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RESUMO

No Brasil o numero de trabalhadores rurais expostos a inseticidas € bastante
expressivo, estando sujeitos a intoxicagdes agudas, doencas crbnicas, problemas
reprodutivos, danos ambientais entre outros. Assim, testou-se a hipOtese se a
exposicdo do inseticida biolégico Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. Aizawai), em
concentracfes subletais, pode interferir na funcdo hepatica e renal em ratas.
Utilizaram-se 40 ratas albinas, Rattus norvegicus albinus, distribuidas em quatro
grupos: | Ratas que receberam placebo (Controle); 11, lll e 1V, que receberam 1,0; 10
e 20 mg de Xentari®100g, respectivamente. Foram dosados 0s niveis de séricos de
ALT, AST, HDL, LDL, VLDL, creatinina, albumina e ureia. A andlise histopatolégica
foi realizada em cortes corados pela H.E. Para histoquimica do figado utilizou-se
P.A.S., No estudo morfométrico do figado foi mensurado o parénquima lobular e ndo
lobular e nos rins o diametro e volume do glomérulo e da capsula de Bowman. A
eutanasia dos animais ocorreu logo apés o término da administracdo do inseticida,
que durou o periodo de 20 ou 30 dias, periodo de tempo considerado agudo e
subagudo respectivamente. Os resultados mostraram que o Xentari® WG, promoveu
alteracdes nos niveis de triglicerideos (20 dias), colesterol total (30 dias), HDL, LDL
e VLDL (20 dias). J4 a ALT foi alterada com 20 e 30 dias, enquanto que o AST
apenas aos 20 dias. Nos rins houve alteracdes nos niveis de ureia e albumina (30
dias). A histopatologia do figado mostrou tumefagéo e vacuolizacdo celular e baixa
reacdo ao P.A.S. Enquanto nos rins foi visualizada tumefacdo, vacuolizacdo e
presenca de nucleos picnéticos. A analise morfométrica demonstrou um aumento do
percentual do parénquima lobular em relagdo ao parénquima nao lobular para
ambos os periodos analisados. Nos rins a analise morfométrica demonstrou uma
diminuicdo do volume e diametro glomerular, caracterizando atrofia glomerular e
glomérulonefrite membranosa para ambos os periodos analisados. Conclui-se que o
Xentari® em doses subletais, interfere na funcdo hepéatica e renal de ratas, sendo
mais expressivo no periodo de aplicacdo agudo (20 dias). Isso sugere que mais
pesquisas podem ser realizadas sobre os efeitos crénicos da exposicdo a este

inseticida bioldgico

Palavras-chave: Toxicologia, histopatologia; Bacillus thurigiensis, ratos, figado, rins,

morfometria



ABSTRACT

In Brazil the number of rural workers exposed to pesticides is very significant and are
subject to acute poisoning, chronic diseases, reproductive problems, environmental
damage and others. Thus, we tested the hypothesis that the biological pesticide
exposure Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. Aizawai), at sublethal concentrations
may interfere with the hepatic and renal function in rats. They were used 40 albino
rats, Rattus norvegicus albinos, divided into four groups: | rats who received placebo
(control); I, Il and IV, which received 1.0; 10 and 20 mg of Xentari® / 100g,
respectively. They measured the serum ALT, AST, HDL, LDL, VLDL, creatinine,
albumin and urea. Histopathological analysis was performed on sections stained with
H.E. For immunohistochemistry liver was used P.A.S., The morphometric study of the
liver was measured lobular and lobular not parenchyma and kidney diameter and
volume of the glomerulus and Bowman's capsule. Euthanasia of animals took place
shortly after the pesticide administration, which lasted a period of 20 or 30 days,
considered acute period and subacute respectively. The results showed that the
Xentari® WG promoted changes in triglyceride levels (20 days), total cholesterol (30
days), HDL, LDL and VLDL (20 days). Since the ALT was changed to 20 and 30
days, while AST only after 20 days. Kidney were no changes in levels of urea and
albumin (30 days). Histopathology of the liver showed swelling and cell vacuolation
and low reaction to P.A.S. While the kidney was viewed swelling, vacuolization and
presence of pyknotic nuclei. The morphometric analysis showed an increased
percentage of lobular parenchyma in relation to non lobular parenchyma for both
periods analyzed. Kidney morphometric analysis showed a decrease in volume and
glomerular  diameter, featuring glomerular atrophy and membranous
glomerulonephritis for both periods analyzed. It follows that the Xentari® at sublethal
doses, interfere with hepatic and renal function of rats, and stronger in the Acute
application period (20 days). This suggests that more research can be conducted on

the chronic effects of exposure to this biological insecticide.

Key Words: Toxicology, histopathology; Bacillus thuringiensis, rats, liver, kidneys,

morphometry
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Os agrotoxicos podem ser definidos como: “Produtos e componentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos cuja finalidade seja alterar a composicao
da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento” (BRASIL,
1989).

O seu uso, no Brasil, teve inicio a partir dos programas de saude publica,
agindo no controle de vetores e de parasitas e, a partir da década de 60 passaram a
ser utilizados mais intensivamente na agricultura, surgindo como solucéo cientifica
no controle das pragas que atingiam lavouras e rebanhos (SILVA, 2005). O
consumo nacional de agrotéxicos é superior a trés milhées de toneladas por ano
(PELAEZ et al., 2010). Desde 2008 o Brasil ocupa o 1° lugar no ranking mundial dos
paises consumidores de agrotoxicos, ao dividir a quantidade de substancias toxicas
usada pelo numero de habitantes temos uma razao de 5,2 kg por pessoa (ANVISA,
2011).

Os inseticidas sao classificados em sintéticos e biolégicos. Os inseticidas
sintéticos sdo divididos em organoclorados, piretréides, organofosforados e
carbamatos, sendo estes dois Ultimos 0s que s&o responsaveis por maior numero
de intoxicagbes no meio rural, atuando na inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(MEYER et al., 1999; CANTARUTTI, 2005). De modo geral, os inseticidas sintéticos
sdo capazes de provocar alteragdes no sistema endocrino e pode conduzir a efeitos
como por exemplo aumento da incidéncia de cancer de mama e préstata, isto ocorre
em virtude de sua capacidade de mimetizar hormoénios, devido a semelhancga entre
suas estruturas moleculares (SCHNORR et al., 2001). Moreira (2002) afirma que
distUrbios no sistema nervoso em trabalhadores rurais podem estar associados as
exposicoes a estes inseticidas. Em entrevista com 44 mulheres que trabalhavam na
agricultura, no municipio de Petrolina (PE), Branco e Vainsencher (2001) puderam

constatar relatos da consequéncia do contato direto com os inseticidas. Os efeitos



mais comuns foram: Dores de cabeca, cegueira ou ardéncia nos olhos, tonturas,
desmaios, nduseas e vomitos.

Nesse cenério, uma alternativa ao uso de inseticidas sintéticos € a utilizacédo
de inseticidas biolégicos, que sdo produzidos a base de bactérias, virus e fungos
(ALVES, 1997), podendo ser cultivados em laboratério ou em escala industrial, ja
havendo disponibilidade de algumas formulacdes comerciais (BARRETO, 2005).
Entre os microrganismos utilizados no controle biologico, a bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt), torna-se promissora na busca de proteinas inseticidas e,
consequentemente, na obtencdo dos genes codificantes para essas proteinas
(BOBROWSKI et al., 2003; HIGH et al., 2004; CRICKMORE, 2006). Atualmente
existem nove produtos formulados a base de Bt, dentre estes podemos mencionar
as formulacdes comerciais Dipel® WG (B. thuringiensis var. kurstaki) e Xentari® WG
(B. thuringiensis, subsp. Aizawai) (AGROFIT, 2013).

