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RESUMO

Devido a utilizacdo em larga escala, os inseticidas estdo entre os fatores de
risco mais importantes para a saude do homem, animais e meio ambiente. Como
alternativa ao uso de inseticidas quimicos, os bioinseticidas a base das proteinas
Cry de Bacillus thuringiensis sdo uma estratégia significativa e muito utilizada contra
insetos praga. Porém, apesar destas proteinas serem consideradas seguras para
vertebrados, estudos tem apresentado resultados que discordam dessa afirmacéo.
Sendo assim, esta pesquisa se propde a investigar os possiveis efeitos na
morfofisiologia reprodutiva, hepética e renal, em filhotes de ratas que receberam os
inseticidas biolégicos XenTari® WG e Dipel® durante prenhez e lactacdo. Foram
utilizadas 20 ratas, Rattus norvegicus albinus da linhagem Wistar com 90 dias de
idade, acasaladas e divididas nos seguintes grupos: GC — Ratas prenhes; GX —
Ratas prenhes que receberam XenTari® WG (B. thuringiensis subsp. Aizawai); GDi —
Ratas prenhes que receberam Dipel® (B. thuringiensis var. Kurstaki); e GDe — Ratas
prenhes que receberam deltametrina (Keshet® 25EC). A administracdo dos
inseticidas foi realizada por gavagem, na dosagem de 1mg/100g/dia (Grupos GX e
GDi), e 2mg/Kg/dia (Grupo GDe), durante toda a gestacao e lactagcdo. Os resultados
revelaram que a administracéo dos inseticidas biolégicos e sintético reduziu o ganho
de peso das matrizes quando comparados ao grupo controle. Os inseticidas
biolégicos também promoveram reducdo da prole, do peso, do comprimento,
causaram malformacdo e mortalidade. Houve retardo no periodo de abertura
vaginal, aumento do metaestro em relacédo as outras fases, reducdo do estrégeno,
progesterona (fémeas) e testosterona (machos), ovarios com numerosos foliculos
terciarios, atrésicos e poucos corpos luteos na prole dos trés grupos que receberam
inseticidas e, apenas nos grupos XenTari® e Dipel® foi observado alteracGes
histopatolégicas nos testiculos, com vacuolizacbes e descamacdo do epitélio
seminifero. A analise quantitativa dos receptores de andrégeno e estrégeno revelou
reducdo significativa para ambos nas gbnadas da prole cujas ratas receberam 0s
inseticidas biolégicos e a deltametrina e, nestes mesmos grupos, a morfometria
testicular revelou reducao do diametro tubular, da altura do epitélio seminifero e do
comprimento total tubular, e nos ovarios observou-se menor nimero de foliculos

primarios, secundarios e corpos luteos, e aumento no numero de foliculos terciarios



e atrésicos. A administracdo dos inseticidas também reduziu os niveis dos
biomarcadores de toxicidade alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia e creatinina, e 0s inseticidas biolégicos promoveram
alteracdes histopatologicas no figado, com a presenca de congestdo de veia porta,
centrolobular e nos capilares sinusoides, e no rim presenca de congestao cortical e
reducdo do espaco subcapsular. Houve reducdo significativa de glicogénio no
figado, e a morfometria revelou reducdo do parénquima lobular e aumento no
parénquima nédo lobular, enquanto no rim observou-se reducdo do diametro e
volume do glomérulo e da capsula de Bowman na prole das ratas tratadas com o0s
inseticidas. Assim, conclui-se que tanto os inseticidas biol6gicos XenTari® e Dipel®,
quanto o inseticida sintético deltametrina, em doses subletais em ratas prenhes,
promovem alteracdes reprodutivas, hepdaticas, renais, e no desenvolvimento dos
filhotes, que se prolongam até a fase adulta, sendo a maioria desses efeitos ainda

mais expressivos nos grupos que receberam os inseticidas biolégicos.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, gbnadas, inseticida, mamifero, neonatos,

toxicidade.

ABSTRACT

Due to their large-scale use, insecticides are among the most important risk
factors for the health of man, animals, and the environment. As an alternative to the
use of chemical insecticides, bioinsecticides based on the Cry proteins of Bacillus
thuringiensis are a significant and widely used strategy against insect pests.
However, although these proteins are considered safe for vertebrates, studies have
shown results that disagree with this statement. Therefore, this research aims to
investigate the possible effects on reproductive, hepatic and renal morphophysiology
in puppies of rats that received the biological insecticides XenTari® WG and Dipel®
during pregnancy and lactation. Twenty rats, Rattus norvegicus albinus of the Wistar
strain, 90 days old, mated and divided into the following groups were used: CG -
Pregnant rats; GX - Pregnant rats that received XenTari® WG (B. thuringiensis
subsp. Aizawai); GDi - Pregnant rats that received Dipel® (B. thuringiensis var.
Kurstaki); and GDe - Pregnant rats that received deltamethrin (Keshet® 25EC).

Insecticides were administered by gavage, at a dosage of 1mg/100g/day (Groups GX
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and GDi), and 2mg/Kg/day (Group GDe), throughout pregnancy and lactation. The
results revealed that the administration of biological and synthetic insecticides
reduced the weight gain of the matrices when compared to the control group.
Biological insecticides also promoted a reduction in offspring, weight, and length,
causing malformation and mortality. There was a delay in the vaginal opening period,
an increase in the metestrus about the other phases, a reduction in estrogen,
progesterone (females) and testosterone (males), ovaries with numerous tertiary
follicles, atresia and few corpus luteum in the offspring of the three groups that
received insecticides and, only in the XenTari® and Dipel® groups, histopathological
changes in the testicles were observed, with vacuolations and desquamation of the
seminiferous epithelium. Quantitative analysis of androgen and estrogen receptors
revealed a significant reduction for both offspring gonads whose rats received
biological insecticides and deltamethrin, and in these same groups, testicular
morphometry revealed a reduction in tubular diameter, height of seminiferous
epithelium and tubular total length, and in the ovaries there was a smaller number of
primary, secondary and corpus luteum follicles, and an increase in the number of
tertiary and atretic follicles. The administration of insecticides also reduced the levels
of biomarkers of toxicity alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), urea and creatinine, and the biological insecticides promoted histopathological
changes in the liver, with the presence of portal vein, centrilobular and sinusoid
capillaries congestion, and in the kidney, presence of cortical congestion and
reduction of the subcapsular space. There was a significant reduction in glycogen in
the liver, and the morphometry revealed a reduction in the lobular parenchyma and
an increase in the non-lobular parenchyma, while in the kidney there was a reduction
in the diameter and volume of the glomerulus and Bowman's capsule in the offspring
of the rats treated with the insecticides. Thus, it is concluded that both the biological
insecticides XenTari® and Dipel®, as well as the synthetic insecticide deltamethrin, in
sublethal doses in pregnant rats, promote reproductive, hepatic and renal changes,
and in the development of the puppies, being which last until the adult phase, most of
these effects were even more expressive in the groups that received biological

insecticides.

Keywords: Bacillus thuringiensis, gonads, insecticide, mammal, neonates, toxicity.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A crescente utilizacdo de agrotoxicos para a producdo de alimentos e
consequentemente a presenca de seus residuos, tém sido motivo de preocupacao
na esfera da saude publica (ANVISA, 2014). O Brasil vem marcando a posicéo de
maior mercado consumidor de agrotdéxicos do mundo nos ultimos 10 anos (BURALLI
et al., 2018; CARNEIRO; AUGUSTO, 2015), aumentando a predisposicdo da
populacdo aos impactos ocasionados por eles, além de fatores como a caréncia de
educacao basica e a falta de consciéncia dos seus riscos por parte dos agricultores,
que utilizam frequentemente esses compostos toxicos sem os devidos cuidados
(BENDETTI et al., 2014; CARNEIRO; AUGUSTO, 2015; NERILO et al., 2014).

A deltametrina € um inseticida da classe dos piretroides do tipo Il que é
amplamente utilizado em todo o mundo no controle de pragas, e € de interesse para
a ciéncia médico-veterinaria e salde publica (ANADON et al, 2013; ANADON;
MARTINEZ; MARTINEZ, 2009). Ela apresenta nivel de eficacia mais alto dentre os
piretroides, aplicavel em vérios tipos de pragas (REHMAN et al., 2014), sendo
descrita como uma substéncia extremamente tOxica mesmo em baixas
concentracbes (MEENA; SINGH, 2014).

Segundo Reys (2001), a deltametrina alterou a funcdo placentaria e
desregulou o0s anti-androgénicos. Doses de 4,0mg/Kg de deltametrina,
administradas em ratas do primeiro dia de prenhez ao ultimo dia de lactacao,
causaram reducdo do peso do testiculo, epididimo e da producdo espermatica dos
filhotes observados na fase adulta (ANDRADE et al., 2002). Também houve efeitos
reprodutivos em ratos expostos a doses diarias de 5 mg/kg de deltametrina por 35
dias, que afetou a producdo de espermatozoides, prejudicou a libido, diminuiu os
niveis de testosterona e inibina B, e comprometeu o desempenho reprodutivo (BEN
SLIMA et al., 2017).

Como alternativa ao uso de inseticidas quimicos, o controle biolégico de
pragas tem assumido uma importancia crescente (SANTOS et al., 2013). Um
exemplo deste tipo de controle é a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt). As linhagens

de Bt e suas proteinas inseticidas tém sido utilizadas como inseticidas biolégicos
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comerciais durante 50 anos (BETZ et al., 2000; SANCHIS, 2011). B. thuringiensis é
uma bactéria aerdbica, Gram-positiva, que durante seu processo de esporulacao,
produz cristais de proteinas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986), conhecidas como
proteinas Cry ou &-endotoxinas. Essas inclusdes cristalinas sdo inseticidas eficientes
gue atuam ao atravessar a membrana celular do intestino médio do inseto (GILL et
al.,, 1992). As proteinas Cry sdo consideradas seguras baseada em trés
caracteristicas: Sao ecologicamente corretas, pois afetam poucas espécies de
insetos por seu alto grau de especificidade; geralmente ndo sdo téxicas a
mamiferos, séo digestiveis e ndo se bioacumulam nos tecidos gordurosos; sua
exposicdo a humanos e insetos ndo-alvos sdo muito baixas (RUBIO-INFANTE;
MORENO-FIERROS, 2016).

Nos ultimos 40 anos, numerosos estudos de seguranca animal foram
conduzidos demonstrando que inseticidas a base de B. thuringiensis sdo seguros
(RUBIO-INFANTE; MORENO-FIERROS, 2016). Porém, outros estudos
evidenciaram efeitos bioldgicos das proteinas Cry em mamiferos, levantando
possiveis preocupacbes de toxicidade. EI-Shamei et al. (2012) observaram
alteracdes histopatoldgicas do figado, rim, testiculos, baco e intestino delgado, em
ratos alimentados com milho geneticamente modificado Ajeeb YG (contendo o gene
crylAb). A utilizacdo do inseticida biol6gico XenTari®, produto formulado a base de
Bt, produziu altera¢cdes qualitativas e quantitativas na interacdo endométrio-
blastocisto e em o6rgdos da prole de ratas, comprometendo o processo de
implantacdo e o desenvolvimento dos neonatos (LEMOS et al.,, 2011; SANTOS et
al., 2013). Segundo Lemos et al. (2013), doses subletais também de XenTari®,
administrado por via oral, ocasionaram lesdes nos rins, figado, pulmdes e reducao
da fertilidade de ratas.

