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“Talvez ndo tenhamos conseguido fazer o melhor, mas lutamos
para que o melhor fosse feito. Ndo somos o que deveriamos ser, ndo

somos o que iremos ser, mas gracas a Deus, ndo somos o que éramos.”

Martin Luther King
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Resumo

A dengue é, hoje, uma das principais doencas reemergentes e um dos mais
importantes problemas de saude pablica no mundo. Com a auséncia de uma vacina eficaz e
dificuldades no tratamento, a Unica alternativa disponivel na prevencdo da dengue é o
combate ao vetor, e, atualmente, a utilizacdo de inseticidas tem sido a principal estratégia
de controle das larvas e mosquito adulto do Aedes aegypti. Dentre os compostos utilizados
para 0 combate as larvas de Aedes aegypti esta o diflubenzuron (DFB), um inseticida e
acaricida regulador do crescimento de insetos (IRC), da classe das benzoiluréias. Devido a
escassez de estudos toxicoldgicos a respeito deste composto, o presente estudo objetivou
avaliar os efeitos toxicologicos apOs exposicdo subaguda ao inseticida DFB, em ratos
machos adultos e a genotoxicidade in vivo. Para tanto a primeira etapa consistiu em avaliar
a toxicidade subaguda e ratos machos adultos (90 dias de idade) receberam, durante 28
dias consecutivos por gavage, 0; 2; 4 ou 8 mg/kg/dia de DFB (grau técnico; 98% de
pureza). Apds o tratamento, foram analisados 0s seguintes pardmetros: aspectos
bioquimicos e hematoldgicos, histopatologia do figado, rim, testiculo e epididimo,
contagem e morfologia espermatica. Para o estudo de genotoxicidade camundongos
machos Swiss foram divididos em cinco grupos experimentais (n=10 animais/grupo). Um
grupo foi tratado com ciclofosfamida por via intraperitoneal (50mg/kg) e o grupo controle
recebeu o veiculo (1,0 mL/kg de 6leo de milho). Os outros trés grupos foram tratados com
as doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg de peso corporeo de DFB por via oral. O tratamento foi
realizado uma Unica vez e o composto quimico foi dissolvido em dleo de milho antes da
administragdo. O ensaio cometa foi realizado coletando sangue da cauda de cada animal
24h apo6s administracdo do DFB e o teste do microndcleo apds 24, 48 e 72 h do tratamento
com o composto. No experimento de toxicidade subaguda nenhum sinal clinico de
toxicidade foi observado nos animais dos grupos experimentais durante o tratamento com o
DFB. No entanto, observou-se aumento nos niveis séricos de alanina aminotransferase
(ALT) no grupo que recebeu 8 mg/kg/DFB/dia e de uréia nas doses de 4 e 8
mg/kg/DFB/dia. Por outro lado, ndo houve alteragdes significativas nos niveis de aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (3-GT), creatinina e nos parametros
hematologicos avaliados. A exposic¢do subaguda a menor dose (2mg/kg) do DFB provocou
diminuicdo significativa no peso do testiculo, na producdo espermatica diaria e no nimero

de espermatozoides no epididimo em relacdo ao grupo controle. Entretanto, ndo foram



observadas alteracfes na histologia do testiculo, epididimo, figado e rim e na morfologia
espermatica. No ensaio de genotoxicidade em todas as doses testadas houve aumento
significativo de microndcleos e cometas quando comparado com o grupo controle
negativo. A dose de 3mg/kg/DFB foi a que apresentou uma incidéncia maior de
micronlcleos e cometas. Conclui-se que o DFB foi tdxico para o sistema reprodutor
masculino de ratos apds exposicdo subaguda e potencialmente genotéxico nestas condi¢es
experimentais. Outros estudos devem ser conduzidos a fim de identificar seus possiveis

mecanismos toxicos.

Palavras chaves: Diflubenzuron, toxicidade subaguda, sistema reprodutor,

genotoxicidade.



Abstract

Dengue is currently one of the main reemerging diseases and one of the most
important public health problems in the world. Without an effective vaccine and
difficulties in the treatment, the only available alternative in the prevention of Dengue is to
combat the vector and recently the use of insecticides has been the principal strategy in the
control of Aedes aegypti larvae and adult mosquitoes. Among the compounds used to
combat Aedes aegypti larvae is diflubenzuron (DFB), an insecticide and acaricide insect
growth regulator (IRC), in the benzoylureas class. Due to the lack of toxicological studies
about this compound, the present study aimed to evaluate the toxicological effects after
subacute exposure to the insecticide DFB, in adult male rats and genotoxicity in vivo. For
this purpose, the first step was to evaluate the subacute toxicity and adult male rats (90
days old) received for 28 consecutive days by gavage, 0, 2, 4 or 8 mg/kg/day of DFB
(technical grade, 98% purity). After the treatment, the following parameters were analyzed:
biochemical and hematological aspects, histopathology of liver, kidney, testis and
epididymis, sperm morphology and count. For the study of genotoxicity Swiss male mice
were divided into five experimental groups (n = 10 animals/group). One group was treated
with cyclophosphamide intraperitoneally (50mg/kg) and the control group received the
vehicle (1.0 mL/kg of corn oil). The other three groups were treated with the doses of 0.3,
1 and 3 mg/kg of body weight of DFB orally. The treatment was performed only once and
the chemical compound was dissolved in corn oil before the administration. The comet
assay was performed by collecting blood from the tail of each animal 24 hours after
administration of the DFB and the micronucleus test after 24, 48 and 72 h of the treatment
with the compound. In subacute toxicity experiment no clinical signs of toxicity were
observed in the animals of the experimental groups during treatment with the DFB.
However, there was an increase in serum levels of alanine aminotransferase (ALT) in the
group treated 8 mg/kg/DFB/day and of urea at doses of 4 and 8 mg/kg/DFB/day. On the
other hand, no significant changes were observed in the levels of aspartate
aminotransferase  (AST), gamma-glutamyl transferase (GT-8), creatinine and
hematological parameters evaluated. The subacute exposure to the low-dose (2mg/kg) of
DFB caused significant decrease in testis weight, daily sperm production and the number
of spermatozoa in the epididymis in the control group. However, no changes were

observed in histology of the testis, epididymis, liver and kidney and sperm morphology. In

Xi



genotoxicity assay, at all doses tested, there was significant increase of micronucleus and
comets when compared with the negative control group. The dose of 3mg/kg/DFB had the
higher incidence of micronucleus and comets. It was concluded that the DFB was toxic to
the male reproductive system of mice after subacute exposure and potentially genotoxic in
these experimental conditions. Further studies should be conducted to identify their
possible toxic mechanisms.

Key Words: Diflubenzuron, subacute toxicity, reproductive system, genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Diversas substancias utilizadas na agricultura sdgentes teratogénicos,
mutagénicos e cancerigenos (Feber & Cabral, 1BR¢C, 1991). A exposicao a essas
substancias, em especial aos praguicidas, ocooesar@ente por trabalhadores rurais e
agricultores que manipulam diretamente estes campdexposicdo ocupacional), mas
também, pela populacdo em geral, por meio da idgett agua e alimentos contaminados
(exposicéao acidental) (Morrison et al., 1992; Welmeger, 1993).

Nos ultimos anos, tem crescido o uso de agrotoxiogpaises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento, e o Brasil assumiu, na ultifdeada, o posto de maior mercado
mundial de agrotoxicos (ANVISA & UFPR, 2012). A goe preocupacao esta na falta de
um controle na comercializacao e utilizacdo destespostos, auséncia de utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual (EPI), falhas fiscalizagdo da exposicdo dos
trabalhadores aos agrotoxicos no ambiente de hapalainda, problemas relacionados a
contaminagcdo, onde o diagnéstico e o tratamento s&@wm eficazes (Delgado &
Paumgartten, 2004; Londres, 2011). Estudos ténficao que estes compostos podem
ser toxicos ao homem, podendo causar efeitos o@es Sistemas Nervoso Central
(SNC), Periférico (SNP) e Autbnomo (SNA), apresedta também atividade
imunodepressora, cancerigena, mutagénica, e poltenar a sistema enddcrino e genital
(Ecobichon, 1993).

Além dos efeitos toxicoldgicos sistémicos provocagela exposicdo a quimicos
ambientais, tém sido observado que o sistema fj¢aitdbém é frequentemente afetado
por estes compostos (Xiabal., 2006). Neste contexto, em paralelo commesaio do uso
dessas substancias, importantes alteracfes repax]jwntre elas, aumento na incidéncia
de cancer testicular, criptorquidia, hipospadiaredeclinio na quantidade e na qualidade
espermatica tém sido documentadas (Paumgartter).20@rios autores ja relataram
inimeras desordens reprodutivas (diminuicdo da yg@a espermatica, alteracdes
histopatolégicas de o6rgaos reprodutores, reducdootencial de fertilidade) ocasionadas
pela exposi¢cdo a quimicos ambientais no homem diwnsos animais (Taet al, 2002;
Fernandes et a007; Arenaet al., 2008; Fernandes et al., 2012).

A determinacdo do potencial genotoxico de poluenaesbientais objetiva

determinar os riscos genéticos, ndo somente des keamanos expostos, mas também da



biota nativa de determinado local (Peirce et &98). O “Guidelines for Carcinogen Risk
Assessment”, publicada pela Agéncia de Protecaoidatdl dos Estados Unidos, aponta
as alteracdes na expressdo génica, reparo do Dowirpte do ciclo celular, instabilidade
gendmica e danos cromossOmicos como as principaisequéncias da exposicdo aos
agentes ambientais e eventos criticos envolvidopracesso de carcinogénese (Preston,
2007).

A dengue € hoje, uma das principais doencas reemesy e um dos maiores
problemas de saude publica no mundo (Teixeira.e2@05). Com a auséncia de uma
vacina eficaz e dificuldades no tratamento, a Ualternativa disponivel na prevencao da
dengue € o combate ao veteratualmente, a utilizacdo de inseticidas tem aigancipal
estratégia de controle das larvas e mosquito adolfeedes aegypfiSchaefer et al., 1978;
Mekuria et al., 1991; Failloux et al., 1994; Mascet al., 1995; Guzman & Kouri, 2002).

O diflubenzuron (DFB), 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,&tdorobenzoyl) urea, € um
inseticida e acaricida regulador do crescimentmsetos (IRC) que pertence a classe das
benzoiluréias. Apresenta ) (Dose letal) > 4640 mg/kg para ratos e camundopgos
via oral (EHC 184, 1996) e classificacdo toxicobdgide classe IV (pouco téxico)
(ANVISA, 1985) e é utilizado na agricultura, conireetos predadores, no controle de
ectoparasitas de peixes e em programas de saulleapab controle de insetos e vetores
(Martins, 2004). As benzoiluréias, principais rey@mtantes dos IRC, atuam interferindo
especificamente na deposicdo de quitina, um dospeastims da cuticula de insetos
(Reynolds, 1987). O mecanismo de acao toxica destepostos é sobre formas imaturas
(larvas), particularmente durante a ecdise, impkdminseto de liberar-se da exocuticula,
por ndo conseguirem secretar endocuticula novaa(S%t al., 2003)Com a elevada
utilizacdo de agentes quimicos no combate de \&W@E0S organismos ndo-alvo podem
ser expostos a estes compostos por meio de cafitato ou através do meio ambiente
(Fountaine & Wade-Martins, 2007).

Devido a caréncia de estudos a respeito dos eftitdsoldégicos do DFB, é de
extrema importancia analisar sua possivel toxi@d&as resultados obtidos no presente
estudo podem fornecer informacfes importantes paraplementacdo de politicas
governamentais de saude publica que regularizenutiliacdo em niveis seguros para
exposicdo humana. Assim, objetivou-se, no presesgwido, avaliar os efeitos
toxicolégicos da exposicdo subaguda ao inseticiéiB [@m ratos machos adultos e

genotoxicidadén vivo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGROTOXICOS

Durante muito tempo, o controle de pragas da dtureuera feito a partir do uso de
agentes quimicos, sendo que os primeiros baseavamsformulacdes envolvendo os
elementos cobre e arsénio (Veiga et al., 2006).a@®toxicos consistenem uma
substancia ou mistura de substancias utilizadascotvetivo de repelir, inibir, prevenir
ou destruir qualquer tipo de peste, sendo claasifis de acordo com seu mecanismo de
acdo em: acaricidas, bactericidas, fungicidas, itidds, inseticidas, moluscidas,
nematicidas e rodenticidas. Estes produtos podenutdzados em casas, jardins e na
saude publica para controlar vetores e doencgasntiasiveis (Matolcsy, 1988; Manahan,
1993; Baird, 1999).

