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“Seja qual for o rumo que tomarmos, nosso destino esta indissoluvelmente ligado a
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(Carl Sagan)



RESUMO

A crescente utilizacdo de agrotdxicos nas plantacbes tem preocupado a populagcdo quanto aos
seus efeitos na salde humana. Metomil e cipermetrina sdo praguicidas muito utilizados na
agricultura mundial. A exposi¢do intrauterina a tais compostos pode causar danos graves a
embrides e fetos, seja pela agdo direta do composto ao atravessar a barreira placentaria, seja
por efeitos indiretos. O mecanismo de acdo desses praguicidas parece estar relacionado com
um desequilibrio no sistema de defesa antioxidante celular, causando aumento do estresse
oxidativo e danos na molécula de DNA. Os danos celulares provocados pela exposicao a
praguicidas podem ser minimizados com a utilizacdo de substdncias com potencial
antioxidante, como a melatonina. A melatonina € um neuro-hormonio que estimula a acdo de
diversas enzimas com potencial antioxidante e suprime a atividade de enzimas pré-oxidantes,
protegendo as células de danos oxidativos. Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito protetor da melatonina exdgena em ratas adultas e sua prole expostos ao
metomil e cipermetrina durante a prenhez. Foram utilizadas trinta ratas adultas divididas em
cinco grupos, a partir do primeiro dia de prenhez: Cn — controle negativo; Mth recebeu 0,02
mg/kg/dia de metomil; Cyp recebeu 0,05 mg/kg/dia de cipermetrina; MthMI recebeu 0,02
mg/kg/dia de metomil combinado com 10 mg/kg/dia de melatonina; CypMI recebeu 0,05
mg/kg/dia de cipermetrina combinado com 10 mg/kg/dia de melatonina. Ap6s o0 nascimento,
as matrizes e seus respectivos filhotes, de cada grupo experimental, foram anestesiados e
submetidos as analises. Para avaliar a presenca de danos genéticos e mutacOes, das matrizes
foram coletadas amostras de sangue e figado, da prole foram coletados também fragmentos de
encéfalo. Todos os tecidos foram utilizados para o ensaio cometa; enquanto o sangue também
foi usado para o teste do micronucleo. De modo geral, cipermetrina e metomil induziram dano
genético nas mées e na sua prole. Houve variacbes de danos de acordo com o0s testes
utilizados e com os tecidos analisados. Apés o tratamento com melatonina foi observado uma
diminuicéo significativa nos danos genéticos induzidos pela cipermetrina nas matrizes e sua
prole; no entanto, a administracdo da melatonina nao foi eficiente contra os danos genéticos
causados pelo metomil. Fragmentos do figado das matrizes também foram utilizados para
analises histomorfométricas e imunohistoquimicas (PCNA e IL-1p). A anélise histopatoldgica
no figado dos animais apresentou padrbes de normalidade, sem a presenca de infiltrados

inflamatorios, areas apoptéticas e necroticas. Entretanto, foram observados hepatdcitos
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hipertroficos e maior nimero de células hepaticas (hepatécitos). Houve um aumento na
expressdo do PCNA e da IL-1p no figado das matrizes dos grupos que receberam apenas 0s
inseticidas, e uma reducdo significativa no figado das ratas dos grupos que receberam
melatonina. Os resultados da presente pesquisa sugerem que, a exposicdo gestacional aos
inseticidas metomil e cipermetrina, mesmo que em doses consideradas seguras durante a
gestacdo, é considerado prejudicial a sadde. Por sua vez, a melatonina parece ser um agente

promissor contra a hepatotoxicidade relatada para o metomil e cipermetrina.

Palavras-chave: Figado; Ensaio Cometa; Micronucleo; Imuno-Histoquimica; Antioxidante.
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ABSTRACT

The increasing use of pesticides in plantations has been worrying the population about their
health human effects. Methomyl and cypermethrin are pesticides widely used in world
agriculture. Intrauterine exposure to such compounds can cause serious damage to embryos
and fetuses, either by direct action of the compound crossing the placental barrier or by
indirect effects. The mechanism of action of these pesticides seems to be related to an
imbalance in the cellular antioxidant defense system, causing increased oxidative stress and
damage to DNA molecules. Cellular damage from exposure to pesticides can be minimized
with the use of potentially antioxidant substances such as melatonin. Melatonin is a
neurohormone that stimulates the action of several enzymes with antioxidant potential and
suppresses the activity of pro-oxidant enzymes, protecting cells from oxidative damage. Thus,
this study aimed to evaluate the protective effect of exogenous melatonin in adult rats and
their offspring exposed to methomyl and cypermethrin during pregnancy. Thirty adult female
rats were divided into five groups from the first day of pregnancy: Cn - negative control; Mth
received 0.02 mg / kg / day of methomyl; Cyp received 0.05 mg / kg / day cypermethrin;
MthMI received 0.02 mg / kg / day of methomyl combined with 10 mg / kg / day of
melatonin; CypML received 0.05 mg / kg / day cypermethrin combined with 10 mg / kg / day
melatonin. After birth, the mothers and their respective puppies, from each experimental
group, were anesthetized and subjected to analysis. To assess the presence of genetic damage
and mutations, samples of blood and liver were collected from the matrices, and fragments of
the brain were also collected from the offspring. All tissues were used for the comet assay;
while blood was also used for testing the micronucleus. In general, cypermethrin and metomil
induced genetic damage in mothers and their offspring. There were variations in damage
according to the tests used and the tissues analyzed. After treatment with melatonin, a
significant decrease in genetic damage induced by cypermethrin was observed in the sows and
their offspring; however, the administration of melatonin was not effective against the genetic
damage caused by methomyl. Liver fragments from the matrices were also used for
histomorphometric and immunohistochemical analyzes (PCNA and IL-1p). Histopathological
analysis of the animals' liver showed normal patterns, without the presence of inflammatory
infiltrates or apoptotic and necrotic areas. However, hypertrophic hepatocytes and larger liver

cells (hepatocytes) were observed. There was an increase in the expression of PCNA and IL-
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1B in the liver of the mothers of the groups that received only the insecticides, and a
significant reduction in the liver of the rats of the groups that received melatonin. The results
of this research suggest that, the gestational exposure to the insecticides metomil and
cypermethrin, even in doses considered safe during pregnancy, is considered harmful to
health. In turn, melatonin appears to be a promising agent against the hepatotoxicity reported

for methomy! and cypermethrin.

Keywords: Liver; Comet Assay; Micronucleus; Immunohistochemistry; Antioxidant.
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dano 3 (dano moderado com material mais disperso), 4 (dano

méaximo). Adaptado de prépria autoria, 2018.

Eritrécito policromatico micronucleado (seta vermelha). Adaptado de

propria autoria, 2018.

Diferente vias de drogas mutagénicas. (1) Agentes citotdxicos

induzem uma fase de necrose precoce, (2) que evolui para uma
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Capitulo 11

FIGURA 1:

FIGURA 2:

necrose. (3) Agentes genotoxicos induzem danos ao DNA durante a
fase GO a S, (5) e pode induzir a apoptose, (6) resultando na formacéo
de corpos apoptdéticos, durante a apoptose tardia ou, (4) resultando em
danos cromossdmicos, resultando em formacdo de micronicleos
através das quebras cromossdmicas e/ou ruptura do aparato mitético.
(5 e 6) Células micronucleadas podem ser destinadas a apoptose.
Adaptado de Araldi et al. (2015).

Efeito da cipermetrina e metomil isolados e associados com a
melatonina exdgena no sangue e figado de ratas prenhes. a) Damage
index in blood by the comet assay; (b) damage frequency (in
percentage) in blood by the comet assay; (c) damage index in liver;
(d) damage frequency in liver; (e) frequency of micronuclei in
polychromatic  erythrocytes; Cn: negative control; Cyp:
cypermethrin; CypMI: cypermethrin and melatonin; Mth: methomyl,
MthMI: methomyl and melatonin. Numbers above points represent p
values statistically significant (pair-to-pair T-test with Bonferroni’s

correction). Black stars represent means.

Efeito da exposi¢cdo materna a cipermetrina e metomil isolados e
associados a melatonina exdgena no sangue, figado e cérebro da
prole de filhotes machos. a) Damage index in blood by the comet
assay; b) damage frequency (in percentage) in blood by the comet
assay; c¢) damage index in liver; d) damage frequency in liver; e)
damage index in brain; f) damage frequency in brain; g) micronuclei
frequency in polychromatic erythrocytes; Cn: negative control; Cyp:
cypermethrin; CypMI: cypermethrin and melatonin; Mth: methomyl,

MthMI: methomyl and melatonin. Numbers above points represent p
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FIGURA 3
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FIGURA 1

FIGURA 2

values statistically significant (pair-to-pair T-test with Bonferroni’s

correction). Black stars represent means.

Efeito da exposicdo materna a cipermetrina e metomil isolados e
associados a melatonina exdgena no sangue, figado e cérebro da
prole de filhotes fémeas. a) Damage index in blood by the comet
assay; b) damage frequency (in percentage) in blood by the comet
assay; c¢) damage index in liver; d) damage frequency in liver; e)
damage index in brain; f) damage frequency in brain; g) micronuclei
frequency in polychromatic erythrocytes; Cn: negative control; Cyp:
cypermethrin; CypMI: cypermethrin and melatonin; Mth: methomyl;
MthMI: methomyl and melatonin. Numbers above points represent p
values statistically significant (pair-to-pair T-test with Bonferroni’s

correction). Black stars represent means

Fotomicrografia do figado das ratas prenhes dos grupos
experimentais. A) controle; B) Metomil; C) Cipermetrina; D)
Metomil + Mel; E) Cipermetrina + Mel. Seta: Hepatocitos; Ponta de
flecha: célula de Kupffer; Asterisco: capilares sinusoidais. Coloracéo
em H&E. Aumento total em 400 x. Barra de escala = 100 pm.

Imunohistoquimica para o IL-/f no figado das matrizes dos grupos
experimentais. A) controle; B) Metomil; C) Cipermetrina; D)
Metomil + Mel; E) Cioermetrina + Mel. Notar forte marcacdo em B

e C, em relacdo aos demais grupos. F) Quantificacdo em pixels da
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FIGURA 3:

imunomarcacdo. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem
significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de
Mann Whitney (p<0,05).

Imunohistoquimica para proliferacdo celular no figado das matrizes
dos grupos experimentais. A) controle; B) Metomil; C)
Cipermetrina; D) Metomil + Mel; E) Cioermetrina + Mel. Notar
forte marcacdo em B e C e moderada em D e F, em relacdo ao grupo
controle. F) Quantificacdo em pixels da imunomarcagdo. Médias
seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste
de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05).
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CAPITULO I



1. INTRODUCAO

A agricultura brasileira tem se destacado consideravelmente nos ultimos anos, e
em consequéncia a este crescimento ha uma maior utilizagdo de quantidades de
agrotoxicos para otimizar a producédo agricola. Desde o ano de 2008 o Brasil ja liderava
o ranking mundial no consumo de agrotdxicos. No entanto, o uso indiscriminado dos
agrotoxicos representa um grave risco para a saude humana e meio ambiente (SOARES;
FREITAS; COUTINHO, 2005; VEIGA, 2012; FELEMA; RAIHER; FERREIRA, 2013;
PELAEZ; DA SILVA; ARAUJO, 2013; CARNEIRO et al., 2015).

O aumento da utilizacdo de inseticidas agricolas pode resultar em graves
consequéncias para os individuos expostos favorecendo o surgimento de varias
desordens:  disfuncBes  neuroldgicas, doencas  neurodegenerativas, efeitos
imunossupressores, doencas cardiovasculares, doencas hepéticas, tumores, aborto e
falha na capacidade reprodutiva (CELIK et al., 2005; ; ASSAYED et al., 2010;
HERNANDEZ, 2012; RACHID; IBRAHIM, 2013; HEIKAL, 2015; SINGH et al.,
2015; KHATAB et al., 2016).

Diversos estudos demonstram que os inseticidas podem provocar malformacgdes
congénitas em fetos apoOs exposi¢do in Gtero, incluindo uma série de deformidades
morfoldgicas externas e malformacdes viscerais (FARAG; ABDEL-ZAHER; OKAZY,
2006; MATSUMOTO et al., 2010; WICKERHAN et al., 2012; MOSBAH et al., 2016).
Segundo Canturatti et al. (2008), os grupos de inseticidas que sdo amplamente
utilizados na agricultura, como 0s carbamatos e piretroides, possuem caracteristicas
lipofilicas de solubilidade que facilitam a sua passagem pela barreira placentaria,
atingindo os tecidos fetais e favorecendo a sua exposicdo durante o periodo gestacional.

Dentre os carbamatos e piretrdides mais utilizados na agricultura destacam-se o
metomil e a cipermetrina, respectivamente. O metomil (S-methyl N-
(methylcarbamoyloxy)thioacetimidate) tem sido usado com bastante frequéncia na
producéo agricola devido a sua vida relativamente curta no meio ambiente e acéo rapida
sobre a praga alvo. Entretanto, a exposicéo inadequada ao metomil exerce acgdes toxicas
sobre o sistema nervoso, sendo um potente agente genotdxico capaz de induzir
anomalias cromossémicas em células de mamiferos (ANDERSEN et al., 2002; TSAI et
al., 2003; NUNES; JEANTRY; MARTY, 2004; KAUR; SANDHIR, 2006). O uso

indiscriminado da cipermetrina ((RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-
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3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate) também pode exercer nos
vertebrados diversos efeitos toxicos, acumulando-se na gordura corporal, pele, figado,
rins, glandulas adrenais, ovarios, pulmdes, sangue e coracdo (JAENSSON et al., 2007;
HU et al., 2013; YEASMIN et al., 2014; PATEL et al., 2015; KANBUR et al., 2016).

Estudos revelam que a toxicidade de alguns inseticidas esta relacionada a
geracdo aumentada de radicais livres, os quais sdo responsaveis pelo aumento do
estresse oxidativo celular e danos no tecido hepatico (EL-DEMERDASH et al., 2013;
BHATTI et al., 2014; DJEFFAL et al., 2015). O nosso organismo produz uma
variedade de substancias antioxidantes que impede a producdo aumentada desses
radicais livres e ajuda proteger o organismo contra danos oxidativos induzidos por
varios inseticidas. Estudos ja demonstram que o estresse oxidativo provocado pela
administracdo de alguns inseticidas podem ser reduzido pelo tratamento conjunto de
substancias com propriedades antioxidantes, a exemplo da melatonina (KARAOZ et al.,
2002; BHATTI; SIDHU; BHATTI, 2011; BHATTI et al., 2014; DJEFFAL et al., 2015;
IDRIS; AMBALLI; SULEIMAN, 2017).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) um dos principais produtos de
secre¢do da glandula pineal é considerada um antioxidante eficaz, capaz de neutralizar
os radicais livres antes que esses desempenhem suas atividades (REITER et al., 2003;
FERRAZO; LOOPEZ-ORTEGA, 2008). Este papel antioxidante da melatonina é
devido ao seu pequeno tamanho e lipofilicidade, pois a mesma é capaz de atravessar as
barreiras biologicas facilmente, atingindo todos os compartimentos da célula (BOUTIN
et al., 2005; ASGHARI et al., 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito protetor
da melatonina exdgena nas matrizes e seus neonatos submetidos aos inseticidas metomil

e cipermetrina durante ao periodo gestacional.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O uso de agrotoxicos no Brasil

A agricultura € uma das principais atividades econémicas do Brasil e nos
altimos anos tem avangado expressivamente com uma maior area de produgdo. Em
consequéncia a esse crescimento ha também uma maior utilizacdo de agrotoxicos com o
intuito de assegurar a produtividade. Por volta do ano de 2008, o Brasil ja havia
ganhado o titulo de um dos paises de maior consumo de agrotéxicos do mundo
(ANVISA, 2006; MIRANDA et al.,, 2007; TAVELLA et al., 2011; SANTANA;
MOURA; FERREIRA et al., 2013).

Os agrotoxicos foram desenvolvidos com o intuito de diminuir as perdas
causadas pelo ataque de pragas as plantacfes agricolas, constituindo um importante
modelo de desenvolvimento econdmico no Pais. No Brasil, a utilizacdo de agrotdxicos
se intensificou logo apds a Segunda Guerra Mundial, com a incorpora¢do de novos
produtos quimicos no mercado (D AMATO; TORRES; MALM, 2002; VEIGA, 2012).
As primeiras industrias de agrotoxicos datam de meados da década de 1940. O primeiro
inseticida moderno a ser amplamente utilizado e estudado por volta do século XX foi o
DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), descoberto pelo cientista suico Paul Miller em
1939, que ganhou o Prémio Nobel de Medicina em 1948 (CORBETT; WRIGHT;
BAILLE, 1984; ESPINOSA; THIEL, 1988).

O DDT foi inicialmente comercializado durante a segunda guerra mundial para o
combate de mosquitos vetores da maléria e da febre tifo. Posteriormente, foi difundido
para a agropecuaria devido ao seu baixo preco e especificidade a pragas alvo. Por volta
do ano de 1945, a utilizacdo do DDT se intensificou bastante em todo territorio
brasileiro, porém o seu uso indiscriminado ao longo dos anos causou sérias
consequéncias para 0 meio ambiente e salde dos individuos expostos (ESPINOSA;
THIEL, 1988; D AMATO; TORRES; MALM, 2002; SILVA; HOCHMAN, 2011). Em
meados de 1960 houve uma grande demanda de DDT para otimizacdo da agricultura e
maior producdo. Apesar das sérias consequéncias causadas a satde humana e ao meio
ambiente com a exposi¢cdo ao DDT somente no ano de 2009 € que foi proibida a
fabricacédo, a importacdo, a exportacdo, a manutencdo em estoque, a comercializagdo e o

seu uso em todo territorio brasileiro. Embora a sua comercializacdo ja tivesse sido
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proibida em varios paises por volta da década de 1970 (ESPINOSA; THIEL, 1988; D
AMATO; TORRES; MALM, 2002; BYARD et al., 2015; HARADA et al., 2016).

Em 1962, a pesquisadora Rachel Carson ja havia alertado a populacdo norte-
americana quanto aos riscos inerentes a utilizacdo do inseticida DDT. Rachel Carson
lancou em 1962 o livro conhecido como Silent Spring (Primavera Silenciosa), que
contribuiu para o banimento do pesticida DDT nos Estados Unidos, em 1972, porém, o
seu uso no territorio brasileiro continuou bastante difundido e somente em 2009 ele foi
completamente proibido em todo o territorio nacional. O famoso livro Silent Spring
inspirou uma ampla preocupagdo quanto a saude publica e poluicdo do ambiente
natural, alertando para os perigos que a utilizacdo inadequada do DDT e demais
organoclorados poderia representar ao meio ambiente (MOURA, 2008; MOURA,
2015).