De acordo com esses relatos, prova-se que os estudos de seguranca com
produtos comerciais a base de B. thuringiensis, como também com plantas
geneticamente modificadas com seus genes, ainda ndo sao suficientes para provar
gue as proteinas Cry sdo in6écuas a mamiferos ou vertebrados, fazendo-se
necessario mais estudos de toxicidade que envolvam sistemas, orgaos, tecidos e
células, ndo sendo apenas a curto prazo (RUBIO-INFANTE; MORENO-FIERROS,
2016). Pesquisas que demonstrem seus efeitos nas futuras geracdes ainda sdo

escassos, sendo assim, o presente trabalho se propde em testar a hipétese se a
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administracdo dos inseticidas bioloégicos XenTari® WG (B. thuringiensis subsp.
Aizawai) e Dipel® (B. thuringiensis var. Kurstaki), em concentracées que nao
apresentem sinais clinicos de intoxicacdo materna, pode interfirir no
desenvolvimento de seus filhotes até a fase adulta, no que se refere aos aspectos

reprodutivos, hepatico e renal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. INSETICIDAS

Os inseticidas sdo compostos quimicos que quando aplicados direta ou
indiretamente sobre os insetos, em determinadas concentrac¢des, levam a sua morte
(SOUZA, 1999a). Eles podem ser classificados em inorganicos, organicos naturais,
organicos sintéticos e biolégicos (WARE, 1991). Estes inseticidas utilizados na
agricultura podem ser conhecidos também por defensivos agricolas, agrotoxicos,
venenos, pesticidas, agroquimicos, dentre outros, variando de acordo com o
interesse dos grupos envolvidos, sendo o termo “agrotéxico” um destaque quanto a
toxicidade, demonstrando o risco de sua utilizacdo (WAICHMAN, 2012).

O incentivo para o desenvolvimento dessas substancias foi a pretensao do
homem em aumentar a producao dos alimentos, melhorando assim sua condi¢éo de
vida (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). Estima-se que a populagcdo mundial alcance
aproximadamente 8,04 bilhdes em 2025, devido a isso a producédo de alimentos e
fibras naturais precisam ser aumentadas, o que exigira o aumento do uso dos
inseticidas (YU, 2008). Essa crescente e constante utilizagdo de inseticidas com o
intuito de produzir, gera um alerta para estudos acerca de suas toxicidades.
Segundo estudos de monitoracdo biolégica, as exposicdes a inseticidas na
populacdo humana sao generalizadas. Essa exposicédo pode ocorrer por varias vias,
como no uso doméstico, a deriva agricola, e pela dieta devido a residuos de
inseticidas que podem ser encontrados em frutas, vegetais, carnes, peixes, arroz e
laticinios contaminados (MNIF et al., 2011).

Os agrotoéxicos sdo prejudiciais para 0 ambiente e a saude publica, mesmo
com a restricdo e proibicdo em diversos paises, em decorréncia de sua persisténcia

no meio ambiente (CARLOS et al., 2013). Dados de monitoramento de residuos de
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agrotoxicos em alimentos registraram amostras de culturas contendo residuos de
varios ingredientes ativos, como também a presenca de agrotoxicos né&o
autorizados, o que reforca a necessidade de acompanhamento no seu uso, e
melhoria na formacdo dos produtores rurais para poder garantir uma diminuicdo a

exposicdo a essas substancias toxicas (ANVISA, 2014).

2.2. INSETICIDAS SINTETICOS

Os inseticidas sintéticos foram introduzidos em 1930 (NUNES; RIBEIRO,
1999), comecando a serem utilizados em grande escala na década de 1940, durante
a Segunda Guerra Mundial, com o intuito de proteger os soldados de pragas
transmissoras de varias doencas, como a maléria e a tripanossomiase (doenca-do-
sono), o que no decorrer do tempo, pesquisas foram realizadas para a formulacéo
de novos inseticidas, resultando em varios agrotéxicos que sao utilizados até hoje
(BRANCO, 2003). O primeiro produto a demonstrar eficacia na atividade como
inseticida foi o diclorodifeniltricloroetano, conhecido como DDT, sintetizado por
Muller em 1939 (NUNES; RIBEIRO, 1999). Este foi utilizado pela primeira vez em
1943, para controlar a infestacdo de piolhos em tropas norte-americanas na Europa,
durante a Segunda Guerra Mundial, transmissores da doenca tifo exantematico
(BRANCO, 2003).

Dentre o0s inseticidas sintéticos estdo o0s grupos organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides que possuem como o0 modo de acédo o
sistema nervoso (MOSSA, 2018; YU, 2008), sendo o uso dos organoclorados no
Brasil proibido desde 1985, por serem bioacumulativos na cadeia alimentar
(CARLOS et al., 2013). Os piretroides tem sido os principais inseticidas utilizados no
mundo, por serem menos prejudiciais que os organofosforados e os carbamatos,
com o registro de mais de 3500 produtos (EPA, 2011).

Os piretroides, que tem como base as piretrinas, sustancias naturais
presentes nas flores de Chrysanthemum (SANTOS, 2018). Os piretroides podem ser
divididos em dois grupos: Tipo | e Il, de acordo com a presenca do grupo alfa-ciano,
e alteracbes comportamentais (SAKA et al., 2011). Estes inseticidas geralmente sdo
eficazes contra a maioria das pragas agricolas, em concentracdes

surpreendentemente baixas, especialmente os compostos do tipo II (WARE;
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WHITACRE, 2004). Devido a presenca do radical ciano na configuracdo cis, a
deltametrina e a cipermetrina sdo os piretroides mais neurotoxicos que os demais
(SODERLUND, 2012).

Apesar de ndo serem totalmente conhecidos os efeitos em humanos, estudos
apontam que os sintomas mais comuns sao irritacdo no aparelho respiratorio apos
inalacdo, cansaco, dor de cabeca, ndusea, vomito, irritagdo ocular e dérmica
(SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015a). Seus metabdlitos ja foram detectados
em amostras humanas, sendo estes, relacionados com alteraces hormonais,
reprodutivas e neurocomportamentais (SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015).
Associacdo entre exposicdo ocupacional a piretroide e alteracdo na qualidade do
sémen ou genotoxicidade espermatica em termos de danos no DNA, e varias
aberracdes cromossémicas nos espermatozoides, foram observadas em estudos
entre trabalhadores expostos (LIFENG et al. 2006; XIA et al. 2004).

A deltametrina € um piretroide criado a partir de modificagcdes quimicas na
estrutura das piretrinas naturais (CASARETT; DOULL, 2008). Seus produtos sdo um
dos inseticidas mais usados e populares no mundo (HMDB, 2016). Apresenta como
modo de acdo a modulacdo dos canais de sodio, o que prolonga o tempo de entrada
dos ions Na* no interior da célula, promovendo a despolarizacdo da membrana e
inibindo o potencial de a¢ado, ocasionando a paralisia e morte do inseto, e em
concentracdes altas atua sobe o acido y-aminobutirico (GABA) inibindo os canais de
cloreto (PALMQUIST; SALATAS; FAIRBROTHER, 2012; SANTOS; AREAS; REYES,
2007). A deltametrina € potencialmente utilizada como formulac¢do agricola para a
protecdo de cultivos, com atividade inseticida a varias ordens de insetos, como
também empregada para o controle de piolhos, moscas e carrapatos no gado,

ovelhas e porcos, como produtos veterinarios (DING et al., 2004).

2.2.1. Toxicidade em Mamiferos

Doencas como distarbios neurologicos, alergias, cancer e disturbios
reprodutivos podem ter relacdo a exposicdo a inseticidas (MNIF, 2011). Vérias
pesquisas ja demonstraram efeitos negativos em mamiferos devido a utilizacédo
dessas substancias. Estudos com o inseticida organofosforado dimetoato, e o0

piretroide B-ciflutrina, demonstraram causar estresse oxidativo e danos no figado e
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nos rins de porquinhos da India e na prole de camundongos respectivamente (AL-
AWTHAN et al., 2012; SONI et al., 2011). De acordo com Lemos et al. (2013), a
aplicacao por gavagem em trés diferentes concentracdes (1,0, 2,0 e 4,0 mg/kg) de
deltametrina, que ndo causam sintomas clinicos de intoxicacdo, em ratas albinas
prenhes durante os primeiros 7 dias e durante a gestagdo completa, afetou a
histofisiologia dos rins, figado e pulmdes. Em outro estudo, experimentos realizados
com a administracdo subcutdanea em ratos, demonstrou que deltametrina foi
considerada hepatotoxica, com alteracfes histopatolégicas no parénquima hepatico,
nefrotoxica, apresentando atrofia dos glomérulos, além de acarretar danos no DNA
(CHARGUI et al. 2012).

Foi relatado que piretroides podem dificultar as funcbes endocrinas nas
fémeas, onde a secrecdo reduzida de gonadotrofinas, comprometimento do
crescimento folicular ou interferéncia enzimatica, podem resultar em efeitos toxicos
adversos nos ovarios, e reducdo da sintese de hormonios esteroides. Varios
piretroides ja apresentaram potencial estrogénico, como a capacidade da permetrina
e cipermetrina em inibir, e da tetrametrina em ampliar, isto porque eles podem
mimetizar ou inibir acdes dos estrogénios endbégenos, atuando como moduladores
do sistema endécrino em animais e seres humanos (MARETTOVA; MARETTA,;
LEGATH, 2017). Alteragdes morfométricas e histopatologicas no ovario foram
observadas em ratas tratadas com os piretroides cipermetrina e fenvalerato. (FEI et
al., 2010; GREWAL et al., 2010; GUERRA et al., 2011; SANGHA et al., 2013).

Deltametrina também demonstrou varios efeitos sobre 6rgdos do sistema
reprodutor feminino e masculino. Alteragdes morfométricas e histopatoldgicas foram
observadas nos ovarios de ratas que receberam deltametrina nas doses de 2,5; 5 e
10 mg/kg p.c., com uma diminuicdo no namero de foliculos em desenvolvimento, e
no numero de corpos lateos, e aumento no numero de foliculos atrésicos (ALI;
FARZANEH, 2014). De acordo com Chargui et al. (2009), tratamentos subcutaneos
com deltametrina (2 ppm por 30 dias, 20 ppm por 45 dias e 200 ppm por 60 dias)
resultaram numa hipoespermatogénese nos testiculos acompanhada por apoptose
na luz dos tubulos seminiferos, como também uma desarmonia significativa nos
horménios sexuais, onde houve uma diminuicdo dos hormoénios FSH, LH e

testosterona na maior dose testada.
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Doses orais de Decis® (formula comercial de deltametrina) que ndo causam
sintomas clinicos de intoxicacdo, em ratas albinas, demonstraram uma reducdo na
fertilidade (LEMOS et al., 2013), e ratas tratadas com a dose de 4,0 mg/kg durante
0s 7 primeiros dias de gestacdo, exibiram uma reducéo significativa no niamero de
sitios de implantacdo, células do trofoblasto vacuolizadas, citotrofoblastos raros,
infiltracdo de leucécitos acentuada, degeneracdo da decidua e sangue no lumen
uterino (LEMOS et al., 2011). De acordo com Andrade (2002), ratas expostas a
deltametrina durante a gestacdo e lactacdo, induziram mudancas sutis no
comportamento reprodutivo e fisiologia da prole nos machos, em niveis de dose que

nao causam toxicidade materna.

2.3. INSETICIDAS BIOLOGICOS

De acordo com Hawkins e Cornell (1999), controle biologico é a diminui¢cao de
uma populacéo de pragas pela utilizacdo de predadores, parasitas ou patégenos. O
controle biolégico de insetos trata-se de uma técnica antiga, pois desde o século I
a.C., os chineses utilizavam formigas predadoras para controlar as pragas nas
plantas citricas. Agricultores na Arabia medieval transportavam colénias de formigas
predadoras para controlar formigas fit6fagas em palmaceas (CARVALHO, 2006).

Uma série de vantagens ¢é proporcionada utilizando agentes
entomopatogénicos como, bactérias, fungos e virus no controle biolégico de pragas.
Entre estas vantagens estdo a protecédo do potencial produtivo da cultura, diminuicéo
do uso de produtos quimicos toxicos, preservacdo do ambiente, especificidade ao
inseto alvo, maior seguranca ao homem, e auséncia de toxicidade as plantas.
Devido a isso, o controle biolégico vem se expandindo bastante (HAJEK;
EILENBERG, 2018).

