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RESUMO

O piriproxifeno ¢ um pesticida andlogo ao hormoénio juvenil de insetos. A molécula age
mimetizando o hormdnio regulador de crescimento, impedindo que os insetos atinjam a
maturidade ao interromper o desenvolvimento larval, o que resulta em sua morte. Recomendado
pela Organizagdo Mundial da Saude para uso em agua potavel no controle da dengue, o
piriproxifeno foi definido pelo Governo Brasileiro no ano de 2014, como uma das formas de
controle focal das larvas do mosquito Aedes aegypti, apos a detec¢do de populagdes de
mosquitos resistentes aos inseticidas comumente utilizados no pais. Contudo, o inseticida foi
apontado como uma das possiveis causas da epidemia de microcefalia no Brasil ao final do ano
de 2015. Considerando-se os escassos dados disponiveis sobre a toxicidade do piriproxifeno e
a sua possivel relagdo com o aumento da incidéncia de microcefalia em recém-nascidos, este
estudo investigou a toxicidade reprodutiva do inseticida em ratos Wistar, avaliando seus efeitos
no desenvolvimento fetal da progénie, bem como a presenca de malformacdes externas e
alteragdes esqueléticas nos animais expostos durante a fase da organogénese. Os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais: 1P (piriproxifeno 100 mg.kg™), 3P (piriproxifeno
300 mg.kg'), 5P (piriproxifeno 500 mg.kg') e CN (controle negativo). As fémeas foram
tratadas por gavagem, com auxilio de sonda orogéstrica, do 6° ao 15° dia de gestagdo, conforme
segmento II, recomendados pela Organization for Economic Cooperation and Development
(2001) e Food and Drug Administration (1994). Durante a gestagdo, as progenitoras foram
monitoradas quanto as alteracdes de massa corporal relativa, consumo de agua e ragdao. No 21°
dia de gestacdo, as fémeas foram eutanasiadas para avaliagdo reprodutiva, teratogénica e de
variaveis sist€émicas. Os fetos foram avaliados quanto a embriotoxicidade e a presenca de
malformagdes externas e alteracdes esqueléticas. Os resultados demonstraram que a
administragdo do piriproxifeno ndo provocou toxicidade materna sistémica, uma vez que nao
foi evidenciada alteracdo no consumo de agua e ragdo, nem no peso dos 6rgaos. Além disso,
ndo foi detectada presencga de diarreia, piloerecao, tremores, hemorragia ou outras alteragdes
sistémicas. O inseticida também ndo causou perdas nos indices reprodutivos, como no nimero
de fetos por progenitora e perdas pés-implantagdo. A administracdo do piriproxifeno pode ter
determinado aumento na média da massa corporal dos fetos, na maior dose testada (500 mg.kg
1, contudo, ndo demonstrou interferéncia nos demais indices fetais. Ndo foram detectadas
alteragdes teratogé€nicas, nem malformagdes externas nos fetos avaliados, no entanto, pode-se
perceber que os animais expostos ao inseticida apresentaram aumento significativo de
alteragOes esqueléticas sugestivas de retardo de desenvolvimento, especialmente nas doses mais
altas testadas (300 mg.kg!'e 500 mgkg'). Diante dos resultados encontrados, conclui-se que a
administracao do inseticida piriproxifeno em ratas Wistar possa interferir na gestacao de fémeas
tratadas no periodo organogénico, no que se refere ao desenvolvimento fetal. Por fim, diante da
situagdo complexa de risco para a saude humana, mostra-se importante a execucdo de
investigacdes adicionais por meio de estudos em outras espécies animais, juntamente com
estudos epidemioldgicos, de forma a contribuir com a adequada avaliagdo de risco para o uso
do piriproxifeno em agua potavel.

Palavras chave: Desenvolvimento Fetal. Microcefalia. Pesticida. Piriproxifeno. Teratogenia.
Toxicologia.



ABSTRACT

Pyriproxyfen is a pesticide analogous to the juvenile hormone of insects. The molecule acts
mimicking the growth regulating hormone, preventing the insects from reaching maturity by
disrupting larval development, which results in their death. Recommended by the World Health
Organization for use in drinking water for dengue control, pyriproxyfen was defined by the
Brazilian Government in 2014 as one of the forms of focal control of larvae of the Aedes aegypti
mosquito in the country, after the detection of populations of mosquitoes resistant to commonly
used insecticides in the country. However, the insecticide was pointed out as one of the possible
causes of the microcephaly epidemic in Brazil in the end of the year 2015. Considering the few
data available on the toxicity of pyriproxyfen and its possible relation with the increase of the
incidence of microcephaly in newborns, this study investigated the reproductive toxicity of the
insecticide in Wistar rats, evaluating their effects on the fetal development of the progeny, as
well as the presence of external malformations and skeletal changes in exposed animals during
the organogenesis phase. The animals were divided in four experimental groups: I[P
(pyriproxyfen 100 mg.kg™), 3P (pyriproxyfen 300 mg.kg™), 5P (pyriproxyfen 500 mg.kg!) and
CN (negative control). The females were treated by gavage an orogastric tube, from the 6" to
the 15" day of gestation, according to segment II, recommended by the Organization for
Economic Cooperation and Development (2001) and Food and Drug Administration (1994).
During the gestation, the females were monitored for relative body mass, water and feed
consumption. On the 21° day of gestation, the progenitors were euthanized for reproductive,
teratogenic and systemic evaluation. Fetuses were evaluated for embryotoxicity and presence
of external malformations and skeletal abnormalities. The results demonstrated that the
administration of the insecticide pyriproxyfen can not induce systemic maternal toxicity, since
there was no change in water and feed consumption or in the mass of the progenitor organs. In
addiction, diarrhea, piloerection, tremors, hemorrhage or other systemic alterations were not
detected. The insecticide also did not cause losses in the reproductive indexes, such as number
of fetuses per parent and losses after implantation. No external malformations were detected
in the evaluated fetuses, however, it was observed that the animals exposed to the insecticide
showed a significant increase in skeletal abnormalities suggestive of developmental delay and
variations, especially in the highest doses tested (300 mg.kg™' and 500 mg.kg™). In view of the
results found, it is concluded that the administration of the insecticide pyriproxyfen in Wistar
rats can interfere in the gestation of females treated in the organogenic period, regarding fetal
development. Finally, in view of the potential risk situation for human health, it is important to
carry out additional studies by means of studies in other animal species, together with
epidemiological studies, in order to contribute to risk assessment for the use of pyriproxyfen in
drinking water.

Key words: Fetal development. Microcephaly. Pesticide. Pyriproxyfen. Teratogeny. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

Doengas transmitidas por mosquitos estdo entre as ameagas de saude publica mais
desafiadores em todo o mundo (ABAD-FRANCH et al., 2015). Vetores urbanos sao
especialmente problematicos porque podem transmitir patdgenos para grandes populacdes de
seres humanos, causando epidemias (INSTITUTE OF MEDICINE, 2008; WEAVER; REISEN,
2010).

A dengue ¢ a doenga viral transmitida por mosquitos que mais rapidamente difunde-se
no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). Mosquitos do género Aedes sdo os
vetores da doenga, sendo a espécie aegypti a mais importante na transmissdo da doenga. O
Aedes albopictus, ja presente nas Américas e com ampla dispersao nas regides Sudeste e Sul
do Brasil (BRASIL, 2009b), ¢ menos eficiente do que o Aedes aegypti na transmissao do virus
da dengue (LAMBRECHTS; SCOTT; GUBLER, 2010).

O controle da dengue na atualidade ¢ uma atividade complexa, tendo em vista os
diversos fatores externos ao setor de saude, os quais sdo determinantes na manutencdo e
dispersdo tanto da doenca, quanto de seu vetor transmissor. Dentre esses fatores, destacam-se
o surgimento de aglomerados urbanos, inadequadas condi¢des de habitacdo, irregularidades no
abastecimento de agua, destinacdo impropria de residuos, o crescente transito de pessoas e
cargas entre paises, além das mudangas climaticas provocadas pelo aquecimento global
(BRASIL, 2009b).

As estratégias de controle atuais do Aedes aegypti e Aedes albopictus (vetores da dengue,
chikungunya e febre amarela) dependerao da capacidade das pessoas em detectar e eliminar os
locais de reprodu¢ao de mosquitos dentro e em torno de residéncias (BRASIL, 2009b; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). Infelizmente, ambas as espécies procriam-se em
pequenos recipientes de retencdo de agua que podem ser de dificil deteccao, levando a baixa
cobertura nos locais de reprodu¢do em campanhas de controle, o que explica parcialmente o
motivo pelo qual o desempenho de tais campanhas pode ser tdo pobre (PADILLA-TORRES et
al., 2013). O principal recuo nas estratégias de controle de mosquitos € que criadouros sao
muitas vezes negligenciados e, portanto, nao tratados adequadamente. O controle de mosquitos
¢ crucial para a prevencdo de infec¢do e desenvolvimento de doencas, particularmente quando
vacinas ou drogas eficazes ndo estdo disponiveis (ABAD-FRANCH et al., 2015).

Inseticidas t€ém sido amplamente utilizados para o controle do vetor da dengue. Como
resultado, vem sendo detectadas populagdes de Aedes aegypti resistentes a inseticidas em

determinados paises. Niveis signiticativos de resisténcia a organofosforados, piretroides,
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carbamatos e organoclorados foram documentados (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2009). Diante da ocorréncia de resisténcia, quimicos alternativos tém sido requeridos de forma
a melhorar o controle do Aedes (OHBA et al., 2013).

O Ministério da Satude estabeleceu o uso do piriproxifeno como uma das formas de
controle focal das larvas do mosquito Aedes aegypti em 2009 e efetivamente comegou a utiliza-
lo no segundo semestre de 2014 (BRASIL, 2009b; REIS, 2016). O inseticida foi avaliado e
recomendado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) para utilizagdo como larvicida de
mosquito em agua potavel, especialmente para controle da dengue (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006a; 2006b). No entanto, o uso da substancia foi relacionado como uma
das possiveis causas da epidemia de microcefalia ocorrida no Brasil ao final de 2015, sendo
declarada Emergéncia em Satude Publica pela OMS em fevereiro de 2016 (HEYMANN et al.,
2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016¢). A época, a Associagdo Brasileira de
Saude Coletiva (ABRASCO) publicou uma nota técnica questionando o Ministério da Saude
a respeito do modelo adotado para controle quimico do vetor, o qual incluiu o uso do
piriproxifeno, apds a desenvolvimento de resisténcia de larvas do Aedes ao organofosforado
temephos (REIS, 2016).

Como o piriproxifeno ¢ um pesticida relativamente novo, poucos dados ambientais
foram coletados até o momento, contudo, ha um potencial de exposi¢ao direto através da agua
de bebida quando aplicado diretamente nos locais de armazenamento de agua potavel (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). O uso do piriproxifeno pode constituir uma situagao
potencialmente complexa de risco para a saude humana, o que deve ser avaliado criteriosamente
e, necessariamente, envolve investigacdes adicionais em torno de uma potencial contribui¢ao
do inseticida isolado, ou em combinagdo, com a exposicdo ao Zika virus (SWEDISH
TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016).

Considerando-se os escassos dados disponiveis sobre a toxicidade do piriproxifeno e a
sua possivel relagdo com o desenvolvimento de microcefalia em recém-nascidos, evidencia-se
a importancia da realiza¢do de estudos de toxicidade reprodutiva com o uso do inseticida.
Diante do relatado, optou-se por desenvolver o presente trabalho para avaliacdo da toxicidade
pré-natal do piriproxifeno em ratos Wistar, com fins de detec¢do de possiveis malformagdes

externas e alteragdes esqueléticas na progénie exposta durante a fase da organogénese.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os potenciais riscos toxicoldgicos decorrentes do uso piriproxifeno, no que se
refere a toxicidade pré-natal — estudo de teratogenicidade, contribuindo para a elucidagdo de
questodes relacionadas a seguranca de sua administracdo durante a fase da organogénese em

ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos da administragdo de trés diferentes doses de piriproxifeno na
toxicidade sistémica de progenitoras tratadas do 6° ao 15° dia de gestagao.

b) Avaliar os efeitos do piriproxifeno sobre as possiveis alteragdes no desenvolvimento
fetal da progénie exposta durante a fase de organogénese.

c) Awvaliar a toxicidade de trés doses diferentes de piriproxifeno, de modo a constatar a
possibilidade de alteracdes esqueléticas na progénie exposta do 6° ao 15° dia de gestagao.

d) Avaliar os efeitos do piriproxifeno quanto a possibilidade de produzir efeitos

teratogé€nicos e malformagdes externas na progénie exposta durante a organogénese.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Contexto historico

Até a década de 1940, acreditava-se que os embrides estavam desprotegidos de agentes
ambientais, como farmacos, virus e compostos quimicos por suas membranas
extraembrionarias ou fetais (dmnio e corion) e pelas paredes uterinas ¢ abdominal das maes
(MOORE; PERSAUD, 2016). Contudo, a primeira epidemia humana de malformagdes
induzidas por um agente exodgeno foi relatada por Gregg em 1941, quando associou a infec¢ao
do virus da rubéola na Austria com a ocorréncia de defeitos congénitos graves, como catarata,
defeitos cardiacos e surdez, se a infecgdo por rubéola ocorresse durante o periodo critico de
desenvolvimento dos olhos, coragdo e orelhas (ROGERS; KAVLOCK, 2012; MOORE;
PERSAUD, 2016).

Em 1960, foi registrado na Alemanha Ocidental um grande aumento de recém-nascidos
com raras malformacdes nos membros por amelia (auséncia de membros) ou graus variados de
focomelia (reducdo dos ossos longos dos membros) em decorréncia do uso do farmaco
talidomida. Doengas cardiacas congénitas, anomalias oculares, intestinais e renais, e
malformagdes auriculares externas e internas também estavam associadas. O farmaco foi
utilizado em vérias partes do mundo no combate a insdnia, de forma a amenizar nduseas e
vomitos tipicos de gestacdo. Nao apresentava nenhuma toxicidade aparente ou propriedades
geradoras de dependéncia ao ser humano adulto ou a animais expostos a doses terap€uticas. A
experiéncia chocante com o uso da talidomida levou a reavaliagdo do uso clinico amplamente
difundido de outros medicamentos e a criacao de entidades reguladoras de farmacos em muitos
paises, que desenvolveram requisitos para avaliacdo dos efeitos gerados durante a gestacao
(ROGERS; KALVLOCK, 2012; RANG et al., 2016). Essas descobertas, feitas ha mais de sete
décadas, focalizaram a atengdo do mundo para o papel dos fAirmacos e virus como causas de
defeitos congénitos humanos. Estima-se que de 7% a 10% dos defeitos congénitos resultem das
acoes prejudiciais de farmacos, virus e toxinas ambientais (MOORE; PERSAUD, 2016).

Ao final do ano de 2015, a epidemia de microcefalia no Brasil acarretou em uma série
de manifestacdes de severidade varidvel entre os recém-nascidos, incluindo malformagdes da
cabecga, convulsdes, problemas de degluticdo, anormalidades auditivas e visuais, abortos
espontaneos € nascimentos natimortos, sendo declarada Emergéncia em Saude Publica pela
OMS em fevereiro de 2016 (HEYMANN et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2016a). No pico da epidemia, em dezembro de 2015, foi registrado incremento de 135% nas
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notificagdes de microcefalia ao Ministério da Saude (PORTAL DA SAUDE, 2017). Dentre as
possiveis causas, comegaram a ser investigadas a possivel ligacdo com a infeccdo pelo Zika
virus (ZIKV) durante a gestagdo, a administragao de vacinas triplice vencidas contra sarampo,
cachumba e rubéola em gestantes, além do uso do inseticida piriproxifeno para tratamento de
agua potavel.

O Ministério da Saude estabeleceu o uso do piriproxifeno como uma das formas de
controle focal das larvas do mosquito Aedes aegypti em 2009 e efetivamente comegou a utiliza-
lo no segundo semestre de 2014 (BRASIL, 2009b; REIS, 2016). O inseticida ¢ recomendado
pela OMS para utilizagdo como larvicida em agua potavel, especialmente no controle ao
mosquito da dengue (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a; 2006b; 2010). No entanto,
logo apos o aumento da incidéncia de casos de microcefalia no Pais, no inicio de 2016, a
ABRASCO publicou uma nota técnica questionando o Ministério da Saude por desconsiderar
fatores que poderiam ter influéncia sobre o problema e por minimizar o fato de que outras
epidemias de dengue ndo resultaram em casos de malformagdes e microcefalia. A nota
questionava o papel do modelo de controle quimico do vetor adotado pelo Governo Brasileiro,
o qual incluia o uso do inseticida piriproxifeno, apds a detec¢dao de resisténcia de larvas do
Aedes ao organofosforado temephos (REIS, 2016). Como resposta, o Ministério da Saude
declarou nota informando que ndo havia estudos epidemioldgicos correlacionado o uso do
piriproxifeno com a ocorréncia da microcefalia. No entanto, as suspeitas sobre a seguranga do
produto mantiveram-se e o fato culminou com a suspensao do seu uso no Estado do Rio Grande
do Sul, em fevereiro do mesmo ano (EMPRESA BRASIL DE COMUNICACAO, 2016).

Concomitante ao ocorrido, a possivel ligacdo entre a infec¢do pelo Zika virus na
gravidez e o aumento anormal de casos de microcefalia em recém-nascidos vem sendo objeto
de ampla investigacao cientifica e tem apresentado indicios de que realmente seja confirmada
(CALVET et al., 2016; CUGOLA et al., 2016; LI et al., 2016; MELO et al., 2016; MINER et
al., 2016; MLAKAR, et al., 2016; NORONHA et al., 2016; MATTAR et al., 2017).

O ZIKV ¢ um flavivirus transmitido por mosquitos e foi identificado pela primeira vez
em macacos, no Uganda (pais da Africa Oriental), em 1947, sendo posteriormente, encontrado
também em humanos, em 1952. Entre os anos 1960 ¢ 1980, foram identificadas infecc¢oes
humanas na Africa e na Asia. O primeiro grande surto da doenca causado pela infecgdo por
Zika foi notificada na Ilha de Yap (Estados Federados da Micronésia), em 2007. No Brasil, o
Ministério da Satude notificou a associacdo entre a infec¢cdo pelo Zika virus e a sindrome de

Guillain-Barré no més de julho de 2015 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).



18

Ao longo de 2016, estudos com uso de camundongos como modelos experimentais
demonstraram que a infec¢do pelo Zika virus causa restrigdo no crescimento intrauterino
(MINER et al., 2016), além de lesdes e desenvolvimento anormal do cérebro dos filhotes, com
a inducdo de morte de precursores neuronais, resultando em lesdes compativeis com
microcefalia (CUGOLA et al., 2016; LI et al., 2016; MINER et al., 2016). Foram relatados
ainda estudos com avaliagdo de fetos e criangas com microcefalia, que demonstraram a presenca
de RNA ZIKV na placenta, tecidos fetais e fluidos amnidticos, evidenciando a presenga do
virus nos tecidos do cérebro, sugerindo estar relacionado com o desenvolvimento da
microcefalia (CALVET et al., 2016; MELO et al., 2016; MLAKAR, et al., 2016; NORONHA
etal.,2016; MATTAR et al., 2017).

Achados semelhantes também foram encontrados em estudo utilizando macacos Rhesus
adultos. Apds infeccao subcutanea, o virus foi detectado no tecido nervoso periférico, multiplos
tecidos linfoides, articulagcdes e no utero dos animais necropsiados. Notavelmente, o virus
persistiu nos tecidos neuronais, linfoides, articulares e musculares, bem como em tecidos
reprodutivos masculinos e femininos. Os autores relatam que o tropismo e persisténcia do
ZIKV nos nervos periféricos e no trato reprodutivo podem fornecer um mecanismo de
subsequente neuropatogénese e ainda, de transmissao sexual (HIRSCH et al., 2017).

Com base em uma revisdo sistematica dos estudos disponiveis € em um consenso
cientifico sobre a questdo, a OMS concluiu que a infec¢do pelo Zika virus durante a gravidez ¢
uma causa de anormalidades cerebrais congénitas, incluindo a microcefalia. Adicionalmente,
alertou a comunidade cientifica solicitando que intensos esfor¢os continuassem no sentido de
se investigar de forma rigorosa a ligacdo entre o Zika virus e a ocorréncia de varios distirbios
nerurologicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).

O Ministério da Satude declarou no dia 11 de maio de 2017, o fim da Emergéncia em
Satde Publica de Importancia Nacional em decorréncia do Zika virus e sua associagao com a
microcefalia e outras alteragdes neurologicas. A decisdo, informada a OMS, ocorreu 18 meses
apos a decretagdo de emergéncia, em um momento de queda nos casos de Zika e microcefalia
em todo o pais (PORTAL DA SAUDE, 2017).

Entre os dias 08 de novembro de 2015 a 19 de julho de 2017, o Ministério da Satde foi
notificado de 14.258 casos suspeitos de alteragdes no crescimento e no desenvolvimento,
possivelmente relacionadas a infec¢ao pelo Zika virus e outras etiologias infecciosas. Do total
de casos, 6.248 (43,8%) foram descartados, 2.869 (20,1%) foram confirmados e 170 (1,2%)
foram classificados como provaveis para relagdo com infeccdo congénita durante a gestagao

(BRASIL, 2017). Desde outubro de 2015, um total de 27 paises e territorios nas Américas
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relataram casos confirmados de Sindrome Congeénita associada a infeccao pelo Zika virus (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Mesmo diante dos importantes indicios da ligacao entre o Zika e a microcefalia, restam
davidas quanto a possivel relagdo com a exposic¢ao ao piriproxifeno, considerando-se que outros
surtos de Zika virus ndo foram relacionados a defeitos no nascimento.

Estudo contemplou a avaliagdo da prevaléncia de Zika e a microcefalia no Brasil e na
Colombia. Considerando-se que o virus foi disseminado pela América do Sul e América Central,
havia a expectativa do subsequente aumento do niimero de casos de microcefalia, semelhante
ao ocorrido no Brasil. No entanto, em analise aos dados disponiveis, os autores informam que
ndo se pode confirmar a relagdo direta entre o Zika e a maior parte dos casos de microcefalia
notificados na Colombia, uma vez que, apesar do grande numero de infec¢des por Zika, poucos
casos de microcefalia associados ao virus foram confirmados, o que ocorreu de forma
semelhante em outros paises das Américas. Além disso, apesar da elevada ocorréncia em outras
partes do Brasil, a regido Nordeste, que apresenta populagdo aproximada comparavel a da
Colombia (50 milhdes de habitantes), apresentou a maioria dos casos de microcefalia. Esta
discrepancia sugere a necessidade de andlise de outras possiveis causas ou co-fatores, além do
Zika, para ocorréncia da epidemia no Brasil. O uso do piriproxifeno, apesar de ter sido
insuficientemente pesquisado, tem sido amplamente divulgado como uma das possiveis causas
da microcefalia, uma vez que nao foi utilizado na Colémbia, diferentemente do Brasil (BAR-
YAM; PARENS; MORALES, 2016).

Recente revisao da literatura relativa a seguranca do uso do piriproxifeno por
pesquisadores de varios paises revelou escassos dados sobre o assunto, demonstrando grandes
lacunas de conhecimento, o que impede a realiza¢do de avaliagdo de risco adequada do papel
potencial do inseticida na indug¢ao da microcefalia (SWEDISH TOXICOLOGY SCIENCE
RESEARCH CENTER, 2016).

