaiaquanto a
exposicao ocupacional afeta um grupo limitado dbaihadores, numa faixa de partes
por milhdo (ppm), as exposi¢cdes acidentais, atraeéagua, ar, alimentos e locais de
despejo, podem estar na faixa de partes por bilpAb). Com base neste cenario, a
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) e a FAO estebrden indices de ingestao diaria
aceitavel (IDAs) de residuos de praguicidas conadies seguros para a saude humana.

As IDAs sao valores limite que, baseados em confestio toxicolégico sobre
determinado agente quimico, indicam que & imprdvdwe a exposi¢cao a seus residuos

represente qualquer risco a saude humana se forgenidos dentro daqueles limites
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durante toda a vida dos individuos. A IDA de deteado praguicida é geralmente
obtida a partir do NOEL np-observed-effect-level sivel sem efeito observavel),
estimado em estudos de toxicidade com animaishiedtorio e corrigido por fatores de
seguranca, que podem variar de 10 a 2.000 (@Zd©, 1962; Lu, 1988).

Diversas substancias quimicas utilizadas na atwreulsdo reconhecidas como
possiveis agentes téxicos, teratogénicos, mutagemccancerigenos (Feber & Cabral,
1991; IARC, 1991). Apesar de terem como alvo e$pechlgumas pragas, efeitos
adversos em seres humanos e outras espécies dezpe exposicdo crénica ainda ndo
foram devidamente caracterizados (Weiss et al.4)200 determinagcédo e a extenséo de
doencas relacionadas a exposicdo ambiental éldificser calculada. Além disso, os
riscos potenciais para a saude humana, associadoa €xposi¢cado a misturas quimicas
tornam-se uma preocupacao crescente (Carpenter29GR).

Em 2005, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitd AdlVISA) divulgou que
cerca de 80 % dos alimentwsnatura (alface, batata, cenoura, morango, tomate, entre
outros) analisados no periodo de 2001 a 2004, aclistem 12 estados do Brasil,
apresentava residuos de praguicidas. Nesta adélissiduos 30 % das culturas estavam
irregulares, sendo que 16,6 % continham niveisados Limites Maximos de Residuos
(LMR) e 83,4 % continham residuos de produtos n&#ori@ados para aquele tipo de
cultura. As culturas com maior frequéncia de irtegdades foram as de tomate, maca e
morango. Particularmente com relagdo aos tomatdsados entre 2001 e 2004, foram
detectados residuos de seis praguicidas ndo adosz(dicofol, dieldrin, endosulfan,

monocrotofos, clorpirifos e diclorvos), e cinco guiidas permitidos mostraram
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residuos acima do LMR (metamidofés, permetrinaaztios, ditiocarbamatos e
cialotrina) (ANVISA, 2005).

Dentre os praguicidas encontrados pela ANVISA coeomaminantes, trés eram
organoclorados (dicofol, dieldrin e endosulfan), cexco eram organofosforados
(diclorvés, monocrotofés, clorpirifés, metamidof@driazofos). A estimativa do risco da
exposicao aos clorados é complexa: devido a sweteaistica lipofilica e acumulo no
organismo, possiveis efeitos somatorios ou singésgipodem ocorrer quando ha
exposicdo concomitante e/ou prolongada a dois as destes agentes (Carpy, 2000;
Boobis et al., 2008). Como estes praguicidas poskerdepositar na agua ou se ligar a
particulas do solo - propriedades devidas as syeks cloro-carbono, de dificil quebra
- Sua persisténcia e a de seus metabdlitos no angigente levam a exposicao continua
de animais e seres humanos (Carpy, 2000; Gallax@93).

Em 2008, a ANVISA publicou outro documento relataade culturas de tomate,
morango e alfaceainda apresentavam cerca de 40% ou nuEs suas culturas
contaminadas com praguicidas nédo autorizados pageatipo de cultura ou com limites
acima do permitido. Nestes estudos, o uso de prednfio autorizados representa
aproximadamente 85% dos resultados insatisfatopodendo significar risco a saude
(ANVISA, 2008).

Em 1994, o Brasil ocupava a 52 posicdo mundialswde praguicidas, ficando
atras dos EUA, China, Austrélia e india (Ecobich2001). Hoje, o pais é referido como
o 3° maior mercado de praguicidas do globo, moviameto cerca de US$ 4 bilhdes em
2004 (Marchiori, 2005). Além disso, no Brasil, atokicacbes agudas por praguicidas

ocupam a 3posicdo dentre os agentes causais, sendo a naater(perca de 73%) dos
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casos provocada pelos inseticidas da classe dasafagforados, piretroides, carbamatos
ou organoclorados (Oga, 2008).

Em geral, a maioria das populagbes humanas estétexp varias substancias
tanto no ambiente em que vivem como em sua atigidedipacional. Embora varios
estudos tenham apontado a necessidade de se aoaltexeidade de misturas quimicas
para conduzir o processo de analise de risco, te#sssz de dados sobre os efeitos de
mistura sobre o sistema imunolégico de mamiferdgui® et al., 2004). Com relacdo aos
niveis de exposicdo, os dados sobre os efeitoagedultantes de exposicbes em altos
niveis sdo normalmente bem conhecidos, mas, o dintento dos possiveis efeitos
decorrentes de exposicdo cronica em baixas doegientemente escasso. Entre estes

efeitos esta a imunotoxicidade.

1.3 O sistema imunoldgico como alvo de substancig@imicas

A interacdo entre xenobibticos e componentes dtersé imunoldgico tem
despertado grande interesse da comunidade cientifica vez que o desequilibrio deste
sistema pode levar a disfuncdo imunolégica do haeipe facilitando o aparecimento de
doencas auto-imunes e reacOes de hipersensibilideae como, a susceptibilidade
aumentada ao aparecimento de infeccbes oportunistaso desenvolvimento de
neoplasias (Luster & Rosenthal, 1993; Descotek,2G00; Kimber & Dearman, 2002).

Nas ultimas décadas varios estudos tém demonstyaelaliferentes classes de
substancias afetam o sistema imunolégico que €ragimente vulneravel e sensivel a
modulagdo por agentes quimicos (Luster et al., ;1D@Wall et al., 1992; Luster &

Rosenthal, 1993; Vandebriel et al., 1998; Vocciaalet 1999; Descotes et al., 2000;
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Kimber & Dearman, 2002). Dentre estas substanosdjifenis policlorinados (PCBSs),
hidrocarbonetos aromaticos, dioxinas, praguicigdasacdieldrin e DDT (dicloro difenil
tricloroetano) e metais pesados, tém mostradoosfaniunotoxicos (Luster et al., 1990;
De Wall et al., 1992; Voccia et al., 1999; Kaiouraoet al., 2001). Estes efeitos
indesejados podem resultar da acdo direta e/oretadio xenobidtico (e/ou produtos de
sua biotransformacéo) sobre o sistema imunologleouma resposta imunolégica do

hospedeiro a substéncia e/ou seus metabolitos omadificacbes dos antigenos do

hospedeiro pelos préprios compostos ou seus métab@PCS, 1996).

O campo da imunotoxicologia vem crescendo consigérente desde a década
de 70 (Descotes, 2004). Os caminhos atuais segydosessa ciéncia abrangem
experimentos de avaliacdo de toxicidade em roede@s condicdes controladas de
exposicao, na tentativa de mimetizar situacdesias @s seres humanos estdo expostos
(Vohr & Ruhl-Fehlert, 2001). Dados de estudos aisniém sido muito Uteis para
predizer o potencial de imunotoxicidade e seusaSfeiobre a resisténcia do hospedeiro.
Além disso, os resultados de estudos experimessti® sendo aplicados em modelos de
paralelogramas para reduzir as incertezas asssciéadeganizacao biologica cruzada, e
extrapolacdo de dados animais para o homem (Selgrafl99). Os resultados
experimentais também auxiliam no discernimento cetacdo a variabilidade intra-
espécie e a relacdo entre os efeitos decorrentespdsicio, aguda, subaguda e crbnica.
Em ultima instancia estes achados podem auxiliateggsao sobre o risco da substancia
para a populacdo humana (Selgrade, 1999).