Com relacdo ao emprego de inseticidas microbianos, as bactérias da familia
Bacillaceae sdo as que possuem as espécies mais promissoras que causam
doencas em insetos, em especial os géneros Bacillus e Clostridium, que tem como
caracteristica a producao de esporos. No Brasil, a bactéria Bacillus thuringiensis é
largamente comercializada para o controle de lagartas em varios cultivos
(MENEZES, 2003).
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As linhagens de Bt e suas proteinas toxicas a insetos tém sido utilizadas
como inseticidas biolégicos comerciais durante 50 anos (BETZ et al., 2000; SANCIS,
2011). Produtos a base de B. thuringiensis correspondem em cerca de 90% do
mercado mundial de bioinseticidas (VILASBOAS; PERUCA; ARANTES, 2007), e
devido as vantagens de efetividade, especificidade e seguranca ambiental das
proteinas Cry, sdo também uma alternativa para serem expressas em plantas
transgénicas, outro método importante na protecdo das culturas (JAMES, 2013;
KOCK, 2015).

2.3.1. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, aerobica, mesobfila e
guimioheterotréfica (ARANTES et al. 2002), podendo ser encontrada naturalmente no
solo, plantas, produtos estocados, insetos mortos e vivos (VILLAS-BOAS et al. 1998,
SUZUKI et al. 2004). Possui forma de bastonete, e € capaz de se movimentar devido
a presenca de flagelos peritriqguios (BOBROWSKI et al., 2003; HABIB; ANDRADE,
1998). Quando em condicbes ambientais desfavoraveis para seu crescimento, B.
thuringiensis da inicio a esporulagcéo, produzindo um esporo e um corpo paraesporal,
que contém uma ou mais proteinas cristalinas inseticidas (FEDERICI; SIEGEL, 2008),
denominadas de &-endotoxinas. Sao trés principais tipos de proteinas inseticidas que
sdo produzidos por Bt: as proteinas Cry, proteinas Cyt (Citoliticas), e as Vip, que sao
toxinas produzidas e secretadas durante o crescimento vegetativo (KOCH et al.,
2015).

A diversidade dentre essas classes de proteinas prové atividade contra varias
larvas de insetos (CRICKMORE et al, 2020). As proteinas Cry sdo ativas as ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e até Nematoda; ja as proteinas Cyt sdo ativas a
mosquitos, larvas de mosca preta e algumas espécies de besouros (SOBERON et
al., 2013). As Proteinas VIP apresentam atividade a espécies de colebpteros e
lepidopteros. Apesar de todas estas proteinas fornecerem atividade inseticida, as
proteinas Cry séo consideradas as mais importantes para formula¢cdes comerciais de
Bt (KOCH et al., 2015). Atualmente, mais de 300 holé6tipos de proteinas Cry foram
distinguidos e classificados em 78 grupos (cry 1- cry 78) nos ultimos anos, a partir de
diferentes cepas de B. thuringiensis (CRICKMORE et al., 2020).
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Esta bactéria foi descoberta pelo bacteriologista Ishiwata, em 1901 no Japéao,
onde ele descobriu que ela era a responsavel pela mortalidade das larvas do bicho-
da-seda. J4 em 1911, o microbiologista alemao Berliner descreveu novamente esta
mesma bactéria isolada de larvas mortas de Anagasta kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae), a traca da farinha, e a chamou B. thuringiensis, em
homenagem a Thuringia, na Alemanha, onde as lagartas foram coletadas. Em 1915,
Berliner observou a presenca de inclusdes parasporais nas células de B.
thuringiensis, e em 1953, Hannay sugeriu pela primeira vez que a patogenicidade
desta bactéria podia estar associada as inclusdes cristalinas formadas nas células
durante a esporulacdo. Em 1968, Angus demonstrou que a hipétese de Hannay era
valida (ANGUS, 1968; BERLINER, 1911, 1915; HANNAY, 1953; ISHIWATA, 1901).

Inicialmente, as proteinas Cry encontram-se como protoxinas (inativa), que ao
serem ingeridas pela larva suscetivel, serdo dissolvidas no intestino médio, devido ao
meio alcalino, e ativadas proteolicamente por proteases digestivas ali presentes
(RUBIO-INFANTE; MORENO-FIERROS, 2016). Depois de ser ativada pelas
proteases, a toxina atravessa a matriz peritréfica e liga-se a receptores especificos
presentes nas microvilosidades apicais das células epiteliais do intestino médio. Apés
ligagdo com o receptor, este permite a toxina se inserir na membrana e formar poros
que interferem no transporte de ions pela membrana das células, causando a lise do
epitélio do intestino médio, interrompendo a osmoregularidade das células, e
neutralizando o pH do lumen, o que favorece a germinacao dos esporos de Bt,
finalizando com um quadro de septicemia e morte do inseto (Figura 1) (SCHNEPF et
al., 1998). Os receptores de ligacdo das proteinas Cry incluem a caderina (CADR) e
receptores ancorados a membrana de glicosilfosfatidil-inositol (GPI), como
aminopeptidase N (APN) ou fosfatase alcalina (ALP) (SOBERON et al., 2010).
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Bacillus thuringiensis (Bt) Solubilizagao Ativagio

' - .

Cristal
-

toxina

»
by Bt

Septcemia
AR Larva morta
Milho Bt Algodao Bt
- Insergdo na
Ligagao fom o & 3@ i Oligomero membrana
receptor g‘_ £ Monorn_ero toxina Proteina GPI-
i) de toxina anncorada
: 1P L 0 P
> »

000 <+

Células do intestino
médio do inseto

Formacao do poro Morte celular
leva a lise celular

W‘ sty osmoética
" /
y Ativagao da via de

¢  morte celular

Figura 1: Modo de acéo de Bacillus thuringiensis em inseto susceptivel. Adaptado
de JURAT-FUENTES (Acessado em: web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html)

2.3.1.1. Toxicidade de Bacillus thuringiensis em Mamiferos

De acordo com McClintock et al. (1995), diversos estudos demonstraram que
os inseticidas a base de B. thuringiensis sdo considerados seguros em vertebrados
em doses milhares de vezes superiores ao que se espera encontrar no ambiente ou
em plantas transgénicas. Berlitz et al. (2012) analisaram o perfil proteico do
conteudo estomacal e das fezes de camundongos tratados por via oral ou
intraperitoneal com suspensao de dois novos isolados de B. thuringiensis, Bt 1958-2
e Bt 2014-2, contendo genes que codificam as proteinas Cry 1 e 2, e Cry 3
respectivamente, avaliados em SDS-PAGE 10%, e seus dados indicam que as
proteinas de Bt sdo degradadas pelo sistema digestivo dos mamiferos. Essa
degradacdo provavelmente esta associada ao pH do estémago do mamifero, ja que
a germinacdo e a viabilidade de Bt s&o inibidas num pH &cido (VILAS-BOAS et al.,
1998).

Porém, de acordo com Rubio-infante e Moreno-fierros (2016), as toxinas Cry
de Bt podem nao ser téxicas a mamiferos, mas ndo séo indcuas, relatando estudos

gue mostraram efeitos no sistema imunoldgico, possiveis efeitos alergénicos, e
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alguns efeitos fisiolégicos que podem se tornar patolégicos. Por exemplo, segundo
Lemos et al. (2013), a aplicacao de trés diferentes doses subletais (18,5, 185 e 370
mg/100g) de XenTari® (B. thuringiensis subsp. Aizawai), por via oral em ratas albinas
prenhes obteve lesdes nos rins, figado e pulmdes. Em um outro experimento
utilizando milho Bt MON 810 e MON 863 (contendo CrylAb modificado e Cry3Bbl
modificado, respectivamente) como alimento em ratos por 5 a 14 semanas,
demonstrou efeitos toxicos associados principalmente ao rim e figado, como
também no coracdo, glandulas supra-renais, baco e sistema hematopoiético (de
VENDOMOIS et al., 2009).

Alguns estudos sobre os efeitos de inseticidas derivados de Bt comprovaram
gue suas toxinas sdo capazes de ativar o sistema imunolégico e aumentar as
respostas de anticorpos humorais, sugerindo que elas poderiam produzir respostas
alérgicas. Muitos dos efeitos fisioldgicos causados pela exposicdo a produtos Bt
refletem no sistema imunolégico, reconhecedor de antigenos estranhos ou
prejudiciais (RUBIO-INFANTE; MORENO-FIERROS, 2016), por exemplo: reacbes
alérgicas, imunogenicidade inerente e aumento no nivel de respostas de anticorpos
(ANDREASSEN et al.,, 2015; ADEL-PATIENT et al., 2011); resposta imune
significativa em ratos alimentados com o milho Bt, com alteracdes nas porcentagens
de células B, CD4 + e CD8 +, e aumento dos niveis séricos de citocinas IL-6, IL-13,
IL-12p70 e MIP-1 (FINAMORE et al., 2008), ativacdo de macréfagos em murinos e
alta producdo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo MCP-1, IL-6 e TNF-a
induzidas pela protoxina CrylAc (MORENO-FIERROS et al., 2013) e também ratos
alimentados com arroz Bt expressando a proteina CrylAb, apresentaram uma alta
producéo de anticorpos IgG 1(KROGHSBO et al., 2008).

Os efeitos das proteinas Cry nas células de mamiferos ainda ndo foram
completamente estudados, e suas caracteristicas fundamentais continuam incertas.
Acredita-se que para aumentar os parametros de avaliagdo da toxicidade das
proteinas Cry sdo necessarios exames mais abrangentes dos sistemas, 6rgaos,
tecidos e células, e ndo somente aspectos gerais como sinais vitais, perda de peso e
mortalidade (RUBIO-INFANTE; MORENO-FIERROS, 2016).
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2.3.1.2. Bacillus thuringiensis e Reproducéao

Existe uma discusséo a respeito das ameacas de genes que séo utilizados na
preparacdo de alimentos geneticamente modificados, para a salde humana, como
os genes de B. thuringiensis (ARIS; LEBLANC, 2011), uma vez que estes alimentos
foram introduzidos extensivamente na cadeia alimentar humana (MAGANA-GOMEZ;
de La BARCA, 2009). Num estudo de investigacdo em mulheres gravidas e nao
gravidas, foi identificada a presenca da toxina CrylAb no sangue materno, fetal, e
também nas mulheres que ndo estavam gravidas. A toxina foi detectada e conseguiu
atravessar a placenta para o feto (ARIS; LEBLANC, 2011). Este estudo abriu
caminhos para o campo da toxicologia reprodutiva, que ainda é muito pouco falada.

Numa outra pesquisa, a aplicacdo de trés doses subletais (18,5, 185 e 370
mg/100g) de XenTari® (B. thuringiensis subsp. Aizawai), por via oral em ratas albinas
durante 7 dias da gestacéo, e durante a gestacao completa, reduziu a fertilidade das
ratas (LEMOS et al., 2013), como também, na dose mais alta, XenTari® produziu
alteracdes qualitativas e quantitativas na interacdo endométrio-blastocisto e em
orgdos da prole de ratas, comprometendo o processo de implantacdo e o
desenvolvimento dos neonatos (LEMOS et al., 2011).

Para uma gravidez bem-sucedida existe uma troca ideal materno-fetal, onde a
placenta realiza seu papel na nutricdo, crescimento do embrido, regulacdo de
funcdes enddcrinas e biotransformacéo de drogas (GUDE et al, 2004; HAGGARTY
et al.,, 2002; SASTRY, 1999). Nesta troca envolve também substancias de riscos
para o feto como o0s xenobiodticos, por exemplo os inseticidas (MYLLYNEN;
PASANEN; PELKONEN, 2005). O feto é altamente suscetivel aos seus efeitos
adversos, pois 0s agentes ambientais podem interromper os eventos biolégicos
necessarios para garantir seu desenvolvimento e crescimento normal (DIETERT,;
PIEPENBRINK, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Investigar os efeitos da administracdo de doses subletais dos bioinseticidas

XenTari® WG (B. thuringiensis subsp. Aizawai) e Dipel® (B. thuringiensis var.

Kurstaki); em ratas prenhes durante a lactacdo, na morfofisiologia reprodutiva,

hepatica e renal, de seus filhotes.