Domingo (2000) e Janer et al. (2008) consideram que os testes realizados
para liberacdo dos produtos Bt sdo insatisfatorios e que os protocolos de
desenvolvimento de toxicidade sdo muito superficiais, por iSso ndo se sabem o0s
reais efeitos do Bt no organismo, Lemos et al. (2012) quando analisaram os efeitos
do inseticida Bt sobre a histologia em 6rgaos de ratas prenhes, observaram nos rins
dos animais tratados, uma deposicdo de hemosiderina, necrose, e degeneracéo
vacuolar tanto dos ductos contorcidos com nos ductos coletores, necrose
coagulativa com intensa reacdo das células de Kupffer e aumento dos espacos
sinuséides no figado devido a congestdo. Efeito este que sugere uma acao
inflamatéria devido a aplicacdo do inseticida. Efeito parecido deste inseticida foi
observado por Kilic e Akay (2008) onde ocorreram alteragdes nos rins de ratos
alimentados durante 90 dias com um milho geneticamente modificado expressando
a proteina téxica do Bt, onde foi possivel observar redu¢éo no volume glomerular e
do espaco de Bowman, como também degeneragcbes tubulares, porém essas
pesquisas demonstram os efeitos histopatolégicos sobre estes orgdos, mas nao
demonstram efeitos na sua fisiologia, como por exemplo a falha de algum sistema
fisiologico.

Dessa forma, diante da necessidade da realizagdo de pesquisas que
elucidem os efeitos do inseticida em doses subletais foi desenvolvido o presente
trabalho com o objetivo de estudar os efeitos de doses subletais do inseticida

biolégico Xentari® WG sobre a toxicidade na funcéo renal e hepética em ratas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os agrotoxicos e seu uso

Os agrotoxicos, de acordo com a Lei Federal n.° 7 802 de 11/07/89, podem
ser definidos como: "Produtos e componentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos destinados ao uso nos setores de produgdo, armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas
nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e da fauna, a
fim de preserva-la da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores do crescimento” (BRASIL, 1989).

Essas substancias também sdo utilizadas na construgcdo de estradas,
tratamento de madeira, armazenamento de grdos e sementes, producao de flores,
combate as endemias e epidemias, dentre outras formas de uso. Mostrando que o
uso de agrotoxicos esta além do que se conhece normalmente (SILVA et al., 2005).
Segundo CENEP/FNS (1998), os agrotéxicos sdo nomeados pesticidas e
classificados em grupos principais denominados: herbicidas, fungicidas, inseticidas,
rodenticidas e fumigantes.

De acordo com WHO/UNEP (1990), o consumo de agrotoxicos no meio rural
decresce na seguinte ordem: herbicidas > inseticidas > fungicidas. Apesar dos
herbicidas serem os mais utilizados, geralmente, a toxicidade deste grupo € menor
gue a dos inseticidas. Dados mais recentes da Anvisa (2012) mostram que 0s
fungicidas obtiveram um acréscimo em sua procura no mercado. Se a concentracao
dos agrotéxicos for expressa em percentagem, os herbicidas representam 45% do
total, enquanto que os fungicidas e inseticidas representam 12% e 14%,
respectivamente, e as demais categorias 29%.

Os agrotoxicos sdo divididos em classes toxicologicas medidas a partir da
sua DL50 (dose que mata 50% dos individuos expostos ao produto) onde a classe |
sdo os produtos extremamente toxicos representados pela faixa vermelha; a classe

Il sdo os produtos altamente toxicos representados pela faixa amarela; a classe Il



sdo os produtos medianamente toxicos representados pela faixa azul; e a classe IV
sdo os produtos pouco toéxicos representados pela faixa verde (OPAS/OMS, 1996).
O principal desafio da classificacdo toxicoldgica é que ela reflete basicamente
intoxicagbes agudas, nao levando em consideracdo os efeitos crénicos, como por
exemplo, cancer, neuropatias, hepatopatias, problemas respiratorios, etc. (LARINI,
1999). Nesse contexto, uma classificagdo toxicolégica mais precisa € de
fundamental importancia, pois é o principal meio de informacdo que os agricultores
dispbem.
Segundo a portaria normativa 131, de 03/11/1997, do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), refere-se aos
procedimentos, para efeito de registro e avaliacdo ambiental de agentes biol6gicos
empregados no controle de uma populacdo ou de atividades biolégicas de um
organismo Vvivo considerado nocivo, visando a defesa fitossanitaria. No seu anexo
lll, faz referéncia aos testes obrigatorios para a avaliacdo toxico-patoldgica, cujo
objetivo é avaliar efeitos adversos do agente microbiano de controle sobre
mamiferos. Os principais aspectos a serem considerados s&o:
- Patogenicidade do agente de controle e de contaminantes microbianos;
- Infectividade/persisténcia do agente de controle e de contaminantes microbianos;
- Toxicidade do agente de controle, de contaminantes microbianos e de seus
subprodutos.
A avaliacdo téxico-patoldgica é feita através de uma série de testes, dividida
em trés fases distintas.
> A Fase I: consiste em uma bateria de testes de curta duragdo, onde o
organismo teste (mamifero) recebe uma dose maxima Unica do agente de
controle com o objetivo de se obter a maxima chance do agente de controle
causar toxicidade, infectividade e patogenicidade. Se nenhum efeito adverso
for observado na Fase |, ndo ha necessidade de se realizar nenhum dos
testes da Fase Il e Fase Il
> A Fase Il foi elaborada para avaliar uma situacdo particular, quando se
observa toxicidade ou infectividade na Fase |, sem evidéncias de
patogenicidade. Na Fase Il estudos de toxicidade aguda sdo normalmente
exigidos com o componente toxico da preparacdo do agente de controle
usado. Nas Fases Il e Ill, estudos adicionais para avaliar efeito de toxicidade

de preparacdes do agente biologico de controle deverdo ser realizados de

4



acordo com protocolos apropriados. Estudos subcronicos de
toxicidade/patogenicidade também constam da Fase II.

> A Fase Il contém testes para identificar efeitos adversos particulares de
parasitos de células de mamiferos, e s6 serdo exigidos quando efeitos

adversos forem observados na Fase II.

Apesar do aumento das pesquisas com relacdo ao impacto do uso de
agrotoxicos sobre a salde humana, o que se sabe ainda ndo é suficiente para se
conhecer a extensdo da carga quimica de exposicdo direta nem a dimensao dos
danos a saude. Isso ocorre devido a falta de informacdo sobre o consumo e
manuseio dos agrotoxicos e a falta de dados sobre intoxicacdes causadas por estes
produtos (IBAMA, 1997).

Os inseticidas sdo pesticidas destinados ao controle de insetos de diversas
culturas, podendo ser divididos em dois grandes grupos: os inseticidas biologicos e
sintéticos. Dentre o0s inseticidas sintéticos destacam-se o0s: organofosforados,
carbamatos, organoclorados e piretréides, que sdo compostos lipofilicos
amplamente utilizados no controle de pragas agricolas e de interesse médico-
veterinario (CANTARUTTI, 2005).

Os compostos organofosforados podem ser absorvidos por via dérmica,
respiratoria e digestiva, sendo a via dérmica a principal. ApOs penetrar no
organismo, ndao se acumulam, podendo ser degradados e excretados na urina. Sua
acao aguda age de modo a inibir a enzima colinesterase, provocando um acumulo
da acetilcolina nas terminagfes nervosas.

Os carbamatos por sua vez, podem ter como porta de entrada, as vias oral,
respiratoria e dérmica, também é um inibidor da colinesterase, porém é menos
estavel e sua acao geralmente é reversivel.

Os organoclorados por serem altamente lipossollveis, tem como principal via
de absorcdo a pele, podendo também ser absorvidos pela via oral e respiratoria,
estes apresentam efeitos cancerigeno, mutagénico e neurotoxico e, em casos
agudos, atuam no sistema nervoso central. Sua eliminagdo se da através da urina
ou também pelo leite materno.

Os piretréides passam facilmente pelas membranas celulares, devido ao seu
carater lipofilico, sendo absorvido por via dérmica, respiratoria e oral, seu modo de

acdo interfere principalmente no sistema nervoso central e periférico, quando em



doses muito elevadas, estimulam a despolarizagdo completa da membrana da
célula nervosa blogueando sua excitabilidade (LARINI, 1999).

Os inseticidas biologicos podem ser a base de bactérias, virus e fungos
(ALVES, 1997), podendo ser cultivados em laboratério ou em escala industrial, ja
havendo disponibilidade de algumas formulacdes comerciais (BARRETO, 2005).
Entre os microrganismos utilizados no controle biol6dgico, a bactéria B. thuringiensis
(Bt), torna-se promissora na busca de proteinas inseticidas. (BOBROWSKI et al.,
2003; HIGH et al., 2004; CRICKMORE, 2006).

