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Resumo Geral
Ratos Wistar recém desmamados foram expostos, por via oral, a deltametrina

e permetrina para avaliacdo dos efeitos cardiotdxicos assim como o provavel efeito
protetor de fibras alimentares sobre a acao desses piretroides. O trabalho teve como
objetivos especificos a avaliacao eletrocardiogréfica, o estudo histoldgico do figado e
coracdo e a determinacdo de residuos no coracdo e figado dos animais
experimentais. Para tanto, o trabalho foi dividido em trés partes: 1) Ensaio agudo, 2)
Ensaio subcrénico, 3) Ensaio subcrdnico + administracdo de fibras. Na primeira fase
do experimento, os animais receberam doses equivalentes a 1/2 DL50, 1/5 DL50 e
1/10 DL50 de permetrina e deltametrina em dose Unica, com o objetivo de se
determinar a menor dose onde se observa efeito agudo (LOAEL). Durante o ensaio
biolégico, os inseticidas foram administrados por gavagem com a utilizacao de éleo
de milho (5 mL/kg) como veiculo. Os animais do grupo controle receberam apenas
6leo de milho, nas mesmas condicoes. ApOs a realizagdo dos eletrocardiogramas
(ECG) constatou-se que administracao de 1/10 DL50 de permetrina e deltametrina foi
a melhor dose para a realizagdo do ensaio subcronico de 28 dias. Durante o ensaio
subcrdnico, os piretroides foram administrados, diariamente, nas mesmas condi¢des
do ensaio agudo tendo sido verificado no ECG dos animais experimentais efeito
cronotropico negativo, prolongamento do intervalo PR e do complexo QRS,
sugerindo retardo na conducao dos estimulos dos atrios para os ventriculos. Além
disso, o prolongamento dos intervalos QT e QTc indicaram retardo no processo de
despolarizagdo e repolarizagdo ventricular, sugerindo risco de morte subita. O

complexo QRS apresentou maior prolongamento somente nos animais que



receberam a deltametrina. Na terceira fase do experimento, foi avaliado o possivel
efeito protetor da pectina (fibra soluvel) e da celulose (fibra insoluvel), sobre a acao
cardiotoxica dos piretréides, com a utilizacdo da dose testada no ensaio subcrénico.
A pectina se mostrou eficiente na reducao dos efeitos toxicos observados, ja que sua
presenca aumentou a freqiéncia cardiaca e reduziu o intervalo PR, QT e QTc além
do complexo QRS. A ingestdo de celulose nao alterou o quadro de toxicidade
observado nos animais submetidos as substancias testadas. Ap6s o término dos
ensaios subcrénicos, o coracao e o figado foram retirados dos animais experimentais
para a avaliacao histolégica. O coracdo dos animais ndo apresentou alteragcbes
histolégicas apds a exposicdo a ambos os piretréides, no entanto, os figados dos
ratos que ingeriram deltametrina apresentaram células inflamatérias, hapatécitos
irregulares, alteragbes citoplasmaticas, nucleo condensado e nucléolo indefinido. A
exposicao oral a permetrina induziu as mesmas alteragbes histoldgicas observadas
nos figados expostos a deltametrina, com excecao de infiltracées inflamatérias. A
administracdo de pectina na dieta reduziu todas as alteracées histologicas
observadas anteriormente. No entanto, a celulose ndo se mostrou eficaz na protecéao
dos tecidos contra os efeitos histolégicos dos piretrdides estudados. Ao final do
ensaio de toxicidade subcronica, os residuos de deltametrina e permetrina foram
determinados no figado e coragéo através do desenvolvimento/validagdo de método
por cromatografia gasosa acoplada ao detector de captura de elétrons, nao tendo

sido detectada a presenca destes residuos nos tecidos estudados (LD < 0.9/0.2 para

deltametrina e LD < 1/0.2 para permetrina em figado e coracao, respectivamente).



Summary

The study was conducted on male wealing Wistar rats. They were exposed, by
gavage, to deltamethrin and permethrin and the carditoxic effects of the pyrethroids
and protective effects of dietary fibres were determinated. The purposes of this study
were the eletrocardiographics evaluation, the histopathological study of the liver and
heart and the residues determination in heart and liver of the rats. For that, this worky
was divided in three parts: 1) Acute exposure, 2) Subchronic exposure, 3) Subchronic
exposure + dietary fibres. In the first step, the animals were exposed to LD50, 1/2
LD50, 1/5 LD50 and 1/10 LD50 of permethrin and deltamethrin to determinate the
lowest (LOAEL) dose which the acute effect could be observed. The insecticides
were administrated in corn oil (5 ml/kg), intragastrically, in a single dose. Parallel
studies were conduced in a control group that received only corn oil. The ECG
records showed that 1/10 LD50 dose of permethrin and deltamethrin was the best
dose for the conduction of subchronic assay. The experimental groups received the
pyrethroids once a day for 28 days, in the same conditions of the first study. The
subchronic poisoning resulted in negative chronotropism, prolongation of the PR
interval and QRS complex, suggesting decrease of the stimulus from the atriums to
ventricles. Besides, the prolongation of QT and QTc intervals indicated a decrease of
the despolarization and repolarization processes suggesting sudden cardiac death.
The QRS complex prolongation appeared only in the animals that received
deltamethrin. In the third fase, the possible protective effects of pectin (soluble fiber)
and cellulose (insoluble fiber) on pyrethroids cariotoxicity were evaluated. For this

study, 1/10 LD50 dose was utilizated. Pectin increased the heart rate and decreased



the PR, QT and QTc intervals and QRS complex, showing be efficient in reducing the
cardiotoxicity. The ingestion of cellulose did not change the effects in heart observed
in experimental animals. After the subchronic exposition, the heart and liver were
taken in order to evaluate histologic changes. No changes were observed in the
hearts of the rats exposed to both of pyrethroids. However, the liver of the animals
exposed to deltamethrin showed inflamatory cells, irregular hepatocytes,
cytoplasmatic changes, condensed nucleus and indefinite nucleolus. The permethrin
induced the same histological changes observed in the livers exposed to the
deltamethrin, exception of the inflamatory infiltrations. The pectin in the diet reduced
all the histological changes previously observed and the cellulose did not efficient in
the protection of the studied tissues. In the end of the subchronic essay, the tissue
residues levels of permethrin and deltamethrin in heart and liver were estimated by
gas chromatography with electron-capture detection. Residues of permethrin and

deltamethrin were not observed in the studied tissues. (LOD < 0.9/0.2 for deltamethrin

and LOD < 1.0/0.2 for permethrin in liver and heart, respectively).



Introducao e Objetivos

Dentre as doencas crbnicas degenerativas nao transmissiveis, as doencas
cardiovasculares sao responsaveis pela maior taxa de mortalidade em individuos da
maioria dos paises ocidentais. Sdo varias as causas atribuidas ao aumento da
incidéncia de doencas cardiacas e certamente estao envolvidos aspectos da dieta.

Algumas substancias, naturalmente presentes ou adicionadas aos alimentos,
podem aumentar o risco do desenvolvimento de alteragdes cardiovasculares, quando
ingeridas por longos periodos. Os agrotoxicos, por exemplo, sdo facilmente
encontrados em muitos alimentos que chegam a mesa da populagdo. Sao
substancias largamente utilizadas no controle de pragas e doencas das lavouras
garantindo uma produgcdo agricola em larga escala. No entanto, a utilizacao
inadequada de defensivos agricolas e a desobediéncia aos periodos de caréncia
propiciam a ocorréncia de residuos destas substancias nos alimentos acima do limite
maximo de residuo (LMR) estabelecido podendo ser altamente toxicos ao atingirem
espécies consideradas nao-alvo.

Os piretroides constituem uma classe de inseticidas bastante utilizados na
agricultura, pois apresentam baixa toxicidade em mamiferos, persistem pouco tempo
no ambiente, sdo efetivos contra um largo espectro de insetos e tendem a exibir
baixo desenvolvimento de resisténcia nos insetos (revisado por Soderlund et al.,
2002). Consequentemente, os piretrdides tém sido mais aceitos do que outros
inseticidas com maior persisténcia e toxicidade. No entanto, em alguns casos, a
utilizacdo de piretrdéides tem aumentado os riscos a passaros e/ou mamiferos

(Valentine, 1990; Ripley et al., 2001; Nasuti et al., 2003). Dessa forma, os piretroides



podem agir em outras espécies expostas acidentalmente durante a aplicacdo do
produto ou ingestdo de alimentos contaminados. Varios autores tém estudado a
permanéncia de residuos de agrotéxicos em diversas culturas (Dejonckheere et al.,
1982; Cabras et al., 1988; Sances et al., 1992; Ripley et al., 2001). E esperado que
baixos teores de residuos sejam encontrados nos alimentos, desde que a quantidade
do produto recomendada para utilizacdo em cada cultura seja obedecida. No
entanto, a natureza destes compostos sugere que seus residuos podem ser
degradados lentamente (Ripley et al., 2001), sugerindo que a exposicdo aos
piretréides pela populagdo ocorra principalmente através de residuos da dieta
(Heudorf e Angerer, 2001).

Assim como nos insetos, os piretrides exercem nos vertebrados uma potente
acao sobre os canais de sddio neural, interferindo na sua abertura e fechamento,
prolongando o tempo de entrada dos ions Na* para o interior da célula (Narahashi,
1996; Spencer et al., 2001; De la Cerda et al., 2002).

Os impulsos nervosos caracterizam-se como uma alteracdao na diferenca de
potencial elétrico através da membrana do neur6nio, alteracdo esta que se propaga
ao longo do mesmo. A interacdao de substancias quimicas com proteinas presentes
na membrana do neurbnio promove uma alteragdo na configuracdo espacial nas
proteinas associadas ao transporte de Na* através da membrana. Assim, a entrada
seqlencial de Na® é seguida de uma saida sequencial de ions K, processo
fundamental para a geragéo do potencial de agao (Zanetti, 2007).

Os inseticidas piretroides (deltametrina, cipermetrina, etc.) se ligam a proteina

associada ao canal de Na*, impedindo o seu fechamento. Como conseqliéncia, o



neurdnio ndo consegue voltar a condicao de repouso e, portanto, ocorre um bloqueio
na transmissdo de impulsos nervosos, induzindo o efeito “knock down” ou de rapida
paralisia nos insetos. Os mecanismos envolvidos na transmissdao de impulsos
nervosos em insetos sao muito semelhantes aqueles operantes em mamiferos, aves
e peixes. Por isso, muitos inseticidas neurotoxicos sao téxicos também a esses
organismos nao-alvo, incluindo, os seres humanos (Zanetti, 2007).

Assim como no sistema nervoso, 0 coragao possui canais idnicos presentes tanto
nas membranas das células auto-excitaveis como nas células contrateis (Spencer et
al., 2001). O potencial de acao cardiaco se inicia pelo influxo de sédio na membrana
das células que constituem o nodo sino-atrial (SA), propagando-se, pelo feixe inter-
nodal, ao nodo atrio-ventricular (AV), feixe de his e fibras de purkinje excitando,
dessa forma, as células contrateis atriais e ventriculares.

Por outro lado, sabe-se que alguns tipos de fibras alimentares se caracterizam
por remover substdncias do trato gastrointestinal ou atrasar sua absorcao.
Epidemiologicamente, a ingestao elevada de fibras alimentares estd4 associada com
a diminuicdo de mortes por doengas cardiovasculares decorrentes da ingestdo de
substancias presentes na dieta (Anderson et al., 1990).

Diante do importante papel na prevencao de doencas cardiacas atribuidas as
fibras alimentares e da significativa utilizagdo dos piretrides na produgao agricola, o
presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito cardiotdxico de piretroides
de uso permitido no Brasil, assim como o provavel efeito protetor de fibras

alimentares em relagao a esses efeitos, utilizando ratos Wistar recém desmamados.



Os objetivos especificos foram:

1. Avaliar o efeito da administracdo aguda e sub-crénica dos piretrdides
permetrina e deltametrina sobre parametros eletrocardiograficos em ratos Wistar
recém desmamados.

2. Avaliar o efeito de fibras alimentares (pectina/fibra solivel e celulose/fibra
insoluvel) sobre parametros eletrocardiograficos dos animais submetidos a
administracao subcrdnica de permetrina e deltametrina.

3. Avaliar aspectos morfolégicos no figado e coragdo dos animais submetidos aos
ensaios subcronicos

4. Desenvolver e validar um método analitico para quantificacao de deltametrina e
permetrina utilizando cromatografia gasosa acoplada ao detector de captura de
elétrons.

5. Determinar a presenca de residuos de piretroides no figado e coracdo dos

animais submetidos aos ensaios subcronicos.
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CAPITULO 1

Piretréides — Uma visao geral
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RESUMO: nos ultimos 50 anos, os inseticidas vém sendo utilizados na agricultura
brasileira para o controle e combate de pragas, garantindo o suprimento de alimentos
para uma populacdo em constante crescimento. Os inseticidas piretrdides surgiram
como alternativa aqueles de maior potencial toxico aos mamiferos e ao meio
ambiente, sendo, atualmente, utilizados como domissanitarios € no combate de
insetos vetores de doencgas, proporcionando, assim, um maior risco a populacao aos
efeitos adversos que essas substancias podem causar. Considerando que os
piretréides pertencem a classe de inseticida mais utilizada no mundo, o presente
artigo visa relacionar os principais aspectos e vantagens de seu uso no controle geral
de insetos, 0s riscos a saude que envolve a exposicdo dessas substancias por
individuos ndo alvos e aspectos analiticos na determinacdo de seus residuos em

diferentes matrizes.

PALAVRAS-CHAVE: Inseticidas piretrdides, vantagens de uso, efeitos adversos,

residuos, cromatografia.

Introducao

O uso de inseticidas € considerado importante e indispensavel para o aumento da
produtividade das éareas destinadas a agricultura, ja que os insetos sao grandes
responsaveis pelas perdas verificadas durante a producdo de alimentos. Os
inseticidas sdo também utilizados na pecuaria, em domicilios e em programas de
saude publica.

Evitar perdas na agricultura e garantir alimentos em quantidade e qualidade
adequados para uma populacdo em plena expansao tem sido o grande desafio de

especialistas de todo o mundo. Fato que contribuiu para a classificacdo do Brasil

como o 3°. maior consumidor de agrotdoxicos no mundo e o primeiro no dmbito da
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América Latina®>. O uso de agrotéxicos no Brasil alcangou, no ano de 2005, o
patamar de producado e comercializagao de, aproximadamente, 400 mil toneladas*®.

Muitos agrotoxicos tém seu uso proibido devido a sua elevada toxicidade em
mamiferos e/ou persisténcia no ambiente. Os organoclorados, grupo pioneiro dos
praguicidas sintéticos, tiveram seu uso agricola proibido no Brasil desde 1985, sendo
somente autorizados em campanhas de salde publica (Portaria n°. 329 de 02/09/85
do Ministério da Agricultura). Como consequéncia, as industrias agroquimicas vém
trabalhando na sintese e formulacdo de moléculas que sofram degradacao,
desaparecendo no ambiente em pouco tempo®. Assim, os piretréides tiveram seu
uso difundido como alternativa aos organoclorados, muito persistentes no ambiente,
e aos carbamatos e organofosforados que sdo muito téxicos, especialmente ao
sistema nervoso central.

Os piretréides sao, atualmente, os inseticidas mais utilizados, pois apresentam
baixa toxicidade em mamiferos, baixo impacto ambiental, sdo efetivos contra um
largo espectro de insetos e sdo necessarias baixas quantidades para exercerem sua
acao. No entanto, em alguns casos, a utilizagdo de piretrdides tem aumentado os
riscos & passaros e/ou mamiferos*® **: %6 Ainda, ensaios laboratoriais demonstraram
que os piretréides sdo muito tdxicos para peixes, abelhas e artrépodes aquaticos,
tais como lagostas e camardes®. Dessa forma, podem agir em outras espécies
expostas acidentalmente durante a aplicagdo do produto ou ingestdo de alimentos
contaminados.