3.2. ESPECIFICOS

Acompanhar o peso das matrizes durante toda a gestacao;

Acompanhar o periodo gestacional visando detectar abortos;

Avaliar o numero, tamanho, peso, malformacdes e mortalidade dos filhotes;
Avaliar a ciclicidade dos filhotes fémeas ap0ds abertura vaginal,

Identificar os niveis séricos de estrégeno, progesterona e testosterona nos
filhotes com 60 e 90 dias de vida;

Analisar a histopatologia, morfometria e imunohistoquimica nas gbnadas
dos filhotes com 90 dias de vida;

Analisar a histopatologia, histoquimica e morfometria dos rins e figado dos
filhotes com 90 dias de vida;

Analisar os parametros bioguimicos de aspartatato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ASL), ureia e creatinina nos filhotes com
60 e 90 dias de vida.
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CAPITULO 1l

Bioatividade do Bacillus thuringiensis subsp. Aizawai e var. Kurstaki administrado durante a

prenhez e lactacdo e seu reflexo sobre aspectos reprodutivos da prole adulta.

Rebeka da Costa Alves”, Carolline Guimaries D’assuncdo’, Erique Ricardo Alves!, Yuri
Mateus Lima de Albuquerque?, Valdemiro Amaro da Silva Janior!, Valéria Wanderley-

Teixeiral, Alvaro Aguiar Coelho Teixeira®

tUniversidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, Recife, Pernambuco, Brasil.
*Autor correspondente: UFRPE-DMFA. Av. Dom Manoel de Medeiros s/n Dois Irmaos-

Recife-PE-Brasil. CEP.: 52171-900. Tel. +55 81 33206389, E-mail: rebekabio89@gmail.com

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar se a administracdo de inseticidas bioldgicos a base de
Bacillus thuringiensis pode interfirir no desenvolvimento reprodutivo de filhotes na fase
adulta. Utilizaram-se 20 ratas, com 90 dias de idade, divididas em quatro grupos: GC — Ratas
prenhes, GX — Ratas prenhes que receberam XenTari®, GDi — Ratas prenhes que receberam
Dipel® e GDe — Ratas prenhes que receberam deltametrina. Os inseticidas foram
administrados por gavagem na dosagem de 1mg/100g/dia (GX e GDi), e 2mg/Kg/dia (GDe)
durante a gestacdo e lactacdo. A administracdo dos inseticidas reduziu o ganho de peso das
matrizes. Os inseticidas bioldgicos promoveram reducgéo da prole, do peso, do comprimento,
promoveram malformacdo e mortalidade. Houve retardo no periodo de abertura vaginal,
aumento do metaestro em relacdo as outras fases, reducdo do estrogeno, progesterona

(fémeas) e testosterona (machos), ovarios com numerosos foliculos terciarios, atrésicos, e
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poucos corpos lateos na prole dos trés grupos que receberam inseticidas e, apenas nos grupos
XenTari® e Dipel®, foi observado alteragdes histopatoldgicas nos testiculos, com
vacuolizacdes e descamacdo do epitélio seminifero. A andlise quantitativa dos receptores de
androgeno e estrégeno revelou reducéo significativa para ambos nas génadas da prole, cujas
ratas receberam o0s inseticidas biologicos e a deltametrina, e, nestes mesmos grupos, a
morfometria testicular revelou reducdo do didmetro tubular, da altura do epitélio seminifero e
do comprimento total tubular, e nas fémeas observou-se menor nimero de foliculos primarios,
secundarios e corpos luteos, e aumento no numero de foliculos terciarios e foliculos atrésicos.
Assim, conclui-se que os inseticidas bioldgicos XenTari® e Dipel® em doses subletais em
ratas prenhes promovem alteracGes reprodutivas na prole semelhantemente ao inseticida
deltametrina, que se prolongam até a fase adulta.

Palavras-chave: Bt, hormonios, inseticidas, prole, reproducéo.

ABSTRACT

This study aimed to test whether the administration of B. thuringiensis-based biological
insecticides can interfere with the reproductive development of puppies in adulthood. Twenty
90-day-old rats were used, divided into four groups: GC - Pregnant rats; GX - XenTari®
treated pregnant rats; GDi - Dipel® treated pregnant rats and GDe - Deltamethrin treated
pregnant rats. The insecticides were administered by gavage at a dosage of 1mg/100g/day
(GX and GDi), and 2mg/kg/day (GDe) during pregnancy and lactation. The administration of
insecticide reduced the weight gain of the matrices. Biological insecticides reduced offspring,
weight, and length, promoted malformation and mortality. There was a delay in vaginal
opening in females, increased metestrus compared to other phases, reduced estrogen,
progesterone (females) and testosterone (males), ovaries with numerous tertiary follicles,

atresias, few corpus luteum in the offspring of the three groups that received insecticides and,
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only in the XenTari® and Dipel® groups, histopathological changes in the testicles were
observed, with vacuolations and desquamation of the seminiferous epithelium. Quantitative
analysis of androgen and estrogen receptors revealed a significant reduction for both in
offspring gonads whose rats received biological insecticides and deltamethrin, and in these
same groups, testicular morphometry revealed a reduction in tubular diameter, height of
seminiferous epithelium and tubular total length, and in the females there was a smaller
number of primary, secondary and corpus luteum follicles, and an increase in the number of
tertiary and atretic follicles. Thus, it is concluded that the biological insecticides XenTari®
and Dipel® in sublethal doses in pregnant rats promotes reproductive changes in the offspring

similar to the insecticide deltamethrin, which extends into adulthood.

Keywords: Bt, hormones, insecticides, offspring, reproduction.

1. Introducéo

O Brasil é 0 maior mercado consumidor de agrotdxico do mundo, e vem marcando esta
posicdo desde os ultimos 10 anos (Carneiro e Augusto 2015; Buralli et al. 2018), o que
aumenta a predisposicdo da populacdo e do meio ambiente aos impactos ocasionados por eles.
O monitoramento do uso dos agrotdxicos no pais apresenta fragilidades, alimentos contendo
residuos de agrotoxico em quantidades superiores as recomendadas por lei sdo encontrados no
mercado, além da populacdo que é vulneravel, recorrente dos problemas econdmicos e sociais
(Gerage et al. 2017).

A exposicdo a agrotoxicos é perigosa ao ser humano, tanto pelo consumo de alimentos
como pela atividade ocupacional, aumentando o0s riscos de cancer, defeitos no
desenvolvimento ou problemas neuroldgicos (Alavanja et al. 2004; Hanke e Jurewicz, 2004).

Além disso, a exposicdo pré-natal a alguns inseticidas, como por exemplo a deltametrina,
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pode induzir malformacdes, afetar o crescimento ou promover distdrbios comportamentais
(Viel et al. 2015; Wagner-Schuman et al. 2015; Ben Slima et al. 2017; Viel et al. 2017).

Devido ao impacto dos agrotdxicos, solugbes alternativas mais seguras e ndo toxicas
para 0s seres humanos e 0 meio ambiente foram propostas. Uma dessas sdo 0s inseticidas
bioldgicos (Mnif et al. 2011), a base da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), cujas linhagens e
proteinas inseticidas (Cry) tém sido utilizadas comercialmente (Betz et al. 2000; Sanchis
2011), por serem considerados ndo contaminantes ao meio ambiente e ndo causarem efeitos
para a saude humana (Rubio-Infante e Moreno-Fierros 2016).

Apds ingestdo pelo inseto, as proteinas Cry sdo solubilizadas e ativadas no intestino
médio e, apos ligacdo a receptores, causam lise nas células do epitélio do intestino. Como
resultado, os insetos param de se alimentar e, finalmente, morrem (Héfte e Whiteley 1989;
Ibrahim et al. 2010). Existem 13 produtos formulados a base de Bt, dentre estes podemos
mencionar as formulacdes comerciais Dipel® (B. thuringiensis var. Kurstaki) e XenTari® WG
(B. thuringiensis, subsp. Aizawai) (AGROFIT 2020). No entanto, de acordo com Moreno-
Fierros et al. (2000), Vazquez-Padron et al. (2000) e Shaban et al. (2003), as toxinas Bt podem
causar respostas imunes sistémicas e estresse oxidativo em varios locais, como o sistema
reprodutor, apos aplicacao oral, intraperitoneal e retal.

Segundo Lemos et al. (2011, 2013), a utilizagdo do inseticida biolégico XenTari®
administrado por via oral, na dose subletal de 20 mg de toxina protéica/100g produziu
mudancas qualitativas e quantitativas na interacdo endométrio-blastocisto em ratas,
comprometendo o processo de implantacdo. Dos Santos et al. (2013) mostraram que XenTari®
e Deltametrina, em concentra¢cdes que ndo causam sinais clinicos de toxicidade materna,
administrados durante a prenhez em ratas, promoveram alteragdes semelhantes na
histofisiologia nas gbnadas dos recém-nascidos. As evidéncias dos efeitos nocivos das toxinas

Bt sobre as gbnadas da prole de ratas levam a uma preocupacéo sobre a atividade reprodutiva
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desses animais na vida adulta. Assim, a presente pesquisa testou a hipotese de que a
administracdo dos inseticidas Dipel® e XenTari® durante a gestacio e lactacdo, em
concentracdes que ndo apresentem sinais clinicos de intoxicacdo materna, pode interfirir na

histofisiologia reprodutiva da prole na fase adulta.

2. Material e métodos
O experimento foi realizado no Laboratério de Histologia do Departamento de

Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

2.1. Animais

Foram utilizadas 20 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar com
90 dias de idade, pesando aproximadamente 200g + 20g, procedentes do Biotério do mesmo
Departamento. Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFRPE, com a licenca 50/2017. Os animais foram mantidos em gaiolas com
alimentacdo e agua “ad libitum”, na temperatura de 22 £ 1°C e iluminacdo artificial que
estabelecem um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de
luz das 06:00 as 18:00 horas. Ap6s um periodo de adaptacdo, foram colhidos esfregacos
vaginais para determinacdo do ciclo estral. As ratas que apresentarem trés ciclos estrais
regulares foram acasaladas e distribuidas aleatoriamente nos seguintes grupos, constituidos
por cinco animais cada: Grupo Controle (GC) - Ratas prenhes que receberam placebo; Grupo
Xentari (GX) - Ratas prenhes que receberam 1 mg de XenTari® WG (B. thuringiensis subsp.
Aizawai)/100g; Grupo Dipel (GDi) - Ratas prenhes que receberam 1 mg de Dipel® (B.
thuringiensis var. Kurstaki)/100g; Grupo Deltametrina (GDe) - Ratas prenhes que receberam

2 mg de Deltametrina (Keshet® 25EC)/Kg (controle positivo).

2.2. Acasalamento dos Animais e Diagnostico da Prenhez
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As fémeas foram acasaladas na propor¢cdo de um macho para duas fémeas, sempre no
inicio da noite. Na manhad seguinte, foram realizados exames colpocitologicos para a
confirmacdo do acasalamento, tomando-se como parametro a presenca de espermatozoides
nos esfregacos corados pelo método Shorr-Harris, sendo este dia considerado o primeiro dia

gestacional.

2.3. Administracdo dos inseticidas

Os inseticidas foram administrados diariamente durante toda a prenhez e lactagdo, por
via oral (gavagem), a partir da confirmacdo do acasalamento, de acordo com a metodologia
modificada de Shaban et al. (2003), para os inseticidas biolégicos (XenTari® e Dipel®), e de
Andrade et al. (2002), para o inseticida sintético (Deltametrina). As ratas foram pesadas
diariamente em balanca analitica, a partir da confirmacdo do acasalamento, até o dia do
nascimento dos filhotes, para observacdo do peso corporeo e o estabelecimento das dosagens

dos inseticidas. As ratas do grupo controle receberam 1 mL de &gua destilada pela mesma via.

2.4. Analise macroscopica dos neonatos

Para analise morfoldgica dos neonatos, estes foram acompanhados desde 0 nascimento
até a fase adulta, os quais foram contados, pesados em balanca analitica, medidos desde a
cabeca a ponta da cauda com o auxilio de um paquimetro, e observados alguma malformacao
presente na cabeca, tronco ou membros. Os filhotes fémeas também foram acompanhadas
para identificacdo da abertura vaginal. Confirmada esta abertura, foi realizada a determinacéo

da ciclicidade por 4 semanas, através de esfregacos vaginais.

