V%

-
Y
UNICANMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

RAQUEL APRATTO MACIEL

EFEITOS DA DELTAMETRINA NA EXCITAGAO E CONDUCAO
CARDIACA E NA RESPOSTA AO ESTRESSE OXIDATIVO EM
RATOS WISTAR

DISSERTACAO DE MESTRADO APRESENTADO A FACULDADE
DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS-UNICAMP PARA OBTENCAO
DO TiTULO DE MESTRE EM CIENCIAS DE ALIMENTOS

PROF. DR. FELIX GUILLERMO REYES REYES
ORIENTADOR

Este exemplar corresponde a versao final da dissertacao
ou tese defendida por Raquel Apratto Maciel, aprovada
pela comisséo julgadoraem _ / / e orientada pelo
Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes.

Assinatura do Orientador

CAMPINAS, 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
CLAUDIA AP. ROMANO DE SOUZA - CRB8/5816 - BIBLIOTECA DA FACULDADE DE
ENGENHARIA DE ALIMENTOS — UNICAMP

Maciel, Raquel Apratto, 1975-

M187e Efeitos da deltametrina na excitacao e condugéao
cardiaca e na resposta ao estresse oxidativo em ratos
Wistar / Raquel Apratto Maciel. -- Campinas, SP: [s.n],
2011.

Orientador: Felix Guilhermo Reyes Reyes.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Deltametrina. 2. Eletrocardiografia. 3.
Catalase. 4. Superéxido Dismutase. 5. Estresse
Oxidativo. 1. Reyes Reyes, Felix Guilhermo. 1I.
Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de
Engenharia de Alimentos. |IIl. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Effects of deltamethrin in the stimulation and cardiac
conduction and in the response to oxidative stress in Wistar rats
Palavras-chave em inglés (Keywords):

Deltamethrin

Electrocardiography

Catalase

Superdéxide Dismutase

Oxidative stress

Area de concentracao: Ciéncia de Alimentos

Titulagao: Mestre em Ciéncia de Alimentos

Banca examinadora:

Felix Guilhermo Reyes Reyes [Orientador]

Miguel Arcanjo Areas

Silvia de Oliveira Santos Cazenave

Data da defesa: 27/07/2011

Programa de P6s Graduagao: Ciéncia de Alimentos

ii



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes
(Presidente)

Prof. Dr. Miguel Arcanjo Areas
(Membro)

Prof.(a) Dr.(a) Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes
(Membro)

Prof.(a) Dr.(a) Silvia de Oliveira Santos Cazenave
(Suplente)

Prof Dr. Angelo Zanaga Trape
(Suplente)

111



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Aline,
pessoa maravithosa, minha filha
querida, que amo de todo meu
coracdo e de toda minha alma.

v



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e ao meu anjo da guarda, que sempre me deram muita
protecao e muita saude.

Agradeco a Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, que
sempre esta com as portas abertas a quem deseja progredir.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Felix, pela amizade, respeito e pelos
ensinamentos cientificos.

Agradeco ao Instituto Assistencial Ajinomoto, que financiou essa pesquisa e
custeou minha bolsa de estudos, permitindo que eu me dedicasse aos estudos
integralmente, contribuindo, assim, na evolugéo da pesquisa nesse pais.

Agradeco a minha mae querida, Leda, que me ensinou o otimismo, a
honestidade e a alegria de viver.

Agradeco ao meu pai, Wilson, que me ensinou a ter persisténcia e a ter
garra diante de qualquer obstaculo.

Agradeco ao meu irmao Roberto, que em muitos momentos, foi meu anjo
da guarda em situagdes adversas, trazendo paz, prote¢cdo e esperanga ao meu
coracgao.

Agradeco a minha irma Roberta, pelo carinho e amizade, através de suas
preces e pensamento positivo.

Agradeco ao meu melhor amigo amor, Jayme, pai da minha filha, que
apesar da distancia e dos desencontros que tivemos, sempre acreditou e continua
acreditando na minha capacidade e na minha integridade.

Agradeco a familia Vianna, meus amigos tdo queridos - Ana Claudia,
Gaspar, Antonio, afilhada Maria Clara, Bruno, Maria Cecilia, Maria Carolina, Piti e
Poli- que me conquistaram com uma amizade sincera. Sempre acreditaram em
mim, mesmo nas horas de derrota, vibraram comigo nas vitérias e continuam
acreditando e me incentivando a ser melhor a cada dia. Uma familia exemplar,
que Deus colocou no meu caminho em Campinas.

Agradeco a Bioterista Suzana do LEB- Departamento de Nutrigdo, pelos

ensinamentos, amizade e forca.



Agradec¢o aos amigos que me apoiaram durante essa jornada: Rita, Laura,
Lucia, Agueda, Angélica, Marcilio, Paula, Pablo, Michelle, Luciana, Renata,
Fernanda e Cristiane. Amigos estes, que de um jeito ou de outro, estiveram ao
meu lado em muitos momentos.

Agradeco as Técnicas de laboratério de Toxicologia e amigas Marcela,

Silvia e a querida Maria José, pela amizade e cooperagao.

vi



“Viver, é acalentar sonhos e
esperangas, fazendo da fé a
nossa maior inspiracdo.
buscar nas pequenas coisas,
um grande motivo para ser
feliz” Mdrio Quintana.

vil



iNDICE

RESUMO GERAL ... s nnnne Xi
SUMM A R e e e e e e e aaeeeaa——————— Xiv
INTRODUGAO GERAL ...ttt ettt 01
CAPITULO |. Piretréides: aspectos toxicoldgicos-Revisdo

=TT U T PP 08
SUIMIMIAIY ... ettt e e 09
TaT i Yo [UToz=To Ju R RPPPPRSPIOt 10
Aspectos gerais dOS agrotOXICOS .........ceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e eeee e eeeeeeeeees 13
Piretrinas € PiretrOides .......cooooeiiiiiii e 14
Caracteristicas fisico-quimicas dos piretroides ...........ccooveeiiiiiiiiii 15
Principais caracteristicas fisico-quimicas da deltametrina............cc....ccoveeeeeeennn. 17
0] 1] [12= Toz=To J o [ TSR o1y =Y i ] o L= S 18
Aspéctos toxicoldgicos dos piretrOides..........cooevvveiiiiiiiiiiiice e 18
Limite Maximo de Residuos e Ingestao Daria Aceitavel .............cccccceiiiinnnnnes 18
Vias de Exposicao e Toxicocinética dos piretroides ..........cccooeeveeieeiiiiiiieiiiiieeeeeenn, 22
ASPECIOS A RESIAUOS. ... .o e e e e e e e e 25
Toxicodindmica dos Piretrdides............oueuiiiiiiiiiiieece e 26
(@7 0] g ] To 1= = Toro =TS T = PSS 30
Referéncias BibliografiCas.............iiiiiiiiiiiiiiee e 30

CAPITULO II. Efeitos da deltametrina na excitacdo e conducdo cardiaca e na
resposta ao estresse oxidativo em ratos wistar.

=TT 1 Lo PP 39
SUIMIMIIY ... et e e 41
T oY roTe [ 0= o Ju R PPPPPPR 43
METOAOIOGIA ... 51
Protocolo do EXperimento ... 52
Ensaio Piloto para tempo de registro do eletrocardiograma.......................... 53
Avaliacéo do grau de pureza da deltametrina.............oooviiiiiiiiiiie e, 53
Eletrocardiograma.......... ... e 54
ANAlises BIOQUIMICAS .......cuuuiiiiiiiiie e 54
Analise EstatistiCa..........cooevuiiiiii e 56
ST = To [ 1= 7SR 56
Eletrocardiograma .......... ... e 56
ANAliSes BIOQUIMICAS .......covuiiiiiiie e 61
DISCUSSAD. ...t e e e e e e e e e e e eaaaa 66
(©70] o o3 [0 FTo 1= PP 71
Referéncias BibliografiCas............uuuuuuuiiiiiiiii e 73
CONCLUSOES GERAIS ..., 82

ANEXO-Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP 84

viil



iINDICE DE FIGURAS

CAPITULO I. Piretréides: aspectos toxicoldgicos-Revis&o

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Flor de Crisantemo...........uveiiiii i 15
Formula quimica da piretrina............oeeiiiiiiiiiec e 15
Férmula da estrutura quimica de piretréides sintéticos....................... 17
Férmula estrutural da deltametrina..............cooiiiiiii 17

Principais vias de biotransformacao da deltametrina em mamiferos .. 17

CAPITULO II. Efeitos da deltametrina na excitagéo e condugo cardiaca e na

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.

Figura 14

Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

resposta ao estresse oxidativo em ratos wistar

Eletrocardiograma padrao...........ccuuiieiiiiiiiiiiieieece e 46
Espécies reativas do metabolismo do oxigénio...............ccceeicinnnnnne 47
Sistema antioXidante ... 50
Frequéncia Cardiaca..........ccooeev i 57
INtervalo RR ... 57
AMPIIUAE P ... 58
Duragdo do intervalo QRS ... 58
AMpPlItude R...ooee e 59
AMPIItUAE ST .o 59
AMPHIUAE T .. 60
Intervalo QT oo 60
1] (=T V7= (o T O I P 61
Malondialdeido no tecido cardiaco(A) e no tecido hepatico (B) ......... 62
. Atividade da Glutationa S-transferase no tecido cardiaco(A) e no
teCido NEPALICO (B).. oo e e eeeeeeeiie e 62
Atividade da Glutationa reduzida no tecido cardiaco(A) e no tecido
LT oF= Vi oTo TN (= ) ISR 63
Atividade da enzima Superoxido dismutase no tecido cardiaco(A) e no
teCido NEPALICO (B).. oo e eeeeeeeeieee e 64
Atividade da enzima Fosfatase Alcalina no tecido cardiaco(A) e no
teCido hEPALICO (B). .. ooeeeeeeeeeeee e 64
Atividade da enzima Catalase no tecido cardiaco(A) e no tecido
NEPALICO (B) ... 65
Relagdo Malondialdeido (MDA) e Glutationa S-transferase no tecido
cardiaco (A) e no tecido hepatico (B) .........cvvvieiiiiiiiiiiiciei e 65

1X



iINDICE DE TABELAS

CAPITULO I. Piretréides: aspectos toxicoldgicos-Revis&o

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas da deltametrina.............................

Tabela2 Valores de Limites Maximos de Residuos (LMR) e intervalos de
segurancga de deltametrina para varios cultivares ..................cccceeeees

Tabela 3. Valores de ingestao diaria aceitavel (IDA) para piretréides de uso
permitido NO Brasil.............oeoiiiii e



RESUMO GERAL

As doengas cardiovasculares ocupam o primeiro lugar em causas de morte
no mundo e, segundo pesquisas, estas podem estar associadas ao estresse
oxidativo - desequilibrio entre produgao de radicais livres e defesas antioxidantes.
O tratamento e prevencao nao farmacoldgico, dessas doengas, preconizado pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), considerando os habitos alimentares,
consiste em aumentar o consumo de frutas, hortalicas, cereais integrais e gréos,
devido as suas propriedades antioxidantes, assim como aos efeitos fisioldgicos
das fibras alimentares também presentes nessas fontes alimentares. Por outro
lado, estudos mostram que algumas substéncias xenobioticas podem estar
presentes nos alimentos, como por exemplo, os inseticidas piretréides,
aumentando o risco do desenvolvimento ou agravamento de alteragdes
cardiovasculares e, ao mesmo tempo, desestruturando as defesas antioxidantes e
produzindo radicais livres nocivos as ceélulas, colocando em risco a saude
humana.

E inquestionavel a necessidade do uso de agrotéxicos na producdo
agricola, em programas de saude publica, na saude animal, bem como na
silvicultura. O ndo cumprimento da legislagdo em vigor tem sido uma realidade
preocupante, pois coloca em risco a saude dos trabalhadores que manipulam
essas substancias, as pessoas que consomem os alimentos e o ecossistema.
Assim, pesquisas que dimensionem os efeitos adversos que os agrotéxicos
podem causar na saude humana, contribuem com o cumprimento da legislagédo
especifica e, até mesmo, na atualizagdo da mesma.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a exposigdo aguda, por via oral, de
deltametrina, agrotoxico da classe dos piretréides, na excitagdo e condugao
cardiaca e no estresse oxidativo em ratos Wistar machos adultos, através de
parametros eletrocardiograficos e da atividade de enzimas antioxidantes nos
tecidos cardiacos e hepaticos.

O plano de trabalho consistiu na administragdo aguda, por gavagem, de
deltametrina (DMT), com os animais distribuidos em 4 grupos, com 10
animais,pesando em média 200 + 10g cada, assim constituidos:

1) Grupo controle (5 mL de 6leo de milho);
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2) Grupo DMT10 [10% do valor da DLs, da deltametrina (3,2 mg/5mL de 6leo de
milho)];

3) Grupo DMT25 [25% do valor da DLsg da deltametrina (8 mg/5mL de 6leo de
milho)];

4) Grupo DMT100 [100% do valor da DLsp de deltametrina (32mg/mL de dleo de
milho)].

No inicio do ensaio, foi introduzida uma sonda de gavagem nos ratos. Logo
apds, os animais foram submetidos a anestesia para realizagdo do
eletrocardiograma (ECG). Apds 5 min de inicio dos registros do ECG, a DMT foi
administrada através de gavagem, conforme o planejamento experimental de cada
grupo, registrando-se o ECG por mais 30 min. Apoés, fez-se o sacrificio dos
animais por aprofundamento da anestesia. Foram retirados o figado e o coragao
para mensurar a atividade das enzimas: catalase, superoxido dismutase, fosfatase
alcalina, glutationa S-transferase e quantificagcdo da glutationa reduzida e do
produto da peroxidagao lipidica malondialdeido.

A deltametrina alterou a condutividade elétrica do coracdo. O
eletrocardiograma mostrou redugao significativa da frequéncia cardiaca e aumento
do intervalo RR, indicando bradicardia. Também foi constatado aumento da
duragdo do complexo QRS e redugcdo da amplitude da onda R, o que sugere
alteragcdes na excitacdo ventricular. A amplitude P nao foi significativamente
diferente, mostrando que a excitacdo e a conducdo elétrica atrial ndo foram
prejudicadas. Da mesma forma, os intervalos QT e QTc ndo foram alterados
significativamente, embora o grupo DMT100 para o intervalo QT tenha se
mostrado elevado, descartando-se assim, o risco de morte subita. O segmento ST
apresentou infradesnivelamento progressivo, embora nao significativo. A onda T
mostrou-se positiva e sem alteragdes significativas, ndo podendo assim sugerir
possibilidade de isquemia miocardica induzida por deltametrina. As analises
bioquimicas mostraram que a deltametrina provocou estresse oxidativo tanto no
figado como no coragao. A lipoperoxidagao ocorreu nos hepatécitos e ndo parece
ter ocorrido nos miécitos. No figado, o estresse oxidativo foi confirmado pelo
aumento significativo da atividade das enzimas glutationa S-transferase e

fosfatase alcalina, aumento da concentracdo da glutationa reduzida, e significativa
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reducdo da atividade das enzimas superdéxido dismutase e catalase. Ja no
coragdo, o estresse oxidativo foi evidenciado pelo significativo aumento da
atividade da catalase e reducgao significativa da superoxido dismutase e glutationa
S-transferase, assim como, pelo aumento da concentragdo da enzima glutationa
reduzida.

Em concluséo, este trabalho constatou que a deltametrina, administrada por
via oral, diferentes dosagens, em ratos Wistar, causou aumento do estresse
oxidativo e este pode ter ocasionado alteragdes na conducgao e excitacado cardiaca

verificadas no presente estudo.
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SUMMARY

Cardiovascular diseases are in the first rank among causes of death in the
world and, according to researches, they can be associated with oxidative stress-
imbalance between free radicals productions and antioxidant defenses. The
treatment and non-pharmacological prevention of these diseases, advocated by
the World Health Organization (WHO), consist in to increase consumption of fruits,
vegetables, whole grains and beans, because of their antioxidant properties and
the physiological effects of dietary fiber also present on those foods. On the other
hand, studies have shown that some xenobiotic substances may be present in
food, such as pyrethroid insecticides, increasing the risk of development or
aggravation of cardiovascular alterations and, at the same time, destabilizing the
antioxidant defenses and producing free radicals which are harmful to cells,
endangering human health.

There is no doubt about the necessity of the use of pesticides in agricultural
production, in public health programs, animal health, as well as in forestry. The
non-compliance with the legislation in force has been a troubling reality because it
puts in risk the health of workers who handle those substances, the people who
consume foods and the ecosystem. Researches that evaluate the harmful effects
that pesticides can cause to the human health, contribute to the fulfilling of the
specific legislation and, even, in the update of it.