No que diz respeito ao contato direto das pessoas com 0s inseticidas, pode-
se afirmar que a forma de contaminagcdo mais comum é durante a fabricacdo e na
aplicacdo dos mesmos, podendo ocorrer riscos de intoxicagdo que, dependendo do
produto e dos cuidados seguidos, podem, muitas vezes, serem fatais. A extrema
persisténcia de alguns inseticidas os transformam em contaminantes encontrados
em ambientes terrestres e aquaticos por muitos anos (ANDRADE, 1995). Essa
permanéncia no ambiente culmina em uma intoxicagdo crbnica que por sua vez
gera um quadro clinico praticamente irreversivel. Nesse caso, pouco se conhece
sobre os efeitos de longos periodos de exposicdo a estes compostos (SOARES et
al., 2003)

Nos alimentos, esses compostos podem vir de uma aplicacao direta em uma
das fases da producéo, do transporte ou do armazenamento. Schnorr et al. (2001)
afirmam que uma vez no organismo, tais compostos sdo capazes de alterar a
fisiologia do sistema enddcrino a partir de multiplos mecanismos, em especial pela
capacidade de mimetizacdo de hormonios, devido a semelhancas entre as suas
estruturas moleculares.

Segundo Moreira et al. (2002), a contaminacdo pode ocorrer indiretamente
devido algum efeito ambiental resultante do seu uso, e de modo direto através do
simples contato com o agrotdéxico, o contato direto pode ocorrer por trés vias
distintas, a via ocupacional, que ocorre nos trabalhadores que manipulam o produto;
a via ambiental, que se caracteriza pela dispersdo do agrotdéxico pelo ambiente,
acredita-se que esta via de contaminacdo é a mais abrangente, porém seu impacto
resultante € menor, diferente da via ocupacional, que por sua vez, € responsavel por
mais de 80% dos casos de intoxicacdo, devido a intensidade e a frequéncia do
contato dessas pessoas com 0 agrotoxico; e a via alimentar, onde a contaminacao

ocorre pela ingestao dos alimentos contaminados, esta via pode ser considerada de
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baixo risco para a saude, pois existe a possibilidade de eliminacdo dos
contaminantes pelos processos de preparo dos alimentos (lavagem, cozimento,

fritura, etc.).

2.2 Bacillus thuringiensis (Bt)

Em 1902, no Japéo, o pesquisador Ishiwata ja havia isolado uma bactéria a
partir de Bombyx mori L., que posteriormente se soube ser também uma subspécie
de B. thuringiensis. Essa bactéria foi descrita pela primeira vez em 1911 por Berliner
na Alemanha, isolado a partir de traca de farinha (Anagasta kuehniella Zeller) e
apenas em 1915 foi denominada de B. thurigiensis. O primeiro produto
comercializado a base de Bt foi vendido na Franca em 1938, com o0 nome de
“Sporeine”. Produto que possuia baixa seletividade de espécies e com diversas
restricbes, como por exemplo, sua alta taxa de degradacao pelos raios ultravioleta
(CAPALBO; VILAS-BOAS; ARANTES, 2004; BRAR et al., 2006). Apenas a partir de
1961, nos Estados Unidos, foi criada a primeira marca registrada com uma
formulacdo a base de Bt (FEDERICI, 2005; OECD, 2007).

Com a identificacdo de novas cepas mais seletivas as pragas agricolas, houve,
na década de 90, um grande avanco na economia mundial (PIGOTT; ELLAR, 2007),
a partir desses avancos os produtos a base de Bt se tornaram uma alternativa viavel
e eficiente, pois ao contrario de outros inseticidas, sdo considerados n&o
contaminantes ao meio ambiente e ndo causam efeitos para a saude humana
(BRAVO et al., 2005). Porém, existem relatos de casos sobre efeitos alergénicos,
além de asma, nduseas e dores abdominais nos aplicadores e moradores das
proximidades das areas de cultivo ap0s a aplicacdo aérea de inseticida biolégico a
base das subespécies B. thuringiensis kurstaki (Btk) e israelensis (Bti) (TAYABALI,
SELIGY, 2000).

B. thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva caracterizada pela produgéo de
um cristal paraesporal na célula-mée (durante sua esporulagdo) o qual contém &-
endotoxinas nocivas as diversas ordens de insetos (HOFTE; WHITELEY, 1989;
SCHNEPF et al.,, 1998). Devido a variedade de cepas e especificidade, ha
possibilidade de controle de diferentes pragas. Seu uso como bioinseticidas tém

varias vantagens, como a de mesclar cepas com &-endotoxinas que reconhecem



receptores diferentes, e desta forma, diminuir a probabilidade de selecdo de
populacdes resistentes em curto prazo (SILVASUPRAMANIAN et al., 2000).

Os cristais produzidos por B. thuringiensis sdo formados por diferentes
proteinas Cry, que por sua vez sdo sintetizadas pelos genes cry presentes nos
isolados, 0s quais determinam o aspecto inseticida dos mesmos (HOFTE-
WHITHELEY, 1989; CRICKMORE et al., 1998; SCHENPF et al., 1998;). O modo de
acdo desse microrganismo esté relacionado a solubilizacdo das proteinas Cry no
intestino dos insetos suscetiveis. Esse processo resulta na liberacdo de fragmentos
toxicos que se ligam a receptores especificos ha membrana do epitélio intestinal,
levando a formacao de poros e ao desequilibrio osmoético da célula entre 0 meio
intra e extracelular, causando em seguida a lise das células e a morte da larva
(ARONSON; SHAI, 2001; BRAVO et al., 2002; FIUZA, 2004).

Um segundo método de agao é chamado de “transducgao de sinal”, de acordo
com este modelo ocorre um aumento na concentracdo de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) intracelular, além da ativacdo da proteina quinase A. Isto acontece
devido a ligagéo da proteina Cry a receptores especificos, induzindo uma série de
reacdes intracelulares envolvendo a proteina G e a adenilato ciclase, o que facilita a
entrada das proteinas Cry no interior da célula (BRAVO; SOBERON, 2008).
Independentemente do método a ser seguido, ocorrera no inseto alvo uma paralisia
do canal alimentar, causando morte por inani¢cdo, também uma paralisia geral dos
musculos e septicemia (HABIB; ANDRADE, 1986; BRAVO; GILLB; SOBERON,
2007; BRAVO; SOBERON, 2008; VALLETE-GELY; LEMAITRE; BOCCARD, 2008).

Dos produtos formulados a base de Bt., as formulacdes comerciais Dipel® WG
(B. thuringiensis, var. kurstaki) e XenTari® WG (B. thuringiensis, subsp. Aizawai) sdo
mais empregadas no Brasil (AGROFIT, 2013). Esses bacilos tém a vantagem de
serem seguros contra organismos ndo-alvo e ndo serem cumulativos na cadeia
alimentar (KUMAR et al., 2000).

Outra maneira de utilizacdo do B. thurigiensis é a fusdo dos genes
responsaveis pela produgdo da toxina com plantas, criando organismos
geneticamente modificados (OGM) que acabam por adquirir resisténcia as pragas,
doencas e herbicidas. Esse tipo de producédo aumenta cerca de 10% a cada ano e
estima-se que aumentara ainda mais nas proximas décadas. (O'CALLAGHAN et al.,
2005). A expressdo génica das toxinas pode ser controlada de modo a ser

encontrada em todas as partes da planta, ou apenas em alguma regido especifica
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(OECD, 2007). Essa introducéo de plantas-Bt acabou por gerar certa desconfianca
associada as questdes de biosseguranca, principalmente sobre seus efeitos em
organismos ndo-alvo. Além do mais, a grande disponibilidade dessas toxinas no
ambiente acarretou no aparecimento de insetos resistentes (O'CALLAGHAN et al.,
2005).

Dados na literatura a respeito da producéo industrial de inseticidas ainda séo
escassos, visto que muitas informacbes sao mantidas em sigilo. No geral, os
produtos a base de Bt sdo formados por uma mistura de cristais, esporos, poucas
células vegetativas e componentes inertes (CAPALBO; VILAS-BOAS; ARANTES,
2004). As principais etapas sdo: selecdo da linhagem, estocagem, processo
fermentativo, recuperacdo do principio ativo (esporos e cristais), formulacdo do
produto e analise da qualidade (COUCH, 2000; MORAES et al., 2001).