2.5. Dosagens hormonais
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Apds o nascimento da prole, os filhotes, ao atingirem as idades de 60 e 90 dias, de todos
0S grupos experimentais, foram imobilizados em contensor e 0 sangue coletado por puncao da
veia caudal lateral com uso de cateter (24G). Apds centrifugacéo refrigerada, o soro foi
acondicionado em microtubos e congelados a -20 °C até o0 momento das dosagens (Teixeira et
al. 2004). Os niveis sericos de estrogeno, progesterona e testosterona foram dosados
utilizando-se o método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), através de KIT's

comerciais. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.

2.6. Analise histopatoldgica e imunohistoquimica dos testiculos e ovarios da prole

Ao completarem 90 dias de idade, os animais foram anestesiados com hidrocloridrato
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg) por via intramuscular, para remocao dos 6rgaos.
Em seguida os animais foram submetidos a eutanasia por meio do aprofundamento anestésico.
As fémeas foram eutanasiadas sempre na fase de estro. Os 6rgaos coletados foram pesados e
em seguida fixados em formaldeido a 10% tamponado, permanecendo no mesmo por 24
horas. Posteriormente os 6rgaos foram processados para inclusdo em parafina (ovéarios) e
historesina (testiculos), e os cortes submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina -
Eosina (H.E.) e azul de toluidina para analise de rotina histopatolégica.

Seccdes dos ovarios e testiculos (5 pum) de todos os grupos foram usadas para detecgdo
por imunohistoquimica dos receptores de andrégeno (AR - mouse monoclonal IgG, sc - 7305,
Santa Cruz Biotecnology, 1:50) e estrogeno (ERa - mouse monoclonal IgG, sc - 8002, Santa
Cruz Biotecnology, 1:50). Inicialmente, as sec¢des foram desparafinizadas com xilol e
hidratadas com etanol. Os cortes foram incubados com o0s respectivos anticorpos overnight, e
posteriormente foram incubados com streptavidina-peroxidase, sendo entdo revelados com

substrato cromoégeno 3, 3’diaminobenzidina (DAB) em marrom e contra-coradas com
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Hematoxilina de Harris. A quantificacdo em pixels da marcacdo foi realizada utilizando o

programa GIMP 2.8.

2.7. Analise morfométrica e indice organossomatico dos testiculos e ovarios da prole com
90 dias de vida

Para determinar a porcentagem dos componentes estruturais dos ovarios, as laminas
foram observadas em uma objetiva de 40x, contendo no interior um reticulo de WEIBEL com
100 pontos. Foram utilizadas trés laminas por grupo, nas quais foram contados os pontos que
incidiram sobre os foliculos, corpos luteos e estroma ovariano. Foram determinados cinco
campos por lamina, sendo contados 500 pontos por animal (Santos et al. 2004). Estimou-se
também a populacao folicular (PF) por meio da férmula descrita por Lucci et al. (1999), PF =
n° de foliculos x n° de cortes obtidos x espessura dos cortes / n® de cortes observados x média
do didmetro dos nucleos dos ovacitos.

A média de duas medidas perpendiculares da camada externa das células da granulosa e
do ovacito foi utilizada como medida do didmetro dos foliculos e ovdcitos, respectivamente.
As medidas foram realizadas apenas em foliculos com ndcleo do ovdcito visivel utilizando o
programa Image J calibrado em micrometros.

Para morfometria testicular foram obtidas fotomicrografias das laminas histoldgicas
com auxilio de uma camera de video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, onde
o diametro tubular e a altura do epitélio seminifero foram medidos utilizando o software
Image J. Trinta tubulos seminiferos redondos ou quase redondos foram medidos para cada
animal (n = 3 por grupo). O comprimento total dos tubulos seminiferos (em metros) por g de
testiculo foi obtido pela formula: TL = VST / nR? onde TL = comprimento do tdbulo
seminifero; VST = volume do tdbulo seminifero e R = didmetro do tdbulo seminifero / 2

(Monteiro et al. 2012; Penitente Filho et al. 2014).
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Os ovarios e testiculos foram pesados com auxilio de balanca analitica e o indice
organossomatico foi calculado pela razdo entre o peso de cada 6rgdo e 0 peso corpdreo de
cada animal (Zhang et al. 2014), para detectar aumento ou atrofia das génadas (Van Dyk et al.
2007) utilizando a seguinte formula: 10 = PO / PC x 100, onde 10 = indice organossomatico;

PO = Peso do 6rgéo; PC = peso corporal.

2.8. Andlise estatistica
A analise estatistica foi realizada no programa computacional GraphPad Prism 5, onde
os dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de Anova One-way com post-hoc

de Tukey (P < 0,05).

3. Resultados
3.1. Ganho de peso das matrizes
O tratamento com os inseticidas reduziu consideravelmente o ganho de peso das

matrizes no final da gestacdo em relagéo as do grupo controle (Figura 1A).

3.2. Numero, pesos, comprimento, malformacGes e mortalidade da prole

Os inseticidas biolégicos promoveram reducdo da prole em relacdo ao controle e ao
inseticida deltametrina, que n&o diferiram entre si (Figura 1B). Houve reducéo significativa
no peso da prole das matrizes que receberam os inseticidas XenTari® e Dipel® em relago a
prole das matrizes do grupo controle. N&o houve diferencas significativas no peso da prole
das matrizes que receberam a Deltametrina em relacdo ao controle e os inseticidas bioldgicos
(Figura 1C). Com relacdo ao comprimento, todos os filhotes das matrizes que receberam 0s
inseticidas apresentaram reducao significativa em relacdo aos filhotes das matrizes do grupo

controle. A menor média foi observada na prole do grupo Dipel® diferindo ainda da prole dos
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grupos XenTari® e Deltametrina, que ndo diferiram entre si (Figura 1D). Na prole das
matrizes dos grupos controle e deltametrina ndo foi observado malformacdes ou mortalidade.
Entretanto, na prole das matrizes tratadas com XenTari® e Dipel® verificou-se malformacdes
em alguns filhotes, caracterizadas pela falta de patas e cauda (Figura 1E), além de alta

mortalidade alguns dias apos nascimento (Tabela 1).

3.4. Abertura vaginal e Ciclicidade estral

Ocorreu um retardo no periodo de abertura vaginal nas fémeas cujas matrizes receberam
os inseticidas XenTari® (47 dias), Dipel® (50 dias) e Deltametrina (47 dias) em relagdo as
fémeas do grupo controle (38 dias). A andlise da ciclicidade estral dessas fémeas revelou que
o tratamento com inseticidas promoveu reducdo no percentual das fases de proestro, estro e

diestro, e aumento da fase de metaestro quando comparadas ao controle (Figura 2).

3.5. Dosagens hormonais
A analise dos niveis hormonais mostrou reducdo significativa do estrégeno,
progesterona e testosterona tanto aos 60 (Figuras 3A e 3B) quanto aos 90 dias de vida

(Figuras 3C e 3D) na prole das fémeas que foram tratadas com inseticidas.

3.6. Anélise histopatoldgica e imunohistoquimica

A andlise histopatoldgica dos ovérios das ratas da prole do grupo controle apresentou
regido cortical com a presenca de foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento e varios corpos lateos. Na regido medular, tecido conjuntivo frouxo,
ricamente vascularizado. Nos tratamentos com inseticidas 0s ovarios apresentaram numerosos

foliculos terciarios e atrésicos, além de poucos corpos luteos (Figura 4).
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A andlise dos testiculos dos ratos do grupo controle apresentou estrutura normal, com
varios tubulos seminiferos, formados por um epitélio germinativo bem caracteristico, com a
presenca de células de Sertoli. Porém, o tratamento com os bioinseticidas XenTari® e Dipel®
promoveram algumas vacuolizacbes nas células do epitélio seminifero, necrose,
demonstrando inicio de degeneracdo (morte celular), e descamacao das células espermaticas.
Ja no tratamento com inseticida deltametrina ndo houve alteracdes histopatoldgicas nos
testiculos dos ratos (Figura 5).

Houve marcacdo positiva para os receptores de estrégeno (ovarios) e androgenos
(testiculos), entretanto, a analise quantitativa desses receptores revelou reducéo significativa,
para ambos receptores, nas gbnadas da prole cujas ratas receberam inseticidas em relacao as

do controle (Figuras 6 e 7).

3.7. Indice organossomatico e Analise morfométrica

Houve reducdo do peso corporal, dos testiculos e do indice organossomaético na prole
das fémeas que receberam inseticidas em relacdo as do grupo controle. A morfometria
testicular revelou nesses animais, reducdo do didmetro tubular, da altura do epitélio
seminifero e do comprimento total tubular (Tabela 2). Nas fémeas da prole também
evidenciaram-se reducdo do peso corporal, dos ovérios e do indice organossomatico cujas
matrizes receberam inseticidas em relagcdo ao controle. Na analise morfométrica dos ovéarios
observou-se menor nimero de foliculos priméarios, secundarios e corpos liteos. Por outro

lado, houve aumento no numero de foliculos terciarios e foliculos atrésicos (Tabela 3).

4. Discussao
A administracdo dos inseticidas bioldgicos promoveu uma reducdo do namero da prole,

resultado semelhante também foi observado por Lemos (2013), em ratas administradas com
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XenTari® e deltametrina. Além disto, os bioinseticidas também interferiram no ganho de peso
e no tamanho dos filhotes. Alteracdes no peso corporal como também dos 6rgaos sédo bons
critérios para se estudar a toxicidade do xenobidtico nos mamiferos, pois, alteracdes atipicas
podem indicar disfuncdo organica, processo de desintoxicacdo e toxicidade (Mossa et al.
2018).

As doses subletais de XenTari® e Dipel® interferiram na gestacdo das matrizes, gerando
malformacdes e um grande numero de mortalidade dos filhotes, mostrando-se mais agressivos
gue o inseticida sintético. Ja foram relatados varios efeitos de malformacoes fetal no cérebro,
genital, dssea, e nos membros, associados a exposicao de inseticidas (ElImazoudy 2011; Hass
et al. 2012; Dallaqua et al. 2013; Shalaby et al. 2013). Para Ogata et al. (1999), as
malformacdes nos embrides podem ser explicadas por ocorrer uma destruicdo toxica das
células que formariam os tecidos futuros.

As fémeas tratadas com inseticidas apresentaram atraso na abertura vaginal quando
comparados ao grupo GC, que pode ser explicado por uma possivel atividade antiestrogénica
causada por esses inseticidas. Segundo Romano et al. (2008) o atraso do inicio da puberdade
de ratos Wistar que foram expostos ao herbicida glifosato-Roundup foi causado por uma
disrupcdo enddcrina no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal durante a maturacéo sexual. De
Barros et al. (2016) relataram também que a exposicao perinatal ao inseticida fipronil causou
atraso na abertura vaginal, atribuido também a disfuncdo do eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal.

A reducédo dos niveis de estrdgeno e progesterona nas fémeas foi observado tanto nos
grupos tratados com inseticidas bioldgicos quanto nos tratados com o inseticida deltametrina.
Estudos j& relataram o potencial estrogénico de inseticidas piretroides, mimetizando ou
inibindo a acdo deste hormonio, funcionando como modulador endocrino devido ligacéo

direta ao receptor de estrégeno (Marettova et al. 2017). Isso poderia explicar os resultados
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deste trabalho, devido os inseticidas, tanto bioldégicos como o sintético, terem influenciado
nos resultados das dosagens hormonais de estrogeno e progesterona, reduzindo
significativamente estes niveis, acarretando num aumento da fase metaestro, e diminuicéo das
outras fases do ciclo estral.