O emprego dos agrotoxicos na agricultura inicionasedécada de 20, mas a
utilizacdo em larga escala comecou a partir da i@sgGuerra Mundial, nos quais eram
utilizados como armas quimicas (Souza et al., 198#&rémio Nobel foi concedido a Paul
Miller em 1940, pela descoberta de propriedadesticidas do dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT). A partir deste momento houve arescimento da manufatura e da
utilizacdo de compostos sintéticos para contralagas na agricultura (Turk, 1989).

No Brasil, a utilizagdo em larga escala destes ostog iniciou-se a partir da
década de 70, especialmente na regido Sul, nascolturas de soja, trigo e arroz.
Atualmente, estes pesticidas sdo empregados ampilaume controle de pragas e doencas
em agriculturas convencionais. Com o passar dodempgricultura mundial cresceu em
produtividade e é&rea cultivada, levando a um auonelst uso de agrotéxicos. Estes
sofreram modificacbes em suas moléculas, com dtantle melhorar as caracteristicas
fisico-quimicas, provocando também alteracdes nosrfisp toxicolégicos e
ecotoxicolégicos (Armas et al., 2005).

Em 2008, o Brasil assumiu o posto de maior mercagladial de agrotoxicos, e em
2011, teve uma movimentacdo de US$ 8,5 bilhdes ewado nacional. Os herbicidas
representaram 45% do total de agrotoxicos comeradus, ja os fungicidas e inseticidas
responderam por 14% e 12% do mercado nacionakctg@pmente, e as demais categorias
de agrotoxicos representaram 29% da comercializé88VISA & UFPR, 2012). O
estado do Mato Grosso € o maior consumidor de @&goois, representando 18,9%,



seguido de Sao Paulo (14,5%), Parana (14,3%), Rinde do Sul (10,8%), Minas Gerais
(9,0%), Goias (8,8%), Bahia (6,5%), Mato Grossddb (4,7%) e Santa Catarina (2,1%).
Os demais estados consumiram 10,4% do total dadagros do Brasil (IBGE, 2006;
SINDAG, 2011; Theisen, 2012).

O uso indiscriminado de agrotoxicos provoca um#&sge danos ambientais. A
saude humana pode ser afetada por estes compastasnente (exposicdo ocupacional)
ou indiretamente (ingestdo de agua e alimentosagonados). A contaminacdo de areas
proximas a plantacbes agricolas pode causar o wibbeq dos ecossistemas locais,
trazendo uma série de problemas aos habitanteasdesgides (Peres & Moreira, 2005).
Os pesticidas podem apresentar persisténcia no angente e seus residuos podem ser
encontrados em aguas pluviais, rios, lagos, maesmentos, solos e alimentos, trazendo
desta forma, sérios problemas a populacao e aocanéeente (Okumura, 2009).

Existem muitos agrotdxicos que sao téxicos a véamgsecies animais, incluindo
insetos, moluscos, peixes, aves, mamiferos e atéoaem. Nas Ultimas décadas, as
intoxicacdes causadas pelos praguicidas tem sidm pr@ocupacdo para 0S paises em
desenvolvimento. Estima-se que 25 milh6es de thadakes agricolas sdo envenenados a
cada ano (Wesseling et al., 2005). Por apresentarerafeito acumulativo, a exposi¢cao
direta ou indireta a estes praguicidas pode can8ar s6 intoxicacbes, mas efeitos
teratogénicos, carcinogénicos, genotoxicidade,raglfiees na fertilidade e disturbios
hormonais (Paige et al., 1999; Aiub et al., 2002hIQren et al., 2004, Pelaez et al., 2004;
Menegaux et al., 2006).

Muitos estudos realizados para avaliar os efeitbdvos dos agrotoxicos tém
detectado a presenca destes compostos em amostsasiglie humano, leite materno e
residuos em alimentos (Peres et al., 2005). Aléngale@rno brasileiro ndo dar atencéo
suficiente para este problema, ainda existe umntiae para 0 aumento da producao
agricola, j& que a exportacdo de produtos agropesué responsavel por 37,86% da
balanca comercial brasileira (MAPA, 2012). Por estentivo e pela falta de fiscalizacao,
a exposicdo a estes compostos pode acarretar ggobemas ao meio ambiente e a

populacao.

2.2 TOXICOLOGIA

2.2.1. Toxicologia Ambiental



A toxicologia ambiental é uma area da toxicologige estuda os efeitos adversos
de substancias quimicas presentes no ambiente seshweganismos vivos (Azevedo &
Chasin, 2003). Segundo Truhaut (1977), a toxical@gnbiental avalia os efeitos nocivos
causados pela interacdo de contaminantes quiniessrges no ambiente com organismos
humanos e ¢termo ecotoxicologia, proposto primeiramente pondR€ruhaut, em 1969, é
utilizado quando se relaciona os efeitos toxicasados por agentes quimicos ou fisicos
sobre 0s organismos Vivos.

Uma das principais formas de contaminacdo ambigrial agrotoxicos ocorre
através do processo de lixiviagdo - processo pghb @s contaminantes sao transferidos a
partir de uma matriz para o meio liquido estabil@aal como a 4gua ou outras solucdes
(Zheng et al., 2012) - destes compostos nos splmdendo causar contaminacdo dos
lencgobis freaticos. Algumas praticas agricolas, camaso excessivo e inadequado de
agrotoxicos, a destruicdo da cobertura vegetabdios para plantio, a ndo preservacéao das
matas ciliares e das vegetagOes protetoras nascedemtre outros fatores, sé&o
responsaveis por grande parte dos problemas coetwsos hidricos (Zambrone, 2002).

Os residuos de agrotéxicos, quando presentes na, @gpendendo de suas
caracteristicas fisico-quimicas, podem se ligarmederial particulado em suspensao,
depositar-se no sedimento do fundo ou serem algsngor organismos, podendo desta
maneira, ser detoxificados ou acumulados. O tratesplestes residuos ocorre através do
sistema aquatico, por difusdo nas correntes de éguaos corpos dos organismos
aquaticos. Alguns praguicidas ou seus metabolbdem também retornar a atmosfera por
volatilizacdo, tornando o ar a via de contaminagdmteracdo continua dos agrotoxicos
entre sedimento e agua € influenciada pelo movimnéatagua, turbuléncia e temperatura
(White & Rasmussen, 1998).

A contaminacdo de ambientes aquaticos por agra®xiocorre atraves do
escoamento superficial de &reas onde ocorreracragfBs intencionais (Zambrone, 2002).
Quando presentes na agua, 0s agrotdxicos podentrgrenes organismos aquaticos de
varias maneiras. O grau de acumulacdo dependeddgacalimentar, disponibilidade e
persisténcia do contaminante na agua e ainda, ake caracteristicas fisico-quimicas. O
acumulo destes agentes em peixes e invertebradies g@v maior que as concentracdes
encontradas nas aguas em que vivem. Isto ocorredewido da capacidade que



determinados compostos tem em se ligar ao mafeardiculado em suspenséo e pela
ingestdo destes compostos pelos organismos aguéifote & Rasmussen, 1998).

Para cada agrotoxico existe uma Ingestdo Diariaitéad (IDA), ou seja,
quantidade de uma substancia quimica que podengerida diariamente pelo homem
durante toda vida, sem causar dano algum a sua.dasig parametro, expresso em mg/kg
de massa corporea, € estabelecido apdés uma lomdjacade toxicolégica em animais
experimentais (EHC 70, 1987).

A Comissdo Codex Alimentarius (CODEX) estabelecelLimsites Maximos de
Residuos (LMRs) de agrotéxicos e realiza padroéazampternacional aplicada aos
alimentos negociados no mercado mundial. A presdaggrande quantidade de residuos,
de acordo com o CODEX, indica dois aspectos: pram@ente, que houve aplicacao
inadequada de agrotéxicos na producao e procesgamenarmazenagem incorreta do
produto, e em segundo lugar, presenca de um riscpogencial a saude do consumidor.
Parametros como IDA e os célculos do LMR dos agiotd sdo estabelecidos por érgaos
subordinados as nac¢des Unidas, como: Food anduigrial Organization (FAO), World
Health Organization (WHO) e o CODEX Alimentarius iMilial, através do seu Comité de
Residuos de Pesticidas em Alimentos (CCPR) (Veto&aRadaeli-Benvenuti, 1982).

2.2.2. Toxicidade dos Agrotdxicos

A fim de avaliar o potencial toxicologico de sulpsfas, dentre elas os
praguicidas, algumas organizacdes como Organis&biofzconomic Co-operation and
Development (OECD) e Agéncia Nacional de Vigilar@anitaria (ANVISA) estabelecem
diretrizes para estudos toxicologicos. Estes gedasdivididos de acordo com o tempo de
exposicdo em: toxicidade aguda, subaguda e crq@&aCD, 1998; 2008; ANVISA,
2010). O estudo de toxicidade aguda tem por findididentificar efeitos gerados a partir
de uma Unica exposi¢cédo, como € o caso das int@asacidentais, e os testes subagudos e
cronicos objetivam detectar efeitos qualitativos quantitativos produzidos em
decorréncia de uma exposi¢do prolongada a umaésuirste, também, medir a laténcia
para instalacdo dos efeitos toxicos e o acumulsutistancia no organismo (ANVISA,
2010).

A toxicidade dos agrotéxicos nos seres vivos eBtdainente relacionada a sua



estrutura quimica e concentracdo utilizada. No naenbiente, estes compostos podem
provocar varias alteracdes através da interacao argenismos vivos, podendo causar
desequilibrios ecolégicos, dependendo do grau degonacédo e do tempo de exposicao.
Os impactos provocados pelos praguicidas sdo genéadm avaliados utilizando
biomarcadores, que séo divididos em duas abordagepglas associadas aos niveis
superiores de organizagdo, como populacbes, coauesd e ecossistemas ou
individualmente; e a que trata de alteracfes cot@p@ntais, malformacfes, mudancas
nas taxas de crescimento, reproducéo, alimentaltéoacdes bioquimica e fisioldgica, que
inclui alteracdes na integridade da membrana celut@ transporte de ions, no
metabolismo celular e em atividades enzimaticasi(és, 2000).

Nos ultimos anos, tem crescido o uso de agrotoxiogspaises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento. A grande preocupacdo esta fta f'e um controle na
comercializacdo e utilizacado destes compostoshaizsée utilizacdo de equipamentos de
protecdo individual (EPI), falhas na fiscalizacda elxposicdo dos trabalhadores aos
agrotoxicos no ambiente de trabalho e ainda, pnuderelacionados a contaminacgéo, onde
o diagnostico e o tratamento nado é eficaz (Delgadkaumgartten, 2004; Londres, 2011).
Estudos relatam que estes compostos sdo toxicdsomem, podendo causar efeitos
nocivos aos Sistemas Nervoso Central (SNC), PeaféSNP), Autbnomo (SNA) e
Endocrino, e podem apresentar atividade imunodspras cancerigena, mutagénica,
dentre outros efeitos (Ecobichon, 1993).

Os casos de intoxicacdes, na maioria das vezesdeadagentes de saude que
trabalham no controle de vetores causadores deneasleNormalmente, estas pessoas nao
recebem treinamento adequado para manuseio destpestos, e por falta de informacéo,
acabam trabalhando sem EPI, ficando ainda mais sexgpoa estes compostos e
aumentando os riscos de intoxicacdo (Cavalierk, €t%96; Caldas, 2000).

Varios estudos tem avaliado a toxicidade de agrmdéxem mamiferos. Diuron,
um herbicida amplamente utilizado para o contrel@ldntas daninhas no cultivo de soja,
algodao, cana-de-acucar, frutas citricas, trigoa#,cdemonstrou ser cancerigeno em
roedores expostos a 2.500 ppm, por via oral, dertmatamento prolongado. Em ratos
Wistar, este composto induziu o desenvolviment@agloma urotelial e carcinomas, e
fémeas desenvolveram adenocarcinomas em glandwaasmas (lyer, 2002). Ghar e
Kolankaya (2008) avaliaram a toxicidade hepatica do herbicRlaunduf (Glifosato,

organofosforado), em ratos, nas doses de 56 e §yfdia, durante 5 e 13 semanas, e



observaram infiltracdo de células mononuclearesptage, necrose e edema de alguns
hepatdcitos indicando toxicidade hepatica indupiolaeste praguicida.