Varios autores tém estudado a permanéncia de residuos de agrotdxicos em

diversas culturas'® ' *> %7 Assim, com a aplicagdo de baixos teores de inseticidas
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nos alimentos, € esperado que se encontrem baixos teores de residuos; embora a
natureza destes compostos sugira que os residuos podem ser degradados
lentamente®. Considera-se que a exposicdo aos piretrdides pela populacdo ocorra
principalmente através de seus residuos nos alimentos®. Diante desse fato, o
controle dos residuos de piretréides nos alimentos é de extrema importancia para a
observancia do Limite Maximo de Residuos (LMR), assim como do periodo de
caréncia, estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
Ministério da Agricultura.

Neste contexto, esta revisdo visa fornecer informagdes para o desenvolvimento
de novos estudos que relacionem os danos causados a individuos nao alvo apds a

exposicao a inseticidas piretroides

Piretréides — aspectos gerais e vantagens do uso

Os piretréides sao os derivados sintéticos das piretrinas, ésteres toxicos isolados
das flores das espécies de Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies
relacionadas*® %% %¢. As piretrinas foram utilizadas como inseticidas durante muitos
anos, devido a sua agao sob uma vasta variedade de insetos e a baixa toxicidade em
mamiferos, quando em circunstancias de uso adequado. Entretanto, as piretrinas
naturais apresentam grande instabilidade a luz solar e ao ar, o que diminui a sua
eficacia no controle de pragas da agricultura e de outros insetos'.

O uso dos piretréides sintéticos na agricultura iniciou-se na década de 70 apéds
mudanca estrutural introduzida nas piretrinas, para modificar a estrutura quimica com

o intuito de se obter substadncias com maior estabilidade e potencial inseticida.

14



Assim, a inclusdo de atomos de nitrogénio, enxofre e elementos halogénios as
piretrinas solucionou os problemas de estabilidade relacionados as substancias
naturais, enquanto manteve relativamente baixa a toxicidade aguda em mamiferos®
2 Com isso, os piretrdides tiveram seu uso aumentado e, consequentemente,
organismos ndo alvos foram mais expostos aos seus efeitos toxicos™. Entretanto,
cabe mencionar que apesar de serem moléculas pouco polares ndo se acumulam
em tecidos animais.

Os piretroides agem nos insetos com rapidez causando paralisia imediata e
mortalidade, efeito de choque denominado “Knock down™®.

As substancias deltametrina, permetrina e cipermetrina (Figura 1) sédo alguns
exemplos de piretréides utilizados no controle dos insetos das lavouras®. A
deltametrina € o piretroide mais téxico para vertebrados dentre todos os conhecidos
até o momento. O uso da deltametrina é excepcionalmente interessante ja que foi

obtida do isolamento de apenas um isémero (0 mais ativo, D-cis). Normalmente, os

piretréides sdo usados como misturas de dois ou mais isdmeros?.

Propriedades fisico-quimicas

Os piretroides ocorrem naturalmente como mistura de formas estereoisoméricas,
assim, assumiu-se que combinando todas as informagdes estereoisoméricas dentro
de uma unica categoria, todas as propriedades do piretroide estariam reunidas.

A atividade biol6gica dos piretréides é dependente da estrutura quimica e
configuragdo estérica. A toxicidade da mistura racémica varia com a razao cis/trans e

com as caracteristicas do veiculo usado. Os isbmeros cis demonstram uma
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toxicidade mais elevada em relacdo ao trans e o carregador ndo polar aumenta a
toxicidade de ambos isdmeros®® °>°. Assim, diferencas nas estruturas quimicas de
inseticidas (Figura 1) sdo importantes para a sua toxicidade.

A sensibilidade a luz varia entre os varios tipos de piretroides. Em agua, a
ciflutrina e a tralometrina apresentam vida média de 0,67 e 2,5 dias,
respectivamente. A lambda-cialotrina, esfenvalerato, deltametrina, permetrina e
cipermetrina ndo séo tao sensiveis e apresentam vida média variando entre 17 e 110
dias. A bifentrina e a fenpropatrina mostraram a menor sensibilidade a luz, com vida
média de 400 e 600 dias, respectivamente. Em solugdo aquosa, os piretroides
tendem a ser estaveis em pH &cido e neutro, mas tornam-se crescentemente
susceptiveis a hidrélise em valores de pH além do neutro. As excegbes em alto pH
séo a bifentrina e fenvalerato, consideradas estaveis e a permetrina, que apresenta
vida média de 240 dias®'.

Com o intuito de determinar as taxas de dissipacdo nas plantas, alguns
piretrdides foram utilizados no tratamento foliar de varios vegetais. Em geral, os
residuos de permetrina, cipermetrina e deltametrina apresentaram declinio nas suas
taxas de residuos atingindo concentracdes aceitaveis, dentro do intervalo pré-

colheita ideal®.
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Cipermetrina

[(RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS; 1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate] - 2 isbmeros

AASRe

Permetrina

C Cl

[3-fenoxibenzil (1RS, 3RS, 1RS, 3SR 1-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato] — 4 isbmeros.

CN

Deltametrina

C
Br. Br

[(S)-a-ciano-3 fenoxibenzil (1R, 3R)-3-(2,2 dibromovinil)-2,2 dimetilciclopropanocarboxilato] — 1 isémero.

COOH

o¥e

Acido 3-fenoxibenzéico — metabdlito da deltametrina e permetrina

FIGURA 1 — Estrutura quimica dos piretrides A cipermetrina B permetrina, C
deltametrina, e D metabadlito.
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Exposicao

Nos ultimos sete anos, a ANVISA vem monitorando através do Programa de
Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA), os teores de agrotéxicos
em alguns tipos de alimentos consumidos diariamente pela populacdo brasileira.
Este programa mostra a importancia da verificacdo da qualidade do alimento em
relagdo a presencga de agrotoxicos.

A exposicao aos piretréides pela populacdo ocorre principalmente via residuos
presentes nos alimentos® 8.

A ingestao ou inalagdo de pdé contaminado pode ser observada ap6s o uso de
inseticidas no interior de domicilios ou durante a aplicacdo do produto nas lavouras.
No entanto, devido a sua baixa volatilidade, os piretréides ndo sao detectados nas
residéncias ou o sdo apenas em baixas concentracdes®. Na lavoura, a exposicdo
por inalagdo ocorre devido a auséncia de equipamentos de protecéo individual ou
seu uso inadequado. Os aplicadores despreparados estdo também expostos a
contaminacao topica durante o manuseio negligente do produto, além dos riscos de
contaminacOes acidentais. Além dos aplicadores de campo, o0 vasto uso dos
piretroides expde aos seus possiveis efeitos toxicos, os trabalhadores encarregados
da producao e o ecossistema®®.

A quantidade de uma substancia que pode ser ingerida diariamente, durante toda
a vida, sem oferecer risco apreciavel para a satide humana (IDA)° permite avaliar o
risco da ingestao de residuos de agrotoxicos em alimentos. A IDA, determinada para
cada ingrediente ativo de agrotoxico, € estabelecida com base em estudos sobre as

propriedades fisico-quimicas, metabdlicas, farmacolégicas e toxicolégicas dos
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agrotoxicos, advindas dos estudos conduzidos com animais de laboratérios, e
realizados com procedimentos reconhecidos em nivel internacional®’.

A partir dos valores de IDA € possivel o estabelecimento dos limites maximos de
residuos (LMR) encontrados nos alimentos. Entende-se por LMR a quantidade
maxima de residuo de agrotéxico oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da
aplicacao adequada numa fase especifica, desde sua producao até o consumo,
expressa em mg do ingrediente ativo por kg de alimento®.

Os valores de IDA de alguns piretréides de uso permitido no Brasil e seus limites

maximos de residuo encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 Ingestao diaria aceitavel (IDA) e Limites maximos de residuos (LMR)

Piretroide IDA (mg.kg™.p.c.) LMR (mg.kg™)
Permetrina 0,05 0,01-0,5
Cipermetrina 0,05 0,02-0,1
Lambda-cialotrina 0,05 0,02-2,0
Fenpropatrina 0,03 0,01-2,0
Bifentrina 0,02 0,02-0,7
Deltametrina 0,01 0,05-1,0
Beta-cipermetrina 0,01 0,05-0,5

Fonte - ANVISA®
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Toxicocinética

Os piretroides sao rapidamente e extensivamente absorvidos pelo trato
gastrointestinal ap6s a administragao oral e pelo trato respiratério através da inalacao
de p6 ou spray. Entretanto, sdo fracamente absorvidos pela pele intacta e
apresentam acdo mais rapida em solvente polar quando comparado & agua® °2.
Todavia, alteracbes bioquimicas e histopatolégicas verificadas em varias regides do
cérebro de ratas, apds a exposicdo dérmica a uma mistura de cloropirifés
(organofosforado) e cipermetrina®?, comprovaram a absorcéo desses inseticidas pela
pele.

Ap6s a administracdo de uma dose oral Unica, os piretrdides sao rapidamente
absorvidos e distribuidos por todo o corpo®. Este comportamento foi comprovado
pelo estudo do balanco e retengcédo de cipermetrina nos tecidos de ratos através da
utilizacdo de marcadores ("C). O trabalho foi desenvolvido apds a administragao oral
de cipermetrina em doses que variaram de 1 a 5 mg/kg. Um dia apdés 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 pg/g no cérebro. Os niveis de residuos
diminuiram rapidamente em todos os tecidos, com excecéo do tecido adiposo'®. Na
ingestao da dose Unica, a maioria dos piretréides é rapidamente excretada pela urina
e fezes. Geralmente, em mamiferos, mais de 90% da dose é excretada no periodo
de uma semana apds exposicdo®2. Estudo realizado em ratos'® demonstrou que a
cipermetrina é rapidamente e principalmente eliminada pela urina, com excegéo de

uma pequena porgao do isémero cis que, apos atingir o tecido adiposo, foi eliminado
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com uma meia vida de 12 dias. Segundo os autores, a rapida eliminacdo do
inseticida pelos animais € devida, primeiramente, a clivagem eficiente da ligacao
éster proporcionando aumento dos metabdlitos polares, os quais serdo oxidados e
conjugados antes da excrecdo. Na administracao oral de doses diarias, os piretréides
atingem niveis estaveis nos tecido internos em poucos dias. Esses niveis persistem
durante todo o periodo de dosagem e decrescem quando a exposicdo cessa’.

Estudo realizado em homens estabeleceu uma comparacéo entre a recuperagao
de metabdlitos urindrios e a via de administragdo da cipermetrina. Os resultados
mostraram que a via oral de administracdo proporcionou uma absor¢do maior que a
dérmica, com valores médios de 36% e 1,2% da dose administrada,
respectivamente. Foi possivel verificar que, aproximadamente, 72% dos metabdlitos
eliminados pela urina foram excretados em 72 horas apds a administragéo oral da
cipermetrina, enquanto que o pico de excregao foi atingido entre 12 e 36 horas apds
a exposicao dérmica®.

Os compostos 1R, trans apresentam baixa toxicidade em mamiferos devido a
rapida hidrélise por esterases hepaticas®®. O estudo da retengdo tecidual de
cipermetrina realizado por Crawford et al.'®, demonstrou que os residuos derivados
dos isbmeros cis foram encontrados no tecido adiposo em niveis mais elevados do
que aqueles derivados dos isébmeros trans. Segundo os autores, é possivel que a
hidrélise da ligacdo éster ocorra no tecido adiposo, catalisada por uma lipase, e esta
hidrélise pode ter ocorrido mais rapidamente com o isémero trans.

A exposigao aos piretréides ocorre simultaneamente com outros agentes

quimicos ambientais ou farmacéuticos. Assim, €& necessario considerar a
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possibilidade dos piretréides compartilharem efeitos toxicos e mecanismos com
outras substancias quimicamente e funcionalmente nao relacionadas.

Em resumo, os piretréides sédo biotransformados rapidamente no organismo de
mamiferos, principalmente no figado. A reacao inicial de detoxificacdo é a hidrélise
da ligacao éster, seguida por reacoes de hidroxilacao através do sistema enzimatico
Citocromo P45 e reacdes de conjugacao. A biotransformacéao resulta na formacao de

compostos mais polares, o que facilita sua excrec¢ao pela urina.

Efeitos toxicologicos

Os efeitos da intoxicagcdo por piretréides estdo relacionados a sua estrutura
quimica. Os inseticidas sintéticos podem ser estruturalmente divididos em dois
grupos segundo a auséncia (tipo 1) ou presenca (tipo II) de um grupo ciano (CN) na
porcao fenoxibenzil®® *2 %7, Os piretréides do tipo | parecem agir principalmente nos
nervos periféricos causando a Sindrome do Envenenamento tipo | ou “Sindrome T7,
caracterizada por induzir, em ratos, tremores por todo corpo, comportamento
agressivo, aumento da sensibilidade aos estimulos externos, hiperexcitabilidade,
ataxia e convulsées. Em mamiferos ndo roedores causa paralisia progressiva. Os
piretréides tipo Il agem preferencialmente no sistema nervoso central induzindo a
Sindrome da Coreoatetose tipo Il ou “Sindrome CS” cujos sintomas de intoxicacao
séo hipersensibilidade, salivacdo abundante, agitacado das maos ou patas anteriores,
movimentos de escavar e tremores peridédicos que podem evoluir a coreoatetose e,

em alguns casos, & movimentos cldnicos repetitivos'® 45357,
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Assim como nos insetos, os piretrdides exercem nos vertebrados um efeito
significativo sobre os canais de sédio neural, interferindo na sua abertura e
fechamento, prolongando o tempo de entrada dos ions Na* para o interior da célula'®
4. 33, ofeito semelhante ao observado nas intoxicagdes por DDT. Os mamiferos
possuem varios canais de sédio de formato semelhante que variam em suas
propriedades biofisicas e farmacolodgicas, incluindo a sensibilidade aos diferentes
piretréides*! 5253

Em concentragdes relativamente altas, os piretrdides do tipo Il agem sobre o
complexo receptor inotrdpico do &cido y-aminobutirico (GABA), ou seja, ligam-se aos
receptores do GABA bloqueando os canais de cloro e sua ativacdo. O GABA é o
principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC) de vertebrados
e a auséncia de inibicdo sinaptica leva a uma hiperexcitabilidade do SNC® 37+ %

Em condigdes normais, o neurotransmissor GABA se liga ao receptor GABAa
estimulando a abertura dos canais de CI" permitindo o influxo de cargas negativas
(ions CI') 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®’.

Além dos efeitos neuroldgicos, freqliientemente sdo detectadas manifestagdes
cardiovasculares apds a exposicdo dos individuos a estes compostos'®. Algumas das
mais freqUentes manifestacdes cardiovasculares ocorridas durante intoxicagdes por

inseticidas piretrdides, organoclorados e organofosforados, sdo as variagbes

eletrocardiogréficas tais como o prolongamento do intervalo Q-T e arritmias
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cardiacas do tipo Torsade de Pointes (TdP)*. Estes efeitos podem ser explicados
pelo aumento da duracéo do potencial de acéo induzido pelos inseticidas'®.

Os canais de sodio cardiacos sao proteinas responsaveis pelo rapido curso
ascendente do potencial de agao e rapida propagacao do impulso nervoso através
do tecido cardiaco. Assim, sua fungdo é central na origem de arritmias cardiacas’.
Entretanto, apesar da importancia dos canais de sédio cardiaco, pesquisas que
relacionem interagdes dos canais de sédio com piretrdides ainda sdo escassas'® *°.
Um estudo realizado com midcitos ventriculares de gatos concluiu que a deltametrina
aumentou a duragédo do potencial de acéo e produziu mudangas cinéticas no canal
de sodio cardiaco, semelhantes as induzidas por piretroides no canal de sédio da
membrana nervosa'®.

AlteracGes histopatolégicas também s&o atribuidas as intoxicagbes por

.32 verificaram leves alteragdes histopatolégicas no

piretréides. Latuszynska et a
cérebro de ratas apds trés semanas da aplicacdo dérmica de cipermetrina e
cloropirifés. Observou-se um aumento da densidade do citoplasma das células do
cértex cerebral, camada CA 1 do hipocampo, area hilo dentata, neurécitos do nucleo
do talamo e das células de Purkinje do cerebelo. Os autores verificaram que as
alteragdes histologicas persistiram por mais de trés semanas apdés o final do periodo
experimental.