Entre as décadas de 1960-1970, o Brasil comegou a adotar um “modelo”
agricola voltado para o rapido desenvolvimento econémico, tendo como meta produzir
cada vez mais em um curto periodo de tempo (BALSAN, 2006). O Brasil utilizou tantos
defensivos agricolas, que no ano de 1975 foi instituida a criacdo do Programa Nacional
de Defensivos Agricolas (PNDA) pelo Ministério da Fazenda. Esse programa tinha por
objetivo tornar o pais autossuficiente na producdo de defensivos agricolas, ja que a
grande maioria dos produtos era obtida por meio da importacdo. O programa foi capaz
de promover uma grande expansdo das inddstrias do ramo (PORTO; SOARES, 2012).
De acordo com dados obtidos por Paschoal (1979), houve um grande investimento na
producdo de agrotdxicos entre os anos de 1975 e 1979, periodo do PNDA, nessa época
0 Brasil gastou em torno de US$ 2 bilhdes ao ano, enquanto que, antes da criagdo do
PNDA eram gastos, em média, US$ 300 milhdes.

O aumento consideravel no volume de agrotéxicos aplicados nas plantacGes
agricolas tem trazido uma série de transtornos relacionados a salde humana e ao meio
ambiente, que resultam no aparecimento de intoxicacdes de diferentes graus, atingindo
agricultores, consumidores, e varias espécies de vegetais e animais (SOARES;
FREITAS; COUTINHO, 2005; RIBAS; MATSUMURA, 2009). Estima-se que no ano
de 2008 mais de 80% dos agricultores brasileiros utilizavam defensivos agricolas para
combater pragas e doencas relacionadas a producdo, e com isso aumentar a
produtividade, o que contribuiu para aumentar os riscos de intoxica¢gdes (PEDLOWSKI
etal., 2012).
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Somente na década de 80 que a legislacdo brasileira para o uso e controle de
agrotoxicos comecou a ser mais formalizada com a criacdo da Lei dos Agrotéxicos do
Brasil. A lei n° 7.802/89, que rege o processo de registro de um produto agrotéxico,
regulamentada pelo Decreto n° 4.074/02 foi reconhecida como um grande avanco do
ponto de vista da protecdo da saude publica e do meio ambiente. A “Lei Federal dos
Agrotoxicos” como ficou conhecida é considerado um referencial legal mais
importante, ela s6 permite o registro de um novo produto de agrotéxico se esse for
comprovadamente igual ou de menor toxicidade aos que ja sdo registrados para o
mesmo fim (BRASIL, 1989; GARCIA; BUSSACOS; FISHER, 2005). Atualmente, o
uso de agrotoxicos em todo o territdrio brasileiro, bem como o controle de sua
concentracdo no meio ambiente é normatizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, popularmente conhecida como ANVISA, e pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2011; ANVISA, 2017; CONAMA, 2018).

2.2 Definicao e classificacéo dos agrotdxicos

Os agrotoxicos sdo destinados a preservar a fauna e a flora de ataques e/ou danos
ocasionados por outros seres vivos nocivos. Esses produtos englobam uma ampla gama
de substancias de origem quimica e/ou natural, que podem ser classificadas de acordo
com a espécie alvo que controlam, com base na estrutura quimica das substancias
ativas, e efeitos relacionados a saide humana e ao meio ambiente (BRASIL, 2002;
BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; CASSAL et al., 2014).

De acordo com a Lei 7.802/89 regulamentada pelo Decreto n° 4.074/02, em seu
artigo 2°, inciso I, os agrotoxicos séo definidos como sendo:

“Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos” (BRASIL, 2002).

E imprescindivel conhecer a classificacdo dos diversos tipos de agrotoxicos

existentes, quanto ao seu principio ativo, modo de acdo, alvo, toxicidade e o grupo
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quimico a que eles pertencem. Essa classificacdo é de extrema importancia para o
diagnostico correto das intoxicagdes e para o tratamento especifico. Estima-se que no
Brasil exista uma ampla gama de principios ativos em diversas formula¢Ges comerciais
distintas (SANTOS; CAMARA, 2002; MIRANDA et al., 2007; PERES; MOREIRA,;
DUBOIS, 2003; RIBEIRO et al., 2014). Os agrotoxicos apresentam uma constitui¢cao
basica em sua formulacéo, a qual é composta pelo ingrediente ativo, termo usado para
descrever os compostos responsaveis pela atividade biolégica desejada, e por aditivos e
diluentes (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). Com base na sua finalidade de uso sobre os
organismos-alvo, 0s agrotoxicos, podem ser classificados como: inseticidas, utilizados
no controle de insetos; fungicidas, funcdo de destruir ou inibir fungos; herbicidas,
aplicado no combate as plantas invasoras; acaricidas, funcdo de eliminar acaros;
nematicidas, empregado na destruicdo de nematoides; raticidas, utilizados no combate
de ratos e outros roedores; dentre outros (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; CASSAL et al.,
2014).

Até 0 ano de 1989 a obtencdo do registro de agrotdxicos no Brasil era feita
apenas por meio de analises toxicoldgicas e com base na sua eficiéncia agrondmica. No
entanto, logo apos a regulamentacdo da Lei n° 7.802/89, pelo Decreto n° 4.074/02,
comecou a ser exigida uma avaliacdo e classificacdo do potencial de periculosidade
ambiental (BRASIL, 2002; PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003). No Brasil, a
classificacdo toxicolégica dos agrotoxicos é classificada em classes distintas, que
variam de | a IV, de acordo com os perigos que eles podem representar para a saude
humana, como: classe | - produtos extremamente toxicos; classe Il - produtos altamente
toxicos; classe Il - produtos medianamente toxicos; e a classe V- produtos pouco
toxicos. Essa classificagdo toxicoldgica é baseada em estudos da DL50 (dosagem letal
50%), que é definida como a dose necessaria de uma dada substancia tdxica (como
agrotoxico) para matar 50% de uma determinada quantidade de animais testados.
Ressaltando ainda que, o rétulo das embalagens de agrotdxicos deve conter a classe
toxicoldgica a qual ele pertenga, sendo atualmente representada por uma faixa colorida
equivalente a sua toxicidade (Figura 1) (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003;
PASCHOARELLI; DOS SANTOS MENEZES, 2009; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

Os agrotoxicos também podem ser avaliados quanto ao ser grau de toxidade
ambiental ou potencial de periculosidade ambiental (PPA), classificados em quatro
classes: classe | - produtos altamente perigosos ao meio ambiente; classe Il - produtos
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muito perigosos ao meio ambiente; classe Il - produtos perigosos ao meio ambiente e a
classe IV- produtos pouco perigosos ao meio ambiente (PERES; MOREIRA; DUBOIS,
2003). De acordo com o Decreto n® 4.074/02, Artigo 7°, inciso |1, é de responsabilidade
do Ministério do Meio Ambiente realizar essa avaliacdo ambiental, estabelecendo suas
classificacGes quanto ao potencial de periculosidade ambiental por meio do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Ainda
com base neste decreto, compete ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, Artigo 5°, inciso |, realizar a avaliacdo da eficacia agronémica dos
agrotoxicos; e ao Ministério da Saude, Artigo 6° inciso I, executar a avaliacdo e
classificacdo toxicoldgica (BRASIL, 2002; ARAGAO, 2017).

Classe toxicologica Toxicidade DLS0 (mg/Kg) Faixa colorida

| Extremamente 0xico <5 _
I Altamente t0xico Entre 550 Amarela

[ ediamente (xico Enlre 50 500 Al
V Pouco toxico Entre 500 ¢ 5.000

Figura 1. Classificacdo toxicoldgica dos agrotdxicos com base na dose letal
50% (DL50). Adaptado de Peres; Moreira; Dubois (2003).

A classificacdo quimica dos agrotéxicos é realizada com base na composicédo
quimica do seu principio ativo e sdo divididos em organicos e inorganicos. Os
agrotoxicos organicos sao aqueles que apresentam atomos de carbono em sua estrutura
quimica, e que podem ser divididos em sintéticos (aqueles fabricados sinteticamente) ou
naturais (obtidos da natureza). Ja os agrotdxicos inorganicos possuem em sua estrutura
quimica a presenca de compostos de varios elementos toxicos, como 0s metais pesados:
0 arsénico, mercurio, chumbo e cobre (CARAPETO, 1999; BRAIBANTE; ZAPPE,
2012). Existe uma ampla variedade de nomenclaturas com base na estrutura quimica
dos agrotoxicos, a depender do tipo de praga-alvo que é empregado. A classificacdo
quimica dos principais grupos de agrotdxicos sdo: Carbamatos, Organoclorados,
Organofosforados, Piretrdides, Ditiocarbomatos, Triazinas, Fenois, entre outros
(CARAPETO, 1999; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).
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2.3 Agrotdxicos em estudo

2.3.1 Metomil

O metomil (Mt), S-metil-N-(metilcarbamoiloxi)tioacetimidato, de formula molecular
CsH1002N2S, pertencente ao grupo quimico do Metilcarbamato de oxima (Carbamatos)
(Figura 2). E altamente solGvel em agua (57,9 g L™) e pode facilmente causar
contaminacdo das aguas subterraneas em areas agricolas, com uma meia vida que pode
ultrapassar 50 semanas ap6s a aplicagdo no ambiente (STRATHMANN; STONE, 2001;
FARRE et al., 2002).

H3C\NJ<O CHs

H O—N
S—CHs;

Figura 2. Férmula estrutural do Metomil. Adaptado de Aktar et al. (2011).

Foi introduzido em 1966 pela Du Pont e atualmente é o ingrediente ativo de
diversas formulagdes comerciais, como: Lannate®, Methomex® e Nudrin®. O seu uso
como inseticida e acaricida € autorizado pela ANVISA e indicado principalmente na
aplicacdo foliar das culturas de algoddo, couve, brocolis, repolho, batata, milho, soja,
trigo e tomate (HENAO; COREY, 1986; LU; HEE, 1998; MALATO et al., 2002;
AKTAR et al., 2011; SCOY et al., 2013; ANVISA, 2018).

O Mt é classificado pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude), EPA
(Environmental Protection Agéncia, USA) e CE (Comissdo Europeia) como um
inseticida muito toxico e perigoso de uso restrito ou classe | (extremamente toXico)
(VAN SCOY et al., 2013; ANVISA, 2018). A escolha de inseticidas que pertencem a
classe quimica dos carbamatos, como é o caso do Mt, esté relacionada a forte atividade
bioldgica destas substancias, considerando também o seu tempo de meia-vida

relativamente curta no meio ambiente. (CHARPENTIER; FOURNIER, 2001). Apesar
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das vantagens que esse inseticida apresenta o0 seu uso constante e incorreto pode resultar
em serias consequéncias para a saude humana. (NUNES; JEANTRY; MARTY, 2004).

O Mt atua como um inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE) presente em
vertebrados e insetos, e desta maneira hidrolisa 0 neurotransmissor acetilcolina, o que
causa perturbacdo na transmissao dos impulsos nervosos. Similar a outros carbamatos
ele reage com as esterases e sofrem hidrolises. Apesar da inibicdo da enzima AChE, a
sua reativacdo € relativamente rapida e espontanea, dependendo da dose exposta.
Inicialmente durante esse processo de inibicdo ocorre em primeiro momento um
complexo reversivel entre o carbamato e a AChE, seguido da reacdo irreversivel de
carbamilacdo da AChE, e, por fim, a decarbamilacdo por hidrdlise, liberando assim a
AChE original e o carbamato (Figura 3) (KUHR; DOROUGH, 1976 FARRE et al.
2002; NUNES, JEANTRY e MARTY, 2004; MANSOUR et al., 2009; JOKANOVIC,
2009; SHALABY; EL ZORBA; ZIADA, 2010; DIAS et al., 2015; ARAUJO;
SANTOS; GONSALVES, 2016).

Carbamato Hidrolise lenta
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Figura 3. Processo de interacdo e inibicdo entre o AChE e o Metomil.
Adaptado de Patrick (2009).

Apesar de ndo se acumular no organismo de maneira irreversivel e possuir uma
rapida distribuicdo nos tecidos e 6rgdos corpdreos, a sua contaminacdo pode ser feita
tanto pela via de contato ou forma sistémica. A metabolizacdo do Mt se dar no figado de
maneira relativamente rapida através de trés mecanismos basicos: hidrolise, oxidacao e
conjugacdo. O restante é excretado pelos rins e também pode ser eliminado pelas fezes
(DUPONT, 2018). A biotransformacédo no organismo exposto pode ocorrer por trés vias

distintas. Na primeira via ocorre o deslocamento da porcdo de S-metil pela glutationa
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resultando em transformacGes enzimaticas, que dara origem aos derivados do acido

mercaptarico; A via dois acontece por

meio da hidrolise da S-metil-N-

hidoxitioacetimidato (um metabolito do Mt), que logo é convertido em diéxido de

carbono; A terceira e Ultima via envolve a isomerizacdo do isbmero syn-metomil para o

isdmero anti-metomil liberando acetonitrila. O acido mercapturico é o principal resido

liberado na urina, enquanto que a acetonitrila € o principal residuo resultante do figado e
sangue (figura 4) (HUHTANEN; DOROUGH, 1976; FAO\WHO, 1986).
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Figura 4. Vias metabdlicas do metomil em mamiferos. Adaptado de FAO\WHO

(1986).
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2.3.2 Cipermetrina

A cipermetrina (Cp) [(RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-
(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate] (Figura 5), com a seguinte
forma molecular: C22H19CI2NO3, € uma substancia pertencente ao grupo dos piretroides
sintéticos do tipo Il, devido a auséncia ou presenca de um grupo ciano na porcédo
fenoxibenzil. Pode ser isolada a partir de flores da espécie Chrysanthemum
cinerariaefolium e outras espécies de plantas, sendo um derivado das piretrinas (DOS
SANTOS; AREAS; REYES, 2007; JAENSSON et al., 2007).

A Cp é uma molécula do tipo a-cyano que contéem trés centros quirais (carbono
1 e 3 do ciclopropano e carbono o da porgédo alcool) e pode constituisse de uma mistura
racémica composta por até oito isbmeros: quatro denominados Cis-Cipermetrina e
quatro denominados Trans-Cipermetrina. A toxicidade da mistura racémica vai variar
de acordo com a proporcao cis/trans utilizada na formulagéo do inseticida. Os isbmeros
cis apresentam uma toxicidade bem mais elevada em relacdo aos isdbmeros trans, e por
isso, formulagGes com maior teor de isdmeros Cis sdo mais eficazes na agricultura
(HUTSON et al., 1981; DOS SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

KY* 0

Figura 5. Formula estrutural da Cipermetrina. Adaptado de Dos Santos; Areas;
Reyes (2007).

O uso dos piretroides sintéticos iniciou-se na década de 70 e desde entdo vem
ganhando popularidade. E um inseticida bastante utilizado na agricultura e em saude
publica devido a ser bem eficaz no combate de pragas, e por apresentar uma persisténcia
moderada no ambiente. Produtos que contétm a Cp como principio ativo sdo

classificados como altamente toxicos, tanto para 0 meio ambiente quanto para 0s
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individuos expostos (classe 11) (POLAT et al., 2002; COLLINS; CAPPELLO, 2005). A
biotransformacdo da Cp ocorre rapidamente no organismo de mamiferos,
principalmente no figado. A reacdo inicial de desintoxicagdo € por meio da clivagem de
ésteres hidroliticos e vias oxidativas, através do sistema enzimatico Citocromo P450. A
biotransformacdo resulta na formacéo de cianidrinas, que se decompdem em cianetos e
aldeidos, substancias que podem induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio
(WIELGOMAS; KRECHNIAK, 2007).

O uso indiscriminado dos piretroides, a exemplo da Cp, pode ocasionar a
producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio, mediada por meio da peroxidacao
lipidica, e aumentar a concentracdo de calcio citosolico (que ocorre devido ao efeito
direto dos piretroides nos canais de célcio) levando a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade (KALE et al., 1999; IDRIS; AMBALI; AYO, 2012).

2.4 Toxicologia dos agrotoxicos em estudo

A intoxicacdo por agrotdxicos ndo é apenas um problema no Brasil, ela tem
propor¢Bes mundiais. O uso indiscriminado dos agrotoxicos na agricultura podem
determinar efeitos drésticos sobre a satide humana, dependendo do tempo de exposicao
e do tipo de produto utilizado (NASRALA NETO; DE CASTRO LACAZ; ANTONIO
PIGNATI, 2014; CARNEIRO, et al., 2015). De acordo Frank et al. (2004), sempre
existiu pouco interesse em investigar as reais consequéncias do uso excessivo desses
produtos para a salde humana e sua seguranca na agricultura. A grande importancia se
dava no desenvolvimento de novas tecnologias, para aumentar a produ¢cao agropecuaria,
sem considerar 0s seus impactos a salde e a seguranca dos individuos expostos.

Segundo a Toxicologia toda substancia quimica pode ser considerada toxica em
certas condicdes de exposi¢do, entretanto, para toda substéncia deve existir alguma
condicdo de exposicdo, que seja considerada segura com relacdo a salde humana
(BARROS; DAVINO, 2008; LEMONICA et. al., 2008). Alguns casos de intoxicacdo
humana causadas pelo Mt ainda ndo sdo amplamente estudados, embora ja se tenha
relatos de envenenamentos em algumas localidades agricolas (TSATSAKIS et al. 2001;
TSAI et al., 2003; MORIYA; HASHIMOTO, 2005; DA SILVA-FILHO et al., 2008;
KINOSHITA et al., 2013).
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As intoxicacOes ocasionadas pelo Mt, assim como por outros ineticidas, pode se
da por vérias vias de transmissdo, como pela via oral, através da ingestdo de residuos
presentes nas frutas e verduras consumidas in natura; pela exposicao dérmica; e/ou por
inalacdo, durante a aplicagédo do produto no campo. Uma vez absorvidos pelo organismo
ele é rapidamente distribuido por todos os tecidos e érgdos do corpo, atingindo elevadas
concentracbes no figado e rins (TSATSAKIS et al, 2001; STOPPELLI;
MAGALHAES, 2005; ARAUJO et al., 2007; KANBUR et al., 2016).

No Brasil existem Vvarios relatos de intoxicagfes de pessoas logo apos a
exposicdo ao Mt. Tsatsakis et al. (2001) registraram um caso em que um homem de 60
anos de idade foi contaminado apds a inalacdo e absorcdo transdérmica pela
pulverizacdo do inseticida. Os exames clinicos revelaram altas concentracbes na
corrente sanguinea logo apds a exposicdo (1,6 mg L™). Também existem diversos
registros de pessoas intoxicadas entre os anos de 1992 a 2002 na microrregido de
Dourados, Mato Grosso do Sul (PIRES, CALDAS e RECENA, 2005).