Os principais critérios para selecdo de uma subespécie bacteriana para
producédo de bioinseticidas sdo: modo de acao, poténcia por unidade de volume da
cultura, requerimentos nutricionais, facilidade de producédo, estabilidade genética e
facilidade de estocagem. No caso de B. thuringiensis, as trocas de plasmideos
ocorrem com certa frequéncia e ha relatos de perda de toxicidade apds sucessivas
fermentacdes, sendo essencial a constante busca por novas linhagens e o
monitoramento durante o processo de fermentacdo (COUCH, 2000; BIZARRI et al.,
2008).

A forma mais comum de producao de Bt é por fermentacdo submersa (liquida)
descontinua, também conhecida como processo em batelada. Nesta fermentacéo,
um recipiente contendo meio de cultura liquido € inoculado com o microrganismo,
ndo havendo acréscimo ou retirada significativa do meio fermentado. Portanto,
ocorre todo o desenvolvimento da cultura, sendo retirado o produto apenas no final
do processo. Em geral, as proteinas Cry de B. thuringiensis sao formadas no fim da
fermentacdo, quando as condi¢cdes do meio se tornam desfavoraveis. (MORAES et
al., 2001).

Alguns pesquisadores tém estudado as fermentacdes soélida, continua e em
batelada alimentada, porém até o momento, o mais viavel para producdo de
proteinas Cry ainda € o processo em batelada submersa (MORAES et al., 2001;
ADAMS et al., 2002; CHEN et al., 2003).

Na producédo industrial do inseticida 0os passos a serem seguidos sdo: pré-

in6culo, geralmente feito em frascos pequenos, pré-fermentador, comumente com
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1/5 do volume da fermentacéo, e o fermentador final. Durante todas as etapas deve-
se analisar a cultura quanto a contaminacdo, caracteristicas morfolégicas e
potencial entomopatogénico. Em geral, os reatores utilizados permitem o controle
das condi¢cbes principais de cultivo, as quais sao: temperatura, pH, aeracao e
agitacéo. E importante limitar o nimero de passos no processo de producéo a fim
de evitar contaminacdes e mudancas indesejaveis no comportamento da bactéria
(COUCH, 2000; MORAES et al, 2001).

Ao final da fermentacao, a cultura de B. thuringiensis apresenta em média 6 a
8% de sdlidos, sendo que os esporos e cristais podem corresponder até a metade
deste total. Ha varios métodos que podem ser utilizados para a recuperacéo destes
cristais e esporos, sendo a centrifugacdo e a microfiltracdo os mais comuns. E
importante ressaltar que tais processos permitem a recuperacéo principalmente das
proteinas Cry. Muitas outras toxinas que podem contribuir para a toxicidade final do
produto sao perdidas. Atualmente novas técnicas de recuperacdo e/ou
concentragcdo do produto estdo sendo desenvolvidas para complementar as mais
utilizadas, destacando-se: A liofilizagéo e a flotagcdo (COUCH et al., 2000; BRAR et
al., 2006).

ApoOs a recuperacdo dos metabdlitos de interesse, os produtos sdo formulados.
No caso dos bioinseticidas, a formulagcdo tem trés objetivos principais: Conferir
estabilidade ao produto durante a estocagem e aplicacdo, facilitar a aplicacdo do
produto, e proteger o microrganismo e 0s cristais das condi¢cdes adversas do
ambiente (COUCH, 2000; BRAR et al., 2006). Embora sejam segredos industriais,
0os produtos formulados geralmente contam com uma combinacdo de aditivos
reconhecidos pela USA/FDA (Food and Drug Administration) ou pelo 6érgao
competente do pais. E comum o uso de dispersantes, protetores e surfactantes
(GLARE; O'CALLAGHAN, 2000; BRAR et al., 2006).

Antes de ser comercializado, o produto formulado deve passar por testes de
analise de qualidade que atestem principalmente sua poténcia téxica. Para B.
thuringiensis, a toxicidade é geralmente analisada por meio de bioensaio com o
inseto-alvo (COUCH, 2000). No Brasil, essa licenca € expedida pela ANVISA, a qual
também exige testes padrOes para liberacdo da comercializacdo do produto. A
utilizacdo de inseticidas microbianos, como alternativa ao controle de insetos-pragas

vem sendo ampliada, devido & baixa persisténcia ho ambiente e a segurangca aos
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organismos nao alvos, como mamiferos, passaros, anfibios e répteis (SCHNEPF et
al, 1998).

2.3 Efeitos do Bt em organismos néo alvo

B. thurigiensis é um entomopatdégeno que possui elevada especificidade para
com seus organismos alvos, porém para uma utilizacdo segura, SA0 necessarios
diversos estudos toxicolégicos para garantir que 0 mesmo nao provoque efeitos
negativos nos organismos nao alvos. Entretanto, diversos autores relatam diferentes
resultados sobre a toxicidade do Bt para organismos néo alvos, como por exemplo,
Norton et al. (2001) que em sua pesquisa com aves da espécie Dendragapus
canadensis, observaram que os pintos que se alimentavam de larvas expostas as
toxinas do B. thurigiensis tiveram uma reducdo no seu ganho de peso de cerca de
30%. Porém Sopuck et al. (2002) ao utilizar formulacdo comercial de B. thurigiensis
chamada Foray 48B, para o controle da praga Lymantria dispare, foi visto que os
passaros que se alimentavam desses animais ndo apresentaram efeitos adversos.

Yamashita et al. (2000) demonstraram um efeito citocida em células de
leucemia em ensaios in vitro. Outros dados revelaram que nao ocorreram alteragoes
nos pesos ponderais dos animais tratados, como visto por Siegel (2001), onde ratos
foram tratados com 10° esporos por dia durante 730 dias e mesmo assim nao
demonstraram diferencas significativas no seu peso corporal.

Berlitz et al. (2006) observaram em seu trabalho, que quando os animais
tratados por via oral com uma suspencdo de 10° esporos provenientes de
formulacdo comercial Xentari® WG em ratos, as proteinas do Bt foram degradadas
no estbmago e que ndo afetam o animal. Essa conclusédo foi tirada apés a analise
do conteddo estomacal e das fezes, além disso, o estbmago foi analisado em
estereomicroscopio e néo foi observada nenhuma modificagdo aparente. Porém
Mezzomo (2010) afirma que ap0s uma unica administracao oral dos esporos-cristais
em ratos em concentracdes de 10° esporos, foram verificadas alteracdes
hematoldgicas, sugerindo que os mesmos nao foram completamente degradados no
estbmago e que continuaram a interagir com o organismo.

Em outra pesquisa, Berlitz (2006) avaliou os efeitos de dois novos isolados
bacterianos, sendo eles do B. thuringiensis aizawai e do B. thuringiensis

thuringiensis, em camundongos, aplicados por via oral e intraperitoneal na
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dosagenm de 1000mg/kg. O autor observou que os animais que receberam a toxina
oralmente ndo apresentaram mortalidade, diferentemente dos que recebem por via
intraperitoneal, onde estes morreram 6 h apos a aplicagéo.

Lemos et al. (2011) testaram doses subletais (185 mg/kg, 1850 mg/kg e 3700
mg/kg) da formulacdo comercial Xentari®, administrados pelo método de gavagem
em ratas durante o periodo gestacional para observar as interacdes blastocisto-
endometriais. Os autores constataram que nos animais submetidos a maior
dosagem houve alteragbes na quantidade de sitios de implantacdo, como também
na histologia dos mesmos, onde ocorreu a presenca de células trofoblasticas
vacuolizadas, raros citotrofoblastos, aumento dos vasos sanguineos com presenca
de infiltracdo de leucdcitos e também presenca de sangue no lumen do Gtero, o que
comprometeram o processo de implantacdo do concepto.

Mezzomo (2010) afirma que esporos-cristais de Bt possuem hematoxicidade
de acordo com a via de administracdo (oral ou intraperitoneal), sendo a via
intraperitoneal mais agressiva, enquanto que a via oral pode ser considerada
inGcua, para vertebrados.

Domingo (2000) e Janer et al. (2008) consideram que os testes realizados
para liberacdo dos produtos Bt sao insatisfatérios e que os protocolos de
desenvolvimento de toxicidade sao muito superficiais, além de ndo serem realizados
estudos distintos entre fémeas prenhes e ndo prenhes, tendo em vista que no Brasil
0 numero de trabalhadores rurais que estdo potencialmente expostos aos
inseticidas € bastante expressivo, e que destes, a mao de obra feminina constitui,
aproximadamente, 60% do total, o que contribui para 0 aumento da contaminacao
pelo inseticida (GARCIA; ALMEIDA 1991; BRANCO; VAINSENCHER 2001).