3.2 Piriproxifeno

O piriproxifeno possui como nome quimico (2- [l-metil-2- (4-fenoxifenoxi)

etoxi|piridina) (Figura 1) e foi primeiramente sintetizado e desenvolvido pela Sumitomo

Chemical Co. Ltd. na década de 90 (SULLIVAN; GOH, 2008).
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Figura 1- Estrutura quimica do piriproxifeno
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Fonte: Swedish Toxicology Science Research Center (2016).

3.2.1 Mecanismo de ac¢ao do piriproxifeno

O piriproxifeno ¢ um analogo sintético do hormonio juvenil, que promove a mudanga
de estadios nos insetos. A molécula age mimetizando esse hormonio regulador de crescimento,
impedindo que os insetos atinjam a maturidade ao interromper o desenvolvimento larval,
resultando em sua morte (SARTOR; SANTAREM, 2006).

O horménio juvenil ¢ secretado por glandulas endocrinas, a corpora allata (CA), e
regula a metamorfose dos insetos (GOODMAN; GRANGER, 2005). As aplicagcdes do
piriproxifeno causam desbalanco dos niveis do hormonio juvenil no inseto, resultando em forte
supressao da embriogénese, metamorfose, formagdo do adulto e esterilidade em varios insetos
pragas (LIU, 2003; ABO-ELGHAR; FUJIYOSHI; MATSUMURA, 2004; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Apresenta atividade ovicida e larvicida (WISMER; MEANS, 2012).

3.2.2 Usos do piriproxifeno

O piriproxifeno tem sido utilizado contra uma série de artropodes desde a sua introducdo
para o mercado agroquimico, no inicio da década de 1990 (STHUINCHA et al., 2005). Possui
atividade inseticida contra moscas domésticas, baratas € mosquitos, apresentando inibi¢ao de
mais de 95% do surgimento de mosquitos (SULLIVAN; GOH, 2008; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Trata-se de um larvicida altamente eficaz, com potencial para atuar
como excelente intervengao contra a dengue e outras doengas transmitidas pelo Aedes aegypti
(SIHUINCHA et al., 2005). O inseticida possui baixa toxicidade para mamiferos e ¢

recomendado pela OMS para o tratamento de dgua potavel contra o mosquito (SULLIVAN;



21

GOH, 2008). No ano de 2006, foi um dos quatro inseticidas, juntamente com o temefos, o
metopreno e a permetrina, além do larvicida bacteriano Bacillus thuringienses israelensis,
recomendados pela Organizacdo Mundial da Satde para ser adicionado a agua de bebida,
especialmente para o controle da dengue, na concentragio de até 0,01 mg.I' (0,01 ppm)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a; 2006b). O WHO Pesticide Evaluation Scheme
(WHOPES), organizag¢ao internacional que executa avaliacdes de pesticidas para uso em satude
publica, listou compostos larvicidas, entre eles o piriproxifeno (diflubenzuron, metopreno,
novaluron, pirimiphos metil, piriproxifeno, spinosad, temephds e Bacillus thuringienses
israelensis), para o controle de mosquitos em locais de armazenamento de dgua. O uso de
pesticidas para controle de vetores em agua potavel deve seguir rigorosamente as indicacdes
aprovadas pelas autoridades nacionais, o que deve estar claramente apresentado nas respectivas
embalagens. As doengas transmitidas por vetores sdo causas importantes de morbidade e
mortalidade; portanto, mostra-se importante alcancar equilibrio adequado entre a ingestao de
pesticidas a partir da 4gua potavel e o controle de insetos transmissores de doengas. Ressalta-
se que todo esforco deve ser feito de forma a manter a exposi¢ao global e a concentragao de
qualquer larvicida nao superior a recomendada pelo WHOPES e tdo baixa quanto possivel
considerando-se a eficacia do produto. Contudo, o uso de larvicidas deve ser apenas uma parte
de um amplo plano de gestdo de residuos e de armazenamento doméstico de dgua, o qual ndo
se restringe exclusivamente a aplicacdo de inseticidas, mas abrange outras medidas de gestao
ambiental e mudanca de comportamento social (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

No Brasil, o Ministério da Satde incluiu o piriproxifeno como uma das alternativas no
controle focal de formas imaturas do mosquito Aedes aegypti, para prevencdo e controle da
dengue, em 2009. Os depdsitos de agua que oferecessem condigdes favoraveis a oviposicao do
vetor, sem possibilidade de controle mecanico (destrui¢ao, vedacao ou destinacao adequada),
deveriam ser tratados com os larvicidas indicados. A aquisicao de inseticidas para uso em saude
publica ¢ de responsabilidade do Ministerio da Satde e estd sustentada em uma politica de
gestdo de insumos estratégicos, conforme determinacdo da Portaria Ministério da
Satde/Gabinete do Ministro n° 1.172, de 17 de junho de 2004 (BRASIL, 2004). A licitacao
feita pelo Fundo Rotatorio da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) — Organizagao
Mundial da Saude, para aquisi¢des de praguicidas (adulticidas e larvicidas) referente ao biénio
2013/2014, apontou como produto mais econdmico o larvicida piriproxifeno (Sumilarv®),
fabricado pela empresa Sumitomo Chemical Co. Ltd., sendo este, portanto, o larvicida

adquirido para uso no Pais (PORTAL DA SAUDE, 2014).
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O seu aspecto inovador ¢ que pode ser carregado em doses eficazes pelo proprio
mosquito para o local de desenvolvimento larval. A distribui¢cdo bem sucedida do produto pelos
proprios mosquitos fémeas supera o desafio de tratar cada local com acimulo de dgua que possa
produzir vetores (ABAD-FRANCH; ZAMORA-PEREA; LUZ, 2017).

Estudo avaliou a acdo do piriproxifeno em habitat de larvas aquaticas, como uma
alternativa promissora para controle de mosquitos Aedes aegypti € Aedes albopictus na cidade
de Manacapuru, com 60.000 habitantes, no Brasil Amazonico. Foram amostrados mosquitos
juvenis mensalmente em 100 habitagdes da cidade, em quatro periodos, de fevereiro de 2014 a
janeiro de 2016, sendo estimado o efeito de intervengdo sobre a captura de mosquitos juvenis e
a emergéncia de adultos. Apds a disseminagao do piriproxifeno, a captura juvenil reduziu 79 a
92% e a mortalidade juvenil aumentou de 2 a 7% para 80 a 90%, demonstrando que o
piriproxifeno apresenta potencial para bloquear a transmissao de virus por mosquitos em toda
a cidade, mesmo em cendrios adversos, segundo os autores. O estudo sinaliza novas vias para
a prevencao de doengas transmitidas por mosquitos Aedes, como o controle de epidemias de
Dengue, Zika e Chikungunya (ABAD-FRANCH; ZAMORA-PEREA; LUZ, 2017).

O piriproxifeno ¢ também eficaz contra outros insetos com importancia em saude
publica, como baratas e moscas, especialmente quando aplicado em locais de reproducao de
moscas domésticas (SULLIVAN; GOH, 2008). O ativo ¢ utilizado ainda em aplicacdes topicas
para o controle de pulgas e infestagdo por carrapatos em caes e gatos (MICHAEL, 2005). Ha
relatos que proteja gatos da recorréncia de infestacdo por pulgas durante seis meses
(MAYNARD; HOUFFSCHMITT; LEBREUX, 2001). No entanto, ndo age diretamente sobre
pulgas e carrapatos adultos, uma vez que sua a¢ao ¢ de inibigdo do desenvolvimento larval e na
maturacdo dos parasitas (MEOLA et al., 2000), por tratar-se de um potente agonista do
hormoénio juvenil e disruptor enddcrino (SULLIVAN; GOH, 2008). Na agricultura e
horticultura, o piriproxifeno tem seu uso registrado para o controle de mosca branca, pulgoes e
lagartas (SULLIVAN; GOH, 2008).

No Brasil, além do uso como larvicida na 4gua de bebida, o piriproxifeno ¢ utilizado em
formulacdes comerciais no controle de pulgas e carrapatos em caes e gatos, no ambiente

doméstico e na agricultura, como agrotéxico.

3.2.3 Toxicidade do piriproxifeno

O grupo cientifico de especialistas internacionais administrado conjuntamente pela

Organizacao de Alimentacao e Agricultura das Nacdes Unidas (FAO) e pela OMS, responsavel
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por conduzir avaliagdes de risco de pesticidas para fins regulatorios (Joint Meeting on
Pesticides Residues - IMPR) estabeleceu a ingesta diaria aceitavel (IDA) de 0-0,1 mg.kg' de
peso corporal para o piriproxifeno, com base em uma classificacdo geral da NOAEL (menor
dose sem efeito toxicoldgico detectavel) de 10 mg.kg™!' de peso corporal por dia, considerando-
se 0 aumento do peso relativo do figado e aumento da concentracao total de colesterol no plasma
de caes machos em dois estudos de toxicidade realizados durante 1 ano, utilizando um fator de
seguranga 100 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; 2011).

Ao se estabelecer diretrizes ou padrdes locais de referéncia para o uso do piriproxifeno
na agua potavel, as autoridades de saude devem levar em considerag@o o potencial das maiores
taxas de consumo de dgua na area ou regido considerada. Contudo, exceder a IDA ndo resultara
necessariamente em efeitos adversos. A concentracio maxima recomendada ¢ de 0,01 mg.1™,
equivalente a menos do que 1% do limite superior da IDA atribuida a 4gua potével ingerida por
um adulto 60 kg (2 litros de 4gua ao dia). Para uma crianga de 10 kg, na ingestdo de 1 litro de
agua, a exposi¢do seria de 0,01 mg, em compara¢do com uma exposi¢do de 1 mg no limite
superior da IDA. Para uma crianga de 5 kg alimentada com mamadeira na quantidade de 0,75
litros ao dia, a exposicao seria de 0,0075 mg, em comparagdo com uma exposicao de 0,5 mg
no limite superior da IDA (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; 2011).

Apoés revisao da literatura cientifica disponivel sobre os dados toxicologicos do
inseticida para avaliagcdo da seguranca do seu uso na dgua de bebida, a Organizacdo Mundial
da Saude elaborou o documento Pyriproxyfen on drinkind-water: use for vector control in
drinking-water sources and container (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010), o qual
contempla as seguintes informagdes e resultados de estudos relativos ao piriproxifeno:

Ap6s administragdo oral em ratos, o piriproxifeno ¢ lentamente (tempo até o
pico de concentragdo no plasma, 8 horas) e incompletamente absorvido (<
50 % da dose), mas ¢ rapidamente eliminado, predominantemente nas fezes
(90%), com apenas 4-11% na urina, apds 48 horas. O metabolismo da
substéncia ¢ qualitativamente semelhante em ratos, camundongos, cabras em
lactacdo e galinhas poedeiras.

Com base em estudos de toxicidade realizados em camundongos, ratos e caes,
o figado foi o principal alvo, com aumento do peso do 6rgao e alteragdes nas
concentracdes de lipideos plasmaticos, em especial o colesterol, em doses
iguais ou superiores a 120 mg.kg"! por dia em ratos. H4 evidéncias que o
inseticida possa causar modesta anemia em camundongos, ratos ¢ cdes em
altas doses.

A toxicidade oral aguda do piriproxifeno apresenta valores de DL 50 (dose
letal mediana - dose necessaria para causar a morte 50% da populagdo)
superiores a 5000 mg.kg' de peso em camundongos, ratos e cdes, 0 que é
considerada baixa. A toxicidade cutanea aguda também ¢ considerada baixa,
com DL 50 superior a 2000 mg.kg™! de peso corporal em camundongos e ratos.
A NOAEL foi de 150 mg.kg"! por dia em camundongos, 23 mg.kg™! por dia
em ratos e 100 mg.kg! por dia em cées alimentados com piriproxifeno na dieta
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durante 3 meses.

O piriproxifeno ¢ moderadamente irritante para o olho, mas nio para pele de
coelhos.

Nao foi carcinogénico quando administrado na dieta, em doses até 420 mg.kg
'por dia em camundongos e em doses até 140 mg kg por dia em ratos. Da
mesma forma, ndo demostrou nenhuma evidéncia de carcinogenicidade em
estudo de 1 ano em cdes, em doses até 1000 mg.kg™! por dia. JMPR concluiu
que o piriproxifeno ndo representa risco cancerigeno para os seres humanos.
Piriproxifeno ndo foi genotdxico em uma variedade de testes de
mutagenicidade e citogenicidade in vitro e in vivo.

A toxicidade reprodutiva do piriproxifeno em ratos foi avaliada em estudo
envolvendo o tratamento de machos ¢ fémeas antes e durante estagios iniciais
da gestacdo (segmento I) e em outro, com tratamento durante o periodo pré-
natal e lactagdo (segmento III). A NOAEL para toxicidade materna foi 100
mg.kg! de peso corporal por dia, no estudo do segmento III. A toxicidade
reprodutiva foi observada apenas no estudo do segmento III, no qual houve
aumento do nimero de partos de natimortos na geragdo Fo e redugdo no
nimero de implantagdes e na média de fetos vivos na geracao F; na dose de
500 mg.kg! de peso corporal por dia. O NOAEL de toxicidade reprodutiva foi
de 300 mgkg! de peso corporal por dia. Ndo foi observada toxicidade
reprodutiva no estudo do segmento I, com NOAEL de 1000 mg.kg' de peso
corporal por dia, a dose mais elevada testada.

A toxicidade fetal do piriproxifeno tem sido estudada em ratos e coelhos. Em
ratos, a NOAEL para toxicidade materna nao foi identificada, ja que foi
observada reducdo do ganho de peso corporal com a mais baixa dose testada,
100 mg.kg! por dia. O piriproxifeno causou leve toxicidade e ndo foi
teratogénico.

Em estudo do segmento Il em ratos, a geracdo F; foi submetida a uma série
de testes de desenvolvimento de possivel neurotoxicidade, incluindo indices
fisicos, testes de comportamento, motor e fungéo sensorial, além da habilidade
de aprendizagem. Embora tenha apresentado alguns efeitos no crescimento
em doses maiores ou iguais a 300 mg.kg™! de peso corporal por dia, ndo houve
neurotoxicidade no desenvolvimento na dose de 500 mg.kg™! de peso corporal
ao dia, a dose mais alta testada. Anomalias viscerais, como dilatacdo da pelve
renal, foi encontrada em doses maiores ou iguais a 300 mg.kg' de peso
corporal ao dia. A NOAEL para o desenvolvimento de toxicidade foi 100
mg.kg! de peso corporal ao dia, com base no retardo do desenvolvimento
fisico e anomalias viscerais em doses mais altas.

Em estudo sobre a toxicidade fetal em ratos, ndo foi observada evidéncia de
retardo do crescimento ou de neurotoxicidade nas doses superiores ou iguais
a 1000 mg.kg! de peso corporal por dia, a dose mais alta testada. Detectou-se
aumento na frequéncia de variagdes esqueléticas (abertura do forame
transverso na sétima vértebra cervical. A frequéncia de anomalias viscerais foi
significativamente elevada na geragdo F, algumas semanas apds o nascimento.
A NOAEL para toxicidade fetal foi 300 mg.kg!' de peso corporal por dia, com
base em aumento da frequéncia de varia¢des esqueléticas com anomalias
viscerais na prole F; a 1000 mg.kg™! de peso corporal por dia.

Em um estudo sobre a toxicidade do desenvolvimento dos filhotes em coelhos,
os sinais de toxicidade materna (aborto ¢ parto prematuro) foram evidentes
em doses de superiores ou iguais a 300 mg.kg™! de peso corporal por dia e
NOAEL de 100 mgkg' de peso corporal por dia. Nao foi observada
toxicidade fetal, sendo a NOAEL, 1000 mg.kg"' de peso corporal por dia, a
maior dose testada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010, p. 2-5).
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A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), encarregada de proteger
a saide humana e o meio ambiente, elaborou o documento EPA-HQ-OPP-2011-1012
Pyriproxyfen. Human health risk assessment for the request to add uses on herb subgroup 19a,
and the expansions of existing crop group uses to numerous crop subgroups
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2012), o qual apresenta dados toxicologicos
e resultados de estudos com o uso do piriproxifeno:

Em estudo contemplando a avaliagdo do metabolismo em ratos, o
piriproxifeno foi absorvido até 12%, em andlise da estimativa de excre¢do
urindria.

Com base em estudos com doses repetidas de piriproxifeno em camundongos,
ratos e caes, concluiu-se que o figado e rins sdo os principais o6rgaos alvo, com
leve anemia nos roedores. Adicionalmente, redu¢do do peso corporal, do
ganho de peso e/ou do consumo de alimentos foram achados comuns nos
estudos avaliados.

Estudo de toxicidade subcronica com administragdo oral de piriproxifeno, nas
doses de 0, 100, 300 ou 1000 mgkg™! por dia, durante 90 dias em cies,
evidenciou a NOAEL de 100 mg kg™ por dia e a LOAEL de 300 mg.kg! por
dia em machos e fémeas, com base no aumento absoluto e relativo do peso do
figado e alargamento dos hepatocitos.

Naio houve toxicidade sistémica em estudo com administragdo dérmica do
produto por 21 dias em ratos, contemplando doses de 100, 300 ou 1000 mg.kg"
'por dia.

Em estudo de 28 dias de inalagdo, a LOAEL foi 1 mg.l!, com base na
ocorréncia de salivagdo em fémeas e esporadica redugdo do ganho de peso em
machos, o que nao foi considerado biologicamente relevante.

Piriproxifeno possui baixa toxicidade aguda pelas vias de administrac¢do oral,
dérmica, inalatdria e ocular.

Estudo de imunotoxicidade demonstrou auséncia de efeitos adversos no
sistema imune com doses de 228, 449 ou 1139 mg.kg! por dia na dieta por
pelo menos 28 dias.

No que diz respeito a carcinogenicidade, o piriproxifeno foi classificado
quimicamente como do “Grupo E” - sem evidéncia de carcinogenicidade para
seres humanos, com base na auséncia de carcinogenicidade em camundongos
e ratos.

Recente revisdo de estudos de neurotoxicidade aguda e subcronica indica que
o piriproxifeno ndo é um quimico neurotdxico. Nao foi observada
neurotoxicidade em estudos agudos e cronicos até o limite da dose (2000
mg.kg') e nenhuma indicagdo de toxicidade no sistema nervoso central ou
periférico em outros estudos de toxicidade cronica e subcronica. A salivagao
observada no estudo de inalacdo ndo foi detectada nos estudos de
neurotoxicidade aguda ou subcronica. Nao houve alteragdes no peso do
cérebro ou histopatologia relacionadas a exposi¢ao ao piriproxifeno.

Nao ha evidéncias de ocorréncia de anomalias no sistema nervoso do feto em
estudos de toxicidade pré-natal em ratos ou coelhos, com doses toxicas
maternas até 1000 mg.kg™! por dia e 300 mg.kg™! por dia, respectivamente.
Estudo de desenvolvimento pré-natal em ratos avaliou a administragdo de
doses de 0, 100, 300 ou 1000 mg.kg™! por dia de piriproxifeno, por gavagem,
e evidenciou que a NOAEL para a toxicidade materna foi 100 mg.kg™! por dia
e a LOAEL 300 mg.kg"' por dia, com base na redugdo do peso corporal, do
ganho de peso e do consumo de alimento, além do aumento do consumo de
agua. O NOAEL para o desenvolvimento dos filhotes foi 300 mg.kg™! por dia
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e a LOAEL 1000 mg.kg"! por dia, considerando-se o aumento da incidéncia
de variagOes esqueléticas no dia 21 da gestagdo e inespecificas variacdes
viscerais apos 56° dia de nascimento.

Outro estudo de desenvolvimento pré-natal obteve resultados semelhantes
quanto a toxicidade materna, com administragdo via oral, por gavagem, de
doses de 0, 30, 100, 300 ou 500 mg.kg™! por dia, em ratos, obtendo-se NOAEL
de 100 mg.kg"! por dia e a LOAEL, 300 mg.kg™!' por dia, com base em sinais
clinicos, redugdo do ganho de peso e do consumo de alimento. A toxicidade
do desenvolvimento apresentou NOAEL de 100 mg.kg"! por dia e LOAEL,
300 mg.kg! por dia, com base na reduc¢do do peso corporal e aumento da
incidéncia de dilatacdo da pelve renal.

Relatou-se ainda mais um estudo de desenvolvimento pré-natal, com a
administrac¢do via oral, por gavagem, de doses de 0, 100, 300, 500 ou 1000
mg.kg! por dia, em ratos, que apresentou também para toxicidade materna,
NOAEL de 100 mg.kg! por dia e LOAEL de 300 mg.kg! por dia, com base
em sinais clinicos, redu¢do do ganho de peso, aumento do consumo de agua
(em ambos os sexos) e do consumo de alimentos, além de alteragcdes no peso
dos orgaos. Para a toxicidade do desenvolvimento dos filhotes, obteve-se
NOAEL de 1000 mgkg! por dia, a dose mais alta testada
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2012, p. 10-34)

Por ser tratar de um disruptor endocrino, a Environmental Protection Agency (2015)
elaborou documento Endocrine Screening Program (EDSP): weight of evidence analysis of
potencial interaction with estrogen, androgen and thyroid pathways - chemical: pyriproxifen,
de forma a avaliar sua capacidade em perturbar o sistema endocrino humano:

Em estudo de desenvolvimento puberal masculino, demonstrou-se evidéncia
de anti-androgenicidade com diminui¢@o nos niveis séricos de testosterona e
diminui¢do no peso dos orgaos e tecidos sensiveis a androgenos (testiculos,
epididimos, vesiculas seminais e préstata). Ndo foram observadas alteracdes
histopatoldgicas nos testiculos ou epididimos. No entanto, as alteragcdes nos
niveis hormonais e no peso dos tecidos foram observadas em uma dose que
também causou aumento nas enzimas hepaticas, peso do figado e hipertrofia
hepatocelular.

Outro estudo realizado de forma a avaliar os efeitos do piriproxifeno nos
niveis de testosterona em ratos machos puberes, demonstrou que, com as
mesmas doses que o ensaio puberal masculino, houve a diminuig¢ao nos niveis
de testosterona. No entanto, neste estudo, as doses administradas resultaram
em toxicidade evidente (superior a 10% de reducdo no peso corporal). Estas
doses também resultaram na indu¢@o de enzimas hepaticas (CYP2B, CYP3A,
CYP4A ¢ UGT), peso do figado e hipertrofia hepatocelular. Os dados
disponiveis sugerem que o potencial efeito anti-androgénico no sistema
reprodutor masculino observado pode ser secundario ao aumento do
metabolismo da testosterona pelo figado.

Nao houve evidéncias da potencial interacdo do piriproxifeno com o
estrogénio.

Em estudo de desenvolvimento puberal masculino em roedores, observaram-
se alteracdes histologicas na tireoide, as quais consistiram em area coloidal
reduzida e aumento da altura das células foliculares. Nao foram observados
efeitos relacionados ao tratamento no peso da tireoide ou nos niveis séricos de
tiroxina (T4) ou do hormoénio estimulante da tireoide (TSH) no ensaio puberal
masculino ou feminino, em doses de até 1000 mg.kg"' ao dia, e ndo foram
constatadas alteragdes histologicas na tirdide no ensaio puberal feminino.
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Além disso, um aumento de 14% no peso da hipofise foi observado no ensaio
feminino, mas ndo no ensaio masculino.

Outro estudo conduzido nos mesmos niveis de dose que os ensaios de
desenvolvimento puberal, foi realizado de forma a investigar os potenciais
efeitos do piriproxifeno na fungdo da tireoide e do figado em ratos machos
puberes. Neste estudo, os niveis de T4 foram diminuidos em 25%, na dose de
1000 mg.kg! ao dia.