O inseticida fipronil, um praguicida da classe f@razol, amplamente utilizado em
diversos cultivos, dentre eles, de cana-de-acueduziu cancer de tiredide em ratos,
conforme relatado por Hurley (1998). Em outro estudtos expostos a 10 mg/kg de
fipronil durante 28 dias apresentaram efeitos cataptentais relacionados a alteracdes de
neurotransmissores e também hepatotoxicidade dagéawecelular dos hepatdcitos (Silva,
2008). Além desses efeitos adversos, verificouasgbém que, em doses elevadas (50
mg/kg), este composto pode ser genotoxico (De (@divet al. 2008). Esses estudos
reforcam cada vez mais a necessidade de avaliagémltgica dos praguicidas pelos

guais 0s seres Vivos estao expostos.

2.2.3 Toxicidade Reprodutiva

A compreensdo de como o meio pode interferir dmdopositiva ou deletéria na
fertilidade torna-se essencial para a manutenc@ajzcidade reprodutiva. Assim, estudos
de toxicidade reprodutiva, tanto em machos quantdé@neas, devem ser considerados
como parte do processo de avaliacdo da segurangordpostos quimicos, 0s quais
complementam os estudos toxicolégicos sistémicassédter et al., 2004).

Os dados resultantes de avaliagdes toxicologicag€eletes quimicos sdo utilizados
com a finalidade de classifica-los e também fornentormacbes de seu uso seguro
(Neubert & Chahoud, 1995). Como alguns fatores ftenespaco, custo e éticos) limitam
estudos toxicolégicos reprodutivos em humanos, amletds animais sdo 0s mais
utilizados para avaliar os efeitos toéxicos de srisas sobre o sistema genital (Hayes,
1994).

A fertilidade masculina € suscetivel a acdo det@nbms capazes de reduzir o
namero de espermatozoides e a qualidade esperm@iteomem produz um numero
limite de espermatozoides necessario para asseguadertilidade (Zenick et al., 1994).
De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dtadas Unidos (U.S.EPA, 1996), é
considerada infertilidade masculina quando a cdrnagiio de espermatozoides estiver

abaixo de 20 x fpor mL de ejaculado.



Varios agentes quimicos ja demonstraram possuicitaxe reprodutiva. Dentre
estes, podemos citar: Bisfenol A (Yang et al., 20E8nvalerato (Arena et al., 2008; Nassr
et al.,, 2010), Metomil (Shalaby et al., 2010), Dwgdrs (Diricana & Kalender, 2011),
Dimetoato (Verma & Mohanty, 2009), Metilmercurioil{@ et al., 2011), Propetamfds
(Ismail & AL-Taher, 2011), Glifosato (Romano et &012), dentre outros.

O sistema reprodutor pode sofrer influéncia de tmogas exdgenas, capazes de
mimetizar a acdo de um hormonio, as quais sdo deadas de desreguladores enddécrinos
(DEs) (Kavlock et al.1996; Cravedi et al., 2007). Em geral, estas snbst& podem atuar
através da ligagcdo a receptores hormonais, in@ragén enzimas que sintetizam ou
metabolizam hormdonios, interferir na liberacao tagimica-hipofisaria de hormoénios e/ou
alterar a transducédo de sinais. Como estes congpestdo presentes tanto na natureza
guanto nos alimentos, a exposicdo humana a essepddleé ser por via oral, inalatoria ou
cutanea (Kavlock et al., 1996).

Diversos trabalhos relatam os efeitos relacionadesposi¢cdo aos DEs. Fernandez
et al. (2002) observaram o desenvolvimento de tenex sexuais masculinos em fémeas
de moluscos, apdés exposicdo a compostos organausnclo estanho, tributilestanho
(TBT) e trife-nilestanho (TPT) no litoral do BragRio de Janeiro e Fortaleza). Koifman et
al. (2002) realizaram um estudo epidemiolégicocielaando a exposi¢cdo a pesticidas
(durante a década de 80) com disturbios reproduifig@ncer de mama, ovario e préstata e
diminuicdo do numero de espermatozoides no ejagukd alguns estados brasileiros. Os
resultados destes estudos sugerem que a exposigaapdlacdo aos pesticidas na década

de 80 pode ter sido associada a disturbios repvadubbservados uma década depois.

2.2.4 Genotoxicidade e Mutagénese

Alteracbes no material genético causadas por eucante a duplicacdo do DNA
sdo denominadas de mutagbes (Ribeiro & Marques3)20féirias substancias tem a
capacidade de causar esse tipo de alteracdo. Qgesgmutagénicos podem ser
classificados como: agentes de atuacao diretalemjgae possuem atuacdo diretamente
sobre a molécula de DNA; agentes de acao indipatig, necessitam ser metabolizados
para que causem danos; agentes produtores de esspéativas de oxigénio e agentes
inibidores no reparo e na sintese de DNA (Lee &inStg 2003). Quando agentes

interagem com o DNA ou com seus componentes cehllffibras do fuso) e enzimas
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(topoisomerases), estes compostos sdo denominadosgedotoxicos. Assim, a
genotoxicidade refere-se a capacidade destas sulast&ausarem lesdes gendmicas que
sdo passiveis de correcdes por vias de reparo dA D&t células. Diferente da
mutagenicidade que causa altera¢cdes permanentestealdo ou na estrutura do material
genético de um organismo (Dearfield et al., 2002).

Os organismos vivos estdo em constante interag@ooconeio ambiente. Desta
forma, seu genoma fica exposto as interferéncidsesrais. Os compostos utilizados na
agricultura para o controle de pragas podem pqgssmirsua estrutura, moléculas com
poder oxidante. Estas moléculas podem induzir mdQéo de radicais livres nos sistemas
biolégicos (Younes, 2000). Os radicais livres s&méeulas instaveis que apresentam a
capacidade de reagir com estruturas celulares, ficenttlo a estrutura de lipidios e
proteinas de membrana, alterando desta maneirasn@egbilidade celular (Andrade Jr.,
2005). Quando estas alteracdes alcangam o nudigarce atinge a dupla fita de acido
desoxirribonucléico, pode ocorrer danos no DNAoais podem desencadear doencas
graves e até o desenvolvimento de cancer (Feri€es,).

A avaliacdo genotoxica de poluentes ambientais égrd@de importancia na
determinacdo dos riscos genéticos, ndo somentsedes humanos expostos, mas também
da biota nativa de determinado local. O estudopiaepriedades destes agentes permite
avaliar possiveis efeitos hereditarios deletéricatée mesmo letais para 0s organismos
(Peirce et al., 1998). O grau de exposicao, quattidpropriedades quimicas, possiveis
combinacfes entre os pesticidas e condi¢cdes aralsiesdtdo diretamente relacionados
com o dano citogenético. Desta forma, um nivel agevde exposicdo associa-se a
resultados negativos em relagdo aos danos citagesné&t niveis baixos de exposi¢cdo das
populacbes relacionam-se a resultados positivdsigrtante ressaltar que a exposicéo
por um periodo prolongado, em baixas doses, é ativale também pode induzir tais
danos (Bolognesi, 2003).

Atualmente, para determinar o potencial genotéxieo uma substancia, sao
utilizadas metodologias bem definidas e internadioente reconhecidas pelas agéncias
regulatorias, como parte de uma bateria de test@snendada para o registro de novos
produtos que entram no mercado mundial. O “Guidslifor Carcinogen Risk
Assessment”, publicada pela Agéncia de Protecaoiéntd) dos Estados Unidos (EPA),
aponta as alteracbes na expressdo génica, repaf@Néo controle do ciclo celular,

instabilidade gendmica e danos cromossOmicos, casm@rincipais consequéncias da
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exposicdo aos agentes ambientais e eventos crigce®lvidos no processo de
carcinogénese (Preston, 200Para tais analises utiliza-se algumas metodologidgse as
quais destacam-se, 0 ensaio conmetavo e o teste do micronucleo.

O ensaio cometa, conhecido também como eletrofateseglula unica (“Single
cell electrophoresis test”), foi descrito primeigme por Ostling e Johanson, em 1984, a
fim de avaliar danos no DNA em condi¢Ges neutrastd?iormente, Singh et al. (1988)
introduziram uma versao alcalina do teste. Estaiersnda sofreu varias modificacdes e,
atualmente, o procedimento mais utilizado € o mtppor Tice et al. (2000). O método
em pH neutro detecta apenas quebras de cadeia dodENA, desta forma, o ensaio
limita-se somente a estudos que envolvem radiac@m@ostos quimicos radiomiméticos.
Assim, 0 ensaio em pH alcalino oferece maior sdmade, pois consegue detectar
quebras de fitas simples de DNA em decorrénciabdatwra das fitas duplas neste pH
(Tice, 1995).

Esta técnica é amplamente utilizada em genétidadigica para detectar danos
no DNA em células individuais. O principio do tektseia-se na avaliagdo da migracao do
DNA em um gel de agarose em condi¢cdes de eletsdogeie, quando observado em
microscépio de fluorescéncia, a célula tem a apéaéde um cometa, com a cabeca
(regido nuclear) e a cauda contendo as fitas @mieatos de DNA (Witte et al., 2007).
Estas células em cometa podem ser coradas conuqualgrante DNA-especifico, sendo
os fluorescentes mais utilizados (Hartmann e2abD]1).

O teste do micronucleo em células da medula ésssangue periférico de
camundongos tém sido amplamente utilizado e agedf@as agéncias reguladoras e
comunidade cientifica para avaliar a mutageniciddale compostog vivo (Stopper &
Muller, 1997; Mateuca et al., 2006). De acordo cBenech (2000), a técnica do
micronucleo é uma das metodologias citogenéticas éstabelecidas na area de genética
toxicologica. A partir de ambas as técnicas, € ipeksletectar alteracdes no DNA e/ou
danos no fuso mitotico.

O microndcleo (MN) € uma pequena massa de crom@tiease encontra separada
do nucleo principal, formado durante a teléfasenttase ou meiose, resultante da perda de
fragmento (s) de cromossomos acéntricos, que podemoriginados de quebras
crométicas, ou de cromossomos inteiros que naanforeluidos no nucleo principal
(Heddle et al., 1983; Fenech et al.,, 1999). Os onitcleos podem ser originados

espontaneamente, entretanto, existem dois mecanipredominantes responsaveis pela
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sua formagdo em uma célula mitética: o primeirorévés de quebras cromossdémicas e o
segundo, decorrente de disfuncdo do aparelho putdtisultante de exposicdo a agentes
mutagénicos (Ford et al., 1988).

Em virtude do que foi exposto, estudos nao clinidesseguranca devem ser
conduzidos para avaliar a toxicidade dos compgstts qual 0 homem e outros animais
possam estar expostos. Os estudos ndo clinicagdeasca propostos pela ANVISA e os
estudos de doses repetidas tém como objetivo, tedwr o perfil toxicolégico da
substancia pela administracao repetida. A partesdé possivel a obtencao de informacdes
sobre os efeitos toxicos, identificacdo de érgdwessa efeitos nas funcdes fisioldgicas,
hematoldgicas, bioquimicas, anatomo e histopattddgialém de informacdes sobre a
indicacdo de NOEL (Nivel de efeito ndo observad®@AEL (Nivel de efeito adverso
nao observado) (ANVISA, 2010). Desta forma, toreaadse extrema importancia realizar

testes toxicoldgicos de substancias utilizadasonérale de pragas e vetores.

2.3 AGENTES QUIMICOS UTILIZADOS NO CONTROLE DEedes aegypti

A dengue é hoje uma das principais doencas reemies) e um dos maiores
problemas de saude publica no mundo (Teixeira.e2@05). Com a auséncia de uma
vacina eficaz e dificuldades no tratamento, a Ualternativa disponivel na prevencao da
dengue é o combate ao veter atualmente, a utilizacdo de inseticidas tem gigrincipal
estratégia de controle das larvas e mosquito adolfeedes aegypfiSchaefer et al., 1978;
Mekuria et al., 1991; Failloux et al., 1994; Mascet al., 1995; Guzman & Kouri, 2002).