Em 2008, no municipio de Sobral/CE/Brasil, foram relatados varios casos de
intoxicacdo exdgena em pessoas que consumiram tapiocas produzidas com fécula de
mandioca contaminada pelo Mt. Os sintomas mais frequentes entre os intoxicados
foram vomitos, sudorese, dor abdominal e diarreia (DA SILVA-FILHO et al., 2008).
Geralmente, a taxa de mortalidade para os casos de envenenamento com carbamatos é
relativamente baixa, mas, mortes decorrentes de intoxicagdes pelo Mt j& foram
relatadas. Um relato de caso de doenga cardiaca e toxicidade foram evidenciados apds
exposicdo em curto prazo com o Mt, causando lesdo miocardica direta e disfuncéo
cardiaca (SAIYED et al., 1992; TSATSAKIS et al., 1996; LEE et al., 2011; LEE et al
2015).

Mansour et al. (2009) observaram um aumento da atividade da AChE e maiores
niveis de peroxidacdo lipidica, logo apds a exposicdo de ratos machos ao Mt. Estes
resultados evidenciam que tal exposicdo é capaz de induzir um aumento de radicais
livres e danos oxidativos no organismo. Um aumento da atividade da AChE também foi
encontrada por Zhao et al (2015). A exposi¢do ao Mt pode causar danos renais, estresse
oxidativo, perturbagdes no sistema de defesa antioxidante e alteracdes histopatologicas
em rins, segundo o estudo de El-Demerdash et al. (2013). Tal exposicdo também pode
ser capaz de aumentar significativamente a peroxidacao lipidica nos rins dos animais, 0s
niveis de ureia, acido urico e creatinina no soro (EL-DEMERDASH et al., 2013).
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O Mt altera o sistema de defesa antioxidante enzimatico celular, particularmente
nas atividades das enzimas catalase, glutationa transferase e glutationa peroxidase
(DJEFFAL et al., 2015). Estudos tém demonstrado que o Mt também apresenta um forte
potencial genotdxico, capaz de causar danos na molécula de DNA, incluindo a presenca
de micronucleos, aberragdes cromossdmicas e trocas de cromatides-irmds. Além de
induzir apoptose celular in vitro em concentracdes subletais (PATEL et al., 2006;
SINGH et al., 2011; MURANLI, 2013; GUANGGANG, et al., 2013).

Assim como o Mt, a exposicdo a Cp pode resultar diversas complicagdes no
sintoma nervoso. As complicacdes no sistema nervoso surgem em decorréncia das
alteracdes nos canais de sddio das células, interferindo na abertura e no fechamento dos
canais ionicos e interrompendo a transmissao do impulso nervoso. Efeito semelhante ao
observado nas intoxica¢Ges por DDT. Em alguns casos extremos pode até levar a morte
induzida por parada respiratéria (SANTOS; AREAS; REIS, 2008; RIGHI;
BERNARDI; PALERMO-NETO, 2008; KLAASSEN; WATKINS, 2009; BHATTI et
al., 2014).

A Cp pode ser rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal logo apds a sua
administracdo pela via oral, dérmica, ou respiratoria. Por ser um inseticida de natureza
lipofilica, a Cp, j& foi encontrada em varios tecidos e 6rgdaos (SODERLUND et al.,
2002; TIAN et al., 2008; CANTURATTI et al. 2008). Em concentra¢fes relativamente
elevadas pode agir sobre o complexo receptor inotropico do acido y-aminobutirico
(GABA), que é o principal neurotransmissor inibidor no cérebro de vertebrados. Este
inseticida liga-se aos receptores do GABA e acaba bloqueando os canais de cloro,
impedindo que o cloro entre no axénio e interrompa o impulso nervoso. A intoxicacao
por Cp também pode prolongar a abertura dos canais de sddio sensiveis a voltagem,
causando alteracdo da propagacdo dos impulsos nervosos dos neurdnios e induzindo a
neurotoxicidade (ABALIS; ELDEFRAWI; ELDEFRAWI, 1986; GIRAY; GURBAY;
HINCAL, 2001; MANNA et al., 2005; DAVIES et al., 2007; KUMAR SINGH et al.,
2012).

Alteracdes genéticas e histopatoldgicas foram registradas no figado e rins de
animais expostos a 12mg/kg de peso corpéreo de Cp. As analises bioquimicas
revelaram um aumento nos niveis séricos de albumina, uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e perfil lipidico (SOLIMAN; ATTIA;
ELLA, 2015). A Cp induziu peroxidacéo lipidica no figado de animais expostos a uma
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dose unica de 170 mg/kg do inseticida. A exposi¢cdo provocou um aumento expressivo
nos niveis séricos de malondialdeido e uma diminuicdo dos niveis de glutationa
(GIRAY; GURBAY; HINCAL, 2001). Os seus efeitos no figado e rins também foram
investigados através de parametros bioquimicos. A administracdo de 125 mg/kg
aumentou os niveis de malondialdeido e glicose, diminuiu os niveis de triglicerideos e
atividade de enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (ERASLAN et al. 2008).

A Cp atravessa facilmente a barreira sangue-cérebro e entra na via nigro-
estriatal. Em doses baixas e exposi¢ches de curto prazo 0 Seu UsSO parece Ser
relativamente seguro. Ela rapidamente é eliminada pelo organismo, no entanto, o
tratamento repetido e por periodos prolongados aumenta a sua concentracdo no cérebro,
conduzindo a abertura prolongada dos canais i0nicos e interferindo na transmisséo dos
impulsos nervosos (SINGH et al., 2011; SINGH et al., 2012). A sua exposi¢ao também
pode produzir efeitos toxicos em mamiferos com doses subletais. Nair et al. (2011)
constataram alteragcbes microscopias e areas necroticas: no cérebro, medula espinal,
esdfago, estbmago, intestino, figado, rim, pulmdes e coracdo de ratos machos
submetidos a Cp.

2.4.1 Efeitos do metomil sobre o desenvolvimento reprodutivo

Somente a partir da segunda metade do século XX foi que se instalou uma
preocupacao crescente quanto ao efeito das substancias quimicas sobre 0s organismos
em fase de desenvolvimento, embrido ou feto (SCHULER-FACCINI, 2002). Durante o
periodo gestacional a maioria dos agentes quimicos atravessa facilmente a barreira
placentaria e, dessa maneira, pode-se considerar que a exposi¢cdo materna a agentes
externos, entre esses 0s agentes quimicos, como 0s agrotoxicos, pode resultar em efeitos
drasticos sobre um organismo passivo, alvo secundario desses agentes, que € 0
organismo a se desenvolver (embrido e/ou feto) (Figura 6) (WEBSTER; FREEMAN,
2001; LEMONICA et. al., 2008). A exposicdo a estes agentes pode desencadear em
diferentes respostas, que pode variar desde a um efeito anti-implantacéo, alteracdes
funcionais e/ou morfoldgicas, retardo geral no desenvolvimento, malformacdes, e até
mesmo levar a morte (WEBSTER; FREEMAN, 2001; LEMONICA et. al., 2008). Estas

disfuncdes podem ser causadas pela acédo direta do agente tdxico sobre o embrido e/ou
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feto, ou até mesmo, através da acdo sobre o organismo materno (HANSEN;
YANKOWITZ, 2002; BERNARDI, 2003).

Os efeitos gerados na fase pré-natal podem levar a distarbios irreversiveis,
principalmente a exposi¢do no periodo da organogénese, que é uma das fases mais
suscetiveis ao aparecimento de anormalidades no desenvolvimento, pois as alteracdes
sdo produzidas durante a formacdo e/ou diferenciacdo dos orgaos (LO; FRIENDMAN,
2002; BERNADI, 2003). Estudos que investigam os efeitos dos agrotdoxicos em
populacOes ndo diretamente vinculadas com a cadeia produtiva dessas substancias sao
de extrema importadncia para compreender a interacdo com o0 organismo. O uso
indiscriminado dos defensivos agricolas é considerado na atualidade um grave problema
de salde publica (FARIA; FASSA; FACCHINI, 2007; DE REZENDE CHRISMAN et
al., 2009; DE MM BOCCOLINI et al., 2013; KRAWCZYK et al., 2014; DA SILVA,
DE MELLO; OTERO, 2016).
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Figura 6. Efeitos gerados em decorréncia da exposicdo materna a agentes
quimicos. Adaptado de Lemonica et. al. (2008).

Na década de 90, Hasan et al. (1990), j& estudava os efeitos fetotoxicos da
exposicdo ao Mt durante o periodo gestacional, em especial, no periodo da

organogénese. A administracdo oral de 1,0 mg/kg e 5,0 mg/kg em ratas prenhes causou

39



reabsorcdo precoce nos fetos expostos e diminui¢cdo no peso médio da ninhada. A
menor dose resultou em hiperplasia do coracdo e figado, e alteracGes esqueléticas na
prole. A administracdo prolongada deste inseticida, nestes niveis, durante 70 dias
sucessivos, diminuiu o peso relativo dos testiculos, vesiculas seminais, glandulas
prostaticas e viabilidade dos espermatozoides, o que pode resultar em perda na
capacidade reprodutiva do animal.

A toxicidade induzida por Mtl em testiculos de ratos machos causa dréstica
reducdo nos niveis séricos de testosterona, com diminuicdo na qualidade do esperma e
dano testicular. As anormalidades observadas foram em decorréncia da parada
incompleta da espermatogénese devido a diminuicdo do hormdnio testosterona (SAKR
et al., 2018). A administragdo de Mt em animais machos maduros sexualmente gera
diminuicdo no indice de fertilidade, nos niveis de testosterona serica, na motilidade e
contagem espermatica. O Mt pode aumentar expressivamente 0s niveis de genes
responsaveis pela inducdo de apoptose (caspase-3, caspase-9, Tp53 e Bcl2) em células
testiculares (HEIKAL, 2015).

A sua acgdo teratogénica foi observada em animais tratados com diferentes
dosagens. Este estudo aponta 0 metomil como sendo um desregulador endécrino, que
afeta o peso corporal e o ciclo estral dos animais. Além disso, sugere que 0 metomil tem
efeito teratogénico/embriotoxico nos animais expostos durante o periodo da
organogénese (TOLEDO et al., 2019). O efeito do Mt durante o desenvolvimento
folicular ovariano e a fertilidade foram testados em modelo animal por Shanthalatha et
al. (2012). A administracdo de 5mg/kg de formulacdo comercial Lannate®, durante 90
dias, resultou em uma diminuicdo significativa nos orgdos relacionados com a
capacidade reprodutiva (ovarios, Gtero e tubas uterinas). Os resultados também indicam
que essa dosagem testada é suficiente para provocar a perda dos foliculos ovarianos e
causar infertilidade. O tratamento de 28 dias com diferentes doses de Mt é capaz de
produzir toxicidade materna e embriotoxicidade, com reducdo significativa no nimero
de sitios de implantacdes, numero de fetos vivos por ninhada e, uma maior incidéncia
de embrides mortos (MOKHTAR et al., 2013).

Ratas Wistar tratadas com o Mt de formulacdo Lannate® durante a gestacéo
apresentaram diminuigdes significativas nos niveis de progesterona, tamanho da
ninhada, indice de gestacdo, peso médio dos neonatos e peso relativo dos ovarios.
Exames histopatoldgicos da glandula suprarrenal e ovarios revelaram alteraces quanto
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a estrutura e organizacdo dos componentes celulares, com vacuoliza¢do das células da
glandula suprarrenal, bem como alteracbes degenerativas com poucos foliculos
saudaveis e muitos foliculos atrésicos em diferentes estagios de desenvolvimento nos
ovarios (RACHID; IBRAHIM, 2013). Parametros bioquimicos, histologicos e
reprodutivos também foram estudados por Mosbah e colaboradores em 2016. O Mt
aumentou significativamente o nivel de colesterol, glicose, creatinina, ureia, AST e
ALT, enquanto ocorreu uma reducdo no nivel de proteinas totais. Os animais
apresentaram um declinio no nivel de progesterona, altera¢Ges no indice reprodutivo e
um aumento no namero de foliculos atrésicos do ovario e do corpo luteo degenerativo,
comprovando a sua toxicidade reprodutiva (MOSBAH et al., 2016). Esses resultados
demonstram que a exposicdo ao praguicida deve ser feita com precaucdo,
especialmente, durante o desenvolvimento reprodutivo, pois, pode ocasionar efeitos

deletérios no organismo exposto.

2.4.2 Efeitos da Cipermetrina sobre o desenvolvimento reprodutivo

A Cp também pode induzir uma variedade de efeitos neurotoxicos,
imunotdxicos, genotdxicos, embriotoxicos e fetotdxicos, em varios sistemas
experimentais ja testados (GIRAY; GURBAY; HINCAL, 2001; SUMAN;
NARAVANENI; JAMIL, 2005; CANTURATTI et al. 2008; MURANLLI, 2013). A sua
toxicidade reprodutiva também é uma grande preocupagdo, considerando que a
espermatogénese humana pode ser vulneravel a exposicdo cronica de produtos
quimicos, mesmo que em baixissimas concentracbes (SHARMA; HUQ; SINGH et al.,
2014). A exposicdo durante a puberdade interrompe a sintese de testosterona através da
reducdo da proteina reguladora aguda da estereidogénese (StAR) nos testiculos de ratos
(WANG et al., 2010).

Estudos mostram que a Cp diminui significativamente a fertilidade, reduz o
numero de sitios de implantacdes e quantidade de fetos vidveis, além de causar
alteragdes no ovério e no Gtero. Muito pouco se conhece sobre o mecanismo de
toxicidade reprodutiva induzida por esse inseticida, no entanto, sabe-se que ele pode
atuar sobre os diferentes 6rgdos do organismo (KHATAB et al., 2016). A exposi¢do

durante a gravidez pode afetar o estado metabolico materno e causar consequéncias no
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desenvolvimento fetal. A administracdo de diferentes doses (21.25 mg/kg, 42.5 mg/kg,
65 mg/kg e 85 mg/kg) em 5% de 6leo vegetal durante a gestacdo de ratas prenhes e seus
descendentes foi avaliado por Madu, 2015. Os animais que receberam doses mais
elevadas apresentaram sintomas atipicos, como a hipersalivagdo, irritabilidade,
convulsdo, dificuldade respiratéria e até mesmo a morte. A administracdo também
induziu uma diminuicdo no peso corporal, congestdo vascular e hemorragia em
diferentes érgdos.

A administracdo oral de baixas doses (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5 mg/kg) da Cp
em ratas prenhes conduziu mudangas no complexo enzimatico citocromo P 450, em
regibes do cérebro. Essas alteracdes no complexo enzimaético citocromo P 450 acaba
afetando a biotransformacdo destas drogas no organismo, e sua consequente
acumulagdo nos tecidos corporeos (SINGH et al., 2015). Varias alteragdes metabolicas e
redox levando a prejuizos fisioldgicos maternos e a alteragbes metabolicas fetais
ocorreu em decorréncia do baixo consumo da Cp. Parametros bioguimicos plasmaticos,
marcadores de lipidios do figado e estresse oxidativo foram determinados em animais
expostos a uma dieta contendo 0,02 mg/kg/dia do inseticida durante toda a gestacdo. A
exposicao induziu um aumento no peso corporal e nos niveis plasméticos de glicose e
lipidios, bem como nas atividades plasmaticas das enzimas aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase e fosfatase alcalina nas ratas prenhes e seus recém-nascidos.
Todos os animais provenientes da gestacdo apresentaram estresse celular oxidativo e
alteracdo do estado oxidante-antioxidante (HOCINE et al., 2016).

A exposicdo pés-natal em descendentes de mées alimentadas com dieta padrédo
contendo Cp durante a gestacdo e lactacdo induz diversas alteracbes metabolicas e
desequilibrio no estado oxidante/antioxidante. Altos  niveis de  proteinas
carbonilicas e malonaldeido, e baixos niveis de antioxidantes nos eritrdcitos, figado e
rim sdo encontrados (GHORZI et al., 2017). Os efeitos da Cp no cérebro também ja sdo
conhecidos. A exposicdo uterina e lactacional a baixas doses do inseticida leva a
defeitos de desenvolvimento neuroldgico em camundongos machos (LAUGERAY et
al., 2017). A exposicdo pré-natal induz toxicidade no neurodesenvolvimento e defeitos
na corticogénese, sendo capaz de reduzir a proliferacdo, maturacdo e diferenciacdo
neuronal (GUO et al., 2018).

Os efeitos da exposicdo subcronica da Cp no ovéario e endométrio também foi
investigado, bem como o envolvimento da apoptose na sua toxicidade. A Cp pode
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suprimir o numero de células foliculares e desencadear o afinamento do endométrio por
meio da apoptose, causando um comprometimento na reproducdo desse animais em
estudo (WARDANI et al., 2019). Obinna e Agu (2019) investigou o efeito da Cp sobre
0s parametros reprodutivos na maturidade sexual de fémeas expostas na fase
perinatal. O seu efeito na geracdo F1 ndo causou danos no ciclo estral das ratas em
estudo e também néo apresentou alteracdes dos hormonios sexuais, exceto, pelo LH, o
que pode ocasionar um efeito deletério da maturidade sexual em decorréncia da
exposicdo. Diversas outras pesquisas comprovam os efeitos indesejaveis da exposicao a
Cp em qualquer uma das fases do ciclo reprodutivo, atuando em diversos 6rgaos do
organismo (ASSAYED et., 2010; SALLAM et al., 2015; ZHOU et al., 2018).

2.5 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um neuro-horménio produzido
principalmente pela glandula pineal, aléem de outros 6rgdos em menores quantidades,
como a retina, cérebro, figado, testiculos, ovarios e trato gastrointestinal, por exemplo, e
apresentam uma acdo local importante nesses 0rgdos extra-pineal que sdo sintetizadas
(REITER et al., 2003; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). Quimicamente, a
melatonina € um hormonio que pertence ao grupo das indolaminas, a qual é sintetizada
a partir de um aminodcido essencial encontrado em proteinas, o triptofano. Devido ao
seu pequeno tamanho e carater lipofilico esse horménio pode facilmente atravessar as
barreiras bioldgicas, atingindo todos os compartimentos da célula por meio do processo
de difusdo (BOUTIN et al., 2005; ASGHARI et al., 2016).

Uma das caracteristicas mais singulares da melatonina é seu ritmo circadiano em
vertebrados, com seu pico secretdrio a noite e niveis baixos durante o dia.Sua secre¢ao
estd diretamente relacionada com varios processos biologicos, regulacdo do ciclo
circadiano de claro/escuro (sono/vigilia), regulacdo do sistema imunoldgico, regulacédo
cardiovascular, regulacdo da reproducdo, hemostasia corporea. Além dessas funcdes ja
mencionadas, a melatonina, também apresenta efeitos antitumorais em diferentes tipos
de neoplasias, apresentando-se como uma molécula de elevado poder antioxidante
(REITER et al., 2003; SOARES et al., 2003; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005;
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GONZALEZ et al., 2008; BHATTI et al., 2011; HARDELAND et al., 2011; BHATTI
et., 2014).