Em estudo cronico em caes, as fémeas apresentaram aumento nao linear de 82
e 63% no peso da tireoide nas doses média e alta, mas nao foram observadas
alteracdes semelhantes nos machos. No entanto, esses efeitos foram
considerados secundarios a indugdo de enzimas hepaticas (CYP2B, CYP3A,
CYP4A e UGT), aumento do peso do figado e hipertrofia hepatocelular
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2015, p. 9-12).

Em resumo, os estudos citados pela Environmental Protection Agency (2015) nao
demonstraram indicagdes conclusivas de interagdo com o estrogénio, por outro lado,
apresentaram evidéncias de interacdo com androgenos e com a tireoide (SWEDISH
TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016).

A Autoridade Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA) emitiu o documento sobre
o piriproxifeno Conclusion on pesticide peer review: peer review of the pesticide risk
assessment of the active substance pyriproxyfen (EUROPEAN FOOD SAFE AUTHORITY,
2009), em que informou que a toxicidade do desenvolvimento foi estudada nos ratos e coelhos
e, em ambas as espécies, nao foram observados efeitos teratogénicos nos animais avaliados.
Adicionalmente, a Agéncia Europeia das Substancias Quimicas (ECHA) relatou que nao foram
evidenciadas alteracdes estrututurais irreversiveis ou teratogénicas nos estudos de toxicidade
do desenvolvimento realizados em ratos e coelhos, no documento intitulado Directive 98/8/EC
concerning the placing of biocidal products on the market - pyriproxyfen product-type 18
(insecticides, acaricides and products to control other arthropods) (EUROPEAN
CHEMICALS AGENCY, 2012).

Swedish Toxicology Science Research Center (2016) relata que ndo ha informagdes
disponiveis sobre o metabolismo ou a capacidade do piriproxifeno em atravessar a placenta em
humanos. Informagdes relativas a toxicidade humana sdo muito escassas e ha apenas um relato
de caso relacionado ao potencial de toxicidade reprodutiva, em que a exposi¢ao pré-natal ao
piriproxifeno foi supostamente associada ao desenvolvimento de rara anomalia congénita, a
extrofia de bexiga. No relato citado, foi descrita a exposi¢ao doméstica a um pesticida comercial
e sua possivel relagdo com a ocorréncia de extrofia da bexiga (malformagao congénita) em um
recém-nascido. A gestante utilizou intensamente um spray de pesticida doméstico contendo
piretrdides (cifenotrina 0,5% e tetrametrina 0,31%) e piriproxifeno (0,01%), durante as

primeiras 12 semanas de gestacao, de forma a eliminar infestagdes de baratas em sua residéncia.
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Foram descritos pela paciente sinais de intoxicacdo como, episoddios recorrentes de cefaleia,
desconforto geral, rinite, espirro, dispneia, dor de garganta, conjuntivite e tosse, coincidentes
com a exposicao ao pesticida. A gestante, dona de casa, e o marido, fumigador de frutas, haviam
relatado previamente sintomas gastrointestinais associados a utilizacdo de pesticidas
ocupacionais. Detectou-se a presenca de piretroides e piriproxifeno em amostra de urina da
crianca obtida aos 4 meses de idade. Nao foram identificados outros fatores de risco para a
ocorréncia da malformagdo (MARTIN et al., 2009).

Os efeitos do piriproxifeno sobre o neurodesenvolvimento de embrido do peixe
Zebrafish, como um modelo de vertebrados, foram avaliados em estudo. Embrides foram
tratados com veiculo (etanol ou dimetilsulféxido) e concentragdes diferentes do piriproxifeno
(0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,35; 1; 10 ou 100 ng.ml ), as quais se aproximam da concentragio
méxima recomendada para tratamento da 4dgua potavel (0,01 mg.l! ou 0,01 pg.ml?) pela
Organizacao Mundial da Satde. Os resultados demonstraram que o piriproxifeno penetrou no
corion e no tecido embriondrio efetivamente em todas as concentragdes testadas. No entanto,
nao acarretou em anomalias do desenvolvimento, como malformagdes do cérebro, nem
quaisquer alteracdes significativas no nimero de células-tronco observadas no sistema nervoso
central em desenvolvimento, embora tenha ocasionado letalidade em doses superiores a 0,1
ug.ml! (DZIECIOLOWSKA et al., 2017).

Estudo para avaliacdo da toxicidade do piriproxifeno em dieta cronica de 6 meses em
ratos Sprague-Dawley, nas concentragoes de 0, 80, 400, 2000 ou 10000 ppm, revelou redugao
do ganho de peso na ingesta de 10000 ppm durante o periodo de tratamento, acompanhado da
redu¢@o do consumo alimentar e aumento do consumo hidrico durante o estagio inicial. Quanto
ao peso dos 6rgdos, foi observado aumento do figado (em machos alimentados com 2000 e
10000 ppm, e fémeas com 10000 ppm), dos rins (em ambos os sexos alimentados com 10000
ppm) e tireoide (em fémeas alimentadas com 10000 ppm) e redugdo na pituitaria (em fémeas
alimentadas com 2000 e 10000 ppm). A avaliacdo histopatoldgica revelou hipertrofia dos
hepatdcitos em ambos os sexos alimentados com 10000 ppm. Conclui-se que niveis inferiores
2400 ppm (24 mg.kg ! para machos e 27,5 mg.kg ! para fémeas) nio causaram efeitos em ambos
os sexos (KOYAMA et al., 1989).

Fémeas da lagarta Spodoptera litura recém emergidas foram tratadas com diferentes
concentragdes de piriproxifeno, 20, 60 ou 100 pg.ul!, de forma a avaliar seus efeitos na
reproducdo. A analise da fecundidade demonstrou que as taxas de postura e periodo de
oviposi¢ao foram progressivamente reduzidos com o aumento da dosagem de piriproxifeno.

Os resultados sugerem que a aplicacdo topica do produto em fémeas recém emergidas pode
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controlar de forma eficiente a reprodugdo da Spodoptera litura, representando uma alternativa
na utilizagdo de inseticidas para o controle desta importante praga agricola (XU et al., 2015).

O impacto da exposi¢ao oral ao piriproxifeno, durante 6 semanas, em formas larvais de
abelhas (Apis mellifera L.) foi avaliado em estudo. O piriproxifeno foi testado em duas
diferentes concentragdes subletais, 23 ou 57 ng, as quais haviam sido previamente testadas em
experimentos anteriores. As abelhas tratadas emergiram antes do que o grupo controle e a
concentracdo mais elevada do inseticida conduziu a significativas taxas de adultos mal
formados (asas danificadas ou atrofiadas). Além disso, as abelhas jovens tratadas foram mais
frequentemente rejeitadas pelo restante da colonia, induzindo a um menor periodo de vida. Os
resultados demonstram que as abelhas expostas ao piriproxifeno apresentaram menor interagao
social, com menos cuidados com a prole e contato com as demais abelhas ou alimentos, em
comparagao com as controle. Como conclusao, o estudo constatou especialmente mudangas na
integracdo social (aceitagdo pelas demais abelhas e performance no comportamento social), o
que pode, potencialmente, afetar o crescimento da populagdo e o balango da colonia
(FOURRIER et al., 2015).

Estudo avaliou os efeitos do piriproxifeno em concentragdes de 0,1; 0,5 ou 1% na
fecundidade e reprodugdo de rainhas da formiga-farad (Monomorium pharaonis). Verificou-se
que as rainhas expostas a concentracdo de 1% suspenderam a producdo de ovos na oitava
semana. Apds a oitava semana, os ovarios das rainhas pertencentes as colOnias tratadas
apresentavam-se menores do que nas colonias ndo tratadas e o nimero dos ovariolos foi
significativamente menor em todas rainhas das coldnias tratadas. Rainhas tratadas com as mais
elevadas concentragdes de piriproxifeno tenderam a ter odcitos significantemente menores do
que as rainhas ndo tratadas. A avalia¢do histoldgica dos ovarios revelou que o piriproxifeno
causou vacuolizagdo nos ovariolos, desenvolvimento de pequenos ovos, espessamento da
tunica propria e o subdesenvolvimento do epitélio folicular e das células que contribuem para
o desenvolvimento do odcito. A exposi¢dao ao piriproxifeno reduziu a produgdo de ovos e
induziu a alteragdes morfoldgicas no ovarios de rainhas, sendo que os efeitos aumentaram com
a elevacao da concentracao de piriproxifeno (TAY; LEE, 2014).

O efeito do inseticida piriproxifeno no desenvolvimento do ovario foi avaliado no
caranguejo Gecarcoidea natalis. Os grupos experimentais foram alimentados com isca
contendo 0,5% de piriproxifeno, o que afetou o desenvolvimento inicial e a histologia dos
ovarios. O grupo experimental apresentou ovarios mais maduros € o didmetro dos odcitos mais
largos, comparados com os caranguejos dos grupos controle. O piriproxifeno pode ter

estimulado o desenvolvimento precoce do ovario e induzido a sintese de proteina da gema,
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mimetizando a enzima metil farnesoato e assim causando a desregulacao enddcrina. Diante dos
resultados, os autores recomendam que o piriproxifeno ndo seja usado no controle de insetos
invasores em ambientes onde o caranguejo Gecarcoidea natalis e outras espécies estejam

presentes (LINTON et al., 2009).

3.3 Teratologia

A teratologia pode ser definida como a ciéncia que estuda os defeitos induzidos durante
o desenvolvimento, entre a concep¢ao € o nascimento, ou os efeitos adversos do ambiente nos
organismos em desenvolvimento, ou seja, em células germinativas, fetos e individuos imaturos
no periodo pos-natal (ROGERS; KAVLOCK, 2001; BERNARDI; SPINOSA, 2017).

O termo teratogénese designa as malformagdes induzidas por agentes patologicos,
quimicos ou ambientais durante o periodo de desenvolvimento dos 6rgdos, podendo ser de
natureza estrutural e/ou funcional, portanto, podem manifestar-se por um defeito fisico ou
bioquimico (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

As malformacdes sdo alteragdes estruturais permanentes que podem afetar a
sobrevivéncia, o desenvolvimento ou a fun¢do de um organismo e referem-se a formacao
anormal ou defeituosa de tecidos e anomalias bioquimicas. Ja as varia¢des sdao divergéncias
estruturais na formac¢do de um ser que ndo afetam sua sobrevivéncia ou saude. Tanto as
malformagdes quanto as variagdes podem ser causadas pela acao direta de um agente quimico
(substancia quimica) ou fisica (radiagdes) no produto da concepcao ou, secundariamente, pela
acdo no organismo materno. Nesse sentido, deve-se considerar que existe uma unidade

materno-fetal cuja interagdo ¢ bilateral (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

3.3.1 Fatores causais

Um agente teratogénico ¢ definido como qualquer substancia, organismo, agente fisico
ou estado de deficiéncia que, estando presente durante a vida embriondria ou fetal, produz uma
alteracdo na estrutura ou funcao da descendéncia (DICKE, 1989).

Segundo Moore e Persuad (2016), as causas dos defeitos congénitos sdo divididas em
trés categorias amplas: fatores genéticos, como anormalidades cromossdmicas; fatores
ambientais, como farmacos/drogas e virus; e heranca multifatorial, com fatores genéticos e
ambientais agindo em conjunto. Numericamente, os fatores genéticos constituem as causas

mais importantes de defeitos congénitos.
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Embora o embrido esteja bem protegido no utero, muitos agentes ambientais
(teratdgenos) podem causar alteracdes do desenvolvimento apds exposicdo materna. Entre os
fatores ambientais, pode-se citar os farmacos/drogas, como por exemplo, alcool, carbamazepina,
cocaina, tetraciclina, varfarina; as infecg¢des, como o virus da hepatite B, virus herpes simples,
virus da rubéola, virus da varicela e o protozoario Toxoplasma gondii; e ainda, altos niveis de
radiacdo ionizante (ROGERS; KALVLOCK, 2012; MOORE; PERSAUD, 2016).

Outros agentes externos apresentam grande periculosidade para o concepto devido a
facilidade de serem introduzidos no organismo materno ¢ a maneira diversa e multipla com que
podem entrar em contato com a gestante, tais como os agroquimicos, 0s contaminantes
ambientais e os aditivos alimentares. Entretanto, mostra-se importante considerar que, dentre a
imensa gama de substincias quimicas conhecidas, apenas poucas dezenas sdo
comprovadamente teratdgenas para o homem (LEMONICA, 2008).

Segundo Moore e Persaud (2016), ao considerar a possivel teratogenicidade de um
medicamento ou composto quimico, trés principios importantes devem ser seguidos: a dose do
agente quimico, o genoOtipo (constituicdo genética do embrido) e os periodos criticos de
desenvolvimento do concepto.

As manifestagdes do desenvolvimento anormal aumentam a medida que se incrementa
a dose do agente, variando desde nenhum efeito, passando por danos funcionais e malformagoes,
até a morte do concepto (SCHfJLER-FACCINI; SCHVARTZMAN; CECCHIN, 2001). Em
1972, Durham e Williams j& haviam relatado que a teratogénese causada por pesticidas estava
relacionada a dosagem da exposicdo. Entretanto, infelizmente, devido, em parte, ao periodo
limitado de susceptibilidade ou ao longo intervalo de tempo entre a exposicdo e os efeitos
gerados, os dados para estas relagdes nem sempre estdo disponiveis. Dessa forma, percebe-se
que ha uma escassez de informagdes para basear a estimativa de niveis seguros para o homem.

Devido ao alto potencial recuperador dos embrides mamiferos aos mecanismos
homeostaticos celulares e as defesas metabolicas maternas, a toxicidade para o
desenvolvimento de mamiferos tem sido, em geral, considerada um fendémeno com limiar de
dose. A pressuposicao de um limiar significa que ha um limite de exposi¢ao materna abaixo do
qual ndo ocorre resposta adversa porque algum sistema de reparo ou defesa, ndo bem elucidado,
¢ capaz de evitar os efeitos adversos decorrentes da exposicado (ROGERS; KALVLOCK, 2012).

Existem também substancias dotadas de baixo poder embriotdxico, que podem afetar a
mae causando-lhe a morte, sem qualquer efeito para o concepto, ou ainda, substancias altamente
embriotoxicas que, com minima elevagdo da dose teratogénica, levam a letalidade do concepto

(LEMONICA, 2008). Além disso, tem sido amplamente discutido se a toxicidade
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embrionaria/fetal pode ser secundéaria a toxicidade materna, o que leva a dificuldade na
avaliagdo de risco quanto a toxicidade de drogas ou produtos quimicos (CHAHOUD et al.,
1999b).

A relagdo risco/beneficio deve sempre prevalecer na decisdo de se expor gestantes a
dadas substancias. Para a tomada de decisdo sobre uma terapia medicamentosa ¢ sempre
aconselhavel consultar a literatura especializada, o que podera ser feito diretamente as fontes
de consulta ou por meio dos centros de informagao em medicamentos, tanto nas bases nacionais
como internacionais (ANDRADE et al., 2017).

No entanto, os riscos de teratogenicidade humana sdo desconhecidos por 90% dos
tratamentos medicamentosos aprovados para comercializagdo nos Estados Unidos desde 1980
(ADAM; POLIFKA; FRIEDMAN, 2011). Uma das razdes deste desconhecimento deve-se ao
fato de que as gestantes sao muitas vezes excluidas dos ensaios clinicos pré-comercializagao,
contudo, o uso de medicamentos por mulheres na idade reprodutiva e durante a gestacao pode
ser necessario, especialmente em casos de epilepsia, diabetes, hipertensdo arterial grave e
depressao severa. Considera-se que a medicacao ndo deva ser descontinuada durante a gestagao
se os beneficios do seu uso superam os riscos; em contrapartida, medicacdes desnecessarias
devem ser evitadas (VAN GELDER; DE JONG-VAN DEN BER; ROELEVELD, 2014; VAN
GELDER et al., 2014).

A utiliza¢do indiscriminada de medicamentos e a dificuldade de conciliagdo de
prescrigdes para mulheres que necessitam de tratamento durante a gestacdo impulsionou a
Agéncia Reguladora de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos, Food and Drug
Administration (FDA), a categorizar os riscos no uso de medicamentos, no ano de 1979. A
classificagdo ¢ seguida pelo Brasil e abrange cinco categorias:

a) Categoria A: farmacos para os quais ndo foram constatados riscos para o feto em ensaios
clinicos cientificamente desenhados e controlados;

b) Categoria B: farmacos para os quais os estudos com animais de laboratorio ndo
demonstraram risco fetal ou indicaram algum risco, mas que ndo foram comprovados
em humanos em estudos devidamente controlados;

¢) Categoria C: farmacos para os quais os estudos em animais de laboratério revelaram
efeitos adversos ao feto, mas ndo existem estudos adequados disponiveis em humanos;

d) Categoria D: farmacos para os quais a experiéncia de uso durante a gravidez mostrou
associacdo com o aparecimento de malformagdes, mas que a relacao risco/beneficio

pode ser avaliada;
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e) Categoria X: fArmacos associados com anormalidades fetais em estudos com animais e
em humanos e/ou cuja relagdo risco/beneficio contraindica seu uso na gravidez (FOOD

AND DRUG ADMINISTRATION, 1979; ANDRADE et al., 2017).

Apesar da classificacao acima, entende-se que a avaliacdo se mostra imprecisa, o que,
aliada a escassez de dados de seguranca, torna dificil a andlise da relagdo risco/beneficio no uso
de medicamentos na gravidez e lactagdo. Em resposta a décadas de criticas, o FDA esta
implementando uma nova regra de rotulagem de forma a aprimorar a avaliacdo da relagdo
risco/beneficio de drogas utilizadas em gestantes e lactantes, o que fornecera informagdes mais
detalhadas. As novas regras incluirdo trés categorias principais (resumo de risco, consideragdes
clinicas e dados) e eliminardo o sistema de categorizagdo de risco de letras (A, B, C, D, X)

(RAMOZ; PATEL-SHORI, 2014).

3.3.2 Periodos de sensibilidade aos teratogenos

No ciclo reprodutivo de mamiferos, pode-se verificar que a cada fase estao relacionados
varios eventos e cada uma das diferentes fases pode ser modificada pela exposicao a agentes

quimicos (LEMONICA, 2008) (Figura 2).

Figura 2 - Ciclo reprodutivo de mamiferos
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Fonte: adaptado de Lemonica (2001).
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O desenvolvimento ¢ geralmente dividido entre os periodos pré-natal (antes do parto) e
pos-natal (apos o parto). O desenvolvimento a partir da fecundagdo de um od6cito até o parto é
dividido em dois periodos principais, o embriondrio ¢ o fetal (RANG et al., 2016). O
desenvolvimento embrionario ¢ fetal consiste em um desenrolar continuo de mudangas e
variacoes completas, sendo marcado por fases durante as quais se desenvolvem processos
similares nas diferentes espécies de vertebrados, incluindo o homem (BERNARDI; SPINOSA,
2017).

O periodo pré-implantacao ¢ relativamente curto, dura cerca de 24 horas, no qual o
zigoto sofre clivagem ao caminhar no corno uterino, dando origem a mérula e, posteriormente,
ao blastocisto. As interferéncias produzidas por agentes toxicos neste periodo levam
preferencialmente a embrioletalidade (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

O periodo de implantacdo ¢ aquele de fixagdo do blastocisto no tutero, que deve estar
preparado para recebé-lo (BERNARDI; SPINOSA, 2017). Neste periodo, dependendo do
numero de células atingidas pelo agente teratogeno, ocorre a reposi¢ao das células atingidas por
células normais e como produto final da exposicdo um individuo normal ou, se atingido em
grande numero de células, a embrioletalidade (LEMONICA, 2008), o que ndo exime a
possibilidade da ocorréncia de teratogénese (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

Apo6s implantado, o embrido inicia o periodo organogenético, o qual ¢ marcado por uma
série de processos definidos sequencialmente, que abrangem desde a proliferagdo,
diferenciagdo e migragdo celular até a organogénese propriamente dita, que consiste na
formagdo de 6rgdos rudimentares e esta compreendida entre o 21° ¢ o 56° dia de gestacdo na
espécie humana e do 6° ao 15° dia no rato (ROGERS; KALVLOCK, 2012; BERNARDI;
SPINOSA, 2017). Os medicamentos, quando administrados as gestantes neste periodo, podem
levar a teratogénese, se a lesdo for compativel com a vida do animal, ou a morte do feto, caso
nao o seja (BERNARDI; SPINOSA, 2017). A organogénese ¢ o periodo em que a maioria das
estruturas corporais ¢ estabelecida e ¢ nesta fase que os teratogenos podem induzir defeitos
congénitos importantes (Figura 3) (ROGERS; KALVLOCK, 2012; MOORE; PERSAUD,
2016).
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Figura 3 - Ilustracdo apresentando o risco crescente do desenvolvimento de anomalias
congénitas durante a organogénese na espécie humana

Semanas de desenvolvimento humano

Periodo de
sensibilidade maxima ao
desenvolvimento anormal

-— Momento do nascimento

Aumento do risco de anomalia congénita

i
3 Formacgé&o dos drgéos 8 Crescimento e maturacao 38

de sistemas organicos

Il Pode ocorrer morte do embridao
[ Pode ocorrer malformagao do embrido (p. ex., defeito cardiaco)

B Pode ocorrer perturbagao funcional do feto (p. ex., deficiéncia mental)

Fonte: Moore e Persuad (2016).

Quanto maior for o periodo critico de um determinado sistema, tanto mais suscetivel
este sera aos efeitos de um determinado agente. Por este motivo, nos testes de teratogénese, sao
estudadas as anomalias 6sseas dos animais, j4 que o periodo de organogénese do esqueleto ¢
bastante longo (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

Na organogénese, as anomalias observadas sdo ditas maiores, enquanto no periodo que
se segue, de desenvolvimento fetal, sdo ditas menores, pois os 6rgaos ja estao formados, sendo
caracterizado sobretudo pela diferenciagdo, pelo crescimento e pela maturagdo fisioldgica dos
tecidos (ROGERS; KALVLOCK, 2012; BERNARDI; SPINOSA, 2017).

O periodo fetal ¢ caracterizado pela diferenciacao histoldgica e funcional dos diferentes
orgaos e aparelhos, além de um notavel crescimento ponderal do concepto. Agentes teratdgenos
administrados a mae, neste periodo da gestagdo, ndo levam ao aparecimento de malformagdes,
mas podem interferir com processos de proliferacdo celular, que resultam em alteragdes
funcionais de importantes sistemas, tais como sistema nervoso central, sistema imunitario ou
sistema enddcrino, além de causar retardo geral de desenvolvimento e possivel reducao da
fertilidade (LEMONICA, 2008; ROGERS; KALVLOCK, 2012). Por regra, a exposicao a
medicamentos neste periodo pode produzir redug¢do no peso corporal, disturbios funcionais e

carcinogénese. O feto ¢ bem mais resistente aos efeitos letais do que o embrido, porém apresenta
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grande suscetibilidade a agentes carconogénicos devido a alta replicag¢do celular, a ontogenia

de enzimas de biotransformagdo e a baixa imunocompeténcia (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

Cada um dos sistemas em formagao apresenta um periodo critico especifico em que se

encontra mais suscetivel ao agente e quanto maior for este periodo, maior também sera a

suscetibilidade (BERNARDI; SPINOSA, 2017). Os periodos criticos do desenvolvimento do

rato estdo ilustrados na Figura 4.