No Brasil, desde a década de 80, o controle daadaiteA. aegyptié realizado
utilizando-se o inseticida organofosforado teméAisate®). Em 1986, em decorréncia das
epidemias, a utilizacdo deste composto foi interzgih, e em pouco tempo, surgiram
casos de resisténcia das larvas ao temefos ensaéveegidoes do Brasil. Estes casos de
resisténcia levaram a implantacdo de programasareteramento da suscetibilidade do
mosquito aos inseticidas quimicos (Andrade & Mod@@o1; Campos & Andrade, 2001;
Polanczyk et al., 2003; Braga et al., 2004; Cawahal., 2004; Luna et al., 2004). Nos
casos em que é verificado resisténcia de larvés,pesduto € substituido por produtos a
base deBacillus thuringiensis israelens{8ti) ou Reguladores de Crescimento de Insetos
(IGRs), como metopreno e diflubenzuron (Chavasséag, 1997; Campos & Andrade,
2001).
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As formas adultas do mosquito sdo combatidas ardeeaplicacdo perifocal e
espacial (nebulizagédo), em Ultra Baixo Volume (UBWg inseticidas organofosforados
(malation, fenitrotion) e piretréides (cipermetrima@eltametrina). Esta medida passou a ser
empregada apenas nos periodos epidémicos ou néncrandos mesmos, com o objetivo
de reduzir a transmissao viral, como recomendatio@k!S (2003). Entretanto, a redugéo
da populacdo de mosquitos através da utilizac@addkicidas é insatisfatoria em termos
de controle (Chadee, 1990). O uso continuado destaguicidas pode acelerar o
aparecimento da resisténcia (Montella et al., 2007)

A resisténcia de alguns vetores a produtos quinpods ser ocasionada por fatores
genéticos e operacionais. Esta resisténcia genétigsserida em uma populacdo em
decorréncia do uso elevado de agentes quimicodp gpre quanto mais estes compostos
forem utilizados, mais rapido e maior sera a sela@ginsetos resistentes na populacao.
Fatores operacionais desempenham também um impori@apel na insercdo da
resisténcia, pois tais procedimentos estdo reladms ao uso de inseticidas (classe,
formulacdo e concentracdo, método de aplicacagudérecia de tratamentos etc.) e como
os individuos responsaveis pelo manuseio destedujm® ndo recebem treinamento
adequado, seu uso ocorre normalmente de formacimdieada (Andrade & Modolo,
1991; Marcoris et al., 1999; Carvalho et al., 2004)

2.3.1 Diflubenzuron (DFB)

Os reguladores de crescimento de insetos sdo upo gfe inseticidas de nova
geracdo que atuam modificando a morfologia e bgi@l do inseto durante seu
desenvolvimento. Esse grupo é mais conhecido g ISR (Insect Growth Regulator)
(Kunz et al., 1977; Mulla et al., 1989; Graf, 19%urnetet al., 1997). Os compostos
pertencentes a este grupo (IRC) surgiram na dé&mda, uma nova geracao de inseticidas
com acdo mais especifica e com menor toxicidade raamiferos por atuarem
seletivamente, impedindo o desenvolvimento e ocoremto do inseto ao invés de
intoxicacao direta (Silva & Mendes, 2002).

O DFB 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)ear (Figura 1) € um inseticida
e acaricida regulador do crescimento de inseto)(IRjue pertence a classe das

benzoiluréias, com classificacdo toxicol6gica INoypo tdxico) (ANVISA, 1985). As
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benzoiluréias, principais representantes dos IR@ana interferindo especificamente na
deposicdo de quitina, um dos compostos da cutidelansetos (Reynolds, 1987). O
mecanismo de acdo toxica destes compostos € sammeas imaturas (larvas),
particularmente durante a ecdise, impedindo o andetliberar-se da exocuticula, por nédo
conseguir secretar endocuticula nova (Silva e2@03).

Andlise ultraestrutural revelou deposicdo anorngaprbcuticulas em insetos apos
exposicao ao DFB (Gijwijt et al., 1979; Grosscu®78; Lim & Lee, 1982; Mulder &
Gijswijk, 1973; Verloop & Ferrell, 1977). Aléem dissesse composto também evita a
formacao da matriz peritrofica (PM), a qual protegepitélio do intestino médio de varios
danos (Becker, 1978; Clarke et al., 1977; SoltB®84). O mecanismo de ac¢ao pelo qual o
DFB exerce sua atividade inseticida tem sido awwdrias investigacbes. Uma sugestéo
inicial foi que o DFB inibe a sintese de quitinglgp incorporacdo de precursores
radioativos na cadeia de quitina em crescimentark€l& Jewess, 1990; Hajjar & Casida,
1978; Mayer et al., 1980; Post & Vincent, 1973)qéitina € um polimero dp(1,4) N-
acetilglucosamina, que € sintetizado a partir @eysores de UDP-N-acetilglucosamina
pela quitina sintase (CHS), uma proteina integeaheémbrana pertencente a familia glas
glicosil-transferases (Merzendorfer, 2006). Comodaminio catalitico da CHS esta
localizado na face citoplasmatica, a cadeia nasceatquitina tem que ser translocada
através da membrana plasmatica antes que ela pasdapositada dentro da cuticula ou
PM. O DFB inibe a sintese de quitina apenas eremsas celulares e teciduais intactos,
mas ndo em fracbes de membranas solubilizadas 1iCGol@Easida, 1980; Kitahara et al.,
1983; Mayer et al., 1981; Zimoch et al., 2005). Elmbém n&o bloqueia nenhuma das
reacfes metabdlicas que sdo necessérias para @foode UDP-N-acetilglucosamina,
nem afeta a sintese de quitina em fungos (Coh&7, Merloop & Ferrell, 1977). Baseado
nesses e em outros achados, foi sugerido que o #eBatua diretamente no passo
catalitico da sintese de quitina (Cohen, 2001).

Com o tempo, varias hipéteses para o0 modo de dgdaFB tem sido sugeridas,
incluindo os efeitos direto ou indireto na atividadhs quitinases, fenoloxidases, enzimas
glicoliticas, e oxidases microssomais, tdo bem com® processos controlados pelos
hormonios da muda (DeLoach et al., 1981; IshaayAs&her, 1977; Ishaaya & Cohen,
1974; Mitlin et al., 1977; Soltani et al., 1984). @FB € estruturalmente similar as
sulfoniluréias (SUs), que sao usadas no tratanmdmtbabetes do tipo Il em humanos. SUs

sédo conhecidos por se ligarem a receptores de rmambBulfoniluréia (SURS), que atuam
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como subunidades reguladoras de um tipo de canabtdssio voltagem-dependente, (K
canal) (Ashcroft, 1988). Estudo mais recente suggue o SUR pode ser alvo para o DFB
em insetos (Abo-Elghar et al., 2004). Esta condusé deduzida a partir de ensaios de
ligacdo competitivos com glibenclamida radiomar¢cadmm composto SU e analogo
estrutural do DFB, que foi deslocado do seu loealigacdo pela adicdo de DFB néo
marcado. Como no caso dos vertebrados, a SUR dgosngpode agir como uma
subunidade reguladora de canais de sénsiveis ao ATP (Akasaka et al., 2006). A
modulacao da atividade de SUR/Bode afetar o potencial de membrana de um modo que
a atividade de canais de ‘Caoltagem-dependentes é afetada, alterando a htaseade
C&*. Como resultado, a fusdo de vesiculas dependen@gd, que é necesséria para a
secrecdo de proteinas envolvidas na formacédo deuleute PM, pode estar bloqueada.
Corroborando com esta hipdtese, experimentos deag@p de Cd realizados com
vesiculas preparadas a partir de tegumentdldéella germanicademonstrou que a
captacdo de Gh pelas vesiculas cuticulares isoladas é inibida presenca de
glibenclamida ou DFB (Abo-Elghar et al., 2004). fetanto, o significado deste achado
ainda néo esta claro.

O DFB é utilizado na agricultura (nome comerciamiim®), contra insetos
predadores, no controle de ectoparasitas de peias programas de saude publica, no
controle de insetos e vetores (Martins, 2004). ttecaltura, o DFB pode ser utilizado a
partir da aplicacéo foliar nas culturas de algodémz, citros, fumo, milho, soja, tomate e
trigo (ANVISA, 1985).

CONHCONH Cl

F

Figura 1 — Férmula estrutural do DFB (ANVISA, 1985)

Segundo a ANVISA (1985), a Ingestdo Diaria AceitiieA) deste produto é de
0,02 mg/kg/peso corpéreo, a NOAEL (No Observed Askvd=ffect Level) é de 2 mg/kg
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de peso corporeo e a BLé > 4640 mg/kg para ratos e camundongos por @l Gom
forma de cristais brancos inodoros, apresenta umopte fusdo de 230-232 °C, massa
molecular de 310,7, possui baixa solubilidade emaafp,2 mg/litro a 20 °C) e é
praticamente n&o-volatil. E relativamente estavel meio acido e neutro, mas em
condi¢des alcalinas, este composto sofre hidré8se adsor¢cdo no solo é rapida (EHC
184, 1996). Em ecossistemas aquaticos tropicasrsisténcia do DFB ainda ndo é bem
conhecida, sabe-se apenas que sua adsorcao astanalia com a quantidade de matéria
organica, pH e temperatura (Fisher & Hall, 1992n &imais experimentais, o DFB foi
absorvido pelo trato digestivo e, em menor escakvés da pele, e observou-se uma
ampla distribuicdo nos tecidos, mas sem acumulagg&onesmos. Uma grande proporgéao
do DFB administrado por via oral foi encontrado fees, principal via de eliminacao
(eliminacéo acima de 70%, dependendo da dose etdenpatamento) (EHC 184, 1996).

A principal via de metabolizacdo do DFB em mam#etaatravés da hidroxilagéo,
gue pode ocorrer em qualquer uma das trés ligat®esrbono-nitrogénio. Os principais
metabolitos formados em ovinos, suinos e aves sag-alifluorobenzoéico e 4-cloro-
fenilureia. Em ratos e gados, 80% dos metabdldostsdifluoro-3-hydroxydiflubenzuron,
4-cloro-2-hidroxi-diflubenzuron e 4-cloro-3-hydradiftubenzuron. Outro metabdlito do
DFB é a 4-cloroanilina, entretanto, estudos indicg® pouco ou nenhum deste metabdlito
é formado em ratos e gados (EHC 184, 1996).

Os limites maximos de residuos (LMR) do DFB em esymecomendados pelo
Codex Alimentarius, sdo: 0,1 mg/kg para visceranestiveis e carnes de mamiferos e
0,05 mg/kg para carne de aves domésticas. Parwyadesi de pescado ndo héa
recomendacgdo. Considerando os valores de LMR p@&RB) a quantidade de residuos
detectados nos filés de pacus submetidos aos gatasncom o inseticida apresentou
acima do limite maximo determinado pelo Codex (Veiek 2008).

Fisher & Hall (1992), observaram que o DFB apresemha baixa toxicidade em
peixes. No entanto, outro estudo verificou uma ¢&dduno namero de eritrécitos e no
conteudo de hemoglobina, diminuicdo da dor musc(faticando que o DFB é um
inibidor da Acetilcolinesterase - AchE), e alteregdepaticas em peixes (Maduenho &
Martinez, 2008). Um dos metabdlitos do DFB, 4-cémitina, apresenta uma maior
toxicidade para peixes do que o produto originghé&r & Hall, 1992) e foi classificado
pelo EPA (Environmental Protecion Agency) como urovpvel carcinogéno humano
(U.S.EPA, 1997).
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Em estudo realizado por Berczy et al. (1975), r&oam expostos, diariamente,
por 1 hora, ao p6 do DFB técnico, nas concentragéel 0,5, 5,0 e 50 mg/litro de ar. As
exposicoes foram repetidas durante um periodosdr@nas por 5 dias/semana. Os niveis
de metahemoglobina em ratos, nas duas concentrac@eais baixas,
foram significativamente superiores aos dos animaigroles, mostrando que o DFB
pode interferir na fisiologia de animais sadios.