Nos filhotes machos foi observado reducdo na dosagem de testosterona também em
todos os grupos tratados. Resultado semelhante foi observado em ratos tratados com
deltametrina, relatando o sistema hormonal como um alvo distinto para deltametrina,
relacionado a efeitos em LH e FSH (Issam et al. 2009). Dessa forma, sugere-se que XenTari®
e Dipel® apresentam atividade antiestrogénica e antiandrogénica, confirmando os relatos de
que as toxinas de B. thuringiensis causam alteracdes nos hormonios sexuais (Moreno-Fierros
et al. 2002; Schroder et al. 2007) semelhante ao inseticida sintético.

Os ovarios das ratas dos grupos GX, GDi e GDe apresentaram aumento no numero de
foliculos atrésicos, e diminuicdo de corpos luteos. Esses dados correspondem com os dos
autores Ali e Farzaneh (2014), que também observaram alteracdes histopatoldgicas do ovério
de ratas tratadas com deltametrina, causando aumento do nimero de foliculos atrésicos, e
diminuindo o nimero de corpos luteos, demonstrando que o inseticida afetou a ovulagdo. Dos
Santos (2013) também observou um aumento no namero de foliculos atrésicos nos ovéarios de
filhotes expostos durante a gestagdo aos inseticidas XenTari® e deltametrina, sendo este
resultado relacionado a um estresse oxidativo, que esta associado na regressao do corpo liteo
e atresia folicular. O resultado da andlise dos testiculos dos ratos nos grupos GX e GDi
apresentou alteracfes no epitélio germinativo, resultado semelhante observado num estudo
com a administracdo do inseticida cipermetrina em ratos, revelando alteracfes degenerativas
graves nos tabulos seminiferos, vacuolizacdo dos espermatocitos primarios e perda de células
germinativas, atribuindo este resultado a diminui¢do dos niveis de testosterona e a estresse

oxidativo (Wang et al. 2009). Também ja foi observado necrose, vacuoliza¢do e descamacéo
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das células germinativas dos testiculos de ratos que foram alimentados com milho transgénico
contendo o gene de B. thuringiensis que produz a proteina Cry 1Ab (EI-Shamei et al. 2012).

Os receptores de estrégeno e androgeno apresentaram-se reduzidos nos grupos tratados
com inseticidas, quando comparados ao grupo controle. Ja é constatado que os disruptores
enddcrinos quimicos ligam-se a receptores de estrdgeno e andrégeno podendo ativa-los,
imitando a acdo do hormonio, ou ndo ativa-los, em acdo antagonista, blogqueando o receptor e
inibindo sua acdo (Tabb e Blumberg 2006; Mnif et al. 2011). Varios inseticidas ja foram
identificados por interagirem com esses receptores causando inibi¢cdo ou outros disturbios
hormonais (Tamura et al. 2001; Cocco 2002; Tamura et al. 2003; Kang et al. 2004; Lemaire et
al. 2004; Okubo et al. 2004). Dessa forma, este resultado confirma que os bioinseticidas sdo
desreguladores enddcrinos, atuacéo antes so identificada em inseticidas sintéticos.

Com relacéo ao peso das gonadas, os valores dos testiculos foram relativamente baixos
em todos os grupos tratados, resultado semelhante ao de Andrade (2002) onde filhotes foram
expostos a 4,0 mg/kg/dia de deltametrina durante a gestagéo e lactacdo. Os valores dos pesos
dos ovarios também foram reduzidos nos grupos com inseticidas. Ratas administradas
oralmente com o inseticida cipermetrina por 4 semanas também apresentaram diminuicao
significativa no peso dos ovarios, muito provavel por alteragdes hormonais (Sangha et al.
2013).

Em relacdo aos dados morfométricos, sabe-se que a medida do didmetro tubular indica
atividade espermatogénica e funcéo testicular (De Assis-Neto et al. 2003; Franga e Godinho
2003), sendo assim, a diminuicdo nas medidas morfométricas dos tabulos seminiferos
observada neste trabalho pode estar relacionada com uma reducdo do epitélio germinativo e
consequentemente de sua atividade. O aumento de foliculos atrésicos, diminuigdo no numero
de foliculos primarios e secundarios, e de corpos luteos, tem sido relatado em ratas expostas

ao inseticida (Grewal et al. 2010; Sangha et al. 2013; Ali e Farzaneh 2014). O aumento do
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numero de foliculos terciarios pode ser caracterizado como cistos foliculares devido a reducéo
dos niveis de estrogeno. Esses resultados confirmam a existéncia de uma provavel

interferéncia na atividade hormonal causada pela toxicidade dos bioinseticidas.

5. Concluséao

Apesar de afirmacgdes de que bioinseticidas a base de B. thuringiensis ndo sdo tdxicos
para humanos e vertebrados, com base nestes achados conclui-se que os inseticidas bioldgicos
XenTari® WG e Dipel® em doses subletais em ratas prenhes promovem alteracoes
reprodutivas na prole, semelhantemente ao inseticida deltametrina, que se prolongam até a
fase adulta. Porém, mais estudos sdo necessarios para determinar 0s mecanismos que estdo

afetando as funcdes reprodutivas.
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Figura 1: (A) Médias do ganho de peso das matrizes dos grupos experimentais. (B) Médias
do namero, (C) peso e (D) comprimento dos filhotes das matrizes dos grupos experimentais.
(E) Malformacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo

teste Anova one-way com post hoc de Tukey (p<0,05).
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Tabela 1. Percentual de mortalidade da prole das ratas dos grupos experimentais.

GC GX GDi GDe
Numero de filhotes 53 37 35 49
Mortalidade 0 7 6 0
Percentual (%) 0,00 18,92 17,14 0,00
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Figura 2: Ciclicidade estral apds abertura vaginal. Médias seguidas pela mesma letra nédo

diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey (p<0,05).



Niveis hormonais (pg/mL)

Niveis hormonais (pg/mL)

57

100+

A e 200 @ B
£33 GDi |
897 0D GDe .

0.5

Niveis de testosterona (ng/mlL)
=
1

0.0 : : r T
C’C o (9\ (,Qc
1004 a 41
3 Ge
] C - D
80- GDi 3 a
B3 GDe E 3 =
oL
g
60 z
: b b b
Z 2 — ~“1 -1
404 3
P
-
2
20 B
r4
X & (,Q\ (,Qc

Figura 3: Niveis hormonais da prole aos 60 dias de vida, (A) Estrogeno e progesterona, (B)
Testosterona; e aos 90 dias de vida, (C) Estrégeno e progesterona, (D) Testosterona. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post

hoc de Tukey (p<0,05).
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Figura 4: Fotomicrografia dos ovarios da prole aos 90 dias de vida. (A) GC; (B) GX; (C)

GDi e (D) GDe. Em detalhe foliculos atrésicos (setas). H.E.
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Figura 5: Fotomicrografia dos testiculos da prole aos 90 dias de vida. (A-B) GC; (C-D) GX;
(E-F) GDi e (G-H) GDe. ES - epitélio seminifero; seta curta — célula de Sertoli; seta longa —
vacuolizacdo do epitélio seminifero; ponta de seta — necrose (nucleo picnotico) e DCe —

descamacao do epitélio seminifero. Azul de toluidina.
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Figura 6: Imunohistoquimica para receptores de estrogeno nos ovarios da prole aos 90 dias
de vida. (A) GC; (B) GX; (C) GDi e (D) GDe. Em (E) notar redu¢do na quantificacdo desses
receptores. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

Anova one-way com post hoc de Tukey (p<0,05).
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Figura 7: Imunohistoquimica para receptores de andrdgenos nos testiculos da prole aos 90

dias de vida. (A) GC; (B) GX; (C) GDi e (D) GDe. Em (E) notar reducdo na quantificacdo

desses receptores. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo

teste Anova one-way com post hoc de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2. *Médias dos dados morfométricos dos testiculos da prole das ratas dos grupos experimentais

GC GX GDi GDe
Peso corporal (g) 292,60 +8,18a 222,00 +10,27b 236,54 £9,59b 253,01 £ 8,36b
Peso dos testiculos (g) 1,51 +0,09a 1,29 + 0,04b 1,23 +0,10b 1,25 +0,08b
indice organossomatico (%) 0,86 £ 0,03a 0,48 £ 0,04b 0,43 £0,08b 0,52 £+ 0,06b
Diémetro tubular (um) 324,73 +4,75a 305,09 + 2,66b 297,25 +5,24b 298,89 £ 5,40b
Altura do epitélio (um) 118,83 +£2,94a 100,97 +2,50b 103,50 +4,20b 105,34 £ 5,61b

Comprimento total tubular (m) 14,74 £0,71a 10,73 £ 0,98b 10,65+1,79b 10,44 +£0,87b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post

hoc de Tukey (p < 0,05). “valores correspondem a média dos testiculos direito e esquerdo.

Tabela 3. *Médias dos dados morfométricos dos ovarios da prole das ratas dos grupos experimentais

GC GX GDi GDe
Peso corporal (g) 286,63 £ 13,30a 222,04 £10,27b 235,10 £ 13,49b 233,59 £ 8,24b
Peso dos ovarios (g) 0,08 £0,01a 0,04 £0,01b 0,03 +£0,02b 0,04 £0,01b
indice organossomatico (%) 0,07 £0,01a 0,02 £ 0,02b 0,03+0,01b 0,03 £0,02b
Foliculo primério 8,00 = 1,58a 4,60 + 1,14b 3,40 = 0,50b 3,80 +0,83b
Foliculo secundério 11,60 £ 0,51a 6,40 £ 1,14b 5,60 £ 0,43b 6,20£1,48b
Foliculo terciario 4,07 £ 4,07b 33,33+ 2,60a 37,80 + 3,46a 37,40 £ 2,49a
Corpo luteo 14,67 £ 2,10a 7,67 +1,70b 5,93 £ 3,04b 6,33+ 1,67b
Foliculo atrésico 1,80 + 0,44b 3,80 £0,37a 4,00 £ 1,22a 4,40 £ 1,14a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post

hoc de Tukey (p < 0,05). “valores correspondem a média dos ovarios direito e esquerdo.
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CAPITULO 111

Alteracdes renais e hepaticas na prole de ratas que receberam inseticidas bioldgicos durante

prenhez e lactacao.

Rebeka da Costa Alves'”, Cintia Giselle Martins Ferreiral, Marina Gomes Pessoa Baptista’,
Ismaela Maria Ferreira de Melo?, Valéria Wanderley-Teixeiral, Alvaro Aguiar Coelho

Teixeiral

tUniversidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, Recife, Pernambuco, Brasil.

*E-mail: rebekabio89@gmail.com

RESUMO

Inseticidas & base de Bacillus thuringiensis tém sido considerados seguros, sendo uma
alternativa a utilizacdo dos inseticidas sintéticos. Porém, estudos demonstraram efeitos das
toxinas Cry de Bt em vérios 6rgaos, comprometendo as suas fungdes. O objetivo deste
trabalho foi testar se a administracdo de inseticidas biol6gicos a base de B. thuringiensis em
ratas prenhes pode promover alteracdes histopatolégicas no figado e rins, bem como nos
niveis dos biomarcadores de toxicidade, de seus filhotes na fase adulta. Utilizou-se 20 ratas,
com 90 dias de idade, divididas em quatro grupos: GC — Ratas prenhes, GX — Ratas prenhes
que receberam XenTari®, GDi — Ratas prenhes que receberam Dipel® e GDe — Ratas prenhes
que receberam deltametrina. Os inseticidas foram administrados por gavagem na dosagem de
1mg/100g/dia (GX e GDi), e 2mg/Kg/dia (GDe) durante a gestacdo e lactacdo. Nos animais
dos grupos cujas matrizes receberam os inseticidas, houve reducdo nos niveis dos

biomarcadores de toxicidade alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
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(AST), ureia e creatinina, com relacdo ao grupo controle. Os inseticidas bioldgicos
promoveram altera¢fes histopatologicas no figado, com a presenca de congestdo de veia
porta, centrolobular e nos capilares sinusoides, e no rim presenca de congestdo cortical e
reducdo do espaco subcapsular. A avaliacdo histoquimica no figado demonstrou reducéo
significativa de glicogénio nos grupos que receberam inseticidas quando comparados ao
grupo controle, enquanto que para fibras colagenas tanto no figado como nos rins, ndo foram
observadas diferengas entre os grupos experimentais. A morfometria do figado revelou
reducdo significativa do parénquima lobular e aumento no parénquima ndo lobular, e no rim
observou-se reducdo do diametro e volume do glomérulo e da capsula de Bowman dos
animais cujas matrizes receberam tanto os inseticidas bioldgicos como o sintético. Assim,
conclui-se que os inseticidas bioldgicos XenTari® e Dipel® em doses subletais em ratas
prenhes promovem alteracdes no figado e rim da prole semelhantemente ao inseticida
deltametrina, que se prolongam até a fase adulta.