Alguns agrotéxicos podem causar cancer e a literatura cientifica também
apresenta trabalhos sobre a mutagenicidade dessas substéncias. Os riscos da

ocorréncia desses efeitos adversos dependem da estrutura molecular do composto,

da dose e da intensidade de exposicao .
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Para a avaliacdo mutagénica da deltametrina em ratos, Shukla & Taneja™
utilizaram o teste de dominancia letal, importante medida de genotoxicidade. Os
resultados sugeriram que a deltametrina apresentou baixo ou nenhum potencial
genotdxico em células germinativas dos animais experimentais. Em outros estudos, a
deltametrina também apresentou resultados negativos em Salmonella typhimurium,
células V79 (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 experimento realizado em ratos, a
deltametrina induziu aberragdes cromossémicas e micronucleos (Chauhan et al.,
1997; Gandhi et al., 1995; Agarwal et al., 1994, citados por Grizolia, 2005)*. O
potencial mutagénico de cada piretréide depende de sua estrutura molecular,
intensidade de exposicdo e velocidade de degradacdo. Como possuem meia-vida
curta no ambiente, ndo bioacumulam e tém pouca mobilidade, esses inseticidas
apresentam potencial genotéxico bastante diminuido®.

Quanto a carcinogenicidade, poucos relatos sao encontrados na literatura para
que se possa chegar a alguma conclusao sobre a acao dos piretroides. Shukla et
al.% verificaram que a deltametrina ndo demonstrou ser um promotor, mas apenas
um iniciador de neoplasmas em camundongos, mas advertem a auséncia de estudos
a longo prazo da promogao carcinogénica.

Efeitos no sistema reprodutivo (teratogenicidade) foram verificados em ratas
prenhes tratadas com diferentes doses (1; 2,5 e 5 mg.kg™'.p.c.) de deltametrina’. Foi
observada uma maior incidéncia de mortes embrionarias precoces nos animais

tratados com o inseticida em relacdo ao grupo controle. A deltametrina causou nos
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fetos retardamento no crescimento, hipoplasia dos pulmdes, dilatacao da pelve renal,
além de aumento no peso da placenta.

A suscetibilidade de um organismo a agentes quimicos pode variar segundo a
idade. As criancas sao particularmente vulneraveis a exposicdo 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 sdo sensiveis aos piretroides, e esta sensibilidade é maior
quanto menor for a idade do animal'® *°. Os casos mais severos de envenenamento
por piretroides foram relatados em criangas, sugerindo a ocorréncia de uma
ineficiente hidrélise dos ésteres piretrum nesses individuos®*.

O figado e os rins, principais érgdos de biotransformagdo e excrecdo de
substancias toxicas, sdo os alvos mais freqlentemente afetados pelos inseticidas

piretréides®°.

Determinacao de residuos

A determinacao de residuos de pesticidas € tradicionalmente realizada por meio
de técnicas cromatograficas devido a facilidade de separacdo, identificacdo e
quantificacdo das substancias presentes na amostra, com a utilizacdo de detectores
especificos®' 22,

A cromatografia a gas (CG) é ainda a técnica mais utilizada na determinagéo de
residuos de piretréides devido a seu baixo custo e conveniéncia®. Apesar da alta

sensibilidade do método, a CG requer grande volume de amostra (3-15 mL) e longo

tempo de preparo da amostra e de corrida cromatografica (60-70 minutos)'®. A
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injecao de grande volume de amostra promove o alargamento dos picos e podem
saturar a coluna cromatografica e o detector. No entanto, os injetores utilizados para
cromatografia gasosa de alta resolucado sdo dotados de dispositivos para divisao de
amostra, de modo que apenas uma fracao do volume injetado chega a coluna.

Embora nao existam sistemas especificos de deteccao para piretroides, aqueles
que possuem atomos de halogénios em suas moléculas sdo sensiveis ao detector
por captura de elétrons (ECD). Assim, métodos de derivatizacdo foram
desenvolvidos para aumentar a volatilidade e detectabilidade das moléculas
ausentes de atomos de halogénios. O detector por ionizagdo em chama (FID)
também pode ser usado para detecgao de piretréides ndo halogenados, entretanto,
ndo apresenta sensibilidade sufuciente para analise de residuos'.

Geralmente, o método de deteccao deve ter alta sensibilidade com uma ou duas
ordens de magnitude de sensibilidade maior que o limite maximo de residuo
estabelecido (LMR) para o composto de interesse. Devido a baixa toxicidade crénica,
o LMR da maioria dos piretréides é estabelecido como varios niveis de mg kg™ ™.

A utilizagao da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na determinagao
de residuos de piretréides é ainda limitada, no entanto, tem sido utilizada na

determinacéo de residuos em amostras biolégicas como urina®®, plasma sanguineo e

3,18,29 3,6, 21,

tecido de animais experimentais além de alimentos, como vegetais, frutas
22 graos'' e leite®.
A CLAE permite a determinacdo de compostos ndo volateis e termo-labeis e,

além disso, o método ndo requer a perfeita limpeza (clean-up) das amostras, como

acontece no emprego do CG-ECD'.
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Porém, para a andlise de residuos por CLAE é necessario o uso de detectores
seletivos que confiram alta sensibilidade ao método como o detector de
fluorescéncia, que pode ter sua detectabilidade aumentada através de reacdes de
derivatizagdo, e o detector seletivo de massas®*.

O espectrometro de massas acoplado ao CG possui a habilidade de quantificar e
confirmar a identidade de agrotéxicos presentes em amostras complexas em
pequenas quantidades®. O detector seletivo de massas (MS) é extremamente
importante na andlise de residuos de agrotdxicos devido a sua alta detectabilidade
podendo ser utilizado para a identificacdo precisa de um composto desconhecido
com base na sua massa molecular, férmula empirica e fragmentagao do analito*®. O
espectro de massas do agrotéxico pode ser obtido com apenas nanogramas do
composto, conseqlientemente, as informacdes estruturais sdo provenientes de
quantidades minimas de amostra.

O uso do detector seletivo de massas em tandem (MS/MS) proporciona alta
detectabilidade e excepcional capacidade de evitar interferentes no espectro 2. Uma
prévia separagdo cromatografica dos compostos da mistura de interesse aumenta a
seletividade e os limites de deteccao da técnica tandem MS/MS. Assim, segundo

Bonne et al."®

, 0 sistema CG-MS/MS permite uma melhor seletividade que o GC-MS
ou tandem MS/MS, especialmente em amostras complexas.
Ainda pouco utilizado devido ao seu alto custo de aquisigdo, o cromatdgrafo

liquido acoplado a um analisador de massas de tempo de véo [(LC-MS-(ToF)] tem

sua aplicacdo relatada na literatura para identificagdo e, em poucos casos,
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quantificacdo de agrotdxicos em vegetais e amostras ambientais, como agua e
sedimentos 2% %,

O LC-MS-(ToF) é considerado uma importante ferramenta para deteccao,
identificacao e confirmacdo da identidade de compostos desconhecidos, tais como
agrotéxicos, produtos farmacéuticos e surfactantes, além de seus metabdlitos e
produtos de transformacgao®. O alto poder de resolucdo do MS-ToF permite a
obtengcdo de medidas exatas de massas moleculares pequenas, além da boa
diferenciagdo entre espécies isobaricas'. Na pratica, a medida de massa dentro dos
limites de 2 mDa proporciona uma pequena lista de elementos a ser considerada na
identificacdo de um composto?.

O detector QToF-MS combina a simplicidade do quadrupolo e a alta eficiéncia do
analisador de massas de tempo de vbo. A grande diferenca entre o QToF e o ToF é
a capacidade do primeiro em determinar massas exatas de fragmentos de ions®.

Embora equipamentos hibridos como o (LC-(Q)ToF-MS) possam ser uma boa
alternativa para a determinacdo de massas exatas, sua aplicacdo ainda é pouco
relatada na literatura®, principalmente na determinagdo de residuos de agrotéxicos
em matrizes biolégicas, como observado no pequeno numero de referéncias
publicadas'® 2> 2.

A utilizacdo de LC-MS-MS para analise de substancias téxicas em alimentos foi
avaliada por Nufez et al.*®. Os autores selecionaram os trabalhos de maior

relevancia entre os anos 2000 e 2005 e em nenhum deles foi relatada a utilizagdo do

(LC-(Q)ToF-MS) para determinagado de agrotoxicos. Todas as substancias citadas
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pelos autores foram determinadas utilizando analisadores de massas dos tipos triplo
quadrupolo e ion trap, especificos para a quantificacao de residuos nas amostras.

A grande complexidade das matrizes biolégicas e a presenca das substancias de
interesse em baixas concentracées requerem a utilizacdo de técnicas de extragao
e/ou pré-concentracao para que a determinacao dos componentes se torne possivel.
O objetivo final é a obtencdo de uma sub-fragdo da amostra original enriquecida com
as substancias de interesse analitico, com o intuito de se obter uma separacao
cromatogréfica livre de interferentes®.

Atualmente, a extracdo em fase sélida (SPE) é uma das melhores e mais
empregadas ferramentas para a exiragdo e/ou pré-concentracdo de analitos
presentes em matrizes complexas **.

A extracdo de piretrinas e piretrdides, compostos ndo polares e ndo sistémicos
em plantas, é mais simples do que a exitragdo de outros pesticidas, como
organofosforados e carbamatos. O solvente e o método utilizado dependerao da
natureza da matriz analisada .

Segundo Chen e Wang'*, amostras de tecido animal que possuem elevado teor
de lipides sdo homogeneizadas com uma mistura binaria de acetona-hexano ou dietil
éter na presenca de sulfato de sodio anidro, proporcionando a extracdo de
piretrdides, além de uma grande variedade de outros compostos lipofilicos.

A determinacdo de deltametrina em figado, rins e cérebro por Kim et al.?®, foi
realizada apés homogeneizagcdo dos tecidos na presenca de acetonitrila em agua

destilada. Uma aliquota do homogenado foi injetada diretamente na coluna
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eliminando a etapa de evaporacdo permitindo a andlise de varias amostras no

mesmo dia.

Consideracoes finais

O uso de inseticidas é indispensavel para o aumento da produtividade na
agricultura, sendo também utilizados na pecuaria, em programas de saude publica e
como domissanitarios. Os piretréides sédo, atualmente, os inseticidas mais utilizados
por apresentarem baixa toxicidade aguda em mamiferos e a ndo persisténcia no
ambiente. No entanto, apesar das vantagens apresentadas pelos piretréides em
relacdo a outros inseticidas, os mesmos cuidados devem ser tomados para sua
utilizag@o, ja que podem exercer nos vertebrados efeitos neuro e cardiotoxicos.

A ANVISA tem monitorado os teores de agrotéxicos em alguns tipos de
alimentos, ja que a dieta é considerada a principal fonte de exposicao dos piretréides
pela populagéo.

Neste contexto, diferentes técnicas cromatograficas tém sido utilizadas para a
determinacao e quantificacdo de residuos de piretréides em varias matrizes, sendo
que a cromatografia a gas ainda é a técnica mais utilizada. Embora nao existam
sistemas especificos de deteccdo para piretréides, as moléculas halogenadas sao

sensiveis ao detector por captura de elétrons.
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SANTOS, M.A.T.; AREAS, M.A.; REYES, F.G.R. Pyrethroids — A review. Alim. Nutr.,

Araraquara.

ABSTRACT: Along of many years, the insecticides have been used in the control and
combat of agricultural insects, supplying food to a rapid growth population. The
pyrethroids appeared as an alternative of the higher toxicity insecticides for the
mammalian and environment. Thus, the pyrethroids are used for indoor pest control
as well as in public health programmes, which can increase the population exposure
of the adverse effects of the pyrethroids. Considering the pyrethroids are the most
used insecticide in the world, this review focus the main aspects and advantages of
the use of pyrethroids in the general control of insects, the risks of nontarget
organisms exposition and the determination of pyrethroids residues on different

samples.

KEYWORDS: Pyrethroids insecticides use advantages, adverse effects, residues,

chromatography.
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CAPITULO 2

Acao cardiotoxica de piretroides em ratos Wistar recém
desmamados sob exposicao aguda

M. A. T. SANTOS, F. G. R. REYES, M. A. AREAS

Resumo

Os piretroides sao inseticidas comprovadamente neurotéxicos e, como nos insetos,
agem nos vertebrados nos canais de sodio neural, interferindo na sua abertura e
fechamento e prolongando o tempo de entrada dos ions Na* para o interior da célula.
Assim como no sistema nervoso, os midcitos cardiacos possuem canais de sddio
cuja fungdo € central na origem de arritmias cardiacas. Existe uma grande
dependéncia da idade do individuo em relagdo a toxicidade aguda de um composto
e, pouca informagao tem sido encontrada sobre a cardiotoxicidade de piretréides em
individuios jovens. Este trabalho investigpu a menor dose de deltametrina e
permetrina administrada a animais recém desmamados onde 0s menores efeitos
cardiotoxicos pudessem ser observados, objetivando, assim, a escolha da dose
experimental a ser usada em ensaios subcrénicos. Para tanto, diferentes doses (1/2,
1/5 e 1/10 DL50) de permetrina e deltametrina foram administradas, via oral, a ratos
Wistar recém desmamados, em dose Unica. Ap6s a execucdo dos
eletrocardiogramas verificou-se que a dose de 1/10 DL50 foi a que menos alterou os
parametros eletrocardiograficos avaliados, sendo assim, a melhor escolha para o

desenvolvimento de trabalhos futuros de toxicidade subcronica.
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Abstract

Pyrethroids inseticides are neurotoxins. In mammals and insects they interact with the
sodium ions transportation system through the cellular membrane. Cardiac myocites
are also rich in sodium channels where the function is important to the origin of
cardiac arrhythmias. There is a large age dependence to the acute toxicity of
pyrethrois and researches into its interactions with cardiotoxicity has been almost
entirely lacking. This study examined the lower dose of permethrin and deltamethrin
administered to neonatal rats where the lower effects in heart could be observed. For
this, different doses (1/2, 1/5 e 1/10 LD50) of permethrin and deltamethrin were
administered, by gavage, for neonatal Wistar rats, in simple dose. The ECG showed
that 1/10 LD50 dose changed a little the eletrocardiographics parameters and can be

selected for use in future sub chronic toxicity studies.

Introducao

Os piretréides sao conhecidos pela sua alta capacidade inseticida enquanto sua
toxicidade aguda para mamiferos é considerada baixa (Tos-Luty et al., 2001). No
entanto, em altas doses, os piretréides sdo comprovadamente neurotdxicos, sendo
que de maneira semelhante aos insetos, agem nos axénios do sistema nervoso
central (SNC) e periférico de mamiferos interferindo no transporte de ions Na*
através da membrana celular (Verschoyle e Aldridge, 1980; Valentine, 1990;
Narahashi, 1996). Cabe mencionar que, assim como o tecido nervoso, os miécitos
cardiacos possuem canais de sédio (Spencer et al., 2001), proteinas responsaveis

pelo rapido curso ascendente do potencial de agéao e rapida propagacao do impulso

41



nervoso através do tecido cardiaco. Assim, sua funcdo é central na origem de
arritmias cardiacas (Shukla, 2000). Algumas das mais freqlientes manifestagdes
cardiovasculares ocorridas durante intoxicagdes por agrotdoxicos sao as variagdes
eletrocardiogréaficas tais como o prolongamento do intervalo Q-T e arritmias
cardiacas do tipo Torsade de Pointes (TdP) (Ludomirsky, 1982). Estes efeitos podem
ser explicados pelo aumento da duragdo do potencial de acédo induzido pelos
inseticidas (De la Cerda, 2002).

A deltametrina € considerada o piretréide mais téxico para vertebrados e seu
efeito no SNC depende da rota e do veiculo de administragdo (Pham et al., 1984).
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/pc em
camundongos e 31-139 mg/kg/pc em ratos. Entretanto, em agua, a deltametrina é
muito menos toxica apresentando valores de DL50 que excedem 5000 mg/kg/pc em
ratos.