Considerando que a dengue é um dos principaisgaad de saude publica, e pelo
controle ser através da utilizacdo de praguicidagas pessoas estdo expostas a este
composto de forma direta ou indireta. Como nosnaléi anos tem sido verificado casos de
resisténcia de larvas ddedes aegypitao temefds, o uso de outros inseticidas, como o
DFB, tem se tornado alternativa de primeira escpdra o combate da dengue. Assim, em
virtude da caréncia de estudos recentes a regpast@feitos toxicolégicos do DFB, é de
extrema importancia analisar a toxicidade sistémreprodutiva e genotdxica deste

composto, em ratos machos adultos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicolégicos da exposicdo agedaibaguda ao inseticida DFB

em roedores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a toxicidade sistémica provocada pela sig@m subaguda ao DFB, através da
analise de sinais clinicos de toxicidade; parametpmquimicos e hematoldgicos;
histopatoldgico do figado e rim;

* Avaliar a toxicidade reprodutiva do DFB em ratoschos adultos, através da andlise de
pesos de 6rgdos reprodutores, contagem espermdiicéylogia espermatica e analise
histopatoldgica do testiculo e epididimo;

* Avaliar a genotoxicidadeirf viva’ do DFB em camundongos através do ensaio cometa e

teste do micronucleo.
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ANEXOS A

Artigo 1 Este trabalho deu origem ao artigboXicidade do inseticida diflubenzuron
apos exposicdo subaguda em ratos machos adultagie, apds versado para o inglés,
sera submetido para o periddico “Journal of Toxiggland Environmental Health, Part

A",
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RESUMO

No Brasil, o controle das larvas éedes aegypt realizado utilizando-se alguns
pesticidas, entre eles, o diflubenzuron (DFB), ureeiicida e acaricida regulador do
crescimento de insetos (IRC), da classe das bemne@is. Devido a caréncia de avaliacdes
toxicolégicas desse composto, objetivou-se, no emtes estudo, avaliar os efeitos
toxicoldgicos (sistémicos e reprodutivos) da exgisisubaguda ao inseticida DFB, em
ratos machos adultos. Ratos machos adultos foraostos, por via oral (gavage), a 0; 2; 4
ou 8 mg/kg de DFB, durante 28 dias. Nenhum sinaiod de toxicidade foi observado nos
animais dos grupos experimentais durante o tratemoam o DFB. No entanto, observou-
se aumento nos niveis séricos de alanina aminégrass (ALT) no grupo que recebeu 8
mg/kg/DFB/dia e de uréia nas doses de 4 e 8 mgH&yila. Por outro lado, ndo houve
alteracOes significativas nos niveis de aspartaima@ransferase (AST), gama-glutamil
transferase GT), creatinina e nos parametros hematolégicodiaas. A exposicao
subaguda a menor dose (2mg/kg) do DFB provocoundiigdo significativa no peso do
testiculo, na producdo espermatica didria e no roinke espermatozoides no epididimo
em relacdo ao grupo controle. Entretanto, nao farbservadas alteracdes na histologia do
testiculo, epididimo, figado e rim e na morfologepermatica. Conclui-se que o DFB
apresenta toxicidade reprodutiva em ratos, apé®siggn subaguda. Outros estudos

devem ser conduzidos a fim de identificar seusipessmecanismos toxicos.

Palavras-chavesDiflubenzuron, Toxicidade subaguda, Sistema gemgssculino, Ratos
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ABSTRACT

In Brazil, the control oAedes aegyptiarvae is performed using some pesticides,
among them, the diflubenzuron (DFB), an insecti@dd acaricide insect growth regulator
(IRC), from the class of benzoylureas. Due to laEkoxicological assessments of this
compound, the objective of the present study wasviuate the toxicological effects
(systemic and reproductive) of subacute exposuridoinsecticide DFB, in adult male
rats. Adult male rats were exposed, by oral rogéedge) at 0, 2, 4 or 8 mg/kg of DFB for
28 days. No clinical signs of toxicity were obsehia the animals of the experimental
groups during the treatment with DFB. However, ¢hems an increase in serum levels of
alanine aminotransferase (ALT) in the group thaereed 8 mg/kg/DFB/day and urea at
doses of 4 and 8 mg/kg/DFB/day. On the other hansignificant changes in the levels of
aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutanayisterase (G®), creatinine and
hematological parameters evaluated. The subacptesare to the lowest dose (2mg/kg) of
DFB caused significant decrease in testis weighity dperm production and the number
of spermatozoa in the epididymis in the controlugroHowever, no alterations were
observed in the testicular, epididymis, liver andinky histology and spermatic
morphology. In conclusion, the DFB presented repctile toxicity in rats after the
subacute exposure. Further studies should be ctewiuo identify its possible toxic

mechanisms.

Keywords: Diflubenzuron, Sub acute toxicity, Male genitat®m, Rats
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as intoxicacdes causadas rpguigdas tem sido uma
preocupacdo para 0s paises em desenvolvimentomeEsé que 25 milhdes de
trabalhadores agricolas sdo envenenados a cadavasseling et al. 2005). A exposicao
direta ou indireta a essas substancias pode cadgarso intoxicacbes, mas efeitos
teratogénicos e/ou carcinogénicos, genotoxicogramdes na fertilidade e disturbios
hormonais (Paige et al. 1999; Aiub et al. 2002; |Pam et al. 2004; Pelaez et al. 2004;
Menegaux et al. 2006).

Atualmente o uso de praguicidas ndo se restringmedo rural, mas também sao
utilizados nos centros urbanos para o controleateres, como o da dengue. A dengue é
hoje uma das principais doencas reemergentes easnmmdiores problemas de saude
publica no mundo (Teixeira et al. 2005). Com a acasé de uma vacina eficaz e
dificuldades no tratamento, a Unica alternativgpaligvel na prevengcdo da dengue é o
combate ao vetor, e, atualmente, a utilizacdo seticidas tem sido a principal estratégia
de controle de larvas e mosquitos adultog\ddes aegyp{(iSchaefer et al. 1978; Mekuria
et al. 1991; Failloux et al. 1994; Macoris et &9%; Tauil 2002; Guzméan and Kouri
2002).

No Brasil, o controle das larvas éedes aegypt realizado utilizando-se alguns
pesticidas, entre eles, o Diflubenzuron (DFB), Lifbrophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)
urea, um inseticida e acaricida regulador do anemcio de insetos (IRC), da classe das
benzoiluréias, que atua interferindo na deposigiguitina, um dos compostos da cuticula
de insetos (Reynolds 1987). O mecanismo de acacatdeste composto é sobre formas
imaturas (larvas), particularmente durante a ecdmpedindo o inseto de liberar-se da

exocuticula, por ndo conseguir secretar endocatiogva (Silva et al. 2003). Este
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composto é utilizado na agricultura, contra inseresladores, no controle de ectoparasitas
de peixes e em programas de saude publica, nootonte insetos e vetores (EHC 184
1996; Martins 2004).

Em contraste com sua ampla utilizacdo, um dos rktad do DFB, a 4-
chloroaniline foi classificada pela United StatesviEbonmental Protection Agency
(USEPA, 1997) como um provavel carcinébgeno humargye aponta para a necessidade
de estudos toxicologicos. Estudos com diversascespéle peixes indicam que o DFB
apresenta baixa toxicidade (Fisher & Hall 1992uamto outros mostram efeitos adversos
apos exposicao a esse pesticida (Maduenho & Mar#ié8). No entanto, poucos estudos
toxicoldégicos foram realizados utilizando roedocesno modelo experimental, e os que
sao encontrados sao muito antigos. Em um dos estatauzidos, ratos expostos, por 3
semanas (1 hora/dia; 5 dias/semana) ao DFB téamésoconcentracdes de 0, 0,5, 5,0 ou
50 mgl/litro/ar, apresentaram niveis de metahemawobnas duas concentracdes
menores, significativamente superiores aos dos asirontroles (Berczy et al. 1975).
Esses resultados indicam que o DFB pode interéenin a homeostase dos organismos
expostos, o que reforca a necessidade de maisagiedi toxicologicas desse composto.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliare@sitos toxicoldgicos da exposi¢ao

subaguda ao inseticida DFB em ratos machos adultos.

MATERIAL E METODOS

1. Animais

Ratos machos adultos Wistar (n=32; 90 dias de daekando aproximadamente

300 - 350q), provenientes do biotério da Univeridadederal da Grande Dourados
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(UFGD), foram mantidos em gaiolas coletivas (4 aisfgaiola), sob condi¢cbes
controladas de luminosidade (12 horas de luz/ XY3shde escuro) e temperatura®@p

recebendo agua e racdo comercial & vontade. Osaianutilizados neste estudo foram
mantidos de acordo com os Principios Eticos emuPssd\nimal adotados pelo Colégio
Brasileiro em Experimentacdo Animal e aprovado @amié de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal da Grande Dourados (Protoc®01/2012, de 26/01/2012).

2. Delineamento experimental

Os estudos de toxicidade foram conduzidos de accodo a Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) - Ralto 407 e o guia da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (OECD Z&)ANVISA 2010).

Os animais foram distribuidos em quatro grupos mx@atais (n=8
animais/grupo). Trés grupos foram tratados comub#hzuron 1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-
difluorobenzoyl)urea (Champion Farmoquimica Ltdaugde pureza de 98%), nas doses
de 2, 4 ou 8 mg/kg de peso corporeo. O quarto gregebeu apenas o veiculo (1,0 mL/kg
de 6leo de milho) e serviu como Controle. As dasaecionadas foram determinadas a
partir da NOAEL (No Observed Adverse Effect Lewdd) composto que é 2mg/kg de peso
corporeo por dia (EHC 184 1996). A partir destaedasilizou-se mais 2 doses, 4 mg/kg
(NOAEL X 2) e 8 mg/Kg (NOAEL X 4). Os tratamentmam realizados diariamente,
por gavage, durante 28 dias consecutivos. O comppsmico foi dissolvido em 6leo de
milho antes da administracdo. Diariamente, durtode o experimento, foram avaliados
0S possiveis sinais clinicos de toxicidade, atraeeavaliacdo do peso corporal, consumo
de 4gua e racdo e presenca de outras alteracdesditameia, piloerecdo, sangramentos e

irritabilidade.
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3. Analises biogquimicas e hematoldgicas

AplOs o tratamento, os animais dos grupos experaierforam pesados e
anestesiados (quetamina e xilasina, 25 e 10 mg#gpectivamente). Para a analise
bioquimica, o sangue foi coletado da veia cavaiofem tubos sem anticoagulante e o
soro foi obtido apds centrifugacdo a 1200 rpm @onminutos. O soro obtido foi utilizado
para dosagem de alanina aminotransferase (ALT)ar@tp aminotransferase (AST),
gama-glutamil transferas&-GT), uréia e creatinina. Os parametros bioquima@diados
foram determinados através do equipamento semivatiimo Bioplus Bio200, utilizando
kits Gold Analise.

Para a analise hematolégica, amostras de sangam fooletadas em tubo com
anticoagulante (Heparina sédica 5.000 UI/mL, HepPari Cristdlia) e os seguintes
parametros hematoldgicos foram avaliados: numererii®citos, leucocitos e plaquetas
(método manual), concentragdo de hemoglobina (raétmorimétrico), hematocrito
(método microhematdcrito), calculo dos indicesraritométricos (volume corpuscular
médio - VCM, hemoglobina corpuscular média - HCMnaentracdo de hemoglobina
corpuscular média - CHCM) e contagem diferenciallaledcitos (extensdo sanguinea

corada com May-Grunwald/Giemsa) (Paina et al. 2008)

4. Andlises histoldgicas

Os animais foram submetidos a eutanasia e os onggwedutores (testiculo,

epididimo, ducto deferente direito, préstata e otdai seminal) e vitais (figado e rim

direito) foram removidos e pesados (peso absolutdagivo ao peso corporal). Amostras
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desses o6rgados foram fixadas em solucao de forri6P@tamponado (tampéo fosfato 10
mM, pH 7,4) e processadas para estudo histopatold@n microscopia de luz. As pecas
foram incluidas em blocos de parafina, seccionad&gm, coradas com hematoxilina e

eosina (H&E) e observadas em microscopio de lua gaaliacao histopatologica geral.

5. Producdo espermatica diaria, numero espermatice tempo de transito no

epididimo

Espermatides resistentes a homogeneizacdo (estgma espermiogénese) e
espermatozoides na cabeca/corpo e cauda do epididieom contados, conforme descrito
previamente por Robb et al. (1978), com adaptagdetadas por Fernandes et al. (2007).
Resumidamente, cada testiculo esquerdo, descapsellpgsado logo apds a coleta, foi
homogenizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo TritelO® 0,5%. Apos diluicdo de 10
vezes a amostra foi transferida para camaras déaheu (4 campos por animal),
precedendo a contagem de espermatides maduraso Rateulo da producéo diaria de
espermatozoides (PDE) o numero de espermatidestagie 19 foi dividido por 6,1, que é
0 numero de dias do ciclo seminifero em que esfaarmatides estdo presentes no epitélio
seminifero.

Da mesma forma, por¢des da cabeca/corpo e caudidisy@ria foram cortadas
em pequenos fragmentos com tesoura e homogenizadamcedeu-se a contagem de
espermatozoides como descrito para o testicul@nipd de transito de espermatozoides
através do epididimo foi determinado pela divis@smdmero de espermatozoides em cada

porcao pela PDE.