A via metabdlica da biossintese da melatonina envolve uma cascata de eventos
que se inicia com a captacdo do amino&cido triptofano na corrente sanguinea pelos
pinealdcitos, o qual é convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela acdo da enzima
triptofano-5-hidroxilase. O 5-hidroxitriptofano é descarboxilado pela acdo da enzima 5-
hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD) formando assim a serotonina. A serotonina
é convertida a N-cetilserotonina (NAS) por meio da reacdo de acetilagdo da enzima N-
acetiltransferase (NAT). Por fim, a enzima citosélica hidroxindol-O-metiltransferase
(ASOMT) catalisa a reacdo de conversdo da N-acetilserotonina, que finalmente dara
origem a melatonina (Figura 7) (CARPENTIERI et al., 2012).
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Figura 7. Via metabdlica da sintese de melatonina. Adaptado de Carpentieri et
al. (2012).
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As duas principais vias de metabolizacdo da melatonina ocorrem no figado e
cérebro, no entanto, a melatonina circulante € metabolizada principalmente no figado,
por meio de isoenzimas do sistema citocromo p450 (CYP1Al, CYP1lA2 e
possivelmente CYP2C19), través de uma via classica de hidroxilacdo. As enzimas do
sistema citocromo p450 sdo responsaveis por catalisar a formacdo de 6-hidroxi-
melatonina, que sofre uma conjugacdo com o acido glucurénico ou sulfato. Seu
principal metabdlito a ser excretado é o 6-sulfatoxi-melatonina. A excrecdo do 6-
sulfatoxi-melatonina ocorre por meio da via renal. Sua vida média no organismo varia
entre 30 e 60 minutos (CORDIOLI; GALLOIS; ISOLAN, 2015).

A melatonina pode alcancar facilmente diversos compartimentos celulares
através da acdo direta de mediadores especificos ou ndo. Existem trés sitios de ligacédo
para a melatonina no organismo, os receptores MT1, MT2 e MT3. Os receptores de alta
afinidade MT1 e MT2 encontra-se presente em diversos 0rgaos e estdo acoplados a
proteina G. Estes receptores tém cerca de 350 e 362 aminoacidos de comprimento,
respectivamente, com pesos moleculares calculados de 39kDA e 40kDA. O receptor
MT3 pertence a familia das enzimas quinona redutase 2. A familia de receptores de
melatonina ainda conta com um receptor 6rfdo, o GPR50 (DUBOCOVICH et al., 2003;
SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003; HADERLAND, 2013). Os tecidos dotados de
receptores de melatonina funcionais MT1 e/ou MT2 totalmente caracterizados incluem,
a retina, nacleo supraquiasmatico, pars tuberalis, artérias cerebrais e periféricas, rim,
figado, coracdo, pancreas, cortex adrenal, testiculos, células imunes e demais 6rgéos.
Essa producdo extra pineal de melatonina por outros 6rgdos geralmente ocorre de forma
ndo ritmica, sendo dependente de estimulos especificos, podendo atuar de maneira
autocrina ou paracrina. Além da infinidade de locais em que a melatonina pode atuar,
por ser uma molécula de natureza anfifilica, ela pode facilmente atravessar a membrana
das células através de mecanismos de captacdo ativa ou ndo (DUBOCOVICH;
MARKOWSKA, 2005; SALLINEN et al., 2005; HADERLAND, 2013).

2.5.1 Efeito protetor da melatonina contra agrotdxicos

A melatonina € considerada um potente eliminador de radicais livres devido a
sua baixa toxicidade, boa biodisponibilidade em todos os 6rgdos do corpo, alta

seguranca no seu uso, e solubilidade desejavel em fases organicas e aquosas. Estudos
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tém confirmado que a melatonina € um agente promissor na minimizacdo de lesdes
induzidas pelo uso de agrotoxicos (BHATTI; SIDHU; BHATTI, 2011; BHATT et al.,
2014; DE ALMEIDA et al., 2016; ASGHARI et al., 2017). As altas concentracdes de
melatonina nas mitocondrias € uma provavel explicacdo para a sua capacidade de
resistir ao estresse oxidativo e a apoptose celular. Ha evidéncias confiaveis para sugerir
que a melatonina deve ser classificada como um antioxidante de alvo mitocondrial
(REITER et al., 2016).

O estresse oxidativo é o principal mecanismo através do qual os agrotdxicos
exercem toxicidade nos individuos expostos. Acredita-se que o estresse celular ocorre
quando os pesticidas induzem alteracdes no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, no
sistema nervoso autbnomo, nas citocinas e na ativacdo do eixo imunoneuroendocrino,
gerando estresse oxidativo e levando ao comprometimento do metabolismo celular
(ASGHARI et al., 2017). Bhatti, Sidhu e Bhatti (2011) confirmaram o efeito protetor de
10 mg/kg de melatonina exdgena contra 0 estresse oxidativo induzido pela
administracdo intraperitoneal de Atrazina (300 mg/kg) em eritrécitos de ratos, por um
periodo de 21 dias.

Sarabia et al. (2011) avaliaram a capacidade espermética de ratos expostos a
uma dose aguda do inseticida Diazinon, juntamente com uma administracdo prévia de
melatonina (10 mg/kg), para investigar o seu papel antioxidante em células
espermaticas. A administracdo de melatonina antes da exposi¢cdo ao Diazinon evitou
alteragdes dos pardmetros espermaticos analisados: contagem de espermatozoides,
morfologia das células espermaticas e diminuicdo nos niveis de peroxidacao lipidica.

O tratamento em conjunto de 25 mg/kg de Diazinon e melatonina reduziu o
estresse oxidativo e o comportamento de ansiedade provocado pelo inseticida em
questdo. Os animais diminuiram os niveis de malondialdeido (MDA) e fator de necrose
tumoral (TNF-a), e aumentou atividade da enzima glutationa peroxidase cerebral,
corroborando para o seu papel antioxidante (AHMED; AHMED; EL-MORSY, 2011).
Estudos comprovam que a coadministracdo com melatonina diminui os danos no
sistema nervoso provocados por inseticidas. A melatonina foi capaz de reduzir a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, consequentemente, aumentam o
estresse oxidativo levando a oxidacédo de lipidios e proteinas, dano a molécula de DNA
e apoptose (GHAYOM et al., 2015).
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Os efeitos antioxidantes da melatonina contra os danos provocados pela
administracdo do inseticida metomil ainda ndo sdo bem esclarecidos na literatura.
Popovska-Gorevsk et al (2017) apontam para um novo mecanismo de a¢do envolvendo
alguns inseticidas pertencentes a classe quimica dos carbamatos e a melatonina. Esse
mecanismo de acdo pode provocar alteracdes do equilibrio homeostatico dos principais
processos reguladores, como o0 mecanismo de defesa antioxidante, por meio da ligacdo
direta dos inseticidas aos receptores de melatonina nas células. Alguns carbamatos,
como sdo o caso do carbaril e carbofurano, apresentam uma alta afinidade aos
receptores de membrana da melatonina (MT1 e MT2), com uma maior preferéncia ao
receptor MT2, afetando a sinalizacdo da melatonina na célula e dessa maneira reduzindo
o seu efeito antioxidante (POPOVSKA-GOREVSK et al., 2017).

J& o efeito protetor da melatonina exdgena contra a toxicidade induzida pela
exposicao a cipermetrina é relatado em alguns poucos estudos com modelos animais na
fase adulta (BHATTI et al., 2014; IDRIS; AMBALI; AYO, 2012; IDRIS; AMBALI;
SULEIMAN, 2017). Danos cerebrais provocados pela cipermetrina foram minimizados
pelo tratamento conjunto com a melatonina por um periodo de 12 semanas (IDRIS;
AMBALI; SULEIMAN, 2017). Bhatti et al. (2014) constataram o papel protetor da
melatonina na dose de 10 mg/kg contra a hepatotoxicidade induzida pelo consumo de
25 mg/kg de cipermetrina. A coadministracdo da melatonina por meio da via oral

durante quatro semanas foi capaz de reduzir os danos oxidativos no tecido hepatico.

2.6 Bioensaios utilizados na detec¢do de danos na molécula de DNA

A homeostase de um sistema bioldgico pode ser perturbada pela exposicdo a
substancias mutagénicas, que afetam varios processos vitais, como a replicacdo do DNA
e a transcricdo génica. Essas substancias capazes de causar lesbes no material genético
sdo conhecidas como genotoxicas e podem ser potencialmente mutagénicas ou
cancerigenas, especialmente aquelas que causam mutacdo genética contribuindo para o
desenvolvimento de tumores (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006; GREIM,;
ALBERTINI, 2015).

No organismo existem diferentes mecanismos e estratégias para suportar ou até
mesmo consertar os efeitos causados no material genético das células em decorréncia da

exposicdo a agentes mutagénicos. No entanto, quando os danos nao sdo removidos
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resultam no aparecimento de desordens no genoma, as mutacdes, que podem ser
transmitidas através de varias geragdes, causar apoptose e/ou necrose, ou até mesmo
levar a morte celular (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006; GREIM; ALBERTINI,
2015). A utilizacdo de bioensaios, como 0 ensaio cometa e teste do microndcleo, para
auxiliar na deteccdo de danos no material genético tem permitido o conhecimento de
uma ampla gama de agentes quimicos e/ou naturais com potencial genotdxico e
mutagénico (BUCKER; CARVALHO; ALVES-GOMES, 2006; BENEDETTI et al.,
2013; GUANGGANG et al., 2013; GOLDONI et al., 2014; ZALATA et al., 2014;
CARBAJAL-LOPEZ et al., 2016; OKONKO; IKPEME; UDENSI, 2016; DE
QUADROS et al., 2017).

2.6.1 Ensaio cometa ou eletroforese de gel em célula Gnica

Durante a Gltima década, o ensaio cometa vem se tornando uma ferramenta cada
vez mais usada por investigadores interessados em areas de pesquisa que variam de
humano & biomonitoramento ambiental. O ensaio cometa ou também denominado de
eletroforese em gel de célula Unica, é uma técnica relativamente rapida e de grande
sensibilidadel para medir a quebra de DNA em ceélulas individuais de mamiferos
(MCKELVEY-MARTIN et al., 1993; TICE et al., 2000). Foi inicialmente realizado no
ano de 1984 e posteriormente modificado por Singh e colaboradores em 1988. Ostling e
Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica de eletroforese de
microgel para detectar danos no DNA ao nivel de célula Unica. Em sua técnica, as
células inseridas em agarose foram colocadas em uma lamina de microscopio, e em
seguida, as células foram lisadas por detergentes e sal elevado, e as moléculas de DNA
submetidas a eletroforese sob condicdes neutras. Células com uma maior frequéncia de
quebras de fita dupla de DNA apresentaram maior migracdo de DNA para o anodo
(MCKELVEY-MARTIN et al., 1993; TICE et al., 2000).

A nova proposta do ensaio cometa realizada por Singh e colaboradores no ano
de 1988 foi em condigdes alcalinas, com um pH >13, para detectar os danos no DNA de
células individuais. As células em estudo sdo inicialmente misturadas em gel de agarose
sob uma lamina de microscopia e lisadas com detergente e solugdes salinas para a lise
celular. Este procedimento permite a desespiralizacdo do DNA e a liberacdo dos

fragmentos por meio de solucdes alcalinas. Posteriormente, as laminas sdo submetidas a
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eletroforese para migracdo dos fragmentos de DNA e deteccdo de danos ao material

genético analisado com base no comprimento da cauda (Figura 8). Esta nova verséo do

ensaio permitiu um refinamento da técnica, com uma maior sensibilidade para a
identificacdo dos agentes genotoxicos (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993; TICE et
al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

--

Figura 8. Classes de danos do ensaio cometa proveniente de linfocitos de acordo
com a quantidade e tamanho de fragmentos de DNA. Dano 0 (sem dano); dano 1 (pouco
dano evidenciado); dano 2 (dano moderado); dano 3 (dano moderado com material mais

disperso); 4 (dano maximo). Adaptado de prépria autoria, 2018.

Em Comparagcdo com outros ensaios de genotoxicidade, a técnica apresenta
diversas vantagens em relacdo a outros testes mutagénicos ja testados, que incluem:
maior sensibilidade para detectar baixos niveis de danos no DNA; exigéncia de
pequenos numeros de células por amostra; baixo custo; maior facilidade de aplicacéao; e
um periodo relativamente curto (alguns dias) necessario para a obtencdo de resultados.
Mesmo com o passar do tempo, esta técnica continua a ser Util em diversas areas de
pesquisa cientifica e monitoramento populacional (TICE et al., 2000; LEE; STEINERT,
2003). Diversos trabalhos na literatura ja utilizam a técnica, tanto in vitro, quanto in
vivo, em varias espécies de modelo animal: Peixes (GADHIA; PRAJAPATI; GADHIA,
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2016), Ratos (DE SOUSA COELHO et al., 2018), Camundongos (MATSUYAMA;
KITAMOTO; TOMIGAHARA, Y 2018), Drosophila (OLAKKARAN et al., 2018) e

outros.

2.6.2 Teste do microndcleo

Muitas substancias apresentam capacidade mutagénica interferindo no processo
de divisdo celular. O teste do micronlcleo é um teste citogenético, que consiste na
investigacdo de células previamente expostas a esses agentes mutagénicos, com a
finalidade de detectar possiveis alteracfes cromossémicas. O principio do teste é
um aumento da frequéncia de eritrocitos policromaticos com micronucleos na célula
investigada (Figura 9). Preferencialmente, para a analise da frequéncia dos
microndcleos se utiliza células de mamiferos provenientes da medula éssea ou sangue
periférico. O teste do microndcleo, assim como o teste cometa, é considerado bastante
confiavel nos métodos citogenéticos (FLORES; YAMAGUCHI, 2009).

Figura 9. Eritrécito policromatico micronucleado (seta vermelha). Adaptado de

prépria autoria, 2018.

O processo de formacdo de micronucleos pode ser originado através dos efeitos
clastogénicos e aneugénicos durante a divisdo celular. Cromossomos inteiros que nado
foram incluidos no ndcleo principal da célula (aneugénese), ou até mesmo fragmentos
de cromossomos acéntricos (clastogénese), podem permanecer no citoplasma da célula
durante a divisdo celular e ser envolvido por um envoltorio nuclear, adquirindo
caracteristicas semelhantes as do nucleo principal, com excec¢édo do seu tamanho menor,

originando assim, o micronucleo (ARALDI et al., 2015) (Figura 10).
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Figura 10. Diferentes vias de drogas mutagénicas. (1) Agentes citotoxicos

LATE °.

induzem uma fase de necrose precoce, (2) que evolui para uma necrose. (3) Agentes
genotoxicos induzem danos ao DNA durante a fase GO a S, (5) e pode induzir a
apoptose, (6) resultando na formacdo de corpos apoptoticos, durante a apoptose tardia
ou, (4) resultando em danos cromossomicos, resultando em formagao de micronucleos
através das quebras cromossdmicas e/ou ruptura do aparato mitético. (5 e 6) Células
micronucleadas podem ser destinadas a apoptose. Adaptado de Araldi et al. (2015).

O termo micronucleo foi introduzido em 1951 relacionado a fragmentos
acéntricos expelidos do ndcleo principal das células em estagios tardios da anafase,
sendo também conhecido como corpusculos de Howell-Jolly. Somente no ano de 1970,
Boller e Schimid, propuseram o0s micronucleos como um teste de citogenética e
empregaram em eritrocitos policromaticos de medula 6ssea e linfocitos. Quando
comparados com outros testes aneugénicos e clastogénicos o teste do micronicleo
apresenta diversas vantagens em relacdo aos demais, pois incluem um baixo custo no
procedimento realizado e rapidez nas analises (FLORES; YAMAGUCHI, 2009;
ARALDI et al., 2015). Diversos trabalhos com agrotoxicos mostram a eficiéncia do
teste na deteccdo de efeitos mutagénicos (PASTOR et al., 2003; KOCAMAN;
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TOPAKTAS, 2010; DE CASTILHOS GHISI; DE OLIVEIRA; PRIOLI, 2016; DE
SOUSA COELHO et al., 2018; ACOBSEN-PEREIRA et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o efeito protetor da melatonina exdgena em neonatos nascidos de
matrizes submetidas as formulacbes comerciais dos inseticidas metomil e cipermetrina

com base na ingestdo diaria aceitavel.
3.2. Especificos
o Avaliar os danos genotoxicos nas células do sangue e figado das matrizes e, dos

neonatos, bem como no cérebro dos neonatos, por meio do ensaio cometa.

o Verificar a frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos no sangue

periférico das matrizes e dos neonatos;
o Analisar alteragdes histopatoldgicas no figado das matrizes;

o Analisar alteragdes nos hepatdcitos e células de Kupffer através de métodos

morfométricos.

o Quantificar a expressdo a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) e interleucina-1 (IL-1B) no figado das matrizes.
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RESUMO

Mulheres gravidas podem se expor a praguicidas de modo ocupacional ou incidental, o
que tem sido apontado como possivel causa de problemas na satde de recém-nascidos.
Cipermetrina e metomil sdo inseticidas cujos compostos ativos e metobdlitos podem
causar danos a saude de mulheres gravidas e do concepto. Ambos contribuem com o
aumento da concentracdo de agentes oxidantes que danificam o DNA, causando
mutagdes. Tais mutagdes podem levar a problemas no desenvolvimento do feto e na
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salde de recéem-nascidos. Assim, 0 uso de substancias antioxidantes como a melatonina
poderia servir de protecdo contra danos genéticos, diminuindo os problemas causados
pelos inseticidas. Aqui, avaliamos o efeito protetor da melatonina exdgena em ratas
adultas e sua prole expostas ao metomil e a cipermetrina durante o periodo gestacional.
Trinta ratas adultas foram divididas em cinco grupos a partir do primeiro dia de
prenhez: Cn — controle negativo; Mth recebeu 0,02 mg/kg/dia de metomil; Cyp recebeu
0,05 mg/kg/dia de cipermetrina; MthMI recebeu 0,02 mg/kg/dia de metomil combinado
com 10 mg/kg/dia de melatonina; CypMI recebeu 0,05 mg/kg/dia de cipermetrina
combinado com 10 mg/kg/dia de melatonina. Das maes foram coletadas amostras de
sangue e figado; da prole foram coletados também fragmentos de encéfalo. Todos os
tecidos foram utilizados para 0 ensaio cometa; enquanto o sangue também foi usado
para o teste do microndcleo. Os resultados demonstram que cipermetrina e metomil
induzem danos genéticos significativos nos tecidos das mées e da prole. O tratamento
com melatonina diminuiu significativamente os danos genéticos induzidos pela
cipermetrina nas mdes e nos filhotes; entretanto, ndo foi eficiente contra os danos
genéticos causados pelo metomil. Assim, a melatonina pode ser considerada um agente
promissor para a diminuicdo dos efeitos genotoxicos induzidos pela cipermetrina, mas
parece ineficiente em ralacdo aos efeitos genotéxicos provocados pelo metomil,

provavelmente por diferencas no metabolismo de cada praguicida.