This work aims to evaluate the acute oral exposure of deltamethrin, a
pyrethroid pesticide, on the excitation system of the heart and on the oxidative
stress in adult male Wistar rats, by means of electrocardiographic parameters, and
antioxidant enzymes in liver and heart tissues, respectively.

The work consisted on the acute administration, by gavagem, of deltamethrin
(DMT), to animals distributed in 4 groups, containing 10 animals each, as follows:

1) Control Group (5 mL of corn oil);

DMT10 Group [10% of the LDsg value of deltamethrin (3,2mg/5mL corn oil)];
DMT25 Group [25% of the LDsg value of deltamethrin (8 mg/5mL corn oil)];
DMT100 Group [100% of the LDs value of deltamethrin (32mg/mL corn oil)].

At the beginning of the assay, it was introduced in the rats a probe of

)
2)
3)
4)

gavagem. Soon after, the animals were subjected to anesthesia for conduction of
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the electrocardiogram (EGC). After 5 minutes of the beginning of the ECG record,
the deltamethrin was administered via gavagem, accordingly to the experimental
planning of each group, and the ECG recorded for additional 30 minutes. Upon
completion of the ECG recording, the rats were killed by deepening of anesthesia.
The liver and heart were withdrawn to measure the activity of the enzymes:
catalase, superoxide dismutase, glutathione transferase, alkaline phosphatase, as
well as of the quantification of the malondialdehyde biomarker and reduced
glutathione.

Deltamethrin was capable of changing the electrical conductivity of heart.
The electrocardiogram showed significant reduction of the heart rate and increase
of the RR interval, indicating bradycardia. It was also found to increase of the
duration QRS complex and reduction of the R wave amplitude, which means that
there were alterations in ventricular excitation. The P amplitude was not
significantly different, showing that arousal and atrial electrical conduction was not
impaired. Similarly, the QT and QTc intervals were not altered significantly,
although has been shown high of the group DMT100, discarding the risk of sudden
death. The ST segment depression showed a progressive, though not significant.
The T wave was positive and no significant changes and therefore can not suggest
the possibility of myocardial ischemia induced by deltamethrin. Biochemical
analysis showed that deltamethrin causes oxidative stress in both liver and heart.
Lipid peroxidation occurred in hepatocytes and not observed in myocytes and this
is confirmed by checking the increased activity of the alkaline phosphatase,
glutathione s-transferase and reduced activity of the superoxide dismutase and
catalase and increased of concentration of the reduced glutathione in the liver. In
the heart, oxidative stress has been shown by increased activity of the catalase ,
increased concentration of the glutathione reduced and reduced activity of the
superoxide dismutase and glutathione s-transferase.

In conclusion, this study found that deltamethrin administered orally at
different doses in rats, caused increased oxidative stress and this may have

caused changes in cardiac excitation conduction and verified.
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Introducao Geral

As doencgas cardiovasculares sdo a primeira causa de morte por doencas
nao transmissiveis no mundo. Estima-se que 17,5 milhdes de pessoas morreram
de doengas cardiovasculares em 2005, representando 30% do total de mortes.
Cerca de 80% destas mortes ocorreram em paises em desenvolvimento (1). No
inicio do século XX, as doencgas cardiovasculares eram responsaveis por menos
de 10% das mortes em todo o mundo, enquanto no inicio do século XXI ja sao
responsaveis por quase 50% das mortes nos paises desenvolvidos e 25% nos
paises em desenvolvimento. No Brasil, ocorrem 300 mil o&bitos anuais,
representando 820 6bitos por dia. Em Campinas-SP, entre seis e sete pessoas
morrem diariamente em decorréncia de doencas cardiovasculares, sendo essa a
principal causa de 6bito na populagao adulta (2).

Pesquisas mostram que o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares
no organismo pode estar associado a formagédo de espécies reativas do oxigénio
(radicais livres). Dentre os fatores comportamentais de risco destacam-se o
tabagismo, o consumo excessivo de bebidas alcodlicas, a obesidade, as
dislipidemias, a ingestao insuficiente de frutas e hortalicas e o sedentarismo (2). A
principal prescricdo nao farmacologica para doencgas cardiovasculares, tanto
preventivamente, quanto terapeuticamente, € a de manter uma dieta alimentar
pobre em gorduras saturadas, pobre em gorduras trans, hipoglicidica (pobre em
carboidratos simples) e rica em fibras alimentares, principalmente do tipo soluvel,
sendo que as fontes de fibras alimentares séo, principalmente, hortalicas, frutas e
graos. Esses alimentos também sao as principais fontes naturais de antioxidantes
(3, 4,5, 6).

Estudos confirmam que algumas substancias, naturalmente presentes ou
adicionadas aos alimentos, podem aumentar o risco do desenvolvimento de
alteragdes cardiovasculares quando ingeridas de forma continua e por um longo
periodo de tempo (7). Agentes toxicos, chamados xenobioticos, sao fatores
exdégenos que podem aumentar a produgdo de radicais livres nos organismos
vivos ou desestruture os sistemas de defesa antioxidante do organismo, podendo
levar ao estresse oxidativo, responsavel por varias patologias, entre elas, as

cardiopatias (8,9). Estudos com ratos indicam que a ingestdo de uma dose
1



equivalente a 10% do valor da dose letal 50 (DLsp) de inseticidas piretroides
causam alteragdo na despolarizacdo e repolarizagdo ventricular, sugerindo
cardiotoxicidade e que 1/5 da DL50 das mesmas substancias causou
prolongamento significativo do intervalo QT nos eletrocardiogramas (ECGs) dos
animais experimentais, ressaltando que esse tipo de prolongamento esta
associado a morte subita (10). Kanbur (11) verificou a ocorréncia de estresse
oxidativo em camundongos machos ap0s exposi¢cado oral a cipermetrina, por 60
dias.

Desde a década de 40, vem sendo utilizados agrotoxicos na agricultura.
Hoje, ja sdo conhecidos 3.500 tipos de ingredientes ativos. Segundo Schierow
(12), a agricultura é responsavel por, aproximadamente, 75% do uso de
agrotéxicos. O uso comercial, industrial e governamental, representa 18%, sendo
7% destinados ao uso doméstico. A categoria dos agrotéxicos mais usados na
agricultura compreende os herbicidas com (59%) e os inseticidas (21%).

Atualmente, os piretréides sdo os inseticidas mais utilizados, pois sao
efetivos contra um largo espectro de insetos, apresentam alta estabilidade quimica
€ sdo necessarias baixas quantidades para alcancar sua eficacia, conferindo ao
produto maior rendimento e, consequentemente, reduzindo custos agricolas.
Mesmo sendo necessarias baixas doses em relagdo a outros inseticidas, o
aumento de seu uso eleva a exposigao sobre organismos nao-alvo, seja direta ou
indiretamente. Na lavoura, a exposicao topica e por inalagdo, ocorre devido ao nao
uso de equipamentos de prote¢ao individual ou uso inadequado dos mesmos. A
ingestdo ou inalagdo de pd contaminado pode ser observada apdés o uso de
inseticidas no interior de domicilios (13).

A despeito da necessidade de promogcdo do aumento do consumo de
hortali¢as, frutas, verduras e gréos, ha um preocupante quadro de contaminagéo
desses alimentos por agrotoxicos, considerando que a principal via de exposigéo a
inseticidas piretroides € alimentar (oral)(14). Os piretréides tém sido encontrados
nos alimentos que chegam a mesa dos consumidores diariamente em valores
acima dos estabelecidos pela legislagdo vigente. Isso mostra que as boas praticas
agricolas n&o estdo sendo cumpridas, podendo ser um risco a saude da

populacdo. Em 2008, verificou-se que 36% das amostras analisadas de morango,
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32% das de uva e 18% das de alface apresentavam residuos do piretréide
deltametrina, sendo que este agrotdéxico ndo € autorizado para uso nas culturas
citadas, e 64% das amostras analisadas de pimentdo estavam acima do limite
maximo de residuo (LMR) estabelecido (2). Outros piretroides de uso né&o
autorizado também foram encontrados nas culturas de tomate, abacaxi, laranja e
pimentdo. Segundo algumas pesquisas, a utilizacdo de piretroides tem aumentado
0s riscos a saude de passaros e mamiferos (15). Ainda, ensaios laboratoriais
demonstraram que os piretréides sao muito téxicos para peixes, abelhas e
artrépodes aquaticos, tais como lagostas e camardes (16). Dessa forma, podem
agir nessas espécies por exposi¢ao acidental durante a aplicagdo do produto, ou
através da ingestdo de ragdo contaminada acidentalmente ou por contaminagao
ambiental.

Diante do exposto, verifica-se a necessidade da realizagcdo de estudos em
relacdo as possiveis alteragdes cardiovasculares e das defesas antioxidantes que
os piretroides podem causar aos mamiferos expostos. E inquestionavel a
importancia do cumprimento das boas praticas agricolas previstas na lei. Além
disso, é atual a preocupacido com a possibilidade de que a exposicao indevida aos
agrotoxicos influencie no agravamento e/ou desencadeamento de doencgas
cardiovasculares e de outras patologias associadas ao estresse oxidativo.

Assim, o objetivo geral desta pesquisa foi o de avaliar a resposta ao
estresse oxidativo e excitacdo e condugao cardiaca em ratos Wistar adultos, apos
exposicao aguda, oral, a deltametrina.

Os objetivos especificos foram:

1. Avaliar parametros eletrocardiograficos, tais como: frequéncia cardiaca

(BMP); intervalo QT; intervalo QTc; intervalo RR; duragédo do complexo
QRS; amplitude da onda P; amplitude da onda R; amplitude da onda
T; amplitude ST em ratos wistar adultos ap6s administracdo oral aguda
de deltametrina, nas doses correspondentes a: 10%, 25% e 100% do
valor da DLso;

2.  Com a finalidade de avaliar o efeito da deltametrina em relacdo a

resposta antioxidante do organismo de ratos Wistar adultos machos foi



determinada nos tecidos hepatico e cardiaco atividade das seguintes

enzimas antioxidantes:

a. Superdxido dismutase e catalase que participam nas reacoes
bioquimicas de destoxificacdo do peréxido de hidrogénio;

b. Glutationa transferase e quantificagdo da glutationa reduzida que
participam da destoxificagdo de xenobidticos, sendo que a ultima
também atua no mecanismo de protecao a ocorréncia de placas de
ateroma,

c. Fosfatase alcalina que hidrolisa compostos fosfomonoésteres e
atua em reacgdes de transfosforilagao;

Quantificar malondialdeido, que ¢é produto das reacbes de

lipoperoxidacao das membranas celulares.
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PIRETROIDES: ASPECTOS TOXICOLOGICOS - REVISAO

Resumo

Desde os primérdios, substancias naturais ja eram usadas no combate a pragas
na lavoura com o objetivo principal de reduzir perdas. Com a revolugéo industrial e
o constante e rapido crescimento populacional, a demanda por produtos agricolas
aumentou drasticamente. Sendo assim, as técnicas agricolas necessitaram
acompanhar esse crescimento, o que veio a alavancar a industria quimica que
passou a investir no desenvolvimento e aprimoramento de agrotoxicos. Os
agrotoxicos vém sendo utilizados de maneira intensiva ha aproximadamente meio
século, e o Brasil, segundo estudo da consultoria alema Kleffmann Group, €,
atualmente, o maior mercado de agrotéxicos do mundo com a previsao, de que,
em consumo, seja o primeiro colocado. Os piretroides pertencem a classe de
inseticida mais utilizada no mundo e surgiram como alternativa aqueles de maior
potencial toxico aos mamiferos e ao meio ambiente. Hoje em dia, além de serem
utilizados na lavoura, sdo usados como domissanitarios e no combate de insetos
vetores de doencgas, proporcionando, assim, um maior risco a populacdo aos
efeitos adversos que essas substancias podem causar. O presente capitulo visa
referenciar sobre suas principais caracteristicas fisico-quimicas, toxicocinética,
toxicodindmica, vantagens de uso e possiveis riscos a saude que envolve a

exposi¢ao dessas substancias por individuos nao alvos.

Palavras-chave: Inseticidas piretréides, deltametrina, LMR, IDA, toxicodinamica,

toxicocinética, “knock-down”.



PYRETHROIDS: TOXICOLOGICAL ASPECTS - REVIEW

Summary

Since old times, natural substances were already used in combating pests in

crops with the primary goal of reducing losses. With the industrial revolution and
the constant and rapid population growth, demand for agricultural products has
increased dramatically. Therefore, the agricultural techniques needed to track this
growth, which came to leverage the chemical industry, which started to invest in
the development and improvement of agrochemicals. The pesticides are being
used for half a century and Brazil, according to a study of German Kleffmann
Consulting Group, is currently the largest market of agrochemicals in the world and
it is estimated that in consumption, is the first place. Pyrethroids belong to class of
insecticide used in the world and have emerged as an alternative to those with the
greatest potential toxic to mammals and the environment. Nowadays, in addition to
being used in farming, are used as sanitizing and in fighting insect vectors of
diseases, thus a greater risk to the population to the adverse effects that these
substances may cause. This chapter aims at referencing on its main physico-
chemical properties, toxicokinetics, toxicodinamica, usage advantages and
possible health hazards which involves exposure of these substances by

individuals not targets.

Keywords: Insecticides pyrethroids, deltamethrin, MRLS, IDA, toxicodindmica,

toxicokinetics, “knock-down”



Introducao

O uso dos agrotoxicos € tado antigo quanto a agricultura. Historiadores
atribuem no tempo de Homero (1.000 a.C), porém foi no tempo de Plinio (23 -79
anos depois de Cristo) que foi registrada a primeira utilizagdo. Até meio século
atras, a maior parte dos produtos utilizados para o controle de pragas era
constituida de compostos inorganicos e de extratos vegetais, com destaque para a
nicotina e a rotenona. A industria de agrotoxicos surgiu apdés a Primeira Guerra
Mundial, quando as grandes corporagbes quimicas internacionais criaram
subsidiarias produtoras de agrotoxicos, visando aproveitar as moléculas quimicas
desenvolvidas para fins bélicos. Além disso, durante os combates que ocorriam
em regides tropicais e subtropicais, muitas doencas estavam em evidéncia, tais
como a malaria, a doenga do sono e a dengue. Além do desenvolvimento de
armas quimicas, também foram realizadas muitas pesquisas para de encontrar
novos inseticidas (1,2).

As primeiras unidades produtivas de agrotéxicos no Brasil datam de
meados da década de 40. Contudo, a efetiva constituigdo do parque industrial
brasileiro de agrotdxicos ocorreu na segunda metade dos anos 1970 (3). A
instalagao da industria de agrotoxicos no Brasil relacionou-se a modernizagéo da
agricultura nacional, que difundiu a mecanizagao e a adogao intensiva de insumos
quimicos e bioldgicos — agrotéxicos, fertilizantes, sementes — na agricultura. Aliado
a esses acontecimentos, o aumento da populagdo mundial e a redugdo do
contingente rural obrigou a mudangas nas técnicas agricolas na tentativa de se
produzir alimentos em quantidades suficientes para suprir as necessidades
basicas da populacdo humana. Atualmente, o Brasil € o primeiro em consumo de
agrotéxicos no mundo (4).

Segundo a USEPA (US Environmental Protection Agency), 1999, os
agrotoxicos podem ser classificados, segundo seus organismos alvos, em
inseticidas (organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides),
fungicidas, herbicidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas e fumigantes. Os
agrotoxicos sédo definidos como substancias, ou mistura de substancias, capazes
de prevenir, destruir, repelir ou atenuar pragas. Dos inseticidas mais utilizados
atualmente no mundo temos os piretroides sintéticos derivados das piretrinas (5,6)
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As piretrinas sdo ésteres toxicos isolados das flores das espécies de
Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas. Por muito tempo, as
piretrinas foram utilizadas como agrotéxicos. Sua agdo atinge uma variedade
grande de insetos e apresentam baixa toxicidade em mamiferos quando
respeitadas as boas praticas agricolas. Entretanto, as piretrinas apresentam
grande instabilidade a luz solar e ao ar, o que diminui a sua eficacia de uso. Na
década de setenta, a estrutura quimica das piretrinas foi modificada com o intuito
de se obter substancias com maior estabilidade quimica, de forma que o potencial
inseticida se mantivesse alto. Atomos de nitrogénio, enxofre e elementos
halogénios foram introduzidos as piretrinas, o que conferiu maior estabilidade as
moléculas. Tais modificagcbes mantiveram baixa a toxicidade aguda em mamiferos
sob as condicbes de uso adequado (7,8). Os agrotoxicos piretroides foram
introduzidos no mercado em 1980 e em 1982 ja representavam 30% dos
inseticidas utilizados no mundo (3). Sendo assim, as piretrinas tiveram seu uso
aumentado na forma de piretréides e, consequentemente, aumentou a
contaminagao do meio ambiente e a exposi¢gao de organismos nao alvos (8,9).