Além do veiculo de administracdo, a DL50 da permetrina varia segundo a razao
isomérica cis:trans. De modo geral, os isdmeros cis sdo mais toxicos e apolares e
influenciam no aumento da toxicidade de ambos os isdmeros. Assim, quando a
mistura racémica da permetrina € administrada com 6leo de milho sua DL50 oral
para ratos machos é de 430 mg/kg/pc e para as fémeas é de 470 mg/kg/pc (IPCS,
1990).

Sinais de intoxicagdo aguda por permetrina aparecem apds 2 horas da

administracdo da substancia e incluem tremores (sindrome T), descordenacao,

42



hiperatividade, prostacdo e paralisia (Verschoyle e Aldridge, 1980; IPCS, 1990;
Narahashi, 1996).

Os sinais clinicos de envenenamento por deltametrina incluem salivacao,
convulsdes, hipersensibilidade, tremores que podem progredir a coreatetoses,
paralisia e morte (Verschoyle e Aldridge, 1980; IPCS, 1990; Cantalamessa, 1993;
Narahashi, 1996).

Pouca informagdo tem sido disponibilizada na literatura sobre os efeitos
toxicolégicos dos piretroides em animais jovens (Eriksson e Nordberg, 1990;
Cantalamessa, 1993; Husain et al., 1994; Sheets et al., 1994). Os piretréides podem
ser transferidos de mae para filhos através do leite (Kavlock et al., 1979) e assim,
promover efeitos neurotéxicos se ingeridos em concentragées suficientes (Eriksson e
Nordberg, 1990). Além disso, muitos compostos toéxicos podem, facilmente,
atravessar a membrana placentaria expondo e comprometendo o desenvolvimento
fetal (Mello-da-Silva e Fruchtengarten, 2005).

Segundo Cantalamessa (1993), ratos recém nascidos sdao mais sensiveis a
toxicidade dos piretroides, provavelmente devido ao desenvolvimento incompleto do
sistema enzimatico responsavel pelas reagdes de biotransformacao dos piretréides
no figado.

Para avaliar a toxicidade aguda e fornecer uma base para o estabelecimento de
uma dose para estudos de toxicidade subcrdnica da permetrina e deltametrina sobre
a fungao eletrocardiogréfica, realizou-se um experimento de toxicidade aguda com

dose simples. A execucdo do ensaio agudo permite a avaliagcdo estimativa e
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preliminar das propriedades téxicas da substancia teste, fornecendo informacodes

acerca dos riscos para a saude resultantes de uma exposicao de curta duragao.
Neste contexto, este estudo foi conduzido com o objetivo de investigar a menor

dose de deltametrina e permetrina administrada a animais recém desmamados onde

o dano sobre a funcéo elétrica do coracao pudesse, ainda, ser observado.

Metodologia
Ensaio bioldgico

Setenta ratos Wistar machos, recém desmamados (21 dias), provenientes do
Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
foram alojados em gaiolas individuais no biotério da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp. Os procedimentos foram autorizados pelo Comité de Etica
em Experimentacdao Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP (Protocolo 721-2).
Os animais receberam dieta comercial Labina e a agua ad libitum durante o periodo
de adaptagcdo (sete dias), permanecendo em jejum na noite anterior ao dia do
experimento. Os animais foram divididos em sete grupos segundo seus pesos
médios: a) grupo controle; b) 1/2 DL50 (235,5 mg/kg) de permetrina; c) 1/5 DL50
(94,2 mg/kg) de permetrina; d) 1/10 (47,1 mg/kg) DL50 de permetrina; e) 1/2 DL50
(5,5 mg/kg) de deltametrina; f) 1/5 DL50 (2,2 mg/kg) de deltametrina; g) 1/10 DL50
(1,1 mg/kg) de deltametrina. Os piretroides foram dissolvidas em 6leo de milho e
administradas oralmente (5 mL/kg), em dose unica. Os ratos do grupo controle

receberam 6leo de milho nas mesmas condi¢cdes correspondentes aos grupos



experimentais. Os valores da DL50 para ratos de 21 dias foram baseados nos

estudos realizados por Cantalamessa (1993) e Sheets et al. (1994).

Perfil eletrocardiografico

O eletrocardiograma € a técnica mais utilizada para auxiliar no diagnéstico de
doencas cardiacas. E simples, segura, reprodutiva e muito usada devido o seu baixo
custo. E de extrema importancia no diagndstico, ndo invasivo, de arritmias, distdrbios
de conducgdao e isquemias coronarias (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2003).

Para a avaliagdo do perfil eletrocardiogréafico, os ratos foram anestesiados com
barbiturato de sédio (0,05 mg g ') injetado intraperitonealmente e colocados em
posicao supino. O eletrocardiograma (ECQG) foi realizado com fixagdo subcutanea de
eletrodos em equipamento computadorizado (Heart Ware Sistems) considerando-se

as seis derivagdes periféricas.

Inseticidas utilizados

A permetrina e a deltametrina foram selecionados pela grande utilizagdo e por
representarem grupos distintos de piretréides classificados como Tipo | e Tipo Il,
respectivamente. A deltametrina  [(S)-ciano-3-fenoxibenzil ~ (1R)-cis-3-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilcyclopropanocarboxylato] (pureza: 90,2%) foi gentilmente
cedida pela Bayer CropScience e a permetrina [3- fenoxibenzil (1RS)-cis, trans-3-
(2,2-diclorovinil) 2,2-dimetilciclopropanocarboxilato] (pureza: 97,44%) foi sintetizada

pela FMC Agricultural Products.
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Resultados e discussao

Durante os ensaios agudos, a administracdo de 1/2 DL50 de permetrina levou a
Obito 60% dos animais, enquanto a mesma dose de deltametrina foi responséavel pela
morte de 50% dos ratos experimentais. Foi possivel observar sintomas de
neurotoxicidade em ambos 0s grupos, sendo que 0s animais expostos a permetrina
apresentaram sensibilidade aos estimulos externos, hiperatividade, tremores e
movimentos descoordenados dos membros inferiores. Com excecdo da
hipersensibilidade, que foi observada em animais com intoxicagao por piretroides tipo
Il, o comportamento dos animais expostos a permetrina foi também observado por
Verhoyle e Aldridge (1980) e Narahashi (1996). Os animais que ingeriram
deltametrina apresentaram tremores, salivagdo profusa, convulsbes e apatia,
corroborando com as informacdes encontradas no IPCS (1990) e Narahashi (1996).

Os parametros analisados pelo ECG foram: intervalo PR, definido como o tempo
de despolarizacao do atrio (intervalo entre o apice da onda P e onda Q — inicio do
complexo QRS); duracdo do complexo QRS, definido como o tempo de
despolarizacao ventricular; intervalo QT, definido como a sistole elétrica ventricular e
QTc, intervalo QT corrigido pela freqiiéncia cardiaca, segundo a equacao de Bazett:
QTc= QT(s)/RR(s) < 1/2.

Os resultados expostos na tabela 1 revelam que a administragao de permetrina e
deltametrina promove disturbios elétricos cardiacos nos animais experimentais,
provavelmente devido ao efeito inibitdrio nos canais de sédio.

Os animais tratados com as diferentes doses de piretrdides (1/2, 1/5 e 1/10

DL50) ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos valores da
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frequéncia cardiaca (FC), mas mostraram-se com a FC, significativamente,

diminuidas em relacao ao grupo controle (cronotropismo negativo).

Tabela 1: Parametros eletrocardiograficos em ratos Wistar recém desmamados
expostos a 1/10 DL50 de permetrina e deltametrina, expressos pela freqténcia
cardiaca (FC), intervalo PR, duragdo do complexo QRS e intervalos QT e QTc.

Grupos FC (bpm) PR (ms) QRS (ms) QT (ms) QTc (ms)

Cc 3653+30,4a 46,0+58a 19.6+26a 422+63a 40,3+406a
D1/2 224,4 + 39,5 60,5+6,6 b 34,7+44 b 57,0+80 b 542+6,8 b
D1/5 282,5+25,7 59,3+4,8 b 31,1+64 b 548+70 b 432+*6,1a
D110 284,4 +46,7 51,1+93a 286+48a 475+48a 416+t44a
P1/2 2444 +39,9 65,8+8,0 b 30,5+80 b 645+65 b 532*85 b
P1/5 253,3 £53,0 65,0+74 b 32,0+90 b 528+93a 40,3+8,1a
P1/10 289,6 +61,2 59,3+73 b 278+8,7a 502+92a 36,6+73a

T T T T T ©T

"Valores expressos em média + desvio padrao
“Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si significativamente ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

O prolongamento do intervalo PR foi observado em todos os grupos
experimentais com exce¢ao de 1/10 DL50 de deltametrina, que apresentou resultado
semelhante ao encontrado no grupo controle. A diminuicdo da condugdo dos
estimulos elétricos do &trio para o ventriculo € responsavel pelo dromotropismo
negativo (aumento do intervalo PR). Em geral, o intervalo PR diminui com o aumento

da freqUéncia cardiaca e aumenta com a sua queda (Guyton and Hall, 2002).
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O ECG também identificou prolongamento do complexo QRS apés a
administracao de 1/5 e 1/10 DL50 de ambos os piretréides, sugerindo retardo na
conducao do impulso consequente a alteracées na despolarizacdo e repolarizacao
ventricular. Além disso, observou-se prolongamento significativo do intervalo QT nos
ECGs dos animais submetidos a 1/2 DL50 e 1/5 DL50 de deltametrina e 1/2 DL50 de
permetrina. Ja o intervalo QT corrigido pela FC apresentou prolongamento
significativo apenas apds a ingestdo de 1/2 DL50. Os intervalos QT e QTc séo
responsaveis pela representacdo de todos os fenémenos elétricos ventriculares e
seus prolongamentos sugerem risco de morte subita.

Por fim, foi possivel observar uma forte tendéncia dos valores relatados a dose
de 1/10 DL50 a apresentarem-se mais préximos daqueles encontrados nos animais

controle, ainda que nado se caracterize uma condi¢ao de dose-resposta.

Conclusao

Os resultados revelaram que a ingestao da menor dose testada de permetrina e
deltamentrina, correspondente a 1/10 DL50, foi a que menos alterou os parametros
eletrocardiograficos e, portanto, € a melhor escolha para a conducao de ensaios

subcronicos.
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CAPITULO 3

Protective effect of some dietary fibers on permethrin and
deltamethrin cardiotoxic action

M. A. T. SANTOS', M. A. AREAS ', F. G. R. REYES™

Abstract

Pyrethroids insecticides act mainly on the neuronal sodium channels, inducing
persistent and steady-state sodium current at depolarized membrane potential.
Cardiac myocites are also rich in sodium channels and cardiovascular manifestations
can accompany pyrethroids exposure, which may be serious and fatal. On the other
hand, dietary fibers may promote protective effects against diseases by reducing the
gastrointestinal absorption of toxic substances. In this work, the effects of pectin and
cellulose on deltamethrin and permethrin cardiac action were studied in Wistar rats
considering electrocardiographics parameters. The results showed that the
permethrin and deltamethrin are cardiotoxic, probably because of inhibitory effect on
sodium channel. Pectin protected the heart from the toxic effects caused by these

insecticides, reducing the risk of sudden death.

Keywords: pyrethroids, dietary fiber, electrocardiogram, rats.
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Introduction

Pyrethroids are known to be neurotoxins that act slowing the closing of the
sodium channels of neurons resulting in repetitive discharges or a longer
depolarization after each action potential, depending of the pyrethroid type (Valentine,
1990; Shafer et al., 2005). It has been well established that the sodium channel of the
nerve membrane is the major target site of both type | and Il pyrethroids (De la Cerda
et al., 2002). Besides the neuronal tissue, there is also a specific cardiac sodium
channel isoform, which exhibits distinct voltage-dependent kinetic properties and
pharmacology (Balser, 1999).

Sodium channels are cardiac transmembrane proteins responsible for the rapid
upstroke of the cardiac potential, and the rapid impulse conduction through cardiac
tissue (Balser, 1999). As the cardiac myocites are rich in sodium channels, the
pyrethroids insecticides can lead toxic cardiovascular effects in exposed animals.

Some of the most frequent cardiovascular manifestations during pesticide toxicity
are electrocardiographic changes, prolongation of Q-T interval (long Q-T acquired
syndrome) and cardiac arrhythmia of torsade-de-pointes type (Ludomirsky et al.,
1982) that could be explained by increase of action potential duration induced by
insecticides (De la Cerda et al., 2002). Type | pyrethroid tefluthrin and the type |l
pyrethroids fenpropathrin and a-cypermethrin prolonged action potentials and evoked
afterdepolarizations in ventricular myocytes of isolated perfused rat hearts. The time
course of sodium current was also prolonged by the insecticides (Spencer et al.,

2001).
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According to De la Cerda et al. (2002), type Il pyrethroid deltamethrin significantly
increased ventricular action potential in cardiac sodium channel similar to those
induced by pyrethroids on sodium channel of nerve membrane.

In additional, little information is available regarding toxicological and physiological
effects of pyrethroids in young experimental animals (Eriksson and Nordberg, 1990;
Cantalamessa, 1993; Husain et al., 1994; Sheets et al., 1994). Although pyrethroids
possess low acute toxicity and are rapidly metabolized in mammals, they might be
transferred from mother to offspring via the milk (Kavlock et al., 1979). In this case,
these compounds may cause neurotoxic adverse effects if they reach the nervous
system in enough concentration (Eriksson and Nordberg, 1990). Many compounds
may cross the placenta easily resulting in exposition risks of chemical agents during
the fetal development (Mello-da-Silva and Fruchtengarten, 2005).

According to Cantalamessa (1993), neonatal rats are more sensitive to pyrethroid
toxicity, maybe because of the incomplete development of the enzymes, which
catalyze the pyrethroids biotransformation in the liver. The neonatal exposition of
pyrethroids changes the affinity of nicotinic receptors in the brain altering, therefore,
the activity of the neurotransmitters. Lactation’s mice exposed to the pyrethroids
insecticides remained in adults the changes observed in cholinergic receptors.

The exposition of pyrethroids by the general population happens mainly via
residues in the diet (Heudorf and Angerer, 2001; Schettgen et al, 2002). There is a
concern that the widespread use of pyrethroids increases the risk of them entering

the food chain by contaminated food (Akre and MacNeil, 2006).



On the other hand, dietary fibers may bind to various substances such as naturally
compounds or toxins and contaminants present in foods and in the environment
(Omaye et al., 1983; Ta et al., 1999; Hermansen et al., 2003; Adachi et al., 2003;
Kimura et al., 2004). Apparently, the contaminants are adsorbed onto the dietary fiber
and to bacteria, which increase in density when some forms of fiber are added to the
diet, and this increases fecal elimination (Kimura et al., 2004).

According to Kimura et al. (2002), dietary supplementation with different sources
of fibers (cellulose, lactosucrose, polydextrose, indigestible dextrin, inulin) increased
fecal excretion of mirex pesticide and methylmercury. Still, the use of various types of
fiber did not decrease accumulation of polychlorinated biphenyls (Arochlor 1254) in
mice but suggest that combinations of soluble and insoluble fiber can promote it
excretion (Kimura et al., 2004).

Consequently, due to the fact that pyrethroids insecticides are widely used in
agriculture, as an ectoparasiticide in animals, inside the houses and in public health
programs, the population is susceptible for the intoxication effects caused by the
chronic exposition of pyrethroids (Valentine, 1990, Manna et al., 2006).

Dietary fiber has showed protective effects against a range of chronic diseases
including coronary heart disease, a major cardiovascular disease and serious health
problem (Hermansen et al., 2003).

In this context, the objective of the present study was to investigate the effects of
pectin and cellulose on cardiac effects of pyrethroids type |, permethrin, and type Il,

deltamethrin, in weanling rats.
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2. Materials and methods
2.1 Chemicals

Standard deltametrin [(S)-ciano-3-fenoxibenzil (1R)-cis-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilcyclopropanocarboxylato] (purity, 90.2%), provided by Bayer CropScience and
permetrin [3- fenoxibenzil (1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil) 2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato] (purity, 97.44%), purchased from FMC, were used in

this study.