A EPA desenvolveu um Guia (Health Effects Test Guids| OPPTS 870.7800

Immunotoxicity) para avaliacdo de praguicidas estlrias toxicas em roedores,
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enfocando parametros imunolégicos, cuja proposharréiecer melhores informacdes a
respeito da supresséo do sistema imunoldgico eorr@ecia da exposi¢ao repetida a um
determinado xenobiotico (EPA, 1997). Da mesma formaGuia para estudo de

toxicidade oral de 90 dias em roedores estabelgm@tioOrganizacdo para a Cooperagao
e Desenvolvimento Econdmico (OECD, sigla do inglésjescentou um adendo com

énfase em parametros imunoldgicos (OECD 408, 1995).

1.4 Avaliagdo do potencial imunotoxico

A dindmica do sistema imunologico, caracterizadda peroliferagcdo e
diferenciacéo celular, amplificagcéo, transcricdmducdo génica, faz dele um importante
alvo dos efeitos toxicos de xenobioticos (Vial ket 2002). Dentre os diferentes érgaos
gue constituem o sistema imunolégico, o timo e aul®e 0ssea, responsaveis pelos
processos de maturacdo e diferenciacdo dos comtpsnén sistema imunoldgico, sdo
orgaos centrais para avaliacdo de imunotoxicidiries, 1996).

Os efeitos adversos decorrentes da interagdo dwbiiticos com componentes
do sistema imunoldgico geralmente incluem danasitesais e/ou funcionais em 6rgaos
linféides tais como, alteracdo da celularidadeiohm t baco, medula 6ssea e linfonodos,
proliferacdo anormal de células progenitoras nautaedissea, alteracdo no processo de
maturacdo das células imunolégicas e alteracdesoneis das respostas humoral e/ou
celular (Kimber & Dearman, 2002). Essa diversidddesfeitos resultantes da exposi¢cao
a agentes quimicos, e a possibilidade do desemvehio de eventos adversos tardios,

faz da avaliacdo do potencial imunotéxico de xedtdms uma ciéncia de grande
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complexidade e revela a necessidade de cautelaterpretacdo de dados (Kimber &
Dearman, 2002; Descotes et al, 2000).

Em funcdo da complexidade do sistema imunoléglo@rsos biomarcadores de
toxicidade devem ser avaliados para caracterizdgdpotencial imunotéxico de uma
substancia. Para tal, um painel de testes que gdramanalise histoldégica de 6rgéos
linféides e estudos de funcdo imunoldgica, comtetee resisténcia do hospedeiro e
producdo de citocinas tém sido proposto (Lusteralet 1988; Vandebriel, 1998;
Schuurman, 1994; Kuper et al., 2006). Em animaidableratério, o primeiro painel,
utilizado como “screening” para direcionamento plaimetros imunoldgicos a serem
avaliados abrange testes nao-funcionais onde smaéragn as avaliagbes de peso
corporeo, peso e histopatologia de orgdos linfolh@moiéticos, e hematologia. O
segundo painel inclui os testes funcionais, tamaatividade de macrofagos, atividade
NK, marcadores de superficie, resposta prolifeaatnsaios de citotoxicidade, producdo
de anticorpos e modelos de resisténcia do hospeflaister et al., 1988; IPCS, 1996).
Em especial, os macrofagos ativados representancamponente chave da resposta
imunoldgica celular. O processo de ativacdo dogd@fegos envolve diversas alteracdes
morfoldgicas, funcionais e metabdlicas. Tais céluguando ativadas, sdo capazes de
fagocitar microorganismos, auxiliar no recrutamesgtular, liberar enzimas citotoxicas,
entre outras, demonstrando papel fundamental na@osts inflamatéria e defesa do
organismo. Além disso, os macrofagos participam e@pas de processamento e
apresentacdo de antigenos para os linfocitos. t(StoButtles, 2004; Descotes, 2006;

Zhao et al., 2009).
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Dentre os testes de imunotoxicidade, a observaedactados histopatolégicos
em o6rgdos linfoides primarios e secundarios € usr@arhenta indispensavel na
caracterizacdo da toxicidade de compostos sohistensm imunoldgico (Germolec et al.,
2004; Kuper et al., 2006). O uso de técnicas higichs associadas a testes funcionais,
cultura de células e tecidos, permite uma melhanpreensdo dos mecanismos de
imunotoxicidade (Schuurman, 1994; Descotes, 2008®n o avan¢o da imunologia
molecular, os estudos de modo e mecanismo de at@o e tornando mais praticos. E,
com isso, a industria e agéncias de regulamente&nbstancias estdo propondo o uso
de técnicas de expressao génica para identifickassificar o potencial imunotoxico de
substancias. Além disso, diversos estudos de iraxinidade publicados sugerem que a
analise por “microarray” é uma pratica significatipara explorar as vias que levam a

disfuncdo imunoldgica (Luebke et al., 2006).

1.5 Imunotoxicidade por praguicidas: efeitos bioloigos

Ha hoje um grande numero de substancias e quinaicdBsentais que tem o
potencial de modificar diferentes componentes dtesia imunoldgico alterando suas
funcbes (Haschek & Rousseaux, 1996; Boffeta, 2008Em disso, 0 sistema
imunolégico € considerado sensivel a exposicao iqairem baixas doses quando
nenhum outro sistema apresenta qualquer grau d=d@cte (Luster & Rosenthal, 1993;
Colosio et al., 2005). Entre estas substancia® esdtfuns praguicidas cujo potencial
imunotdxico vem sendo estudado.

Han et al. (2007) demonstraram que o endosulfannéstrado em cultura de

macrofagos peritoneais de camundongos nas conggesrae 1, 5 e 1M aumenta a
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producao de 6xido nitrico (NO) e de citocinas pritamatdérias tais como interleucina- 6
(IL-6), interleucina B (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (THl-de maneira dose-
dependente. Um estudo sobre efeitos da toxicideil@ca de praguicidas em frangos
mostrou que o endosulfan administrado na dietaom@entragcdo de 2 ppm diminui o
peso da bursa de Fabricius e do timo, achado estelacionado com alteracdes
histologicas relevantes (Garg et al., 2004).

Estudos feitosn vitro com 1,1-dichloro-2,2-bis (p-chlorophenyl) ethyle(ep’-
DDE) derivados do DDT, cuja estrutura quimica é towsemelhante a do dicofol,
demonstraram que o DDE nas concentracbes entre B B pg/ml ndo afeta a
viabilidade de leucdcitos e a proliferagéo de luitfis de peixeSparus aurata L..porém
apresenta aumento na expressao de genes respsnsaaeproducao interleucina 1131
(IL-1B), TNF-a, moléculas do complexo principal de histocomphdiade de classe | e
I (MHC-1 e MHC-II), receptor Toll-like-9 (TLR-9) ereceptor de célula T (TCR)
(Cuesta, 2008). Outro estudo demonstrou que o DOUziu a producdo de TNiFe NO
pelos macrofagos peritoneais de ratos Wistar madhasdos in vitro com a
concentracao de 100y/ml e diminuiu a resposta nas concentracdes delQ g/ml,
contribuindo para reacfes inflamatodrias, deseqiglililas citocinas e alteracdo no
sistema imunolégico como a apoptose, sendo um doEigais mecanismos que
contribuem para os efeitos imunossupressores dadita (Dutta et al., 2008).