Schmucker (1990) e Malatesta et al. (2002) utilizaram em suas pesquisas
animais alimentados com uma dieta contendo Bt, e verificaram alteracées nas
células hepaticas, como, por exemplo, nucleos dos hepatocitos irregulares e
também aumento de poros nucleares. Lemos et al. (2012) analisando o efeito do
inseticida Bt sobre a histologia de 6rgaos de ratas prenhes, observaram nos rins dos
animais tratados, uma deposicdo de hemosiderina, necrose, e degeneracao
vacuolar tanto dos ductos contorcidos com nos ductos coletores, e um aumento dos
espaco sinusoides no figado devido a congestao, e necrose coagulativa com intensa

reacdo das células de Kupffer
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Kilic e Akay (2008) observaram alteracdes nos rins de ratos alimentados
durante 90 dias com um milho Bt, onde foi possivel observar redu¢do no volume
glomerular e da capsula de Bowman, como também degeneragfes tubulares, ja os
figados dos animais também apresentaram degeneragdes granulares e congestao
dos sinusdides. Porém pesquisas que mostrem os efeitos do inseticida biolégico
Xentari® sobre a fungéo fisiolégica dos érgéos sdo escassas.

Dentre os varios riscos ocupacionais, destacam-se os inseticidas que sao
relacionados a intoxicagbes agudas, doencas cronicas, problemas reprodutivos e
danos ambientais (FARIA et al., 2007). Assim, se faz necessario a realizacdo de
pesquisas que elucidem os efeitos do inseticida em doses subletais sobre a
toxicidade na funcéo renal e hepéatica em ratas, principalmente em fémeas, ja que a

maior parte dos trabalhos estudam os efeitos em machos.
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Resumo: No Brasil o numero de trabalhadores rurais expostos a inseticidas € bastante
expressivo, 0 que concorre para intoxicacdes agudas e doencas cronicas. Assim, testou-se a
hipGtese se a administracdo do inseticida bioldgico Xentari® WG (B. thuringiensis subsp.
Aizawai), em concentracdes subletais, pode interferir na fungdo hepética e renal em ratas.
Utilizaram-se 40 ratas albinas, Rattus norvegicus albinus, distribuidas em quatro grupos
constituidos por cinco animais: I: Ratas que receberam placebo (Controle); Il, 11l e 1V, que
receberam 1,0; 10 e 20 mg de Xentari®/100g, respectivamente. Os animais foram pesados aos
20 e 30 dias de administracdo do inseticida. Foram realizadas dosagens bioquimicas de ALT,
AST, HDL, LDL, VLDL, albumina, creatinina e uréia. Para as analises histopatoldgicas e
histoquimica utilizou-se a técnica H.E e P.A.S., respectivamente. Na morfométria do figado
mensurou-se 0s hepatocitos, capilares sinusoides, ducto bilifero, espaco porta-hepatico, veia
hepatica e veia centro-lobular e no rim mensurou-se didmetro e volume do glomérulo e da
capsula de Bowman. A eutanéasia dos animais ocorreu logo ap6s o término da administracao
do inseticida, que durou o periodo de 20 ou 30 dias ap6s aplicacdo do inseticida. Os
resultados mostraram que o Xentari® WG, promoveu uma reduco no peso dos animais, além
de uma alteracdo nos niveis de triglicerideos aos 20 dias, colesterol total aos 30 dias, HDL,
LDL e VLDL aos 20 dias. Ja a ALT foi alterada com 20 e 30 dias, enquanto que o AST
apenas aos 20 dias, também promoveu alteracdes nos niveis de ureia e albumina aos 30 dias
de tratamento. A histopatologia do figado e do rim mostrou tumefacdo e vacuolizacdo celular
e baixa reacdo ao P.A.S no figado, a analise morfométrica do figado demonstrou um aumento
dos hepatdcitos e capilares sinusoides em relacdo ao espaco porta-hepatico, veia hepatica e
centro-lobular, e uma diminuicdo do volume e didametro glomerular, caracterizando atrofia
glomerular e glomérulonefrite membranosa no rim para ambos os periodos analisados.
Conclui-se que o Xentari® em doses subletais, interfere na funcéo hepatica e renal de ratas,
sendo mais expressivo no periodo de aplicacdo agudo (20 dias). Assim, sugere-se que sejam
realizadas mais pesquisas que revelem os efeitos crénicos da exposicdo a este inseticida
bioldgico.

Palavras-chave: Toxicologia, histopatologia; Bacillus thurigiensis, ratos, figado,

morfometria.
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1. Introducéo

Bacillus thuringiensis (Berliner) € uma bactéria Gram-positiva caracterizada pela
producdo de um cristal paraesporal na célula-mae (durante sua esporulagdo) o qual contém &-
endotoxinas nocivas a diversas ordens de insetos (HOFTE; WHITELEY, 1989; SCHNEPF et
al., 1998). Os cristais produzidos por B. thuringiensis (Bt) sdo formados por diferentes
proteinas Cry, que por sua vez sdo sintetizadas pelos genes cry presentes nos isolados, 0s
quais determinam o aspecto inseticida dos mesmos (HOFTE; WHITHELEY, 1989;
SCHENPF et al., 1998; CRICKMORE et al., 2006). O modo de a¢do desse microrganismo
esta relacionado a solubilizacdo das proteinas Cry no intestino dos insetos suscetiveis
(AROSON; SHAI, 2001; BRAVO et al., 2002; FIUZA, 2004).

A principal forma de contaminacdo por agrotdxicos é a ocupacional, que se
caracteriza pela contaminagdo dos trabalhadores que manipulam essas substancias. Esta
contaminacdo é observada tanto no processo de formulagdo (mistura e/ou diluicdo dos
agrotdxicos para uso), quanto no processo de utilizacdo (pulverizacdo, auxilio na conducéo
das mangueiras dos pulverizadores e descarte de residuos e embalagens contaminadas
(MOREIRA et al. 2002). No Brasil o numero de trabalhadores rurais que estdo
potencialmente expostos aos inseticidas sintéticos e biolégicos é bastante expressivo
(GARCIA; ALMEIDA 1991). Destes, a maioria pode se contaminar diretamente com
alimentos contendo residuos desses inseticidas. Além disso, pode haver intoxicacbes agudas e
cronicas, através de contaminacdo de abastecimentos de dgua potavel para consumo humano
e animal, de rios, lagos e acudes, do leite materno e de vaca, de frutas, legumes e graos
(ARAO, 2009), devido a isto, 0 uso de inseticidas com base bioldgica tem se mostrado
promissor no combate a pragas agricolas.

Com a identificacdo de novas cepas de Bt, os produtos a base dessas bactérias se

tornaram uma alternativa viavel e eficiente, pois ao contrario de outros inseticidas sdo
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considerados ndo contaminantes ao meio ambiente e ndo causam efeitos para a saide humana
(BRAVO et al., 2005). Entretanto, diversos autores relatam resultados controversos sobre a
toxicidade do Bt para organismos nédo alvos, como por exemplo: Lemos et al. (2012) testando
a toxicidade do inseticida Bt sobre drgdos de ratas prenhes em dosagens semelhantes ao do
presente trabalho, observaram nos rins dos animais tratados, uma deposicdo de hemosiderina,
necrose, e degeneracdo vacuolar tanto dos ductos contorcidos com nos ductos coletores, e um
aumento dos espacos sinuséides no figado devido & congestdo, e necrose coagulativa com
intensa reacdo das células de Kupffer. Efeito este que sugere uma acao inflamatdria devido a
aplicacdo do inseticida.