6. Morfologia espermética
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O ducto deferente direito dos animais foi seccionads extremidades anterior e
posterior, e lavado com o auxilio de uma agulharenga, com 1 mL de formol salina.
Foram realizados esfregacos em laminas histolgge&90 espermatozoides por animal
foram avaliados em microscopia de luz (aumentoX0®s anormalidades morfolégicas
encontradas nos espermatozoides foram classificadasanormalidades de cabeca e

anormalidades de cauda (Filler 1993).

7. Analise estatistica

Os valores foram expressos como média * erro patkdmedia (EPM). Para a
comparacdo dos resultados entre os grupos expdaimeioram utilizados os testes
estatisticos de analise de variancia — ANOVA seamido teste de Tukey-Kramer para
avaliar possiveis diferencas entre os grupos. Aferaticas foram consideradas

significativas quandp < 0,05.

RESULTADOS

Nenhuma mudan¢ga no consumo de &gua, racdo ou dammeotal (diarréia,
piloerecdo, sangramento, tremores, convulsdesimacéo) foi observada nos animais
durante os 28 dias de tratamento com DFB (dadosnu&trados). Da mesma forma, néo
houve diferenca estatisticamente significante rsom®rporal ou peso absoluto e relativo
de 6rgaos reprodutores e vitais dos animais tratadon DFB em nenhuma dose testada
em relacdo ao grupo controle. No entanto, os asirtratados com 2 mg/kg/DFB/dia

apresentaram diminuicdo significativa no peso albsd relativo do testiculo (Tabela 1).
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O tratamento dos animais com DFB levou a um aumsogmiveis de ALT apenas
no grupo que recebeu 8 mg/kg de DFB, enquanto wssnde uréia apresentaram-se
elevados nos animais tratados com 4 e 8 mg/kgrdguicida. Os demais parametros
avaliados (AST, creatinina &-GT) n&o diferiram entre os grupos (Tabela 2).
Adicionalmente, o perfil hematologico (glébulos methos (RBC), contagem total e
diferencial de leucdcitos, volume corpuscular mgdi€M) e hemoglobina corpuscular
média (HCM), hematdcrito, concentracdo de hemoghloorpuscular média (CHCM) e
plaguetas dos animais tratados com DFB mostrarasiskares ao grupo controle (Tabela
3).

Em relacdo aos parametros espermaticos, houve umaudtdo significativa na
PDE e na Producdo Diaria Espermatica Relativa (PDBs animais que receberam a
menor dose (2 mg/kg) de DFB (Tabela 4). Observotasebém, neste grupo, uma
diminuicdo significativa no numero relativo de aspétides no testiculo e de
espermatozoides na cauda do epididimo (Tabela at).oBtro lado, ndo observou-se
diferencas significativas nos demais parametrokaahes entre 0s grupos experimentais.

A andlise morfologica dos espermatozoides extrafttogducto deferente mostrou
gue as porcentagens de formas normais (Control@,598 2mg/kg = 86,5%; 4mg/kg =
85,5%; 8mg/kg = 82,5%1)=8) e anormais foram similares entre os grupos.igama
forma, as analises histopatoldgicas do testicyl@idimo, figado e rim nédo revelaram

alteracdes morfologicas relacionadas ao tratan{datios ndo mostrados).

DISCUSSAO

Tendo em vista que a dengue hoje é um dos priscipablemas de salde publica

(Teixeira et al. 2005), e pela principal forma dmtcole ser através da utilizacdo de
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inseticidas (dentre eles, o DFB), muitas pessot#o esxpostas a esses compostos, de
forma direta ou indireta (Peres & Moreira 2003)teEsstudo demonstra pela primeira vez
que o pesticida DFB pode ser toxico ao sistemaodepor masculino ap0s exposicao

subaguda.

A mortalidade € um sinal claro de toxicidade indazpor uma substancia, mas
além deste parametro, outras variaveis como, pegedmassa corporal e a presenca de
sinais clinicos de toxicidade (diarréia, piloerecamriacbes no comportamento,
sangramento) durante o tratamento podem ser olsesrV@ECD 1996). O tratamento
subagudo indicou que o DFB, nas doses de 2, 4 g/Bgrdia, ndo acarretou morte de
nenhum dos animais testados ou sinais clinicooxieidade. Da mesma forma, apos o
tratamento, ndo houve alteracdo no peso corporgleso de Orgaos vitais dos animais
tratados.

O figado € o principal 6rgdo responsavel pelo nudtebho de compostos
enddégenos e exogenos, e, portanto, é também unpridusiros érgdos-alvo de acao
toxica de xenobidticos ou de seus metabdlitosvestiSzachowicz-Petelska et al. 2012).
Niveis séricos de AST, ALT3-GT, sdo alguns dos biomarcadores mais sensiveis pa
dano hepatico, pois sado liberados na circulagds dpdo intracelular (Ozer et al. 2008).
Elevados niveis de AST e ALT tem sido relacionadosecrose hepatica, hepatite e
toxicidade hepatica (Aguwa et al. 2004; Utoh-Nedetsal. 2009). No presente estudo, a
exposicdo subaguda ao DFB levou a um aumento isigtivo de ALT no grupo que
recebeu a maior dose, sem afetar os niveis de eXSGT. Entretanto, este aumento ndo
apresenta significado clinico. De acordo com GiléiCliford (2006), o valor encontrado
no presente trabalho estd dentro da normalidade m@éos sadios com esta idade (os

valores de ALT variam de 27.00 a 46.00 U/L). Alérssd, a histologia do figado néo foi
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afetada pelo tratamento e ndo houve alteracdesineis de AST &-GT, sugerindo que o
tratamento subagudo n&o provocou hepatoxicidade.

Outro 6rgéo sensivel a acdo de diversas substéh@asm. Sua funcdo pode ser
avaliada mediante a analise de uréia plasmaticédveisnde creatinina (Stark 1980).
Alteracdes na concentracdo de creatinina no sdieten® mudancas na taxa de filtracédo
glomerular em relacdo a alteracbes na concentrdedauréia (Griffin et al. 2008).
Observou-se que os animais tratados com 4 e 8nugkPFB apresentaram aumento
significante nos niveis de uréia, sem alteracéssineeis de creatinina. Entretanto como a
histologia do rim né&o foi afetada, outros parangefommo dosagem de eletrolitos no soro -
sédio, potéassio e cloreto) devem ser analisadas pathor avaliar a toxicidade renal do
DFB.

O sistema hematopoiético € um dos alvos mais ssagiara substancias toxicas
e a avaliacdo e seus parametros sdo de grandetamgarpara determinar o “status”
fisiologico e patolégico em homens e animais (let al. 2010). Apdés as analises
hematoldgicas, observou-se que os valores de herntat@oncentracdo de hemoglobina,
contagem de plaquetas, eritrécitos, contagem éothferencial de leucdcitos nos animais
tratados foram similares ao grupo controle, indicague o DFB nao proporcionou efeitos
negativos nas células sanguineas circulantes suanproducao.

Vérios estudos tém sido realizados a fim de saavaltoxicidade reprodutiva de
agrotoxicos em mamiferos. Dentre 0s praguicidas igdazem toxicidade reprodutiva
estdo: Dimetoato (Verma and Mohanty 2009), FenatdefArena et al. 2008; Nassr et al.
2010), Diclovors (Diricana and Kalender 2011), FRtamfos (Ismail and AL-Taher 2011),
Glifosato (Romano et al. 2012), dentre outros. &stude toxicidade reprodutiva devem
ser conduzidos como parte do processo de avalds;fuxicidade de qualquer composto, o

gue complementa os testes de toxicidade sisténbledsdnter et al. 2004). Um dos
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protocolos da Organization for Economic Cooperatiamd Development (OECD)
recomenda avaliacfes de toxicidade reprodutivacest com a administracdo de doses
repetidas (OECD 1996). Dessa forma, avaliaram-seerestudo, alguns parametros bem
validados em toxicologia reprodutiva.

Alteracbes no peso umido de 6rgaos da reprodugilvd@eno-dependentes), tais
como testiculo, epididimo, vesicula seminal e ptassdo usadas como parametros para
indicar mudancas nos niveis de hormoénios sexuasi¢K et al. 1994). Em machos
adultos normais, o0 peso absoluto do testiculo femgmecialmente escolhido, pois 0 peso
deste 6rgéo e o peso corporal sdo variaveis indepézs. No presente estudo, verificou-se
gue animais expostos a menor dose de DFB apreasentiminuicdo significativa no peso
absoluto e relativo do testiculo em relacdo ao @mgntrole. Estes efeitos podem estar
relacionados com a menor producéo espermaticastioul® discutida abaixo.

Neste estudo, apenas a menor dose de DFB provanuoudtdo na producéo
espermatica e no numero de espermatides no teséae espermatozoides no epididimo,
importantes indicadores de fertilidade masculinahfdy et al. 2003). Essa alteracao foi
consistente com a reducdo no peso do testiculon@lose neste grupo, indicando uma
toxicidade testicular deste composto. No entantmpeologia espermatica e a histologia
do testiculo e epididimo ndo foram afetadas patainento.

E interessante notar que todas as alteracbes rtemasl foram observadas nos
animais que receberam a menor dose de DFB. Um&/pbesgplicacdo para isto pode ser
devido ao fato de que substancias quimicas dendasnde desreguladores enddcrinos
(DEs) podem ter efeitos em baixas doses, 0s q@asséo preditos em doses altas. Isto
pode ocorrer porque os efeitos de hormoénios e @BBsdependentes da dose, e baixas
doses (fisioldgicas) podem ser mais efetivas earalialguns parametros comparado com

altas doses (toxicas) (Vandenberg et al. 2012)fe@@oede baixas doses pode ser definido
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como qualquer alteracdo biologica que ocorre emeslosais baixas do que aquelas
normalmente utilizadas em protocolos de ensaiosopahdos, isto €, inferiores as doses
testadas em toxicologia tradicional.

Uma das explicacdes para que os hormonios endégenesentem seus efeitos em
baixas doses pode estar na concentragcdo hormamahftpiencia na ocupacéo do receptor.
As concentracfes acima da constante de dissogmgaco receptor-ligante e cinética de
ligacdo, provoca primeiramente uma saturacéo geses e depois em concentracdes mais
elevadas, a saturacdo dos receptores € observadddiberg et al. 2012). Neste sentido,
ja foram relatados que muitos compostos, tais cdemobarbital, bisfenol A e
dietilestilbestrol podem induzir uma curva em Udise-resposta (Calabrese & Baldwin
2003; Kinoshita et al. 2003). Dessa forma, com adod do presente estudo, podemos
sugerir que o DFB poderia induzir a curva U de desposta, ja que este inseticida
apresentou efeitos toxicos reprodutivos apenasemndose testada.

Pode-se concluir, que o DFB apresenta toxicidageodeitiva subaguda, ja que
importantes parametros reprodutivos foram afetafiogetanto, outros estudos devem ser
conduzidos a fim de confirmar essa hipétese e pioéetificar os possiveis mecanismos
toxicos desse composto. Os resultados desse eskmlem de incentivo para que
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de nowompostos de combate ao vetor
sejam realizadas com a finalidade de buscar sudagimue possuam uma menor

toxicidade e maior seletividade para o organisnio.al
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ANEXOS

Tabela 1 .Peso corporal final e pesos absoluto e relativorgéos vitais e da reproducao
de ratos machos adultos dos grupos controle e gpas2, 4 e 8 mg/kg de DFB durante
28 dias.

Parametros Grupos Experimentais
Controle 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Peso Corporal (g) 333.88+£9.92 313+10.75 302.7%1 304.13+8.60
Testiculo () 1.48 £ 0.05 1.30£0.03* 1.43+0.03 1.38+0.03
Testiculo (g/100g) 0.44 +0.01 0.39 £ 0.01* 0.43.61 0.41 +£0.01
Epididimo (mg) 523.75 £ 14.38547.5 + 16.66 551.88 + 15.6339.88 + 7.74

Epididimo (mg/100g) 157.77 £5.96164.79 £ 6.26 166 + 6.37 163.38 +£3.22

Ducto Deferente (mg) 10250+559 95.00+7.31 50zx7.25 93.75 +5.32
Ducto Deferente

(mg/100g) 3216 £1.89 2840+248 31.34+4.11 .2281.84
Vesicula Seminal (g) 1.17£0.10 1.23+0.11 E3I608 1.02 £0.08
Vesicula Seminal

(9/100g) 0.35+0.03 0.36 £ 0.03 0.40 £ 0.03 0.3@2
Prostata (mg) 367.17 £ 18.2845.92 + 19.57359.50 + 10.06 380.60 + 22.41
Prostata (mg/100g) 11091 +5.43 104.18+5.30 68)4.3.14 113.59 +10.13
Figado (g) 9.91 +0.53 9.59 +0.39 10.68 +0.35 .241*+0.34
Figado (g/100g) 2.91 £0.10 2.98 £0.13 3.04 £0.07 3.20 £ 0.06
Rim (g) 1.04 £ 0.06 1.00 £ 0.02 1.15+0.04 1+100.02
Rim (g/100g) 0.30 £ 0.01 0.31 +0.004 0.33 +0.01 .330t 0.008

Valores expressos como médiaterro padrao da m&ukd,05 indicam que 0s grupos
diferem estatisticamente em relacdo ao grupo dentro
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Tabela 2.Parametros bioquimicos avaliados apos exposi¢éagsda ao DFB.