Figura 4 - Periodos de desenvolvimento dos diferentes orgaos e sistemas do rato
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Fonte: adaptado de Bernardi (2006).

3.3.3 Mecanismos de a¢do dos teratdgenos

Atualmente, estdo descritos determinados mecanismos de ag¢ao pelos quais os farmacos

podem se agir como agentes teratogénicos, sao eles: antagonismo do folato, rompimento das

células da crista neural, desreguladores endocrinos dos hormonios sexuais, estresse oxidativo,
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rompimento vascular e afinidade de teratdgenos por receptores ou enzimas especificas (VAN
GELDER et al., 2010; ANDRADE et al., 2017).

O folato, termo genérico para vitamina B solivel em agua, estd presente em certos
alimentos naturais (frutas, vegetais verdes folhosos, feijao e figado), como poliglutamato. A
forma sintética, acido folico (um acido monoglutamico), ¢ utilizada na fortificacdo alimentar e
em preparacdes vitaminicas. O folato ¢ convertido por meio de duas reagdes de redugdo: a
primeira converte o folato em sua forma bioativa, o hidrofolato (THF), transformagao realizada
pela di-hidrofolato redutase (DHFR); e a segunda converte o THF em 5-metiltetrahidrofolato
monoglutamato (5-MTHF). Dentro da célula, atua como uma coenzima essencial em muitas
reagdes bioquimicas por mediar a troca de carbono em, por exemplo, sintese de purina e
pirimidina e reacdes de metilagdo de DNA. Essas reacdes sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento fetal e requerem incremento de folato durante a gravidez. Os farmacos que
atuam por antagonismo do folato consistem em inibidores competitivos da enzima DHFR e
incluem metotrexato, triamtereno e trimetoprim, os quais bloqueiam a conversao de acido félico
para THF por ligagdo irreversivel a enzima (CARMICHAEL; YANG; SHAM, 2010; VAN
GELDER et al., 2010; ANDRADE et al., 2017).

Outro mecanismo trata-se do rompimento das células da crista neural. A crista neural ¢
constituida por uma grande quantidade de células pluripotentes que se originam da fusdo da
placa neural com o tecido ectodérmico ndo neural. As células da crista neural podem ser
divididas em duas populagdes principais: a crista neural cranial e tronco. Durante a neurulagao,
as c¢lulas da crista neural se separam das pregas neurais € migram para o embrido para dar
origem a numerosas estruturas, incluindo ossos, cartilagens, nervos e musculos. A crista neural
cardiaca ¢ uma subpopulacdo da crista neural cranial, que migra para o tecido cardiaco e pode
ainda mediar a formagdo de septos e outros derivados da faringe, tais como o timo, a tireoide e
as glandulas paratireoides. Defeitos na formagao das glandulas da faringe, esofago, tireoide,
defeitos Osseos e malformagdes cranianas e cardiovasculares sdo geralmente atribuidos ao
rompimento da crista neural. Agem por este mecanismo teratogénico todos os derivados
retindicos, tais como tretinoina, isotretinoina e o etretinato (VAN GELDER et al, 2010;
ANDRADE et al., 2017).

Ja os desreguladores enddcrinos sdo substancias quimicas presentes no meio ambiente,
que podem interferir no sistema endocrino de humanos e animais e, com isso, afetar a satde, o
crescimento e a reprodugdo (BILA; DEZOTTI, 2007). Conforme a Environmental Protection
Agency (1997), os desreguladores enddcrinos sdo agentes exogenos que interferem com a

sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, a¢do ou elimina¢do de hormoénio natural no corpo,
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responsavel pela manuten¢do, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos
organismos.

Mediante o amplo conceito ¢ a influéncia de outros mecanismos teratogénicos
subjacentes, torna-se dificil detectar e comprovar de forma experimental, em humanos, a dose
e os efeitos diretos destes desreguladores, mas diversos estudos epidemioldgicos e
experimentais com animais apontam para associagdo dessas substancias com varias anomalias
ligadas, principalmente, aos fetos masculinos e na formagao da genitdlia externa (BILA;
DEZOTTI, 2007; VAN GELDER et al., 2010; ANDRADE et al., 2017). Os ftalatos presentes
nos revestimentos de farmacos como omeprazol, os hormdnios sintéticos, os anticoncepcionais
hormonais e os farmacos destinados ao tratamento de infertilidade estdo entre os principais
representantes desse grupo e aparecem relacionados a anomalias de genitalia externa,
hipospadia e criptorquidia (VAN GELDER et al., 2010; ANDRADE et al., 2017).

Alguns efeitos citados na literatura, tais como diminui¢do na eclosdo de ovos de
passaros, peixes e tartarugas, feminizagao de peixes machos, problemas no sistema reprodutivo
em peixes, répteis, passaros e mamiferos, além de alteragdes no sistema imunoldgico de
mamiferos marinhos, tém sido associados a exposicdo de espécies de animais aos
desreguladores enddcrinos. Em alguns casos esses efeitos podem conduzir ao declinio da
populacdo. Em seres humanos, ja foi relatada redu¢do da quantidade de esperma, o aumento
da incidéncia de cancer de mama, de testiculo e de prostata, além de endometriose (BILA;
DEZOTTI, 2007).

O estresse oxidativo ¢ outro mecanismo de acao pelo qual os farmacos podem se
comportar como agentes teratogénicos. A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre
da existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da
geragao excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocdo desses. Tal
processo conduz a oxidacao de biomoléculas com consequente perda de suas fungdes bioldgicas
e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacao ¢ o dano oxidativo potencial contra células
e tecidos (BARBOSA et al., 2010). As espécies reativas de oxigénio circulantes promovem
ligacdo covalente ou irreversivel com macromoléculas de DNA, proteinas e lipidios,
conduzindo a inativagdo de muitas enzimas e morte celular. Além de ser prejudicial para as
macromoléculas, o estresse oxidativo pode afetar a expressdo do gene, interferindo com a
atividade de fatores de transcri¢do e sinal de transdug@o. Durante o periodo pré-natal, pode
resultar em anomalias congénitas, retardo no crescimento e em casos graves, morte intra-uterina

(BARBOSA et al., 2010; VAN GELDER et al., 2010; ANDRADE et aa., 2017).
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Ja os defeitos de ruptura vascular consistem em anomalias congénitas resultantes de
alteracdes vasculares no desenvolvimento pré-natal originalmente normal de artérias, veias e
capilares. A etiologia proposta parte de dois mecanismos: um ¢ a via extrinseca, em que se
acredita na ruptura precoce do amnio, € o outro € a via intrinseca, a qual aparece intimamente
ligada a teratogenicidade dos medicamentos, em que a exposi¢cdo gestacional a substancias
vasoativas, principalmente vasoconstritores, tem sido apontada como fator causal na formacao
de defeitos vasculares. Estudos sugerem que estes teratdgenos estdo relacionados com a
diminui¢do do fluxo sanguineo na unidade placentaria uterina, na unidade placentaria-fetal ou
no proprio feto, interferindo tanto na estrutura quanto na anatomia de vasos sanguineos. Esses
disturbios incluem hiperperfusdo, hipoperfusdo, hipoxia e obstrucdo. Os principais
medicamentos representantes desse grupo sao anti-hipertensivos, misoprostol, acido
acetilsalicilico, ergotamina e pseudoefedrina (VAN GELDER et al., 2010; ANDRADE et al.,
2017).

Ha ainda o mecanismo de acdo relacionado a afinidade de teratdgenos por receptores ou
enzimas especificas no corpo do individuo, levando a um modo particular de agdo. Neste caso,
os teratdogenos podem ocasionar a inibi¢ao ou estimulacao dos receptores ou enzimas. As
principais enzimas associadas a esse efeito sdo: 1) perturbagdo do sistema renina-angiotensina
fetal, produzindo hipotensdo fetal, rompimento vascular e diminui¢do do tonus vascular renal
fetal, quando da administracdo de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e
antagonistas dos receptores de angiotensina II (ARA); 2) as estatinas inibem a
hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase, a enzima limitante da velocidade na
via que converte HMG-CoA em 4cido mevaldnico, podendo resultar em uma ampla gama de
defeitos, desde o crescimento embriondrio até a formacao de estruturas; 3) a desacetilagdo das
histonas por inibicdo da enzima histona desacetilase (HDACs) compromete uma grande
quantidade de fungdes celulares, incluindo a regularidade da expressao génica por remodelagdo
da cromatina, a transcri¢do para o DNA, resultando em interrup¢do da proliferagdo celular,
diferenciagdo e apoptose; 4) a inibi¢cdo da ciclooxigenase I (COX-I) que catalisa a conversao
do 4cido araquidonico a prostaglandinas, interferindo no sistema renina-angiotensina; 5) o
bloqueio do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) pode causar erros na migracdo de
elementos neuronais e gliais no cérebro em desenvolvimento; 6) o aumento ou a supressao da
estimulacdo de receptores da 5-hidroxitriptamina ou a inibicdo do transporte pode causar
anomalias congénitas, e os farmacos envolvidos neste mecanismo sdo a buspirona e a
risperidona; 7) a inibi¢do da anidrase carbdnica, podendo causar reducdo no pH intracelular

embriondrio, e os farmacos envolvidos neste mecanismo sdo a acetazolamida e o topiramato
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(VAN GELDER et al., 2010; VAN GELDER; DE JONG-VAN DEN BERG; ROELEVELD,
2014; VAN GELDER et al., 2014; ANDRADE et al., 2017).

Importante ressaltar que alguns dos mecanismos citados sdao principalmente
compreendidos a partir de modelos animais, uma vez que as possibilidades para a realizacao de
experimentos durante a gravidez humana sdo bastante limitadas; entretanto, também podem
produzir defeitos congénitos em seres humanos. Além disso, alguns fdrmacos podem estar
envolvidos em multiplos mecanismos para produzir defeitos congénitos. Muitos medicamentos
classificados como classe X pelo FDA estdo associados a pelo menos um dos mecanismos de
acao citados (VAN GELDER et al., 2010).

A identificagdo dos mecanismos teratogé€nicos mostra-se relevante para pesquisas
etiologicas e de pos-comercializagdo. Além disso, pode ter implicagdes no desenvolvimento de
novos farmacos e na avaliagdo da prescrigdo para mulheres em idade reprodutiva,
especialmente porque combinacdes de drogas aparentemente ndo relacionadas podem utilizar
mecanismos teratogénicos similares, o que pode elevar o risco para ocorréncia de defeitos

congénitos (VAN GELDER et al., 2010).

3.3.4 Intera¢do maternofetal

A placenta possui essencialmente a fungdo de transporte de alimentos, metabolizagao
de substancias enddgenas, biotransformagdo de substancias exogenas, atividade enddcrina,
manutengao da gestacao, além do isolamento do embrido/feto do organismo materno de modo
a evitar sua rejeicao e, finalmente, protecdo. A passagem de farmacos do sangue materno para
o embrido/feto durante a gestacdo dependerd do tipo de placentacdo, das propriedades
fisicoquimicas do agente e da biotrasnformagdo promovida pela placenta. Desse modo, em
placentas do tipo epiteliocorial, encontrada em equinos, ruminantes e suinos, pouca ou nenhum
transferéncia de medicamentos ocorre do compartimento materno para o fetal, pois ndo existe
relagdo intima entre a mae e o filhote. Por outro lado, as placentas do tipo endoteliocorial,
caracteristica de carnivoros, ou hemocorial, encontrada em primatas e roedores, o sangue
materno entra em intimo contato com o fetal, sendo, portanto, mais frequente a passagem de
medicamentos da mae para o feto por essa via (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

As substancias endogenas ou exdgenas que conseguem atravessar a placenta penetram
na circulagdo fetal através da via umbilical e passam pelo figado do feto antes de alcangarem o
coragdo e a circulacao sistémica. O liquido amnidtico ¢ o mais importante reservatorio de

substancias exdgenas do feto, sendo também a maior via de excre¢dao de substancias por ele
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deglutidas, as quais sao filtradas pelo rim fetal, retornando ao compartimento materno através

da artéria umbilical (BERNARDI; SPINOSA, 2017).

3.3.5 Microcefalia

A microcefalia ¢ uma anomalia que pode ser causada por agravos pré-natais, como
infeccdo ou exposicao a medicamentos, drogas ilicitas ou outros teratdgenos (SADLER, 2013;
CARLSON, 2014). Pode ser classificada como primaria, de origem genética, cromossomica
ou ambiental; ou secundéria, quando resultante de evento danoso que atingiu o cérebro em
crescimento, ao final da gestagdo ou nos periodos peri e pos-natal (HARRIS, 2015). A
microcefalia primaria ¢ provavelmente originada por uma redugdo no numero de neurdnios
formados no cérebro fetal e também pode surgir a partir do fechamento prematuro das suturas
cranianas (CARLSON, 2014).

Segundo a World Health Organization (2016b), existem muitas causas potenciais da
microcefalia, mas frequentemente a sua origem permanece desconhecida. As causas mais
comuns incluem:

a) Infecgdes durante a gravidez por: toxoplasmose, Campylobacter pylori, virus da
rubéola, herpes virus, sifilis, citomegalovirus e HIV (virus da imunodeficiéncia
humana);

b) Exposicdo a produtos quimicos toxicos: exposi¢do materna a metais pesados como
arsénico e mercurio, alcool, radiacdo e tabagismo;

c) Lesdes pré e perinatais no cérebro em desenvolvimento (hipoxia-isquemia, trauma);

d) Anormalidades genéticas como a sindrome de Down; e

e) Desnutricdo grave durante a vida fetal.

Gomes, Lloyd e Hong (2008) relataram ainda a deteccao de microcefalia em decorréncia
da exposi¢do oral de camundongos machos e fémeas a diferentes formulagdes de pesticidas
organofosforados, como o diclorvos, clorpirifés, dimetoato, triazofos, profenofos e pirimifos-
metil.

A microcefalia caracteriza-se pelo subdesenvolvimento do cranio (aboboda craniana
menor do que o normal) e do encéfalo (CARLSON, 2014). Por este motivo, os recém-nascidos
devem ter a circunferéncia da cabeca mensurada nas primeiras 24 horas apds o nascimento, e
esta medida deve ser comparada aos padroes de crescimento da Organizacao Mundial da Saude.
O resultado deve ser interpretado em relacdo a idade gestacional e também ao peso e

comprimento do recém-nascido. Para os casos suspeitos, deve-se realizar mensalmente, no
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inicio da infancia, exames de imagem cerebral e avaliacdo da circunferéncia da cabega, os quais
devem ser comparados com os padrdes de crescimento. Muitos bebés com microcefalia podem
também desenvolver epilepsia, paralisia cerebral, dificuldades de aprendizagem, perda auditiva
e problemas de visdao. Em alguns casos, criancas com microcefalia desenvolvem-se
normalmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).

A microcefalia ndo se trata de uma doenca em si, mas um sinal de destruicdo ou déficit
do crescimento cerebral e suas sequelas dependerao da etiologia e da idade em que ocorreu o
evento, sendo que, quanto mais precoce a afeccdo, mais graves serdo as anomalias do sistema
nervoso central (HARRIS, 2015). A microcefalia congénita pode cursar com diversas alteragdes,
sendo as mais frequentes, deficiéncia intelectual, paralisia cerebral, epilepsia, dificuldade de
degluti¢do, anomalias dos sistemas visual e auditivo, além de distarbio do comportamento
(transtorno de déficit de atencao com hiperatividade e autismo) (ASHWAL et al., 2009).

Ao exame fisico dos recém-nascidos com sindrome da infeccdo congénita pelo ZIKV,
evidencia-se a microcefalia, geralmente grave, com importante desproporc¢do craniofacial.
Outras dismorfias, como acentuada protuberancia dssea occipital, fontanelas fechadas no
nascimento, excesso de pele e/ou dobras de pele no escalpo, além de hérnia umbilical sdao
frequentemente observadas. Entre as anormalidades neurologicas observadas, destacam-se a
hipertonia global grave com hiper-reflexia, irritabilidade, hiperexcitabilidade, choro excessivo,
disturbio de degluticdo, além de respostas auditivas e visuais comprometidas. Algumas criancas
apresentam crises convulsivas ja no periodo neonatal e at¢é um aumento da sua frequéncia
durante o desenvolvimento, em especial a partir dos trés meses de idade, sendo os espasmos
epilépticos, o tipo mais comum (HEICKMANN et al., 2016).

Os exames de imagem do sistema nervoso central (ultrassonografia transfontanela,
tomografia e ressonancia magnética) passaram a caracterizar essa nova sindrome causada pelo
ZIKV, com particularidades distintas das observadas em recém-nascidos com microcefalia
provocada por outras infecgdes congénitas, evidenciando marcantes calcificagdes difusas e
puntiformes, predominando na jun¢do coértico-subcortical, podendo estar presentes ainda no
tronco, nucleos da base e regido periventricular. Outros achados incluem comprometimento do
padrao de migragao neuronal, além de dilatacdo ventricular, atrofia cortical, atrofia de tronco
ou cerebelo e disgenesias do corpo caloso (ARAGAO et al., 2016). Em uma frequéncia menor
de pacientes, foram identificadas deformidades 6sseas, em especial a artrogripose (contraturas
congénitas) e pés tortos congénitos. Anormalidades oculares também ja foram documentadas,
sendo descritos casos de atrofia macular, além de nistagmo horizontal, alteragdao na retina e no

nervo optico (VENTURA et al., 2016).
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3.4 Avaliacao da toxicidade reprodutiva

A avaliagdo da toxicidade reprodutiva compreende um estudo complexo. Entende-se
por reproducao, o processo bioldgico que assegura a continuidade das espécies, possibilitando
que o material genético existente seja passado as geragdes seguintes. Assim sendo, o ciclo
reprodutivo ndo versa apenas na concepg¢do, prenhez e nascimento, mas tem inicio com a
producdo de gametas nos genitores (no periodo pré-natal), continuando pela fertilizagdo e
desenvolvimento embriofetal, nascimento e desenvolvimento pds-natal at¢ a maturidade sexual,
quando o descendente adulto se torna capaz de procriar (MELLO, 2007).

A experiéncia com agentes quimicos que tém o potencial de induzir a toxicidade ao
desenvolvimento indica que ambos os ensaios, com animais de laboratorio e os de vigilancia
da populacao humana (por exemplo, dados epidemiologicos), sdo necessarios para fornecer
protecdo adequada a saude publica (ROGERS; KLAVLOCK, 2012).

No Brasil, ainda sdo escassos os estudos para avaliagdo dos riscos teratogénicos
potenciais aos quais a populagdo possa estar exposta. Esses estudos seriam importantes para
implementag¢ao de foco nas estratégias de prevencdo no pais, uma vez que a maior parte da
literatura disponivel sobre teratogenicidade em humanos tem sido publicada a partir de
investigagdes em paises desenvolvidos. Dessa forma, carecemos de informagao cientifica sobre
a seguranca de alguns agentes aos quais a populagio possa estar exposta (SCHULER-FACCINI
et al.,2002).

Futuros estudos devem concentrar-se nas drogas mais comumente utilizadas durante a
gestacdo e para as quais os riscos teratogénicos em humanos ainda sdo desconhecidos, mas
podem estar presentes, com base em seu mecanismo teratogénico suspeito ou em dados

relativos a ensaios em animais (VAN GELDER et al., 2014).

3.4.1 Testes de toxicidade sobre a reproducdo

Protocolos de ensaios internacionalmente aceitos dependem de investigacdo para
atender ao objetivo principal de detectar qualquer indicacdao de toxicidade a reproducao. O
objetivo geral desses estudos ¢ identificar a NOAEL, que ¢ o nivel de dose méxima que ndo
produz aumento significativo de efeitos adversos na descendéncia (ROGERS; KLAVLOCK,
2012).

Os principais protocolos utilizados sdo os emitidos pela Europa por meio da

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2001), pelos Estados
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Unidos através da Food and Drug Administration (1994), ou ainda, pelo Canada, Asia e Japao
(SILVA; FONSECA, 2003).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), vinculada ao
Ministério da Saude, ¢ o 6rgao responsavel pelo registro de medicamentos de uso humano. A
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 60/2014 dispde sobre os critérios para o registro
de novos medicamentos, visando garantir sua qualidade, seguranca e eficacia (BRASIL, 2014).
Da mesma forma, a ANVISA ¢ responsavel pelo registro de novos saneantes desinfestantes,
nos quais se enquadram os produtos destinados a aplicagdo em domicilios e suas dreas comuns,
para controle de insetos, roedores e de outras pragas incomodas ou nocivas a saude. A RDC n°
34/2010 dispoe sobre as exigéncias para registro de um novo produto (inseticida, rodenticida
ou repelente), o que inclui avaliagao de sua qualidade, seguranga e eficacia em relagao as pragas
pretendidas (BRASIL, 2010). Para avalia¢ao da seguranga dos produtos citados, sdo necessarios
dados toxicoldgicos e a execugdo de uma avaliacdo de risco, o que contempla estudos agudos,
subcronicos e cronicos, incluindo avaliacdo reprodutiva, de carcinogenicidade,
neurotoxicidade, metabolismo, dentre outros, ¢ seus valores NOAEL estabelecidos, sendo
aceitos estudos cientificos disponiveis.

Os estudos de toxicidade reprodutiva recomendados por Organization for Economic
Cooperation and Development (2001) e Food and Drug Administration (1994), abrangem trés
segmentos:

a) Segmento I “Toxicidade cronica e reprodutiva’: avaliagao dos efeitos sobre a fertilidade
de machos e fémeas, formagdo e maturacao espermatica, acasalamento e fertilizacao,
sendo os machos tratados antes e durante o acasalamento e as fémeas antes e durante o
acasalamento, na gestagado e lactagao;

b) Segmento II “Toxicidade pré-natal - estudo de teratogenicidade”: avaliacdo das
possiveis alteracdes no desenvolvimento da progénie exposta durante a fase de
organogénese;

c) Segmento III “Toxicidade peri e poés-natal”: avaliagdo dos efeitos sobre o
desenvolvimento pré e poOs-natal de progénies expostas durante as fases de
desenvolvimento fetal e lactacao.

O Segmento II “Toxicidade pré-natal — estudo de teratogenicidade™ apresenta-se de
extrema relevancia, uma vez que leva a identificagdo de agentes, como medicamentos,
compostos quimicos, aditivos alimentares e pesticidas que possam causar malformacgdes
durante o desenvolvimento humano. O conhecimento de que agentes podem perturbar o

desenvolvimento pré-natal oferece a oportunidade de alertar gestantes sobre os perigos a seus
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embrides, atuando na prevencao de alguns defeitos congénitos (MOORE; PERSAUD, 2016).

Nestes estudos, a escolha dos animais de experimenta¢do ¢ muito importante, pois 0s
resultados podem variar dependendo da espécie (LEMONICA, 2008). Ratos, camundongos e
coelhos retnem diversas caracteristicas que os torna animais de escolha, como: periodo curto
de gestacdo, prole numerosa, utero com dois cornos nos quais os sitios de implantacdo tém
distribuicdo regular, placenta do tipo hemocorial, como no ser humano. A legislagdo vigente
recomenda que os testes de toxicidade reprodutiva e teratogenicidade sejam realizados em pelo
menos duas espécies animais e, indiscutivelmente, o rato ¢ o modelo preferencial (MELLO;
LANGELOH, 2006).