A deltametrina, um tipo de piretréide do grupo Il, considerado o grupo mais
toxico dos piretroides, é amplamente utilizada na agricultura e silvicultura devido a
sua alta atividade contra um amplo espectro de insetos. A exposicdo de pessoas
aos agrotdoxicos pode ser atribuida ao contato direto, como no caso dos
aplicadores rurais e manipuladores nas fases da producdo, transporte ou
armazenamento dos produtos. O contato indireto envolve populagdes sujeitas a
exposicao pelo consumo de alimentos oriundos da produgdo agropecuaria, devido
a aplicagcao de agrotoxicos para controle de vetores de pragas agricolas e (ou)
pecuarias (10).

Estudos realizados com trabalhadores e animais demonstraram relagao
entre a exposi¢gdo aguda e cronica de agrotoxicos e seus efeitos adversos a
saude, com alteragdes metabdlicas, neuroldgicas, cardiacas, reprodutivas,
imunoldgicos e no sistema de defesa antioxidante (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,).
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) ocorrem, a cada ano, de 30 mil

a 40 mil mortes devido a intoxicagdes por agrotoxicos. Agrotoxicos ocupam o
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quarto lugar no ranking de intoxicagdes no Brasil, atras de medicamentos,
acidentes com animais pegonhentos e produtos de limpeza (saneantes).

O Censo Agropecuario de 2006 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), mostra que houve, em 2006, pelo menos 25.008 casos de
intoxicagdo de agricultores. A pesquisa mostra que mais de 1,5 milhdo, das 5,2
milhdes de propriedades rurais do pais, utilizam agrotdxico, e que 56% destas néo
recebem orientacdo técnica. A aplicacdo manual dos venenos, por meio do
pulverizador costal — que é o equipamento que apresenta maior potencial de
exposicao aos agrotoxicos — € a mais utilizada, presente em 70,7% dos
estabelecimentos agricolas que fazem uso de algum tipo de defensivo. O Censo
aponta também que 20% (296 mil) destas propriedades nado utilizam protegao
individual. O Rio Grande do Sul, com 273 mil propriedades, é o Estado que aplica
mais agrotdxico (18).

Foram notificados no Brasil, no ano de 2003, 8.464 casos de intoxicagao
por agrotoxicos, sendo 5.945 causados por produtos usados na agropecuaria, e
2.519 casos causados por produtos de uso domeéstico, respondendo por
aproximadamente 10% de todos os casos de intoxicac&o registrados no pais (19).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da
Saude (MS), o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da
Fundagdo Oswaldo Cruz do Ministério da Saude (FIOCRUZ) e a Secretaria de
Saude do Parana iniciaram em 2001 o Programa de Anadlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (P.A.R.A.). Este programa visa o rastreamento de
substancias utilizadas fora do padrao legislativo proposto pela propria ANVISA
(19). Os relatérios publicados advindos do P.A.R.A. séo alarmantes e retratam o
nao cumprimento das Boas Praticas Agricolas, tendo sido encontrados piretréides
em diversas culturas agricolas com valores acima do limite maximo de residuo
(LMR) previsto, bem como o uso desses agrotdxicos em culturas nas quais ndo €
permitido. Além dessas irregularidades constatadas, tém sido verificadas
irregularidades nas principais produtoras de agrotéxicos do Brasil. O resultado faz
parte de um estudo realizado desde 2009 pela ANVISA com o apoio da Policia
Federal, que fazia operagdes nas companhias vistoriadas sem aviso prévio. De

acordo com a diretoria da ANVISA foram constatados problemas desde as
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formulacbes dos agrotoxicos, que estavam fora do padrdo autorizado pelo
governo, até o uso de produtos com prazo de fabricagdo vencido. Ao todo, nove
milhdes de litros de agrotoxicos foram interditados. Diante disso, em 2009, as
empresas fiscalizadas foram autuadas administrativamente pela ANVISA. Em
outra fiscalizacao realizada pela ANVISA, foram encontrados 2,5 milhdes de litros
de agrotdxicos adulterados nas fabricas de empresas em Londrina, PR e Taquari,
RS (19,20).

Diante dos dados atuais, a exposi¢cao de organismos nao-alvo (incluindo o
ser humano) aos piretréides é evidente e se faz necessario intensificar as
pesquisas a respeito dos aspectos toxicologicos desses agrotdxicos. Esses
estudos alertam e reforgam a importancia do cumprimento da legislagdo em vigor
e das boas praticas agricolas (BPA) no uso de agrotdxicos que é definida como
sendo o emprego correto e eficaz dos mesmos, considerando-se 0s riscos a
saude envolvidos em sua aplicagdo, de modo que os residuos sejam 0s menores

possiveis e toxicologicamente aceitaveis.

Aspectos gerais dos agrotoxicos

Os agrotéxicos, segundo classifica a Lei dos Agrotéxicos, n 7.802 de 1989,
em seu artigo 2°, s&o:
[...] os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composic¢ao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agao danosa de
seres vivos considerados nocivos [...] substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(21).
A classificagcdo dos agrotoxicos sob o aspecto funcional consiste em:
inseticidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas, acaricidas, rodenticidas,

moluscidas, formicidas, reguladores e inibidores de crescimento. Dentre essas
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classes, as trés principais classes, por representarem, em média, 94,8% do
consumo mundial de agrotoxicos entre 1960/2003, s&o os inseticidas, fungicidas e
herbicidas (5, 6, 22).

Outra classificagdo dos agrotoxicos, chamada de classificagao toxicolégica,
decorre da toxicidade dos produtos. Esta se relaciona ao poder letal do ingrediente
ativo dos agrotoxicos sobre o ser humano. Assim sendo os produtos sao
separados em classes toxicologicas (23). O poder letal € representado pela Dose
Letal 50 (DLso), que refere a dose que provoca a morte de metade (50%) dos
animais de experimentagao em laboratério e é expressa em mg do principio ativo
por kg de peso corpoéreo do animal submetido ao teste. Pode ser aplicada por via
oral em uma unica dose (oral aguda), ou por via dérmica, quando aplicada sobre a
pele depilada de animais de laboratério, através de uma unica exposigao (dérmica
aguda). As concentragdes de DLsy pela via oral e dérmica sao utilizadas como
critério para o estabelecimento da Classe Toxicologica do Principio Ativo: Classe |
— extremamente toxico; Classe Il — altamente toxico; Classe Ill — moderadamente
téxico; Classe IV — pouco toxico. A quantidade de classes, assim como os critérios
para a classificacdo dos agrotoxicos, em cada classe sao, normalmente

determinados por regulamentacao do poder publico (24).
Piretrinas e Piretréides

As piretrinas sdo ésteres toxicos isolados das flores das espécies de
Chrysanthemum cinerariaefolium, os crisantemos. Existem seis compostos
naturais que compdem as piretrinas, ou seja, piretrinas | e Il, cinerins | e Il, e
jasmolins | e Il e a partir deles, os piretroides séo sintetizados. Por muito tempo, as
piretrinas foram utilizadas como defensivos agricolas, e na Pérsia foi muito usada
para o controle de piolhos desde 400 a.C. Sua agao atinge uma variedade grande
de insetos e apresentam baixa toxicidade em mamiferos quando respeitadas as
boas praticas agricolas. Entretanto, as piretrinas apresentam grande instabilidade
a luz solar e ao ar, o que diminui a sua eficacia de uso (25, 26, 27). Na figura 1 é

mostrada a flor de onde s&o extraidas as piretrinas.
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Figura 1. Flor de crisantemo

Na década de70, a estrutura quimica das piretrinas foi modificada com o
intuito de se obter substancias de maior estabilidade de uma forma que o potencial

inseticida se mantivesse alto.
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Figura 2. Férmula quimica da piretrina

Atomos de nitrogénio, enxofre e elementos halogénios foram introduzidos
as piretrinas, o que conferiu maior estabilidade as moléculas. Tais modificacdes
mantiveram baixa a toxicidade aguda em mamiferos, sob as condi¢bes de uso
adequado (8,28). Sendo assim, as piretrinas tiveram seu uso aumentado na forma
de piretroides e, consequentemente, a exposicdo do meio ambiente e de

organismos nao alvos aumentou (7).

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Piretroides

Atualmente, a classe dos piretroides inclui 42 ingredientes ativos, diferindo
na estrutura quimica ou em relagcdo a composicdo de estereoisbmeros.
Normalmente, os piretroides sdo usados como misturas de dois ou mais isbmeros

(29). A estrutura quimica e configuracdo estérica dos piretroides interferem
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diretamente na sua atividade bioldgica. Os isbmeros cis apresentam toxicidade
mais elevada em relagdo aos trans e a porgao nao polar da molécula aumenta a
toxicidade de ambos os isdmeros (30, 31, 32).

A sensibilidade a luz varia muito. A lambda-cialotrina, esfenvalerato,
deltametrina, permetrina e cipermetrina apresentam vida média entre 17 e 110
dias. Por outro lado, a bifentrina e a fenpropatrina mostraram menor sensibilidade
a luz, com vida média de 400 e 600 dias, respectivamente. Os piretréides tendem
a serem estaveis em pH acido e neutro quando em solugcdo aquosa, mas tornam-
se altamente hidrolisaveis em valores de pH acima do neutro. A permetrina é
estavel a pH alto, apresentando vida média de 240 dias (33). Os piretroides sao
compostos de varios grupos estruturais, incluindo uma porgédo de acido, uma
ligagcao éster central e uma molécula de alcool. Além disso, alguns compostos
quirais também contém um carbono da molécula de alcool, o que permite trés
carbonos quirais e um total de oito estereocisdmeros diferentes. De todos os
piretréides existem, pelo menos, quatro formas estereoisoméricas, cada uma com
diferentes atividades bioldgicas. Eles podem ser formulados como misturas
racémicas ou como isémeros individuais (por exemplo, deltametrina) e isbmeros
individuais diferentes podem ter nomes comuns que incluem (34):

¢ Isbmeros da resmetrina: bioresmetrina, cisresmethrin;

¢ Isbmeros da aletrina: d-aletrina, bioaletrina, esbiothrin, s- bioaletrina;

¢ Isbmero do fenvalerato: esfenvalerato;

¢ Isbmero da cialotrina: A- cialotrina;

¢ Isbmero da fenotrina: d-fenotrina.

¢ |sbmero da cipermetrina: cipermetrina-a

A figura 3 mostra os diferentes atomos adicionados nos radicais R’,

R? e R® caracterizando algumas das diferentes moléculas de piretréides.
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Figura 3. Estrutura quimica de piretroides sintéticos (35)

A deltametrina foi obtida do isolamento de apenas um isémero (0 mais
ativo, D-cis). Seu nome quimico (IUPAC) é (S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1R,3R)-
3-(2,2-dibromovinyl)- 2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate e sua formula estrutural
esta representada na Figura 4. Seus isondénimos sdo: RU-22974, NRDC-161,
OMS-1998, Roussel DECIS (R), Roussel K-Othrin (R), Decametrina (36).

Principais caracteristicas fisico-quimicas da deltametrina

Br.

Er’G=GH CHa CDE‘«..CJCN

H HH'/

CHa

]

Figura 4. Férmula estrutural da Deltametrina (36).

As principais caracteristicas fisicas e quimicas da deltametrina estao
resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas da deltametrina (37).

Caracteristicas fisico-quimicas Deltametrina
Massa molecular 505,24
Densidade (20 °C) 0,5 g/cm3
Pureza recomendada 98%
Apresentacao P6 branco sem odor
Ponto de fuséo 98-101°C
Ponto de ebulicdo 300°C
Solubilidade < 0,002mg/Kg em agua a 20°C Em acetona: 500g/L
Estavel em Sol. acida e neutra

As formulagdes disponiveis sdo: emulsionavel; concentrado (10g/I-25g/l),
ultra baixo volume (1g/lI-10g/l), wettable powders (2.5%-5%), (1g/1-10g/l), p6 (2,5%
-5%) (38).

Utilizagao dos piretroides

Os inseticidas piretrdides sao uma classe de compostos sintéticos
amplamente utilizados no mundo, tanto em areas agricolas quanto no controle de
insetos domésticos. Eles sao utilizados em saude publica, tendo garantido sua
eficacia e seguranga pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para diferentes
aplicacdes no controle de vetores, como em aeronaves, por exemplo. Isso se deve
a sua relativa segurancga para os seres humanos. Trata-se de inseticidas de alta
poténcia sob baixas dosagens, sendo a deltametrina, por exemplo, o mais eficaz
inseticida utilizado no combate a leishmaniose (39).

Piretréides sdo amplamente utilizados contra uma ampla gama de
ectoparasitas em pequenos e grandes animais, com varios deles utilizados em
diferentes formulagdes, incluindo “spot-on”, “spray”, xampus e aerossois. Os
principais piretréides utilizados em medicina veterinaria em céaes, gatos e animais
de corte sao piretrinas, ciflutrina, cipermetrina, deltametrina, fenvalerato, flumetrina
e permetrina (40; 41; 42).
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Na agricultura, os piretréides mais utilizados sao a deltametrina, permetrina
e cipermetrina (27). A deltametrina foi recomendada para aplicagbes foliares em
varios vegetais e culturas (43). No entanto, ela pode se acumular em niveis 10
vezes acima da concentracdo inicial, se aplicado repetidamente sobre a folha de
plantas em uma uUnica temporada, em taxas mais elevadas do que a taxa a que é
degradada (44). E também amplamente utilizada na silvicultura devido a sua alta
atividade contra um amplo espectro de insetos e pragas (10).

Aspectos toxicoldgicos dos piretroides

Limite Maximo de Residuos e Ingestao diaria aceitavel

Entende-se como residuo de agrotoxico, a substancia ou mistura de
substancias remanescentes ou existentes em alimentos decorrente do uso ou da
presenga de agrotdxicos e afins, inclusive quaisquer derivados especificos, tais
como produtos de conversao e de degradagao, metabdlitos, produtos de reacéo e
impurezas, considerados téxicos e ambientalmente importantes. O Limite Maximo
de Residuos (LMR) é um conceito de carater toxicoldgico estabelecido na
legislagcdo, definido como a quantidade maxima de residuo de agrotoxico,
legalmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicagdo adequada numa fase
especifica, desde sua produgao até o consumo, expressa em partes do agrotéxico
por um milhdo de partes de alimento (em peso) — ppm ou mg/kg.

S&o estabelecidos LMRs para cada cultura alimentar, cujo registro é
requerido junto aos orgdos oficiais: Ministérios da Agricultura, Saude e Meio
Ambiente. Os valores de LMR sao publicados nas monografias da ANVISA (24).
Assim, principios ativos para os quais nao foram requeridos registros para culturas
especificas nao possuem LMR definidos no pais.

O LMR estabelecido para os cultivares é determinado a partir de calculos
provenientes da ingestao diaria aceitavel (IDA), que € a quantidade maxima que
ingerida diariamente durante toda vida, e que parece nao oferecer risco apreciavel
a saude, baseado em pesquisas atuais. E expressa em mg do agrotéxico por kg
de peso corporeo (mg/kg p.c.). A IDA permite avaliar o risco da ingestdo de

residuos de agrotoxicos em alimentos. € determinada para cada ingrediente ativo
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de agrotoxico e estabelecida com base em estudos sobre as propriedades fisico-
quimicas, metabdlicas, farmacologicas e toxicolégicas dos agrotdxicos, advindas
dos estudos conduzidos em animais de laboratérios e realizados com
procedimentos reconhecidos em nivel internacional (24; 45).

Nas Tabelas 2 e 3, respectivamente, sdo apresentados valores de LMR e
intervalos de seguranga para a deltametrina em varios cultivares, e de IDA para
piretroides de uso permitido no Brasil.
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Tabela 2: Valores de Limites Maximos de Residuos (LMR) e intervalos de

segurancga da deltametrina para varios cultivares (24).