Palavras-chave: carbamatos; piretroides; antimutagénese; exposigéo intrauterina

ABSTRACT

Exposure of pregnant women to pesticides in an occupational or incidental manner has
been pointed out as a possible cause of health problems in newborns. Cypermethrin and
methomyl are insecticides whose active compounds and metabolites can cause harm to
the health of pregnant women and their offspring. Both contribute to increases in the
concentrations of oxidizing agents that damage DNA, causing mutations. Thus, the use
of antioxidant substances, such as melatonin, could serve as protection against genetic
damage, reducing the problems caused by insecticides. Here, we evaluated the
protective effect of exogenous melatonin in adult rats and their offspring exposed to
methomyl and cypermethrin during the gestational period. Thirty adult rats were
divided into five groups from the first day of pregnancy: NC - negative control, Mth
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received 0.02 mg/kg/day of methomyl, Cyp received 0.05 mg/kg/day cypermethrin,
MthMI received 0.02 mg/kg/day methomyl combined with 10 mg/kg/day melatonin,
and CypMI received 0.05 mg/kg/day cypermethrin combined with 10 mg/kg/day
melatonin. Blood and liver samples were collected from the dams; blood, liver, and
brain samples were collected from the offspring. All tissues were used for comet assay;
blood was used for micronucleus test. Our results demonstrate that cypermethrin and
methomy!l induce significant genetic damage in the tissues of dams and offspring.
Treatment with melatonin significantly reduced cypermethrin-induced genetic damage
in dams and pups; however, melatonin was not effective against the genetic damage
caused by methomyl. Thus, melatonin may be considered a promising agent for the
reduction of genotoxic effects induced by cypermethrin but appears to be inefficient
against the genotoxic effects caused by methomyl, probably due to differences in the

metabolism of each pesticide.

Keywords: Carbamates; Pyrethroids; Antimutagenesis; Intrauterine exposure

1. Introducéo

Na Gltima década o Brasil se tornou 0 maior consumidor de praguicidas no mundo
com crescimento de cerca de 190% no periodo. Apesar de contribuir com o
aperfeicoamento da producdo agricola, praguicidas causam transtornos a saude das
pessoas e das populacdes, além de desequilibrios na biota [1, 2]. Dentre os danos a
salde, cancer, desordens neuroldgicas, desregulacdo endocrina e danos no sistema
reprodutivo sdo comumente relacionados a exposi¢do a praguicidas [2, 3]. Além disso, a
exposicdo intrauterina a tais compostos pode causar danos graves a embrides e fetos,
seja pela acdo direta do composto ao atravessar a barreira placentéria, seja por efeitos
indiretos como a producdo intensa de radicais livres como consequéncia do
metabolismo desses compostos [4, 5].

Metomil e cipermetrina séo inseticidas muito utilizados na agricultura mundial. O
metomil é um carbamato cujo efeito nos organismos-alvo acontece principalmente por
inibicdo da acetylcholinesterase, mas que tem sido reportado também como inibidor de
enzimas como a superoxide dismutase e a glutathione S-transferase, importantes na
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) [6]. Esse inseticida € considerado
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bastante toxico, sobretudo porque € convertido a acetonitrila e finalmente a cianeto
pelos sistemas de detoxificagdo microssomal, principalmente no figado [7]. Por sua vez,
a cipermetrina (um piretroide) é considerada pouco toxica e, em insetos e mamiferos,
causa hiperexcitacdo nervosa, disparando despolariza¢Ges persistentes ou repetitivas ao
interferir em GABA-gated chloride channels, nicotinic ACh receptors, and intercellular
gap junctions [8]. Além disso, a cipermetrina também interfere na acdo de enzimas dos
sistemas antioxidantes, como a glutationa-S-transferase, a aspartato aminotransferase e
a fosfatase alcalina [9]. Assim, tanto a cipermetrina quanto o metomil parecem
apresentar acOes que interferem nos sistemas celulares antioxidantes, causando aumento
do estresse oxidativo e danos celulares como peroxidacdo lipidica e danos nas
moléculas de DNA [6, 10, 11, 12]. No entanto, o estresse oxidativo e suas
consequéncias podem ser diminuidas pela agdo de substancias antioxidantes naturais ou
sintéticas.

A Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) tem sido reportada como um
poderoso antioxidante natural. Trata-se de um neuro-horménio, produzido
principalmente pela glandula pineal, capaz de penetrar em todos os compartimentos
celulares. Apresenta efeito antioxidante direto porque reage com ROS e os elimina, e
tem um efeito indireto porque estimula enzimas antioxidantes [13, 14, 15]. O efeito
protetor da melatonina tem sido amplamente estudado, inclusive frente a efeitos toxicos
de praguicidas [16, 17, 18, 19, 20]. Mais especificamente, efeitos genotoxicos induzidos
por agentes que estimulam o estresse oxidativo também parecem ser diminuidos pela
acdo da melatonina [21]

Assim, o estresse oxidativo e 0 consequente dano genético podem explicar 0s
achados que demonstram defeitos congénitos em fetos e recém-nascidos de maées
expostas a piretroides ou carbamatos. Nesse contexto, agentes antioxidantes como a
melatonina poderiam reduzir o risco de problemas anatémicos ou fisioldgicos causados
pela exposicdo intrauterina a tais inseticidas. Tanto os danos genéticos como a acao
protetora de compostos antigenotdxicos podem ser avaliados por testes amplamente
utilizados como o ensaio cometa e o teste do micronucleo em sangue periférico. O teste
de micronucleos consiste na analise da frequéncia de micronlcleos em eritrécitos
policrométicos (PCE) no sangue de animais expostos experimentalmente a agentes cuja
genotixicidade se quer analisar. O teste € sensivel a agentes clastogénicos e aneugéncos
e é recomendado por agéncias reguladoras e muito usado em estudos desse tipo [22]. O
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ensaio cometa é muito sensivel e é usado para deteccdo de quebras duplas, sitios acali-
labeis e ligacdes cruzadas; o sistema de reparo de DNA em geral age nesses danos, mas
reparos errdneos podem levar a mutagdes estabelecidas; portanto, quanto mais danos
uma dada substancia induzir, maior a probabilidade de muta¢cdes no DNA. Aqui, nos
usamos o ensaio cometa e o teste do micronucleo para avaliar, em ratas e sua prole, 0s
danos geneéticos causados por cipermetrina e metomil, além de avaliar o efeito protetor

da melatonina exdgena frente aos efeitos genotoxicos dos praguicidas.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

O presente estudo utilizou 30 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), com 90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 230 + 30
g, provenientes do biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os animais foram mantidos em
caixas adequadas de polipropileno com ambiente climatizado a temperatura controlada
de 22 + 1°C, expostas a luz por um fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, com
alimentacdo e agua ad. Libitum. As ratas foram acasaladas e divididas aleatoriamente
nos grupos experimentais. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFRPE (CEUA — UFRPE), com licenca de
namero 109/2016.

2.2. Acasalamento e diagnostico da prenhez

Para o acasalamento, as fémeas foram colocadas para acasalar na propor¢édo de
um macho para cada duas fémeas, no inicio da noite (18:00h). No dia seguinte, no
periodo da manh& (06h), foram realizados exames colpocitoldgicos para a confirmagéo
do acasalamento e diagnostico da prenhez. Para a confirmacdo do acasalamento foi
considerado a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal ao exame
microscopico. As primeiras 24 horas apos a confirmacdo do acasalamento foram

consideradas como primeiro dia de prenhez.

2.3. Grupos experimentais
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Apbs a confirmacdo do acasalamento, as fémeas foram distribuidas em cinco
grupos, contendo seis animais cada: Cn — Ratas prenhes que receberam apenas agua
destilada; Mth — Ratas prenhes que receberam apenas metomil na concentragédo de 0,02
mg/kg/dia; Cyp — Ratas prenhes que receberam apenas cipermetrina na concentragao de
0,05 mg/kg/dia; MthMI — Ratas prenhes que receberam 0,02 mg/kg/dia de metomil
combinado com 10 mg/kg/dia de melatonina; CypMI — Ratas prenhes que receberam

0,05 mg/kg/dia de cipermetrina combinado com 10 mg/kg/dia de melatonina.

2.4. Administracdo dos inseticidas

Os tratamentos de todas as ratas prenhes foram realizados diariamente, durante
todo o periodo gestacional (uma dose por dia durante aproximadamente 21 dias), por
gavagem intragastrica. As matrizes dos grupos Mth, Cyp, MthMI e CypMI receberam
as doses dos inseticidas metomil (Lannate BR® DuPont, 215 g/L) e cipermetrina
(Cyptrin 250 CE® Nufarm, 250 g/L) de acordo com a IDA (ingestdo diaria aceitavel)
recomendados pelo Comité Conjunto FAO/OMS [23,24].

2.5. Administragdo da melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi
realizado diariamente nas ratas dos grupos MthMI e CypMI durante os 21 dias de
gestacdo. Para administracdo, a melatonina foi dissolvida na dgua de beber dos animais
em tratamento e as garrafas de &gua foram envolvidas com papel aluminio para protegdo

contra a luz [25].

2.6. Coleta dos materiais biologicos

Ap6s o nascimento, no primeiro dia de vida, as matrizes e 12 filhotes (seis
machos e seis fémeas) de cada grupo experimental foram anestesiados com
hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular. O
sangue e figado das matrizes, bem como o sangue, figado e cérebro dos neonatos foram
coletados para avaliagdo da frequéncia de danos no DNA através do ensaio cometa. O
sangue coletado também foi utilizado para avaliagdo de mutacGes no DNA por meio do
teste do micronucleo. Para utilizacdo das células sanguineas, 1 mL de sangue foi
coletado por puncdo cardiaca e diluido em PBS (tampdo fosfato salino). Partes do
figado e do cérebro foram coletadas e mergulhadas em tampédo de suspensdo celular
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frio. Posteriormente, esses pedacos foram fragmentados em 1 mm de diametro,
utilizando-se tesoura de aco inoxidavel adequada. Em seguida, agitados delicadamente e
adicionado a um novo tampdo. As amostras foram novamente picotadas até que o
tampdo se tornasse turvo e transldcido, indicando que grande parte das células hepéticas
e nervosas foi desprendida. Aproximadamente 1 mL da suspensdo celular coletada foi
acondicionada em microtubos e levados a geladeira até o momento do preparo das

laminas para o ensaio cometa.

2.7. Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por Tice
et al. [26] Primeiro, 15 pl da suspensdo de células (sangue, figado e cérebro) foram
adicionados a 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo previamente aquecida e
mantida a temperatura de 37°C [27]. As amostras foram depositadas em duas laminas de
vidro previamente preparadas com agarose padrdo. Em seguida, as laminas foram
cobertas com laminulas e levadas a temperatura de 4°C por 10 minutos para
solidificagdo da agarose com as células.

Apos a solidificagdo, as laminulas foram removidas e as Iaminas colocadas em
cubas contendo uma solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1%
Triton X-100, 10% DMSO, com pH 10) e mantidas em geladeira por 48 horas. Apos a
etapa de lise celular, as amostras foram transferidas para uma cuba horizontal contendo
solucdo de tampdo alcalino gelado (1M NaOH e 200 mM sal dissédico EDTA, pH 13) e
mantidas em descanso por cerca de 20 minutos, para desnaturacdo do DNA.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a eletroforese durante 20 minutos, com
corrente de +300 mA e diferenca de potencial de 32 V.

Logo ap6s a corrida eletroforética, as [aminas permaneceram durante 15 minutos
em tampéo de neutralizacdo (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) e depois foram fixadas por 5
minutos em alcool etilico absoluto. Para a revela¢do do dano no DNA, as laminas foram
coradas com 30 pL de solucdo de brometo de etidio (0,0002%, p/v) e cobertas com
laminulas. Todas as etapas descritas anteriormente foram realizadas sob a luz vermelha.

A andlise dos possiveis danos ao DNA foi realizada em microscopio de
florescéncia (Zeiss-Imager, M2), com ampliacdo de 400X, utilizando-se o filtro Alexa
Fluor 546. Foram examinadas um total de 100 nucleoides por animal. Para cada
nucleoide analisado, os danos no DNA foram classificados em cinco classes distintas de

79



acordo com o dano observado: 0 = sem dano visivel; 1 = dano minimo; 2 = dano médio;
3 = dano medio com cauda mais longa; 4 = dano maximo).

Os resultados foram expressos em indice de dano (ID) e frequéncia de danos
(FD%). O valor obtido para cada individuo pode variar de 0 (totalmente intacta: 100
células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4), denominado de (ID) por animal,

calculado da seguinte maneira:

ID total = 0 (n° classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3 (n° classe 3) + 4 (n°

classe 4)

A frequéncia de danos (FD%) foi determinada de acordo com a porcentagem de
todos os nucleoides com algum dano (classe 1 até classe 4) em relagdo ao total de
nucleoides contabilizados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total), seguindo a seguinte

formula:

FD = [(n° total — n° classe 0) x 100]/n° total

A viabilidade celular foi medida em cada lamina preparada pela proporcéo de
nucleoides altamente danificados (em forma de ouri¢o) sobre o total de 100 nucleoides
contabilizados. Sempre que o nimero de nucleoides em forma de ourico for maior do
que 20% dos do total de nucleoides, a amostra é descartada (COLLINS et al., 2008).

2.8. Teste do Microndcleo

A mutagenicidade do metomil e cipermetrina também foi analisada por meio do
teste do micronucleo em sangue periférico. 5 pL do sangue de cada animal foi coletado
e posto em trés laminas histoldgicas, previamente preparadas com o corante laranja de
acridina. Em seguida, as laminas foram cobertas com uma laminula, a fim de espalhar
uniformemente o material biolégico [28].

A analise do material foi realizada utilizando o microscépio de fluorescéncia
Zeiss-Imager M2, com objetiva de 40X, com filtro Alexa Fluor 488. Foram avaliadas a
proporcao de eritrécitos policromaticos (EPC) e a frequéncia de microndcleos presentes
em tais células. A proporcdo de eritrocitos policroméaticos em relagdo aos eritrocitos
totais foi estabelecida pela formula: EPC/(EPC+ENC), em que ENC significa
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eritrocitos normocromaticos. Para a determinacdo da frequéncia de microndcleos, foram
contabilizados 2.000 eritrocitos policromaticas por amostra, incluindo dentro desse

total, a presenca de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPM) (OECD,2016).

2.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos no ensaio cometa e teste do microndcleo em cada um dos
grupos experimentais foram comparados pelo Teste Kruskal-Wallis com analise a
posteriori utilizando-se a estratégia de fazer testes t par-a-par com correcdo de
Bonferroni. Os grupos foram comparados entre si pelo teste de Wilcoxon para se
verificar a eficiéncia dos testes. Foram considerados estatisticamente significativos os

valores de P < 0,05.

3. Resultados

De modo geral, cipermetrina e metomil induziram dano genético nos trés grupos
estudados: mées, filhotes machos e filhotes fémeas. Houve alguma variacdo de acordo
com os testes utilizados e com os tecidos analisados. A melatonina foi mais eficiente em
diminuir os danos genéticos induzidos pela cipermetrina; seu efeito protetor foi menor
ou inexistente quando os danos foram causados pelo metomil.

Nas mées ambos os praguicidas induziram aumento estatisticamente significativo
de micronucleos e dos pardmetros do ensaio cometa (DI and DF) no sangue e no figado
dos animais. Por sua vez, o tratamento com melatonina exdgena (10 mg/kg/dia) foi
efetivo em diminuir os danos genéticos causados pela cipermetrina, mas apenas o teste
do micronucleo demonstrou acdo protetora da melatonina contra o metomil. (FIGURA
1). A frequéncia de micronucleos, o ID e o FD no sangue e no figado do grupo CypMI
foram estatisticamente menores (p < 0,01) do que no grupo Cyp; de fato, todos os
parametros no grupo CypMI cairam aos niveis vistos no grupo Cn, com excecdo do ID
no figado; neste caso, o grupo CypMI apresentou ID no figado estatisticamente maior
do que aquele visto no grupo Cn. No grupo tratado com melatonina e metomil
(MthMI), apenas a frequéncia de micronucleos diminuiu significativamente (p = 0,017)
em relacdo ao grupo tratado apenas com metomil (Mth). Ainda assim, os valores

ficaram maiores do que aqueles vistos no grupo Cn (p = 0,011).
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Figura 1: Efeito da cipermetrina e metomil isolados e associados com a melatonina

exogena no sangue e figado de ratas prenhes. a) Damage index in blood by the comet
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assay; (b) damage frequency (in percentage) in blood by the comet assay; (c) damage
index in liver; (d) damage frequency in liver; (e) frequency of micronuclei in
polychromatic erythrocytes; Cn: negative control; Cyp: cypermethrin; CypMI:
cypermethrin and melatonin; Mth: methomyl; MthMI: methomyl and melatonin.
Numbers above points represent p values statistically significant (pair-to-pair T-test

with Bonferroni’s correction). Black stars represent means.

A exposicdo materna tanto a cipermetrina quanto ao metomil causou danos
genéticos também nos filhotes machos. Ambos os praguicidas induziram aumento
significativo (p < 0,05) na frequéncia de microndcleos e nos parametros do ensaio
cometa no sangue, figado e cérebro dos filhotes. Por sua vez, a melatonina foi eficiente
em diminuir os efeitos genotoxicos da cipermetrina nos trés tecidos analisados
(FIGURA 2). A frequéncia de microntcleos, ID e FD no figado e no cérebro foram
menores no grupo CypMI do que no grupo Cyp (p < 0,05); além disso, nesses casos ndo
houve diferenca entre o grupo CypMI e o grupo Cn. Também houve diminuicado
significativa no ID e FD no sangue do grupo CypMI quando comparado com 0 grupo
Cyp, mas nesse caso CypMI continuou apresentando mais danos genéticos do que o
grupo Cn (p < 0,05). A melatonina ndo diminuiu danos genéticos induzidos pelo
metomil; nenhum dos parametros de genotoxicidade foi menor no grupo MthMI do que

no grupo Mth em qualquer dos tecidos analisados.
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Figura 2: Efeito da exposi¢do materna a cipermetrina e metomil isolados e associados a

melatonina exdgena no sangue, figado e cérebro da prole de filhotes machos. a) Damage
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index in blood by the comet assay; b) damage frequency (in percentage) in blood by the
comet assay; ¢) damage index in liver; d) damage frequency in liver; €) damage index in
brain; f) damage frequency in brain; g) micronuclei frequency in polychromatic
erythrocytes; Cn: negative control; Cyp: cypermethrin; CypMI: cypermethrin and
melatonin; Mth: methomyl; MthMI: methomyl and melatonin. Numbers above points
represent p values statistically significant (pair-to-pair T-test with Bonferroni’s

correction). Black stars represent means.