Palavras - Chave: Bioquimica, figado, inseticidas, prole, proteina Cry, rim.

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis insecticides have been considered safe, being an alternative to the use
of synthetic insecticides. However, studies have shown the effects of Bt Cry toxins on various
organs, compromising their functions. The objective of this work was to test whether the
administration of biological insecticides based on B. thuringiensis in pregnant rats can
promote histopathological changes in the liver and kidneys, as well as in the levels of toxicity
biomarkers, of their puppies in adulthood. Twenty rats, 90 days old, were used, divided into
four groups: GC - Pregnant rats, GX - Pregnant rats that received XenTari®, GDi - Pregnant
rats that received Dipel® and GDe - Pregnant rats that received deltamethrin. Insecticides

were administered by gavage at a dosage of 1mg/100g/day (GX and GDi), and 2mg/Kg/day
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(GDe) during pregnancy and lactation. In the animals of the groups whose matrices received
the insecticides, there was a reduction in the levels of the biomarkers of toxicity alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), urea and creatinine, about the
control group. The biological insecticides promoted histopathological changes in the liver,
with the presence of portal vein, centrilobular and sinusoidal capillaries congestion, and in the
kidney, presence of cortical congestion and reduction of the subcapsular space. Histochemical
evaluation in the liver demonstrated a significant reduction in glycogen in the groups that
received insecticides when compared to the control group, whereas for collagen fibers in both
the liver and the kidneys, no differences were observed between the experimental groups. The
morphometry of the liver revealed a significant reduction in the lobular parenchyma and an
increase in the non-lobular parenchyma, and in the kidney, there was a reduction in the
diameter and volume of the glomerulus and Bowman's capsule of the animals whose matrices
received both biological and synthetic insecticides. Thus, it is concluded that the biological
insecticides XenTari® and Dipel® in sublethal doses in pregnant rats promote changes in the
liver and kidney of the offspring similar to the insecticide deltamethrin, which extend into
adulthood.

Keywords: Biochemistry, Cry protein, insecticides, kidney, liver, offspring.

1. Introducéo

Os inseticidas tém se mostrado como um dos principais perigos a0 meio ambiente, seres
humanos e animais que devido sua caracteristica persistente, tem sido encontrado nos
alimentos e concentrados na cadeia alimentar (Mnif et al., 2011; Ahmad, 2012). De acordo
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a populacdo brasileira se encontra exposta a
residuos de inseticidas (ANVISA, 2015), sendo sua presenca tambeém ja verificada no leite

materno e na urina (Santos, 2018).
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A deltametrina € um inseticida piretroide do tipo Il considerado como um dos mais
potentes, utilizado em todo o mundo (Wolansky et al., 2006). Estudos demonstraram que
deltametrina foi capaz de afetar a histofisiologia dos rins, figado e pulmdes de ratos (Chargui
et al., 2012; Lemos et al., 2013). Como alternativa ao uso deste inseticida, a utilizacdo de
inseticidas bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis, XenTari® WG (B. thuringiensis subsp.
Aizawai) e Dipel® (B. thuringiensis var. Kurstaki), tem crescido bastante por ser uma
alternativa ao uso dos inseticidas sintéticos (Mnif et al., 2011), sendo considerado seguro aos
seres humanos e ao meio ambiente (Mossa et al., 2018).

Apesar dos inseticidas a base de B. thuringiensis serem considerados seguros, estudos
evidenciaram possiveis efeitos bioldgicos de suas toxinas no figado e rins de mamiferos. A
administracdo de 370 mg/100g de XenTari® a ratas prenhes, correspondente a dose de 20
mg/100 g da toxina Cry, alterou parametros fisioldgicos e histopatolégicos hepaticos, e
promoveu degeneracao nos tubulos renais e glomerulonefrite proliferativa no rim (Lemos et
al., 2013). O bioinseticida Dipel® induziu estresse oxidativo e peroxidacio lipidica, além de
danificar as membranas celulares dos hepatécitos em ratos, levando a uma reacao inflamatéria
(Shaban et al., 2003; Kitada et al., 2006; Dos Santos et al., 2013; Mezzomo et al., 2013).

Alguns estudos tém mostrado que a administracdo de inseticidas sintéticos e bioldgicos
em ratas durante a gestacao e lactagdo promove efeitos toxicos nos neonatos interferindo nos
niveis dos biomarcadores e na histopatologia hepatica e renal (Eissa; Zidan, 2010; Dos Santos
et al., 2013; El- Gendy et al., 2015; Fahim et al., 2015; Magdy et al., 2016). Entretanto, ndo se
tem relato se essas alteracdes persistem até a fase adulta da prole, uma vez que as avaliacGes
foram realizadas logo ap6s o0 nascimento. Assim, a presente pesquisa avaliou se a
administracdo de doses subletais dos inseticidas bioldgicos, XenTari® WG (B. thuringiensis

subsp. Aizawai) e Dipel® (B. thuringiensis var. Kurstaki) em ratas durante prenhez e lactacéo
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pode promover, na prole, alteracdes histopatologicas no figado e rim, e nos niveis dos

biomarcadores de toxicidade que perdurem até a fase adulta.

2. Material e métodos
O experimento foi realizado no Laboratério de Histologia do Departamento de

Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

2.1. Animais

Foram utilizadas 20 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar com
90 dias de idade, pesando aproximadamente 200g + 20g, procedentes do Biotério do mesmo
Departamento. Este experimento foi aprovado pelo CEUA, com a licenca 50/2017. Os
animais foram mantidos em gaiolas com alimentagao e agua “ad libitum”, na temperatura de
22 + 1°C e iluminacao artificial que estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, considerando o periodo de luz das 06:00 as 18:00 horas. Ap6s um periodo de
adaptacéo, foram colhidos esfregacos vaginais para determinacéo do ciclo estral. As ratas que
apresentarem trés ciclos estrais regulares foram acasaladas e distribuidas aleatoriamente nos
seguintes grupos, constituidos por 5 animais cada: Grupo Controle (GC) - Ratas prenhes que
receberam placebo; Grupo Xentari (GX) - Ratas prenhes que receberam 1 mg de XenTari®
WG (B. thuringiensis subsp. Aizawai)/100g; Grupo Dipel (GDi) - Ratas prenhes que
receberam 1 mg de Dipel® (B. thuringiensis var. Kurstaki)/100g; Grupo Deltametrina (GDe) -

Ratas prenhes que receberam 2 mg de Deltametrina (Keshet® 25EC)/Kg (controle positivo).

2.2. Acasalamento dos Animais e Diagndstico da Prenhez
As fémeas foram acasaladas na propor¢do de um macho para duas fémeas, sempre no

inicio da noite. Na manhd seguinte, foram realizados exames colpocitolégicos para a
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confirmacéo do acasalamento, tomando-se com parametro a presenca de espermatozoides nos
esfregacos corados pelo método Shorr-Harris, sendo este dia considerado o primeiro dia

gestacional.

2.3. Administracdo dos inseticidas

Os inseticidas foram administrados diariamente durante toda a prenhez e lactacdo, por
via oral (gavagem), a partir da confirmacdo do acasalamento, de acordo com a metodologia
modificada de Shaban et al. (2003), para os inseticidas biolégicos (XenTari® e Dipel®), e de
Andrade et al. (2002), para o inseticida sintético (Deltametrina). As ratas foram pesadas
diariamente em balanca analitica, a partir da confirmacdo do acasalamento, até o dia do
nascimento dos filhotes, a fim de estabelecer as dosagens dos inseticidas. As ratas do grupo

controle receberam 1 mL de agua destilada pela mesma via.

2.4. Dosagens bioguimicas

Apo6s o0 nascimento da prole, os filhotes, ao atingirem as idades de 60 e 90 dias, em
todos os grupos experimentais, foram imobilizados em contensor e 0 sangue coletado por
puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G). Apés centrifugacdo refrigerada, o
soro foi acondicionado em microtubos (eppendorfs) e congelados a -20°C até 0 momento das
dosagens (Teixeira et al., 2004). Foram avaliados os niveis séricos de indicadores especificos
de lesdo hepética e renal como as enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia e creatinina, utilizando kits reagentes, conforme especificagdes

do fabricante.

2.5. Anélise Histopatoldgica e histoquimica do figado e rim
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Ao completarem 90 dias de idade, os animais foram anestesiados com hidrocloridrato
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular para remocao dos 6rgaos.
Em seguida esses animais foram submetidos a eutanasia por meio do aprofundamento
anestésico. Os 6rgéos coletados foram pesados e em seguida fixados em formaldeido a 10%
tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente os Orgdos foram
processados para inclusdo em parafina e os cortes submetidos a técnica de coloracdo pela
Hematoxilina - Eosina (H.E.) para andlise de rotina histopatoldgica, além de coloracdo por
PAS e Picrosirius. A quantificacdo em pixels dos granulos de glicogénio e das fibras

colagenas foi realizada utilizando o programa GIMP 2.8.

2.6. Analise morfométrica

O estudo morfométrico do figado dos filhotes foi realizado atraves da observacdo das
laminas em uma objetiva de 40x, utilizando um reticulo de WEIBEL com 100 pontos,
acoplado a ocular do microscopio, onde foram contados 5 campos por lamina, segundo a
metodologia descrita por Engelman et al. (2001), sendo quantificado o parénquima lobular
(hepatdcitos, sinusoides, espacos de Disse e ductos biliares) e ndo lobular (espagos portais,
veia centrolobular e ramos da veia hepatica).

Para os rins, também se utilizou cinco laminas de cada grupo, sendo analisados dez
glomérulos em cada lamina. As medidas foram restritas aos glomérulos que demonstraram,
num Unico corte os pélos vascular e urinario. Essa disposi¢do indica a sec¢do coincidente com
a regido equatorial do glomérulo. Esses glomérulos, assim selecionados ao acaso, foram
utilizados para as mensuracfes. A captura da imagem foi efetuada por meio de camera de
Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50. A morfometria foi realizada através
de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em micrometros, associado ao programa

Optimas® 6.2 para Windows. Para a obtencdo da area glomerular o cursor foi posicionado na
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area central deste, estabelecendo-se, a partir dai uma linha circular externa, coincidente com
os limites do tufo glomerular. Foi utilizada a mesma metodologia para a mensuracdo da
capsula de Bowman (Akaoka et al., 1994; Danielewicz; Agroska-Danilewicz, 1998). O
volume glomerular e da capsula de Bowman, foram calculados de acordo com os critérios
preconizados por Pagtalunan et al. (2000). Para essa estimativa, foi utilizada a equagdo 4/3nr>,

€

destinada ao calculo do volume da esfera, na qual “r” representa o raio.

2.7. Analise estatistica
A anélise estatistica foi realizada no programa computacional GraphicPad Prism 5, onde
os dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de Anova One-way com post-hoc

de Tukey (P < 0,05).

3. Resultados

3.1. Dosagens bioquimicas

Os niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), bem como para as dosagens de ureia e creatinina, tanto aos 60 como
90 dias, apresentaram aumento significativo nos tratamentos com os inseticidas bioldgicos e
sintético em relacdo ao controle. No entanto, o aumento dos indicadores renal foi mais

expressivo com a deltametrina, que diferiu também dos inseticidas biol6gicos (Tabela 1).

3.2. Analise histopatoldgica e histoquimica
A anélise histopatologica do figado do grupo controle apresentou parénquima hepatico
sem alteraces com corddes de hepatocitos organizados margeando a veia centrolobular,

entremeados por capilares sinusoides. No tratamento com inseticidas bioldgicos verificou-se a
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presenca de congestdo de veia porta, centrolobular e nos capilares sinusoides. Ja a
deltametrina promoveu apenas congestéo da veia centrolobular (Figura 1).