Deltametrina| LMR Intervalo Deltametrina| LMR Intervalo
Culturas (mg/Kg) | de seguranca Culturas (mg/Kg) | de seguranca
Modalidade (dias) Modalidade (dias)
de emprego de emprego
Abacaxi Foliar 0,01 14 Feijao Foliar 0,2 16
Alho Foliar 0,03 5 Feijao-vagem Foliar 0,01 1
Ameixa Foliar 0,02 2 Figo Foliar 0,01 14
Arroz Foliar 1,0 37 Macga Foliar 0,02 11
Arroz Produtos 1,0 15 Melancia Foliar 0,01 2
armazenados
Batata Foliar 0,01 1 Melao Foliar 0,01 1
Berinjela Foliar 0,03 3 Milho Foliar 1,0 1
Brocolis Foliar 0,05 3 Tomate Foliar 0,3 3
Cacau Produtos 0,2 15 Trigo Produtos 1,0 30
armazenados armazenados
Café Foliar 1,0 15 Pepino Foliar 0,03 2
Café Produtos 1,0 7 Péssego Foliar 0,04 5
armazenados
Caju Foliar 0,01 2 Pimentao Foliar 0,01 2
Cebola Foliar 0,03 15 Repolho Foliar 0,01 2
Citros Foliar 0,1 2 Soja Foliar 0,5 14
Couve Foliar 0,1 2 Soja Produtos 0,5 30
armazenados
Couve-flor Foliar 0,03 3 Sorgo Foliar 0,05 6
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Tabela 3: Valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA) para piretroides de uso
permitido no Brasil (24, 56).

Valores de
Piretroide IDA

(mg kg™ pc)
Deltametrina 0-0,01
Permetrina 0-0,05
Cipermetrina 0-0,05
Lambda-cialotrina 0-0,05
Fenpropatrina 0-0,03
Bifentrina 0-0,02
Betacipermetrina 0-0,01

Vias de Exposicao e Toxicocinética dos Piretroides

A deltametrina é considerada o piretrdide mais toxico para vertebrados e
seu efeito no organismo depende da dosagem, da rota e do veiculo de
administracao (46). Pela classificagdo toxicologica, definida pela ANVISA (24), a
deltametrina é classificada como extremamente téxica da classe |, e pela
classificagdo ambiental definida pelo IBAMA (47), é considerada como de médio
risco, classe Il.

A absorgao dos piretroides pelo trato respiratério, através da inalagao de pé
ou spray, é bastante rapida. Os piretroides sao fracamente absorvidos pela pele
intacta e apresentam absorcdo mais rapida em solvente polar. A absorgao de
piretréides pela via dérmica, em seres humanos pode-se dizer que é fraca,
atingindo um maximo de 2% (48). Estudos em animais demonstram que o
metabolismo intradérmico de piretréides também limita a absorcao sistémica apods
exposicao cutadnea (49). Todavia, alteragdes bioquimicas e histopatolégicas foram
verificadas em varias regides do cérebro de ratas, apds a exposigcdo dérmica a
uma mistura de cloropirifés (organofosforado) e cipermetrina, o que indica a
absorgao desses inseticidas pela pele (50).
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A principal via de exposicdo a inseticidas piretroides €& através dos
alimentos (51). Os piretroides sao rapidamente e extensivamente absorvidos pelo
trato gastrointestinal apds a administragdo oral. Cerca de 10 a 70% de uma dose
de permetrina, deltametrina e A-cialotrina, ingerida por via oral, € absorvida com
base na estimativa da substancia ativa e seus metabolitos no plasma (52, 53).
Segundo estudo realizado por Ray et al (54), a absorgao gastrica de piretroides é
de 36%, enquanto a absor¢cédo dérmica é de 1%.

Quando administrada através de um veiculo ndo aquoso, a toxicidade oral
aguda da deltametrina varia de alta a moderada com valores de DL50 de 19-34
mg.kg™.p.c. em camundongos e 31-139 mg.kg”.p.c. em ratos. Entretanto, em agua
a deltametrina € muito menos toxica, apresentando valores de DL50 que excedem
5000 mg.kg'.p.c. em ratos. Uma vez absorvidos, os piretréides sao rapidamente
distribuidos devido a sua alta lipofilicidade (31). Isso foi comprovado pelo estudo
do balanco e retencdo de cipermetrina nos tecidos de ratos, através da utilizagcao
de marcadores. O trabalho foi desenvolvido ap6s a administragdo oral de
cipermetrina, em doses que variaram de 1 a 5 mg.kg" pc. Um dia apds a
administracdo das doses, foi verificada radioatividade residual, em ordem
decrescente, no tecido adiposo, figado, rim, sangue, musculo e cérebro, variando
de 1-2 ng.g” no tecido adiposo a 0,005-0,024 1g.g” no cérebro. Os niveis de
residuos diminuiram rapidamente em todos os tecidos, com excec¢ao do tecido
adiposo (8). Na ingestdo da dose unica, a maioria dos piretroides € rapidamente
excretada pela urina e fezes. Nos mamiferos, geralmente, mais de 90% da dose é
excretada no periodo de uma semana apds exposigao (31). Estudo realizado em
ratos demonstrou que a cipermetrina é rapida e principalmente eliminada pela
urina, com exce¢ao de uma pequena porgao do isdmero cis que, apos atingir o
tecido adiposo, foi eliminado com uma meia vida de 12 dias (8). Segundo os
autores, a rapida eliminacao do inseticida pelos ratos é devida, primeiramente, a
clivagem eficiente da ligagdo éster, proporcionando aumento dos metabolitos
polares, o0os quais serdo oxidados e conjugados antes da excregdao. Na
administracao oral de doses diarias, os piretroides atingem niveis estaveis nos
tecido internos em poucos dias. Esses niveis persistem durante todo o periodo de
dosagem e decrescem quando a exposigdo cessa (31). Em ratos, apds
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administracdo de uma dose uUnica oral a deltametrina foi rapidamente distribuida
no tecido nervoso em menos de 2 h (52, 53).

Estudo realizado em homens estabeleceu uma comparacido entre a
recuperacao de metabdlitos urinarios e a via de administragao da cipermetrina. Os
resultados mostraram que a via oral de administracdo proporcionou uma absorcao
maior que a dérmica, com valores médios de 36% e 1,2% respectivamente. Foi
possivel verificar que, aproximadamente, 72% dos metabdlitos eliminados pela
urina foram excretados em 72 horas apdés a administracdo oral da cipermetrina,
enquanto que o pico de excregao foi atingido entre 12 e 36 horas apds a
exposicédo dérmica (54).

Os compostos trans apresentam baixa toxicidade em mamiferos devido a
rapida hidrélise por esterases hepaticas. O estudo da retencdo tecidual de
cipermetrina realizado por Crawford et al (8), demonstrou que os residuos
derivados dos isbmeros cis foram encontrados no tecido adiposo em niveis mais
elevados do que aqueles derivados dos isbmeros trans. Segundo os autores, é
possivel que a hidrolise da ligagao éster ocorra no tecido adiposo, catalisada por
uma lipase, e esta hidrolise pode ter ocorrido mais rapidamente com o isémero
trans.

Em resumo, os piretroides sao rapidamente biotransformados rapidamente
no figado de mamiferos adultos, principalmente os compostos trans. A reagéo
inicial de detoxificacdo é a hidrolise da ligacdo éster, seguida por reacbes de
hidroxilagdo através do sistema enzimatico Citocromo P450 e reagbes de
conjugacao. A biotransformacao resulta na formacado de compostos mais polares,
o que facilita sua excrecéao pela urina (8, 31) (Figura 5).

A exposicao aos piretrdides ocorre simultaneamente com outros agentes
quimicos ambientais ou farmacéuticos. Assim, €& necessario considerar a
possibilidade dos piretréides compartilharem efeitos toxicos e mecanismos com

outras substancias quimicamente e funcionalmente nao relacionadas.
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Figura 5. Principais vias de biotransformagao da deltametrina em mamiferos (48).
Aspectos de Residuos

A avaliagdo da exposicdo aguda a residuos de agrotoxicos ja faz parte do
processo de registro de varios governos e, no ambito internacional, foi iniciada em
1999 pela FAO/OMS. O estudo de avaliagdo do risco agudo avalia os riscos da
ingestdo do agrotoéxico através do consumo de uma unica por¢ao do alimento.
Recentemente, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
restringiu o uso de paration metilico, baseada no estudo de avaliagdo de risco
agudo, apesar de o estudo de risco crénico ndo identificar problemas de exposigao
(57).

No Brasil, o Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (P.A.R.A) (20) instalado em 2001 “[...] tem por objetivo avaliar
continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura que

chegam a mesa do consumidor, com vistas a verificar se os limites maximos
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estabelecidos pela legislacdo estdo sendo observados”. Em 2008, o Programa
monitorou 17 culturas: abacaxi, alface, arroz, banana, batata, cebola, cenoura,
feijdo, laranja, maga, mamao, manga, morango, pimentéo, repolho, tomate e uva.
A escolha destas culturas baseou-se nos dados de consumo obtidos pelo IBGE e
na disponibilidade destes alimentos no comércio das diferentes Unidades da
Federacdo. Foram encontrados piretroides em culturas onde seu uso nao é
autorizado, tais como as culturas de abacaxi, alface, morango, pimentdo, tomate e
uva, e residuos acima do limite permitido nas culturas de pimentao, tomate e uva
(19, 20).

Segundo dados da Associacdo Nacional das Empresas de Defensivos
Agricolas (ANDEF), do total de vendas de agrotoxicos no Brasil em 2007,
aproximadamente 28%, foram de inseticidas, o dobro de 2003. As vendas sdo em
maior abrangéncia de uso, para as culturas de soja e milho. A garantia de alimento
livre de contaminantes € essencial para a prevengao de doengas e manutengao da
saude, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde parte
da populacdo enfrenta problemas de caréncia nutricional e de acesso ao sistema
publico de saude (58).

Os estudos a respeito da principal via de exposi¢cdao do ser humano aos
inseticidas piretréides, aliados aos dados que mostram que as boas praticas
agricolas podem nao estar sendo respeitadas, coloca o poder publico em alerta

para tentar garantir a seguranca alimentar da populagao.

Toxicodinamica dos Piretrdoides

A partir de estudos em ratos, Verschoyle e Aldridge (34) classificaram os
piretréides em dois tipos: Tipo | e Tipo Il, designando respectivamente os sinais e
sintomas da intoxicacdo produzidos pelos mesmos, de sindrome T e CS. Essa
divisao refere-se a auséncia (tipo |) ou presenca (tipo Il) de um grupo ciano (CN)
na porgao fenoxibenzil. Os piretréides do tipo | parecem agir principalmente nos
nervos periféricos causando a Sindrome do Envenenamento tipo | ou “Sindrome
T”. Esta se caracteriza por induzir, em ratos, tremores generalizados por todo
corpo, comportamento agressivo, aumento da sensibilidade aos estimulos

externos, hiperexcitabilidade, ataxia e convulsdes. Em mamiferos nao roedores
26



causa paralisia progressiva. Os piretrdides tipo Il agem preferencialmente no
sistema nervoso central induzindo a Sindrome da Coreoatetose tipo Il ou
“Sindrome CS” cujos sintomas de intoxicagdo s&o hipersensibilidade, salivagao
abundante, agitacdo das mé&os ou patas anteriores, movimentos de escavar e
tremores perioddicos, podendo evoluir para coreoatetose e, em alguns casos, a
movimentos clénicos repetitivos. Algumas formulas contém piretroides do tipo | e Il
e assim, os efeitos tdxicos parecem ser uma combinagdo conhecida como
sindrome TS, que consiste em tremores e salivagéo (54).

Assim como nos insetos, os piretroides exercem nos vertebrados um efeito
significativo sobre os canais de sodio neural, interferindo na sua abertura e
fechamento, prolongando o tempo de entrada dos ions Na+ para o interior da
célula, efeito semelhante ao observado nas intoxicagdes por DDT. Os mamiferos
possuem varios canais de sodio de formato semelhante que variam em suas
propriedades biofisicas e farmacoldgicas, incluindo a sensibilidade aos diferentes
piretréides (28, 59, 60).

Em concentragdes relativamente altas, os piretroides do tipo || agem sobre
o complexo receptor inotrépico do acido g-aminobutirico (GABA), ou seja, ligam-se
aos receptores do GABA bloqueando os canais de cloro e sua ativagao. O GABA
€ o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC) de
vertebrados e a auséncia de inibigdo sinaptica causa uma hiperexcitabilidade do
SNC (13,61). Em condicbes normais, o neurotransmissor GABA se liga ao
receptor GABA estimulando a abertura dos canais de Cl, permitindo o influxo de
cargas negativas (ions Cl-) para o interior do citoplasma, tornando o potencial de
membrana neural mais negativo. Em seguida, verifica-se um efeito repressor dos
disparos dos impulsos nervosos e do influxo continuo de CI- para o interior da
célula (28).

Além dos efeitos neurologicos, frequentemente sao detectadas
manifestacbes cardiovasculares apdés a exposicdo dos individuos a estes
compostos (62). Algumas das mais frequentes manifestagdes cardiovasculares
ocorridas por intoxicagbes de inseticidas piretroides, organoclorados e
organofosforados, s&o as variagdes eletrocardiograficas, tais como o

prolongamento do intervalo Q-T e arritmias cardiacas do tipo Torsade de Pointes
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(TdP). Estes efeitos podem ser explicados pelo aumento da duragéo do potencial
de acéo induzido pelos inseticidas (28).

Os canais de sodio cardiaco sédo proteinas responsaveis pelo rapido curso
ascendente do potencial de agao e rapida propagacgao do impulso nervoso através
do tecido cardiaco. Assim, sua fungao é central na origem de arritmias cardiacas
(63). Entretanto, apesar da importancia dos canais de sédio cardiaco, pesquisas
que relacionem interacdes dos canais de soédio com piretroides ainda sao
escassas (28,60). Um estudo realizado com midcitos ventriculares de gatos
concluiu que a deltametrina aumentou a duracdo do potencial de acédo e produziu
mudangas cinéticas no canal de sédio cardiaco, semelhantes as induzidas por
piretréides no canal de s6dio da membrana nervosa (28).

Alteragdes histopatolégicas também tém sido atribuidas as intoxicagdes por
piretréides. Latuszynska et al (50), verificaram alteragbes histopatolégicas no
cérebro de ratas apos trés semanas da aplicacdo dérmica de cipermetrina e
cloropirifés. Observou-se um aumento da densidade do citoplasma das células do
cértex cerebral, das células de Purkinje do cerebelo. Os autores verificaram que
as alteragdes histoldgicas persistiram por mais de trés semanas apds o final do
periodo experimental.

A deltametrina foi sintetizada por Elliot et al (25, 26), como o primeiro
piretréide contendo a porcao alfa-ciano-3-fenoxibenzil. Foram descritos (34) os
sinais de intoxicagdo por deltametrina que sdo observados apds ingestdo ou
administracdo intravenosa. Entre estes se destacam a salivagdo excessiva,
seguida de movimentos abruptos das patas e movimentos convulsivos
progressivos, chamados de coreoatetose.

Para a avaliagdo mutagénica da deltametrina em ratos, Shukla & Taneja
(64) utilizaram o teste de dominancia letal, importante medida de genotoxicidade.
Os resultados sugeriram que a deltametrina apresentou baixo ou nenhum
potencial genotoxico em células germinativas dos animais experimentais. Em
outros estudos, a deltametrina também apresentou resultados negativos em
Salmonella typhimurium, células V (fibroblastos utilizados em estudos de
toxicidade) de hamster chinés, células de medula 6ssea de camundongos € no

ensaio letal dominante ligado ao sexo em camundongos. No entanto, em outro
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experimento realizado em ratos, a deltametrina induziu aberracdes
cromossbmicas e micronucleos. O potencial mutagénico de cada piretroide
depende de sua estrutura molecular, de intensidade de exposicédo e de velocidade
de degradacdo. Como possuem meia-vida curta no ambiente, ndo bioacumulam e
tem pouca mobilidade, esses inseticidas apresentam baixo potencial genotdxico
(66). Alguns agrotoxicos podem causar cancer e a literatura cientifica também
apresenta trabalhos sobre a mutagenicidade dessas substancias. Os riscos da
ocorréncia desses efeitos adversos dependem da estrutura molecular do
composto, da dose e da intensidade de exposicdo. Poucos relatos sao
encontrados na literatura para que se possa chegar a alguma conclusédo sobre a
agao carcinogénica dos piretroides. Shukla et al (65) verificaram que a
deltametrina ndo demonstrou ser um promotor, mas um iniciador de neoplasmas
em camundongos Entretando os autores advertem a auséncia de estudos sobre a
promogdo carcinogénica. O fenvalerato, por exemplo, apresentou
carcinogenicidade em ratos (67).

Efeitos no sistema reprodutivo (teratogenicidade) foram verificados em ratas
prenhes tratadas com diferentes doses (1; 2,5 e 5 mg kg'1p.c.) de deltametrina. Foi
observada uma maior incidéncia de mortes embrionarias precoces nos animais
tratados com o inseticida, em relagdo ao grupo controle. A deltametrina causou
nos fetos retardamento no crescimento, hipoplasia dos pulmdes, dilatacdo da
pelve renal, além de aumento no peso da placenta. Alguns autores tém indicado
que os produtos da hidrélise de permetrina sdao mais citotéxicos do que o
composto original, e que apresentam potencial como agentes de desregulagao
enddcrina (68, 69, 70).