A prole de fémeas também foi afetada pela exposi¢cdo materna a cipermetrina e ao
metomil, com aumento dos pardmetros de genotoxicidade (FIGURA 3). O tratamento
com cipermetrina nas maes induziu aumento significativo na frequéncia de
microndcleos no sangue do grupo Cyp (p = 0,035); nesse grupo, ID e FD no sangue,
figado e cérebro também foram significativamente maiores do que no grupo NC (p <
0,01). Por sua vez, o metomil induziu aumento na frequéncia de micronucleos e
aumento dos parametros ID e FD no sangue e no cérebro da prole de fémeas (p < 0,01),
mas ndo no figado desses animais. Assim como nas dams e nos filhotes machos, a
melatonina diminuiu os danos genéticos causados pela cipermetrina. O grupo de filhotes
fémeas CypMI apresentou reducdo significativa, quando comparada com o grupo Cyp,
em todos os parametros (Mn, ID e FD) nos trés tecidos analisados. Os valores de ID e
FD no sangue continuaram significativamente maiores do que os valores vistos no
grupo Cn. No entanto, o grupo CypMI apresentou valores de Mn, ID e FD no figado e
no cérebro que ndo eram significativamente diferentes do grupo Cn. Novamente, a
melatonina ndo foi eficiente em diminuir os danos genéticos causados pelo metomil;
assim como nos filhotes machos, o grupo que recebeu metomil e melatonina nao
apresentou reducdo significativa em nenhum dos ensaios (ou qualquer dos tecidos)
comparado ao grupo que recebeu apenas metomil. Inclusive, no figado houve aumento
significativo do ID no grupo tratado com metomil e melatonina quando comparado com

0 grupo que recebeu apenas metomil.
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Figura 3: Efeito da exposi¢do materna a cipermetrina e metomil isolados e associados a

melatonina exdgena no sangue, figado e cérebro da prole de filhotes fémeas. a) Damage
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index in blood by the comet assay; b) damage frequency (in percentage) in blood by the
comet assay; ¢) damage index in liver; d) damage frequency in liver; ) damage index in
brain; f) damage frequency in brain; g) micronuclei frequency in polychromatic
erythrocytes; Cn: negative control; Cyp: cypermethrin; CypMI: cypermethrin and
melatonin; Mth: methomyl; MthMI: methomyl and melatonin. Numbers above points
represent p values statistically significant (pair-to-pair T-test with Bonferroni’s

correction). Black stars represent means.

4. Discussao

Nossos resultados demonstram que os praguicidas metomil e cipermetrina
induzem danos na molécula de DNA em fémeas expostas e na sua prole. Os danos
genéticos causados pela cipermetrina e metomil tém sido demonstradas na literatura em
modelos in vivo e in vitro [30, 31, 32], mas a agdo genotdxica na prole de fémeas
expostas a doses consideradas seguras desses praguicidas ainda ndo havia sido
demonstrada. Essa genotoxicidade, associada a outras atividades toxicas, podem
explicar achados que demonstram que tais praguicidas tém efeitos toxicos em embries
[11, 33]. Ambos os praguicidas induziram dano genético em todos os tecidos analisados
nos trés grupos, com excecdo do figado das filhotes fémeas que foi mais resistente a
acao do metomil, sem danos genéticos estaticamente diferentes do grupo controle. As
doses testadas aqui sdo consideradas seguras pelo comité conjunto da FAO/OMS sobre
Residuos de Pesticidas (JMPR), uma vez que representam a IDA. No entanto,
documentos do JMPR para ambos o0s pesticidas descrevem testes e doses administradas
diferentes daquelas descritas aqui [23, 24], o que pode explicar as diferencas nos
resultados. Além disso, documentos do JMPR descrevem resultados positivos quando o
ensaio cometa foi usado para avaliagéo da cipermetrina [34].

Os danos genéticos causados pelos praguicidas, tanto nas maes quanto na prole,
podem ser resultado de estresse oxidativo. N&o esté claro se os compostos geram ROS,
mas Mokhtar et al. [33] sugerem que o metomil pode induzir aumento de radicais livres
e aumentar o estresse oxidativo ao perturbar a acdo da catalase, da superoxidodismutase
e da glutationaperoxidase. Por sua vez, a cipermetrina também desequilibra enzimas dos
sistemas antioxidativos, dentre elas, a glutationa-S-transferase, a aspartato

aminotransferase e a fosfatase alcalina [9].
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Essas alteracbes no sistema de defesa antioxidante levam a um aumento nas
concentracdes de ROS, favorecendo danos no DNA, inclusive com dano no genoma
fetal durante a gravidez. No caso da prole, os resultados podem ser explicados pela
capacidade dos praguicidas passarem pela barreira placentéaria e desequilibrarem 0s
sistemas celulares antioxidantes diretamente nos embriGes e fetos. Mas também &
provavel que o aumento de ROS nas maes e especificamente na placenta [35] tenha um
efeito direto na molécula de DNA das células dos conceptos, causando rupturas e
mutagdes como vistas no sangue, figado e células nervosas da prole.

Danos causados por ROS podem ser diminuidos pela acdo de substancias
antioxidantes sintéticas ou naturais. A molécula de melatonina tem sido considerada um
potente eliminador de radicais livres de oxigénio e de nitrogénio, incluindo hydroxyl
radical, hydrogen peroxide, singlet oxygen, nitric oxide and peroxynitrite anion. A
molécula apresenta sitios reativos na porcao indol que interagem com radicais livres,
além de cadeias laterais metoxi e amida que contribuem para sua capacidade
antioxidante [36]. Além disso, sua relativa lipofilia permite que atravesse membranas e
chegue a diferentes compartimentos celulares, além de atingir diferentes tecidos no
organismo [37]. Tais caracteristicas tém sido associadas a efeitos antigenotoxicos da
melatonina em diferentes tecidos [21]. Outros estudos tém demonstrado que a
melatonina € um agente promissor na minimizacdo de efeitos toxicos induzidos por
praguicidas [19,38, 39, 40].

Nossos resultados demonstram que a melatonina exégena pode proteger 0 genoma
da acdo indireta de praguicidas como a cipermetrina. A melatonina diminuiu danos
genéticos induzidos pela cipermetrina no sangue e figado das matrizes e no sangue,
figado e cérebro da prole. Segundo Bhatti et al. [17] a melatonina reduz danos hepéticos
causados pela cipermetrina, enquanto Banke et al. [39] demonstraram que a melatonina
pode reverter danos no tecido nervoso causados por peroxidacdo lipidica induzida pela
cipermetrina. O aumento de ROS causado pela cipermetrina pode ter sido suplantado
pela acdo dos sistemas celulares antioxidantes associados a acdo antioxidante da
melatonina. No entanto, a administracdo de melatonina ndo foi eficiente contra os
efeitos genotdxicos do metomil. O metabolismo do metomil pode explicar esses
achados; o composto é convertido em acetonitrila que, por sua vez, € convertida a
cianeto pelos sistemas de detoxificacdo microssomal, principalmente no figado [7]. O
cianeto interfere na cadeia transportadora de elétrons e, em ultima instancia, leva a
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gueda na sintese de ATP. Tal queda acaba levando a célula a diminuir a sintese de
proteinas [41], dentre elas, aquelas enzimas que sao sintetizadas de novo como resposta
ao estresse oxidativo. Assim, nossa hipotese € de que os mecanismos de toxicidade do
metomil acabam suplantando a a¢do da melatonina, mas sdo necessarios mais estudos

para se testar tal hipotese.

5. Conclusoes

Nossos resultados demonstram que, mesmo em doses consideradas seguras,
metomil e cipermetrina podem induzir danos genéticos em méaes e na sua prole quando
as matrizes sdo expostas diariamente a tais praguicidas durante a prenhes. Os efeitos
genotoxicos de ambos os inseticidas parecem ser o resultado do aumento da
concentracdo de radicais livres, causado pela interferéncia dos compostos e de seus
metabolitos com enzimas que normalmente promovem a eliminacdo de agentes
oxidantes. A melatonina diminuiu os efeitos genotoxicos da cipermetrina, mas ndo os
do metomil. Pelo menos para a cipermetrina, a melatonina pode ser eficaz na protecao
das ceélulas, ndo apenas dos efeitos genotoxicos, mas também de outros efeitos
associados a producdo de radicais livres. A exposi¢cdo de mulheres grévidas a esse
inseticida ndo € incomum, sobretudo nos paises em desenvolvimento. Tal exposicdo
gera riscos grandes a satde da mée e do feto e, conquanto ainda ndo se possa eliminar o
uso de praguicidas na agricultura, terapias protetoras poderiam contribuir com a
diminuicdo dos efeitos a saude de maes e fetos expostos a substdncias como a

cipermetrina.
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito hepatoprotetor da melatonina exdgena em ratas adultas
prenhez expostas ao metomil e a cipermetrina. 30 ratas adultas foram divididas nos
grupos: C — controle; metomil que recebeu 0,02 mg/kg/dia; Cipermetrina que recebeu
0,05 mg/kg/dia; metomil + mel que recebeu 0,02 mg/kg/dia de metomil e 10 mg/kg/dia
de melatonina; cipermetrina + mel que recebeu 0,05 mg/kg/dia de cipermetrina e 10

mg/kg/dia de melatonina. Ao final da gestacdo o figado foi removido para analises
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histomorfométricas e imunohistoquimicas (PCNA e IL-1B). A analise histopatologica
demonstrou padrdes de normalidade no figado, sem a presenca de infiltrados
inflamat6rios ou areas apoptdticas e necrdticas. Porém, foi observado hepatocitos
hipertroficos e menor nimero de células (hepatdcitos), como também elevacdo nos
niveis de IL-1p e PCNA. Por sua vez, a melatonina parece ser um agente promissor

contra a hepatotoxicidade relatada para tais inseticidas.

Palavras-chave: carbamatos; piretroides; figado, histomorfometria,

imunohistoquimica, prenhez; antioxidante.

ABSTRACT

This study evaluated the hepatoprotective effect of exogenous melatonin in pregnant
adult rats exposed to methomyl and cypermethrin. 30 adult rats were divided into groups: C
- control; methomyl that received 0.02 mg/kg/day; Cypermethrin that received 0.05
mg/kg/day; methomyl + melatonin that received 0.02 mg/kg/day of methomyl and 10
mg/kg/day of melatonin; cypermethrin + melatonin that received 0.05 mg/kg/day of
cypermethrin and 10 mg/kg/day of melatonin. At the end of pregnancy, the liver was
removed for histomorphometric and immunohistochemical analyzes (PCNA and IL-1p).
Histopathological analysis showed normal patterns in the liver, without the presence of
inflammatory infiltrates or apoptotic and necrotic areas. However, hypertrophic hepatocytes
and a greater number of cells (hepatocytes) were observed, as well as increased levels of IL-
18 and PCNA in the liver of the rats that received insecticides. These effects were prevented
by melatonin. Thus, melatonin appears to be a promising agent against the hepatotoxicity

reported for such insecticides.

Keywords: pesticides, histomorphometry, immunohistochemistry, pregnancy; antioxidant.
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1. Introducéo

Nas Ultimas décadas o Brasil se tornou um dos paises que mais consome
agrotoxicos no mundo. Esse crescimento na utilizacdo de defensivos agricolas esta
relacionado a alta produtividade por ter a agricultura como uma das principais
atividades econémicas do pais (ANVISA, 2016). No entanto, 0 uso excessivo de
agrotoxicos pode levar a sérios riscos a saude humana e a destrui¢do da biodiversidade
(MAHMOOQOD et al., 2016; GURGEL et al., 2017). Uma variedade de danos a saude
pode ocorrer em razdo da exposicdo: disfun¢des neuroldgicas, problemas endocrinos,
cancer e doengas hepéaticas (SINGH et al., 2015; LANDRIGAN, 2018; YADAV;
SANKHLA; KUMAR, 2019).

Outro ponto critico com a utilizacdo de agrotdxicos é sua exposicdo durante o
periodo gestacional. A exposi¢cdo de mulheres gravidas a essas substancias quimicas néo
é algo incomum e podem ocorrer de modo ocupacional ou acidental (WHYATT et al.,
2005; LANDRIGAN et al., 2018). Tal exposicdo pode desencadear em diferentes
respostas no organismo e representa um grande risco para a saude materna (UEKER et
al., 2016; KALLIORA et al., 2018). Embora estudos em humanos sobre os efeitos de
agrotoxicos durante a gravidez sejam limitados, dados experimentais em animais
relatam diversas alteracfes metabdlicas no organismo materno (MOKHTAR et al.,
2013; SINGH et al., 2015; ZHOU et al., 2018).

Os agrotoxicos metomil e cipermetrina sdo largamente utilizados na agricultura
mundial. A escolha dessas substancias quimicas deve-se ao fato da sua forte atividade
bioldgica, porém, sdo compostos considerados téxicos e de uso perigoso
(CHARPENTIER; FOURNIER, 2001). O metomil ¢ um carbamato que, causa
perturbacdo na transmissdo do impulso nervoso nos organismos-alvo por inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (VAN SCOY et al., 2013; ANVISA, 2018). J& a cipermetrina
pertence a classe quimica dos piretroides, cujo efeito esta relacionado com alteracdes na
propagacdo do impulso nervoso ao interferir nos receptores GABA (ABALIS;
ELDEFRAWI; ELDEFRAWI, 1986).

Tanto o metomil quanto a cipermetrina sdo reportados na literatura como
substancias hepatotdxicas com efeitos deletérios no figado (SOLIMAN; ATTIA,; ELLA,
2015; PATIL et al.,, 2016). Podem afetar o metabolismo celular e o sistema de
permeabilidade e desintoxicacdo do figado, alterando a atividade de enzimas
antioxidantes, importantes na eliminagio de espécies reativas de oxigénio (ROS) (EL-
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DEMERDASH et al.,, 2013; SANKAR, 2017). A hepatoxicidade do metomil e
cipermetrina estd intimamente relacionada ao seu metabolismo. Ambos s&o
metabolizados no figado e isso pode levar a danos e inflamagéo hepéatica (WHO, 1996;
ABDOU; SAYED, 2019). A metabolizacdo do metomil ocorre principalmente no
figado de maneira relativamente rapida gerando residuos de acetonitrila que, por sua
vez, € convertida a cianeto pelos sistemas de detoxificagdo microssomal, o qual é
bastante toxico para o organismo (WHO, 1996). Por sua vez, a cipermetrina também
resulta na formacgédo de cianetos, que podem induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo (WIELGOMAS;
KRECHNIAK, 2007).

O estresse oxidativo provenientes da acdo de agrotdxicos pode ser combatido
pela acdo de substancias de natureza antioxidante (DJEFFAL et al., 2015; GHAYOM et
al., 2016; IDRIS; AMBALI; SULEIMAN, 2017). A Melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) é um neuro-horménio produzido principalmente na glandula pineal e
que apresenta propriedades antioxidantes. O seu efeito protetor estimula a agdo de
diversas enzimas com potencial antioxidante e suprime a atividade de enzimas pro-
oxidantes, protegendo as células de danos oxidativos. (REITER et al., 2014; TAN et al.
2015; REITER et al., 2016). Estudos tém sugerido o tratamento com melatonina na
prevencdo contra os efeitos causados pela exposicdo aos agrotoxicos (BHATTI et al.,
2011; BHATTI et al. 2014; ASGHARI et al., 2017; IDRIS; AMBALI; SULEIMAN,
2017; MARINHO et al., 2019).

No entanto, pouco se sabe a respeito do efeito hepatoprotetor da melatonina
exogena no figado de ratas prenhes expostas aos agrotoxicos metomil e cipermetrina
durante a prenhez. Diante dessas informagdes, o presente estudo teve por objetivo
avaliar a acdo da melatonina exdgena, por meio de analises morfométricas e imuno-
histoquimicas, no figado de ratas adultas prenhes expostas aos agrotdxicos metomil e

cipermetrina.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Foram utilizadas 30 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus),
com 90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 230 + 30 g, provenientes do
biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal
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Rural de Pernambuco (UFRPE). Os animais foram mantidos em caixas adequadas de
polipropileno com ambiente climatizado a temperatura controlada de 22 + 1°C, expostas
a um fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, com alimentagdo e 4gua ad libitum.
As ratas foram acasaladas e divididas aleatoriamente nos grupos experimentais. O
protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFRPE (CEUA — UFRPE), com licenca de nimero 109/2016.

2.2. Acasalamento e diagndéstico da prenhez

Para o acasalamento, sempre no inicio da noite (18:00h), as ratas foram colocadas
para acasalar na propor¢cdo de um macho para cada duas fémeas. No dia seguinte, pela
manha (6h), foram realizados exames colpocitolégicos para a confirmacdo do
acasalamento e diagndstico da prenhez. Apds a confirmacdo do acasalamento, com a
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal ao exame microscépico, as primeiras

24 horas foram consideradas como primeiro dia de prenhez.

2.3. Grupos experimentais

Apos a confirmacgdo do acasalamento as ratas foram distribuidas aleatoriamente em
cinco grupos, contendo seis animais cada: Controle — Ratas prenhes que receberam agua
destilada; Metomil — Ratas prenhes que receberam metomil na concentracdo de 0,02
mg/kg/dia; Cipermetrina — Ratas prenhes que receberam cipermetrina na concentragédo
de 0,05 mg/kg/dia; Metomil + Mel — Ratas prenhes que receberam 0,02 mg/kg/dia de
metomil combinado com 10 mg/kg/dia de melatonina; Cipermetrina + Mel — Ratas
prenhes que receberam 0,05 mg/kg/dia de cipermetrina combinado com 10 mg/kg/dia de

melatonina.

2.4. Administrago dos inseticidas

As matrizes dos grupos Metomil, Cipermetrina, Metomil + Mel e Cipermetrina +
Mel receberam as doses dos inseticidas metomil (Lannate BR® DuPont, 215 g/L) e
cipermetrina (Cyptrin 250 CE® Nufarm, 250 g/L) diluidos em é&gua, de acordo com a
IDA (ingestdo diaria aceitavel), recomendados pelo Comité Conjunto FAO/OMS
(WHO, 1989; FAO/WHO, 2001). A administracdo foi realizada por meio de gavagem

intragastrica durante todo o periodo gestacional.
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2.5. Administracdo da melatonina

Os grupos Metomil + Mel e Cipermetrina + Mel receberam 10 mg/kg/dia de
melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) durante toda a prenhez. Para
administracdo, a melatonina foi dissolvida na agua de beber dos animais em tratamento
no periodo da noite (18h) e retirada no dia seguinte (06h). As garrafas de agua foram
envolvidas com papel aluminio para protecdo contra a luz durante todo o tratamento
(AGIL etal., 2013).