Outro estudan vitro demonstrou que o organofosforado diclorvés, nasside
70 e 100puM, administrado em cultura de neutrofilos de sanpgedférico humano

aumentou o indice de fagocitose de maneira dossndepte (Podstawka, 1994).
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Em 1992, Flipo e colaboradores observaram que agupmidas dieldrin e
carbofuran administrados individualmente apresengd@ito imunossupressor sobre a
atividade fagocitica de macrofagos de camundongdgBO/6, porém, 0S mesmos
praguicidas administrados em misturas levam a stgapsemelhantes ao controle.

A interacdo de xenobioticos com um determinadoaed@o pode causar efeitos
aditivos, sinérgicos ou de antagonismo em decoaé&te mecanismos de agdo iguais ou
semelhantes. Estes efeitos podem ocorrer a0 mesmmmtem um Unico 6rgdo ou em
diferentes Orgados-alvo, desta forma, torna-se emsca preocupacdo com estes
compostos quimicos ja que a tendéncia podera sernpenos em parte, atribuivel a
produtos em novos e/ou modificados padroes de ggwgCarpy, 2000; Boobis et al.,
2008). De acordo com Robinson (2004) e Boobis.€28D8), a exposicdo de individuos
a praguicidas isolados ou em misturas pode levanaamaior susceptibilidade a doencas,
deixando muitos sistemas biolégicos e as interagbre esses sistemas comprometidas,
alterando suas inter-relacdes de funcionamentdenpi@almente levando a um estado de
doenca.

Neste contexto, muitos paises vém enfrentando umemti® no numero de
doencas relacionadas a alteragcées no sistema idgicml como asmas e doengas auto-
imunes, ou mesmo a imunossupressao que pode auraeniaceptibilidade ao cancer e
o risco a infecgbes (Colosio, 2005; Corsini et28108). Porém, um dos aspectos mais
criticos dos estudos envolvendo imunotoxicologia dificuldade em distinguir entre
"adaptativo / ndo adversas" e "adversas”, e aaglusdes sobre o significado do
prognostico das pequenas mudancgas frequentemenservado em estudos

imunotoxicologicos humanos (Colosio, 2005).
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Desta forma, a avaliagdo da imunotoxicidade sesapta como uma ferramenta
importante de estudo para avaliar as possiveieqddscias da interacdo entre o sistema

imunolégico e xenobidticos.
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Resumo

O presente estudo avaliou o potencial imunotoxamdistura de cinco praguicidas
em baixas doses sobre a atividade de macréfagasrestis e histopatologia de érgdos
linfohematopoiéticos de ratos. Para tal, 55 ratostdW machos foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos e expostos aos pragsi@dr 28 dias consecutivos: G | -
controle negativo: racdo basal semipurificada; (bdiixa dose): racdo contendo diclorvos
0,23 mg/kg, dicofol 0,22 mg/kg, endosulfan 0,6 ngg/dieldrin 0,025 mg/kg, permetrina
5,0 mg/kg,; Glll (dose efetiva): racdo semi-pudfia contendo diclorvos 2,3 mg/kg,
dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9 mg/kg, dieldri®@® mg/kg, permetrina 25,0 mg/kg e G
IV a, b, c, d, e (controles positivos): racdo semmificada contendo 2,3 mg/kg de
diclorvés ou 2,5 mg/kg de dicofol ou 2,9 mg/kg ael@sulfan ou 0,05 mg/kg de dieldrin
ou 25,0 mg/kg de permetrina, respectivamente. Beafiar o efeito destes praguicidas
sobre a atividade de macrofagos peritoneais o éndé fagocitose, produgcdo de oOxido
nitrico (NO), 4gua oxigenada 48,) e sintese de fator de necrose tumoral alfa (®INF-
foram quantificados. Também foram avaliados par@adtioquimicos e histopatologia de
figado, rins, adrenais e 6rgéos linfohematopoisétiéoexposicdo a misturas de praguicidas
foi incapaz de alterar a producédo de TWFNO e néo interferiu na liberacdo deQd
espontanea ou induzida por PMA. Nao foram encoasratiferencas no espraiamento de
macréfagos e na fagocitose entre os diferentesogrigdo foram encontradas alteracdes
estruturais dignas de nota em baco, linfonodosaeapl de Payer. Os presentes resultados
demonstram que a mistura de praguicidas em baiasssdcontendo diclorvés, dicofol,
endosulfan, dieldrin e permetrina ndo exerce efestubre a atividade de macréfagos de

ratos Wistar machos apos 28 dias de exposicéo.

Palavras chave:lmunotoxicidade, Mistura de Praguicidas, Macrofag@ato, Orgédos

linféides.
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1. Introducéo

A utilizacdo de agentes quimicos como praguicidasm v aumentando
significativamente desde meados da década de 188Qudo, seu uso se ampliou
consideravelmentdurante o século XX com o desenvolvimento da sentggmica de
moléculas especificas para um propdsito (IARC, L9BMhbora o uso de praguicidas seja
benéfico para aumentar a produtividade agricoladeizir a disseminagdo de insetos e
doencas endémicas, a exposicdo humana a estessagaihicos € inevitavel, devido a
contaminagdo do ar, da agua, do solo, e de alimernecobichon, 2001).
Consequentemente, os efeitos adversos decorremtespdsicdo do homem e de animais
domésticos aos praguicidas estdo se tornando ustepra de saude publica.

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) e a Organzagé@ Alimentos e
Agricultura das Nag¢des Unidas (FAO) estabeleceradités de ingestédo diaria aceitavel
(IDAs) de residuos de praguicidas. As IDAs sédo reslolimite que, baseados em
conhecimento toxicoldgico sobre determinado aggquofmico, indicam que é improvavel
que a exposicdo a seus residuos represente qualgoera saude humana se forem
ingeridos dentro daqueles limites durante todala @bs individuos.

No Brasil, recentemente a Agéncia Nacional de I&gia Sanitaria (ANVISA)
indicou que a populagéo brasileira também estasta@oesses residuos (ANVISA, 2005).
Entre julho de 2001 e dezembro de 2004, o Progrdmainalise de Residuos em
Alimentos (PARA) pesquisou residuos em 4.001 arassie alimentos natura (alface,
banana, batata, cenoura, laranja, ma¢a, mamaongmeatomate) coletadas em 12 estados
da Federacao. Do total de amostras analisadad, 8m&sentaram residuos, sendo que 931
(28,5%) estavam irregulares, pois continham niasna dos Limites Méaximos de
Residuos (LMR) (16,6%) ou continham residuos dgucadas ndo-autorizados para o

tipo de cultura (83,4%). As culturas com maior &r@acia de irregularidades foram as de
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tomates, macas e morangos. Particularmente comacelaos tomates analisados entre
2001 e 2004, foram detectados residuos de seislipidas ndo-autorizados (dicofol,
dieldrin, endosulfan, monocrotofés, clorpirifésielorvés), e cinco praguicidas permitidos
mostraram residuos acima do LMR (metamidofés, pemmae triazofés, ditiocarbamatos e
cialotrina) (ANVISA, 2005). Em outra analise publita em 2008 pela mesma agéncia,
ainda foram encontradas culturas contaminadas a@guigcidas ndo autorizados para
aquele tipo de cultura ou com limites acima do iy deixando clara a exposi¢ao do
ser humano a estes praguicidas (ANVISA, 2008).

Muitos praguicidas foram extensivamente estudadeosntqg aos seus efeitos
téxicos, no entanto, a maioria dos estudos condezigaliou o efeito do agente quimico
isolado. Recentemente, os estudos toxicolégicoglt#n grande importancia ao estudo de
misturas pelo fato da populagéo ser exposta dianiéena uma diversidade de substancias
ao mesmo tempo, ou dentro de um curto espaco gtéBoobis et al., 2008).