A suscetibilidade de um organismo a agentes quimicos pode variar segundo
a idade. As criangas sao particularmente vulneraveis a exposigao aos agentes
quimicos presentes no ambiente, devido a suas caracteristicas fisiologicas —
demandam mais agua e alimentos do que os adultos. Estudos demonstraram que
ratos recém-nascidos sao sensiveis aos piretroides, e esta sensibilidade é maior
quanto menor for a idade do animal (7,71). Os casos mais severos de
envenenamento por piretroides foram relatados em criangas, sugerindo a

ocorréncia de uma ineficiente hidrolise dos ésteres piretrum nesses individuos
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(72). O figado e os rins, principais 6rgaos de biotransformacado e excrecao de
substancias toxicas, sao os alvos mais frequentemente afetados pelos inseticidas
piretréides (73).

Consideragoes Finais

Os agrotoxicos piretréides sintéticos sdo muito utilizados na agricultura
mundial e em saude animal, também sendo importante sua utilizagdo em saude
publica e na saude humana. Atualmente existe um evidente risco aumentado a
saude humana, em fungdo da exposicdo a estes compostos, seja direta, ou
indiretamente devido ao ndo cumprimento da legislagdo regulatéria. Dentre as

diversas formas de exposigao, a principal € a exposicao pela via oral.

Tendo em vista os fatos cientificos a respeito dos piretrdides, faz-se
necessario realizar mais pesquisas sobre esse grupo de agrotdxicos para garantir
sua seguranga de uso, bem como intensificar a fiscalizagdo, visando o

cumprimento da legislagdo em vigor.
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EFEITOS DA DELTAMETRINA NA EXCITAGAO E CONDUGAO
CARDIACA E NA RESPOSTA AO ESTRESSE OXIDATIVO EM
RATOS WISTAR

Resumo

A deltametrina, um inseticida piretroide sintético, € muito utilizada na agricultura
mundial e na saude animal, sendo também importante sua utilizacdo em saude
publica e na saude humana. Diante da vasta exposicdo a que os seres humanos e
organismos nao-alvo podem estar submetidos, estudos sobre toxicidade deste
inseticida em mamiferos se faz necessario. Assim, os objetivos do presente
trabalho foram os de avaliar a excitagdo e condugdo cardiaca e a ocorréncia de
estresse oxidativo em ratos Wistar adultos machos, submetidos a administracao
oral aguda do inseticida deltametrina. Para tal, foram utilizados 50 ratos Wistar
machos com 60 dias de vida, pesando em meédia 200 + 10g, os quais foram
distribuidos em 4 grupos experimentais, sendo um grupo controle e os outros 3
com diferentes dosagens (10%DL50, 25%DL50 e 100% DL50) de deltametrina.
Foi utilizado o exame de ECG, que € uma forma de diagndstico rapido, simples, e
que apresenta resultados que podem expressar com fidelidade as alteragdes
elétricas do coragdo. Verificou-se uma redugdo significativa da frequéncia
cardiaca, sugerindo acgao toxica da deltametrina no nodo sinusal. A associagéo da
reducao da FC ao prolongamento do intervalo RR e a maior duragdo do complexo
QRS sugere provavel prejuizo da condugao elétrica ventricular induzida pelo
piretréide. Ainda, a reducgdo significativa da amplitude R ratifica a alteracédo no
processo de despolarizagédo ventricular, como sugerido anteriormente. A amplitude
P ndo se mostrou alterada sugerindo que n&o ocorreram alteragdes na excitacéo e
conducgéo elétrica atrial. Ocorreu um aumento progressivo do infradesnivelamento
do segmento ST, entretanto, como a onda T mostrou-se positiva e sem alteragdes
significativas na sua amplitude, em todos os grupos estudados, n&do podemos
sugerir a possibilidade de a deltametrina ter induzido isquemia miocardica. Ja, os
intervalos QT e QTc n&o foram significativamente diferentes entre os grupos

estudados, entretanto, o grupo DMT100 apresentou valores mais elevados em
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relagdo aos demais grupos, ainda assim n&o ha indicativo de risco de morte
subita. Contudo, sdo necessarios mais estudos para esclarecimento desta
possibilidade. Avaliou-se, ainda, a resposta dos tecidos cardiaco, tecido alvo do
estudo, e do hepatico ao estresse oxidativo, ja que o figado é 6rgdo onde ocorre a
biotransformacado dos piretroides. Sabendo-se que as trocas idnicas celulares
influenciam diretamente a excitacdo e condugao cardiaca e que essas trocas
dependem da permeabilidade das membranas celulares (prejudicadas em um
organismo exposto ao estresse oxidativo), essa avaliagao torna-se importante na
avaliacao do efeito da deltametrina sobre o coracdo. O estresse oxidativo pode
levar ao desenvolvimento e (ou) agravamento de doengas cardiovasculares.
Sendo assim, mediu-se nos tecidos do coragao e figado, a atividade das principais
enzimas antioxidantes (catalase, superdxido dismutase, fosfatase alcalina e
glutationa S-transferase) e quantificou-se a enzima glutationa reduzida e o
principal produto da lipoperoxidagdo, o malondialdeido. Os resultados mostraram
que a exposigcao aguda por via oral a deltametrina, causa estresse oxidativo tanto
no figado como no coragédo de ratos Wistar machos adultos. Concluiu-se que a
deltametrina causou aumento do estresse oxidativo e este pode ter ocasionado as

alteracdes na conducgao e excitagao cardiaca verificadas.
Palavras-chave: deltametrina, eletrocardiograma, catalase, superéxido

dismutase, fosfatase alcalina, glutationa transferase, glutationa reduzida,

malondialdeido, isquemia, estresse oxidativo.
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STUDY OF THE EFFECTS OF DELTAMETHRIN IN THE
STIMULATION AND CARDIAC CONDUCTION AND IN THE
RESPONSE TO OXIDATIVE STRESS IN WISTAR RATS

Summary

Deltamethrin, a synthetic pyrethroid insecticide is widely used in world agriculture
and animal health, also its use being important in public and human health. The
wide exposure to which humans and non-target organisms may be subjected to
studies on mammalian toxicity of this insecticide is necessary.

Thus, the purpose of this study was to evaluate the stimulation and cardiac
conduction and the occurrence of oxidative stress cardiac and liver in adult male
Wistar rats exposed to acute oral administration of deltamethrin. We used 50 male
Wistar rats with 60 days old, weighing on average 250g, which were divided into
four experimental groups, with a control group and the other with three different
dosages (10% LD50, 25% and 100% LD50 LD50) deltamethrin.

It was used the electrocardiogram examination, since it is a form of simple and
rapid diagnosis and presents results that can express with fidelity the cardiac
function by being very sensitive regarding the electric alterations of the heart.
There was a significant reduction in heart rate, suggesting the toxic effect of
deltamethrin in the sinus node. The association of the HR decrease and increase
of the prolongation RR interval and QRS duration suggests probable loss of
ventricular electrical conduction induced by pyrethroid. Still, the significant
reduction of the amplitude R ratified the amendment in the process of ventricular
depolarization, as suggested above. The amplitude P was not changed concluding
that no changes in atrial electrical conduction and excitation. There was a
progressive increase in ST-segment depression, however, as the T wave was
positive and no significant change in its amplitude in all groups, we can not suggest
the possibility of deltamethrin have induced myocardial ischemia. Already, the QT
and QTc intervals were not significantly different between groups, however, the
group DMT100 showed higher values compared to other groups, yet there is no

indication of risk of sudden death. Still more studies are needed to clarify this
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possibility. We evaluated also the response of cardiac tissue, target tissue of the
study, and hepatic oxidative stress, since the liver is where is the biotransformation
of pyrethroids. Knowing that the ion exchange cell directly influence cardiac
conduction and excitation and that these changes depend on the permeability of
cell membranes, being damaged in an organism exposed to oxidative stress, such
assessment becomes important in evaluating the effect of the deltamethrin on the
heart. Oxidative stress may lead to the development and (or) aggravation of
cardiovascular diseases. So, was measured in the tissues of the heart and liver,
the activity of the antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase, alkaline
phosphatase, glutathione transferase, glutathione reduced) and the main product
of lipid peroxidation, the malondialdehyde. The results showed that acute exposure
to deltamethrin orally, causes oxidative stress in both the liver and the heart of
adult male Wistar rats. It was concluded that deltamethrin caused increased
oxidative stress and this may have caused changes in cardiac excitation

conduction and verified.

Keywords: deltamethrin, electrocardiogram, catalase, superoxide dismutase,
alkaline  phosphatase, glutathione transferase, reduced  glutathione,

malondialdehyde, ischemia, oxidative stress.
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Introducao

A demanda por alimentos acompanha o crescimento da populagdo mundial,
e este tem sido desenfreado, exigindo um sistema complexo de cultivo, transporte,
estocagem e processamento de produtos agricolas. Em decorréncia deste
aumento, o amplo uso de agrotéxicos, sem os cuidados necessarios, tem
contribuido para a degradagao ambiental, a incidéncia aumentada de intoxicagdes
ocupacionais, incluindo casos de envenenamento humano agudo e crénico e
ingestao de alimentos com teores de residuos além do permitido pela legislagéao
em vigor. Dos inseticidas mais utilizados atualmente no mundo destacam-se os
piretréides sintéticos derivados das piretrinas (Oliveira-Silva et al., 2005; ANVISA,
2008).

Nos insetos, os piretroides exercem o efeito “knock-down”, que causa a
paralisacdo do mesmo devido a um aumento da duracdo da abertura dos canais
de sddio. Esses agrotoxicos também exercem esse efeito sobre os canais de
soédio nos vertebrados, interferindo na sua abertura e fechamento, prolongando o
tempo de entrada dos ions sdédio (Na®) para o interior da célula neural, efeito
semelhante ao observado nas intoxicagdes por DDT (De la Cerda, 2002). Outro
canal ibnico afetado no sistema nervoso central € o do cloro (ClI"). Em
concentracdes relativamente altas, sofrem acao dos piretroides do tipo Il sobre o
complexo receptor ionotropico do acido s-aminobutirico (GABA), ou seja, ligam-se
aos receptores do GABA, blogueando os canais de cloro e sua ativacdo. O GABA
€ o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC) de
vertebrados e a auséncia de inibicdo sinaptica causa sua hiperexcitabilidade
(Bloomquist, 2007; Manna, 2004; De la Cerda et al., 2002).

Assim como o tecido nervoso, as células cardiacas possuem canais de
soédio (Spencer et al., 2001; Ludomirsky et al, 1982), proteinas responsaveis pelo
rapido curso ascendente do potencial de ag&do e rapida propagac¢ado do impulso
nervoso através do tecido cardiaco (Shukla, 2000). Portanto, além dos efeitos
neuroldgicos, frequentemente sido detectadas manifestagdes cardiovasculares

apos a exposig¢ao dos individuos aos piretroides. A conducao e excitagao cardiaca
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iniciam-se a partir de um potencial de agdo gerado espontaneamente no nddulo
sino-atrial sofrendo interferéncia do sistema nervoso autbnomo.

O coracao é formado por dois sincicios: atrial e ventricular. Os sincicios
possibilitam as células cardiacas uma maior interconexao entre suas membranas
celulares, o que repercute em alta permeabilidade entre as mesmas. Os sincicios
facilitam a difusao ibnica e a propagacgao de potenciais de agédo entre uma célula a
outra com uma velocidade muito rapida. A divisdo do coragcdo em dois sincicios
permite que os atrios se contraiam um pouco antes da contragao ventricular, o que
€ fundamental para o enchimento ventricular.

Normalmente, o impulso que ira despolarizar o coragédo € gerado no nédulo
sino-atrial, estrutura que cobre uma area de poucos milimetros quadrados, situada
no atrio direito, proximo a desembocadura da veia cava superior. No seu interior,
as células apresentam uma morfologia irregular, com didmetro inferior a 10 micra,
contendo miofilamentos esparsos, juntando-se em pequenos grupos, separados
por tecido conjuntivo frouxo. Uma das principais caracteristicas do nédulo sino-
atrial € a abundante inervagao por fibras autonédmicas (Gyuton, 2002).

O eletrocardiograma (ECG) é um registro de voltagens, decorrentes de
eventos elétricos cardiacos. Assim, o ECG registra as ondas de despolarizagao e
repolarizacao atrial e ventricular. O primeiro ECG foi obtido em 1902 por Willen
Einthoven, citado por Rosen (2002). Esta técnica avanga no tempo e continua a
ter grande utilidade para identificar area de necrose no coragdo do homem e de
animais (Mill et al., 1990; Rosen, 2002). Dessa forma, alteragdes das propriedades
elétricas do coragdo, em geral, associam-se a ocorréncia de doenga
cardiovascular e o ECG ¢ utilizado como instrumento para auxiliar no diagnéstico
das cardiomiopatias (Dhingra et al., 2005). O ECG, além de ser muito utilizado no
diagnostico de doengas cardiovasculares no homem (Sosnowski et al., 2005), é
também muito eficiente nos estudos em animais de experimentagdo (Lombard,
1959; Normann et al., 1960; Bonilha et al., 2005). Portanto, a eletrocardiografia &
uma técnica simples e nao invasiva, com ampla aplicabilidade experimental no
diagndstico de arritmias, hipertrofia (Sosnowski et al., 2005), isquemia e infarto do
miocardio (Zeymer et al., 2005).
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A interpretacdo do ECG permanece muito empirica e € importante
estabelecer o mecanismo relacionado entre o processo celular e o ECG. Em
condigdes fisioldégicas normais, a heterogeneidade do potencial de agédo no
miocardio e sua correspondente corrente iOnica determinam as ondas ou
deflexbes do ECG na ativagéo (despolarizagcéo) e na recuperacao (repolarizagao)
(Gima & Rudy, 2002). Os valores dos componentes do ECG em ratos normais
diferem principalmente na voltagem e na duragdo dos seus eventos. O ECG
normal no rato assemelha-se ao do homem, com exceg¢dao das variaveis
temporais. Entretanto, certas diferencas importantes necessitam ser apontadas.
As deflexdes P, Q, R, S e T sdo semelhantes no homem e no rato. No rato é
caracteristica a auséncia ou o encurtamento do segmento ST e a onda T positiva.
A onda R esta presente em todas as derivagdes (Sambhi et al., 1959). A onda P
representa a despolarizagao atrial, ou seja, ela registra o momento em que
acontece a contragdo atrial. Em seguida este estimulo vai passar pelo nodo A-V,
ndao podendo ser detectado no eletrocardiograma, produzindo uma linha
isoelétrica, que fica entre a onda P e o complexo QRS. O complexo QRS
representa a despolarizagdao do ventriculo, enquanto a onda T representa a
repolarizagdo ventricular, que acontece ao final do periodo de eje¢cdo. O tamanho
da onda é determinado pelo conjunto dos potenciais de agdo que acontecem
numa determinada area. Caso a amplitude da onda seja muito grande, significa
dizer que pode haver uma hipertrofia cardiaca, como ocorre num individuo com
hipertensdo ou em um atleta que apresenta uma hipertrofia fisiologica. Na Figura 1
esta representado o eletrocardiograma padrao de seres humanos.
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Figura 1: Eletrocardiograma padrao (Guyton, 2002)

Atualmente, mamiferos, incluindo o ser humano, peixes e o ecossistema de
modo geral estdo continuamente sendo expostos direta ou indiretamente a
diversos contaminantes quimicos e efeitos adversos podem se manifestar como
resposta a toxicidade dessas substancias (Barata et al., 2005).