2.2 Fibers

Purified fiber sources were used in order to eliminate possible interference with
other constituents that are present in whole fiber sources. Microcel (cellulose, type
3E-200) was kindly donated by Blanver Farmoquimica Ltda (ltapevi, SP, Brazil) and

pectin was purchased from CP Kelco S.A. (Limeira, SP, Brazil).

2.3 Animals and treatment

Seven groups of 20 male Wistar rats, 4 weeks old, obtained from CEMIB-
UNICAMP (Centro de Bioterismo - State University of Campinas - UNICAMP,
Campinas, SP, Brazil), were used. The protocol was approved by the UNICAMP
Institutional Committee for Ethics in Animal Research (Protocol 721-2), which follows
the recommendations of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

These animals were housed in individual cages under conditions of controlled
temperature (22 + 2°C), humidity (60-70%), and artificial lighting (12-h light/12 h dark,

lights on at 7:00 a.m), with free access to commercial food (Labina, Purina®) and
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water. They were randomly selected based on their body weight and maintained in
adaptation period of 7 days before the beginning of the experiments.

The pyrethroids were suitably diluted with commercial corn oil and administered
orally (5 mL) by gavage, as one single dose, daily for 30 days. The experimental
groups received 47.1 mg/kg b.w./day of permethrin and 1.1 mg/kg b.w./day of
deltamethrin corresponding to 1/10 of LD50 (Santos, 2008). For that, body mass of
individual rat was recorded each two days and the insecticides solutions remade. The
diet of fibers experimental groups were added by 5% of pectin or 5% of cellulose, as
described below. In addition, the commercial diet has already 5% of cellulose in its
formulation. All the seven treatments used in this work are described below:

Group | (control): corn oil + commercial diet

Group II: permethrin + commercial diet

Group llI: deltamethrin + commercial diet

Group IV: permethrin + 5% pectin in the commercial diet
Group V: permethrin + 5% cellulose in the commercial diet
Group VI: deltamethrin + 5% pectin in the commercial diet

Group VII: deltamethrin + 5% cellulose in the commercial diet

2.4 Electrocardiograms

Electrocardiogram is the most used technique for helping cardiac diseases
diagnostic. It is simple, safe, reproductive and very used because of its low cost. It's
extremely important for non-invasive diagnosis of arrhythmias, conduction

disturbance and coronary ischemias. (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2003).
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After the experimental period, the animals were anesthetized with intraperitoneal
injection of sodium barbiturate (50 mg/kg b.w) that does not produce significant
cardiovascular effects in hypnotic doses. The animals were put down in the supine
position and electrodes were placed subcutaneously using limb leads.
Electrocardiograms were obtained using a computadorized electrocardiographics
considering standard ECG derivation (1, II, lll, aVR, aVL, aVF). The ECG registers
were used to record the heart rate, the intensity and interval of the waves. ECG
parameters were viewed, graded, and enumerated manually by one investigator and
subsequently verified by a second. Investigators were blinded as to the exposure
status of each rat until after the analyses were completed. Representative ECG

recordings are shown in Figure1.

2.5 Statistical analysis
All results were expressed by media * standard deviation. Statistical significance
was evaluated by ANOVA and Tukey t test using GRAPH PAD-Prisma-3.0.

Differences were considered significant at p < 0,05.

3. Results
3.1 Heart rate

The pyrethroids decreased the heart beat rate and the cellulose in the diet did not
contribute for the increase of heart rate (HR) to normal values (figure 2). The pectin

was effective in the prevention of the negative chronotropism only in the group that
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received permethrin. Even without significant difference, was possible to observe the

tendency of the increase of the HR in deltamethrin group.

3.2 PR interval

The administration of pyrethroids to the experimental animals increased the PR
interval (Figure 3) with consequent reduction of the rate of atrioventricular conduction
of electrical impulse. The pectin did not interfere in reducing of the PR interval in the
deltamethrin group. However, there was a tendency of the electrical impulse
conduction shows values closer to the control group. On the other hand, the addition
of pectin in the diet decreased the effect of permethrin in the PR interval, showing
results similar to the control group. Cellulose in the diet did not prevent the increase in

PR interval of the animals fed with pyrethroids.

3.3 QRS complex

There was a significant increase in the duration of QRS complex in all pyrethroids
groups compared with the control group (figure 4). The pectin in the diet decreased,
significantly, the duration of QRS complex only in permethrin group, but there was a
tendency of deltamethrin shows values similar of those observed in control group.

The cellulose did not prevent the heart against the increase of QRS complex.

3.4 QT and QTc intervals
The QT (figure 5) and QTc (figure 6) intervals were significantly larger in all the

treated rats and the cellulose in the diet didn’t reduce this prolongation.
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On the other hand, the pectin decreased the prolongation of the intervals QT and
QTc in the groups fed with permethrin and decreased the interval QTc in the animals

fed with deltamethrin.

4. Discussion

Pyrethroids (i.e permethrin) are rapidly absorbed, distributed and excreted in
mammalian species following oral administration. Mills and Mullane (1976) found in
rats, approximately 80% of the administered permethrin in urine and faeces within 48
hours. Following administration permethrin orally the uptake into blood is rapid with a
peak level observed at 1.5 to 10 hours after dosing. The half-life in blood following a
single acute oral administration is approximately 7 hours (Bratt et al., 1977).

Pyrethroids are frequently used in agriculture, and their effects on the heart are
not conclusive. In our study, there was no mortality recorded over the course of
experimental period. Signs of hypersensitivity and tremors were observed during the
early stages of the study due, probably, to the toxic effects on nervous system. We
investigated the effect of permethrin and deltamethrin on the rat heart using
electrocardiogram technique and observed apparent toxic effects on the cardiac
electric properties.

Time intervals measured and analyzed in the ECG were PR interval, defined as
the time of atrium despolarization (interval between the apex of the P wave and the Q
wave - beginning of the QRS complex), QRS complex duration, defined as the time of
ventricular despolarization, QT interval, defined as the time of ventricular

despolarization and repolarization, including ventricular electric systole, and QTc
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defined as the QT interval corrected for the heart rate by means of Bazett’s equation:
QTc= QT(s)/RR(s) < 1/2.

The ECG registers of the rats change with the technique used for recording,
anesthetic agent, position of the animal during the registration, characteristics of the
amplifier, speed and amplitude of the register, as well as age, weight, sex and the
way of animal containment.

The anatomical orientation of the rat heart is similar in the man. The right and left
ventricles are in anterior and posterior position, respectively. Thus, the initial
activation strength of the cardiac muscles moves from left to right. However, they
have low amplitude and, depending of the heart position, they are responsible for the
acute way of the Q wave. On the other hand, the activation vector of ventricle apex
goes from right to left and from up to down, supported by the higher amplitude of the
R wave in all derivations, which be negative in aVR. The last part of the rat heart to
be activated is the base of left ventricle, represented by the invariable presence of
one S wave, with low amplitude, in all derivations. The repolarization process of the
ventricles is formed by two components. In contrast of the repolarization model of the
human ventricle, the first component is very fast, and the top of the T wave is written
during the first 50% of the total wave duration. In this way, the ST segment shows
extremely short or lack, evidencing that ventricle repolarization begins even before
the end of the despolarization.

The negative chronotropism (decrease of the heart beat or bradycardia) can be
attributed by a slow electric atrio-ventricle conduction, probably because of the

inhibitors effects on the sodium channels in the membrane of cardiac conduction
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system cells or in the autonomic nervous system, therefore the sinoatrial node
receives modulations of the simpatic and para simpatic systems, with direct
consequences on the heart rate (Matthew, 1995). The reduction in the heart rate is
consistent with prolongation of the total contraction time, and it is know that, when the
heart rate decreases, the complete cardiac cycle is prolonged (Guyton and Hall,
1996). The decreased electric stimulus conduction from the atrium to ventricle is
responsible of the negative dromotropism (increase of PR interval). In general, the PR
interval decreases with the increase of the heart rate and the other way around.

These results are according to the study of Coskun et al. (2004). They observed
that pyrethroids might cause alterations in the rhythmic characteristics of the heart by
decreasing amplitude of the P wave and the QRS complex, and in the heart rate on
electrocardiogram in cypermethrin-inhalated frogs, a type Il pyrethroid.

The QRS complex and the QT interval prolongation may be explained by
increase of action potential duration induced by insecticides (De la Cerda, 2002).
Clinical and animal data support the hypothesis that acquired forms of long Q-T
syndrome resulting from prolonged repolarization lead to early after depolarization
and triggered arrhytmias (Surawicz, 1989). A prolonged QT interval has been
associated with cardiac arrhythmia and sudden death in humans (Goldberg et al,
1991).

According to Ta et al. (1999), dietary fiber may bind to pesticides lowering the
absorption of these substances from the gastrointestinal tract. The binding of

pesticides to various purified fibre is determinate by the nature and the level of fibre.
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In the present study, the presence of pectin in diet lowered the most of
electrophysiological changes in the animals treated with the studied pyrethroids. The
only exception was the heart rate, maybe because deltamethrin is the most toxic
pyrethroid for vertebrates (Phan et al., 1984) and can difficult the total benefic action
of the pectin. However, the results showed a great tendency of heart rate reaching
the control values with the consumption of pectin by the rats. The gelling and viscosity
properties of pectin may delay or decrease the digestion and absorption of diet lipids
and/or increasing the bile acids fecal excretion (Topping, 1991; Schneeman, 1987) by
decreasing of intestinal contents and motility or increasing the unstirred water layer,
creating a physical barrier to nutrient absorption (reviewed by Anderson et al., 1990).
As pyrethroids are hydrophobic substances and were solved in oil, the same
mechanism may also be applied. This is in accordance with Chadwick et al. (1978),
who reported that rats fed high pectin diets excreted significantly more lindane
insecticide in feces than those fed a low-fibre diet.  Unlike the pectin, 5% of cellulose
in the diet had no capacity to avoid the cardiotoxic effects observed in the
experimental rats. Different types of fiber are distinguished by their differing
physiological properties and systemic effects (Anderson et al., 1990). According to
the authors, insoluble fiber decreases intestinal transit time and increases fecal bulk
altering the gastrointestinal function, but not lower serum cholesterol. As the liquid
application with pyrethroids was in the form of emulsion consisting of corn oil, the

cellulose could not avoid its absorption by the intestine.
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5. Conclusion

In conclusion, the electrical activity of heart was affected by permethrin and
deltamethrin, and was associated with negative chronotropism and dromotropism,
prolonged QRS complex and QT and QTc intervals. In deltamethrin poisoning greater
intensity of changes was observed in animals.

The effect of pectin in the protection capacity for permethrin and deltamethrin was
significant in all heart electric changes. The toxicity of these insecticides in the
electrical activity were little or not influenced by the ingestion of cellulose.

There is limited literature investigating the interactions between fibre and
pesticides, thus, further studies should take into account the nature of digestive
material in the gastrointestinal tract to understand the effects of pesticides in the

body.

i I A

Figure 1. Representative ECG recording, D1 derivation of control group.
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Figure 2. Heart rate of experimental groups. Values expressed by mean * sd. Groups: C
(control), D (deltamethrin), DP (deltamethrin + pectin), DC (deltamethrin + cellulose), P
permethrin), PP (permethrin + pectin), PC (permethrin + cellulose); p < 0,05 to: a (CxD), b

(
(CxDP), ¢ (CxDC), d (DxDP), e (DxDC), f (DPxDC), g (CxP), h (CxPP), i (CXPC), j (PxPP), k
(PxPC), | (PPXPC); n = 20.

757

50

30

25+

0_

C D DP DC P PP PC

Figure 3. PR interval of experimental groups. Values expressed by mean * sd. Groups: C
(control), D (deltamethrin), DP (deltamethrin + pectin), DC (deltamethrin + cellulose), P
(permethrin), PP (permethrin + pectin), PC (permethrin + cellulose); p < 0,05 to: a (CxD), b
(CxDP), c (CxDC), d (DxDP), e (DxDC), f (DPxDC), g (CxP), h (CxPP), i (CxPC), j (PxPP), k
(PxPC), | (PPxPC); ms: milliseconds; n = 20.
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Figure 4. QRS complex duration of experimental groups. Values expressed by mean + sd.
Groups: C (control), D (deltamethrin), DP (deltamethrin + pectin), DC (deltamethrin +
cellulose), P (permethrin), PP (permethrin + pectin), PC (permethrin + cellulose); p < 0,05 to:
a (CxD), b (CxDP), ¢ (CxDC), d (DxDP), e (DxDC), f (DPxDC), g (CxP), h (CxPP), i (CxPC), j
(PxPP), k (PxPC), | (PPxPC); ms: milliseconds; n = 20.
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Figure 5. QT interval of experimental groups. Values expressed by mean * sd. Groups: C
(control), D (deltamethrin), DP (deltamethrin + pectin), DC (deltamethrin + cellulose), P
(permethrin), PP (permethrin + pectin), PC (permethrin + cellulose); p < 0,05 to: a (CxD), b
(CxDP), c (CxDC), d (DxDP), e (DxDC), f (DPxDC), g (CxP), h (CxPP), i (CxPC), j (PxPP), k
(PxPC), | (PPxPC); ms: milliseconds; n = 20.
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Figure 6. QTc interval of experimental groups. Values expressed by mean * sd. Groups: C
(control), D (deltamethrin), DP (deltamethrin + pectin), DC (deltamethrin + cellulose), P
(permethrin), PP (permethrin + pectin), PC (permethrin + cellulose); p < 0,05 to: a (CxD), b
(CxDP), c (CxDC), d (DxDP), e (DxDC), f (DPxDC), g (CxP), h (CxPP), i (CxPC), j (PxPP), k
(PxPC), | (PPxPC); ms: milliseconds; n = 20.
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CAPITULO 4

Deltametrina e Permetrina induzem alteracées histolégicas em
figado de ratos

Monica A. T. dos Santos, Felix G. R. Reyes, Miguel A. Areas

Resumo

Estudos histologicos podem ajudar a estabelecer uma relagdo entre a exposicao a
um xenobidtico e efeitos prejudiciais ao organismo. Alteragdes teciduais tém sido
verificadas em animais experimentais apds a ingestdo continua de pesticidas, entre
eles os piretroides. Permetrina e deltametrina sao piretréides muito utilizados na
agricultura e ndo raramente presentes em alimentos na forma de residuos. Assim, é
provavel que a ingestao crénica dessas substancias possa causar danos aos tecidos
atingidos. Por outro lado, as fibras alimentares podem ligar-se a varios compostos e
exercer um efeito protetor no trato gastrointestinal através da adsorcdo de
xenobidticos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar provaveis alteragdes
histolégicas no figado e coragdo induzidas pela ingestdo de permetrina e
deltametrina em ratos, e estudar se fibras alimentares possuem efeito protetor. Ratos
Wistar machos foram submetidos, diariamente, a doses de permetrina (47,1
mg/kg/p.c.) e deltametrina (1,1 mg/kg/p.c.) correspondentes a 1/10 DL50 durante 28
dias. Apds o periodo experimental os animais foram sacrificados, sendo que o figado
e 0 coragao foram removidos para estudo histologico. Os resultados mostraram a

presenca de alteragdes hepéticas caracteristicas de processo inflamatério nos
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animais submetidos a ambos inseticidas. Além disso, ndo se observaram alteragdes
cardiacas significativas nos animais estudados. Por outro lado, dentre os tipos de
fibras alimentares avaliados, somente a pectina reduziu as alteracdes histologicas

hepaticas.

Summary

Histopathological studies can help to establish a relationship between the exposition
to a xenobiotic and the manifestation of adverse effects. Changes in tissues have
been verified in experimental animals after the continuous pesticide ingestion. The
permetrina and deltametrina are pyrethroids used in agriculture and frequently are
found as residues in foods. Thus, it is possible that the chronic ingestion of these
substances can cause some damage in tissues. In the other hand, dietary fibers may
bind with many compounds and exert a protective effect in the digestive tract by
adsorbing xenobiotics. The objective of the present work was to verify the histological
changes in liver and hearts caused by oral administration of permetrina and
deltametrina in rats, and to evaluate the possible protective effect of the fibers.