Embora vérios estudos tenham apontado a necessldagieconhecer a toxicidade
de misturas quimicas para conduzir o processo disarde risco, ha escassez de dados
sobre os efeitos e mecanismos de mistura sobrstens imunoldgico de mamiferos
(Olgun et al., 2004). Com relacdo aos niveis deogigfo, 0os dados sobre os efeitos
agudos resultantes de exposicoes em altos niveisosihalmente bem conhecidos, mas, o
conhecimento dos possiveis efeitos consequentegpirsicdo cronica em baixas doses é
freqUentemente escasso. Entre estes efeitos iestdnatoxicidade.

Dentre as varias classes de substancias, os pdeguisdo reconhecidos por
atuarem sobre o sistema imunoldgico modificandos sfimcfes e/ou resposta do
organismo hospedeiro frente a infec¢cées e ao desemento de neoplasias (Descotes et

al., 2000). Além disso, o sistema imunoldgico ésiterado sensivel a agentes quimicos
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em baixas doses quando ndo ha evidéncia de todéciégan nenhum outro sistema
(Colosio, 2005).

A dindmica do sistema imunoldgico, caracterizada peoliferacao e diferenciacao
celular, amplificagéo, transcricdo e tradugdo génfaz dele um importante alvo dos
efeitos téxicos de xenobibticos (Vial et al., 200Pentre os diferentes érgdos que
constituem o sistema imunolégico, o timo e a medskea, responsaveis pelos processos
de maturacdo e diferenciacdo dos componentes tlemsisimunoldgico, sdo 6rgaos
centrais para avaliacado de imunotoxicidade (Pe26§; Travlos, 2006).

Dentre 0os mecanismos de defesa imunoldgicos osctaspduncionais de
macréfagos tém sido propostos para avaliacdo denpiad imunotoxico de substancias
(Descotes, 2006). Conhecido como elemento-chaveredposta imune celular, o
macrofago tem a capacidade de fagocitar microosgas, produzir mediadores como
citocinas e quimiocinas para o recrutamento celuldrerar enzimas citotéxicas,
metabodlitos do “burst” respiratério como Oxido iodtr e perdoxido de hidrogénio,
demonstrando papel fundamental na resposta inftaiaaé na defesa do organismo.
Assim, torna-se ferramenta fundamental para o edednisturas em baixas doses devido
ao seu papel chave entre a resposta imunoldgita énadaptativa (Stout & Suttles, 2004;
Zhao, 2009).

Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliaxposicdo de ratos Wistar
machos a cinco praguicidas (permetrina, dicofoklddin, endosulfan e diclorvos)
separadamente ou misturados em nivel de NQ¥g-opserved effect leyeé LOAEL
(Low observed adverse effect lgvde cada um deles, sobre macrofagos peritoneais e
orgaos linfohematopoiéticos. Deve ser destacadmsguwinco praguicidas escolhidos estéao

entre 0s contaminantes ambientais mais freqlienteg&gos paises ao redor do globo.
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2. Metodologia
2.1 Animais e ambiente de experimentagao

Ratos Wistar machos, com 4 semanas de idade, peoves do Biotério do Centro
Multidisciplinar para Investigacéo Bioldgica da tamnp (CEMIB - Campinas, SP) foram
alocados no Biotério do Departamento de PatologiaFdculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP — SP em sala com condi¢cées amlsergatroladas: temperatura (22 +
2 °C), umidade relativa do ar (55 + 10 %), ciclo de (i2 horas claro/12 horas escuro) e
circulacdo continua de ar. ApGs aclimatacao pos deaanas, periodo no qual receberam
agua e racdo basall libitum, animais com 6 a 8 semanas de idade, pesando e méd
cerca de 238g foram utilizados neste estudo. Deirtodo o periodo experimental. os
animais foram pesados e submetidos a avaliac@iceclsemanal. Diante da deteccéo de
morbidade ou morte iminente, foi realizada a ewi@do animal e os dados de necropsia
registrados.

Todos os protocolos realizados foram aprovados @bdmité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Mediade Botucatu - UNESP, SP,

protocolo numero: 679.

2.2 Praguicidas

O praguicida dicofol (&HeCisO), produto analitico 96,5 % (Milenia Agrociéncias
S/A, Londrina, PR). O diclorvos ¢87Cl,O4P), produto analitico 99,4 %; permetrina,
mistura de isdmerosis e trans (Cy;H20Cl;03), produto analitico 98,0 %; endosulfan,
mistura de isébmeroalfa e beta (2:1) (GHeClsOsS), produto analitico 100,0 %; dieldrin
(C12HgClgO), produto analitico 97,9 % foram adquiridos dakgl Chemicals, Sigma-

Aldrich, Milwaukee, EUA).
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2.3 Racgéo com adicdo da mistura de praguicidas

A racdo basal AIN 93M fornecida aos animais duréode o periodo experimental
foi produzida pela empresa HN&C Consultoria, CarapiBP, assegurando-se, em sua
formulacdo, o uso de constituintes livres de queisgesiduos de praguicidas. O processo
de mistura e peletizacdo da ragdo procedeu-seetéridi experimental da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, SP onde a ragdo ene po 6leo componente da
formulacéo (8 %) foram misturados e peletizadosa Baragéo acrescida dos praguicidas,
estes foram previamente diluidos em 6leo comporgmfermulacéo (8 %) e, em seguida
misturados a racdo basal em po e, peletiz&.diferentes tipos de racdo foram
identificados, embalados e conservados sob refiggera - 20 °C. Os consumos de racao e
de agua foram avaliados pela diferenca de pese entferecido e o residual, duas

vezes/semana.

2.4 Delineamento experimental

O experimento foi desenvolvido conforme o protocafwesentado na Figura 1.
Para a formacgé&o dos grupos experimentais, ratotafMizachos foram randomizados e
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos sendo opogrl, 2 e 3 constituidos de 10
animais cada e o grupo 4 subdividido em 5 grupos, (@ d, €) contendo 5 animais cada.
Grupo 1 - Grupo controle negativo: os animais receberamoréag&al semipurificadad
libitum durante 28 dias consecutivos.
Grupo 2 - Grupo baixa dose (NOEL): os animais receberamoragmi-purificada
contendo diclorvés 0,23 mg/kg, dicofol 0,22mg/kgdesulfan 0,6 mg/kg, dieldrin 0,025
mg/kg, permetrina 5,0 mg/kgad libitum durante 28 dias consecutivos. Estas
concentracdes correspondem ao NOEL para ratosdpsativos praguicidas (FAO/WHO,

1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 1996)
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Grupo 3 - Grupo dose efetiva (LOAEL): Os animais receberagéio semi-purificadad
libitum contendo diclorvés 2,3 mg/kg, dicofol 2,5 mg/kgdesulfan 2,9 mg/kg, dieldrin
0,05 mg/kg, permetrina 25,0 mg/kgd libitum durante 28 dias consecutivos. Estas
concentracdes correspondem aos LOAHbwést observed level adverse effeanenor
nivel de efeito adverso observgveara ratos dos praguicidas dieldrin e endosulfara B
dicofol foi utilizado o LOEL (bwest observed effect leyad)para o diclorvos e permetrina
o LEL (lowest effect leve(FAO/WHO, 1986; WHO/FAQO, 1970; 1989; 1996).