O metabolismo normal dos organismos aerdbicos ocasiona reagdes de
oxidagdo essenciais, principalmente porque o elemento oxigénio atua como
aceptor de elétrons no sistema de fluxo de elétrons, sendo responsavel pela
geracgao de energia via fosforilagdo oxidativa (Lushchak, 2006). Durante a fungéo
celular normal de células aerébicas, sdo produzidas espécies reativas do oxigénio
(EROs) (Figura 2) e, além disso, elas também podem ser produzidas pelo
metabolismo intracelular de compostos exdgenos, o que leva a peroxidagao
lipidica, a oxidagcao de algumas enzimas e a oxidagao e degradagao de proteinas
(Matés, 2000). Podemos citar como EROs o radical anion superoxido (Oge-),
peréxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxila (OHe), sendo que estas
espécies possuem alta reatividade quimica (Barata et al., 2005). Na Figura 2 esta
representada a redugéo do oxigénio a espécies reativas.
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Reducio do oxigénio a espécies reativas

O, +te— 0,7 Radical superéxido

0,7+ H,O — HO, " + OH Radical hidroperoxil

HO; *+e"+H — H,O, Peréxido de hidrogénio

H,O, + e— *OH+ OH~ Radical Hidroxila

Figura 2: Espécies reativas do oxigénio

O estresse oxidativo tem se tornado um assunto importante para a
toxicologia. A exposi¢ao a alguns xenobidticos, especialmente poluentes quimicos
toxicos, pode produzir um desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes, onde a
quantidade gerada do primeiro € maior, induzindo possiveis danos oxidativos (Uner
et al., 2005; Almroth et al., 2008). Os metais de transicdo (quinonas, corantes,
herbicidas e compostos nitro aromaticos) sdo conhecidos por suas propriedades
redox de ciclismo e seu potencial de causar estresse oxidativo (Kappus e Sies,
1981; Ames et al., 1993 ; Imlay e linn, 1988; S; Livingstone, 2001). Essa situagao
inicia o estresse oxidativo em sistemas bioldgicos: danos aos tecidos, inflamacgéo,
doencgas degenerativas e envelhecimento (Sohal et al., 2002; Finkel e Holbrook,
2000). O envolvimento do Citocromo P450 na produgcdo de EROs é de interesse
adicional em toxicologia, porque ele estad envolvido no metabolismo de
xenobioticos (Fridovich, 1978).

A exposicao, aguda ou crbnica, a espécies pro-oxidantes pode provocar um
aumento na produgao de radicais livres em diversos organismos vivos e, se 0S
sistemas de defesas antioxidantes forem ineficientes para alcangar a homeostasia
redox, ocorre uma situagao de estresse oxidativo (Ahmad et al., 2000; Uner et al.,
2005). Diversos autores ja evidenciaram estresse oxidativo em mamiferos e peixes
expostos a diferentes agrotoxicos (Sayeed et al., 2003; Bagnyukova et al., 2005;
Zhang et al., 2005; Peixoto et al., 2006; Moraes et al., 2007).

A maior fonte de radicais livres organicos e EROs s&o endogenas,
particularmente via metabolismo e bioativagao de xenobidticos. O anion superoxido
e os radicais hidroxila, que sao conhecidos por causar danos oxidativos a
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importantes biomoléculas (Sies, 1997 ), sdo os mais estudados das EROs. Esta
bem estabelecido que a inversao do spin do superoxido mitocondrial, durante a
transferéncia de elétrons para o oxigénio, € uma importante fonte de EROs. O O,~
oxida vitaminas antioxidantes (tocoferdis e acido ascorbico), catecolaminas e tidis,
inativa varias enzimas, tais como catalase (CAT) e peroxidases (Kono e Fridovich,
1982 , Blum e Fridovich, 1985). O radical hidroxila (HO"), com uma duragédo de
alguns nanosegundos, € o radical livre de maior importancia biologica e
toxicologica. Devido ao seu potencial oxidativo e a reatividade indiscriminada, é
potente com componentes celulares, como lipidios das membranas bioldgicas,
proteinas de enzimas e DNA (Stadtman, 2000; Richter, 1987; Jackson e Loeb,
2001). A natureza polianidbnica das membranas celulares e do DNA proporciona
uma base para a adesao de cations de metais, através de reacgdes do tipo fenton,
que ocorrem adjacentes a esses alvos criticos, gerando radicais hidroxilas com o
dano oxidativo subsequuente (Ercal et al., 2001). As reac¢des de oxidagcédo de
proteinas envolvem a propagacao de diversos radicais e EROs e os resultados sédo
modificagdes oxidativas das cadeias laterais do acido aminado. Espécies reativas
do oxigénio mediam clivagem de peptideos. Essas reacdes de peptideos com os
produtos da oxidagcdo de lipidios e carboidratos, bem como a formacido de
derivados carbonilicos das proteinas, acumulam-se durante o processo de
envelhecimento e ocasionam patologias como a aterosclerose (Dean et al., 1997;
Berlett e Stadtman, 1997). Existem evidéncias de que a oxidagdo das proteinas
pode contribuir para o envelhecimento e ocasiona doengas nos sistemas bioldgicos
(Goto e Nakamura, 1997 ; Davies et al., 1999).

Estudos experimentais mostraram que o dano oxidativo as proteinas leva
ao acumulo de formas modificadas das enzimas que estdo envolvidas no
envelhecimento (Wolff e Dean, 1986). Esta acumulagao durante o envelhecimento
reflete uma perda da capacidade dos organismos para degradar as proteinas
oxidadas, com efeitos subsequentes sobre a fidelidade nos mecanismos de
transcrigdo (Duikan et al., 2000; Lushchak & Bagnyukova, 2006).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agcdo das EROs, porém
a membrana celular € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagéo

lipidica, que acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade destas
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membranas. Consequentemente ha perda da seletividade na troca ibnica e
liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas,
e formagéo de produtos citotdéxicos (como o malondialdeido), culminando com a
morte celular. A lipoperoxidagdo (LPO) também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da toxicidade de
xenobidticos. Assim como na formagado das EROs, nem sempre os processos de
lipoperoxidagao sao prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reagédo da
resposta inflamatdria. Todavia, o excesso de tais produtos pode ser prejudicial ao
organismo.

O processo de LPO é iniciado pela reagdo de um radical livre com um acido
graxo insaturado e propagado por radicais peroxilas. Esse processo resulta na
formacéao de hidroperodxidos lipidicos e aldeidos, tais como o MDA, que podem ser
detectados em amostras bioldgicas e utilizados para avaliar a ocorréncia de
estresse oxidativo. O processo de LPO influencia a fluidez da membrana e a
integridade das biomoléculas associadas com a membrana (Almroth et al., 2005).
A intensidade da LPO deve ser avaliada de acordo com os niveis dos produtos
primarios ou, ainda, com os produtos finais da peroxidacdo, como por exemplo, o
MDA.

As consequéncias do aumento das concentragdes de radicais livres tanto
podem ser a lesdo celular como a perda da fungao fisioldgica. Muitos compostos
ja foram relacionados como indutores da produgdo de radicais livres e tém o
potencial de promover estes tipos de lesdo. A interagdo de varios xenobioticos
com a cadeia de transporte de elétrons leva a um aumento nas taxas de
superéxido através de dois diferentes mecanismos: alguns desses compostos
estimulariam o estresse oxidativo ao bloquearem o transporte de elétrons,
diminuindo a disponibilidade de carreadores em niveis acima do local da inibigao.
Outros, porém, estimulariam a producao de superoxido, ao aceitarem um elétron
de um carreador da cadeia respiratoria e depois fazendo a transferéncia deste
elétron para o O,, estimulando a formacao de superdxido sem, no entanto, inibir a
cadeia respiratéria. Ao longo dos ultimos 40 anos, tem sido identificada uma
variedade de fontes mitocondriais de superdxido, incluindo complexos da cadeia

respiratoria e enzimas (Turrens, 2003). A formagao de grande parte de superdxido
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no cérebro, em condicbes normais, pode ser atribuida, primariamente, ao
Complexo | da cadeia respiratoria. Aléem do mais, o Complexo | € a fonte primaria
de EROS em uma variedade de processos patolégicos que abrangem desde o
processo de envelhecimento até a Doenca de Parkinson.

Foi demonstrado, que inseticidas piretréides inibem a cadeia respiratoria em
mitocéndrias de ratos na altura do Complexo |. Essa inibigao favorece a formacao
de superéxido na mitocéndria aumentando a ocorréncia de apoptose celular sendo
que esses eventos estdo associados a doengas neuroldgicas degenerativas e ao
envelhecimento. Em estudos feitos com ratos expostos oralmente a piretroides,
foram constatadas mudancgas nas propriedades fisico-quimicas da bicamada dos
eritrocitos e modificagbes na atividade das enzimas antioxidantes (Barja e Herrero
1998; Barja 1999; Gassner et al. 1997).

Os organismos aerobicos possuem uma diversidade de defesas
antioxidantes para proteger a célula contra os danos ocasionados pela produgao
de EROs. O sistema antioxidante pode ser enzimatico e ndo-enzimatico. O n&o-
enzimatico € composto por substadncias como a glutationa, o acido ascérbico, o
tocoferol, entre outros. As principais enzimas antioxidantes sdo a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a fosfatase alcalina, a glutationa transferase
(GST) e a glutationa reduzida (GSH) (Zhang et al., 2005, Trenzado et al., 2006). A
GST representa uma importante ferramenta para a detoxificagdo de xenobidticos.
As enzimas CAT e SOD tém papéis complementares na detoxificacdo do perdxido
de hidrogénio (Barata et al., 2005) (Figura 3)

paravidase  yap
superdxido dismutase MADHG 2H,0
- - +
DE +1:f?rE +2H —D2+H2£}2
/cﬂ:afﬂn e 2 HED + DE
I lZDE

Figura 3. Sistema antioxidante. Disponivel em:
http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/oxygen.jpg, acessado em Dez/2010.
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A CAT é uma das mais importantes enzimas do sistema antioxidante. Essa
enzima se localiza nos peroxissomos e é responsavel pela detoxificagao do H,O,
(Zhang et al., 2005). A fosfatase alcalina hidrolisa compostos fosfomonoésteres e
atua em reacdes de transfosforilagdo. A glutationa reduzida (GSH) esta implicada
na prevencdo de inumeras doencas promovidas pelo estresse oxidativo, tais
como, aterosclerose, angina pectoris, infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral, artropatias, diabetes, envelhecimento, incluindo ainda muitas outras
doencgas, inclusive o cancer (Halliwell, 1999 & 2000; Andrade et al.2002; Drdge,
2003; Ames et al., 1993 ; Davies, 1995 ).

Os piretroides estdo entre os inseticidas de maior sucesso devido a sua
seletividade de alvo, baixa toxicidade aguda para organismos n&o-alvo (mamiferos
e outros animais) e auséncia de residuos na biosfera. No entanto, a indugao do
estresse oxidativo e a alteragdo do sistema antioxidante por piretréides tém sido
evidente em pesquisas (Maiti et al, 1995; Gupta et al, 1999; Kale et al, 1999a).
Ainda, alteracbes das membranas por acao dos piretréides sobre a velocidade de
abertura dos canais de sodio e de calcio podem interferir tanto na atividade do
sistema nervoso central quanto na excitagao e condugao cardiaca, podendo alterar
a eletrofisiologia do coragdo. Porém, ainda existem poucos estudos sobre o efeito
téxico agudo dos piretroides, tanto na fungao cardiovascular quanto no efeito redox
homeostatico negativo (Bloomquist, 2007; Manna, 2004). Assim, o presente estudo
teve por objetivo avaliar a excitagcdo e conducdo cardiaca e a ocorréncia de
estresse oxidativo em ratos Wistar adultos machos, submetidos a administragao
oral aguda do inseticida deltametrina.

Metodologia

Protocolo do Experimento

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos, com 60 dias de vida e média
aproximada de peso de 200 + 10g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais foram alojados
em gaiolas individuais no biotério da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

UNICAMP (LEB-FEA).
51



Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em
gaiolas, dois animais por gaiola, sob temperatura de 22 + 2 °C com ciclos de 12
horas claro/escuro, tendo sido submetidos a uma semana de aclimatagao antes do
inicio do experimento. Os animais receberam racdo Labina da marca Purina e
agua a vontade. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob protocolo n°.
2119-1.

O protocolo de trabalho consistiu em dose unica, por gavagem, de um
percentual (%) da dose letal 50 (DLsp) da deltametrina (DMT). O valor considerado
de DLsp da deltametrina foi de 128 mg Kg'1p.c. (Glomot & Chevalier,1976). Os
animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos. Cada grupo continha 10
animais, conforme o seguinte procedimento experimental:

» Grupo Controle (CO): recebeu 5 mL de 6leo de milho;

» DMT10: recebeu 10% do valor da DLs, da deltametrina (3,2 mg/5mL de dleo de
milho);

» DMT25: recebeu 25% do valor da DLsy da deltametrina (8 mg/5mL de dleo de
milho);

» DMT100: recebeu 100% do valor da DLsp de deltametrina (32mg/mL de dleo de
milho).

Procedimento experimental

1) Sob jejum de 12 horas, os ratos foram anestesiados com cetamina +
xilazina (90 e 10 mg kg' p.c., respectivamente) através de injecdo
intramuscular. Antes dos anestésicos fazerem o efeito, foi introduzida uma
sonda flexivel para a gavagem com espera externa para conectar a seringa.
Para tanto, foi introduzido um tubo flexivel de poliuretano esterilizado
através do esodfago do roedor, tubo este que tinha diametro aproximado de
3 mm devidamente esterilizado. Para a introdugdo do tubo, o animal foi
elevado da bancada apés o pingamento na base do pesco¢co com a mao
esquerda, deixando o peso do corpo se alinhar ao tronco com a forca da
gravidade. O tubo flexivel foi conduzido a partir do lado esquerdo da boca
do animal com ele ainda acordado. Os ratos foram entdo posicionados em

supina sobre uma prancha de poliuretano com as patas dianteiras e
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traseiras fixadas com fita cirargica. Os eletrodos de agulha foram
introduzidos subcutaneamente. A prancha ficou levemente inclinada a
aproximadamente 35°. A respiracdo se manteve espontanea para registro
do ECG.

2) Apds 5 min. de registro do ECG, administrou-se a deltametrina conectando-
se ao tubo flexivel uma seringa descartavel contendo a deltametrina,
conforme dosagem prevista para cada grupo, e marcou-se nos registros o
instante exato em que a dose foi administrada. Foi adicionado 1 mL de 6leo
de milho para limpeza de residuos de deltametrina na sonda, dando-se
continuidade ao registro eletrocardiografico por mais 30 min.;

3) Apos término do ECG, prolongou-se o efeito anestésico nos animais
induzindo a morte dos mesmos;

4) Imediatamente, apés a morte dos animais, foram retirados o figado e o
coragao para analises bioquimicas de estresse oxidativo. Os tecidos foram
acondicionados e armazenados a -80 °C.

Ensaio Piloto para tempo de registro do eletrocardiograma

O tempo de duragdo de registro do ECG (30 min.) apos a ingestdo da
deltametrina foi determinado através de ensaio piloto no qual foi avaliada a
alteracao eletrocardiografica maxima induzida pela deltametrina. Para tanto, foram
utilizados 10 ratos com 60 dias de idade, com peso aproximado de 200 £+ 10g, os
quais foram anestesiados e preparados para leitura do ECG conforme descrito
anteriormente. A leitura do ECG foi realizada durante 60 min., tendo sido
verificado pelos registros eletrocardiograficos que a alteragcdo maxima se deu, em
média, aos 30 min. do inicio dos mesmos, sendo este 0 momento estabelecido

para induzir a morte dos animais.
Avaliacao do grau de pureza da deltametrina

O grau de pureza da deltametrina utilizada nos ensaios biolégicos foi
avaliado utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detetor UV (HPLC-
UV). Para tanto, foi utilizado padrao de deltametrina da marca Flukla (pureza 99,7
%). A fase movel utilizada consistiu de agua:metanol, 50:50 v/v, modo isocratico.
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Foi utilizada uma coluna de fase reversa (C18). A eluicdo da deltametrina

aconteceu apo6s 13 min do inicio da corrida cromatografica.

Eletrocardiograma

Os ratos foram anestesiados com cetamina + xilazina (190 mg kg™ p.c + 10
mg kg™ p.c, i.m.), tendo como veiculo de diluigdo a solugdo de cloreto de sédio
0,9% (salina). Os animais foram fixados na posicdo supina para registros
eletrocardiograficos sob respiragdo espontanea. Os registros foram feitos com
eletrodos em forma de agulha, implantados subcutaneamente, utilizando
eletrocardiografo computadorizado PowerLab ADInstruments de quatro canais
MLS360/7 e ECG Analysis Module LabChart (HENKENS, I.R; 2007). Os
parametros eletrocardiograficos analisados foram: frequéncia cardiaca, intervalo
RR, amplitude da onda P, Intervalo QRS, amplitude da onda R, segmento ST,
amplitude da onda T, intervalo QT e intervalo QTc (intervalo QT corrigido pela
frequéncia cardiaca, segundo a féormula de Bazzett (QTc = QT / V (RR), sendo RR

= 60/frequéncia cardiaca).
Analises Bioquimicas

O figado e coragéo foram retirados dos animais, pesados e armazenados a
-80 °C. Ambos os tecidos foram descongelados a 5 °C, aproximadamente durante
12h, e homogeneizados em Ultra-turax T25 (lka-Labortechnik) na presenca de
tampéao Tris-HCI-KI 50 mM, pH 7,2, na proporgao de 1 para 3 partes de tecido. Em
seguida foram realizadas duas centrifugagdes por 20 min. a 10.000 x g, a 4 °C,
cada uma e as amostras armazenadas em biofreezer a -80 °C, até a realizacao
das analises.