Os rins dos animais do grupo controle demonstraram estar bem preservados, com 0s
glomérulos e espaco subcapsular bem definidos, além de tubulos contorcidos proximais e
distais com caracteristicas normais, sem nenhuma alteracdo. J& nos rins do tratamento com
inseticidas bioldgicos foram observadas a presenca de congestdo cortical e reducdo do espaco
subcapsular. No tratamento com a deltametrina além da congestdo cortical verificou atrofia
glomerular (Figura 2).

A avaliacdo histoquimica para glicogénio no figado, demonstrou reducdo significativa
nos animais dos grupos tratados com inseticidas em relacdo ao controle (Figura 3). Ja na
avaliacdo histoquimica para fibras colagenas tanto no figado como nos rins, nao foi observada

diferencas entre os grupos experimentais (Figuras 4 e 5).

3.3. Anélise morfométrica

A morfometria do figado revelou reducdo significativa do parénquima lobular e
aumento no parénquima ndo lobular no figado dos animais tratados com os inseticidas. Na
analise morfométrica dos rins observou-se reducdo do didmetro e volume do glomérulo, além
do didmetro e volume da cépsula de Bowman nos animais tratados com os inseticidas

(Tabelas 2 e 3).

4. Discussao

Os niveis dos biomarcadores de toxicidade das enzimas alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), apresentaram alteracGes na prole dos grupos cujas
matrizes receberam os inseticidas biologicos e o sintético, demonstrado por um aumento

significativo comparado ao grupo controle. Os niveis destas enzimas sdo relacionados com
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alteracdes patoldgicas dos hepatocitos, como lesbes ou destruicdo dessas células (Motta,
2000), podendo assim concluir que seu aumento estd relacionado com possiveis danos
hepaticos causados pelos inseticidas, observado j& aos 60 dias de vida. Resultados
semelhantes foram observados por Chargui et al. (2012) e Orlu (2014) em ratos que
receberam 0,3 mg/kg e 25 mg/kg de deltametrina respectivamente, apresentando aumento
notavel nas atividades das enzimas ALT e AST, atribuindo este resultado como sinal de leséo
que conduz a uma disfuncao do figado.

Com relacdo a ureia e a creatinina, também foi observado aumento destes niveis, sendo
este mais efetivo no tratamento com a deltametrina. O aumento dos niveis de ureia pode ser
um indicador de desidratacdo, disfuncdo renal e hepatica (Calixto-Lima; Reis, 2012), e a
elevacdo dos niveis séricos de creatinina € uma caracteristica de deterioracdo da funcéo renal,
devido reducdo na taxa de filtracdo glomerular e disfuncdo do néfron (Wadei et al., 2006;
Lemos et al., 2013). EI-Naggar et al. (2017), observaram aumento significativo do nivel de
ureia no tratamento com 35 e 350 mg/kg de espinosade em ratos por 4 semanas, cCOmo
também Schroder et al. (2007) obtiveram concentracdo de ureia significativamente maior no
plasma de ratos alimentados com o arroz transgénico KMD1 que contém a proteina CrylAb.

A andlise histopatoldgica do figado dos grupos GX e GDi demonstrou a presenca de
congestdo de veia porta, centrolobular e nos capilares sinusoides. Semelhantemente, Mossa et
al. (2011) relatou a presenca destas congestdes hepaticas em ratos tratados com dose subletal
de uma mistura de 4 inseticidas (Diazinon, Clorpirifos, Malation e Profenofos). EI-Shamei et
al. (2012) também observaram a presenca de congestdo dos sinusoides hepaticos em ratos
alimentados com milho transgénico contendo a proteina CrylAb. Nos rins dos grupos de
tratamento com inseticidas biologicos foram observadas a presenca de congestdo cortical e
reducdo do espaco subcapsular, caracteristico da presenca de glomerulonefrite

membranoproliferativa. Esse achado coincide com o de Lemos (2013), que também observou
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a presenca de glomerulonefrite proliferativa membranosa nos rins de ratas que receberam 20
mg/100g de XenTari® como reflexo do efeito das toxinas no sistema imune através da
proliferacdo das células mesangiais e sua infiltracdo no tecido, levando a reducdo do espaco
de Bowman, o que interfere no processo de filtracdo glomerular.

Quanto a andlise histoquimica para glicogénio no figado, sua reducéo significativa pode
ser um indicativo de maior gasto de energia devido ao estresse causado pelos inseticidas
(Yousef et al., 2006). O figado exerce um importante papel no equilibrio entre a captacdo e
armazenamento da glicose via glicogénese, e liberacdo de glicose via glicogenolise (Hers,
1990; Nordlie et al., 1999; Abdollahi et al., 2003b, 2003d), sendo este um alvo de toxicidade
dos inseticidas bioldgicos XenTari® e Dipel®, pois o animal precisa gastar mais energia para
superar 0 estresse toxico que esta sofrendo, e eliminar o inseticida do corpo (Begum;
Vijayaraghavan, 1999).

Com relacdo aos dados morfométricos dos figados dos animais tratados com os
inseticidas, estes apresentaram reducdo significativa do parénquima lobular e aumento no
parénquima ndo lobular no figado, mostrando-se coerente ao resultado histopatoldgico que,
devido a congestdo hepética levou a dilatacdo das veias centrolobulares, aumentando o
parénquima ndo lobular. Na analise morfométrica dos rins, a reducdo do diametro e volume
do glomérulo e da cépsula de Bowman observada nos animais dos grupos tratados com 0s
inseticidas também foi relatada por Kilic; Akay (2008) num estudo de trés geracdes de ratos
alimentados com milho geneticamente modificado Bt, caracterizado como uma atrofia
glomerular, refletindo uma diminuigdo da funcdo renal devido reducdo na taxa de filtracdo
glomerular, que tambem foi comprovada nos resultados bioquimico e histopatologico.

O figado e o rim como os principais orgaos de desintoxicacdo enfrentam exposi¢do
maxima aos xenobidticos e seus metabolitos, sendo alvo das espécies reativas de oxigénio

(Mossa, 2011), uma vez que ja foi relatado que os inseticidas quimicos geram radicais livres,
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induzindo ao estresse oxidativo (Koner et al., 1998; Ray; Banerjee, 1998; Ahmed et al.,
2000), sendo este como um dos mecanismos mais importantes de toxicidade do figado devido
a inseticidas (Videla et al., 1990). De acordo com Shaban et al. (2003), o inseticida Dipel®
pode alterar o comportamento de defesa das células hepaticas, estimula a peroxidacdo lipidica
através da formacdo de radicais livres, induzindo a um estresse oxidativo e reacOes
inflamatdrias. O aumento da peroxidacao lipidica reflete na vulnerabilidade do organismo ao
funcionamento do seu sistema imunolégico (Rehman et al., 2006). Dessa forma, os resultados
apresentados neste trabalho justificam-se por um possivel estresse oxidativo, devido a um
desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes, causado pelas toxinas Cry de Bt,

levando as disfuncbes hepatica e renal.

5. Concluséao

Embora estudos tenham demonstrado que os inseticidas Bt sdo seguros a organismos
nédo-alvos, de acordo com estes achados, conclui-se que a exposicdo de doses subletais dos
inseticidas bioldgicos XenTari® WG e Dipel® em ratas prenhes pode causar efeitos hepaticos
e renais na prole, semelhantemente ao inseticida deltametrina, que se prolongam até a fase
adulta. Considerando que a populacdo se encontra exposta a essas toxinas, é altamente
recomendado que mais estudos sejam realizados para melhor elucidar os mecanismos
utilizados por elas, uma vez que seus efeitos diretos em células de mamiferos ainda ndo foram

completamente estudados.
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Tabela 1. Média + desvio padrdo dos parametros bioquimicos hepatico e renal da prole aos 60 e 90

dias de vida.
Grupos GC GX GDi GDe P
60 dias
AST (UI/L) 104,34 +1,52b 145,78 + 3,78a 155,76 * 6,65a 14438 £6,96a 0,0143
ALT (UI/L) 32,33+£351b 64,67 £3,78a 65,67 + 4,93a 66,67 + 4,93a 0,0032
Ureia (mg/dL) 34,00+ 1,00b 54,16 £ 2,86¢ 55,33 + 4,04c 123,75+5,03a  0,0117

Creatinina (mg/dL) 0,25 +0,04b 0,51+0,01c 0,59 £ 0,02c 0,74 £ 0,05a 0,0111

90 dias
AST (UI/L) 114,00 £5,56b 171,04+4,35a  161,32+9,60a 167,63+4,16a  0,0219
ALT (UI/L) 32,00+ 2,64b 56,67 + 3,51a 59,33 + 6,42a 61,65 = 2,08a 0,0414
Ureia (mg/dL) 36,11 +4,35b 85,00 + 3,60c 117,31+ 1,52c 120,55+ 9,52a  0,0344

Creatinina (mg/dL) 0,21 +0,02b 0,52 +£0,01c 0,57 +0,08c 0,73 +£0,03a 0,0002

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com

post hoc de Tukey (p < 0,05).



89

=

E

Figura 1: Fotomicrografia do figado da prole dos grupos experimentais. (A-B) GC, (C-D) GX,
(E-F) GDi e (G-H) GDe. Seta longa — veia centrolobular; Seta curta — cordao de hepatocitos;
Ponta de seta — sinusoide; Asteriscos — congestdo da veia centrolobular; Seta branca —

congestdo dos sinusoides. H.E.
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Figura 2: Fotomicrografia dos rins da prole dos grupos experimentais. (A-B) GC, (C-D) GX,
(E-F) GDi e (G-H) GDe. Gr — glomérulo renal; Seta curta — espacgo subcapsular; Seta longa —

congestdo cortical; Asterisco — atrofia glomerular. H.E.
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Figura 3: Fotomicrografia do figado da prole dos grupos experimentais. (A) GC, (B) GX, (C)

GDi e (D) GDe. (E) Quantificacdo em pixels do glicogénio. Notar reducéo significativa nos

grupos que receberam inseticidas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey (p < 0,05). PAS.
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Figura 4: Fotomicrografia do figado da prole dos grupos experimentais. (A) GC, (B) GX, (C)
GDi e (D) GDe. (E) Quantificagdo em pixels de fibras colagenas. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey

(p <0,05). Picrosirius.
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Figura 5: Fotomicrografia dos rins da prole dos grupos experimentais. (A) GC, (B) GX, (C)
GDi e (D) - GDe. (E) Quantificacdo em pixels de fibras colagenas. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey

(p < 0,05). Picrosirius.
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Tabela 2. Média + desvio padrdo do percentual do parénquima lobular e ndo lobular do figado da prole aos 90
dias de vida.

Grupos GC GX GDi GDe P
Parénquima Lobular 78,11+ 1,12a 56,87 + 3,12b 59,25+ 1,44b 52,57 + 3,76b 0,0333
Parénquima N&o Lobular 21,890+ 243b 43,13+ 2,09a 40,75+ 2,16a 47,43+5,17a 0,0432

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p < 0,05).

Tabela 3. Média + desvio padrdo do didmetro do glomerular (DG), volume do glomérulo (VG) e didmetro

(DCB) e volume (VCB) da capsula de Bowman dos rins da prole aos 90 dias de vida.

Grupos GC GX GDi GDe P
DG (um) 60,19 + 3,87a 48,73 + 2,09b 46,22 +5,94b 43,15 + 2,04b 0,0104

VG (um®)  1732,09+140,13a  1022,21 + 111,20b 1103,00 + 163,33b 1046,45 + 96,91b 0,0067
DCB (um) 85,16 + 8,14a 61,26 + 7,98b 58,77 + 5,08b 62,28 + 7,15b 0,0128

VCB (um®) 26391,20 +301,88a 14673,54+ 171,81b  14599,09 + 292,45b  13987,37 + 266,76b 0,0305

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Anova one-way com post hoc de

Tukey (p < 0,05).