Grupo 4 (a, b, c, d, e) Grupos controles positivos: Os animais de cadgrspb (n = 5)
receberam durante 28 dias consecutivos ragao seificadaad libitum contendo: a) 2,3
mg/kg de diclorvés; b) 2,5 mg/kg de dicofol; c) 298/kg de endosulfan; d) 0,05 mg/kg de

dieldrin e e) 25,0 mg/kg de permetrina.

i

OI 28|dias
Gl | | n=10
G2
G3
( 64 )V _ ) n=25 (5 subgrupos)
a, b, ca,e

n total = 55 ratos Wistar machos

l Sacrificic NOEL - Ragdo contendo: Diclorvés 0,23 mg,
Dicofol, 0,22 mg/kg, Endosulfan 0,6 mg/kg, Dielc

E] Controle negativo — racdo basal 0,025 mg/kg, Permetrina 5,0 mg/

Controles positivos -receberam LOAEL - Racdo contendo: Diclorvés 2,3 mgi
mesma concentracdo dos praguic Dicofol, 2,5 mg/kg, Endosulfan 2,9 mg/kg, Dielc
do grupo G3, isolados 0,05 mg/kg, Permetrina 25,0 mg/

Figura | — Delineamento experimental




2.5 Sacrificio, coleta de material e processameniistolégico

Ao final de 28 dias de exposicdo aos praguicidadpg os animais foram
submetidos a narcose induzida em camara de E@ seguida, foram coletados, através
de puncéo, cardiaca, cerca de 8 ml de sangue mdi@racdo de soro utilizado na analise
do perfil bioquimico. Entdo, procedeu-se a colaia ohacréfagos peritoneais utilizados
para avaliar o indice de fagocitose e de espraimméa macrofagos, a deteccdo da
liberacdo de 4gua oxigenada,(4) espontanea e induzida pelo acetato miristat@idmf
(PMA, sigla do inglés), a producdo de oxido niti(b®) e de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-).

Apbs o procedimento de coleta dos macrofagos pewdis foi realizada a
necropsia para a retirada do figado, rins, adremaisgaos linfohematopoiéticos (timo,
baco, fémur, linfonodos mesentéricos e placas derPgara analise histopatologica.
Todos os 6rgaos foram fixados em formalina 10 %ptarada (tampéo fosfato pH = 7,2).
O fémur foi descalcificado em solugdo citrato ddied &cido férmico, por periodo de 10
dias antes do recorte e inclusdo em parafina. @epsamento histoldgico seguiu método
convencional e os cortes obtidos foram corados kkematoxilina e eosina (H&E) para
andlise histologica.

Os critérios para andlise histolégica dos o6rgaodohematopoiéticos estao
apresentados na Tabela 1, seguindo critérios seamtiativos apresentados por Kuper et
al. (2000).

O figado, os rins, as adrenais, o timo e o baganigresados em balanca analitica
de precisdo. O peso relativo dos érgdos de cadaahroi calculado a partir do peso

absoluto do 6rgdo em relagéo ao peso do animadx 10
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Tabela 1. Critérios para analise histopatolégicardéos linfohematopoiéticos.

Orgéos e tecidos Alteracdes nos 6rgads

Alteracdes da celularidade (aumentada ou diminuida,
Medula éssea relacdo mieldide/eritroide) e da maturagdo daseséri

mieldide e eritréide

Relacdo cortex/medula, alteragbes da celularidaale n

Timo cortex e medula, macréfagos em aspecto de célagistre
Alteracbes da celularidade na polpa branca (PADS
Baco zona marginal, foliculos) e da polpa vermelha,
hematopoiese extramedular
Alteracdes da celularidade da érea paracorticdicabe
Linfonodos mesentéricos medular, desenvolvimento de centro germinativo,

formacdo de roseta eritrocitaria,  histiocitose,

plasmocitose

“Baseado em critérios estabelecidos por Kuper et 2000; "PALS, sigla do inglés: bainha

linfocitica periarteriolar.

2.6 Dosagens bioquimicas

Amostras de soro dos diferentes grupos foram psackas em espectrofotometro
modelo SB-190 (CELM), no Laboratério de Analiseénichs da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, SP. Foram noradss as seguintes provas
bioquimicas: alanina aminotransferase (ALT) - métotimizado cinético em UV (ALT
ITGP UV — KATAL), albumina - método colorimétricoop reagdo com o verde de
bromocresol (Albumina — KATAL), proteina séricaatiot método colorimétrico por reacao
com o reativo de biureto (Proteinas totais — KATAtPeatinina - método colorimétrico
por reacao cinética com o picrato alcalino (Créadirtinética — KATAL) e uréia - método

enziméatico colorimétrico, (Uréia Enzimética UV — KAL).




2.7 Coleta de macrofagos peritoneais

Todos os animais foram inoculados com 20 ml decéolisalina tamponada (PBS,
pH= 7,4) gelada, na cavidade peritoneal. ApGs culm o abdémen foi massageado por
cerca de 60 vezes, e com o auxilio de uma sermdiuido peritoneal foi colhido e
transferido para tubos estéreis (mantidos solgezticao). Este procedimento foi repetido
duas vezes e as suspensoes celulares foram ogautiafsi sob refrigeracdo por 10 minutos a
200 g. As células obtidas foram ressuspensas em ReMI 1640 (Cultilab, Campinas-
SP) suplementado com 10 % de soro bovino fetalti{@l Campinas-SP). O namero de
células foi ajustado para 2 x ®1fhacrofagos/ml de acordo com o critério morfolégico
(0.02% vermelho neutro) sendo utilizadas suspens6es viabilidade superior a 90%
(azul de Trypan) e predominancia de macrofagosrgupe 90%,quando comparados a

outros tipos celulares.

2.8 Espraiamento e fagocitose

O método utilizado para estudar o efeito da misawa praguicidas sobre o
espraiamento e fagocitose dos macréfagos foi baseaglele descrito por Fonseca et al.
(2002). Foram utilizados macrofagos peritoneaiidob conforme descrito anteriormente,
de todos o0s grupos experimentais. Para o espraiandenmacréfagos, 200l de cada
suspensdao celular foram plagueados em duplicatadoamadas) em laminulas de vidro.
Vinte minutos apds, os pocos foram lavados com §&8do, adicionado 1 ml de meio
RPMI 1640 e as placas incubadas A@2m estufa de Cor 1 h. Apds a incubacio as
células foram novamente lavadas com PBS geladocélales aderentes fixadas com 0,5
% de glutaraldeido por 10 minutos. Foram conta@@scElulas (redondas ou espraiadas)

em microscoépio de contraste de fase na objetivB0de coradas com H&E.
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Para o indice de fagocitose foi utilizado o mesn#éogio acima sendo adicionado
1 mg de Zymosan A frorBaccharomyces cerevisig@igma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
(2,5 mg/ml de solucdo) a cada poc¢o da placa amegedodo de incubagédo de 1 h e

coradas por May Grunwald — Giemsa.

2.9 Determinacao da liberacdo de $D-

Liberagbes espontédneas ou induzidas dgO,Hforam determinadas em
monocamadas de macrofagos estimulados ou ndo cofngdeljlindo o método descrito
por Pick & Mizel (1981). Suspensdes celulares alstidonforme descrito anteriormente,
na concentracdo de 2 x°ifl, foram distribuidas em placas de 96 pocos ebiadas por 2
h a 37°C. Em seguida, as células ndo-aderentes foram idasoe a monocamada de
macrofagos incubada novamente a’G7por 24 h. Apds este periodo, o sobrenadante foi
coletado e reservado para a dosagem de NO, e, acamoada de macrofagos foi
adicionado 10Qul de solugéo de vermelho fenol contendo 140 mM d€IN10 mM de
KoHPO,, 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho fenotexyidase de raiz forte tipo Il
(0,01 mg/ml). A reacéo foi interrompida 1h apésnizio com 10ul de NaOH 1 M e a
absorbancia foi determinada em leitor Elisa a 620 @s resultados foram expressos em
nmoles de kD)2 x 10 células, comparando-se a D.O. de uma curva-padodio

concentracdes conhecidas.