Parametros Grupos Experimentais
Controle 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg
AST 68.33+£2.33 68.33+£1.58 68.66+4.55 6%XU639
ALT 22.83+0.98 2350+0.95 27.00+0.44 28.66.80*
0-GT 1.00 £ 0.00 0.16 £0.16 0.50 £ 0.22 0.33+0.21
Uréia 21.83+2.35 27.00+355 35.83+1.30* 3281.40*
Creatinina 0.48 + 0.03 0.43+0.04 0.58 + 0.03 @&5602

Valores expressos como médiaterro padrdao da méala,n=6 animais em cada grupo.
*p<0,05 indicam que os grupos diferem estatisticadmem relacdo ao grupo controle.

Tabela 3.Parametros hematolégicos avaliados ap6s expositiEguda ao DFB.

Parametros Grupos Experimentais
Controle 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg
Hm (x1F)mm’ 5.08 £ 0.08 5.13+0.07 4.98 +0.10 5.10+0.13
Hb (g/dL) 15.26 £ 0.26 15.16 + 0.47 14.66 + 0.40 .494+ 0.49
Ht (%) 45.83 £ 0.83 4550+1.43 44.00+1.21 435047
VCM 90.15 £ 0.15 87.87 £ 2.46 88.30 £ 1.59 85.32.86
HCM 30.03 £0.03 29.42 £ 0.68 29.39 £ 0.55 28.3869
CHCM 33.28 £ 0.01 33.30 £ 0.00 33.25+0.03 33.2183

Plaquetas (xT0uL)

140.00 £ 14.37 150.00 + 14.8361.67 +17.20 174.00 + 21.11

Leucocitos totais 6.18 £0.44 5.78 +£0.50 7171, 5.93+0.58
Linfocitos (%) 70.83 £1.07 76.50 £ 2.50 75.66 2. 68.50 +1.89
Eosinofilo (%) 0 + 00,00 0+ 00,00 0+ 00,00 0 1@
Basofilo (%) 0 + 00,00 0+ 00,00 0+ 00,00 0+@,0
Monacito (%) 5.50 £0.22 3.66 £0.61 1.66 £+0.66 801+ 0.58
Neutrofilos (%) 23.83+1.04 22.33+1.35 24.83.991 29.66 +1.78

Valores expressos como médiaterro padrdao da meéaia,n=6 animais em cada grupo.
*p<0,05 indicam que os grupos diferem estatistigamem relacdo ao grupo controle.
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Tabela 4 Parametros espermaticos avaliados em animaisoadiibs grupos controle e
expostos a 2, 4 e 8 mg/kg de DFB durane 28 dias.

Parametros Grupos Experimentais
Controle 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg

Producéo 31.71+1.28 22,98 1.14** 27.20+0.73  27.57+1.62
espermatica diéria (x
10/testiculo/dia)
Producéo 24.39+ 1.21 19.4% 1.00* 21.57+0.69 24.16: 0.71
espermatica diaria (x
10°/gltesticulo/dia)

Numero relativo de  146.73+ 7.22 119.84r 6.39* 131.44+4.25 142.94 4.29
espermatides no

testiculo

(x 10°)

Numero absoluto de 75.26+ 4.56 67.62 4.42 62.0G 3.49 62.34 4.63
espermatozoides na

cabeca/corpo do

epididimo (x 16)

Namero relativo de 292.14+ 11.25 246.4% 12.84 258.0%8.63 247.5¢17.21
espermatozoides na

cabeca/corpo do

epididimo (x 16)

Tempo de transito na 2.62+ 0.32 3.00+ 0.28 2.2% 0.12 2.3 0.23
cabeca/corpo do

epididimo (dias)

Namero absoluto de 136.42+ 8.38 111.226.52 124.84-13.10 133.7@& 4.20
espermatozoides na

cauda do epididimo

(x 10°)

Numero relativo de 715.00+ 27.46 565.7& 18.19* 600.97+ 57.58 666.0% 27.62
espermatozoides na

cauda do epididimo

(x 10°)

Tempo de transito na  4.40+ 0.26 4.94 0.44 4.6% 0.59 5.0+ 0.30

cauda do epididimo

(dias)

Valores expressos como médiaterro padrdo da méadim,n=7 ou 8 animais em cada
grupo. * p<0,05, **p<0,01 e *** p<0,001 indicam qus grupos diferem estatisticamente
em relacéo ao grupo controle.
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ANEXOS B

Artigo 2 Este trabalho deu origem ao artighféitos genotoxicos e mutagénicos do
inseticida Diflubenzuron em camundongos”’que apds versado para o inglés, sera
submetido para o periodico Experimental and Towigial Pathology na forma short

communications”.
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RESUMO

O diflubenzuron (DFB), inseticida e acaricida regldr do crescimento de insetos
(IRC), é utilizado na agricultura, contra insetosdadores, no controle de ectoparasitas de
peixes e em programas de saude publica, no comteolasetos e vetores. Apesar de sua
ampla utilizacdo, pouco se sabe a respeito de aspexctos toxicologicos. Dessa forma,
objetivou-se, no presente estudo, avaliar os afgémotoxicos e mutagénicos do inseticida
DFB, em camundongos. Camundongos foram dividido® eyrupos: Grupo 1: 0,3 mg/kg
de DFB; Grupo 2: 1,0 mg/kg de DFB; Grupo 3: 3,0 kygde DFB; Grupo 4: controle
positivo (Ciclofosfamida) e Grupo 5: controle neégat(6leo de milho). O sangue
periférico dos animais foi coletado para o ensammeta e para o teste de micronucleo. O
DFB aumentou a incidéncia de cometas em todas sssdiestadas, indicando acao
genotoxica. Apos 24, 48 e 72 h do tratamento conB Bdt verificado aumento na
incidéncia de microndcleos no sangue periféricocdmundongos em todas as doses
testadas, sendo que a maior dose apresentou in@dEmicronucleos superior ao grupo
controle positivo. Estes dados demonstram que o Bpi@senta efeitos genotdxicos e

mutagénicos de uma maneira dose-dependente.

Palavras-chavesDiflubenzuron; Ensaio cometa; Teste do micronjazamundongo
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ABSTRACT

Diflubenzuron (DFB), an insecticide and acaricidseict growth regulator (IRC), &
utilizado na agricultura, against insect predatnrsontrolling ectoparasites of fish and in
public health programs, in controlling insects aedtors. Despite its widespread use, little
is known about its toxicological aspects. This gtuas aimed to evaluate the genotoxic
and mutagenic effects of DFB in mice. Mice wereidid into 5 groups: Group 1: 0.3
mg/kg of DFB; Group 2: 1.0 mg/kg of DFB; Group 303ng/kg de DFB; Group 4:
positive control (Cyclophosphamide) and Group Jgative control (corn oil). Peripheral
blood of animals was collected for the comet assag the micronucleus test. DFB
increased incidence of comets at all doses testéidating genotoxic action. 24, 48 e 72 h
after exposure was observed increase in the incedeh micronuclei in the peripheral
blood of mice at all doses tested, with the largieste reported incidence of micronuclei
than the positive control group. These data dematesthat the DFB has genotoxic and

mutagenic effects of a dose-dependent manner.

Keywords: Diflubenzuron; Comet assay; Micronucleus test;évic
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INTRODUCAO

A exposicao direta ou indireta a praguicidas paaesar ndo so intoxicacdes, mas
efeitos teratogénicos, carcinogénicos, genotoxeadteracdes reprodutivas (Dahlgren et
al., 2004, Pelaez et al., 2004; Menegaux et alQ6R0Diflubenzuron (DFB), 1-(4-
chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea, insa&l& e acaricida regulador do
crescimento de insetos (IRC), pertencente a cld@sdenzoiluréias, pode ser utilizado na
agricultura, contra insetos predadores, no contddeectoparasitas de peixes e em
programas de saude publica, no controle de inget@tores, principalmente de larvas do
Aedes aegyptiEHC 194, 1996; ANVISA, 1985). Esta classe de tinglas atua
interferindo na deposicédo de quitina, um dos conmgoda cuticula de insetos (Reynolds,
1987). O mecanismo de acao toxica destes compéssobre formas imaturas (larvas),
particularmente durante a ecdise, impedindo o andetliberar-se da exocuticula (Sika
al., 2003).

A determinacdo do potencial genotoxico de poluerdesbientais objetiva
determinar os riscos genéticos, ndo somente des Bamanos expostos, mas também da
biota nativa de determinado local (Pierce et &98). O “Guidelines for Carcinogen Risk
Assessment”, publicada pela Agéncia de Protecaoidatdl dos Estados Unidos, aponta
as alteracdes na expresséo génica, reparo do Diwpte do ciclo celular, instabilidade
gendmica e danos cromossOmicos como as principaseqiéncias da exposicao aos
agentes ambientais e eventos criticos envolvidopracesso de carcinogénese (Preston,
2007).

Embora o DFB seja amplamente utilizado para o otntde pragas, poucas

informacgBes toxicologicas recentes estdo dispomiva literatura. Assim, o presente
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estudo avaliou os possiveis efeitos genotoxicosueagenicos do inseticida DFB em

camundongos, através do ensaio cometa e do testemucleo.

MATERIAL E METODOS

1 Animais e tratamento

Foram utilizados camundongos machos Swiss aduftess(Q; pesando 30-40g e
com aproximadamente 60 dias de idade), provenieiatésotério da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD). Os animais foram masitielm gaiolas coletivas sob
condicOes controladas de luminosidade (12 hordszdd.2 horas de escuro) e temperatura
(23°C), recebendo agua e racdo comercial a vontadeosTod procedimentos foram
realizados de acordo com os Principios Eticos esgqRga Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro em Experimentacdo Animal e aprovado p@tamissdo de Etica no Uso de
Animais da UNESP (SP - Brasil) (protocolo n. 38020

Os animais foram distribuidos em cinco grupos erpartais (n=10
animais/grupo). Trés grupos receberam diflubenzurbs(4-chlorophenyl)-3-(2,6-
difluorobenzoyl)urea (Champion Farmoquimica Ltdaugde pureza de 98%), nas doses
de 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/kg de peso corporeo, porovéd. Um grupo foi tratado com
ciclofosfamida, na dose de 50 mg/kg, via intrapaetl (controle positivo) (De Oliveira et
al., 2010) e o outro grupo recebeu o veiculo (1l@kghde 6leo de milho por via oral)
(controle negativo). O tratamento foi realizado umaca vez, sendo o DFB dissolvido em

0leo de milho e a ciclofosfamida em solucéao saimas da administracao.

2 Ensaio Cometa
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Apos 24 h do tratamento com DFB, 40 uL de sanguefaoletados da cauda de
cada animal. O sangue foi homogeneizado com 12@eudgarose LMP (1,5%) a 37°C, e
colocado em lamina previamente preparada com agamsum (5%). Em seguida, uma
laminula foi adicionada sobre a lamina, onde ficasab refrigeracdo (20 min a 4°C). As
laminulas foram removidas e as laminas imersasoiingdo de lise (89 mL de solucéo de
lise estoque - 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, A foi ajustado com NaOH +
89mL de agua destilada + 1% de lauril sacocinateddigo + 1mL de Triton X - 100 + 10
mL de DMSO), durante 1 h a 4°C. Posteriormentenaatca de eletroforese foi preenchida
com tampao pH> 13 (300mM NaOH e 1mM EDTA, prepasadiiizando uma solucéo
estoque de NaOH 10N e 200mM e EDTA, pH 10) e asini@snforam colocadas
cuidadosamente na camara de eletroforese onde mecaram por 20 min a 4°C para
desnatauracdo do DNA. A eletroforese ocorreu a 2330mA (1.25V/cm) e em seguida,
as laminas foram neutralizadas com tampao de pHO745M Tris-HCI), secas ao ar e
fixadas por 10 min em etanol a 100%.