Em estudos de toxicologia, frequentemente utilizam-se ratos Wistar (linhagem de ratos
albinos), por serem animais doceis e por possuirem excelente desempenho reprodutivo. Os
machos atingem a maturidade sexual logo apds a puberdade (entre 60 e 75 dias de vida), sua
fertilidade maxima encontra-se entre 100 e 300 dias, e a senescéncia reprodutiva ocorre
aproximadamente aos 360 dias de idade. Nas fémeas, a maturidade sexual ¢ atingida aos 60 e
75 dias de vida, a fertilidade maxima entre 90 e 120 dias e a senescéncia reprodutiva ocorre aos
360 dias (EBISUI; FONTES; LAPCHIK, 2009). Segundo Mello e Langeloh (2006), a idade
inicial para machos e fémeas nos experimentos deve ser de 120 dias, quando j& atingiram a
puberdade sexual. Antes do inicio dos experimentos, os animais devem ser adaptados as
condi¢des do laboratério de experimentacgdo, por pelo menos, uma semana. Machos e fémeas
devem ser mantidos em caixas separadas, com cama limpa e renovada periodicamente. O
numero de animais a ser utilizado deve garantir entre 12 e 20 fémeas gestantes para cada dose
a ser testada. Para fins praticos, ¢ aconselhavel iniciar com grupos de 30 fémeas por dose. A
proporg¢ao de trés fémeas para cada macho ¢ a mais usada (MELLO; LANGELOH, 2006).

Quanto a indicacao para cada segmento, os farmacos e substancias quimicas de abuso
devem ser avaliados nos segmentos I e Il em duas espécies e, no segmento III, em pelo menos
uma. As substincias agroquimicas como pesticidas e fertilizantes, os produtos quimicos de
exposicdo ocupacional e os aditivos alimentares, corantes e antioxidantes devem, pelo menos,
ser testados quanto ao segmento II em duas espécies, podendo ser necessario o estudo de uma
segunda geragao (MELLO; LANGELOH, 2006).

Em relacdo a escolha da via de administragdo utilizada no ensaio de toxicidade
reprodutiva, deve-se eleger a que mais se assemelha a via de exposi¢do humana (LEMONICA,
2008). Diferentes vias podem ser utilizadas, como a dérmica, inalatoria ou outras, no entanto,

a via mais utilizada nos testes de toxicidade reprodutiva ¢ a oral, com uso de sonda flexivel ou
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rigida, por permitir dosagem precisa da substancia teste e padronizagao dos niveis plasmaticos
maternos (LEMONICA, 2001; MELLO; LANGELOH, 2006).

A escolha da dose € outro atributo que deve ser estudado cuidadosamente nos protocolos
experimentais. Recomenda-se que corresponda a trés concentragdes diferentes: (I) a menor dose
com a qual ndo sejam observados efeitos toxicos na mae ou no concepto € que normalmente
corresponda a dose de exposicao, dose terapéutica ou de ingestdo didria (ou a menor dose, que
abaixo da dose toxica, manifesta atividade farmacoldgica para a espécie em estudo); (II) uma
dose maxima, relativa a dose maxima correspondente aquela a partir da qual comecam a
aparecer sinais leves de intoxica¢do materna e (III) uma dose intermedidria, a qual permite
maiores informagdes a respeito da curva dose-resposta (MELLO; LANGELOH, 2006;
LEMONICA, 2008).

A extrapolacao dos dados obtidos experimentalmente para o homem requer extrema
cautela, pois, como se sabe, existem diferencas de sensibilidade entre espécies a serem
consideradas. Como exemplo, pode-se citar a talidomida, que requer doses 5 vezes maiores do
que as que causaram a sindrome no homem para produzi-las em coelhos. Esse fato faz com que
seja adotado o uso de fatores de seguranca para a extrapolacdo dos dados obtidos
experimentalmente no homem. As doses maximas de exposi¢do de um produto quimico em
estudo sdo, portanto, calculadas tomando-se por base a maior dose com a qual ndo foi observado
efeito teratogénico no animal (NOAEL) e dividindo-se por 10, para correcao da diferenca de
sensibilidade interespécies e, mais uma vez por 10, para correcdo da diferenca intra-espécies.
Ou seja, a dose maxima que o homem pode ser exposto ¢ 100 vezes menor do que a dose

estabelecida experimentalmente (LEMONICA, 2008).
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4 MATERIAL E METODO

No presente estudo, foi executado o Segmento II para avaliacao da toxicidade pré-natal
do inseticida piriproxifeno, com exposicao da progénie durante a fase de organogénese. Neste
segmento, tem-se a curta exposi¢do ao agente de forma a prevenir a adaptacdo metabdlica
materna e provocar uma alta exposi¢do ao embrido durante a organogénese (ROGERS;
KAVLOCK, 2012).

O experimento foi realizado no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS),
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e a
metodologia seguiu as normas da EPA, recomendados por Food and Drug Administration (1994)

e Organization for Economic Cooperation and Development (2001).

4.1 Animais

Utilizou-se ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus) (40 machos e 120 fémeas) com
idade inicial de 90 dias e com padrao sanitario convencional, provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio da UFRGS (CREAL). O niimero de
animais segue o recomendado pela Organization for Economic Cooperation and Development
(2001), a qual estabelece que cada grupo teste e controle deve conter quantidade suficiente de
fémeas que resulte em aproximadamente 20 progenitoras com presenca de implantes uterinos
durante a necropsia. Considerando-se a taxa de prenhez esperada entre 70 e 75%, foram
definidos grupos teste e controle contendo 30 fémeas cada.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), em
condicdo constante de umidade (50% + 5), temperatura (21°C + 2) e ciclo de luz claro/escuro
de 12 horas (das 8h00Omin as 20h00min). Utilizou-se a ragdo comercial Nuvilab CR 1 (Nuvital,
Colombo/PR) e 4gua ad libitum.

As fémeas e os machos foram mantidos separadamente em grupos de trés animais por
caixa de polipropileno contendo maravalha e, apenas durante as horas de acasalamento, os
machos foram separados individualmente e agrupados com trés fémeas. Somente apoOs
confirmada a gestacdo, as fémeas foram separadas em caixas individuais, o que permitiu o
monitoramento do consumo de agua e ragao.

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso dos Animais (CEUA) da

UFRGS sob on®31414. O alojamento, manejo e eutanasia dos animais seguirama Lein°® 11.794,
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de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008) e o Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009 (BRASIL,
2009a), e os principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA, 2013a; 2013b). Também foram observadas as orientacdes
da Resolugao n° 1.000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV, 2012b) e o Guia Brasileiro de Boas Praticas para Eutanasia em Animais, elaborado

pela Comissdo de Etica, Bioética e Bem-estar Animal do CFMV (CFMV, 2012a).

4.2 Substancia quimica

O piriproxifeno utilizado neste estudo foi recebido por doagdo da empresa Sespo
Industria e Comércio Ltda. A analise do produto, lote 141014, foi realizada pelo Laboratorio
Especializado em Eletroeletronica Calibragao e Ensaios (LABELO), ligado a Pontificia
Universidade Catodlica do Estado do Rio Grande do Sul (PUC/RS), por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo. O ensaio de determinacdo de teor foi
realizado comparando-se com o padrdo da empresa Sigma-Aldrich e apresentou como resultado

101,79% de piriproxifeno para a amostra analisada.

4.3 Delineamento experimental

A toxicidade foi avaliada utilizando-se trés doses espacadas geometricamente, conforme
recomendado pela Organization for Economic Cooperation and Development (2001) e Food
And Drug Administration (1994). Segundo a Organization for Economic Cooperation and
Development (2001), deve ser escolhida a menor dose que ndo tenha produzido qualquer
toxicidade materna ou para o desenvolvimento fetal (NOAEL), a dose intermediaria que tenha
apresentado minimos efeitos toxicos observaveis e a dose mais alta que tenha produzido alguma
toxicidade (sinais clinicos ou diminui¢do do peso corporal), porém, que ndo tenha causado
sofrimento grave aos animais.

As doses testadas no estudo foram definidas com base nos dados toxicoldgicos do
piriproxifeno citados neste trabalho (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010;
ENVIRONMETAL PROTECTION AGENCY, 2012), 100 mg.kg™!, 300 mg kg™, 500 mg.kg™!,
além do controle negativo.

Para preparo da solucao controle, foram adicionados 3 gramas de tween 80 em 100 ml
de agua destilada, enquanto que, para a preparacao das solugdes de tratamento, o piriproxifeno

foi macerado e misturado a 3 gramas de tween 80, sendo posteriormente solubilizado em 100
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ml de 4gua destilada. As diferentes concentracdes de piriproxifeno nas solugdes
corresponderam as distintas doses por quilograma de massa corporal (100 mg.kg™!, 300 mg.kg’
"ou 500 mg.kg™). Os animais de todos os grupos receberam volume idéntico de solucdo (10
mL.kg™h).
As fémeas foram divididas aleatoriamente em 4 grupos, conforme segue:
a) Grupo L. Dose 1 — tratado com 100 mg.kg™! de piriproxifeno e veiculo (3% tween
80 e agua destilada) (1P);
b) Grupo II. Dose 2 — tratado com 300 mg.kg™!' de piriproxifeno e veiculo (3% tween
80 e agua destilada) (3P);
¢) Grupo III. Dose 3 — tratado com 500 mg.kg™! de piriproxifeno e veiculo (3% tween
80 e agua destilada) (5P);
d) Grupo IV. Controle negativo — tratado com veiculo da solucdo de tratamento (3%
tween 80 e dgua destilada) (CN).
Apos a entrada dos animais no biotério do ICBS, seguiu-se um periodo de adaptacdo de
7 dias, conforme recomenda a Organization for Economic Cooperation and Development
(2001). A partir do 8° dia, os animais foram acasalados diariamente até¢ a confirmagdo do
diagnodstico de gestacdo. O tratamento foi realizado, por gavagem, com auxilio de sonda
orogastrica, do 6° ao 15° dia de gestacao, e posteriormente, no 21° dia procedeu-se a cesariana,

conforme mostra o delineamento experimental abaixo (Figura 5).

Figura 5 - Delineamento experimental

INICIO FINAL
| Adaptacio | Acasalamento | Gestacao 21 dias ‘
| 7 dias | 21 dias | |
1° dia 8° dia 29° dia

| Tratamento

62 ao 152 dia

= Cesariana
de gestacao

Eutanasia

Entrada dos

Animais

Fonte: do autor (2017).

4.4 Avaliacao do ciclo estral, acasalamento e diagnéstico de gestaciao

O ciclo estral de ratas tem dura¢do média de quatro ou cinco dias e ¢ caracterizado por

quatro fases: proestro, estro, metaestro (diestro I) e diestro (diestro II), as quais podem ser
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determinadas pelos tipos celulares observados no esfregaco vaginal. O estro apresenta células
queratinizadas e auséncia total de leuc6citos (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

O acasalamento foi realizado em trés ciclos de cinco dias consecutivos e intervalo de 48
horas entre eles, totalizando 21 dias. Trés fémeas virgens e nuliparas foram alocadas na caixa
de cada macho, permanecendo no local durante duas horas por dia (das 6 as 8 horas)
correspondente ao final do ciclo escuro. Apds este periodo, os animais foram devidamente
separados e procedeu-se ao lavado vaginal, com objetivo de se observar a fase do ciclo estral e
a presenca de espermatozoides em microscopio Optico com aumento de dez vezes. O
diagndstico de gestacao foi realizado na presenca de espermatozoides associado a fase de estro
do ciclo estral. A constatagdo de esfregaco vaginal positivo indicou o dia zero da gestacao.

O procedimento foi realizado diariamente, até que se obteve o nimero total de fémeas

gestantes por grupo.
4.5 Gestacao

As fémeas gestantes tiveram a massa corporal mensurada diariamente e relacionada a
massa corporal inicial de gestagdo considerada 100% (massa corporal relativa). Durante a
gestacdo, também foram registrados diariamente o consumo de 4agua e ragdo, os quais foram
relacionados a massa corporal do referido dia (consumo relativo & massa corporal individual).

4.6 Variaveis avaliadas nas fémeas durante a gestacao

As varidveis analisadas nas progenitoras durante os 21 dias de gestagcdo (massa corporal

relativa, consumo relativo de ragdo e de dgua), foram calculadas conforme segue:

Massa corporal relativa (%) = massa corporal diaria x 100

massa corporal inicial

Consumo relativo de racao (%) = consumo de ra¢do (g) x 100

massa corporal (g)

Consumo relativo de 4gua (%) = consumo de agua (mL) x 100

massa corporal (g)



51

As fémeas foram avaliadas diariamente, durante todo o periodo gestacional, quanto a
presenga de diarreia, piloeregdo, estresse, tremores, hemorragia, aborto ou possiveis alteracdes

sistémicas.

4.7 Eutanasia e celiotomia

As progenitoras de cada grupo experimental, assim como as do grupo controle, foram
eutanasiadas no 21° dia de gestagdo para avaliacdo reprodutiva, teratogénica e de variaveis
sistémicas. Mensurada a massa corporal, as fémeas receberam como medicagdo pré-anestésica
fentanila (0,05 mg.kg™') e foram eutanasiadas com sobredose do anestésico tiopental sédico (50
mg.kg!) associado a lidocaina na concentragdo de 10 mg.ml!, via intraperitoneal (IP). A pele
e a parede abdominal foram incisadas (celiotomia) para avaliagcdo e remog¢ao dos 6rgaos.

Procedeu-se a remog¢do do utero gravidico, que teve sua massa mensurada com o
conteudo. Logo ap0s, foi realizada uma incisdo longitudinal em sua face lateral. Os fetos foram
removidos, separados dos seus envoltorios fetais, tiveram o corddo umbilical incisado (0,5 cm
do abdomen fetal) e foram observados quanto a sua viabilidade. Os fetos foram entdo alocados
em uma caixa hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido em isofluorano (a
disposicao ocorreu de forma que os animais ndo obtivessem contato direto com o algodao), de
acordo com o que preconiza Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (2013b)
para a realizacao da eutanasia. O 6bito foi confirmado pela auséncia de batimentos cardiacos.

Das progenitoras, foram retirados figado, rins, coragdo e bago, sendo todos
inspecionados quanto a possiveis alteragdes macroscopicas. A massa dos 6rgaos foi mensurada

e relacionada a massa corporal de cada fémea sem o utero.
4.7.1 Variavel avaliada nas fémeas durante a cesarea
A massa relativa dos 6rgaos das progenitoras (figado, rins, coragdo e baco) e utero

gravidico foi calculada conforme segue:

Massa relativa do 6rgdo = massa do 6rgao x 100

massa corporal sem tutero
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4.7.2 Avaliagdo macroscépica dos fetos

Apo6s remogdo do utero gravidico, os filhotes foram secos em papel toalha e
identificados com caneta marcadora na regido dorsal do corpo, respeitando-se a ordem em que
se encontravam no utero (iniciando pelo corno uterino direito). Em seguida, os animais foram
pesados individualmente e avaliados macroscopicamente quanto a viabilidade, presenga de
hematomas, possiveis anomalias e malformagdes externas, como conformacao craniana,

presenca e forma de membros e cauda, entre outros.
4.7.3 Processo de coloragdo de fetos e diagndstico de alteracdes Osseas

Os fetos provenientes do procedimento de cesariana foram submetidos a técnica de
diafanizacdo modificada de Taylor e Van Dyke (1985), para avaliacdo de alteragdes
esqueléticas. Apos a inspegao individual, os fetos foram colocados em potes identificados por
progenitora e fixados em solucdo de formalina 5%, por um periodo minimo de 7 dias,
preparando-os para posterior processo de coloragao.

Posteriormente, foram transferidos para bandejas com separacao individual e mantidos
por ninhada. Todos os fetos tiveram sua identificagdo numérica registrada nas tampas (nos
respectivos quadrantes) e as bandejas foram sinalizadas numericamente de forma sequencial,
sem visualizacao dos grupos aos quais pertenciam (Figura 6). Este procedimento possibilitou

que a leitura fosse realizada de forma imparcial.

Figura 6 - Bandeja identificada contendo duas ninhadas de progenitoras tratadas com 100
mg kg de piriproxifeno do 6° ao 15° dia de gestagdo
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Fonte: do autor (2017).

ApOs separagao e identificacdo dos fetos, passou-se para a etapa de desidratagao, que

consiste em imersdo por 24 horas em alcool etilico 70° GL, seguida por mais 24 horas de
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imersdo em alcool etilico 96° GL. Depois de desidratados, os fetos permaneceram em solugao
de hidréxido de potéssio a 1,5% por 48 horas.

Posteriormente, os fetos foram sexados e entdo eviscerados, através de incisdo
abdominal proxima a cartilagem xifoide, por meio da qual foram removidos todos os 6rgaos
das cavidades abdominal e toracica. Procedeu-se ainda a retirada da camada de tecido adiposo
localizada na regido dorsal das vértebras cervicais e entre as escapulas. Este procedimento,
juntamente com a evisceragao, favorece o processo de digestao e facilita a posterior avaliagao
esquelética. Em seguida, os fetos foram imersos em solucao tampao de borato de sodio a 30%
durante 2 dias, esta Gltima, substituida apds as primeiras 24 horas.

Para a etapa de clarificagdo, os fetos foram colocados em solugdo de borato de sodio a
30% acrescido de 1 grama de tripsina por litro, em temperatura ambiente, trocada sempre que
apresentava turbidez at¢ a completa digestdo da musculatura, que foi observada através da
presenga da estrutura muscular translucida. A clarificacdo permitiu a visualizacdo da calota
craniana e demais estruturas 0sseas.

Para coloragdo dos esqueletos dos fetos, foi utilizada a solugao de hidroxido de potassio
a 1,5%, adicionado de corante vermelho de alizarina até a solugdo tornar-se de cor lilds. Os
fetos permaneceram em solugdo por um periodo de 24 horas.

Apos a coloragdo, os fetos passaram por duas solugdes de glicerina em hidroxido de
potassio a 1,5%, em concentracdes de 30% e 70%, consecutivamente. Permaneceram por 48
horas em cada solugdo e apds a conclusao deste processo, sendo armazenados em glicerina PA

100% (Figura 7).

Figura 7 - Bandeja aberta contendo filhotes de progenitoras tratadas com 100 mgkg™! de
piriproxifeno do 6° ao 15° dia de gestagdo, corados com vermelho de alizarina com
método de coloragdo adaptado por Taylor e Van Dyke (1985)
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Fonte: do autor (2017).
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Os fetos foram colocados em placa de petri e avaliados individualmente quanto a
presenga de alteracdes Osseas existentes em seu esqueleto, por meio de microscopio
estereoscopico com aumento de 0,7 a 4 vezes (Figura 8). A analise das alteracdes encontradas
foi realizada baseada no Atlas de Anomalias Externas e Esqueléticas em Ratos (CHAHOUD,

1996).

Figura 8 - Filhote de progenitora tratada com 100 mg.kg™! de piriproxifeno, do 6° ao 15° dia de
gestagdo, corado com vermelho de alizarina com método de coloragdo adaptado por
Taylor e Van Dyke (1985), pronto para avaliacdo quanto a presenga de alteragdes
Osseas
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Fonte: do autor (2017).

O esqueleto foi analisado sistematicamente da cabeca a cauda, sendo minuciosamente
analisados os 0ssos do cranio, as vértebras, as costelas, o esterno, pelve, os membros anteriores
€ 0s membros posteriores.

Todos os ossos foram avaliados quanto a forma, tamanho, adi¢cdo ou auséncia Ossea,

localizacdo e quantificacdo dOssea.
4.7.4 Variaveis avaliadas

As variaveis avaliadas nas progenitoras foram: massa corporal relativa, consumo
relativo de dgua, consumo relativo de ragdo, massa relativa dos orgaos, como ja descritos, €
ainda, os indices reprodutivos que incluem o niumero de fetos por genitora e as perdas pos-

implantacao, calculadas conforme segue (LEMONICA; DAMASCENO; DI-STASI, 1996):

N° de fetos por genitora = n° de fetos nascidos

n° de genitoras
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Perdas pos-implantacdo (%)= n° de sitios de implantagdo - n® de fetos nascidos x 100

n° de sitios de implantacao
Nos fetos, foram avaliadas a massa corporal e os indices fetais, que incluem propor¢ao
de sexo, taxa de malformagdes macroscopicas externas e de alteracdes esqueléticas, as quais

foram calculadas conforme segue (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1996):

Proporcao de sexo = n° de machos

n° de fémeas

Taxa de malformagdes externas (%) = n° total de fetos com malformagdes externas x 100

n° total de fetos

Taxa de alteracdes esqueléticas (%) = n° total de fetos com alteracdes esqueléticas x 100

n° total de fetos

4.8 Analise estatistica

As variaveis quantitativas referentes a influéncia das diferentes doses do piriproxifeno
sobre o desenvolvimento ponderal das progenitoras de cada grupo e o consumo relativo de dgua
e de racao foram submetidas a Anélise de Varidncia (ANOVA) para medidas repetidas. Quando
necessaria a comparagao entre pares de médias, utilizou-se o Teste de Comparagdes Pareadas
com Ajuste de Bonferroni.

As variaveis quantitativas referentes a massa relativa dos orgdos das progenitoras, a
massa corporal dos fetos ao nascimento, perdas pds-implantacdo e o nimero de filhotes por
ninhada foram primeiramente submetidas ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e
teste de homogeneidade das variancias (Teste de Levene) e, posteriormente, comparadas
através da Andlise de Variancia (ANOVA) ou através do Teste Nao Paramétrico de Kruskal-
Wallis. Quando necessaria a comparagdo entre pares de médias, utilizou-se o Teste de Dunn-
Bonferroni.

As associagdes entre 0s grupos € as varidveis qualitativas referentes ao percentual de

alteracdes Osseas dos fetos e a propor¢cdo de machos e fémeas das progénies foram avaliadas
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através do teste Qui-quadrado de independéncia e do teste de diferenca de proporcdes (Teste
7), respeitando os valores estatisticamente significativos.

Os programas utilizados para efetuar as analises foram o IBM SPSS para Windows 20.0
e 0 EXCEL. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de
p foi menor que 0,05 (p <0,05). Os valores foram expressos como média e erro padrao da média

(média + EPM).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacio de toxicidade materna

Nao foram observados sinais clinicos de toxicidade aguda nas fémeas progenitoras dos

diferentes grupos, como diarreia, piloere¢do, apatia, tremores, hemorragia, abortos ou outras

alteragoes sistémicas. Além disso, ndo houve registro de obito entre os animais avaliados.

5.1.1 Massa corporal relativa

O

ganho de massa corporal foi determinado através da massa corporal relativa (g),

resultado da relagdo entre a massa corporal didria avaliada até o 21° dia de gestacdao e a massa

corporal inicial, multiplicado por 100. A Figura 9 demonstra o ganho de massa corporal relativa

do 1°ao 21° dia de gestacao.

Figura 9 -
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Evolugdo da massa corporal relativa das progenitoras tratadas com piriproxifeno 100
mg.kg! (1P), 300 mg.kg! (3P), 500 mg.kg™! (5P) e tween 80 (300 mg.kg™') (CN), do
6° ao 15° dias de gestacdo, expressa pela média dos animais por grupo (n= 27, 25,
25 e 22, respectivamente)
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Neste estudo, foram comparados estatisticamente quatro momentos da avaliagdo do
ganho de massa corporal em relacdo ao 1° dia de gestagdo: 2°, 7°, 14° e 21° dias de gestacao.
Em andlise aos dados, pode-se verificar que no 2° dia ndo houve alteracao significativa entre os
grupos avaliados (p>0,05). Ja no 7° dia, as fémeas do grupo 5P apresentaram ganho de massa
corporal relativa reduzido quando comparado aos animais dos grupos CN e 1P (p<0,05). No
14° dia de gestacdo, as fémeas do grupo 5P apresentaram ganho de massa corporal relativa
também reduzido quando comparado as progenitoras dos grupos CN, 1P e 3P (p<0,05). Por fim,
no dia da cesariana, 21° de gestagdo, nao houve diferenca significativa entre os grupos avaliados
(p>0,05). A média e o erro padrdo podem ser observados na Tabela 1.