2.10 Determinacao da liberag&o de 6xido nitrico

Foi determinada em sobrenadante de cultura de fagosd (obtido conforme
descrito anteriormente) pelo método colorimétriesdado na reacdo de Griess (Green,
1981). Para cada 50l do sobrenadante foi adicionado PO do reagente de Griess

contendo 1 % sulfanilamide (Synth, Diadema, SPziBra0.1% naphthylene diamine
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dihydrocholride (Sigma Chemical Co, St Louis, MGBA) e 2.5% HPO,, por 10 min e o
acumulo de nitrito foi quantificado em leitor Elisa comprimento de onda de 540 nm. A
concentracdo de NO foi calculada a partir de unmaaepadrao conhecida e os niveis de

absorbancia expressos gmols/2 x 10 células.

2.11 Quantificagdo de TNFa

Suspensfes de macrofagos peritoneais (obtido enefalescrito anteriormente)
foram plaqueadas na concentracéo de 2%rilOpara quantificacdo da producéo basal de
TNF-a e sob estimulan vitro. Para a producdo basal de ThFas células foram
cultivadas em meio RPMI 1640 acrescido de 10 %ode Isovino fetal (50Qul/pogo). Para
avaliar a producdo de TNk-sob estimuloin vitro as células foram cultivadas com
Stafilococcus aureugCowan strain 1 (SAC - Calbiochem, San Diego, CAJAE
Pansorbin, cells standartized, Ref 507861) nagdituide 1:5000, 500l/poco. As placas
foram incubadas a 37C, em estufa com tensdo de 5 % de,Qr 24 h. Apds a
incubacédo, o sobrenadante das culturas foi coletaalonazenado em tubeppendoride
500ul e congelados em freezer - 0 até o momento da analise.

Para deteccdo do TN&- foi utilizado Kit Elisa ELISA Ready-SET-Go
(eBioscience, San Diego, USA)Todos os protocolos utilizados seguiram as
recomendacgdes dos fabricantes. A leitura do elfigaiealizada em leitor Elisa (Multiskan
Ex, Labsystems, Finlandia) a 450 nm. A quantidagleitbcina foi calculada a partir da

curva-padrao da citocina recombinante, utilizanelo-snétodo de regressao linear.

2.12 Andlise Estatistica
Os resultados obtidos foram analisados com o awtdisoftware GraphPad InStat

para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, J$¥ara as comparacdes dos
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grupos foram cruzados G1 x G2 e G3 e G1 x G4 q, B, e. Os resultados referentes as
medidas de peso corporeo e de 6rgdos, consumag;@le € 4gua, dados bioquimicos e
atividade de macrofagos foram avaliados por An@les&/ariancia (ANOVA) ou Kruskal-

Wallis, de acordo com a distribuicdo de normaliddds dados. O nivel de significancia

considerado para estabelecer diferencas entreipsgfoi dep < 0,05

3. Resultados
3.1 Peso corporeo, consumo de ragdo e peso de 6syao

A Tabela 2 mostra que a exposicdo aos praguicidasestura ou isolados nao
altera o peso corpoéreo final (Gl x G2 e G3 p = 5,991 x G4 a,b,c,d,e p =0,135) e 0
ganho de peso corporeo médio (Gl x G2 e G3 p =106B1 x G4 a,b,c,d,e p = 0,914) nos
diferentes grupos. Da mesma forma, o consumo @® d@@bela 2) e de 4gua (dados nao
mostrados) néo foi alterado entre os diferentepaguexperimentais. Entretanto, foi
observado aumento do peso corpdreo inicial (p €10,80s grupos expostos ao diclorvés
e endosulfan (Tabela 2). Nenhuma diferenca foi minada com relacdo ao peso absoluto
(dados ndo mostrados) e relativo do figado, ridereis, bago e timo, ao final de 28 dias

de exposicdo aos praguicidas (Tabela 3).
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Tabela 2. Peso corporeo inicial, final, ganho deopmrporeo médio e consumo medio de
racao pelos animais controles e expostos a difsggraguicidas, em mistura ou

isolados, por 28 dias.

Grupos No. de Peso corpéreo médio () Consumo
animais Inicial Final Ganho médio de racdo

(g/dia/animal)
Controle 10 220,10+ 18,372 343,4@ 35,552 123,3& 24,172 20,4% 0,792
NOEL! 10 238,70+ 28,022 341,9@ 30,11* 103,2& 11,762 21,22 2,592
LOAEL? 9 238,50+ 18,692 34256 37,532 103,1% 25,762 19,38 0,932
Dieldrin 5 215,40+ 16,942 327,2@& 32,54% 111,8& 15,962 19,38 1,182
Diclorvés 4 252,80+ 16,54 371,75+ 28,042 115,2% 19,912 19,5@ 3,652
Dicofol 3 242 A0+ 20,272 365,33 23,462 112,6% 14,052 19,82 2,722
Endosulfan 4 264,60+ 16,64 382,25+ 38,812  114,7% 35,262 20,7% 3,012
Permetrina 4 236,20+ 20,752 352,5@& 15,80* 116,7% 36,282 19,83 3,00

1% mistura de 5 praguicidasiieldrin, diclorvés, dicofol, endossulfan e perriretj em doses de NOELNo-
observed-effect-leved LOAEL — Low-observed-adverse-effect level rdamanente; Valores apresentados
na forma de média + SD dos 28 dias de tratamertivas diferentes indicam diferengas entre os grupes
0,001).

Tabela 3. Peso relativado figado, rins, adrenais, baco e timo de aniroaigtroles e

expostos a diferentes praguicidas em mistwrasolados, por 28 dias.

Grupos n® de
animais  Figado Ring Adrenais® Baco Timo
Controle 10 430+£035 047x0,11 0,013+ 0,005 0,29+0,04 0,18+0,03
NOEL* 10 405+041 0,62+0,27 0,011+0003 0,29+0,02 0,16+0,03
LOAEL® 9 440+037 053x0,10 0,015+0,008 0,27+0,03 0,17%x0,03
Dieldrin 5 426+0,15 052+0,12 0,010+0,002 030+0,05 0,18+0,01
Diclorvés 4 421+0,26 051+0,15 0,014+0004 0,30+0,03 0,16+0,02
Dicofol 3 402+037 051+0,13 0,015+0,008 0,26+0,03 0,15+0,01
Endosulfan 4 408+0,33 052+0,13 0,010+£0,005 0,27+0,03 0,14+0,02
Permetrina 4 426+021 046x0,08 0,009+£0,004 030+£0,03 0,17x0,05

'peso relativo: calculado a partir do peso absold 6rgdo em relacio ao peso do animal x 109alores
médios dos rins e adrenais direita e esquerda, aeipamente;* mistura de 5 praguicidas (dieldrin,
diclorvos, dicofol, endosulfan e permetrina) emedode NOEL - No-observed-effect-level e LOAEL —Low
observed-adverse-effect level, respectivamentaréalapresentados na forma de média + SD dos 28 dka
tratamento.
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3.2 Bioquimica

Os niveis séricos de albumina, proteina totaleatorina ndo diferem daqueles
observados no grupo controle (Tabela 4). Entretam® niveis de uréia foram
significativamente maiores (p = 0,009) no grupoostp a dose efetiva (LOAEL) da
mistura. Em se tratando da exposi¢do isolada amguigidas, o nivel sérico da enzima
ALT foi significativamente menor (p = 0,002) no gouexposto a permetrina, comparado

ao grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros bioquimicos de animais c@st®lexpostos a diferentes praguicidas

em mistura ou isolados, por 28 dias.