The experimental groups received 47.1 mg/kg b.w./day of permethrin and 1.1 mg/kg
b.w./day of deltamethrin corresponding to 1/10 of LD50 during 28 days. The animals
were sacrificed and their liver and heart were studied. Histological changes were
observed in the liver of the animals submitted to both insecticides. No changes were
observed in the heart muscle. The pectin ingestion reduced the histologic changes

observed in the liver showing a protective effect against the pyrethroids.
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Introducao

Permetrina e deltametrina sao piretroides sintéticos com potente acao inseticida e
um vasto campo de atuagdo, a0 mesmo tempo em que apresentam baixa toxicidade
aguda para mamiferos. No entanto, a administracdo de piretroides em doses
repetidas resulta em efeitos toxicos em animais experimentais. Estd bem
estabelecida a acao dos piretrdides sobre os canais de sodio neural (1-3). Pesquisas
realizadas por Luty et al. (4); Luty et al. (5); Coskun et al. (6); Manna et al. (7); Sakar
et al. (8) e Velmurugan et al. (9) demonstraram que o contato com esses compostos
levam, ainda, a alteragcOes histoldégicas em diferentes espécies animais. Grajeda-
Cota et al. (10) verificaram, ainda, que a cipermetrina alterou o metabolismo da
glutationa em hepatécitos de ratos, reduzindo a capacidade anti-oxidante nesse
tecido.

Estudos histoldgicos envolvendo a a¢do de piretrdides estdo concentrados em
orgaos especificos, como cérebro, figado, rins e pulmdes. Poucos relatos sao
encontrados na literatura sobre a acao de piretréides, administrados por via oral, e
provaveis alteragdes histoldégicas em coracdo de mamiferos.

Por outro lado, as fibras alimentares exercem varios efeitos fisiolégicos no trato
gastrointestinal, dependendo das propriedades fisicas e quimicas de cada tipo de
fibra. Enquanto as fibras soluveis produzem seus efeitos na porgao superior do tubo
digestivo, atrasando o esvaziamento gastrico, a assimilagdo de nutrientes e
aumentando o tempo de transito intestinal, as insolUveis agem, sobretudo, no

intestino grosso, promovendo aumento do volume fecal e diminuindo o tempo de
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transito intestinal, reduzindo o tempo de contato de substancias agressivas com a
mucosa do célon.

Estudos tém demonstrado a capacidade de fibras alimentares em ligar-se a
agrotoxicos (11, 12). A fibra exerce seu efeito protetor no trato digestivo através da
adsorcao dessas substancias, diminuindo, assim, sua absorcdo, favorecendo a
excrecao pelas fezes (12). De fato, desde 1978, Chadwick et al. (13) observaram que
ratos alimentados com dietas ricas em pectina excretavam, significativamente, mais
inseticida lindano pelas fezes que aqueles animais alimentados com dieta com baixo
teor de fibra.

Apesar do interesse de pesquisadores, ainda sdo poucos os estudos que
associam as fibras alimentares e a ingestao cronica de agrotéxicos. Estudos in vitro
evidenciaram que as fibras sdo capazes de diminuir, substancialmente, a absor¢ao
de agrotoxicos no trato gastrointestinal (12). Além disso, segundo Smith-Barbaro et
al. (14), as fibras exercem suas funcdes protetoras no trato digestivo, através da
adsorcao de xenobioticos favorecendo sua excrecao pelas fezes.

O objetivo deste estudo foi avaliar possiveis alteragoes histolégicas que possam
caracterizar a toxicidade da deltametrina e permetrina no coracdo e no figado de
ratos Wistar recém desmamados, assim como verificar se as fibras alimentares
pectina (soluvel) e celulose (insoluvel) apresentam efeito protetor contra essas

provaveis alteragdes.
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Material e métodos

Ratos Wistar machos, recém desmamados (21 dias), provenientes do Centro de
Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) foram
alojados em gaiolas individuais no biotério da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Unicamp. Os procedimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP (Protocolo 721-2).
Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em temperatura de
22°C com ciclos de 12 horas claro/escuro. Apds sete dias de adaptagdo, os 60
animais foram distribuidos em trés grupos (20 animais/grupo): a) grupo controle —
gavagem com 5 mL de éleo de milho; b) grupo 1 - gavagem com 5 mL da solucéao
composta por 1/10 DL50 de permetrina (47,1 mg/kg/pc) e éleo de milho; ¢) grupo 2 -
gavagem com 5 mL da solugdo composta por 1/10 DL50 de deltametrina (1,1
mg/kg/pc) e 6leo de milho. A dose (1/10 DL50) dos piretroides utilizada neste
trabalho foi escolhida com base em estudos anteriores realizados por Santos (15).
Os animais receberam dieta comercial Labina e a agua foi fornecida ad libitum. Os
animais foram pesados periodicamente com o objetivo de adequar as doses dos
inseticidas a serem administrados.

Numa segunda etapa, pectina e celulose foram adicionadas a dieta dos animais
com o intuito de descrever possiveis efeitos benéficos sobre a agédo toxica dos
piretrdides, caso observado alguma alteragdo histolégica nos 6rgaos estudados.
Para tanto, a dieta foi moida e acrescida de 5% das fibras a serem testadas. Durante
essa fase, utilizou-se igualmente 20 animais por grupo, nas mesmas condi¢des

oferecidas no primeiro ensaio: a) grupo permetrina + dieta celulose; b) grupo
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permetrina + dieta pectina; c¢) grupo deltametrina + dieta celulose; d) grupo
deltametrina + dieta pectina.

Apds 28 dias de experimento os animais foram mortos, sendo retirados o figado e
0 coracao para andlise histologica. Os érgaos foram fixados em Bouin com inclusao
em parafina e os cortes histolégicos foram corados com hematoxilina-eosina (HE)
para visualizagdo em microscépio ético.

As dimensdes e aspectos celulares foram avaliados utilizando-se do software
Image Pro Plus apds captura da imagem com microscopio Leica em aumento de

100x.

Inseticidas utilizados

A permetrina e deltametrina foram selecionados pela grande utilizacdo e por
representarem grupos distintos de piretréides classificados como Tipo | e Tipo I,
respectivamente. A deltametrina  [(S)-ciano-3-fenoxibenzil ~ (1R)-cis-3-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilcyclopropanocarboxylato] foi gentilmente cedida pela Bayer
CropScience e a permetrina [3- fenoxibenzil (1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil) 2,2-

dimetilciclopropanocarboxilato] foi sintetizada pela FMC Agricultural Products.

Resultados

As analises histologicas do figado dos animais controle (Fig. 1A) mostraram
hepatocitos integros com um ou dois nucleos (a), citoplasma normal, células de
Kupffer (b) localizadas entre os hepatécitos e sinusoéides (c). Os animais tratados

com deltametrina (Figs. 1 B,C) apresentaram células inflamatérias, areas com
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infiltracdo linfocitaria préximos de veia hepatica (d); hepatédcitos aparentemente
aumentados com alteracdes citoplasmaticas (granulacées) com um ou dois nucleos
de formas e tamanhos irregulares (e); inclusdes lipidicas (f); células de Kipffer (g). A
permetrina causou nos figados dos animais as mesmas alteracdes encontradas
naqueles submetidos a deltametrina. No entanto, ndo foram observadas infiltragbes
inflamatérias (Fig. 1E). Os animais que ingeriram pectina (Figs. 1 D,F) mantiveram
seus hepatocitos aparentemente aumentados, mas com redugdo das alteragdes
observadas nos grupos 1 B,C, E.

A adicdo de celulose na dieta ndo atenuou as alteragcbes hepaticas induzidas
pelos piretroides estudados (Figura 1- G e H).

Os muasculos cardiacos (Figura 2) de todos o0s grupos experimentais
apresentaram nucleos com formas irregulares, localizados no centro da célula e
espacos entre as fibras, caracteristicas tipicas de um coragdo normal. Os nucleos
localizados fora das fibras cardiacas pertencem as células endoteliais e fibroblastos.
Nas figuras é possivel observar as ramificagbes das fibras cardiacas. Discos
intercalares marcam as jungoes intercelulares entre as células do musculo cardiaco.
Nao se observaram alteracées decorrentes da administracao dos piretroides nesse
tecido.

O figado e o coracdo dos ratos submetidos a ingestdo de piretréides nao
apresentaram alteragcdes de tamanho e peso quando comparados aos érgaos dos

animais do grupo controle.
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Discussao

Os danos provocados pelos piretroides no coracdo de mamiferos nao sao
totalmente conhecidos e a utilizacdo de técnicas histolégicas podem auxiliar no
estudo do comportamento de substancias quimicas sobre 6rgaos especificos.

A andlise histoldgica realizada neste estudo nos permitiu verificar que a ingestao
de baixas doses de permetrina e deltametrina ndo causou alteragdes morfolégicas no
musculo cardiaco de ratos. Nossos resultados sdo corroborados por Luty et al. (4),
Luty et al. (5) que também ndo observaram alteragbes no tecido cardiaco de
camundongos.

Entretanto, substancias quimicas afetam seletivamente o coracdo. Os efeitos
podem ser unicamente funcionais conservando-se, apenas, enquanto houver
exposicao do individuo ao composto. Além disso, a magnitude do efeito e o risco de
irreversibilidade dependem da dose e duracdo da exposi¢cdo a substancia quimica

(16).
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G. Deltametrina + Celulose H. Permetrina + Celulose

by

Figura 1 — Cortes transversais de figado de ratos submetidos, por 28 dias, a
administracdo oral de permetrina, deltametrina e dieta enriquecida com fibras.
Podem ser observados: hepat6citos integros com um ou dois nucleos (a); citoplasma
normal com células de Kipffer (b) localizadas entre os hepatécitos e sinuséides (c);
células inflamatérias, areas com infiltragcao linfocitaria proximos de veia hepatica (d);
hepatocitos aumentados com alteragbes citoplasmaticas (granulagdes) com um ou
dois nucleos de formas e tamanhos irregulares (e); inclusdes lipidicas (f). A - H.E
(100X); B,C,E - H.E (B 40X); (C,E 100X); D,F - H.E (100X); G - HE (100X); H - HE
(40X).

83



A. Controle B. Controle




G. Deltametrina + Celulose H. Permetrina + Celulose

Figura 2 — Tecido Cardiaco de animais submetidos, por 28 dias, a administragéao oral
de permetrina, deltametrina e dieta enriquecida com fibras. Corte transversal do
ventriculo esquerdo de ratos Wistar. A - H.E. (40X) e cortes longitudinais B,C,D,E,F
H.E (100X) G e H (40X), .Nucleos com formas irregulares, localizados no centro da
célula (a) e espacos entre as fibras (b), caracteristicas tipicas de um coragdo normal.
Os nucleos localizados fora das fibras cardiacas pertencem as células endoteliais e
fibroblastos (c). Discos intercalares marcam as jungdes intercelulares entre as

células do musculo cardiaco.

Ao contrario do observado no coragdo, o figado dos animais tratados com
piretroides apresentou alteragbes histolégicas visiveis a microscopia Optica,
principalmente apdés a administracdo de deltametrina. Alteragdes histologicas
semelhantes foram observadas por Luty et al., (5) apés a administracdo de 1/10
DL50 de deltametrina e fenvalerato em camundongos, durante 28 dias. A analise
histolégica de animais expostos a doses de 1/2 e 1/5 DL50 de a-cipermetrina

indicaram a presenga de numerosas infiltragdes linfocitarias no tecido hepatico (Luty

85



et al. (4). No trabalho realizado por Manna et al. (7) a ingestdao de a-cipermetrina por
ratos Wistar produziu congestdo, hemorragias e ruptura de sinuséides em tecido
hepatico. Luty et al. (17) também verificaram alteragcdes histolégicas no figado de
ratos Wistar ap6s a administragdo dérmica de altas doses de a-cipermetrina (1/2
DL50). Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Mani et al. (18), que
verificaram no figado de animais expostos, por inalagdo, ao piretrdide fenvalerato,
alteragdes degenerativas lipidicas nas areas centrolobulares e centrais. Além disso,
os autores verificaram hepatomegalia, edemas e aumento da atividade de enzimas,
indicativo da disfuncao hepatica. Segundo Parker et al. (19) a hepatomegalia e/ou
hipertrofia sédo, frequentemente, causadas pela indugdo do sistema monoxigenase
microssomal do figado dos ratos.

As alteracbes hepaticas observadas sao consistentes em classificar o figado
como o principal 6rgao envolvido na biotransformagao de xenobiéticos.

A fibra sollvel pectina misturada a dieta dos ratos contribuiu para a diminuicao
dos efeitos hepatotdxicos. De fato, a administracdo de pectina reduziu a presenca de
inclusdes lipidicas, assim como, de granulacdes citoplasmaticas evidentes nos
animais submetidos a administracdo isolada dos piretrdides testados devido,
provavelmente, a sua capacidade de adsorver compostos tdxicos. Nossos resultados
séo corroborados por Ta et al. (12), os quais verificaram que a pectina apresenta alta
capacidade de adsorgao de diversos tipos de inseticidas.

Por outro lado, a celulose foi menos eficaz que a pectina em reduzir as alteragbes
induzidas pelos piretroides devido, provavelmente, a sua menor capacidade de

adsorcao.
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Conclusoées

Os resultados indicam um importante potencial hepatotéxico em ratos apds a
ingestao subcrénica dos piretréides estudados. A adicao de pectina na dieta reduziu
todas as alteracOes histol6gicas observadas nos grupos alimentados apenas com a
dieta comercial. Nao foram observadas alteracées no tecido cardiaco. Assim, é
possivel concluir que uma dieta rica em pectina pode contribuir na redugao da agao
hepatotdxica da deltametrina e permetrina devido, provavelmente, a capacidade de
adsorgao dos piretréides pelas fibras soluveis. Novos estudos sdo necessérios para
complementar os resultados obtidos neste trabalho. Enfim, a histologia mostrou-se

um método coadjuvante eficaz no estudo de xenobidticos.
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CAPITULO 5

Determination of deltamethrin and permethrin in liver and heart of

subchronic oral exposed Wistar rats

Santos, M.A.T., Rodrigues, M. V. N., Reyes, F.G.R., Areas, M.A.

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the residues of the pyrethroids permethrin
and deltamethrin in liver and heart of Wistar rats exposed by gavage at 1/10 level of
the corresponding LD 50 of the pyrethroids, during 28 days. The effect of the
presence of pectin and cellulose at 5% level in the diet was also evaluated. For this
purpose, a gas chromatography electron capture (GC-ECD) method of analysis was
implemented and in-house validated. The analytes were extracted from the matrices
with acetonitrile using an Ultra-Turrax system. For the clean-up step a florisil column
was used. The extracts were analyzed by GC-ECD using a HP-5 megabore column.
For permethrin the limits of quantification (LOQ) were 1 pug g 'and 0.2 pg g ' and for
deltamethrin 0.9 pg g ' and 0.2 pg g ' for liver and heart, respectively. None of the
samples analyzed presented pyrethroids residue. These results indicate that

permethrin and deltamethrin do not accumulate in the liver and heart of the animals.

Keywords: pyrethroid insecticides; tissues, residue, GC-ECD, permethrin,

deltamethrin
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1. Introduction

Pyrethroid pesticides are used in agriculture to control insects on vegetables,
fruits and field crops; in public health to control diseases caused by vectors, as well
as in veterinary products against ectoparasites. Also, they are not persistent in the
environment and tend to exhibit slow development of insect resistance (Soderlund et
al., 2002). In general, pyrethroids are more effective against a wider range of insect
pests and have much lower mammal-to-insect ratio than their organochlorine,
organophosphate and carbamate counterparts (Léon-Gonzélez, et al., 2005).
Nevertheless, the widespread use of these insecticides have lead to an increase
exposure of workers and the ecosystem (Viran et al., 2003), increasing the risk of
them entering the food chain throughout the meet (Akre and MacNeil, 2006), as well
as by the residues in fruits, vegetables and water (Kumari et al., 2006).