Conforme esperado para o periodo de gestacdo, verificou-se que houve aumento no

ganho de massa corporal das progenitoras ao longo de toda a gestagao.

Tabela 1 - Evolucao da massa corporal relativa das progenitoras tratadas com piriproxifeno 100
mg.kg! (1P), 300 mg.kg™! (3P), 500 mg.kg™! (5P) e tween 80 (300 mg.kg™!) (CN), do
6° ao 15° dias de gestacao

Grupos
1P 3P 5P CN
(mn=27) (n=25) (n=25) (n=22)
Dias Meédia (%) Meédia (%) Média (%) Média (%)
2 101,55+ 0,309 101,11 + 0,259 101,36 + 0,293 101,85+ 0,317
7* 106,57+ 0,733* 105,95 + 0,366*® 104,23 £ 0,580° 106,60 + 0,494*
14* 117,64 + 0,832° 117,56 + 0,589* 114,18 + 0,645° 117,08 + 0,829°
21 147,41+ 1,673 147,22 + 1,284 142,75 + 1,204 144,00 + 1,222

Os dados sdo média + erro padrdo. *P < 0,05 (ANOVA para Medidas Repetidas/Teste de
Comparagoes Pareadas com Ajuste de Bonferroni). Valores com a mesma letra ndo apresentam
diferenca significativa.

5.1.2 Consumo relativo de agua

O consumo de agua foi mensurado diariamente para cada animal e encontra-se
apresentado na forma de consumo relativo, resultado da relagdo entre a quantidade especifica
consumida e a massa corporal do animal, multiplicado por 100. A Figura 10 demonstra o

consumo relativo de dgua das progenitoras do 1° ao 21° dia de gestacao.
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Figura 10 - Consumo relativo de 4gua de fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™! (1P),
300 mg.kg! (3P), 500 mg.kg! (5P) e tween 80 (300 mg.kg™!) (CN), do 6° ao 15°
dia de gestacdo, expresso pela média dos animais por grupo (n= 27, 25, 25 e 22,

respectivamente)

30
~ 25 T
s
S
‘%n 20 ) \ ﬁ \
: 2\ A\ - // -
:‘% 15 T \/’ \V \
= ‘ 3P
s N ~N
2 0. 5P
§ CN
=
=)
© 5

Tratamento
0 T T T T T

1 I2 3 4 | 5 6 7 | 8 9 I10I11I12I13I14I15I16I17I1€‘3I19I20I21I
Tempo de gestacao (dias)

Para avaliacdo estatistica, considerou-se a média de consumo relativo nos seguintes
periodos: entre os dias 1 e 5 (1° periodo ou antes do tratamento), dias 6 e 15 (2° periodo ou
durante o tratamento) e dias 16 e 21 (3° periodo ou apds o tratamento).

Embora tenha ocorrido oscilagdao no consumo de agua durante o tratamento, nao houve

diferenca significativa entre os distintos grupos das progenitoras nos diferentes periodos

(p>0,05). A média e o erro padrdo podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Consumo relativo de d4gua de fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™! (1P),
300 mg.kg! (3P), 500 mg.kg! (5P) e tween 80 (300 mg.kg!) (CN) do 6° ao 15° de

gestacao
Grupos
1P 3P 5P CN
(n=27) (n=25) (n=25) (n=22)
Periodos Meédia (%) Média (%) Meédia (%) Meédia (%)
1° (dias 1 a 5) 17,64 + 1,314 17,84 + 1,565 17,20 = 1,294 16,64 + 1,643
2° (dias 6 a 15) 16,77 + 0,877 17,62 + 0,858 14,60 + 0,855 13,96 + 0,645
3°(dias 16 a 21) 16,22 + 0,863 16,06 = 0,723 14,93 + 0,886 14,66 + 0,494

Os dados sdo média + erro padrdo. ANOVA por Medidas Repetidas/Teste de Comparagdes Pareadas
com Ajuste de Bonferroni.



5.1.3 Consumo relativo de ra¢ao

O consumo de ragao foi mensurado diariamente para cada animal e encontra-se
apresentado na forma de consumo relativo, resultado da relagdo entre a quantidade especifica

consumida e a massa corporal do animal, multiplicado por 100. A Figura 11 demonstra o

consumo relativo de ra¢do das progenitoras, do 1° ao 21° dia de gestagao.

Figura 11 - Consumo relativo de ragio de fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™! (1P),
300 mg.kg! (3P), 500 mg.kg! (5P) e tween 80 (300 mg.kg!) (CN) do 6° ao 15° dia
de gestacdo, expresso pela média dos animais por grupo (n= 27, 25, 25 e 22
respectivamente)
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Para avaliacdo estatistica, considerou-se a média de consumo relativo de ragao nos
seguintes periodos: entre os dias 1 e 5 (1° periodo ou antes do tratamento), dias 6 e 15 (2°
periodo ou durante o tratamento) e dias 16 e 21 (3° periodo ou ap6s o tratamento).

A andlise dos resultados demosntrou que ndo houve diferenca significativa entre

periodos e diferentes grupos das progenitoras (p>0,05). A média e o erro padrao podem ser
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Tabela 3 - Consumo relativo de ragdo de fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™! (1P),
300 mg.kg! (3P), 500 mg.kg™! (5P) e tween 80 (300 mg.kg") (CN) do 6° ao 15° dia

de gestacao

Grupos
1P 3P 5P CN
(n=27) (n=25) (n=25) (n=22)
Periodos Meédia (%) Média (%) Meédia (%) Meédia (%)
1° (dias 1 a 5) 8,00 + 0,237 7,85+ 0,139 7,57+ 0,166 7,86 + 0,217
2° (dias 6 a 15) 7,98 £ 0,147 7,89 £ 0,174 7,47+ 0,135 7,81+ 0,169
3°(dias 16 a 21) 7,83 £ 0,146 7,97 £ 0,166 7,49 + 0,144 7,47+ 0,143

Os dados sdo média + erro padrdo. ANOVA para Medidas Repetidas.

5.1.4 Massa relativa dos 6rgaos

A massa relativa dos 6rgaos esta apresentada na forma de massa relativa, resultado da

relacdo entre a massa do 6rgdo e a massa corporal sem o utero, multiplicado por 100.

A analise dos resultados ndo evidenciou diferengas significativas na massa relativa dos

orgdos entre os diferentes grupos (p>0,05), conforme mostra a Tabela 4, que apresenta a média

e o erro padrao.

Tabela 4 - Massa relativa dos 6rgdos de fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™ (1P),
300 mg.kg! (3P), 500 mg.kg™! (5P) e tween 80 (300 mg.kg") (CN) do 6° ao 15° dia
de gestacao

Grupo
1P 3p 5P CN

, (n=27) (n=25) (n=25) (n=22)

Orgdos Média (%) Média (%) Média (%) Média (%)
Rim Direito 0,35 + 0,007 0,36 = 0,009 0,35 + 0,007 0,33 £ 0,007
Rim Esquerdo 0,34 = 0,007 0,34 = 0,009 0,34 = 0,006 0,32 = 0,006
Coragio* 0,28 + 0,006 0,30 = 0,008 0,29 + 0,003 0.29 = 0,005
Baco 0,30 £ 0,008 0,31 = 0,008 0,30 = 0,009 0,31 +0,011
Figado 4,96 + 0,088 4,98 + 0,083 4,99 + 0,064 4,82 + 0,079
Utero Gravidico 81,56 +3,117 79,96 + 2,165 88,91 £2,337 79,44 + 3,451

Os dados sdo média + erro padrao. ANOVA ou Kruskal-Wallis*.
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5.1.5 Indices reprodutivos

A administragdo das trés doses de piriproxifeno testadas, juntamente com o controle,
ndo acarretarem em diferencas significativas nos indices reprodutivos estudados nas

progenitoras, como nimero de fetos por genitora e perdas pds-implantacgdo (p>0,05), conforme

mostra a Tabela 5.

Tabela 5 - Indices reprodutivos de progenitoras expostas a 100 mg.kg™' de piriproxifeno (1P),
300 mg.kg™! de piriproxifeno (3P), 500 mg.kg™! de piriproxifeno (5P) e tween 80 (300
mg.kg™!) (CN), do 6° ao 15° dia de gestacio

) Grupo

Indices Reprodutivos 1P 3p 5p CN
Numero de progenitoras 27 25 25 2
Numero total de fetos 305 275 298 241

N° de fetos/genitora' 11,3 £ 0,500 11,0 £ 0,327 11,92+0,294 10,91 £0,509

Perdas pés-implantagdo (%)*> 1,27 £ 0,608 3,32+ 1,695 1,86 £ 0,811 1,89 £1,218

Os dados representam a média =+ erro padrio. ANOVA! ou Kruskal-Wallis.

As Figuras 12, 13 e 14 apresentam uteros de progenitoras tratadas com piriproxifeno,

visualizados logo apos a realizagdo da laparotomia, evidenciando a presenca de perdas pds-

implantagao.
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Figura 12 - Utero de progenitora tratada com 500 mg.kg™!' de piriproxifeno (5P), do 6° ao 15°
dia de gestagdo, evidenciando perda pos-implantagao indicada pela seta

Fonte: do autor (2017).

Figura 13 - Detalhe do titero de progenitora tratada com 500 mg.kg™! de piriproxifeno (5P), do
6° ao 15° dia de gestacdo, evidenciando perda pds-implantagdo indicada pela seta

Fonte: do autor (2017).
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Figura 14 - Detalhe do ttero de progenitora tratada com 300 mg.kg™! de piriproxifeno (3P), do
6° ao 15° dia de gestacdo, evidenciando a presenca de quatro perdas pos-
implantacdo indicadas pelas setas

.,’«'
2

Fonte: do autor (2017).

5.2 Avaliacido da embriotoxicidade

5.2.1 Avaliagao dos fetos

O estudo de embriotoxicidade de trés diferentes doses de piriproxifeno administrados
durante a organogénese avaliou um total de 1119 fetos, sendo 305 do grupo 1P, 275 do grupo
3P, 298 do grupo 5P e 241 do grupo CN.

Os dados obtidos demonstram que houve aumento na média da massa corporal dos fetos
do grupo 5P, quando comparado ao grupo CN (p<0,05). A média e o erro padrao da massa
corporal dos filhotes por grupo, no momento da cesariana (21° dia de gestagdo), estdo
relacionadas na Tabela 6.

A administra¢do de diferentes concentragdes de piriproxifeno ndo causou diferencas
significativas na proporg¢ao entre os sexos (macho:fémea) (p>0,05). Nao foram observados fetos
com malformagdes macroscopicas externas, como alteracdes na conformacdo craniana,
auséncia ou alteragdo de forma de membros ou cauda, entre outros. Os indices fetais estdao

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Indices fetais das progenitoras tratadas com piriprixifeno 100 mgkg"' (1P), 300
mg.kg! (3P), 500 mg.kg™! (5P) e tween 80 (300 mg.kg™!) (CN) do 6° ao 15° dia de

gestacdo

' Grupo

Indices Fetais 1P 3P 5P CN
Numero total de fetos 305 275 298 241
Massa corporal 4,92 +£0,028*° 4,89 £0,027* 4,99 +0,024*° 4,90 +0,026°
ao nascimento (g)!
Proporgdo de sexo 0,8485:1 0,8333:1 0,8089:1 0,9127:1
(macho:fémea)?
Taxa de malformacdes 0 0 0 0

externas (%)

Os dados representam a média + erro padrdo. ' P < 0,05 (Kruskal-Wallis/ Dunn-Bonferroni). Valores
com a mesma letra ndo apresentam diferenga significativa. > Qui-quadrado.

5.2.2 Alteragdes esqueléticas

A exposi¢do de progenitoras a 100 mg.kg! (P1), 300 mg.kg! (P3) ou 500 mg.kg"! de
piriproxifeno (P5), durante o periodo de organogénese, resultou em alteracdes esqueléticas
significativas estatisticamente nos fetos avaliados (p<0,05). As alteragdes Osseas estdo
relacionadas neste trabalho por regido anatdmica e tipo de alteracgao.

A Tabela 7 apresenta alteracdes de forma, localizacao, tamanho e de calcificagdo nos
0ssos da cabega, juntamente com sua porcentagem de ocorréncia entre os diferentes grupos.
Identificou-se diferenca significativa (p<0,05) na detec¢do das seguintes alteracdes:
alargamento de fontanela, ossificacdo incompleta de supraoccipital, centro adicional de
ossificacdo em interparietal e parietal, ossificagdo incompleta de mandibula e calota ndo
ossificada.

A deteccdo de alargamento de fontanela mostrou-se superior nos fetos dos grupos 5P e
3P em relacdao ao CN, sendo que o grupo 5P apresentou-se também superior em comparagao
aos demais grupos tratados. No que se refere a detec¢ao de ossificagdo incompleta do
supraoccipital, houve aumento no grupo 5P em relagdo ao CN, sem apresentar diferenca entre
os demais grupos e o CN. A presenca de centro adicional de ossificacdo em interparietal e
parietal mostrou-se mais elevada no grupo 5P em relagdo ao CN e demais grupos expostos.
Quanto a ossificacdo incompleta de mandibula, apresentou-se superior nos grupos 1P e 5P em

comparagdo ao CN, sendo que no grupo 5P mostrou-se superior também em relagao ao 3P. Os
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resultados demonstraram aumento na detecg¢do de calota pobremente ossificada no grupo 3P

em relacdo ao 1P, 5P e CN, sem diferir entre eles.

Tabela 7 - Ocorréncia de anormalidades nos ossos da cabega dos fetos das fémeas tratadas com
piriproxifeno 100 mg.kg! (1P), 300 mg.kg!' (3P), 500 mg.kg! (5P) e tween 80 (300

mg.kg™!) (CN) do 6° ao 15° dia de gestacdo

Grupo

1P 3P 5P CN
Anormalidades (%) (n=305) (n=275) (n=298) (n=241)
Alargamento de fontanela* 44,92¢ 49,09* 66,33° 35,68¢
Reducdo de fontanela 4,92 4,73 2,69 5,81
Supraoccipital
Formato Irregular 0,98 2,18 1,01 0,83
Ossificagdo Incompleta* 20,33%b 20,36 27,95% 17,01°
Centro Adicional de Ossificac¢ao 0 0,36 0 1,24
Interparietal
Ossificagdo Incompleta 1,31 1,09 1,68 0,83
Centro Adicional de Ossificacdo* 5,252 3,642 13,47° 6,222
Parietais
Formato Irregular 0,33 0 0 0
Ossificacdo Incompleta 2,30 2,18 2,36 0
Centro Adicional de Ossificacao™ 0,98* 0 5,720 0,42
Frontais
Formato Irregular 0,33 0 0 0
Ossificagdo Incompleta 0,33 0 0,67 0
Nasal
Ossificacdo Incompleta 0,33 0 0 0
Incisivo
Ossificacdo Incompleta 0,33 0 0 0
Zigomatico
Ossificagdo Incompleta 1,64 1,82 2,02 0,41
Fusao 1,64 0,73 3,03 0,00
Mandibula
Ossificagdo Incompleta* 13,1120 10,18*¢ 19,87° 4,56°
Encurtada 1,97 4,36 3,70 5,39
Basisfenoide
Formato Irregular 0 0,36 0 0,41
Ossificacdo Incompleta 0 2,18 2,36 0,41
Axis
Formato Irregular 0 0,36 0 1,24
Justaposicao de Parietais e Frontais 4,92 4,36 6,73 4,56
Calota Pobremente Ossificada* 3,932 13,09° 4,712 0,832

* P < 0,05 (Qui-quadrado/ Teste Z). Valores com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa.
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A Figura 15 mostra fetos de progenitoras do grupo 5P, tratadas com 500 mg.kg'! de
piriproxifeno durante a organogénese, evidenciando cabeca com ossificagdo incompleta de
supraoccipital, ao lado de feto de progenitora do grupo controle apresentando supraoccipital

considerado normal.

Figura 15 - Fetos diafanizados tratados e do grupo controle submetidos a técnica de
diafanizacdo modificada de Taylor e Van Dyke (1985)

A e B: Fetos de progenitoras tratadas com piriproxifeno 500 mg.kg™! (5P), do 6° ao 15° dia de gestagao,
com setas evidenciado supraoccipital com ossificacdo incompleta.

C: Feto de progenitora tratada com tween 300 mg.kg! (CN), do 6° ao 15° dia de gestagdo, apresentando
supraoccipital com ossificagdo considerada normal. Fonte: do autor (2017).

A Figura 16 apresenta feto de progenitora do grupo 1P, tratada com 100 mg.kg! de
piriproxifeno, durante a organogénese, apresentando ossificacdo incompleta dos parietais e
falhas na ossificagdo do supraoccipital, ao lado de feto de progenitora do grupo controle,

apresentando ossificagdo da cabeca considerada normal.
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Figura 16 - Fetos diafanizados, tratado e do grupo controle, submetidos a técnica de
diafaniza¢ao modificada de Taylor e Van Dyke (1985)

A B

A: Feto de progenitora tratada com piriproxifeno 100 mg.kg™! (1P), do 6° ao 15° dia de gestagdo, com
setas indicando parietais com ossifica¢do incompleta e supraoccipital com falhas na ossificacao.

B: Feto de progenitora tratada com tween 300 mg.kg™'(CN), do 6° ao 15° dia de gestagdo, apresentando
ossificacdo da cabega considerada normal. Fonte: do autor (2017).

A Figura 17 apresenta feto diafanizado de progenitora do grupo 5P, tratada com 500
mg.kg! de piriproxifeno, durante a organogénese, evidenciando ossificagdo incompleta do

cranio.

Figura 17 - Feto de progenitora tratada com 500 mg.kg™! de piriproxifeno (5P), do 6° ao 15° dia
de gestacao, submetido a técnica de diafanizagdo modificada de Taylor e Van Dyke
(1985), com ossificacao incompleta do cranio
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A Tabela 8 apresenta alteracdes dsseas de forma, localiza¢ao, nlimero e de calcificagio
nos ossos da regido cervical, torax, lombar e pelve dos fetos, juntamente com sua porcentagem
de ocorréncia entre os diferentes grupos. Identificou-se diferenca significativa (p<0,05) na
deteccao das seguintes alteragdes: escapula com ossificacdo incompleta e/ou parte perdida,
além de esternebras com formato irregular e/ou pobremente ossificadas.

Para a anormalidade escapula com ossificagdo incompleta, os fetos do grupo 3P
apresentaram maior ocorréncia em relagdo ao CN e 5P, sendo que os grupos 1P e 5P ndo
diferiram do CN. Em relagdo a escapula com parte ausente, houve aumento nos grupos 3P e
CN em comparacao ao 1P e 5P, sem apresentar diferenca entre o grupo 3P e o CN. A ocorréncia
de esternebra com formato irregular mostrou-se superior nos grupos 3P e 5P em relagdo ao CN,
sem diferir entre o grupo 1P e o CN. J4 em relagdo a presenca de esternebra pobremente
ossificada, os grupos 1P e 3P apresentaram maior ocorréncia em comparacao ao SP, sendo que

os trés grupos tratados ndo diferiram do CN.
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Tabela 8 - Ocorréncia de anormalidades nos ossos da regido cervical, torax, lombar e pelve dos
fetos das fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™! de (1P), 300 mg.kg' (3P),
500 mg.kg! (5P) e tween 80 (300 mg.kg™!) (CN) do 6° ao 15° dia de gestacdo

Grupo

1P 3P 5P CN
Anormalidades (%) (n=305) (n=275) (n=298) (n=241)
Vértebras Cervicais
Pobremente Ossificadas 1,97 2,18 0,34 0
Clavicula
Posicao Irregular 0 0,36 0,34 0
Escapula
Formato Irregular 0,66 0 2,69 0
Ossifica¢do Incompleta* 4,59 7,27 1,68 2,07°
Parte Ausente* 5,252 12,00° 2,028 12,03°
Vértebras Toracicas
Ossificacdo Incompleta 0,98 1,45 0,34 0,41
Centro Bipartido 2,30 2,55 2,69 0,33
Costelas
Onduladas 3,61 2,55 4,71 6,64
Ausentes 0,33 0,73 2,02 0,83
14°. vestigial 27,87 24,73 29,97 20,33
14°. rudimentar 1,31 0,73 0,34 0,83
Esternebras
Formato Irregular* 72,460 76,732 75,082 64,32b
Pobremente Ossificadas* 26,89° 26,92 14,81° 22,410
Ausente 3,61 4,73 2,69 1,66
Vértebras Lombares
Ossificacdo Incompleta 0,66 1,45 2,69 0
Pobremente ossificadas 1,64 1,82 0 0
ilio
Pobremente Ossificado 1,64 0,73 0 0
Isquio
Pobremente Ossificado 2,30 1,82 0 0,41
Pubis
Pobremente Ossificado 2,30 1,82 0,34 0,83
Vértebras Sacrais
Pobremente Ossificadas 3,28 3,64 0,67 1,24

* P < 0,05 (Qui-quadrado/ Teste Z). Valores com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa.

A Tabela 9 apresenta alteragcdes Osseas relativas a calcificagdo nos 0ssos dos membros

toracicos e pélvicos fetais, juntamente com sua porcentagem de ocorréncia entre os diferentes

grupos. Identificou-se diferenga significativa (p<0,05) na detec¢do das seguintes alteragoes:

falanges dos membros toracicos e pélvicos nao ossificadas, tibia e fibula pobremente

ossificadas e metatarso pobremente ossificado.
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A presenga de falanges ndo ossificadas nos membros toracicos mostrou-se superior nos
fetos do grupo 5P em relacdo aos fetos expostos a doses mais baixas do piriproxifeno (grupos
1P e 3P), contudo, nao foram detectadas diferencas significativas entre os trés grupos tratados
e 0 CN. A ocorréncia de falanges ndo ossificadas nos membros pélvicos apresentou-se superior
no grupo CN em relagdo ao 1P, sem diferir dos demais grupos tratados. Quanto a detec¢do de
tibia e fibula pobremente ossificadas, mostrou-se superior nos grupos 3P e 5P em comparacao
ao CN, sendo que o grupo 1P nao diferiu do CN. E em relagdo aos metatarsos pobremente
ossificados, o grupo 3P apresentou maior ocorréncia em relagdo ao CN, sendo que os demais

grupos expostos nao diferiram do CN.

Tabela 9 - Ocorréncia de anormalidades nos ossos dos membros toracicos e pélvicos dos fetos
das fémeas tratadas com piriproxifeno 100 mg.kg™! (1P), 300 mg.kg" (3P), 500
mg.kg! (5P) e tween 80 (300 mg.kg™!) (CN), do 6° ao 15° dia de gestagio

Grupo

1P 3P 5P CN
Anormalidades (%) (n=305) (n=275) (n=298) (n=241)
Umero 0 0 0 0
Radio e Ulna 0 0 0 0
Metacarpos
Pobremente Ossificados 1,31 291 0,34 0,41
Falanges (membros toracicos)
Nio Ossificadas® 53,442 55,64* 68,35° 60,58%>
Fémur
Pobremente Ossificado 1,31 291 0,67 0,00
Tibia e Fibula
Pobremente Ossificadas* 2,62*° 4,36 4,04° 0,41°
Metatarsos
Pobremente Ossificado* 5,57 8,73" 5,39 2,49°
Falanges (membros pélvicos)
Nio Ossificadas* 76,072 78,18%P 80,13 86,31°

* P < 0,05 (Qui-quadrado/ Teste Z). Valores com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa.