Kilig; Akay (2008) observaram alterages nos rins de ratos alimentados durante 90
dias com um milho geneticamente modificado expressando a proteina tdxica do Bt, onde foi
possivel observar reducdo no volume glomerular e da capsula de Bowman, como também
degeneracdes tubulares, e no figado dos animais, apresentaram degeneragdes granulares e
congestdo dos sinusodides. Porém essas pesquisas ndo demonstram os efeitos do inseticida
sobre a funcdo fisiolégica desses 6rgdos e também da atividade crbnica do inseticida,
fazendo-se necessario investigar os efeitos do inseticida em periodo de administracdo aguda e
subaguda. Assim, diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos do
inseticida bioldgico Xentari®, em dosagens subletais, sobre a toxicidade hepatica e renal em

ratas.
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2. Material e métodos
2.1  Obtencéo dos animais
Foram utilizadas 40 ratas albinas Rattus norvegicus albinus com 90 dias de idade,
pesando 200+30 g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, mantidos em gaiolas com alimentagdo e agua “ad
libitum” e divididos nos seguintes grupos:
Grupo I: ratas que receberam placebo para anélise do figado e rim durante 20 e 30 dias
de aplicacdo (Controle);
Grupo 11: ratas que receberam 1,0 mg de Xentari®100 g para andlise do figado e rim
durante 20 e 30 dias de aplicacéo;
Grupo I11: ratas que receberam 10,0 mg de Xentari®/100 g para analise do figado e rim
durante 20 e 30 dias de aplicacéo;
Grupo IV: ratas que receberam 20,0 mg de Xentari®/100 g para analise do figado e rim

durante 20 e 30 dias de aplicacdo.

2.2 Aprovacéo pelo comité de ética em experimentacdo animal
O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética em experimentacao

animal sob a licenca 045/2015 — CEUA, UFRPE

2.3 Administracéo do Inseticida e pesagem dos animais

A administracdo do inseticida Xentari® WG (Bta) formulado com toxinas CrylC,
CrylAa, CrylAb, CrylD e Cry2B, foi realizada nas fémeas, por via oral (gavagem), em doses
diarias por 20 e 30 dias para avaliar a toxicidade aguda e subaguda, respectivamente, segundo
metodologia descrita por Peng et al. (2007). As doses administradas foram as seguintes: 1,0; 10

e 20 mg/100 g de acordo com a metodologia modificada de Shaban et al. (2003). Como
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placebo foram administrados 2 mL de agua destilada. Os animais foram pesados no 20° e 302
dia de administragcdo do inseticida. Todas as ratas foram eutanasiadas logo apds completarem

20 ou 30 dias de dosagens ininterruptas.

2.4 Coleta de sangue, figado e rim

Foi retirado 2 mL de sangue dos animais no 20° e 30° dia de aplicagdo por meio de
contencdo mecanica através da puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) para
obtenc¢éo do plasma e do soro em tubos separados, um contendo anticoagulante para o plasma,
e outro sem anticoagulante para obtencdo do soro, ja que dependendo do kit de analise
bioguimica utilizado ou soro ou plasma era necessario, apos a coleta, foram acondicionado a -
20 °C, até o momento das dosagens. Apos a coleta do sangue, as fémeas de todos 0s grupos
foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via
intramuscular, e em seguida feita remocdo do figado e do rim. Em seguida as ratas foram
eutanasiadas por meio do aprofundamento anestésico associado com Tiopental (100 mg/kg)
por via intraperitoneal.

2.5 Andlise das dosagens bioguimicas

As dosagens bioquimicas foram realizadas por meio de kit’s da Doles (Doles, Goias,
Brasil), para andlise de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideo total (TG), sendo
determinados fotometricamente com uso de analisador automatico. A andlise de lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e muito baixa densidade (VLDL), foram determinadas pela equagéo
de Friedewald LDL - C = CT — HDL - C - TG/5, onde C = colesterol e TG/5 representa o
colesterol ligado a VLDL ou VLDL-colesterol (VLDL-C) (FRIEDEWALD et al., 1972;

SHINDE et al., 2013), todas as analises foram realizadas em triplicatas.
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As dosagens de creatinina, albumina e ureia foram realizadas utilizando o soro
coletado e armazenado a -20 °C, que foi descongelado até a temperatura de 2 a 8 °C, e as
andlises foram feitas através de Kit's comerciais especificos da marca Doles (Doles, Goias,
Brasil), seguindo os protocolos disponibilizados em cada Kkit, todas as dosagens foram
realizadas em triplicata com uso de analisador automatico, as andlises foram realizadas em

triplicatas.

2.6 Andlise histoquimica, histopatolégica e morfométrica

O figado e rim foram fixados em formol tamponado a 10% por 24 horas e entdo
preparados para inclusdo em parafina, apos a inclusdo, cortes de 5 um foram confeccionados
para analise histopatoldgica, onde foram corados pela Hematoxilina-Eosina (H.E.), o figado foi
preparado pra analise histoquimica, onde foi corado com a técnica de P.A.S e a quantificacdo
de pixels foi realizada com auxilio do software GIMP 2.8. O estudo morfométrico do figado
foi realizado segundo a metodologia descrita por Engelman et al. (2001), onde, com auxilio de
uma graticula acoplada a ocular do microscépio, foram contados 10 campos por lamina, onde
era contabilizado os hepatocitos, capilares sinusoides, ducto bilifero, espaco porta, veia
hepatica e veia centro lobular. Para analise morfométrica do rim, foram feitas fotos de 10
campos de cada lamina, onde foram mensurados os seguintes parametros: Didmetro do
glomerular (DG), volume do glomérulo (VG) e diametro (DCB) e volume (VCB) da céapsula

de Bowman seguindo a metodologia de Akaoka; White; Raafat (1994).

2.7Analise estatistica

Os dados obtidos das dosagens bioquimicas e de peso foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 95% de

significancia com o software ASSISTAT versdo 7.7 beta. Os valores obtidos das analises
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morfométricas foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e quando

necessario comparado pelo teste de Mann-Whitney com 95% de significancia.

. Resultados

3.1 Peso ponderal dos animais

Os animais demonstraram uma reducéo significativa do seu peso em relagdo ao grupo
controle de acordo com o aumento da dosagem em ambos os periodos analisados (20 e 30
dias), sendo os menores valores observados nos animais dos grupos que receberam 1 e 20 mg
de Xentari®100/g (G 1l e IV, respectivamente), porém os animais que receberam 10 mg de
Xentari®100 /g (G 111) ndo demonstraram diferenca entre os outros grupos que também foram
expostos ao inseticida (Tabela 1).

3.2 Anélise da funcéo Hepética

A dosagem de TGP (ALT) e TGO (AST) demonstrou, no periodo de 20 dias, aumento
dos niveis séricos nos animais dos grupos expostos a 1 mg e 20 mg de Xentari®100/g (G 1l e
IV, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (Figuras 1A e 1C), embora nos
animais expostos a 10 mg de Xentari®100 /g (G 1II) ndo foram verificadas diferencas
significativas nos niveis de TGP e TGO quando comparados ao controle. No periodo de 30
dias foi visto um aumento nos niveis de TGP apenas nos animais do grupo que foram
expostos a 10 mg de Xentari®g (G I11) (Figura 1B), enquanto que para os niveis de TGO n&o
houve diferenca significativa entre os animais que foram expostos ao inseticida (Figura 1D).

Os niveis séricos de triglicerideos aumentaram significativamente em comparacgao aos
animais do grupo controle no periodo de 20 dias, sendo mais expressivo nos animais que
expostos a 20 mg de Xentari®/g (G V) (Figura 1E), porém no periodo de 30 dias, nio houve

diferenca significativa (Figura 1F).
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Os niveis séricos de colesterol no periodo de 20 dias, ndo demonstraram diferencas
significativas (Figura 2A). Porém, no periodo de 30 dias demonstraram redugdo nos animais
expostos a 10 e 20 mg de Xentari®g (G 11l e 1V, respectivamente) (Figura 2B). Ja os niveis
séricos do HDL apresentou-se elevado nos animais expostos a 1 mg de Xentari®g (G 1) no
periodo de 20 dias (Figura 2C) e reduziu nos animais expostos ao inseticida no periodo de 30
dias quando comparado ao grupo controle (Figura 2D). Os niveis séricos de VLDL
aumentaram significativamente e de maneira proporcional as dosagens do Xentari® no
periodo de 20 dias quando comparadas ao controle (Figura 2E), fato que ndo ocorreu aos 30
dias de exposicéo ao inseticida (Figura 2F).

Os niveis de LDL tiveram aumento em todos os animais no periodo de 20 dias de
exposicao ao inseticida quando comparadas ao controle (Figura 2G), porém, no periodo de 30
dias, demonstrou reducdo das dosagens séricas nos animais expostos a 20 mg de Xentari®/g
(G IV) (Figura 2H).