Homogeneizados de amostras do coragao e do figado foram utilizados para
determinar a formagdo de malondialdeido e glutationa reduzida e mensurar a
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa transferase, e

fosfatase alcalina.
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1. Malondialdeido (MDA)

A concentragdo de MDA foi determinada conforme descrito por Uchiyama &
Mihara, 1978. Para tanto, homogeneizados do coragéo e figado foram adicionados
ao substrato de N-methyl-2-phenylindole (MPO) e acido cloridrico (HCI),
realizando a leitura em 590 nm. Os resultados sdo expressos em nM/ug de

proteina.
2. Glutationa Transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada utilizando-se o método de HABIG et al.
(1974), usando como substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A atividade foi
mensurada durante 10 min., com leitura a cada minuto e expressa em nmol/min/ug

de proteina.
3. Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH foi determinada pelo método de Bleuter (1957),

expressa em pmol/ug.

4. Superdéxido Dismutase (SOD)

A determinacao da atividade da SOD foi realizada conforme relatado por
Winterbourn et al., 1975, avaliando-se a redugdo do NTB (nitro blue tetrazolium)
pelo anion superoxido, gerado pela hipoxantina/xantina oxidase a 37 °C. A reagéo
pela SOD foi inibida em banho de gelo, seguida a leitura espectrofotométrica,
monitorando a formacdo de formazan a 560nm. Os dados foram expressos em

unidades de densidade 6ptica por pug de proteina.

5. Fosfatase Alcalina (FA)

A atividade da FA foi determinada conforme descrito por Martins et al.,
2001, utilizado o reagente 4-nitrophenyl phosphato disodium (p-NPP, 37mM) como
substrato. A atividade da enzima foi determinada nos tempos zero, 30, 60 e 90

min. por espectrofotometria e expressa em nmol/min/ug proteina.
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6. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme descrita por Cohen et al.
(1970) utilizando-se triton X-100 para solubilizar a CAT e aumentar seu nivel
observavel. Peréxido de hidrogénio foi adicionado a cada amostra para iniciar a
reacao e, apés 3 min., acido sulfurico (H,SO4) foi adicionado para parar a reagéao.
Em seguida foi utilizado permanganato de potassio (KMnO4) que, ao reagir com o
peréxido de hidrogénio (H20;), forma o complexo que foi lido em 480 nm, os
resultados foram expressos em unidades por mg de proteina utilizada, dados

expressos em unidades de densidade Optica por min por ug proteina tecidual.
Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média dos grupos com o
respectivo desvio padrao (+ SD). A analise estatistica foi realizada utilizando-se do
teste Anova one-way, seguido pelo teste de Bonferroni (analises bioquimicas) e
pelo teste de Tukey (analise eletrocardiografica) para comparag¢ao entre os grupos
experimentais (GAD & WEIL, 1994). Os calculos foram realizados pelo software
Graph-Pad Prism, v 3.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). Foi considerado

p<0,05 como nivel de significancia.
RESULTADOS

Eletrocardiograma
» Frequéncia Cardiaca (BPM)

Os dados obtidos indicam que houve redugao significativa da frequéncia
cardiaca dos animais que receberam deltametrina (doses equivalentes a 10%,

25% e 100% da DLsp) em relacao ao grupo controle (Figura 4).
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Figura 4. Frequéncia Cardiaca. Valores de batimentos por minuto (bpm) expressos como média + SD. CO:
Grupo controle; DMT10: 10% da DLso da deltametrina; DMT25: 25% da DLsg da deltametrina; DMT100: 100%
da DLsp da deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.

> Intervalo RR

A analise estatistica mostrou que houve aumento da duragdo do intervalo
RR nos grupos DMT25 e DMT100, em relagc&o ao controle (Figura 5).
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Figura 5. Intervalo RR. Valores em milissegundos (ms) expressos como média £ SD. CO: Grupo controle;
DMT10: 10% da DLsp da deltametrina; DMT25: 25% da DLsy da deltametrina; DMT100: 100% da DLso da
deltametrina; p < 0,05 para (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.
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» Amplitude P

Observou-se que nao houve diferenga significativa entre os grupos estudados
(figura 6)
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Figura 6. Amplitude da onda P. Valores em milivolts (mV) expressos como média + SD. CO: Grupo controle;
DMT10: 10% da DLsp da deltametrina; DMT25: 25% da DLsy da deltametrina; DMT100: 100% da DLso da
deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.

» Complexo QRS

Os resultados demonstraram que houve aumento significativo na duragao
do complexo QRS nos grupos DMT25 e DMT100, em relagdo ao controle (figura
7).
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Figura 7. Duracédo do complexo QRS. Valores, milissegundos (ms) expressos como média + SD. CO: Grupo
controle; DMT10: 10% da DLsp da deltametrina; DMT25: 25% da DLsy da deltametrina; DMT100: 100% da
DLso da deltametrina; p < 0,05 para (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.
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» Amplitude R

A analise estatistica mostrou que houve reducéo significativa da amplitude
da onda R (figura 8) nos grupos que receberam deltametrina, em relagdo ao grupo

controle.
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Figura 8. Amplitude da onda R. Valores, milivolts (mV) expressos como média + SD. CO: Grupo controle;
DMT10: 10% da DLso da deltametrina; DMT25: 25% da DLsy da deltametrina; DMT100: 100% da DLsp da
deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.

» Amplitude ST

Observou-se um infradesnivelamento, aparentemente dose-dependente, do
segmento ST dos grupos que receberam deltametrina, em relagdo ao controle,

embora n&o tenha sido significativo.
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Figura 9. Segmento ST. Valores em milivolts (mV) expressos como média + SD. CO: Grupo controle; DMT10:
10% da DLso da deltametrina; DMT25: 25% da DLsg da deltametrina; DMT100: 100% da DLsp da deltametrina;
p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.
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» Amplitude T

Os dados apresentados na figura 10 indicam que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos expostos a deltametrina e o grupo controle.

Amplitude T
0.06
o lmm T |
>
[S
0.02
0.00-

co DMT10 DMT25 DMT100

Figura 10. Amplitude da onda T. Valores em milivolts (mV) expressos como média + SD. CO: Grupo controle;
DMT10: 10% da DLsp da deltametrina; DMT25: 25% da DLsp da deltametrina; DMT100: 100% da DLso da
deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.

> Intervalo QT

Os dados obtidos (figura 11) indicaram que n&o houve diferencga

significativa entre os animais expostos a deltametrina e os do grupo controle.
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Figura 11. Intervalo QT. Valores em milissegundos (ms) expressos como média + SD. CO: Grupo controle;
DMT10: 10% da DLsp da deltametrina; DMT25: 25% da DLsy da deltametrina; DMT100: 100% da DLso da
deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.
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> Intervalo QTc

Os dados obtidos do intervalo QTc n&o revelaram diferencas significativas

entre os grupos estudados (Figura 12) .

Intervalo QTc
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Figura 12. Intervalo QTc. Valores em milissegundos (ms) expressos como média + SD. CO: Grupo controle;
DMT10: 10% da DLsp da deltametrina; DMT25: 25% da DLsy da deltametrina; DMT100: 100% da DLso da
deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT25, (¢) CO x DMT100; n=10.

Analises Bioquimicas
1. Malondialdeido (MDA)

No tecido do coragdo houve redugdo significativa, dose dependente, da
concentragdo de malondialdeido dos grupos expostos a deltametrina em relagao
ao grupo controle (Figura 13 A). Ja no figado, houve aumento significativo,
também dose dependente, dos grupos expostos a deltametrina em relagdo ao

grupo controle (Figura 13 B)
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Figura 13. Malondialdeido no tecido cardiaco (A) e no tecido hepatico (B) (nM/ug proteina). Valores expressos
como média = DP, de significancia, sendo CO: Grupo controle; DMT10: 10% DLso da deltametrina; DMT25:
25% DLso da deltametrina; DMT100: 100% DLsg da deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x
DMT 25, (c) CO x DMT100; n=10.

2. Glutationa Transferase (GST)

Os dados apresentados na Figura 14 indicam que no coragdo houve
reducao significativa da atividade da GST dos grupos expostos a deltametrina em
relagdo ao grupo controle independente da dose a que foram expostos (Figura 14
A). Efeito oposto foi verificado no figado onde os grupos expostos apresentaram
aumento da atividade da GST em relagao ao grupo controle, sendo que somente
o grupo DMT 100 apresentou diferencga significativa em relagdo ao CO (Figura 14
B).
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Figura 14. Atividade da enzima Glutationa S-Transferase (nmol/min/ug de proteina) no tecido cardiaco (A) e
no tecido hepatico (B). Valores expressos como média + DP, p<0,05 de significancia, sendo CO: Grupo
controle; DMT10: 10%DL50 da deltametrina; DMT25: 25%DL50 da deltametrina; DMT100: 100%DL50 da
deltametrina; p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT 25, (¢) CO x DMT100; n=10.
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3. Glutationa Reduzida (GSH)

No tecido cardiaco, houve aumento significativo (p<0,05) da concentracao
da GSH dos grupos expostos a deltametrina em relagdo ao grupo controle (Figura
15 A). No tecido hepatico também houve aumento significativo da concentragao da
GSH, porém unicamente do grupo DMT 100 (100% DLs, de deltametrina) em

relagdo ao grupo controle (Figura 15 B).
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Figura 15. Atividade da enzima Glutationa reduzida (umol/pg) no tecido cardiaco (A) e no tecido hepatico (B).
Valores expressos como média + DP, p<0,05 de significancia, sendo CO: Grupo controle; DMT10: 10% DLso
da deltametrina; DMT25: 25% DLso da deltametrina; DMT100: 100% DLso da deltametrina; p < 0,05 para (a)
CO x DMT10, (b) CO x DMT 25, (c) CO x DMT100; n=10.

4. Superdéxido Dismutase (SOD)

No coragao, houve reducado significativa da atividade enzimatica desta
enzima nos grupos expostos a deltametrina, em relagéo ao grupo controle (Figura
16 A). Também houve redugao significativa da atividade da GSH no figado do
grupo de 100% DL50 em relagdo ao grupo controle, nao tendo sido verificada

diferenca entre os grupos DMT10 e DMT25 em relagdo ao grupo CO (Figura 16
B).
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Figura 16. Atividade da enzima Superéxido Dismutase (U/mg de proteina) no tecido cardiaco (A) e no tecido
hepatico (B). Valores expressos como média + DP, p<0,05 de significancia, sendo CO: Grupo controle;
DMT10: 10% DLso da deltametrina; DMT25: 25% DLso da deltametrina; DMT100: 100% DLso da deltametrina;
p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT 25, (c) CO x DMT100; n=10.

5. Fosfatase Alcalina (FA)

No coragado, nao foi verificada alteragcdo significativa da atividade da FA
entre os grupos expostos a deltametrina e o grupo controle. Ja, no figado, houve
aumento significativo da atividade dessa enzima nos grupos expostos em relagao

ao controle (CO).
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Figura 17. Atividade da enzima Fosfatase alcalina (nmol/min/ug de proteina) no tecido cardiaco (A) e no tecido
hepatico (B). Valores expressos como média + DP, p<0,05 de significancia, sendo CO: Grupo controle;
DMT10: 10% DLso da deltametrina; DMT25: 25% DLso da deltametrina; DMT100: 100% DLso da deltametrina;
p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT 25, (c) CO x DMT100; n=10.
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6. Catalase (CAT)

No coragdo houve aumento significativo, dose dependente, da atividade da
CAT dos grupos que receberam deltametrina em relagcao ao grupo controle (Figura
18 A). Ja no figado houve reducgao significativa da atividade da CAT dos grupos
que receberam 25% e 100% da DL50 de deltametrina em relagdo ao grupo

controle (Figura 18 B).
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Figura 18. Atividade da enzima Catalase (U//min/ug de proteina) no tecido cardiaco (A) e no tecido hepatico
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(B). Valores expressos como média + DP, p<0,05 de significancia, sendo CO: Grupo controle; DMT10: 10%
DLso da deltametrina; DMT25: 25% DLso da deltametrina; DMT100: 100% DLso da deltametrina; p < 0,05 para
(a) CO x DMT10, (b) CO x DMT 25, (¢) CO x DMT100; n=10.

7. Relagdo MDA/GST

No coracdo, houve reducgéo significativa, dose dependente, da relagcdo
MDA/GST entre os grupos expostos a deltametrina e o grupo controle (Figura
19 A). No figado ndo houve diferencas significativas entre todos os grupos
(Figura 19 B).
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Figura 19. Relagdo Malondialdeido (MDA) e Glutationa S-transferase no tecido cardiaco (A) e no tecido
hepatico (B). Valores expressos como média + DP, p<0,05 de significancia, sendo CO: Grupo controle;
DMT10: 10%DL50 da deltametrina; DMT25: 25%DL50 da deltametrina; DMT100: 100%DL50 da deltametrina;
p < 0,05 para (a) CO x DMT10, (b) CO x DMT 25, (¢) CO x DMT100; n=10.
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Discussao

Inseticidas piretroides podem causar intoxicacdo por exposi¢cao dérmica,
inalatdria e oral (WHO, 2008). Intoxicagao intencional por piretréides, muitas vezes
ocorre por via oral em tentativas de suicidio podendo também ocorrer através da
ingestdo de alimentos contaminados com esses agrotoxicos devido ao né&o
cumprimento das boas praticas agricolas. A intoxicagao por piretréides por via oral
€ mais grave do que por exposicao dérmica, pois a biodisponibilidade dos
piretréides por absorgcado gastrica é de 36%, enquanto a biodisponibilidade por
absorcéo dérmica € de apenas 1% (Ray, 2000).

A intoxicagao por piretréides provoca dois tipos de sindromes: (1) sindrome
T (por piretroides tipo 1), caracterizada por tremores finos, hiperexcitabilidade
reflexa, ativagdo simpatica e parestesia (Matsunaga, 1987; Bradberry, 2005) e (2)
CS sindrome (por piretréides tipo Il), caracterizada por coreoatetose, salivagéo,
tremores grosseiros, moderada hiperexcitabilidade de reflexo, ativagao simpatico,
parestesia e convulsdes. As manifestagdes sistémicas da intoxicagdo por
piretroide podem comecgar a partir de 4 h apos a exposig¢ao e durarem até 48 h do
inicio da mesma (Ray, 2000).

Os resultados da analise eletrocardiografica revelaram que a deltametrina,
nas trés doses utilizadas, promoveu diminuicdo da frequéncia cardiaca
(bradicardia) e aumento do intervalo RR, em relagdo ao grupo controle. Nossos
resultados estdo de acordo com Santos (2008), a qual verificou, no mesmo
laboratorio deste estudo, que ratos Wistar recém-desmamados, que receberam
por via oral, durante 30 dias, deltametrina e permetrina (nas doses de 1/10 do
valor da DLsy, do piretréide) apresentaram reducgao significativa da frequéncia
cardiaca (Santos, 2008).

Magdalan et al (2009) relataram bradicardia seguida de assistolia em
paciente com intoxicagao aguda por piretroide. Os autores atribuiram tal fato as
alteracdes na sensibilidade as catecolaminas induzida por inseticidas piretroides,
as quais poderiam prejudicar a condugéo elétrica cardiaca. Outra possibilidade
poderia ser a interferéncia da deltametrina sobre a atividade nervosa autonémica
(simpatico e parassimpatico) no nédulo sino atrial. Assim, num futuro préximo,

pretendemos determinar a variabilidade da frequéncia cardiaca uma vez que tal
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procedimento permite avaliar a integridade funcional do sistema nervoso
autébnomo sobre o coragao.

Nao observamos alteragées na amplitude da onda P e, consequentemente,
no processo de excitagao atrial e conducao elétrica atrial. Entretanto, os animais
que receberam deltametrina apresentaram maior duracdo do complexo QRS, bem
como menor amplitude da onda R, em relagdo ao grupo controle, sugerindo
alteracgdes na excitagao elétrica ventricular. Nossos resultados concordam com os
obtidos por Santos (2008), o qual observou prejuizo na condugao elétrica
ventricular em ratos submetidos a exposi¢cao oral sub-crénica de deltametrina e
permetrina.