Grupos No. de ALT? Albumina Proteina Total Creatinina Uréia
animais
Controle 10 52,82+11,03 4,620,45 6,9% 0,55 0,7#0,11 50,8% 21,81

NOEL? 10 46,56+ 10,32 4,34 0,48 6,73:0,61 0,81+ 0,13 68,5G- 13,48
LOAEL® 9 45,11+ 7,26 4,38 0,33 6,33 0,79 0,76:0,17 80,3C 14,93
Dieldrin 5 51,94+ 6,36 4,58: 0,48 6,34-0,73 0,74- 0,10 61,26:11,34

Diclorvos 4 52,78+ 2492 450,19 6,080,48 0,70:00,07 61,28 10,60
Dicofol 3 30,57+2,57 4,03+0,26 6,6A40,12 0,83+0,12 65,9% 44,01
Endosulfan 4 39,68+ 4,27 4,43+0,29 6,73:0,25 0,93 0,29 69,95 26,60

Permetrina 4 28,68+2,45 4,1%+0,23 5,85 0,93 0,75 0,09 58,25 5,26

Alanina aminotransferase’mistura de 5 praguicidasiieldrin, diclorvés, dicofol, endossulfan e perrivet)

em doses de NOEL No-observed-effect-levele LOAEL - Low-observed-adverse-effect level
respectivamente; Valores apresentados na formadiiart SD dos 28 dias de tratamento; letras diféesn
indicam diferencgas entre os grupos (p< 0,009).

3.3 Andlise histoldgica
O exame microscopico dos diferentes orgaos linfatepoiéticos ndo revelou
alteracOes histologicas dignas de nota no bacocaplde Payer do intestino delgado e

linfonodos mesentéricos nos diferentes grupos @rféguras 1 e 2). Entretanto, no timo e
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na medula 6ssea, a exposi¢cdo a misturas resultoaltenacdes estruturais focais nao
significativas. No timo, as alteragdes mais fred@ierente encontradas foram: aumento do
namero de macréfagos em aspecto de céu estreladosde hemorragia medular (anexo,
Figura 3). Tais alteragcdes foram mais frequentes grupos expostos a mistura de
praguicidas em nivel de NOEL (62 % dos animais stqox 43 % dos animais controles
apresentaram aumento do niumero de macrofagos ettasie céu estrelado) ou LOAEL
(44 % dos animais expostos x 28 % dos animais @estrapresentaram aumento de
hemorragia medular) (anexo, Figura 3). Na medukeasa alteracdo estrutural mais
freqiientemente observada em todos 0s grupos egpmsiodo aos praguicidas isolados ou
em mistura (média de 20 % dos animais/grupo x 1doftrole) foi o aumento focal de
tecido adiposo unilocular (anexo, Figura 1).

Os animais expostos aos praguicidas em misturss@ados nao apresentaram
alteracdes estruturais hepéticas dignas de notaet&mo, nos rins tanto a analise
macroscopica como microscopica mostrou evidenteohélrose em cerca de 80 % dos
animais nos diferentes grupos experimentais, in@uso grupo controle. As alteracoes
mais freqientemente observadas foram: dilatacaolaulbocal ou difusa unilateral ou
bilateral e atrofia glomerular, de padrdo leve otenso, associadas a compressao do

parénguima renal (anexo, Figura 4).

3.4 Atividade de macréfagos

N&o foram observadas diferencas significativastagrss de espraiamento [G1 X
G2, G3 (p =0,369) e G1 x G4 a,b,c,d,e (p = 0,088 fagocitose [G1 x G2, G3 (p =
0,954)) e G1 x G4 a,b,c,d,e (p = 0,710)] ao firal28 dias de exposicdo aos praguicidas
em mistura ou isolados. Estes resultados estdoseapeslos nas Figuras 2 e 3,

respectivamente.

v



40

304

204

o

[~
[~

[~

[~
IR [
AL, [
[~

Control NOEL LOAEL Dieldrin Diclorvés Dicofol EndosulfanPermetrina
Grupos

Figura 2. Efeitos da exposicdo a diferentes pradascem mistura ou isolados, por 28 dias,

sobre o indice de espraiamento de macrofagos.
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Figura 3. Efeitos da exposicdo a diferentes pradmscem mistura ou isolados, por 28 dias,

sobre o indice de fagocitose de macréfagos.

As Figuras 4 e 5 mostram, respectivamente, qudaram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (0,922 < p > 0,a&i) relacdo a liberacdo de NO glde

macroéfagos estimulados ou néovitro, respectivamente.
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Figura 5. Efeitos da exposicdo a diferentes pradascem mistura ou isolados, por 28 dias,

sobre a liberacdo de,8;espontanea ou induzida por PMA.

3.5 Producéao de TNFe.
A Figura 6 mostra os resultados referentes a pémlue TNFe basal e sob

estimuloin vitro com SAC, de macréfagos peritoneais de ratos expqgstr 28 dias a

46



diferentes praguicidas em mistura ou isolados. r@gyicidas ndo exerceram efeitos sobre

a liberacdo de TNEE-quando comparados ao controle (0,186 < p > 0,07).
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Figura 6. Efeitos da exposicéo a diferentes pradascem mistura ou isolados, por 28 dias,
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sobre a producéo de TNFbasal ou estimulada por SAC.

4. Discusséo

Avaliar a mistura de praguicidas em baixas dosescpaser pertinente para o
momento em que vivemos, onde encontramos divermsagularidades nas culturas
agricolas de nosso pais (ANVISA, 2005 e 2008). mlmoacado de compostos quimicos
com Orgaos alvo pode causar efeitos aditivos, git@s ou até mesmo de antagonismo
(Carpy, 2000; Boobis, 2008). No entanto, ndo emisteuitos estudos que esclarecam bem
estas possiveis interacdes e suas reacdes noasigtemmologico (Chapin, 2004; Reffstrup,
20009).

Estando diretamente ligado a imunidade inata eretainente a imunidade
adaptativa, os macrofagos tém sido reconhecido® ecomcomponente critico do sistema
imunoldgico, podendo regular desde a resposta degtamacontra um microorganismo,

até o desenvolvimento de um tumor sélido (Gord@®©52. Desta forma, a producdo de




NO, H,0O, e TNF@ assim como a capacidade de ativagédo e fagocitusendcréfagos se
torna ferramenta importante para o estudo da inoxigmlogia, uma vez que esta € uma
das principais células no desencadeamento de eaf@@natorias.

No presente estudo, os praguicidas administratiasigtura ou isolados em baixas
doses, ndo modificam a producdo de NO e nado intenfena liberacdo espontanea ou
induzida de HO,. Da mesma forma, ndo afetam os indices de espmaiane de
fagocitose.

O espraiamento de macréfagos € um processo ate/oegpresenta se uma ceélula se
torna ativada e pronta para a fagocitose de pasiqiriedler, 1989). Embora seu papel
possa ser controverso na fagocitose, varios estuéios mostrado diferencas no
espraiamento apos varias manipulacdes. Righi &riraldeto (2005), mostraram que a
cialotrina, um piretréide do tipo Il, administradaatos Wistar machos, por gavagem, nas
doses de 1,0 e 3,0 mg/kg pc, por 7 dias, diminuiinssces de espraiamento e de
fagocitose. Ao contrario, em nosso estudo, os [ra@$s administrados em mistura ou
isolados, em baixas doses, ndo modificaram o espesito ou a fagocitose de macrofagos
peritoneais apos 28 dias de exposicao.

Um importante mecanismo de defesa inata é a fagecionde a capacidade dos
macrofagos em ingerir macromoléculas extracelularesaliada. Em estudo de misturas
com organoclorados pode ser observado um efeitag@nico sobre a resposta imune
humoral a hemacia de carneiro (SRBC, sigla do #)g& a atividade fagocitaria de
macrofagos, sendo inibitorio sobre a atividade ¢&gm (Flipo et al., 1992). O mesmo foi
observado em estudo realizado com substancia simdapiretroide (Quinteiro Filho,
2009). Ja com neutrdéfilos na presenca de dieldsircancentracdo de 0.1% (v/v) alcool
etilico, tanto a funcéo fagocitica quanto o espnaiasto nao foram alterados, ao que parece,

0s neutréfilos possuem um mecanismo de desintaicaelular, responsavel pela néo
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resposta a esse praguicida indicando que os néngrgbdem responder diferentemente
aos varios produtos quimicos (Pelletier et al.,120&Em nossos estudos, também nao
observamos diferencas significativas no indice afgoditose e nem na porcentagem de
espraiamento de macréfagos quando comparados &wleosugerindo que a mistura de
praguicidas em baixas doses nao interfere na amvaem na capacidade fagocitica dos
macrofagos, seja por plasticidade macrofagica ou ypoa possivel capacidade de
detoxificagéo.