2.6. Analise Histomorfométrica

Apls o periodo de gestacdo as matrizes foram anestesiadas com 0s anestésicos
Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg) associada ao Tiopental (100 mg/kg) por
injecdo intramuscular e retirado o figado para analises. Os figados coletados foram
imersos em formol tamponado a 10%, permanecendo por 24 horas. Posteriormente,
esses materiais foram processados seguindo a técnica histologica de rotina e incluidos
em parafina. Os blocos obtidos foram cortados a espessura de 4 um e posteriormente
corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliacdo histomorfométrica. As laminas
histoldgicas confeccionadas foram fotografadas através do programa Motic® Imagens
Plus 2.0, com uma camera digital acoplada ao microscopio optico (Olympus BH-2,
Japan) e conectada ao computador. Foi utilizada uma lamina por animal, sendo obtidas
20 fotomicrografias/campos por lamina, em aumento total de 400X. As
fotomicrografias obtidas foram submetidas as devidas mensuragfes utilizando o
software ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

As seguintes mensuragdes foram consideradas por animal: nimero de hepatdcitos
(NH), numero de células de Kupffer (NCK), area celular dos hepatécitos (ACH) e area
nuclear dos hepatocitos (ANH). Um total de 50 hepatdcitos foi utilizado por animal para
a mensuracdo da ACH e ANH. As medidas das areas foram mensuradas em
micrémetros (um?) (MARINHO et al., 2017).

2.7 Imunohistoquimica (PCNA e IL-15)
Para avaliar a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e
interleucina-1 (IL-1B), inicialmente, as ldminas com cortes de 4 pum foram

desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcodis, respectivamente. A recuperacdo
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antigénica foi realizada através de uma solucdo tampdo de citrato (pH 8,0) a alta
temperatura no micro-ondas por 5 minutos. A peroxidase endogena foi inibida por uma
solucdo de perdxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo inespecifica antigeno-
anticorpo foi blogueada pela incubacdo das IAminas em tampdo fosfato-salino (PBS) e
albumina de soro bovino a 5% (BSA) por 1 hora. Foram utilizados os anticorpos PCNA
(sc-56) e o anti-IL-1p5 (sc-32294), ambos da Santa Cruz Biotechnology, diluidos na
propor¢do de 1:100 e 1:50, respectivamente. Todos os anticorpos foram diluidos em
PBS / 1% de BSA. Os cortes foram incubados com o0s respectivos anticorpos, no
overnight, e posteriormente incubados com streptavidina-peroxidase, sendo revelados
com substrato cromédgeno 3, 3’diaminobenzidina (DAB) e contra-corados com
Hematoxilina de Harris.

As imagens foram capturadas por uma camera de video Sony acoplada ao
microscépio OLYMPUS BX-50. A quantificacdo do IL-15 foi realizada no aplicativo
GIMP 2.0 por meio do histograma RGB (vermelho-verde-azul), que se baseia na
intensidade da luminescéncia em que os tons de pixel da imagem variam de 0 a 255, e 0
tom O representa a (menos luminescéncia), enquanto o tom 255 representa a branco
absoluto (maior luminescéncia) (LEE et al., 2001; OBERHOLZER et al., 1996). Para o
PCNA, a contagem das células foi realizada usando um reticulo WEIBEL de 25 pontos,
em uma ocular de 10x. Foram utilizadas trés laminas por grupo, sendo analisados quatro
campos/ldmina. Em cada campo, 300 células foram contadas e transformadas em
porcentagem de células marcadas (WEIBEL 1963).

2.8. Analise estatistica
Os valores obtidos com as devidas mensuracGes foram avaliados estatisticamente
através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias obtidas foram

comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (p>0,05).

3. Resultados

3.1. Andlise Histomorfométrica

A andlise microanatémica no tecido hepatico dos animais dos grupos experimentais
estava dentro dos padrdes de normalidade, sem a presenca de infiltrados inflamatoérios
ou areas apoptoticas e necroticas no figado. O tecido hepatico apresentou-se com
corddes de hepatdcitos anastomosados e dispostos ao redor dos lobulos hepaticos no
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parénquima (Figura 1B, C, D e E). Entre os corddes hepaticos também foi possivel
observar os capilares sinusdides com a presenca de células edoteliais e células de
kupffer preservadas (Fig. 1E). N&o foi possivel a visualizacdo do espaco de Disse, que
separa 0s hepatdcitos dos sinusoides, no qual estdo presentes as células de Ito. Também
foram visualizados limites bem definidos das estruturas que compdem o espago porta.
De acordo com a analise morfométrica dos grupos analisados tanto o metomil
quanto a cipermetrina induziram nas matrizes um aumento significativo no nimero de
hepatocitos (NH) e na area celular desses hepatdcitos (ACH) (p < 0,001). Em relacéo a
area nuclear dos hepatdcitos (ANH) foi observado uma diminuicdo de area nos mesmos
animais em estudo (p < 0,001). A contagem de células de Kupffer ndo apresentou
alteragdes no numero total de células por animal em todos 0s grupos experimentais
analisados. Por sua vez, o tratamento com melatonina exdgena (10 mg/kg/dia) foi capaz
de diminuir as altera¢cGes morfométricas encontradas no nimero de hepatécitos (NH), na
area nuclear desses hepatocitos (ANH) (p < 0,001) e na sua area celular (ACH) (p <

0,04) nos animais expostos ao metomil e cipermetrina (Tabela 1).
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Figura 1: Fotomicrografia do figado das ratas prenhes dos grupos experimentais. A)
controle; B) Metomil; C) Cipermetrina; D) Metomil + Mel; E) Cipermetrina + Mel.
Seta: Hepatdcitos; Ponta de flecha: célula de Kupffer; Asterisco: capilares sinusoidais.
Coloracdo em H&E. Aumento total em 400 x. Barra de escala = 100 pum.
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Tabela 1: Anéalise morfomeétrica do figado das matrizes expostas aos agrotoxicos

metomil e cipermetrina durante o periodo gestacional.

Grupos

Controle Metomil Cipermetrina Metomil Cipermetrina
+ Mel + Mel

NH 42,24 +6,37° 59,20 + 6,62° 59,10 + 12,88 40,20 +6,94* 43,98 £6,70?
ACH 333,26 +68,64% 35851 +90,84" 349,88 +87,75* 341,11 +72,07* 334,08 + 71,56°
ANH 56,20 + 9,39 52,46 +10,91° 49,32 +9,32" 59,53 +8,892  57,35+8,492

NCK 16,90 + 4,332 16,74 £ 4,012 17,10 £ 5,392 17,30 £4,47% 17,24 + 4,992

(NH) Numero de hepatdcitos, (ACH) area citoplasmatica dos hepatocitos, (ANH) area
do nacleo dos hepatdcitos e (NCK) nimero de células de Kupffer. Os valores de ACH e
ANH sdo expressos em um?. Os dados estdo expressdes em média + desvio padréo.
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si

pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (p < 0,05).

3.2. Andlise da imunohistoquimica das ratas prenhes

A imunohistoquimica para o IL-7p revelou fraca marcagédo no figado das matrizes
do grupo controle (Fig. 2A). Porém, foi observada uma forte marcacdo no figado das
matrizes independente do inseticida administrado (Fig. 2B e C). Ja no tratamento com
melatonina, verificaram-se apenas poucas areas com imunomarcacdo (Fig. 2D e E). A
quantificacdo mostrou reducdo significativa dessa citocina no figado das matrizes dos
grupos que receberam melatonina (Fig. 2F).

Houve fraca marcacdo para o0 PCNA no figado das matrizes do grupo controle
(Fig. 3A). Em contrapartida, a marcagdo do PCNA foi fortemente expressada no figado
das matrizes dos grupos que receberam apenas os inseticidas (Fig. 3B e C). O
tratamento com melatonina promoveu uma marca¢cdo moderada (Fig. 3D e E). A

contagem de células PCNA positivas revelou aumento significativo no figado das
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matrizes que receberam metonil e cipermetrina, e reducdo significativa no figado das
ratas dos grupos que receberam melatonina, sem, no entanto, atingir valores similares

aos observados no grupo controle (Fig. 3F).
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Quantificagiio do IL-1p (pixels)

e

Figura 2. Imunohistoquimica para o IL-/8 no figado das matrizes dos grupos
experimentais. A) controle; B) Metomil; C) Cipermetrina; D) Metomil + Mel; E)
Cioermetrina + Mel. Notar forte marcacédo em B e C, em relagdo aos demais grupos. F)
Quantificacdo em pixels da imunomarcagdo. Médias seguidas pela mesma letra, ndo
diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann
Whitney (p<0,05).
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% de células PCNA positivas

Figura 3. Imunohistoquimica para proliferacdo celular no figado das matrizes dos
grupos experimentais. A) controle; B) Metomil; C) Cipermetrina; D) Metomil + Mel; E)
Cioermetrina + Mel. Notar forte marcacdo em B e C e moderada em D e F, em relagdo
ao grupo controle. F) Quantificagdo em pixels da imunomarcagdo. Médias seguidas pela
mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc

de Mann Whitney (p<0,05).

107



4. Discussao

Nossos resultados demonstram que tanto o metomil quanto a cipermetrina
induziram alteracBes em quase todos os parametros considerados para o figado neste
estudo. Algumas pesquisas evidenciam os efeitos da exposicdo ao metomil e
cipermetrina durante a gestacdo, que afeta o estado metabolico materno e causa
comprometimento de diversos orgaos, sendo o figado um dos 6rgdos mais afetados
(MOKHTAR et al., 2013; KHATAB et al., 2016; MARINHO et al., 2019). No entanto,
a acdo hepatotdxica desses agrotdxicos em ratas prenhes expostas a doses consideradas
seguras ainda ndo havia sido demonstrada na literatura. O figado por desempenhar um
papel essencial na metabolizacdo e desintoxicacdo dessas substancias quimicas no
organismo €é o principal alvo da acdo dos agrotdxicos (MOSSA et al., 2015). Diversos
danos no tecido hepatico como, degeneracdo vacuolar, aumento dos capilares
sinusoides, infiltrados linfocitarios e degeneracdo dos corddes hepéticos sdo relatados
para o metomil e cipermetrina (EL-DEMERDASH et al., 2012; SOLIMAN; ATTIA;
ELLA, 2015; MANSOUR et al., 2018). Porém, esses achados sdo em doses superiores
as administradas nesse estudo, o que explicaria a auséncia desses danos histopatolégicos
em nossos resultados.

Maulood et al. (2017) evidencia que a exposicdo ao metomil pode causar
hipertrofia nos hepatocitos por aumento do estresse oxidativo via mecanismo de radicais
livres. Efeito semelhante € descrito para a cipermetrina (ABDUL-HAMID et al., 2017).
A administracdo do metomil e cipermetrina em nosso estudo apresentou resultados
semelhantes aos descritos anteriormente, com aumento da area citoplasmatica dos
hepatdcitos (hipertrofia celular), que pode ser uma consequéncia do aumento de radicais
livres. Essa hepatoxicidade reportada para o metomil e cipermetrina estd intimamente
relacionada ao seu metabolismo, que acontece principalmente no figado. A
metabolizacdo do metomil ocorre de maneira relativamente rapida e gera residuos de
acetonitrila, que é bastante toxico para o organismo (WHO, 1996). Por sua vez, a
cipermetrina resulta na formacao de cianetos, que podem induzir a producdo de espécies
reativas de oxigénio e perturbar o sistema de desintoxicacdo no figado (WIELGOMAS;
KRECHNIAK, 2007; GREWAL et al., 2009; CHANI e JASIM, 2016). De acordo com
El-demerdash et al. (2014) e Sankar et al. (2012), o aumento de espécies reativas de
oxigénio é apontado como um dos possiveis mecanismos que contribuem para o
aparecimento de alteracGes no tecido hepatico apds a exposicao a esses agrotoxicos.
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O aumento do estresse oxidativo também induz respostas inflamatdrias por
ativacdo de fatores de transcri¢do sensiveis ao redox, como o fator nuclear kappa B
(NF-kB), aumentando a sintese de citocinas pré-inflamatdrias que contribuem para o
aparecimento de processos inflamatorios no figado (FORRESTER et al., 2018). Em
nosso estudo, esses fatores de transcricdo poderiam ter sido ativados pelo aumento do
estresse oxidativo, induzidos pelo metomil e cipermetrina, produzindo assim 0s niveis
elevados de IL-15 observado. O estresse oxidativo nos hepatocitos € um desencadeante
para a secrecdo da IL-/8 pelas células de Kupffer que, por sua vez, podem gerar uma
resposta inflamatoria, favorecendo o surgimento da inflamacdo hepéatica (ABDOU E
DISSE, 2019; BARBIER et al., 2019). Abdou e Sayed (2019) relatam que a
cipermetrina aumenta os danos inflamatdrios no figado com elevacdo nos niveis das
citocinas pro-inflamatorias IL-14 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), resultados
que séo semelhantes ao deste estudo.

A exposicdo a agrotoxicos estimulam a sintese de DNA e aumentam a expressao
do PCNA em diferentes células (NISHI, HUNDAL, 2013; VENTURA et al., 2016). A
exposicdo ao metomil e a cipermetrina pode induzir o aumento da proliferacdo celular
nos hepatocitos, como foi observado em nosso estudo com o aumento do nimero de
hepatdcitos na analise morfométrica e aumento do PCNA. O aumento da proliferacdo
celular no figado apds a exposi¢do aos agrotdxicos, segundo Randi et al. (2003), esta
relacionado a inducdo da transcricdo de genes especificos, como 0s proto-oncogenes
(fos, myc e jun) e a jusante das vias de sinalizacdo da proteina quinase ativada por
mitogénio (MAPK). Os proto-oncogenes apresentam um papel importante na regulacédo
de eventos que levam a proliferacdo e diferenciacdo em células normais (Randi et al.,
2003). Giribaldi et al. (2012) afirma que, esse aumento da proliferacdo celular em
resposta a acdo dos agrotoxicos pode aumentar o risco de mutacdes dentro das células-
alvo.

Alguns estudos evidenciam que danos hepaticos ocasionados pela exposi¢do aos
agrotoxicos podem ser diminuidos pela acdo de substancias antioxidantes naturais ou
sintéticas (BUYUKOKUROGLU et al., 2008; BHATTI et al., 2014; ALMEIDA et al.,
2016; ASGHARI et al., 2017). A molécula de melatonina é considerada como um
poderoso antioxidante natural, capaz de penetrar em todos os compartimentos celulares,
que ajuda o organismo na eliminacdo de radicais livres e producdo de enzimas com
potencial antioxidante (REITER et al., 2016). Os radicais livres conhecidos por serem
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eliminados pela melatonina incluem, o radical hidroxila, peréxido de hidrogénio, 6xido
nitrico e anion peroxinitrito, que contribuem para a resposta inflamatéria e destruicdo
tecidual associada. (REITER et al., 2000). De acordo com Ghayom et al. (2016), a
melatonina é capaz de reduzir a geracdo de espécies reativas de oxigénio geradas pela
exposicao a praguicidas que, consequentemente, aumentam o estresse oxidativo levando
a oxidacao de lipidios e proteinas, ocasionando danos a molécula de DNA e a célula.

Os nossos resultados evidenciam uma melhora no figado dos animais apds o
tratamento com a molécula de melatonina, demostrando a sua capacidade em diminuir
as alteracOes hepaticos ocasionadas pela exposicdo aos inseticidas metomil e
cipermetrina. Bhatti et al. (2014) afirmam que a hepatotoxicidade induzida pela
cipermetrina pode ser revertida com a administracdo de melatonina exdgena. Ainda de
acordo com Bhatti et al. (2014), a administracdo da melatonina exdgena protege a
integridade estrutural da membrana dos hepatocitos, assim como a atividade de
importantes enzimas dos sistemas de detoxificacdo microssomal.

Em relacdo a reducdo da expressdo da citocina IL-1B em nosso estudo, de acordo
com Moloudizargari et al. (2019), a molécula de melatonina € importante por auxiliar na
regulacdo dos processos inflamatdrios, principalmente, através da regulacdo do status
redox celular e da via do fator nuclear-xB (NF-xB), ¢ desta forma, diminui a expressao
de citocinas pré-inflamatorias, a exemplo da IL-1B. No que diz respeito a expressao do
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) no tecido hepético, a melatonina pode
ter promovido a diminuicdo da proliferacdo celular através da regulacdo das vias de
sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), a exemplo da via de
sinalizacdo ERK (RANDI et al., 2003; LIANG et al., 2009; BONOMINI et al., 2018).
Devido a sua agdo nos mecanismos celulares que incluem a regulacdo das vias de
ativagdo do NF-kB e regulagdo da proliferagdo celular, a molécula de melatonina é
considerada uma substancia promissora com potencial hepatoprotetor, atuando por meio
de diferentes mecanismos para combater o aumento do estresse oxidativo (ZHANG et
al., 2017; BONOMINI et al., 2018; REITER ET AL., 2020).

Concluséo

Nossos resultados sugerem que, a administracdo dos inseticidas metomil e
cipermetrina durante a gestacdo, mesmo em doses consideradas seguras para utilizacao,
mostrou-se ser hepatotoxico. A hepatotoxicidade de ambos inseticidas esta intimamente
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relacionada a metabolizacdo desses praguicidas no figado e a interferéncia no sistema de
desintoxicacdo microssomal, causado pelo aumento da concentracdo de radicais livres
no organismo. A molécula de melatonina parece ser um agente promissor contra a
hepatotoxicidade relatada para os inseticidas metomil e cipermetrina durante a prenhez.
Tal exposicdo durante a gestacdo representa risco para a salde materna e,
consequentemente, para o feto, no entanto, como o uso dessas substancias na agricultura
ainda ndo pode ser eliminada, a utilizacdo de alternativas terapéuticas se torna uma

possibilidade para minimizar os possiveis efeitos no figado decorrentes dessa exposi¢éo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Pregnant women may be exposed to pesticides in an occupational or incidental way, which has been pointed out
Carbamates as a possible cause of problems in the health of newborns. Cypermethrin and methomyl are insecticides whose
Pyrethroids active compounds and metabolites can cause harm to the health of pregnant women and the concept. Both
Antimutagenesis

increase the concentration of oxidizing agents that damage DNA, causing mutations. Thus, the use of antioxidant
substances such as melatonin could serve as protection against genetic damage, reducing the problems caused by
insecticides. Here, we evaluated the protective effect of exogenous melatonin in adult rats and their offspring
exposed to methomyl and cypermethrin during the gestational period. Thirty adult rats were divided into five
groups from the first day of pregnancy: NC - negative control; Mth received 0.02 mg / kg / day of methomyl; Cyp
received 0.05 mg / kg / day cypermethrin; MthMI received 0.02 mg / kg / day methomyl combined with 10 mg /
kg / day melatonin; CypMI received 0.05mg / kg / day cypermethrin combined with 10 mg / kg / day mela-
tonin. Blood and liver samples were collected from the dams; blood, liver, and brain samples were also collected
from the offspring. All tissues were analysed in the comet assay; while blood was also used for the micronucleus
test. The results demonstrate that cypermethrin and methomyl induce significant genetic damage in the tissues
of dams and offspring. Treatment with melatonin reduced Cyp-induced genetic damage in dams and pups; but
was not effective against DNA damage caused by methomyl. Thus, melatonin may be considered a promising
agent for the reduction of genotoxic effects induced by cypermethrin, but appears to be inefficient against the
genotoxic effects caused by methomyl, probably due to differences in the metabolism of each pesticide.