The acute neurotoxicity of pyrethroids has been well characterized in several
reviews (Soderlund, et al., 2002; Narahashi, 1996; Valentine, 1990). However, even
though cardiovascular manifestations frequently accompany exposure to these
compounds (Spencer, 2001; De la Cerda et al., 2002) there are few studies regarding
their cardiotoxicity. On the other hand, the liver is the primary organ for metabolism,
detoxification of xenobiotics and excretion of harmful substances (Sarkar et al., 2005).
Also, histological changes, such as congestion, hemorrhages and disruption of
sinusoids as well as residue levels were found in liver of rats after oral exposure to
repeated doses of alfa-cypermethrin (Manna et al., 2004). According to the authors,
the bioaccumulation of the pyrethroids in the liver obviously brings about the

observed histopathological effects. In this context, the determination of the residues
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of pyrethroids in target tissues contributes with the understanding of the compound
toxicity on those tissues.

The chemical structures of some types of pyrethroids are shown in Fig. 1.

c cl
0
O/\©/O\©
permethrin
Br. Br
0
L0
N deltamethrin
cl

T

cypermethrin

Figure 1. Chemical structures of permethrin, deltamethrin and cypermethrin.

Generally, the pesticides residues in different samples are determinated using
chromatographic methods. Pyrethroids have been determinated mainly by gas
chromatography (GC), and although there is a lack of pyrethroid specific detection
systems, the electron-capture detection (ECD) is most frequently selected for the

determination of pyrethroid residue analysis being most suitable for the determination
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of those pyrethroid wich posses the chloro group (cypermethrin, permethrin), fluoro
group (cyhalothrin), bromo group (deltamethrin) or chloro and fluoro groups
(fluvilinate) in their structure. Methods of derivatization have been also developed to
introduce a sensitive group in the pyrethroids which have not a halogen atom in their
molecule (allethrin, resmethrin, phenothrin, tetramethrin) (Chen and Wang, 1996).
Recently, GC-ECD was used to determinate residues of pyrethroids in bovine fat
(Akre and MacNeil, 2006) and brain, lungs, liver, heart and kidney of rats (Manna et
al., 2004).

It has been reported that diet supplementation with dietary fibers shown to
decrease the toxicity caused by food carcinogens and organophosphorus pesticides
(Ta et al., 1999). Dietary fiber may potentially lower the absorption of pesticides from
the gastrointestinal tract (GIT), and the binding of pesticides to the fibers is
determinate by the nature and the level of the fiber (Ta et al., 1999). Also, various
organic and inorganic chemicals are possibly bound to dietary fiber in the GIT and
quickly excreted in stool (lkegami et al., 1994; Sera et al., 2005).

The pyrethroids are organic and lipophilic molecules that are absorbed through
the gut and act in many parts of the body. Their neurotoxicity is well established but
reports on tissue residue level are few evaluated. Besides, our previous studies
showed a cardiotoxic effects in rats after repeated daily oral administration of
permethrin and deltamethrin. Therefore, investigation of residues level of pyrethrois in
target tissues provides a basis for better understanding their properties.

The main objective of this work was to determinate the residues of permethrin and

deltamethrin in liver and heart of Wistar rats submitted to a sub-chronic (28 days)
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pyrethroid oral exposure. Information on the interactions between dietary fibers and
pyrethroids are rather scarce, them the effect of the presence in the diet of pectin and
cellulose in the residue levels of the pyrethroids in the liver and heart was also

evaluated.

2. Materials and methods
2.1 Biological Assay
2.1.1 Chemicals

Standard deltamethrin [(S)-ciano-3-fenoxibenzil (1R)-cis-3-(2,2-dibromovinil)-
2,2-dimetilcyclopropanocarboxylato] (purity, 90.2%), provided by Bayer CropScience
and permethrin  [3- fenoxibenzil (1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil) 2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato] (purity, 97.44%), purchased from FMC, were used in
this study.

Purified fiber sources were used in order to eliminate possible interference with
other constituents that are present in whole fiber sources. Microcel (cellulose, type
3E-200) was kindly donated by Blanver Farmoquimica Ltda (ltapevi, SP, Brazil) and

pectin was purchased from CP Kelco S.A. (Limeira, SP, Brazil).

2.1.2 Animals and treatment

Seven groups of 20 male Wistar rats, 4 weeks old, obtained from the Centro
Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica, State University of Campinas (CEMIB,
UNICAMP), Campinas, SP, Brazil were used. The protocol was approved by the

UNICAMP Institutional Committee for Ethics in Animal Research (Protocol 721-2),
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which follows the recommendations of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals.

The animals were housed in individual cages under conditions of controlled
temperature (22 + 2°C), humidity (60-70%), and artificial lighting (12-h light/12 h dark,
lights on at 7:00 a.m), with free access to commercial food (Labina, Purina®) and
water. They were randomly selected based on their body weight and maintained in
adaptation period of 7 days before the beginning of the experiments.

The test substances were suitably diluted with commercial corn oil and orally
administered (5 mL) by gavage, as one single dose, daily for 28 days. The
experimental groups received 47.1 mg/kg b.w./day of permethrin and 1.1 mg/kg
b.w./day of deltamethrin corresponding to 1/10 of LD50, dose previously study by
Santos (2008). For this purpose, body mass of individual rat was recorded every two
days and the insecticides solutions remade. The dietary fiber (pectin and cellulose)
was added to the commercial feed at 5 % (w/w) In addition, the commercial diet has
already 5% (w/w) of cellulose in its formulation. All the treatments used are described
below:

Group | (control): corn oil + commercial diet

Group Il: permethrin + commercial diet

Group IlI: deltamethrin + commercial diet

Group IV: permethrin + commercial diet added of pectin

Group V: permethrin + commercial diet added of cellulose

Group VI: deltamethrin + commercial diet added of pectin

Group VII: deltamethrin + commercial diet added of cellulose
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24 hours after the last day of the experiment, the animals were sacrified and

the liver and heart were removed and stored in nitrogen liquid.

2.2 Analytical Assay
2.1.1 Chemicals

Analytical standards of deltamethrin (purity: 99%), permethrin (purity: 98%) and
cypermethrin (purity: 91.5%, internal standard) were purchased from Sigma-Aldrich.
HPLC-grade solvents (acetonitrile, methanol, hexane and ethyl acetate) were
obtained from Fisher Scientific. Anhydrous sodium sulfate reagent grade and florisil

(60-100 mesh) were used.

2.1.2 Preparation of stock and standard solutions

Individual deltamethrin, permethrin and cypermethrin stock solutions were
prepared in acetonitrile to give a final concentration of 800 pg/mL. Mixture standard
solutions were prepared by 1:10 dilution of deltamethrin and permethrin stock

solutions in acetonitrile (standard mix 1) and used to spike blank samples.

2.1.3 Analytical curves

Analytical curves were obtained by linear regression. The concentration of the
standards is represented in line x and the ration between analyte area and internal
standard area is represented in line y. The analyte areas were expressed by the

mixture of their isomers.
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Liver Calibration standards for rat liver were prepared by spiking 2.0 g of
homogenized (Ultra-Turrax system) blank liver with 100, 200, 400, 600 and 800 uL of
standard mix 1 (concentration levels 1.18; 2.35; 4.70; 7.06; 9.41 ug/g for permethrin
and 0.90; 1.80; 3.61; 5.41; 7.22 ug/g for deltamethrin) and 10 pL of internal standard
solution (cypermethrin 80 pg/mL). All the spiked liver standards were then extracted

from the liver using the extraction procedure further described.

Heart Calibration standards for rat heart were prepared by spiking the homogenized
(Ultra-Turrax system) whole blank heart (1.0 g) with 10, 20, 30, 40 and 50 uL of
standard mix 1 (concentration levels 0.235; 0.470; 0.706; 0.941 and 1.18 ug/g for
permethrin and 0.180; 0.361; 0.541; 0.722 and 0.902 ug/g for deltamethrin) and 10 uL
of internal standard solution (cypermethrin 80 pg/mL). All the spiked heart standards

were then extracted from the matrix using the extraction procedure further described.

2.1.4 Chromatographic system

For the pyrethroids determination a Varian GC 3400 series (Varian, USA) was
used equipped with a HP-5 megabore column 30 m x 0.583 mm x 2.65 um (Hewlett
Packard, USA), and an electron capture detector (Varian) was used. The nitrogen
carrier gas rate was 10 mL min™'; make-up nitrogen, 20 mL/min, injector temperature,
270C ; detector temperature, 300C. The column tem perature program was as

follows: initial 250<C, 3C min ' to 270 and hold for 30 min., injection volume was 1

uL.
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2.1.5 Extraction procedure

Liver In a 50 mL centrifuge tube, 2.0 g of triturated rat liver, 10 uL of internal standard
solution and 15 mL of acetonitrile were combined and homogenized twice in an Ultra-
Turrax system for 1 minute, and centrifuged at 3000 rpm for 6 min. The supernatant
was dried in rotary evaporator. The residue was suspended in 5 mL of hexane and

applied to a florisil column.

Heart In a 15 mL centrifuge tube, whole rat heart (approximately 1.0 g), 10 pL of
internal standard solution and 5 mL of acetonitrile were combined and homogenized
twice in an Ultra-Turrax system for 1 minute and centrifuged at 3000 rpm for 6 min.
The supernatant was dried in a vacuum evaporator. The residue was suspended in 5

mL of hexane and applied in a florisil column.

Samples clean up. The 5 mL florisil column (75 x 13 mm) was packed successively
with 1.0 g florisil (60-100 mesh) and 2.5 g of anhydrous sodium sulfate. The packed
column was fitted on SPE vacuum manifold (Alltech, Deerfield, IL, USA). The column
was conditioned with 6 mL hexane and not allowed to dry. The sample extract (5 mL)
was applied to the column and the analytes were eluted with 15 mL hexane-ethyl
acetate (95:5 v/v). The eluate was concentrated until the dryness of the solvent under
a vacuum and diluted with methanol to a volume of 5.0 mL (liver) and 1.0 mL (heart).

A 1 L volume was injected manually into the GC-ECD.
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2.1.6 Validation procedure

After establishing the extraction conditions, the CG-ECD method was firstly
checked with respect to linearity, precision, accuracy, limit of quantification (LOQ) and
limit of detection (LOD). For this evaluation the mixture of permethrin, deltamethrin
and internal standard (cypermethrin) was used. The precision (repeatability),
expressed as relative standard derivation (%RSD) of GC-ECD method were obtained
using the analysis of six independent samples with 0.94 ug g”' permethrin and 0.72
Hg g deltamethrin. The accuracy was evaluated through recovery test by the
analysis of spiked liver and heart samples with permethrin and deltamethrin at two
different levels.

The LOD was considered as the lowest concentration of the analyte (S/N = 3) and
the limit of quantification (LOQ) was determined as the lowest concentration of the

analyte that yields a signal-to-noise ratio of 10:1.

3. Results and discussion
3.1 Validation results

For method validation, blank rat hearts and blank rat livers were obtained in
Toxicological Laboratory of CPQBA-UNICAMP.

The developed method was adapted from Akre and MacNeeil (2006) that
determined eight types of pyrethroid in bovine fat using GC-ECD. However, the
authors verified lower values of LOD / LOQ for permethrin and deltamethrin,

respectively (7.74 + 4.64 pg.kg' / 25.80 + 15.47 pg.kg-1 and 14.38 + 6.49 pg.kg™ /
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47.95 + 21.63 pg.kg') than that reported in our study (Table 1). The discrepancy

between the results may be explained by the difference in the matrices constituents.

Table1. Parameters of validation of the GC-ECD method to determinate permethrin
and deltamethrin in liver and heart of rats.

Validati Permethrin Deltamethrin
alidation - -
Parameters Liver Heart Liver Heart
Linear range 0.47-3.76 0.24-1.18 0.36-2.89 0.18-0.90
(Mg mL™)
Correlation 0.9970 0.9991 0.9985 0.9989
coefficient (r%)
LOD (ug g™) 0.7 0.1 0.5 0.1
LOQ (ug g™ 1.0 0.2 0.9 0.2
Precision 8.8 % (4.70 ug/9) | 9.5 % (2.35 pg/g) 5.1 % (3.61 14 % (1.80 pg/g)
(RSD, n=6) 20 % (1.18 ug/g) | 13 % (0.24 pg/g) Hg/g) 20 % (0.18 pg/g)
24 % (0.90 ug/9)
Accuracy (n=6) 99,0% 102% 97, 7% 99.5%
(fortification 4.7 | (fortification 2.4 | (fortification 3.6 | (fortification 1.8
Hg/g, RSD= Hg/g, RSD = Hg/g, RSD= Hg/g, RSD
9.3%) 8.8%) 5.2%) =3.5%)

The liver showed more interferents in the determination of both pyrethroids than
that observed in the heart. Thus, it was necessary a higher dilute of the liver final
extract leading a high values of LOQ and LOD when compared with the heart.

As presented in table 1, during the determination of permethrin, the precision of
the method showed %RSD lower than 10% for 4.7 e 2.3 ug/g fortifications in liver and
heart, respectively. Also, during the determination of deltamethrin the %RSD was
lower than 10% in liver (fortification=5.1 ug/g). The value of RSD increases (13-24%)

when the LOQ values of the method are used for the fortifications.
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The calibration curves were linear in the concentration range tested. The

correlation coefficients (r?) were higher than 0.99 for the both pyrethroids.

3.2 Pyrethroids residues

The levels of pyrethroids daily oral administration for 28 days were not detected
(bellow of detection limits — LOD). The results show that permethrin and deltamethrin
didn’t accumulate in the liver and heart of the animals that is in agreement with
previous study (Kaneko et al., 1988). As reported by Hieder et al. (2001), deltamethrin
is rapidly absorbed by the gastrointestinal tract when administered orally and quickly
biotransformated in the liver of the mammals through the oxidation reaction and ester
cleavage. The initial detoxification reaction is the clivage of ester bind, probably by
esterases, followed by hydroxylation reaction catalyzed by cytochrome P-450 and
others confugation reactions (Hieder et al., 2001). Deltamethrin is metabolized and its
metabolites excreted over a period of days in rats (Anand et al., 2006).

Even with the electrocardiographics changes observed in the pyrethroids
ingestion (Spencer et al., 2001; De la Cerda et al., 2002, Santos, 2008) no detectable
residues were found in the heart of rats submitted an ingestion of 47.1 mg.kg™ and
1.1 mg.kg™' b.w/day of permetrin and deltamethrin, respectively.

Although Manna et al. (2004) have reported residues of a-cypermethrin in
different tissues, including liver (0.07 + 0.01 ug.g”) and heart (0.21 + 0.01 ug.g™),

their study didn’t show the results of validation with the values of LOD and LOQ.
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Since it was not possible to detect residues of pyrethroids in the tissues of the
experimental rats the supplementation of the diet with cellulose and pectin didn’t

affect the results of this study.

4. Conclusions

The present study didn’t detect residues of permethrin and deltamethrin in liver
and heart samples because of the limitations of the method. The use of ECD detector
requires an important step of clean up, as the electrophilic compounds are very
sensitive. On the other hand, the liver has many interferents that difficult the high

concentration of the extract in the equipment.

5. References

Akre CJ, MacNeil JD. 2006. Determination of eight synthetic pyrethroids in bovine fat
by gas chromatography with electron capture detection. Journal of AOAC
International 89 (5): 1425-1431.

Anand SS, Bruckner JV, Haines W.T, Muralidhara S, Fisher JW, Padilla S. 2006.
Characterization of deltamethrin metabolism by rat plasma and liver microsomes.

Toxicology and Applied Pharmacology 212: 156-166.
Chen Z-M, Wang Y-H 1996. Chromatographic methods for the determination of

pyrethrin and pyrethroid pesticide residues in crops, foods and environmental
samples. Journal of Chromatography A 754: 367-395.