72

6 DISCUSSAO

O uso de inseticidas tem sido frequente para o controle de mosquitos, em especial no
combate a dengue. Como consequéncia, vém sendo detectadas populagdes de Aedes aegypti
resistentes aos inseticidas comumente utilizados, como os organofosforados, piretroides,
carbamatos e organoclorados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009), o que acarretou
na necessidade de uso de quimicos alternativos para aprimorar o controle do mosquito (OHBA
etal.,2013).

Ap6s ter sido recomendado pela OMS para uso em agua potavel, o piriproxifeno
comecou a ser utilizado no Brasil como uma das formas de controle focal das larvas do
mosquito Aedes aegypti no ano de 2014 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a; 2006b;
BRASIL, 2009b). Contudo, o inseticida foi apontado como uma das possiveis causas do
aumento da incidéncia de microcefalia no Brasil ao final do ano de 2015 (REIS, 2016).

Ressalta-se que a escassez de informagdes necessarias para avaliar a seguranca do uso
de drogas durante a gestagao constitui-se em um grave problema de satide publica. A orientagao
de mulheres gravidas quanto aos riscos ou a seguranca dos tratamentos medicamentosos &,
muitas vezes, complexa pela auséncia de informagdes sobre a natureza, a magnitude ou mesmo
a existéncia de um transtorno teratogénico. Além disso, a classificacdo utilizada para farmacos
contraindicados na gravidez normalmente ¢ definida com base em estudos de teratogenicidade
animal necessarios para sua aprovagdo previamente a sua comercializagdo, os quais, muitas
vezes nao foram publicados e assim, nao estao disponiveis para comunidade cientifica (ADAM;
POLIFKA; FRIEDMAN, 2011).

Considerando-se os escassos dados disponiveis relativos a seguranca no uso do
piriproxifeno, os quais ndo apresentam informagdes detalhadas sobre a metodologia e
resultados encontrados nos estudos, percebe-se dificuldade na implementacao de uma avaliagao
de risco adequada do verdadeiro papel do inseticida no desenvolvimento da microcefalia. Haja
vista que os estudos experimentais em animais tradicionalmente fornecem a base de triagem
para a verificagdo do potencial teratogénico de um determinado agente (SCHULER-FACCINI
et al., 2002), optou-se por desenvolver este trabalho com o intuito de avaliar os possiveis efeitos
no desenvolvimento fetal, decorrentes da administracdo de doses progressivas do inseticida
piriproxifeno (100 mg.kg™!, 300 mg kg e 500 mg.kg'!) em progenitoras de ratas Wistar, durante

o periodo de organogénese.
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6.1 Toxicidade materna

A toxicidade materna pode ser avaliada pela reducao na ingesta de agua ou alimentos,
diminui¢ao do peso corporal e do ganho de peso corporal das progenitoras, pela mortalidade
materna ou ainda, pela presenga de sinais clinicos evidentes de toxicidade (EUROPEAN
COMMISSION, 2008; 2015). Neste estudo, ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade
aguda nas fémeas progenitoras dos diferentes grupos, como diarreia, piloerec¢do, apatia,
tremores, hemorragia, abortos ou outras alteracdes sistémicas.

O monitoramento do peso durante o estudo ¢ utilizado como indicagdo do estado de
saude dos animais, o que pode fornecer importante informagao sobre a toxicidade do produto
testado (HOLLENBACH et al.,, 2015). No presente estudo, considerando-se os quatro
momentos em que se avaliou o ganho de massa corporal das progenitoras (2°, 7°, 14° e 21°
dias de gestagdo), percebeu-se que houve reducdo do ganho de massa corporal relativa apenas
durante os dias em que houve tratamento (7° e 14° dias) nas fémeas do grupo 5P (500 mg.kg™!
de piriproxifeno), sendo que, ao final da gestagdo, no 21° dia, a evolucao da massa corporal
voltou a ser equivalente entre os diferentes grupos, sem diferir estatisticamente.

Em relacdo ao consumo relativo de 4gua e ragdo, constatou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os distintos periodos (antes, durante e apds o tratamento) e grupos de
progenitoras. Observou-se maior variagdo no consumo de dgua entre os diferentes grupos
durante os dias em que o tratamento foi administrado (6° ao 15° dia de gestagdo), contudo, ndo
foi considerada significativa estatisticamente.

Os resultados encontrados diferem dos evidenciados pelas referéncias bibliograficas
citadas neste trabalho. A World Health Organization (2010) apresenta como resultado de estudo
de toxicidade pré-natal em ratos, a ocorréncia de leve toxicidade materna, com detec¢dao de
redugio do ganho de peso corporal na dose de 100 mg.kg™! por dia de piriproxifeno, e relata
ainda que, reducdo do peso corporal, do ganho de peso e/ou do consumo de alimento foram
achados comuns em varios estudos com uso de piriproxifeno em camundongos, ratos e caes.

Estudo de toxicidade no desenvolvimento pré-natal em ratos citado pela Environmental
Protection Agency (2012), também evidenciou toxicidade materna, com base na reducao do
peso corporal, do ganho de peso e do consumo de alimento, além do aumento do consumo de
4dgua, na dose de 300 mg.kg! de piriproxifeno ao dia (LOAEL). Neste contexto, outro estudo
de toxicidade pré-natal em ratos com uso do inseticida demonstrou redugao do ganho de peso
e do consumo de alimento, na dose de 300 mg.kg™! por dia (LOAEL). Adicionalmente, relatou-

se outro estudo com resultados semelhantes para toxicidade materna do piriproxifeno, no que
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se refere a reducdo do ganho de peso, mas com aumento do consumo de 4gua e alimento, além
de alteragdes no peso dos orgdos na dose de 300 mgkg! por dia (LOAEL)
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2012),

Segundo Lourengo et al. (2009), as alteragdes no peso relativo dos orgdos sdo
parametros indicadores de toxicidade materna. No presente estudo, a administracdo de trés
doses progressivas de piriproxifeno ndo acarretou em diferencas significativas na massa relativa
dos orgaos avaliados, como figado, rins, coragdo, bago e utero gravidico, entre os diferentes
grupos.

Nesse mesmo contexto, em andlise aos dados disponiveis, os diferentes estudos
apresentados para avalia¢do da toxicidade pré-natal em ratos também nao relataram alteracao
no peso dos oOrgdos de progenitoras expostas ao piriproxifeno (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010; ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2012), exceto por
um estudo que demonstrou alteragdo na dose de 300 mg.kg!' ao dia, porém, nio foram
especificados os 6rgdos, nem quais foram as alteragdes (ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 2012).

Em contrapartida, cabe destacar que ha relatos de estudos com administracao de doses
repetidas de piriproxifeno em camundongos, ratos e caes, que concluiram que o figado e rins
sdo os principais oOrgdos alvo, com leve anemia nos roedores (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2012).

J4 em estudo de toxicidade subcronica, com administragdo oral de 300 mg.kg™! de
piriproxifeno, durante 90 dias, evidenciou-se aumento absoluto e relativo do peso do figado e
alargamento dos hepatocitos (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2012). Ainda,
de forma semelhante, estudos ditos apenas como de toxicidade, realizados em camundongos,
ratos e caes, evidenciaram aumento do peso do figado e altera¢des nas concentragdes de lipideos
plasmaticos, em especial o colesterol, em doses iguais ou superiores a 120 mg.kg™! por dia de
piriproxifeno em ratos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Além disso, estudo com administracao de piriproxifeno na dieta cronica, por 6 meses,
em ratos Sprague-Dawley, evidenciou aumento do figado (com hipertrofia de hepatdcitos), dos
rins, da tireoide, além de reducdo na pituitdria em doses de 2000 e 10000 ppm. Os autores
concluiram que niveis inferiores a 400 ppm (24 mg kg ! para machos e 27,5 mg.kg™! para fémeas)
ndo causaram efeitos nos animais avaliados (KOYAMA et al., 1989).

Segundo Lourenco ef al. (2009), a interpretagdo das alteragdes nas taxas reprodutivas
pode identificar o periodo no qual os efeitos toxicos reprodutivos se estabeleceram nos animais.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram constatar que as trés doses do
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piriproxifeno ndo acarretaram em diferengas significativas nos indices reprodutivos estudados
nas progenitoras, no que se refere ao nimero de fetos por genitora e perdas pés-implantagdo.
Da mesma forma, nao foi constatada a presenca de abortos ou partos anteriores ao 21° dia de
gestacao.

Diferentemente do observado, ha estudos que relatam interferéncia do piriproxifeno e
de outros pesticidas em indices reprodutivos e na ocorréncia de abortos e partos prematuros.

A World Health Organization (2010) apresenta estudo de toxicidade reprodutiva do
piriproxifeno em ratos, com tratamento durante o periodo pré-natal e lactacdo, o qual
evidenciou aumento no niimero de partos com natimortos na geracao Fo e redu¢do no numero
de implantacdes e na média dos fetos vivos na geragio Fi, na dose de 500 mg.kg! de peso
corporal ao dia. Relata ainda estudo sobre a toxicidade do desenvolvimento em coelhos, com
sinais de toxicidade materna, como aborto e parto prematuro, em doses superiores ou iguais a
300 mg.kg! de piriproxifeno ao dia.

Outro estudo demonstrou os efeitos toxicos do clorpirifés em ratos, na dose de 80 mg.kg"
!'a0 dia, administrado por via intraperitonial, durante a organogénese, evidenciando reducdo do
numero de fetos vivos e aumento de reabsor¢des (TIAN et al., 2005). Da mesma forma,
experimento contemplando a exposi¢do oral de camundongos machos e fémeas a diferentes
formulagdes de pesticidas organofosforados (diclorvos, clorpirifés, dimetoato, triazofos,
profenofés e pirimifés-metil) demonstrou aumento do niimero de reabsor¢des (GOMES;
LLOYD; HONG, 2008).

Segundo Bernardi e Spinosa (2017), os agentes teratogénicos sempre produzem suas
acdes por interferirem nos mecanismos celulares, em doses que causam nenhuma ou minima
toxicidade materna. O monitoramento do peso materno trata-se do principal parametro avaliado
na identificag¢do da toxicidade materna (EUROPEAN COMMISSION, 2008).

A toxicidade materna abrange uma série de efeitos adversos observados na gestacao
animal, como sinais clinicos evidentes de toxicidade (por exemplo, ataxia) e/ou diminui¢ao no
peso corporal. Entretanto, a interpretacdo dos efeitos sobre o desenvolvimento fetal mostra-se
frequentemente dificil nas doses que causam toxicidade materna. O desenvolvimento do
concepto no utero pode ser influenciado por efeitos toOxicos na progenitora, seja por mecanismos
relacionados ao estresse, ou por especificos mecanismos mediados pela progenitora. Portanto,
a influéncia da toxicidade materna deve ser avaliada conjuntamente com os resultados relativos
a toxicidade no desenvolvimento (EUROPEAN COMMISSION, 2008).

Ao avaliar a toxicidade materna, especialmente no que diz respeito a perda de peso

corporal materno ou ao ganho de peso diminuido, deve-se considerar que qualquer efeito que
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acarrete na diminui¢do do peso corporal fetal ou na diminui¢do do tamanho da ninhada terd um
efeito no peso corporal ou no ganho de peso materno. Para avaliar a influéncia do peso corporal
fetal ou do tamanho da ninhada nas alteragdes de peso materno, mostra-se essencial avaliar a
correlagdo entre o peso corporal materno (ou suas alteragdes), o peso do utero gravidico, o
tamanho da ninhada e o peso dos fetos. Apds essa avaliagdo, deve ser possivel determinar se
houve efeito sobre o peso materno, com ou sem efeito sobre a ninhada. Se uma redug@o no peso
corporal materno for resultado do reduzido peso fetal, provavelmente ocorrerd durante o tltimo
trimestre de gestacdo, quando o tamanho fetal influenciar o peso total da progenitora. No
entanto, se uma reducao no aumento de peso ocorrer préximo do inicio do periodo de dosagem,
¢ provavel que seja o resultado de um efeito no animal materno (BEYER et al., 2011).

No presente trabalho, considerando-se que a redugdo no ganho de massa corporal
relativa de progenitoras expostas a 500 mg.kg! de piriproxifeno ocorreu apenas junto ao
periodo de tratamento, somado ao fato de que houve maior massa corporal dos fetos ao
nascimento no mesmo grupo, além de ndo ter ocorrido diferengas significativas no peso do
utero gravidico e no tamanho da ninhada, pode-se inferir que a redu¢ao do ganho de massa
corporal relativa materna esteja relacionada ao efeito do agente quimico no animal materno, €
ndo seja decorrente de alteragdes no desenvolvimento fetal.

Beyer et al. (2011) relata ainda que a ocorréncia de leves alteracdes maternas, como por
exemplo, efeitos transitorios sobre o peso corporal ou no consumo do alimento, ou ainda, na
diminuicdo do ganho de peso corporal de menos de 10% em relagdo aos animais de controle, o
que foi evidenciado no presente trabalho, nao apresentam efeitos adversos no desenvolvimento

embriofetal.

6.2 Toxicidade fetal

Muitos teratologistas preconizam que substancias quimicas que passam da circulacao
materna para os fluidos uterinos e penetram no embrido no periodo de pré-implantacdo podem
causar a morte do embrido ou a sobrevivéncia sem danos, porque, nesta situacao, células tronco
tém a capacidade de substituir células danificadas, resultando em desenvolvimento embrionario
normal. No entanto, teratogenos que passam a barreira placentaria podem nao ser letais ao
embrido, mas podem causar desvios de desenvolvimento, como malformacao congénita, retardo
do crescimento, déficit funcional e comportamental (LOURENCO et al., 2009).

Importante considerar que, quanto maior for o periodo de formagao de um determinado

sistema, maior sera o risco de seu desenvolvimento ser afetado por determinado agente. Por
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isso, nos testes de teratogenicidade sdo estudadas possiveis anomalias 6sseas dos animais, pois
o periodo da organogénese do esqueleto ¢ bastante longo (BERNARDI; SPINOSA, 2017). A
organogénese ¢ o periodo em que a maioria das estruturas corporais ¢ estabelecida e € nesta
fase que os teratogenos podem induzir defeitos congénitos importantes (ROGERS;
KALVLOCK, 2012; MOORE; PERSAUD, 2016).

O presente estudo avaliou a toxicidade teratogénica de doses crescentes do inseticida
piriproxifeno (100, 300 ou 500 mg.kg") em fetos de ratos Wistar, expostos durante o periodo
da organogénese, que abrange do 6° ao 15° dia de gestagao.

A analise aos resultados encontrados demonstra que a propor¢do entre 0s S€XOS
(macho:fémea) nas ninhadas ndo diferiu entre os grupos. J& a média da massa corporal
individual fetal apresentou-se superior no grupo tratado com 500 mg.kg™! de piriproxifeno, em
comparacao ao controle. Como consequéncia, a média da massa relativa do tutero gravidico
também apresentou resultado superior no mesmo grupo, embora sem apresentar diferenga
significativa. Contudo, segundo Aliverti ef al. (1979), o peso fetal ndo ¢ parametro conclusivo
em estudos de desenvolvimento porque pode variar dependendo do tamanho da ninhada. Neste
trabalho, o numero de fetos por genitora nao apresentou diferenga significativa entre os grupos,
embora as ninhadas tratadas com 500 mg.kg! de piriproxifeno tenham apresentado-se mais
numerosas do que as demais, o que, somado ao fato de que se constatou uma maior massa
corporal individual fetal neste mesmo grupo, poderia ser interpretado como consequéncia de
uma melhor condigao fisica das fémeas.

Diferentemente do constatado, os estudos apresentados neste trabalho relativos a
toxicidade no desenvolvimento pré-natal com uso do piriproxifeno em ratos ndo relataram
alteracdo do peso fetal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; ENVIRONMETAL
PROTECTION AGENCY, 2012), exceto por um citado pela EPA, que evidenciou, porém,
redugdo no peso corporal fetal, além de aumento da incidéncia de dilatagao da pelve renal, na
dose de 300 mgkg! por dia do inseticida (ENVIRONMETAL PROTECTION AGENCY,
2012).

Outro trabalho relativo a toxicidade do desenvolvimento, com a administragdo do
pesticida dinoseb em ratas prenhes também evidenciou reducao do peso fetal ao nascimento. O
produto foi administrado em ratas prenhes, por gavagem, na dose de 8 mg.kg™ ou 10 mg.kg™!,
do 6° ao 15° dia de gestacdo, ou na dieta, nas doses de 120 ppm ou 200 ppm, do 6° ao 16° dia
de gestagao, e as ninhadas foram avaliadas no 20° dia de gestacao. Os resultados indicaram que,
em todos os grupos tratados, houve redugdo no consumo de alimento € no peso corporal das

progenitoras. Observou-se reducdo no peso dos fetos, além de ossificagdo retardada nos
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diferentes grupos expostos, exceto no grupo tratado com 120 ppm de dinoseb (MATSUMOTO
etal.,2010).

Por outro lado, hd estudo com uso do antiparasitario dipropionato de imidocarb,
empregado no tratamento e na profilaxia da babesiose, acarretando em aumento do ganho de
peso fetal. O produto foi administrado para avaliacdo dos possiveis efeitos embriotoxicos em
ratos durante o periodo de organogénese, do 7° ao 15° dia de gestacdo, por via subcutanea, nas
doses de 1,7 m.kg! ou 2,5 m.kg'. Como resultado, ambas as doses nio alteraram o peso € o
ganho de peso materno, contudo, a dose de 2,5 m.kg™! promoveu aumento da média de peso dos
filhotes por ninhada e diminui¢do da média de peso da placenta individual e por ninhada. Em
relacdo a avaliacdo dssea e visceral, ndo foram detectadas diferencas entre os grupos
experimentais e o controle. Na dose de 2,5 m.kg™!, notou-se também maior maturidade da prole,
evidenciada pela maior ossificagdo total ¢ do nimero de esternébras. Segundo o autor, este
resultado pode indicar um grau maior de maturidade dos filhotes, que por sua vez levaria a um
maior peso fetal no grupo que recebeu a dose de 2,5 m.kg™!, o que poderia ser justificado como
simplesmente um fato coincidente em relagao ao maior numero de filhotes e melhor condicao
materna (COSTA, 2005).

Além disso, outro estudo avaliou a toxicidade reprodutiva de trés doses de oleo de
copaiba (0,3 mkg!, 0,6 mlLkg! e 0,9 mlkg"'), administradas por gavagem, durante a
organogénese de camundongos (Mus musculus). Dentre os resultados encontrados, detectou-se
que, na dose mais baixa administrada, os fetos apresentaram-se com peso € comprimento maior
do que o grupo controle, enquanto as outras doses proporcionaram uma diminui¢ao no peso €
comprimento fetais em relagdo ao controle. Adicionalmente, verificou-se que a exposi¢ao
materna ao 6leo de copaiba ndo influenciou na ossificagdo dos fetos, confirmando-se que este
componente ndo altera o desenvolvimento intra-uterino e ndo causa efeitos teratogénicos
(LOURENCO et al., 2009).

Na toxicologia do desenvolvimento, os efeitos adversos decorrentes de substancias
quimicas em fetos durante o desenvolvimento no Utero sdo investigados. As alteragdes no
desenvolvimento esquelético durante a organogénese sao manifestagoes de tais efeitos adversos
e geralmente sdo chamadas de anomalias. Durante a avaliagao de risco na inducao de anomalias
causadas por substincias quimicas, a diferenciacdo das alteragdes em variacdes ou
malformagdes mostra-se crucial para a sua categorizacdo quanto ao potencial de toxicidade da
substancia (CHAHOUD et al., 2015).

Segundo Chahoud et al. (2015) e Bernardi e Spinosa (2017), o termo malformagdes ¢

utilizado para alteracdes estruturais permanentes irreversiveis que podem afetar a sobrevivéncia
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pos-natal, o desenvolvimento ou a fun¢do de um organismo; ja as variagdes sdo divergéncias
estruturais na formagdo de um ser que ndo afetam sua sobrevivéncia ou saude, ou ainda, sdo
caracterizadas por um atraso no desenvolvimento. Tanto as malformacdes quanto as variagdes
podem ser causadas pela acdo direta de um agente quimico (substancia quimica) ou fisica
(radiacdes) no produto da concepgdo ou, secundariamente, pela acdo no organismo materno
(BERNARDI; SPINOSA, 2017).

No presente estudo, a avaliagdo dos defeitos esqueléticas dos fetos foi utilizada para
deteccao do potencial teratogénico do inseticida. Foram observadas diferencas significativas na
ocorréncia de desvios em fetos expostos a 100 mg.kg™! (1P), 300 mg.kg™! (3P) ou 500 mg.kg™!
de piriproxifeno (5P), do 6° ao 15° dia de gestacdo. Contudo, em avaliagdo externa aos fetos
dos diferentes grupos, ndo foram observados animais com malformacdes.

A avaliacdo dos ossos da cabeca identificou diferenca significativa na ocorréncia das
seguintes altera¢des: alargamento de fontanela, ossificagdo incompleta do supraoccipital, centro
adicional de ossificagdo em interparietal e parietal, ossificagdo incompleta de mandibula e
calota ndo ossificada.

A deteccao de alargamento de fontanela mostrou-se superior nos fetos dos grupos 5P e
3P em relacdo ao CN, sendo que o grupo 5P apresentou-se superior em comparacao aos demais
grupos tratados. No que se refere a presencga de centro adicional de ossificacdo em interparietal
e parietal, houve aumento no grupo 5P em relagdo ao CN e demais grupos expostos. Segundo
Solecki et al. (2001), na avaliacdo esquelética do cranio, as anormalidades relativas a presenca
de fontanelas aumentadas ¢ de centro adicional de ossificagao sao classificadas como variagoes.

A ossificagdo incompleta de supraoccipital evidenciou maior ocorréncia no grupo 5P
em comparagao ao CN. Quanto a ossificacdo incompleta de mandibula, apresentou-se superior
nos grupos 1P e SP em comparacao ao CN, sendo que no grupo 5P mostrou-se superior também
em relacdo ao 3P. A detecgdo de calota pobremente ossificada apresentou aumento significativo
no grupo 3P em relacdo ao CN e demais grupos tratados. Chahoud e Paumgartten (2009)
informam que a aparente diminui¢do da quantidade de osso mineralizado (por exemplo,
ossificacdo incompleta ou osso mal ossificado) em comparacao ao que se espera para a idade
de desenvolvimento, pode ser classificada como ossificacao retardada. Considerando-se que,
na maioria dos casos, a cartilagem estd aparentemente intacta, ¢ provavel que a mineralizagao
ocorra mais tarde e, portanto, essas observagdes sao consideradas como transitérias, de menor
impacto na sobrevivéncia ou na saude. As ossificagdes atrasadas sdao, portanto, incluidas nas

variacoes do esqueleto.
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Segundo Solecki et al. (2001), a ossificagdo incompleta no rato normalmente ¢ assumida
como retardo de crescimento, indiferente a estrutura afetada. No entanto, cabe ressaltar que a
ossificacdo incompleta de uma estrutura isolada, quando o restante do esqueleto do animal esté
normal, provavelmente ¢ mais importante do que a ossificagdo incompleta, acompanhada de
perda de peso ou outros sinais de imaturidade esquelética. Neste mesmo sentido, no caso do
cranio, a classificagdo malformacdo ¢ mais apropriada na deteccdo de uma estrutura nao
ossificada identificada de forma isolada, enquanto que as demais estruturas da cabeca
apresentam-se sem alteracoes, o que difere do observado no presente trabalho, uma vez que a
maior parte das alteragdes nao foram encontradas de forma isolada nos fetos avaliados.