A andlise histopatologica do figado de ratas dos grupos expostos ao inseticida
Xentari® por 20 e 30 dias revelou vacuolizacgéo celular difusa e tumefagdo nas éareas ao redor
dos vasos, indicando processo degenerativo (Figuras 3A a 3D). Além disso, a histoquimica
revelou menor marcacao pelo P.A.S. no figado dos animais expostos ao inseticida (Figuras
4A — 4E). A andlise morfométrica demonstrou que houve uma diminuicdo percentual da
regido do parénquima lobular em relacéo ao parénquima ndo lobular nos animais expostos ao
inseticida em ambos os periodos analisados, demonstrando uma menor presenca de capilares

sinusoides (Tabela 2).
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3.3 Anélise da funcéo renal

As dosagens séricas dos niveis de ureia ndo demonstraram alteracfes significativas no
periodo de 20 dias (Figura 5A), porém no periodo de 30 dias apenas os animais dos grupos
que foram expostos a 10 e 20 mg/100 g (G Il e 1V, respectivamente) demonstraram aumento
em seus niveis séricos quando comparados ao grupo controle (Figura 5B). Além disso, 0s
niveis de creatinina (Figuras 5C e 5D), albumina (Figura 5E) ndo demonstraram diferencas
significativas entre os animais nos periodos estudados. Exceto no periodo de 30 dias, onde
houve reducdo nos niveis séricos de albumina nos animais que foram expostos a 1 mg/100 g
(G NI) (Figura 5F).

A andlise histopatoldgica dos rins de ratas dos grupos expostos ao inseticida revelou
tumefacdo das células dos tubulos contorcidos proximais, além de vacuolizacdo e ndcleo
picnotico nas células dos tbulos coletores nos animais dos grupos expostos ao Xentari®
independente da dose (Figuras 6A & 6H). Em adicdo, a analise morfométrica, revelou uma
reducdo do diametro e do volume glomerular nos grupos Gll, Glll e GIV nos periodos de 20

e 30 dias de exposicao (Tabela 2).

4. Discussao

Os niveis de TGP (ALT) e TGO (AST) sdo utilizados rotineiramente em estudos
toxicologicos para avaliacdo funcional do figado dentre outras alteracdes patoldgicas
(EVANS, 1988). Portanto, o aumento dos niveis destas enzimas estda normalmente
relacionado com algum dano hepéatico. No presente estudo, foi observado aumento nos
valores dessas enzimas num periodo de aplicacio agudo (20 dias) do inseticida Xentari®.
Assim, os danos evidenciados na analise histopatologica (células tumefeitas e vacuolizadas)
podem indicar dano no tecido hepatico (WANER et al., 1991). Ja no periodo de aplicacdo

subagudo (30 dias) apenas o TGP aumentou, sugerindo que as alteracGes causadas pela
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exposicdo do inseticida sdo consideradas dose-independentes (PENG et al. 2007). Em um
estudo realizado por Onose et al. (2008), com uma dieta com a proteina CrylAb durante um
periodo subcrénico, demonstrou reducdo dos niveis de TGO, mas que ndo acarretou em
alteracfes toxicoldgicas, seguido dos niveis de TGP, que ndo demonstraram diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle

O aumento dos niveis de triglicerideos evidenciados neste trabalho, corrobora com os
resultados encontrados por Schrader et al. (2007), onde apds ser oferecido aos animais dieta
composta por arroz geneticamente modificado para expressar a proteina CrylAb durante 90
dias, foi verificado aumento dos niveis dos triglicerideos, porém no presente estudo foi
evidenciado aumento de triglicerideos ja aos 20 dias de exposicdo ao inseticida. Esse
resultado pode estar relacionado com os niveis elevados de VLDL de acordo com o aumento
da dosagem do Xentari®, devido ao fato do VLDL associar-se aos triglicerideos na corrente
sanguinea levando-os até os locais de armazenamento, assim, quanto maior os niveis de
VLDL, maior também serdo os niveis de triglicerideos (SPOSITO et al, 2007).

A reducdo dos niveis séricos de colesterol aos 30 dias, periodo de exposi¢cdo
subaguda, pode estar relacionado com a diminui¢do do LDL e HDL para o mesmo periodo de
exposicao em conjunto com a ndo alteracdo dos niveis de VLDL nesse periodo.

Segundo Onose et al. (2008), o aumento ou diminuicdo evidenciado nos niveis de
colesterol ndo parece ter relacdo com a dosagem ou o tipo da proteina utilizada. Mesmo
ocorrendo diminuicdo nos niveis de LDL e HDL numa exposi¢do subaguda ao inseticida,
essas alteracOes sdo consideradas biologicamente dentro dos padrdes normais para o animal,
sendo assim, sem significancia toxicologica, mesmo fato ocorre com a redugdo do peso dos
animais, onde mesmo reduzidos ndo fugiram dos padrdes de peso normal dos animais.

(WANG et al., 2002).
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Os achados histopatolégicos corroboram com os achados morfométricos, pois devido
ao aumento da area ocupada pelos hepatdcitos decorrente da tumefacdo, foi visto uma
reducdo significativa dos capilares sinuséides em todos os grupos que receberam o inseticida
(G, Gl e GIV) tanto com 20 como aos 30 dias de aplica¢do. O figado sendo um 6rgéo
responsavel por desintoxicagdo e transformacdo, essas alteracfes podem acarretar mudancas
no processo metabolico, onde as células tumefeitas normalmente estdo em estado de
degeneracgédo granular (KILIC; AKAY, 2008). Schmucker (1990), analisando os efeitos de
uma dieta contendo Bt durante 90 dias, observou alteracBes no tamanho dos hepatdcitos

devido a uma degeneracdo granular, podendo levar a esteatose hepatica.

Um dos principais métodos de avaliacdo da funcdo renal € através de dosagens de
creatinina e ureia, a albumina também é utilizada como fator de funcéo renal (SODRE et al.,
2007). O aumento nos valores dos niveis de ureia encontrados no presente estudo, corrobora
com os encontrados por Schrader et al. (2005), onde ratos alimentados durante 90 dias com
uma dieta de arroz Bt, também apresentaram aumento nos niveis de ureia em cerca de 10%
quando comparados ao grupo controle. Este resultado pode estar relacionado com uma
diminuicao da funcéo renal, tornando-o incapaz de depurar o sangue corretamente. Os valores
dos niveis de creatinina se mantiveram inalterados, demonstrando que essa funcao renal, se
alterada, foi de maneira leve, assim como visto por Kili¢c e Akay (2007), onde as alteracbes
encontradas para este parametro foram consideradas dose-independentes e ndo foram

suficientes para causar alteraces na fungéo renal dos animais.

Os niveis reduzidos de albumina nas ratas do Gll aos 30 dias de exposi¢cdo podem
estar relacionados com algumas deficiéncias da funcdo dos rins, como por exemplo, sindrome
nefrotica ou glomerulonefrite cronica, corroborando com os achados histopatoldgicos

evidenciados nesta pesquisa, onde a tumefacdo e vacuolizacdo celular podem ter alterado a
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funcédo renal, causando deficiéncia na sua fungédo de filtracdo pois assim, a albumina seria
quase que completamente eliminada pela urina (SANTOS et al., 2004).

Séralini et al. (2006) testando dietas com milho Bt em ratos observaram inflamagéo
focal nos glomérulos e nos tabulos coletores, além de uma reducdo da albumina sérica,
resultados que se assemelham aos nossos. Porém, Onose et al. (2008), testando uma dieta
contendo a proteina CrylAb do Bt, observaram que as alteracdes nos niveis de aloumina nao
foram suficientes para causar efeitos toxicos nos animais. J& Shimada et al. (2006) ndo
observaram diferencas nos niveis de albumina em bovinos administrados com a toxina
CrylAb do Bt e se compararmos com 0s inseticidas sintéticos, Zuhair e Sahhaf (2006),
testando doses de um inseticida da classe dos organofosforados, perceberam pequenas
alteracOes nos niveis de albumina, mas que mesmo assim nao afetaram a fisiologia do animal.
Essa diferenca de resultados segure que as alteracfes dos niveis de albumina sdo dose-
independente.