Intrauterine exposure

1. Introduction consequence of the metabolism of these compounds [5].

Methomyl and cypermethrin are widely used insecticides in world

In the last decade Brazil has become the largest consumer of pes-
ticides worldwide with growth of about 190 % in the period. Despite
contributing to the improvement of agricultural production, pesticides
cause adverse health effects, as well as imbalances of ecosystems [1,2].
Cancer, neurological disorders, endocrine disruption and damage to the
reproductive system are related to exposure to specific pesticides [2,3].
In addition, intrauterine exposure to certain compounds can cause da-
mage in embryos and fetuses, either directly due to crossing the pla-
cental barrier, or indirectly via production of free radicals as a
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agriculture. Methomyl is a carbamate whose effect on target organisms
is due to inhibition of acetylcholinesterase, but it is also an inhibitor of
enzymes such as superoxide dismutase and glutathione S-transferase,
which catalyze the elimination of reactive oxygen species (ROS) [6].
This insecticide is highly toxic, due to conversion to acetonitrile and
finally to cyanide by microsomal detoxification systems, mainly in the
liver [7]. Cypermethrin (a pyrethroid) is considered to be non-toxic and
causes nervous hyperexcitation in insects and mammals, triggering
persistent or repetitive depolarizations by interfering with GABA-gated
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chloride channels, nicotinic ACh receptors, and intercellular gap junc-
tions [8]. Cypermethrin interferes also with the enzymes of the anti-
oxidant systems, such as glutathione-S-transferase, aspartate amino-
transferase and alkaline phosphatase [9]. Both pesticides appear to
interfere with cellular antioxidant systems, causing oxidative stress and
cellular damage such as lipid peroxidation and oxidative DNA damage
[6,10-12].

Oxidative stress and its consequences can be diminished by the
numerous of natural or synthetic antioxidant substances. Melatonin (N-
acetyl-5-methoxytryptamine) is a powerful natural antioxidant. It is a
neurohormone, produced mainly by the pineal gland. This neuro-
hormone causes not only a direct antioxidant effects (due to reaction
with ROS), but also has a indirect effects via stimulation of antioxidant
enzymes [13-15]. The protective effect of melatonin has been widely
studied, including those preventing toxic effects of pesticides [16-20].
More specifically, genotoxic effects induced by agents that stimulate
oxidative stress also appear to be diminished by the action of melatonin
[21]

Oxidative stress and consequent genetic damage may account for
the findings that demonstrate congenital defects in fetuses and new-
borns of dams which are exposed to pyrethroids or carbamates.
Antioxidant agents such as melatonin could reduce the risk of anato-
mical or physiological problems caused by intrauterine exposure to
such insecticides. Both genetic damage and the protective action of
antigenotoxic compounds can be assessed by comet assays and per-
ipheral blood micronucleus (MN) tests. The MN test detects clastogenic
and aneugenic agents and is widely used [22]. The comet assay detects
double-strand breaks, and alkali-labile sites. We used both approaches
to evaluate genetic damage caused by cypermethrin and methomyl in
rats and their offspring; in addition, we studied the protective effects of
melatonin against these pesticides.

2. Material and methods
2.1. Animals

We used 30 female Albino wistar rats (Rattus norvegicus albinus),
with 90 days old, virgins, weighing 230 + 30g. The animals were
obtained from the Department of Morphology and Animal Physiology
of the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE). The animals
were kept in suitable polypropylene boxes at 22 + 1 °C, under a pho-
toperiod of 12h light / 12h dark, with feed and water ad libitum.
Animals were mated and randomly divided into several experimental
groups. The experimental protocol was submitted and approved by the
Ethics Committee on the Use of Animals of UFRPE (license number
109/2016).

2.2. Mating and diagnosis of pregnancy

For mating, animals were placed in cages (two females and one male
per cage) in the early evening. On the next morning (12 h latter), col-
pocytological examinations were performed to confirm the mating and
diagnosis of pregnancy by presence of spermatozoa in vaginal smears.
Twenty-four hours after confirmation of mating were designated as the
first day of pregnancy.

2.3. Experimental groups

After confirmation of the mating, the females were allocated into
five groups (n = 6/group): NC - Pregnant rats receiving only water; Mth
- Pregnant rats receiving methomyl at a concentration of 0.02 mg / kg /
day; Cyp - Pregnant rats receiving cypermethrin (concentration of
0.05 mg / kg / day); MthMI - Pregnant rats receiving 0.02 mg / kg / day
methomyl and melatonin (10 mg / kg / day); CypMI - Pregnant rats
receiving 0.05mg / kg / day cypermethrin combined with melatonin
(10 mg / kg / day).
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2.4. Administration of insecticides

The treatments of the rats were performed daily, throughout the
gestational period (one dose per day for approximately 21 days), by
gavage. Dams of the Mth, Cyp, MthMIl and CypMIl groups received
methomyl (Lannate BR® DuPont, 215 g/L) and cypermethrin (Cyptrin
250 CE® Nufarm, 250 g/L) diluted in distilled water, so that the dose
was that described above, and according to the IDA (daily acceptable
intake) recommended by the Joint FAO / WHO [23,24] Committee.

2.5. Administration of melatonin

MthMI and CypM1 groups were also treated with melatonin (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) during the pregnancy period (ap-
proximately 21 days). Melatonin was dissolved in drinking water and
the water; the bottles were wrapped with aluminum foil to avoid in-
cidence of light [25].

2.6. Collection of biological materials

After birth, (on the first day), the dams and 12 pups (six males and
six females) of each experimental group were anesthetized with in-
tramuscular injection of ketamine hydrochloride (80 mg / kg) and xy-
lazine (6 mg / kg). Blood and livers of the dams, as well as blood, livers
and brains of the neonates were collected to evaluate DNA damage by
the comet assay. Blood was also used to perform the MN tests. For both
assays, 1.0 mL of blood was collected by cardiac punction and diluted in
1.0 mL PBS. Parts of the livers and brains were collected and immersed
in cold Sorensen buffer. Subsequently, they were cut in pieces (1 mm in
diameter), and the particles were stirred and transferred to new buffer.
The samples were again punctured until the buffer became cloudy and
translucent, indicating that liver and nerve cells were detached.
Approximately 1.0 mL of this cell suspension was placed in microtubes
and refrigerated until the preparation of the slides for the comet assay.

2.7. Comet assay

Comet assay was performed according to the protocol established by
Tice et al. [26]. Fifteen pl of the cell suspension (blood, liver and brain)
were added to 100 puL of low melting point agarose preheated and
maintained at 37 °C [27]. The mix were transferred to two slides coated
with standard agarose. The slides were then covered with coverslips
and brought to 4 °C for 10 min to solidify the mixture of agarose and
cells.

Next, the coverslips were removed; the slides were placed in vats
containing the lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS,
1 % Triton X-100, 10 % DMSO, pH 10), and kept at 4 °C for 48 h. After
the cell lysis, the samples were transferred to a horizontal vessel con-
taining alkaline buffer solution (1M NaOH and 200 mM EDTA dis-
odium salt, pH 13, 4°C) for 20min to cause DNA denaturation.
Subsequently, the slides were electrophoresed with a current
of + 300 mA, and a potential difference of 32V for 20 min.

Shortly after the electrophoretic run, the slides were left for 15 min
in neutralization buffer (0.4 M Tris—HCI, pH 7.5) and then fixed for
5min in absolute ethyl alcohol. The slides were stained with 30 pl of
ethidium bromide solution (0.0002 %, w/v) and covered with cover-
slips. All steps described above were performed under the red light.

DNA damage analysis was performed in a fluorescence microscope
(Zeiss-Imager, M2), with 400X of magnification, using the Alexa Fluor
546 filter. Per animal one hundred nucleoids were evaluated. For each
nucleoid analyzed, DNA damage was classified into five classes ac-
cording to the observed damage: 0 = no visible damage; 1 = minimum
damage; 2 = average damage; 3 = mean damage with longer tail; 4 =
maximum damage).

The results were expressed in damage index (DI) and frequency of
damage (FD). The value obtained for each animal can range from 0
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(fully intact: 100 cells x 0) to 400 (maximum damage: 100 cells x 4),
termed DI, and calculated as follows:

DI = 0 x (comets class 0) + 1 x (comets class 1) + 2 x (comets class 2) +
3 x (comets class 3) + 4 x (comets class 4)

FD is determined according to the percentage of all nucleoids with
some damage (class 1 to class 4) in relation to the total number of
nucleoids counted, as follows:

FD = [(total count of comets - class O count of comets) x 100] / total count
of comets

2.8. Micronucleus test

The effects of methomyl and cypermethrin was also analyzed in MN
test with peripheral blood [28]. The mixture blood/PBS from each
animal was used to prepare three slides per animal. 5 pl of the mix was
transferred to histological slides covered with acridine orange. The
slides were then covered with a coverslip.

To determine the MN frequency, 2000 polychromatic erythrocytes
were analysed to verify the presence of micronucleus [29]. We also
analysed the ratio of polychromatic erythrocytes (PCE) to the total of
erythrocytes as a parameter of cytotoxicity. Slides were analysed using
a Zeiss-Imager M2 fluorescence microscope with a 40X objective with
Alexa Fluor 488 filter.

2.9. Statistical analysis

The results of the comet assay and MN test obtained with the dif-
ferent experimental groups were compared by the Kruskal-Wallis test
with posteriori analysis using t-tests with Bonferroni corrections. When
values of p < 0.05, the differences between the groups were con-
sidered statistically significant.

3. Results

Cypermethrin and methomyl induced genetic damage in the all
three groups (dams, male pups and female pups). We found some
variations according to the tests used and the tissues analyzed.
Melatonin was more effective in decreasing cypermethrin-induced ge-
netic damage; its protective effect was minor or non-existent when the
damages were caused by methomyl.

In the dams, both pesticides induced a statistically significant in-
crease in the MN frequencies and in comet assay parameters (DI and
FD) in blood and liver cells. Treatment with exogenous melatonin
(10 mg / kg / day) was effective in reducing genetic damage caused by
cypermethrin, but only the micronucleus test demonstrated protective
action of melatonin against methomyl. (Fig. 1). The frequency of MN,
the DI and the FD in blood and liver cells of the CypM1 group were
statistically lower (p < 0.01) than those in the Cyp group. All para-
meters in the CypMI group decreased to levels seen in the control group,
with the exception of the DI in the liver cells. In this case, the CypM1
group had a statistically larger DI in liver cells than that seen in the
control group. In the group treated with melatonin and methomyl
(MthMl), only the frequency of MN decreased (p = 0.017). Never-
theless, the values were higher than those seen in the untreated animals
(p = 0.011).

Maternal exposure to cypermethrin and methomyl caused clear
genetic damage in the male offspring as well. Both pesticides induced
an increase (p < 0.05) of the MN frequencies and in the comet assay
parameters in cells of blood, liver and brain of the male pups. Melatonin
decreased the genotoxic effects of cypermethrin in the three tissues
(Fig. 2). The frequency of MN in blood, and DI and FD in liver and brain
cells were lower in the CypM1 group than in the Cyp group (p < 0.05);
we found no differences between the CypM1 group and the controls. We
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found also a decrease in DI and FD values in the blood cells of the
CypMI group compared to the Cyp group; Melatonin did not decrease
methomyl-induced genetic damage; none of the genotoxicity para-
meters were lower in the MthMI group than that in the Mth group, in
any of the tissues analyzed.

The female offspring was also affected by maternal exposure to
cypermethrin and methomyl, with increasing in genotoxicity para-
meters (Fig. 3). Cypermethrin treatment of dams induced increase in
the frequencies of MN in blood of the Cyp group (p = 0.035); in this
group, DI and FD in blood, liver and brain cells were also higher than in
the NC group (p < 0.01). Methomyl induced increase in MN fre-
quencies and increase in DI and FD in blood and brain cells of the fe-
male offspring (p < 0.01) but not in the liver cells of these animals. As
with dams and male offspring, melatonin has reduced the genetic da-
mage caused by cypermethrin. The CypM1 female pup group presented
a reduction, when compared to the Cyp group, in all genotoxicity
parameters in the three tissues analyzed. The DI and FD values in blood
cells remained significantly higher than the values seen in the NC
group. However, the MN frequency, DI and FD in liver and brain cells of
the CypM1 were not different from the control group. Again, melatonin
did not decrease extent of the genetic damage caused by methomyl.
Actually, there was a significant increase of the DI in the liver cells of
the group treated with methomyl and melatonin when compared to the
group that received only methomyl.

4. Discussion

Our results demonstrate that the pesticides methomyl and cyper-
methrin induce DNA damage in female rats and also in their offspring.
Genetic damage caused by cypermethrin and methomyl has been re-
ported in the literature in in vivo and in vitro experiments [30-32], but
the genotoxic action in the offspring of females exposed to doses con-
sidered safe has not yet been demonstrated. This genotoxicity, asso-
ciated with other toxic activities, may explain findings that demonstrate
such pesticides have toxic effects on embryos [11,33]. In the present
study, both pesticides induced genetic damage in all tissues analyzed in
the three groups, except in the liver of female pups that were resistant
to methomyl, and showed no statistical difference compare to the
control group. The doses which were tested are considered safe by Joint
FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues (JMPR) once they represent
ADI. However, conclusions of JMPR for both pesticides are based on the
results of other experimental models [23,24], which may explain the
differences in results. Also, documents of JMPR describe positive results
when comet assay was used for evaluation of cypermethrin [34].

Genetic damage caused by pesticides, in dams and in the offspring,
may be the result of oxidative stress. Mokhtar et al. [33] suggested that
methomyl induces oxidative stress by inhibiting catalase, super-
oxydodismutase and glutathione peroxidase. Cypermethrin also was
reported to interfere with enzymes of the antioxidative system, among
them, glutathione-S-transferase, aspartate aminotransferase and alka-
line phosphatase [9]. These alterations of antioxidant defense system
may lead to increased ROS concentrations, which cause DNA damages,
including in the genome of fetal cells during the pregnancy. In the
offspring, the results may be explained by the ability of the pesticides to
cross the placental barrier and affect antioxidant cellular systems di-
rectly in the embryos and fetuses. But it is also likely that the increase of
ROS in the dams and specifically in placenta [35] have a direct effect on
the DNA molecule of the concepts cells, causing breaks and mutations
as seen in blood, liver and nerve cells of the offspring.

Damage caused by ROS can be reduced by the many synthetic and
natural antioxidants. The melatonin molecule is a potent scavenger of
free radicals of oxygen and nitrogen, including hydroxyl radical, hy-
drogen peroxide, singlet oxygen, nitric oxide and peroxynitrite anion.
The molecule exhibits reactive sites which bind free radicals, and pre-
sents methoxy and amide side chains that contribute to its antioxidant
capacity [36]. Moreover, its lipophilicity allows it to cross membranes
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Fig. 1. Effect of cypermethrin and methomyl isolated and associated with exogenous melatonin in the blood and liver of pregnant rats. a) Damage index (DI) in blood
by the comet assay; (b) damage frequency (DF) (in percent) in blood by the comet assay; (c) DI in liver; (d) DF in liver; (e) frequency of MN in polychromatic
erythrocytes; NC: negative control; Cyp: cypermethrin; CypMl: cypermethrin and melatonin; Mth: methomyl; MthMl: methomyl and melatonin. Numbers above
points represent p values statistically significant (pair-to-pair t-test with Bonferroni’s correction). Black stars represent means.
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Fig. 2. Effect of maternal exposure to cypermethrin and methomyl isolated and associated with exogenous melatonin treatment in the blood, livers and brains of male
offspring. a) Damage index in blood (comet assays); b) damage frequency (in percentage) in blood by the comet assay; c¢) damage index in liver; d) damage frequency
in liver; e) damage index in brain; f) damage frequency in brain; g) micronuclei frequency in polychromatic erythrocytes; NC: negative control; Cyp: cypermethrin;
CypMLI: cypermethrin + melatonin; Mth: methomyl; MthMI: methomyl + melatonin. Numbers above points represent p values statistically significant (pair-to-pair t-
test with Bonferroni’s correction). Black stars represent means.
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Fig. 3. Effect of maternal exposure to cypermethrin and methomyl isolated and associated with exogenous melatonin in the blood, liver and brain of female offspring.
a) Damage index (DI) in blood by the comet assay; b) damage frequency (DF) (in percentage) in blood by the comet assay; c) DI in liver; d) DF in liver; e) DI in brain;
f) DF in brain; g) MN frequency in polychromatic erythrocytes; NC: negative control; Cyp: cypermethrin; CypMl: cypermethrin and melatonin; Mth: methomyl;
MthMl: methomylf and melatonin. Numbers above points represent p values statistically significant (pair-to-pair t-test with Bonferroni’s correction). Black stars
represent means.
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and reach different cell compartments [37]. Such characteristics have
been associated with antigenotoxic effects of melatonin on different
tissues [21]. Also, several earlier studies have shown that melatonin
reduces the toxic effects induced by other pesticides [19,38-40].

Our results demonstrate that melatonin may protect the DNA
against pesticides such as cypermethrin. Melatonin decreased cyper-
methrin-induced genetic damage in blood and liver cells of the dams
and in blood, liver and brain cells of the offspring. According to Bhatti
et al. [17] melatonin reduces liver damage caused by cypermethrin,
while Banke et al. [39] demonstrated that melatonin can reverse nerve
tissue damage caused by cypermethrin-induced lipid peroxidation.
However, the administration of melatonin was not effective against the
genotoxic effects of methomyl. Methomyl metabolism may explain
these findings; the compound is converted to acetonitrile, which is
converted to cyanide by microsomal detoxification systems, mainly in
the liver [7]. Cyanide interferes with the electron transport chain and,
ultimately, leads to decreased ATP synthesis. This may lead to reduced
synthesis of proteins [41], among them, those enzymes that are syn-
thesized de novo in response to oxidative stress. Thus, our hypothesis is
that the methomyl toxicity mechanisms end up supplanting the action
of melatonin, but further studies are needed to test this hypothesis.

Our results demonstrate that even at safe doses, methomyl and cy-
permethrin may induce genetic damage in dams and their offspring
when dams are exposed daily to these pesticides during pregnancy.
Melatonin decreased the genotoxic effects of cypermethrin, but not
those of methomyl. At least for cypermethrin, melatonin may be ef-
fective in protecting cells not only from genotoxic effects, but also from
other effects associated with the production of free radicals. Exposure of
pregnant women to this insecticide is not uncommon, especially in
developing countries. Such exposure poses great risks to the health of
the mother and the fetus. While the use of pesticides cannot be elimi-
nated in agriculture, more studies about potential protective therapies
could contribute to reducing health effects in dams and fetuses exposed
to substances such as cypermethrin.
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