Os macrofagos quando estimuladimsyivo ou in vitro, respondem com elevada
producdo de NO e 4,. O NO é um mediador com ampla variedade de fungdesindo
inflamacgé&o, vasodilatacdo, neurotransmissao, i@bige agregacdo plaquetéria e outros
mecanismos homeostaticos (MacMicking, 1997). Eneslosais altas, organofosforados e
organoclorados podem estimularpeoducéo destes mediadores, além de favorecer a
liberacdo da citocina TNE; pelos macrofagos contribuindo para o desencadeande
processo inflamatdrio, desequilibrio das citocieasonsequente alteracdo da homeostase
do sistema imunoldgico, colaborando para efeitasnmssupressores (Han, 2007; Dutta,
2008; Zhao, 2009). Em nosso estudo, a exposi¢dads@u em mistura dos praguicidas
nao modificou os niveis de TNIE- NO e HO,, liberados de macréfagos peritoneais,
estimulados ou ndo com SAC ou PMA, respectivamé&ueelacdes tem sido feitas entre
0 aumento de citocinas pro inflamatérias, como &-tNe doencas inflamatorias cronicas,
por exemplo, incluindo asma, artrite reumatéiddeegaas (Han, 2007; Dutta, 2008). O
aumento do estresse oxidativo tem sido relacioramo um aumento da atividade da
NADPH oxidase (nicotinamida adenina dinucleotidesfdto-oxidase) (Srivastava &
Shivanandappa, 2009). Assim, em trabalho expereheptiblicado por Tuzmen e
colaboradores (2008) foi demonstrado que o eqiglibxidante-antioxidante € mais

afetado pelo tratamento de piretroide que por aganado quando avaliados
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individualmente, sugerindo que na condi¢cdo de mastem baixas doses os macréfagos
ndo sofrem interferéncias de xenobibticos e coresdgmente permitem o normal
desencadeamento das atividades inflamatérias quevadiado o estresse oxidativo.

A avaliacdo do peso corpoéreo, do peso relativoddgdos dos animais e da analise
histologica sédo ferramentas fundamentais em estdeldexicologia. A alteracdo no peso
dos 6rgaos geralmente é associada a efeitos doetoxliretos de tratamentos, sugerindo
toxicidade (Black, 2002; Wooley, 2003). Neste cgtie em nosso estudo, ndo foram
observadas alterag@es significativas no ganho sle gapdreo, bem como no consumo de
racdo, o que denota auséncia de toxicidade sisiémiém disso, ndo foram observadas
alteracdes no peso relativo do figado, bem comquiivicas (ALT, albumina e proteina
total) e histolégicas, a ponto de interferir naclm deste 6rgdo. Entretanto, nos rins,
embora ndo tenham sido observadas alteragbes pnorglasivo, foi observado aumento
nos niveis séricos de uréia e presenca de hidaseehilateral ou unilateral em cerca de 80
% dos animais expostos ou ndo aos praguicidasafsbmente, esta alta incidéncia de
hidronefrose ndo esta associada a efeito de tratamena vez que todos os grupos foram
acometidos. Em muitas linhagens de ratos de larimae, frequentemente em ratos
albinos a hidronefrose congénita ocorre ocasionaien@ard et al., 1999). Esta lesédo é
frequentemente unilateral, afetando mais o ladeitdirem muitas linhagens de ratos,
conforme o0 observado em nosso estudo. A hidroreeféosaracterizada pela dilatagdo da
pelve e calices renais em diferentes graus e éatorente progressiva. Por outro lado, esta
lesdo pode ser adquirida como uma complicacdo dédanda obstrugdo do escoamento
do trato urinario, por exemplo, como resultado a& inflamacéo crénica do trato urinério
inferior (Hard et al., 1999). Desta forma, a attaidéncia de hidronefrose nos diferentes

grupos experimentais pode ser advinda das carstatas genéticas da linhagem utilizada.




A analise dos o6rgdos linfohematopoiéticos sugpre as alteracfes estruturais
focais encontradas especialmente no timo e na laedéb sdo consideradas relevantes,
uma vez que foram também encontradas no grupootentsto mostra auséncia de efeito
de exposi¢do aos praguicidas isolados ou em mjstasadoses e periodo de exposi¢cédo
avaliados. Na verdade, estudos adicionais avalitagtes funcionais podem ser Uteis para
precisar as alteragOes estruturais focais relataekis estudo.

Uma variedade de fatores e condi¢cOes resulta rexagdio da densidade e
composicao celular do timo. A lesdo mais comumemteontrada é a diminuicdo do
namero de linfécitos, acompanhada de aumento dermide macréfagos em aspecto de
céu estrelado (corpos apoptéticos) resultante driéntias fisiolégicas e efeitos
imunosupressores de xenobidticos (Pearse, 2006hoEmem nosso estudo o grupo
NOEL tenha apresentado uma porcentagem maior deancom aumento de macréfagos
em aspecto de céu estrelado, outras alteracdesiaat®® como diminuicdo da area
cortical e relacdo cortex-medula ndo foram obsesaassim como no grupo controle.

Na medula 0ssea a presenca de focos de tecidosadipilocular ndo apresenta
relevancia, uma vez que foram também observadgsupm controle. Além disso, nado foi
observado aumento de hematopoiese extrameduladif@entes grupos, 0 que seria
indicativo de deplecéo de células na medula 633a&l¢s, 2006).

A exposicdo aos praguicidas dieldrin, diclorvogotbl, endosulfan e permetrina
administrados de forma isolada ou em mistura, emabaloses, nédo afeta a atividade de
macréfagos peritoneais de ratos Wistar machos apodias de tratamento, fator que
favorece a homeostase macrofagica nessas condiESés. resultado sugere que a
exposicdo do homem a residuos destes praguiciddsimas doses pode fornecer niveis

de seguranca quando consideramos organismos sauidave
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Figura 1- Cortes histoldgicos de baco (A-C) e medigsea do fémur (D-E) corados
com HE. A-C) Animais dos grupos controle, NOEL e AR,
respectivamente; D-F) Animais dos grupos controle MNOEL,
respectivamente. PB= polpa branca, PV= polpa vémmeZM= zona
marginal, *Adipdcitos uniloculares.
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Figura 2- Cortes histoldgicos de intestino delgadm a placa de Payer (A-C) e de

linfonodos mesentéricos (D-F) corados com HE. AMB)mais dos grupos
controle, NOEL e LOAEL, respectivamente, com néddiofoides ativos; D-
F) Animais dos grupos controle, NOEL e LOAEL, regpamente, com
nédulos linféides ativos. ND= nodulos linféides, @egido cortical e M=
regido medular.
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Figura 3- Cortes histolégicos de timo corados coB A-C) Animais dos grupos

controle, NOEL e LOAEL, respectivamente, com retagdrtex/medular
preservada; D-E) regido cortical do I6bulo timieoathimal do grupo controle
e NOAEL, respectivamente. Setas indicam macrofagiges na apoptose de

timécitos; F) Hemorragia na medular do I6bulo tionie um animal do grupo
NOAEL. C= cortical, M=medular.
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Figura 4- Cortes histoldgicos de rim corados com AHB) Animal do grupo controle

com rim de aspecto normal; B-C) Animal do grupotome com hidronefrose
apresentando dilatacdo tubular (em especial ddasilmontorcidos distais e
coletores) e com reacdo estromal em decorrénciacatapressao do
parénquima renal. C=cortical, M= medular e P= petval.
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