102



De La Cerda E, Navarro-Polanco RA, Sanchez-Chapula JA 2002. Modulation of
cardiac action potential and underlying ionic currents by the pyrethroid inseticide
deltamethrin. Archives of Medical Research 33: 448-454.

Hieder AF, Hirsch-Ernst Kl, Bauer D, Kahl GF, Desel H 2001. Induction of
cytochrome P450 2B1 by pyrethroids in primary rat hepatocyte cultures. Biochemical
Pharmacology 62: 71-79.

lkegami S, Umegaki K, Kawashima Y, Ichikawa T 1994. Viscous indigestible
polysaccharides reduce accumulation of pentachlorobenzene in rats. The Journal of
Nutrition 124(5): 754-760.

Kumari B, Madan VK, Kathpal TS 2006. Monitoring of pesticide residues in fruits.
Environmental Monitoring and Assessment 123: 407-412.

Leon-Gonzélez, ME. Plaza-Arroyo M, Pérez-Arribas LV, Polo-Diez LM. 2005. Rapid
analysis of pyrethroids in whole urine by high-performance liquid chromatography
using a monolithic column and off-line preconcentration in a restricted access material

cartridge. Analytical and Bioanalytical Chemistry 382: 527-531.

Manna S., Bhattacharyya D., Mandal T.K., Dey S. 2004. Neuropharmacological

effects of deltamethrin in rats. Journal of Veterinary Science 7 (2), 133-136.

Narahashi T. 1996. Neuronal ion channel as the target sites of insecticides.
Pharmacology and Toxicology 79 (1), 1-14.

Santos MAT. Efeito da pectina e da celulose na toxicidade de inseticidas piretréides
sobre parametros eletrocardiograficos e morfolégicos em ratos Wistar machos recém
desmamados. Campinas, 2008. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) —

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.

103



Sarkar B, Chatterjee A, Adhikari S, Ayyappan S. Carbofuran- and cypermethrin-
induced histopathological alterations in the liver of Labeo rohita (Hamilton) and its
recovery. Journal of applied ichthyology 2005; 21: 131-135.

Sera N, Morita K, Nagasoe M, Tokieda H, Kitaura T, Tokiwa H 2005. Binding effect of
polychlorinated compounds and environmental carcinogens on rice bran fiber. Journal
of Nutritional Biochemistry 16: 50-58.

Soderlund DM, Clark JM, Sheets LP, Mullin LS, Piccirillo VJ, Sargent D, Stevens JT,
Weiner ML. 2002. Mechanisms of pyrethroid neurotoxicity: implications for cumulative
risk assessment. Toxicology, 171 (1):3-59.

Spencer CL, Yuill KH, Borg JJ, Hancox JC., Kozlowski RZ. 2001. Actions of
pyrethroid insecticides on sodium currents, action potentials, and contractile rhythm in
isolated mammalian ventricular myocytes and perfused hearts. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 298 (3): 1067-1082.

56 Valentine, WM. Toxicology of selected pesticides, drugs, and chemicals. Pyrethrin
and pyrethroid insecticides. 1990. Vet. Clin. North Am. Small Anim. Pract. 20 (2):375-
382.

Viran R, Erko¢ FU, Polat H, Kogak O. 2003. Investigation of acute toxicity of
deltamethrin on guppies (Poecilia reticulata). Ecotoxicology and Environmental Safety
55: 82-85.

Ta CA., Zee JA., Desrosiers, T, Marin J, Lavallois P., Ayote P, Poirier G. 1999.

Binding capacity of various fibre to pesticide residues under simulated gastrointestinal
conditions. Food and Chemical Toxicology 37, 1147-1151.

104



Conclusoes Gerais

Através do presente estudo pOde-se verificar que a ingestdo diaria dos
inseticidas piretréides permetrina e deltametrina, durante 28 dias, levou ao
aparecimento de alteragdes eletrocardiograficas nos animais experimentais em
todos os parametros analisados. A adicdo de pectina na dieta foi efetiva na
reducdo de grande parte das alteragdes elétricas do coracdo, no entanto, a
celulose se mostrou ineficaz na protecdo do organismo contra os efeitos
cardiotdxicos atribuidos aos piretréides estudados.

Estudos morfolégicos mostraram que o coracao dos animais expostos aos
piretrdides manteve-se saudavel, no entanto, o figado, principal 6rgao de
biotransformacdo de xenobioticos, apresentou alteragdes visiveis a microscopia
Otica, principalmente ap6s a administragdo de deltametrina. Também neste
estudo, a fibra sollvel pectina misturada a dieta dos animais contribuiu para a
diminuicdo dos efeitos hepatotdxicos. Assim, apesar das alteragbes hepaticas, o
coracao nao se mostrou afetado morfologicamente sugerindo que os piretrdides
estudados agem, principalmente, na fungéo elétrica do coracao.

A determinacdo de residuos de piretroides no figado e coracdo dos
animais experimentais tornou-se importante para a conclusao final deste trabalho.
As fibras alimentares também foram utilizadas neste estudo, j& que as
informacgbes entre a capacidade protetora das fibras em relacdo aos agrotdxicos
sao, ainda, bastantes escassas.

Os resultados revelaram que, apesar dos efeitos eletrocardiotoxicos
verificados nos animais experimentais, ndo foi possivel detectar residuos de
permetrina e deltametrina no coracdo dos ratos pelo método utilizado neste
trabalho. Os piretréides administrados diariamente aos ratos também néo foram
detectados no figado, ja que a técnica apresenta algumas limitacoes.

A pectina fornecida junto com a dieta apresentou resultados satisfatorios
na diminuicdo dos efeitos tdxicos causados no coracdo e figado dos animais
expostos a permetrina e deltametrina. No entanto, a fibra insolavel celulose ndo

reduziu as alteragdes cardiacas e hepaticas observadas nos ratos.
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Devido a importancia do uso de inseticidas no contexto agricola e as
vantagens atribuidas ao consumo de fibras, o presente trabalho contribui para
aprimorar o conhecimento cientifico da agdo dessas substancias no organismo,
estendendo novas descobertas em beneficio da populacao.

Diante da escassez de dados que correlacionem os agrotoxicos e o
consumo diério de fibras dietéticas, e com o intuito de melhorar ou prevenir danos

a saude humana, sugere-se a realizagao de estudos complementares.
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Anexos: Resumos publicados em congressos

ACAO DOS INSETICIDAS PIRETROIDES PERMETRINA E DELTAMETRINA
SOBRE PARAMETROS ELETROCARDIOGRAFICOS DE RATOS WISTAR JOVENS.
SANTOS, M. A. T. ; AREAS, M. A.; REYES, F. G. R. Ciéncia de Alimentos - FEA,
UNICAMP; Fisiologia e Biofisica - 1B, UNICAMP.

Introducao: Os piretréides sao inseticidas neurotéxicos que alteram o tempo de abertura
dos canais de sbédio durante a despolarizacdo da membrana neural. Pouco se sabe
sobre o efeito destes inseticidas sobre as propriedades eletrofisioldgicas do musculo
cardiaco. No entanto, pesquisas sugerem que alguns piretréides apresentam potencial
arritmogénico em coracao de mamiferos, uma vez que as células cardiacas sdo também
ricas em canais de sédio e podem apresentar mecanismo de agdo semelhante aquele
observado nas células das membranas nervosas.

Objetivos: Avaliar o efeito dos inseticidas piretdides, permetrina e deltametrina, sobre
parametros eletrocardiograficos de ratos jovens, em ensaio de exposi¢ao subcronica.
Metodologia: Foram utilizados ratos Wistar machos, de 21 dias, divididos em trés
grupos de 20 animais. Apds periodo de adaptacdo de 07 dias os grupos experimentais
receberam 47,1 mg/kg/pc de permetrina (Grupo B) e 1,1 mg/kg/pc de deltametrina
(Grupo C), valores correspondentes a 1/10 da DL50. Os piretroides dissolvidos em 6leo
de milho foram administrados aos animais por gavagem na dose de 0,5 ml, uma vez ao
dia durante, 28 dias. Estudos paralelos foram conduzidos com um grupo controle (Grupo
A) que recebeu apenas 6leo de milho, nas mesmas condigbes que 0s outros grupos
experimentais. Todos os animais receberam dieta comercial e agua ad libitum. Ap6s 28
dias, os animais foram anestesiados com barbiturato de soédio (50 mg/kg/pc) injetado
intraperitonealmente  permanecendo em posicdo supino para 0  registro
eletrocardiografico. O eletrocardiograma (ECG) foi realizado com fixacdo subcutanea de
eletrodos em equipamento computadorizado (Heart Ware Sistems) considerando-se as
seis derivagdes periféricas (1, I, lll, aVR, aVL, aVF).

Resultados: Com relacdo ao ECG, os inseticidas promoveram efeito cronotropico

negativo, prolongamento do intervalo PR e do complexo QRS, sugerindo retardo na
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conducao dos estimulos dos atrios para os ventriculos. Além disso, o prolongamento dos
intervalos QT e QTc indicaram retardo no processo de despolarizagédo e repolarizagao
ventricular sugerindo risco de morte subita. O complexo QRS apresentou maior
prolongamento somente nos animais que receberam deltametrina. Conclusao: Os
resultados experimentais indicam que os piretréides permetrina e deltametrina
apresentaram efeitos cardiotoxicos caracterizados por alteracdes eletrocardiograficas de
risco de morte subita.

Apoio Financeiro: CNPq
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PROTECTING CAPACITY OF PECTIN TO PYRETHROIDS ORALLY ADMINISTERED
IN HISTOLOGICAL CHANGES. SANTOS, M.A.T.; AREAS, M.A.; REYES, F.G.R. Food
Science Department — Food Engineering Faculty, UNICAMP, Physiology and Biophysic
Department — Biological Institute, UNICAMP

Introduction: Pyrethroids insecticides are neurotoxicants that exerts potent actions on
neuronal sodium channels thereby causing symptoms of poising in animals. Studies
observed that pyrethroids cause histological changes from animals poised with cronical
and subcronical doses. However, few investigators studied the relationship between fiber
consumption and the histological changes. Pectin soluble fiber has showed protective
effects against a range of chronic diseases.

Objectives: This study aims to investigate whether pectin protects the heart and liver
tissues of rats submitted to permethrin and deltamethrin orally administered.

Methods: Three groups of 20 male Wistar rats, 4 weeks, were used in this experiment.
After the adaptation period of 7 days, the experimental groups received 47.1 mg/kg b.m
of permethrin and 1.1 mg/kg b.m of deltamethrin, values corresponding of the 1/10 LD50.
The insecticides were dissolved in corn oil and administered orally (5 ml/kg) via gavage,
as one single dose. Rats serving as control received 5 ml/kg b.m of corn oil in the same
manner. The control animals were fed with commercial diet and the experimental groups
received diets added with 5% of pectin. The groups were watered ad libitum. The heart
and liver for histological studies were taken 28 days after the experiment. For light
microscopy, the material was embedded in paraffin and 6 pm thick sections were stained
with hematoxylin and eosin.

Results: The heart histological analysis of all animals groups showed complete cells,
central and irregular nucleus, characteristics of normal myocites. The muscles fibers have
normal transversal striations and no changes were observed .in nucleus and intercaled
discs. The liver of control rats showed complete hepatocytes with one or two regular
nucleus, normal cytoplasm and Kupffer cells localized between hepatocytes and
synusoids. In the liver of rats exposed a deltamethrin, inflammatory cells infiltrations were
present around the hepatic veins. Irregular hepatocytes, cytoplasmatic changes and
irregular granular and condensed nucleus with indefinite nucleolus could be observed.

The liver histological analysis of permethrin group showed the same aspects as
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deltamethrin group, except the inflammatory infiltrations. However, the pectin in the diet
reduced all the histological changes observed in the groups fed only with commercial
diet. Apparently, the reduction of cytoplasmatic changes from pectin diet showed highest
in deltamethrin group.

Conclusion: No changes were noted in the heart tissue. The diet enriched with pectin did
a protect effect against hepatotoxic action of the pirethroids studied.

Acknowledgements CNPq
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EFFECT OF PECTIN IN ELETROCARDIOGRAPHICS CHANGES INDUCED BY
PERMETHRIN AND DELTAMETHRIN IN WISTAR RATS. SANTOS, M.A.T.; AREAS,
M.A.; REYES, F.G.R. Food Science Department — Food Engineering Faculty, UNICAMP,
Physiology and Biophysic Department — Biological Institute, UNICAMP.

Introduction: Pyrethroids insecticides modify neuronal and cardiac sodium channels,
inducing persistent, steady-state sodium current at depolarized membrane potential.
Researches suggest that some pyrethroids have arrhythmogenic potential in mammalian
heart because cardiac myocytes are also rich in sodium channels. On the other hand,
pectin fiber can reduce the gastrointestinal absorption of nutrients and toxic substances.
Objectives: Investigate effects of pectin on permethrin and deltamethrin action,
considering rats’ eletrocardiographics parameters.

Methods: Three groups of 20 male Wistar rats, 4 weeks, were used in this experiment.
After the adaptation period of 7 days, the experimental groups received 47.1 mg/kg b.m
of permethrin and 1.1 mg/kg b.m of deltamethrin, values corresponding of the 1/10 LD50.
The insecticides were dissolved in corn oil and administered orally (5 ml/kg) via gavage,
as one single dose. Rats serving as control received 5 ml/kg b.m of corn oil in the same
manner. The control animals were fed with commercial diet and the experimental groups
received diets added with 5% of pectin. The groups were watered ad libitum. After 28
days, the animals were anesthetized with intraperitoneal injection of sodium barbiturate
(50 mg/kg b.m). The animals were placed in the supine position, with the legs gently
extended; electrodes were placed subcutaneously for the eletrocardiographics register,
recorded using Heart Ware Sistems Equipament and considering standard ECG
derivation (I, II, Ill, aVR, aVL, aVF). Results: The insecticides decreased the heart rate
and prolonging of PR interval, QRS complex and QT and QTc intervals. Conclusion: The
results showed that permethrin and deltamethrin are cardiotoxics, maybe because of the
inhibitory effects in sodium channels that are responsible of the negative chronotropism
and decrease the atrium to ventricle electric stimulus conduction, besides the ventricular
polarization and depolarization. The pectin protected the heart of the toxic effects
provoked by these insecticides, reducing the subit death risk.
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COMPARISON OF PROTECTIVE EFFECTS OF PECTIN AND CELLULOSE IN
ELECTROCARDIOGRAPHICS CHANGES INDUCED BY PYRETHROIDS IN WISTAR
RATS

M.A.T. Santos1, M.A. Areas2, F.G.R. Reyes1

1FEA, UNICAMP, Campinas-SP, Brazil
21B, UNICAMP, Campinas SP, Brazil

Email: monicas@fea.unicamp.br

Pyrethroids act primally on the neuronal sodium channels, inducing persistent and
steady-state sodium current at despolarized membrane potential. Cardiac myocites are
rich in sodium channels and cardiovascular manifestations can accompany pyrethroids
exposure. This work studied the effects of pectin and cellulose on pyrethroids action,
considering electrocardiographics parameters. Five groups of 10 male Wistar rats, 4
weeks old, were used. After the adaptation period (7 days), the experimental groups
received 47.1 mg/kg b.w/day of permethrin and 1.1 mg/kg b.w/day of deltamethrin
corresponding to 1/10 of LD50. The insecticides were dissolved in corn oil and
administered orally (5mL) by gavage. Rats serving as control received 5 mL of corn oil.
All animals had free access to commercial food and water. The experimental groups were
fed with diet added of 5% of pectin or 5% of cellulose. After 28 days, the animals were
anesthetized with intraperitoneal injection of sodium barbiturate (50 mg/kg b.w). The
animals were placed in the supine position and electrodes were placed subcutaneously in
the limbs for the electrocardiographic registration. The insecticides showed to be
cardiotoxic, probably because of inhibitory effect on sodium channels, which are
responsible for the negative chronotropism, decreasing the atrium to ventricle electric
stimulus conduction and the ventricular polarization and depolarization. Pectin, but not
cellulose, showed a protective action of the heart against the toxic effects induced by the
pyrethroids.
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