Para realizagéo das analises, as laminas foramda®icom 100 pL de brometo de
etidio (0,002 mg/mL). O material foi analisado emm wicroscépio de fluorescencia,
aumento de 40x, em filtro de excitacdo 515-560 mAnavaliagéo foi realizada em 100
cometas, classificando-os de 0O - 3, conforme o con@nto e intensidade da cauda: classe
0 — nenhum dano; classe 1 - cauda com até o didrdatcabeca do cometa; classe 2 -
cauda de tratamento médio, com 2 vezes o didmateoalteca; classe 3 - cauda longa, com
comprimento superior a 2 vezes o didmetro da calgaélulas apoptoticas, ou seja,
aquelas com fragmentacao total do nucledide ndanmfarontabilizadas. Apos a leitura,
realizou-sescorede cada tratamento, multiplicando-se o numeroidéens observados em

cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3taberma foi obtido scoretotal de cada
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tratamento.

3 Teste do micronucleo de sangue periférico

O teste do micronucleo de sangue periférico fodoado conforme Hayashi et al.
(1990). Para tanto, sangue da cauda de cada aintaletado em trés tempos diferentes
(24, 48 e 72 h apls o tratamento). Em laminas amesmte preparadas com 20 uL de
laranja de acridina (1 mg/mL), foi adicionado 20 dé& sangue. Posteriomente, estas
laminas foram armazenadas em congelador a -20?& aRaliacdo das laminas, utilizou-se
microscopio de fluorescencia sob luz azul (488 em)um aumento de 100X. Realizou-se
a contagem de duas mil células por animal e osomimieos foram analisados.

Os valores foram expressos como média + erro padedgnédia e para a
comparacdo dos resultados entre os grupos expdaimeioram utilizados os testes
estatisticos de andlise de variancia — ANOVA sagpiido teste de Tukey-Kramer para
avaliar possiveis diferencas entre os grupos. Aferaticas foram consideradas

significativas quandp<0,05.

RESULTADOS

Apés a realizagdo do ensaio cometa, 0 grupo centrefativo apresentou uma
frequéncia média de 24,20 + 2,88 de células ledmsiasendo a maior parte classificada
como células sem danos (classe 0). No grupo cenprasitivo (ciclofosfamida), a média
de células com danos foi maior do que no gruporalnhegativo (88,40 + 1,71), sendo

classificados principalmente em classes 1 e 2 gfaabh).
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No grupo 1 (0,3 mg/Kg de DFB) a frequéncia médiaélelas com danos foi de
89,40 + 1,01, com incidéncia maior de danos nassell e 2. Da mesma forma, os
grupos 2 e 3 (1,0 e 3,0 mg/Kg de DFB, respectivaempresentaram média de células
lesionadas superior ao grupo controle positivo, emmescore de 141,10 £ 2,02 para o
grupo 2 e 152,20 £ 2,17 para o grupo 3. Os danasnfaelassificados principalmente nas
classes 1 e 2 em ambos os grupos (Tabela 1).

Em relacdo ao teste do micronucleo, ap6s 24 hratamento com DFB, foi
observada uma frequéncia média de células micreadat no grupo controle negativo e
positivo de 1,50 + 0,65 e 21,50 + 1,9dspectivamente. Nos grupos tratados com DFB
(0,3, 1 e 3 mg/kg) houve um aumento na frequéneiantrontcleos com o aumento da
dose (Tabela 2). Apos 48 h do tratamento, obseseayie os grupos 1, 2 e 3 diferiram em
relacdo ao grupo controle negativo. O grupo coafpoisitivo apresentou frequéncia media
de microndcleos de 15,00 + 1,19 e os grupos 1rmé&o2apresentaram diferencas quando
comparados ao grupo controle positivo. O grupoi®fque apresentou maior frequéncia
de microndcleos (27,90 + 1,62), superior ao gruptrole positivo (Tabela 2). 72 h apés o
tratamento, também verificou-se um aumento na &edga de microndcleos em todas as
doses testadas. A frequéncia de micronucleos farmsam o aumento da dose. O grupo 1
e 2 apresentou resultados semelhantes ao grupmleopbsitivo, com uma frequéncia de
células com micronucleos de 9,80 + 0,79 para o@fup 12,40 + 0,96 para o grupo 2. O

grupo 3 apresentou maior incidéncia de micronuflabela 2).

DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que praguicidas podemfadpnse genotoxicos apos

exposicao direta ou indireta em organismos nao-@hauindo humanos) (Nehez et al.,
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1988), o que reforca a necessidade de avaliacGestoyécas destes compostos. Este
estudo demonstra pela primeira vez que o pestigie pode induzir danos ao DNA em
camundongos, nas doses testadas.

Vérios pesticidas amplamente utilizados apresemtaiesultados positivos para
genotoxicidade. No presente estudo, os efeitostgeicos do DFB foram avaliados
usando o ensaio cometa. Este € um ensaio amplanigizédo em genética toxicoldgica e
tem sido usado para detectar danos no DNA caugaologgentes quimicos e fisicos
(Gontijo & Tice, 2003). Através desta técnica, @aripraguicidas ja foram revelados
genotoxicos. De Oliveira et al. (2010) e Moore kt(2011), avaliaram o potencial
genotoxico e mutagénico dos inseticidas fipronil mealation, respectivamente, e
constataram que estes compostos foram capazesldaridanos ao DNA na maior dose
testada (50 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente).

No presente estudo, o DFB aumentou a incidéncieodeetas em todas as doses
testadas, apresentando maior niumero de célulaméekis nas doses de 1 e 3 mg/kg de
DFB, demonstrando um potencial genotéxico doseti@e. Nota-se que a incidéncia
de células lesionadas encontradas nos grupos dsatzmim DFB foi superior aquelas
encontradas no grupo controle positivo, o quallregeciclofosfamida. No presente estudo,
a ciclofosfamida foi usada para induzir danos a®Djl que possui comprovada atividade
genotoxica em células da medula éssea e no saegteripoin vivo ein vitro (Snustad &
Simmons, 2001).

Os efeitos mutagénicos do DFB foram examinad@vésrdo teste de micronucleo
do sangue periférico. A partir desta técnica, é&ives detectar alteracbes no DNA e/ou
danos no fuso mitético (Fenech, 2000). Apés 24e 4@ h do tratamento com DFB foi
verificado um aumento na incidéncia de micronlclews sangue periférico de

camundongos em todas as doses testadas, sendontpieradose (3 mg/kg) apresentou
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incidéncia de  micronucleos estatisticamente sapeao grupo controle positivo
(ciclofosfamida). Estes dados demonstram que o Bpi®senta efeitos mutagénicos de
uma maneira dose-dependente. Observa-se que @ri@gude microndcleos diminuem
cronologicamente apd6s o tratamento. Esta diminuigade ser devido ao fato da
metabolizacdo do DFB reduzir sua capacidade deindanos ao DNA.

Corroborando com os achados do presente trabathdos metabdlitos do DFB, a
4-cloroanilina, foi classificada pelo EPA (Enviroemal Protecion Agency) como um
provavel carcinogéno humano (USEPA, 1997), demandtr a necessidade de mais
estudos toxicologicos deste inseticida. Estes daiwsonstram que o DFB apresenta

efeitos genotoxicos e mutagénicos de uma manesadependente.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Coordenacdo de AperfeictmrdenPessoal de Nivel
Superior (CAPES) pela bolsa concedida, e a em@pkampion Farmoquimica LTDA pela

disponibilizacao do inseticida DFB.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANVISA. Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria986. indice Monogréfico. D17
Diflubenzuron. Disponivel em: http://portal.anvigav.br/wps/wcm/connect/afldb2804
7458f8d98c8dc3fbc4c6735/d17_novo.pdf?MOD=AJPERE®&e$aultText=0&useDefa

ultDesc=0.

Dahlgren JG, Takhar HS, Ruffalo CA, Zwass M. Healttects of diazinon on a family.
Journal of Toxicology Clinical Toxicology 2004; £79-91.



73

De Oliveira PR, Bechara GH, Denardi SE, Oliveirah Rathias MIC. Genotoxic and
mutagenic effects of “pronil on mice. Experimengad Toxicologic Pathology 2010;

64:569-7.

EHC. Environmental Health Criteria 184. Diflubenanr United Nations Environment

Programme International Labour Organisation. Gen@l@ld Health Organization; 1996.

Fenech M. The in vitromicronucleus technique. MotaResearch 2000;455:81-95.

Gontijo AMMC, Tice R. Teste do cometa para a deiecge dano no DNA e reparo em
células individualizadas. In: Ribeiro LR, SalvadBK, Marques EK, editors. Mutagénese

ambiental. Canoas: ULBRA; 2003. p. 247-75.

Hayashi M, Morita T, Kodama Y, Sofuni T, IshidateM. The micronucleus assay with
mouse peripheral blood reticulocytes using acridirange-coated slides.

Mutation Research 1990;245:245-9.

Menegaux F, Baruchel A, Bertrand Y, Lescoeur B,drger G, Nelken B, Sommelet D,
Hémon D, Clavel J. Household exposure to pesticidied risk of childhood acute

leukaemia. Occupational and Environmental Medi@d@6; 63:131-4.

Moore PD, Patlolla AK, Tchounwou PB. Cytogenetialeration of malathion-induced
toxicity in Sprague-Dawley rats. Mutation Resba?011; 725:78-82.

Nehez M, Boros P, Ferke A, Mohos J, Patolas P,o0M8trZimanyi M, Desi I. Cytogenetic
examination of people working with agrochemicalsthe southern region of Hungary.

Regulatory Toxicology and Pharmacology 1988;8:37-44



74

Pelaez S, Hierro I, Ofia S, Alonso L, Matilla A. &enship between pesticide exposure
and low-grade superficial bladder urothelial camona. Medicina Clinica (Barc) 2004;
123:571-4.

Peirce JJ, Weiner RF, Vesilind PA. 1998. Meteorglognd Air Pollution. In:

Environmental Pollution and Control. Boston: Butterth-Heinemann.

Preston RJ. Epigenetic processes and cancer riskssment. Mutation Research
2007;616:7-10.

Reynolds SE. The cuticule, growth regulators andutimg in insects: the essential

background to the action of acylurea insecticitkesticide Science 1987;20:131-46.

Silva MTB, Costa EC, Boss A. Control of Anticargiammatalis Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae) larvae with insect growth regulatorseria Rural 2003; 33:601-05.

Snustad DP, Simmons MJ. Fundamentos de genétioadedRlaneiro: Guanabara Koogan;

2001.

USEPA. United States Environmental Protection Ageld®97. Reregistration Eligibility
Decision - Diflubenzuron. Washington, DC: Office Bfevetion, Pesticides and Toxic
Substances, U.S. EPA.



ANEXOS

75



Tabela 1 - Valores médios + erro padrdo da média da frecjgémelativa de células lesionadas, distribuicéiveeas classes de
danos e escore referentes ao ensaio cometa.

Grupos Células Classes de dano Escore
Experimentais Lesionadas 0 1 2 3
Controle Negativo 24,20+2,88 75,80+2,88 20,80+2,52 3,20+0,55 0,20+1,33 27,80+3,34
Controle Positivo ~ 88,40+1,71 11,30+#1,80 61,10+2,81  21,50+2,19 5,80+0,78 121,50+4,34
DFB 0,3mg/kg 89,40+1,01 10,60+1,01 66,20+2,27 20,00+1,99 3,20+0,70 115,80+2,67
DFB 1,0 mg/kg 91,50+0,52 8,40+0,50 49,30+1,22 34,80+1,64 7,40+0,54 141,10+2,02
DFB 3,0 mg/kg 93,50+0,65 6,50+0,65 43,20+1,21 41,90+1,16 8,40+0,83 152,20+2,17

Letras diferentes indicam diferencas estatisticaensignificativas. ANOVA/Tukey (p<0,05)

Tabela 2-Valores médios + EPM, referentes ao ensaio deomicleo.

Grupos

Média + EPM

Experimentais  24h

48h

72h

Controle Negativo
Controle Positivo
DFB 0,3mg/kg

1,50+0,85 1,00+0,37? 0,90+0,3%
21,50+1,84 15,00+1,19 9,70+0,46
16,80+1,%8 11,40+1,18 9,80+0,79

DFB 1,0 mg/kg 17,60+1,686 16,30+1,42 12,40+0,98
DFB 3,0 mg/kg 34,10+2,16 27,90+1,62 18,90+1,38
Letras diferentes indicam diferencas estatisticaensignificativas. ANOVA/Tukey (p<0,05)