Kilic e Akay (2007) também evidenciaram alteracBes histopatologicas nos rins,
mostrando degeneracdo tubular e aumento da camada parietal da capsula de Bowman,
resultados que corrobaram aos achados na presente pesquisa, onde a reducdo do volume
glomerular evidenciado na analise morfométrica dos grupos expostos ao Xentari® em ambos
os periodos estudados, reforca o quadro de atrofia glomerular e glomérulonefrite basal, que
também foram evidenciados por esses autores. O fato de ter ocorrido uma atrofia glomerular,
pode sinalizar uma provavel reducdo na taxa de filtracdo glomerular, que pode acarretar em
um aumento de pressdo arterial (HAYASHI et al. 2006, LIU et al. 2011).

O fato de um inseticida biologico ter causado tais alteracdes preocupa bastante, pois
por ser um inseticida que é relatado por ndo ocasionar danos nos organismos ndo-alvos,
apresentaram efeitos, mesmo em doses subletais, que se comparam aos efeitos de inseticidas

sintéticos, conhecidos por ter uma maior toxicidade. Lemos et al. (2012) comparando 0s
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efeitos nocivos do inseticida bioldgico Xentari® com o inseticida sintético Decis® 25CE em
ratos, perceberam que as alteragdes encontradas para ambos os inseticidas no que diz respeito
a histopatologia nos rins, foram similares, como por exemplo a presenca de depoésitos de
hemosiderina, degeneracdo vacuolar e necrose coagulativa. Isto sugere que mesmo sendo um
inseticida bioldgico, ndo esta totalmente livre de efeitos nocivos aos organismos-néo alvo.

Assim pdde-se concluir que o inseticida bioldgico Xentari® mesmo em doses subletais
promove toxicidade renal e hepatica, sendo mais expressivo no periodo de aplicacdo agudo
(20 dias) demonstrando efeitos até similares aos dos inseticidas sintéticos.

Tendo em vista que o Brasil ocupa o 1° lugar no ranking mundial de uso de
agrotoxicos (ANVISA, 2012) e que do total de trabalhadores potencialmente expostos a este
inseticida, 60% é constituido por mulheres (BRANCO; VAINSENCHER, 2001). Se faz
necessaria a realizacdo de pesquisas que indiquem os efeitos deste tipo de inseticida sobre a

funcdo de outros 6rgdos, tanto em periodo agudo quanto crénico.
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Tabela 1. Média * desvio padréo do peso das ratas dos grupos experimentais.

Grupos | I Il v
20 Dias

Peso (g) 283,0+212a 261,4+826bc 270,8+6,76b  257,2+6,90cC
30 Dias

Peso (g) 2832+204a 2640+565bc 2722+6,64b 260,8+6,14c

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 1: Valores dos niveis bioquimicos de funcdo hepética. A - TGP (ALT) (U.F.R./mL)

aos 20 dias; B - TGP (ALT) (U.F.R./mL) aos 30 dias; C — TGO (AST) (U.F.R./mL) aos

20dias; D — TGO (AST) (U.F.R./mL) aos 30 dias; E - triglicerideos (mg/dL) aos 20 dias; F —

triglicerideos (mg/dL) aos 30 dias. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2: Valores dos niveis bioquimicos de funcdo hepatica. A - colesterol total (mg/dL)
aos 20 dias; B - colesterol total (mg/dL) aos 30 dias; C — HDL (mg/dL) aos 20 dias; D — HDL
(mg/dL) aos 30 dias; E — VLDL (mg/dL) aos 20 dias; F — VLDL (mg/dL) aos 30 dias; G —
LDL (mg/dL) aos 20 dias; H — LDL aos 30 dias. Médias seguidas por letras iguais ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 3: Figado das ratas dos grupos experimentais. A) G | (Controle). Parénquima
hepéatico bem preservado. Observar hepatdcito (seta) e veia centro lobular (V). B) G 11 (1 mg
de Xentari®g), C) G 11l (10 mg de Xentari®/g) e D) G IV (20 mg de Xentari®/g), notar

tumefacéo celular (seta) e vacuolizacao (ponta de seta). Coloragédo H.E.
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Figura 4: Figado das ratas dos grupos experimentais. Coloracdo P.AS. A) G |
(Controle).Observar reagdo intensa nos hepatocitos. B) G Il (1 mg de Xentari®g), C) G llI
(10 mg de Xentari®/g), e D) G IV (20 mg de Xentari®/g). Observar fraca reacio nos
hepatécitos. E) Quantificacdo do glicogénio pela coloracdo do P.A.S expresso em pixels.

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 2. Média + desvio padrdo do percentual das células do parénquima lobular e nédo

lobular do figado de ratas dos grupos experimentais.

Grupos | I Il v

20 Dias
Hepatdcito 4520+766a 43,80+590a 48,06+3,63a 42,73+x3,12a
Sinusoide 16,80 £6,87a 7,00£15b 553+£0,75b 5,06 +0,61b
Ducto Bilifero 0,00£0a 0,00+0a 0,00t0a 0,00+0a
Espaco Porta 0,00+0a 0,00+x0a 0,00£0a 0,00+x0a
Veia Hepética 0,20+0,34a 0,53+0,50a 0,33+ 0,57 a 0,00x0a
Veia Centro Lobular 0,06+011a 0,13+0,23a 0,00+0a 0,00£0a

30 Dias
Hepatdcito 5220+6,12a 4353+10,00a 59,33+202a 58,06+574a
Sinuséide 3,80+£0,34ab 4,60+0,34a 3,66 +£0,11bc 2,86+0/5c
Ducto Bilifero 0,06 +0,11a 0,06+0,11a 0,13+0,11a 0,00x0a
Espaco Porta 0,26 £ 0,46 a 0,00+£0a 1,80+0,87a 086+15a
Veia Hepatica 0,00x0a 0,00x0a 1,13+1,02a 2,06+0a
Veia Centro Lobular 0,40+069a 0,60+0,69a 0,60+052a 040x+0,69a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 5:Valores dos niveis bioquimicos de fungdo renal. A) ureia (mg/dL) aos 20 dias; B)

ureia (mg/dL) aos 30 dias; C) creatinina (mg/dL) aos 20 dias; D) creatinina (mg/dL) aos 30

dias; E) albumina (mg/dL) aos 20 dias; F) albumina (mg/dL) aos 30 dias. Médias seguidas

por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 6: Rim das ratas dos gupos experimentais. A e B) Gl (Controle). Regibes cortical e

medular, respectivamente bem preservadas. Observar: Tubulo contorcido proximal (TCP),
glomérulo (G),ducto coletor (DC), células do ducto coletor (seta).Em C (GII 1 mg/100), E
(Gl 10 mg/100) e G (GIV 20 mg/100) notar tumefacdo na célula do tdbulo contorcido
proximal (seta) na regido cortical. Em D (GIl 1 mg/100), F (Gl 10 mg/100) e H (GIV 20
mg/100) evidenciar nlcleo picnético (seta longa) e vacuolizacdo celular (ponta de seta) na

regido medular. Coloracéo H.E
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Tabela 3. Média * desvio padrdo do diametro do glomerular (DG), volume do glomérulo

(VG) e diametro (DCB) e volume (VCB) da cépsula de Bowman dos rins das ratas

administradas com Xentari durante 20 e 30 dias.

Grupos | ] Il v P
20 Dias
DG (um) 167,19 + 11,34a 144,09 + 10,22b 139,51 + 14,34b 137,99 + 12,45b 0,0154
VG (umd) 1470127,34 + 150161a  1104799,88 + 100729b  1002150,00 + 1143535b  1040441,72 + 106956b 0.0435
DCB (um) 169,19 + 12,11a 168,17 + 14,05a 168,49 + 12 96a 167,33 + 13,75a 0,7130
VCB (umd) 122410,46 + 21114a 142482,34 + 25712a 14565,82 + 24613a 116482,34 + 277452 0,3017
30 Dias
DG (um) 160,47 + 10,17a 136,26 + 11,69b 129,37 + 14,08b 131,78 + 13,23b 0,0012
VG (umd) 17017,25 + 10236a 89332,05 + 1007b 8560,16 + 1133b 8754,79 + 1044b 0,0098
DCB (um) 174,48 + 14,11a 171,30 + 11,74a 168,06 + 13,57a 178,47 +10,60a 0,2217
VCB (umd) 17017,25 + 222641a 16714,59 + 44897a 17635,93 + 371348a 18122,46 + 387336a  0,5045

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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