Segundo Bhaskar et al (2010), inseticidas piretroides podem causar
disturbios na conducéo elétrica cardiaca, os quais podem gerar arritmias devido a
acao dos piretroides sobre canais de sddio presentes no coragdo. De fato, Vais et
al (2001) demonstraram que a deltametrina modificou a cinética de canais de
sodio presentes em neurdnios, induzindo persistente corrente de sédio
despolarizante ao potencial de membrana. Células cardiacas também sao ricas
em canais de soédio, estando sujeitas a acdo téxica de piretrdides. Segundo
Spencer et al (2001), piretréides prejudicam a inativacdo do influxo de sdédio
aumentando a proporgédo da corrente de inativagdo lenta a custa da corrente de
inativagao rapida, sendo que tal efeito € dose dependente. Tal fato pode repercutir
na variacdo dos intervalos entre os batimentos cardiacos e, consequentemente,
na intensidade da contragdo cardiaca, produzindo alteragcbes potencialmente
arritmogénicas. Assim, a exposicdo aguda, acidental ou ocupacional, aos
inseticidas piretroides podera aumentar a concentragédo plasmatica dos mesmos a
um nivel suficientemente capaz de alterar o fluxo idnico de sddio através de canais
neuronais e cardiacos, sendo que o tecido cardiaco ndo possui nenhuma
resisténcia especifica a agao toxica dos piretroides (Spencer et al, 2001).

Um estudo in vitro, realizado com miocitos ventriculares de gatos concluiu
que a deltametrina aumentou a duracdo do potencial de acdo e produziu
mudangas cinéticas no canal de sédio cardiaco, semelhantes as induzidas por
piretréides no canal de sédio da membrana nervosa (Dejonckheere, 1982). Estudo

in vitro, mostrou que todos os piretroides testados; a-cipermetrina, tetrametrina e
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tefluthrin, produziram mudangas similares nas propriedades eletrofisioldgicas de
miocitos cardiacos. Os piretréides a-cipermetrina e tefluthrin causaram um
aumento significativo na duragédo do potencial de agéo cardiaco. O prolongamento
do potencial de acdo causado pelo aumento de sodio para dentro das células
também podem afetar direta ou indiretamente o influxo de Ca** na célula,
causando uma reativagao das correntes de calcio levando a uma maior duragao
das despolarizagdes (Natarajana, 2004). Canais de calcio voltagem-sensiveis
atuam sobre o sistema cardiovascular. Evidéncias limitadas sugerem que os
piretréides atuem sobre os canais de calcio voltagem-sensiveis (VSCC) L do
coragao (Soderlund et al, 2002). No entanto, esses estudos referem-se
inteiramente a dados in vitro, ainda nao existem dados disponiveis de estudos in
vivo relativos a alteragdes provocadas por piretréides.

Além disso, segundo Spencer e Sham (2005), o influxo de sddio produz
abertura subsequente de canais de calcio em cardiomiocitos, prolongando a
duracgéo do potencial de agédo cardiaco (platd) permitindo, entdo, a reativagdo de
canais de calcio estendendo ainda mais a duracdo do potencial. Mecanismos
similares podem estar envolvidos na toxicidade dos piretréides in vivo
caracterizada, por exemplo, pelo prolongamento do intervalo QT.

Cabe mencionar que, durante o intervalo QT do ECG, ocorre toda a
atividade elétrica ventricular, ou seja, a despolarizagdo e a repolarizagao dos
ventriculos. Dessa forma, o aumento do intervalo QT constitui-se num evento
eletrocardiografico indicativo de arritmia, uma vez que os ventriculos estdo
sujeitos, nessa condigdo, a uma nova excitagdo sinusal antes de terem
completado o processo de repolarizagao. Tal fato pode acarretar em morte subita
por fibrilagao ventricular.

Nossos resultados demonstraram que os intervalos QT e QTc n&o foram
significativamente diferentes entre os grupos estudados, embora DMT100 tenha
apresentado valores mais elevados em relagdo aos demais grupos. Em estudo
sub crénico, Santos (2008), verificou prolongamento dos intervalos QT e QTc em
ratos recém desmamados e tratados por via oral com deltametrina, indicando
retardo no processo de despolarizagdo e repolarizag&o ventricular, sugerindo risco

de morte subita. Acreditamos, dessa forma, que a deltametrina pode ter alterado
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os fluxos ibnicos de sddio e calcio interferindo, assim, na excitacdo e conducao
elétrica ventricular. Outros estudos se fazem necessarios para esclarecer se tais
alteragdes prejudicam a fungéo ventricular. Para tanto, pretendemos analisar as
pressoes, forca de contragéo e eusitropismo ventricular dos grupos experimentais.

Nossos resultados eletrocardiograficos registraram, também, aumento
progressivo do infradesnivelamento do segmento ST, embora n&o significativo. No
eletrocardiograma normal, o segmento ST € um momento isoelétrico que antecede
a repolarizagdo com valores proximos a linha de base. Durante esse periodo o
coracdo encontra-se em sistole ventricular. Dessa forma, um infra ou
supradesnivelamento do segmento ST pode ser indicativo de processo isquémico
cardiaco. Entretanto, como a onda T mostrou-se positiva e sem alteracdes
significativas na sua amplitude, em todos os grupos estudados, nédo podemos
sugerir a possibilidade de a deltametrina ter induzido isquemia miocardica. Assim,
acredita-se que as alteragbes eletrocardiograficas estejam relacionadas ao
aumento do estresse oxidativo no tecido cardiaco, induzido pela deltametrina.

Pesquisas realizadas em varias espécies animais tém demonstrado que
piretréides causam dano oxidativo (El-Demerdash et al. 2003, Giray et al.
2001, Liu et al., 2008, Prasanthi et al. 2005).

No presente estudo, os resultados da reducdo de atividade de GST no
coragao e da SOD tanto no coragdo como no figado, corroboram os resultados
publicados por Kale et al. (1999b), os quais verificaram que a atividade dessas
enzimas foram significativamente diminuidas devido a administracdo oral de
deltametrina (Mokhtar, 2006). Conforme relatado na literatura, esse efeito pode ser
resultado da produgdo de radicais livres ou de uma acgao direta dos piretréides
sobre a sintese das enzimas (Oruc e Uner, 2000). Yu e Nguyen (1996) relataram
que grupos halogénio alquila ou arila contida nas moléculas de inseticidas
piretréides poderiam interagir com a GST.

Neste estudo, verificou-se o aumento da atividade da enzima CAT no
coracgao e da concentragao de GSH tanto no coragdo como no figado, assim como
a ocorréncia de lipoperoxidagado, corroborando aos resultados de outro estudo,
porém em eritrocitos de ratos, sob exposicédo oral aguda a piretréides. Kale et al

(1999b) relataram aumento na peroxidagao lipidica e correlagdo entre o estresse
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oxidativo e o estimulo na atividade das enzimas antioxidantes CAT, bem como na
concentracdo de GSH. O aumento da GSH nos eritrocitos, provavelmente pode
ser uma primeira resposta adaptativa ao aumento do estresse oxidativo em ratos
intoxicados por piretroides. No presente trabalho, os niveis de MDA no coracao
estavam reduzidos. Assim como a atividade da GST, a relagago MDA/GST
apresentou diminuicdo dose-dependente com o aumento da exposicdo a
deltametrina. Isso indica que apesar da reducédo de GST e do aumento do MDA no
figado, em fungdo do aumento a exposicédo a deltametrina, a CAT e a GSH
conseguiram atuar como potentes enzimas antioxidantes no coragao, visto que os
niveis de MDA no coragdo estavam baixos. Provavelmente, a molécula
de GST liga-se a inseticidas piretroides por mecanismo de sequestro,
acrescentando forca a defesa do organismo como forma passiva de
desintoxicagdo ou como facilitador. Portanto, €& razoavel sugerir que
a GST funciona como uma proteina que contribui para a agdo de outras enzimas
envolvidas na degradacéo de piretréides.

Estudo de exposicdo dérmica crbnica a permetrina em ratos mostrou
aumento significativo (p< 0,05) da concentracdo de MDA no plasma. Isso foi
registrado apds 45 ou 60 dias de tratamento com permetrina. No entanto, o
mesmo n&o foi detectado no tratamento apds 30 dias com permetrina (Chargui,
2010). Estudo in vitro com eritrécitos sob 4 horas de incubagado com ciflutrina-3,
um piretroide do tipo Il, verificou que houve reducao da atividade da GST e SOD e
aumento dos niveis de MDA (Sadowska-Woda, 2010).

A clivagem de piretréides, contendo o grupo alfa-ciano, forma cianohidrinas,
as quais sao instaveis sob condi¢des fisioldégicas e se decompdem em cianeto e
aldeido (WHO, 1990; Shan & Hammock, 2001). Os aldeidos e outros conjugados
lipofilicos também podem levar ao estresse oxidativo durante a intoxicagdo por
piretréides (Kale et al., 1999b).

Mokhtar (2006), em um estudo com ratos sob exposi¢céo oral durante 30
dias a deltametrina, verificou que a atividade enzimatica da FA aumentou
significativamente no plasma. Este autor também verificou aumento significativo (P
<0,05) nos niveis de lipidios plasmaticos totais (LP), colesterol, triglicérides (TG),

lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de densidade muito baixa
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(VLDL), enquanto o nivel de lipoproteina de alta densidade (HDL) diminuiu. O
aumento na atividade da fosfatase alcalina no plasma pode ser indicativo de leséo
hepatica e isso, consequentemente, provoca alteragdo da funcido hepatica,
justificando esse efeito sobre os niveis de lipidios séricos. Esses dados ratificam
os resultados do presente estudo, que evidenciam estresse oxidativo no figado
provocado pela deltametrina. Nosso estudo mostrou aumento dos niveis de MDA
hepatico, aumento da atividade enzimatica da FA, GST e GSH e redugao da SOD
e da CAT no figado. Em ratos, a ingestao fenvalerato durante 28 dias induziu
reducao da atividade da CAT no figado (Prasanthi, K et al, 2005).

Sendo este estudo de exposicdo aguda e mesmo assim tendo sido
verificados indicativos de comprometimento da fungdo hepatica, pode-se supor
que se o tempo de exposicdo a deltametrina fosse aumentado (crbénico) e os
niveis séricos de lipidios plasmaticos fossem determinados, provavelmente
também haveria aumento evidenciado dos lipidios séricos, pois ©

comprometimento hepatico teria sido agravado.

Conclusoes

Os resultados desse estudo mostram que a exposigdo aguda, por via oral, a
deltametrina causou redugéo significativa da frequéncia cardiaca e aumento do
intervalo RR, determinando a ocorréncia de bradicardia. O aumento da duragao do
complexo QRS e redugdo da amplitude R indicam alteragdes na excitagdo e
conducgéo elétrica ventricular, decorrente do efeito toéxico por parte deste piretréide.
A amplitude P nao se mostrou alterada, o que permite concluir que n&o ocorreram
alteragcdes na excitagdo elétrica atrial. Nossos resultados eletrocardiograficos
registraram, também, aumento progressivo do infradesnivelamento do segmento
ST, entretanto, como a onda T mostrou-se positiva e sem alteracdes significativas
na sua amplitude, em todos os grupos estudados, ndo podemos sugerir a
possibilidade de a deltametrina ter induzido isquemia miocardica. Ja os intervalos
QT e QTc nado foram significativamente diferentes entre os grupos
estudados.Entretanto, o grupo DMT100 apresentou valores mais elevados em
relagdo aos demais grupos.Mesmo assim, ficou descartado o risco de morte

subita. Sdo necessarios mais estudos para esclarecimento desta possibilidade.
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Verificou-se que a exposicdo aguda a deltametrina, por via oral, causou
estresse oxidativo no figado e no coragdo. O figado, quiga por ser o local da
biotransformacgao, apresentou maior quantidade de malondialdeido, produto da
lipoperoxidacdo, bem como aumento da atividade da FA que nesse caso
representa atividade celular voltada, preferencialmente, aos processos
antioxidantes, ja que houve aumento da atividade das enzimas glutationa S-
transferase (GST) e da concentragdo de glutationa reduzida (GSH), mesmo no
grupo DMT 100. A GST mostra-se aumentada devido a intensa destoxificagao do
figado na tentativa de biotransformar as moléculas de deltametrina em moléculas
mais polares. Ainda no figado, evidenciou-se redugdo da atividade das enzimas
SOD e CAT, levando a crer que ions superoxidos acumularam-se nas ceélulas
levando a uma rapida lipoperoxidacdo da membrana, o que explica o aumento do
MDA dose-dependente.

Ja, no coragao, verificou-se que, apesar do evidente estresse oxidativo,
niveis de MDA mostraram-se reduzidos. A atividade das enzimas, CAT e GSH,
estavam aumentadas, o que provavelmente tenha contribuido com que a
lipoperoxidacdo da membrana tenha sido controlada e por isso o MDA nao tenha
apresentado valores aumentados. A reducdo da atividade da GST mostra que,
possivelmente, a agao indireta de protecdo da GST, agregando-se a moléculas de
piretréides pode ter influenciado na redugao da atividade da mesma. A redugao da
SOD leva a crer que houve aumento de peroxido de hidrogénio intracelular.

Assim, além dos efeitos esperados da deltametrina sobre canais idnicos
das membranas das células desses o6rgdos, é possivel que as alteragbes
eletrocardiograficas verificadas estejam relacionadas ao aumento do estresse

oxidativo constatado neste estudo.
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Conclusoes Gerais

Os resultados deste estudo mostraram que a deltametrina é toxica ao
coracao, interferindo na excitagdo e conducdo elétrica cardiaca e causando
estresse oxidativo tanto no coragdo quanto no figado.

Quanto aos dados eletrocardiograficos, a alteragdo significativa da
amplitude R, e as altera¢des nao significativas, porém, sugestivas da FC, intervalo
RR, segmento ST, segmento T e amplitude P, indicam que seus efeitos podem
interferir no aumento da duragao da despolarizagao ventricular e a ocorréncia de
um infradesnivelamento do apice ventricular, sugerindo isquemia cardiaca. Esses
efeitos podem ser explicados, devido a deltametrina (piretréide do tipo Il), causar
um influxo mais demorado de sddio para o interior do midcito ventricular o que, em
um estudo crbnico, poderia efetivar a isquemia cardiaca. Tal consequéncia
também pode ser associada a possivel interferéncia da deltametrina na abertura
dos canais de caélcio/sédio, ocorrendo um aumento do influxo de calcio para o
interior das células musculares cardiacas, aumentando o tempo de contracao
ventricular. Neste estudo, os resultados refutam a idéia de risco de morte subita e
de arritmias, provavelmente pelo tempo de exposicéo ser curto.

A acdo da deltametrina no SNC pode estar influenciando os efeitos
observados no eletrocardiograma, sabendo-se que este piretréide é um potente
estimulador do sistema nervoso simpatico e que o mesmo interfere diretamente no
potencial de acdo cardiaco e, por consequéncia, na despolarizagdo e
repolarizacao atrial e ventricular. Este trabalho reforgca a tese de que, além dos
efeitos téxicos cardiovasculares sistémicos observados, também se pode supor
que estes efeitos sejam locais, ou seja, que o influxo de calcio e sddio acontecga
também nas células cardiacas, tal como acontecem nas células nervosas.

Os dados nao deixam duvidas sobre o fato de a deltametrina causar
estresse oxidativo no coragcdo e no figado. Resta saber se o estresse oxidativo
causa alteracao direta sobre os canais idnicos do coragao ou se a deltametrina
causa seu efeito somente de forma direta, alterando os canais ibnicos,
repercutindo em desequilibrio oxidativo. N&o é descartado que os dois tipos de

efeitos ocorram simultaneamente.
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Este estudo constatou alteragdes no sistema de conducao e excitacao
cardiaca e evidenciou estresse oxidativo no figado e no coragdo, mostrando que a
biotransformacdo da deltametrina no figado foi intensificada pelo sistema
enzimatico antioxidante. Ainda assim, por se tratar de um potente piretroide, a
exposi¢cao, mesmo sendo aguda, causou danos aos miécitos, o que também

poderia explicar as alteragdes eletrofisiologicas verificadas.
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ANEXO

a¥ CET S

CEUA/Unicamp

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2119-1, sobre "Avaliagdo cardiovascular e de
estresse oxidativo sobre o efeito téxico oral agudo do agrotoxico

deltametrina em ratos Wistar adultos machos”, sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes / Raqguel Apratto Maciel, esta de acordo

com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 03 de maio de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 2119-1, entitled "Cardiovascular evaluation and

oxidative stress on oral acute toxic effects of the pesticide deltamethrin in

adult male Wistar rats", is in agreement with the Ethical Principles for Animal

Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in
Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on May 3, 2010.

Campinas, 03 de maio de 2010.
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