A avaliagdo dos ossos da regido cervical, térax, lombar e pelve dos fetos detectou
alteragoes significativas na ocorréncia de escapula com ossificacao incompleta ou parte perdida,
além de esternebras com formato irregular ou pobremente ossificadas.

A detecgdo de escapula com ossificagdo incompleta apresentou-se superior no grupo 3P
em comparagdo aos grupos CN e 5P. Em relagdo a escapula com parte perdida, houve aumento
nos grupos 3P e CN em relagdo aos grupos 1P e 5P. Segundo Chahoud, Bochert e Neubert
(1992), 0 aumento da frequéncia de anomalias também pode ocorrer em fetos do grupo controle
e sdo chamadas anomalias espontaneas, as quais podem ser designadas como variagdes. A
ocorréncia de formato irregular em esternebra apresentou aumento dos grupos 3P e 5P em
relacdo ao CN. Quanto a ocorréncia de esternébra pobremente ossificada, os grupos 1P e 3P
apresentaram maior taxa em comparacao ao SP, sendo que nenhum grupo diferiu do CN.
Chahoud et al. (1999a) e Chahoud e Paumgartten (2009) estabeleceram que esternébra com
ossificacdo incompleta ou esternébra ndo ossificada caracterizam-se como variacdes.

As alteragdes relativas a ocorréncia de centro bipartido em vértebra toracica foram
detectadas, mas sem apresentar diferencas significativas no presente trabalho, e Chahoud et al.
(2015) demonstraram em estudo que este tipo de anomalia ¢ claramente reduzida no 21° dia
apos o nascimento, evidenciado que se trata de atraso no desenvolvimento, assim como centro
com ossificagao assimétrica na coluna vertebral.

Em relacao as alteragdes relativas a calcificacdo nos ossos dos membros toracicos e
pélvicos, identificou-se diferenca significativa na ocorréncia de falanges dos membros toracicos
e pélvicos ndo ossificadas, tibia e fibula pobremente ossificadas e metatarso pobremente
ossificado.

A presenca de falanges nao ossificadas dos membros toracicos foi superior no grupo 5P
em relacao ao 1P e 3P, sendo que ndo houve diferenca significativa entre qualquer um dos

grupos tratados ¢ o CN. Ja a ocorréncia de falanges ndo ossificadas dos membros pélvicos foi
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superior no CN em relacdo ao 1P. Quanto a presenca de tibia e fibula pobremente ossificados,
mostrou-se superior nos grupos 3P e 5P em comparacdo ao CN. E em relagdo ao metatarso
pobremente ossificado, o grupo 3P apresentou maior ocorréncia em relagdo ao CN. Segundo
Chahoud et al. (1999a), a presenca de falanges nao ossificadas ¢ classificada como variagao,
assim como Chahoud e Paumgartten (2009) esclareceram que a aparente diminui¢do da
quantidade de osso mineralizado caracteriza-se como ossificagdo retardada, sendo classificada
também como variagao.

Os fetos que apresentaram a maior prevaléncia de quase a totalidade das diferentes
anomalias esqueléticas detectadas neste trabalho foram os do grupo 5P, evidenciando diferenca
significativa na detec¢do de alargamento de fontanela, ossificacdo incompleta de supraoccipital,
ossificacdo incompleta de mandibula, centro adicional de ossificacdo em interparietal e parietal,
além de falanges dos membros toracicos ndo ossificadas. Ja os fetos do grupo 3P apresentaram
maior prevaléncia de calota pobremente ossificada, além de escédpula com ossificagdo
incompleta e metatarso pobremente ossificado. As altera¢des relativas ao formato irregular em
esternébra, além de tibia e fibula pobremente ossificadas, foram mais prevalentes nos grupos
5P e 3P.

Diante da andlise dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se perceber que as
alteracdes observadas sdo variagdes caracterizadas por atraso no desenvolvimento, enquanto as
malformagdes, que sdo representadas pela auséncia de ossos importantes, ossos mal
posicionados, encurtamentos, arqueamentos, assimetrias ou fusdes (SOLECKI et al., 2001;
CHAHOUD et al.,, 2015), nao foram encontradas, exceto pela fusdo do zigomatico com a
maxila, que foi detectada superior no grupo 5P, embora ndo tenha sido considerada
estatisticamente significativa. Cabe ressaltar ainda que esta alteragcdo tem sua classificagdo
controversa por diferentes estudos. Apesar de Solecki et al. (2001) classificarem-na como
malformagao, Chahoud e Paumgartten (2009) definiram-na como variagao, tendo em vista sua
alta incidéncia nos registros historicos de estudos realizados com animais da mesma linhagem,
considerando que a fusdo do osso zigomatico ocorre posteriormente (durante o crescimento
pos-natal), e ainda, que as consequéncias dessa antecipagao ainda nao estao bem esclarecidas.

Percebe-se que os resultados encontrados sdo compativeis com o apresentado pela
European Food Safety Authority (2009) e European Chemicals Agency (2012), que informaram
que estudos de toxicidade do desenvolvimento com uso do piriproxifeno em ratos e coelhos nao
evidenciaram efeitos teratogénicos nos fetos avaliados. E ainda, com a Environmetal Protection
Agency (2012), que relatou estudo de toxicidade do desenvolvimento em ratos, com a

administracdo de 1000 mg.kg! por dia de piriproxifeno, resultando no aumento da incidéncia
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de variagdes esqueléticas em fetos no 21° dia de gestacdo, além de inespecificas variagdes
viscerais apds o 56° dia de nascimento. Nesse mesmo contexto, a World Health Organization
(2010) fez referéncia a estudo sobre a toxicidade do desenvolvimento em ratos, o qual
demonstrou aumento da frequéncia de varia¢des esqueléticas (abertura do forame transverso na
sétima vertebra cervical) e anomalias viscerais em fetos na geracdo Fi, com a administragdo de
1000 mg.kg'! de peso corporal por dia. Ndo houve evidéncia de retardo de crescimento ou
neurotoxicidade em fetos, com a administra¢io de doses superiores ou iguais a 1000 mg.kg™!
de piriproxifeno nas progenitoras.

Embora as anomalias citadas no presente trabalho tenham sido mais prevalentes nas
doses mais altas administradas, a toxicidade ndo apresentou influéncia da relacdo dose-
dependente, exceto pelo alargamento das fontanelas e ossificagdo incompleta do supraoccipital,
uma vez que, com o aumento gradual da dose, evidenciou-se maior prevaléncia destas
alteragdes, caracterizadas como variagdes por Solecki ef al. (2001) e Chahoud e Paumgartten
(2009).

Cabe ressaltar que um aumento induzido por dada substancia na incidéncia de variagdes
esqueléticas deve ser considerado na avaliacdo de risco de agentes embriotdoxicos humanos.
Mesmo diante da afirmag¢do de que as alteragdes provocadas por agentes quimicos classificadas
como variagdes sdo improvaveis de afetar adversamente a sobrevivéncia ou a saude do
individuo, deve-se considerar que, embora aparentemente nio seja considerada adversa e nao
transmita desvantagem seletiva, um aumento na sua ocorréncia, induzida pelo tratamento,
significa que o agente quimico tem o potencial de perturbar o desenvolvimento do esqueleto.
Dessa forma, sob uma condicao diferente de exposi¢do, ou em outras espécies, esta perturbacao
da formagdo 6ssea normal pode dar origem a um resultado diferente e mais severo (CHAHOUD;
BOCHERT; NEUBERT, 1992; CHAHOUD; PAUMGARTTEN, 2009).

Segundo Chahoud e Paumgartten (2009), as alteragdes transitorias tendem a ser
consideradas como variagdes, ao invés de malformagdes (alteragdo estrutural permanente). No
entanto, mesmo que uma determinada alteracdo seja eventualmente reparada, pode afetar
negativamente a saude animal, desde que persista na vida pods-natal. Poucos estudos
experimentais abordaram estas questdes até o momento. Uma variagdo, portanto, deve ser
considerada na avaliag¢do de risco, a menos que existam evidéncias de que ndo cause um efeito
prejudicial sobre a sobrevivéncia ou a saude apds o nascimento (CHAHOUD;
PAUMGARTTEN, 2009). Solecki et al. (2001) esclarecem ainda que, se uma curva de

crescimento normal ¢ assumida, o atraso na ossificacdo nos estadgios posteriores de
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desenvolvimento mostra-se provavelmente mais importante do que o atraso nos estagios
iniciais.

Informagdes relativas a toxicidade humana do piriproxifeno sao muito escassas e ha
apenas um relato de caso relacionado ao potencial de toxicidade reprodutiva, em que a
exposicdo pré-natal ao piriproxifeno foi supostamente associada ao desenvolvimento de rara
anomalia congénita, a extrofia de bexiga (SWEDISH TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH
CENTER, 2016). Neste relato de caso, a gestante foi exposta a um spray contendo piriproxifeno
(0,01%), cifenotrina (0,5%), tetrametrina (0,31%), durante as primeiras 12 semanas de
gestacdo, e apresentou sinais de intoxicacdo como, episodios recorrentes de cefaleia,
desconforto geral, rinite, espirro, dispneia, dor de garganta, conjuntivite e tosse, coincidentes
com a exposicado ao pesticida. Detectou-se a presenca de piriproxifeno e piretroides em amostra
de urina da crianca obtida aos 4 meses de idade ¢ ndo foram identificados outros fatores de risco
para a ocorréncia da malformagao (MARTIN et al., 2009).

Segundo Heickmann et al. (2016), em analise as alteragdes caracteristicas da
microcefalia, pode-se perceber importante desproporgao craniofacial e outras dismorfias como,
acentuada protuberancia ossea occipital, fontanelas fechadas ao nascer, excesso de pele e/ou
dobras de pele no escalpo, além de hérnia umbilical, alteracdes que ndo foram detectadas nos
fetos dos diferentes grupos do presente estudo; ao contrario, as fontanelas apresentaram-se
aumentadas nos grupos tratados. Ventura et al. (2016) descreve ainda outras caracteristicas
ligadas a microcefalia, mas em uma propor¢do menor, como a artrogripose € pés tortos
congénitos, o que também nao foi observado neste estudo.

Importante comentar ainda que, segundo Environmental Protection Agency (2012),
recente revisdo de literatura relativa a estudos de neurotoxicidade aguda e subcronica indica o
piriproxifeno ndo ¢ um quimico neurotéxico, uma vez que nao foi observada neutoroxicidade
em estudos agudos e cronicos até o limite de 2000 mg.kg™! e, ainda, ndo houve alteragdes no
peso do cérebro ou histopatologia relacionadas a exposi¢do ao pesticida. Outro estudo
demonstrou que ndo hé evidéncias de ocorréncia de anomalias no sistema nervoso do feto em
estudos de toxicidade pré-natal em ratos e coelhos, com doses toxicas maternas até 1000 mg.kg"
'por dia e 300 mg.kg™! de piriproxifeno ao dia, respectivamente.

No presente trabalho, pode-se constatar que a administra¢do do piriproxifeno nas doses
de 100, 300 ou 500 mg.kg™! ndo apresentou evidéncias de que acarrete em malformagdes fetais.
Contudo, sabe-se que outros pesticidas administrados as progenitoras durante o periodo pré-

natal induziram a uma maior incidéncia de alteragdes teratogénicas; entre eles, pode-se citar
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diclorvés, clorpirifés, dimetoato, triazofos, profenofos e pirimifés-metil (organofosforados),
além do dinoseb (dinitrofenol).

Gomes, Lloyd e Hong (2008) avaliaram os efeitos da exposi¢dao oral de diferentes
formulacdes de pesticidas organofosforados (diclorvos, clorpirifés, dimetoato, triazofos,
profenofés e pirimifés-metil) no desenvolvimento de camundongos. Os resultados
demonstraram malformag¢des congénitas nos fetos, como defeitos nas orelhas, olhos,
mandibulas, cérebro e lingua. A ocorréncia de microcefalia, anencefalia, catarata, hipoplasia
maxilar ou mandibular e lingua protusa mostrou-se significativamente superior nos grupos
expostos aos pesticidas.

Outro trabalho demonstrou os efeitos toxicos do clorpirifés em ratos, na dose de 80
mg.kg!, administrado via intraperitonial, durante a organogénese, evidenciando redu¢io do
numero de fetos vivos e aumento de reabsorcdes, além de malformacgdes externas e esqueléticas
(TTIAN et al., 2005). Ainda, estudo para avaliagdo da toxicidade reprodutiva do pesticida
dinoseb em ratas prenhes, durante a organogénese, indicou que, nas doses de 8 e 10 mg.kg™!
(gavagem) e 200 ppm (dieta), houve reducao do peso fetal e ossificagdo retardada nos grupos
tratados. O potencial teratogénico da dose de 10 mg.kg! foi confirmado pelo aumento da
incidéncia de fetos com malformacdes esqueléticas e externas, incluindo a microftalmia
(MATSUMOTO et al., 2010).

Embora alguns antifingicos do grupo azolicos sejam considerados teratogénicos, o
eficonazole, novo farmaco utilizado no tratamento da onicomicose, ndo apresentou evidéncias
de teratogenicidade em ratos e coelhos. O novo antifungico foi administrado por via subcutanea,
nas doses de 2, 10 ou 50 mg.kg™!, do 7° ao 17° dia de gestacdo. Nas progenitoras, observou-se
toxicidade no local da inje¢do com engrossamento da pele e presenca de nddulos com
administracdo de 10 e 50 mgkg!, além de redugio do consumo, alargamento do baco,
hematopoiese na dose de 50 mg.kg™!. Sinais de toxicidade embriofetal foi observada na mais
alta dose, incluindo morte embrionaria, redug¢do de fetos vivos, aumento no peso da placenta e
lesdes microscopicas na placenta. Constatou-se ainda aumento no nimero de costelas lombares
unilaterias e bilaterias na mais alta dose testada, contudo, alteragdes consideradas como
variagdes e ndo malformagdes. A NOAEL para malformacdes fetais foi de 10 mg.kg!, com
base na auséncia de malformagdes na mais alta dose (GLYNN et al., 2015).

Outro estudo avaliou a atividade teratogénica de droga antiepiléptica em cérebro de
ratas, por meio da avaliacao dos segmentos cefalicos dos animais estudados. A lamotrigina,
droga utilizada no tratamento de convulsdes tonico-clonicas parciais, secundariamente

generalizadas, foi administrada na dose de 1,5 mg por intubagao géstrica nos dias 9, 10 e 11 de
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gestacdo (correspondente a organogénese). Os fetos foram examinados macroscopicamente,
pesados e porgdes dos seus segmentos cefalicos foram dissecados. Preparagdes histologicas do
cortex, subcortex, epéndima e ventriculos laterais foram aleatoriamente escolhidos em 30% da
prole e foram preparados para andlise estereoldgica. Os resultados mostraram reducao do peso
dos fetos ao nascimento, dilatagdo ventricular, aumento de densidade da camada subcortical
com aumento do didmetro e volume da estrutura cerebral nos fetos do grupo tratado,
evidenciando que a lamotrigina possui efeitos teratogénicos no cérebro de ratos (MARCHI;
AZOUBEL; TOGNOLA, 2001).

Os efeitos da artemisinina no desenvolvimento fetal, droga utilizada no tratamento da
maldria, foram avaliados com o uso da droga em dois diferentes periodos de gestacdo em ratos
Wistar. O medicamento foi administrado por gavagem, do 7° ao 13° dia ou do 14° ao 20° dia
gestacional, em doses crescentes de 7, 35 ou 70 mg.kg! por dia, durante 7 dias consecutivos.
Para o primeiro grupo, no dia seguinte ao final do tratamento (14° dia de gesta¢do), coletou-se
o sangue para analise hormonal, além dos 6rgdos e embrides para avaliagdo. Os embrides
vidveis, as perdas pds-implantacdo, bem como os niveis de progesterona e testosterona foram
monitorados. Ja para o segundo grupo, as progenitoras estiveram junto aos filhotes até o dia do
desmame e os dados resultantes da gestacdo, perdas pos-implantacdo e fase final de
desenvolvimento da prole foram avaliados. Os resultados indicam que ndo houve toxicidade
materna em nenhum dos grupos de tratamento, contudo, houve toxicidade para o
desenvolvimento em ambos os periodos, com menor sensibilidade na fase final da gestagdo. Os
resultados evidenciaram que as doses de 35 e 75 mgkg! de artemisinina causaram altas
porcentagens de perdas pos-implantacdo, o que foi correlacionado a tendéncia para redugdo da
progesterona e testosterona maternas. Os achados demonstram que a administragdo de
artemisinina pode afetar negativamente o desenvolvimento pos-implantagdao e a gestacdo em
ratos Wistar (BOARETO et al., 2008).

Como exposto anteriormente, atualmente estdo descritos determinados mecanismos de
acdo pelos quais os farmacos podem se comportar como agentes teratogénicos, sdo eles:
antagonismo do folato, rompimento das células da crista neural, desreguladores endocrinos dos
hormonios sexuais, estresse oxidativo, rompimento vascular e afinidade de teratogenos por
receptores ou enzimas especificas (VAN GELDER et al., 2010; ANDRADE et al., 2017).

A Swedish Toxicology Science Research Center (2016) apresentou ainda mecanismos
de acdo potenciais especificamente do piriproxifeno, que poderiam estar relacionados a
distuarbios no desenvolvimento neurologico, em especial a microcefalia, na tentativa de

contribui¢do para a investigacao das causas relacionadas a epidemia ocorrida no Brasil.
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A primeira hipdtese relaciona o uso do piriproxifeno a distirbios no desenvolvimento
neuroldgico por meio da sua interferéncia nos niveis de colesterol do invididuo. Inicialmente,
cabe relatar que estudos regulatérios com uso do piriproxifeno em animais, revelaram efeitos
adversos sobre o figado, e em determinados casos, alteragcdes dos niveis de colesterol (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). Adicionalmente, sabe-se que os agentes que interferem
com a biogénese do colesterol possuem potencial de teratogenicidade, induzindo a anomalias
cerebrais holoprosencefalicas, as quais sao caracterizadas pela auséncia do desenvolvimento do
prosencéfalo (I6bulo frontal do cérebro do embrido), como a microcefalia, e se assemelham a
sindrome de Smith-Lemli-Opitz. Esta sindrome ¢ caracterizada por malformagdes faciais e
cerebrais, retardo do crescimento, defeitos dos membros e anormalidades genitais masculinas
e possui forte relacdo com a microcefalia (ROUX et al., 2000; SWEDISH TOXICOLOGY
SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016). Além disso, estudo demonstrou que determinados
inibidores da sintese de colesterol sdo altamente teratogénicos em ratos, embora sua relacao
exata continue a ser esclarecida, contudo, o papel do colesterol no desenvolvimento
embrionario deve ser levado em consideragdao na busca de causas da teratogenicidade (ROUX
et al.,2000).

Outra hipotese relatada refere-se a suposta correlacdo entre o piriproxifeno e a
ocorréncia de mutagdes em genes seletivos. H4 um niimero crescente de genes humanos que
foram associados ao desenvolvimento da microcefalia, como o KIF1 (com uma mutacao
pontual que leva a diminui¢ao da proteina associada a microcefalia envolvida na formagao de
fuso mitdtico), DYRKI1A (copia adicional na sindrome de Down, levando ao aumento da
proteina associada a microcefalia), microcefalina e outras proteinas MCPH (importantes para a
formacao do fuso mitotico e a biogénese dos centrossomas), além de uma variedade de outros
genes identificados recentemente pelo sequenciamento do genoma integral (RAB3GAPI,
RNASEH2B, ERCCS8, CASK ¢ BRCA2). Qualquer um desses produtos de genes pode agir
como alvo molecular potencial para o piriproxifeno, assumindo uma exposicao fetal suficiente.
Além disso, pode ser que determinados genotipos particulares sejam mais suscetiveis do que
outros € que isso também possa estar relacionado a sua distribuicdo geografica e étnica
diferenciada (SWEDISH TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016).

Relatou-se ainda a possivel relacdo entre o desenvolvimento de alteragdes
neuroldgicas e o gene Methoprene-tolerant (Met). O principal alvo molecular para o
piriproxifeno na larva do mosquito foi definida como a proteina Met, que ¢ ativada apods sua
ligacdo com o inseticida e codifica um fator de transcricdo contendo os dominios bHLH-PAS.

As proteinas bHLH-PAS sdo expressas em diferentes areas do cérebro e sob diferentes periodos
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da embriogénese, podendo regular a transcrigdo de genes que sdo importantes para o
desenvolvimento neurolégico, predominantemente a proliferacdo e diferenciagdo de células
neuroprogenitoras. Portanto, mostra-se plausivel que o piriproxifeno seja capaz de interferir
nessas ligacdes durante os estagios iniciais do neurodesenvolvimento (CHARLES et al., 2011;
SWEDISH TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016).

A interrup¢do do hormonio tireoideiano apresenta-se como uma possibilidade para a
causa de alteragdes neuroldgicas. Os estudos de triagem regulatoria relatados pela
Environmental Protection Agency (2015) indicaram que o piriproxifeno possa interagir com o
sistema enddcrino de mamiferos. Adicionalmente, sabe-se que os hormdnios tireoidianos (TH)
desempenham um papel essencial no desenvolvimento de todos os vertebrados, e em especial,
no neurodesenvolvimento adequado. O sistema nervoso central ¢ particularmente sensivel a
deficiéncias no TH. A disponibilidade e a agdo no cérebro sdo reguladas precisamente por
varios mecanismos, incluindo a secrecdo de TH pela glandula tireoidea, o transporte de TH para
o cérebro e células neurais, a ativacdo e inativagdo de TH por enzimas metabolicas e, no feto,
pela passagem transplacentaria de TH materno. A entrada de tiroxina (T4) e de triiodotironina
(T3) no cérebro ¢ facilitada por transportadores especificos que, se sofrerem mutagdes,
acarretam em dificuldade na transferéncia de T4 e T3 através da barreira hematoencefalica.
Além disso, esté claro que no inicio da funcao da glandula tireoide fetal, o cérebro fetal depende
da tireoide materna. O hormonio tireoidiano primeiro cruza a placenta e depois a barreira
hematoencefalica. O transporte diferencial de T4 e T3 tem uma consequéncia importante: a
hipotiroxinemia materna, ou seja, o baixo nivel de T4 no soro materno com T3 e niveis de TSH
dentro da faixa normal, ¢ uma causa de transtornos do desenvolvimento neurologico (BERNAL,
2015; SWEDISH TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016; BAREZ-LOPEZ;
GUADANO-FERRAZ, 2017).

Diante do exposto, mostra-se importante considerar ainda que, embora raros, existem
casos evidentes de diferencas no potencial teratogénico entre as diferentes espécies animais
(SWEDISH TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016).

Tradicionalmente, os estudos experimentais em animais fornecem a base de triagem
para verificacdo do potencial teratogénico de um determinado agente e possuem o papel
fundamental de elucidar os principios e mecanismos de teratogénese, no entanto, apresentam
dificuldades na identificagdo de teratogenos humanos, devido as diferengas genéticas entre as
espécies. Como exemplo, pode-se citar os corticosteroides, que sao potentes teratogenos em
roedores, mas aparentemente seguros para o homem; por outro lado, a talidomida, um

teratdgeno potente para o homem, ¢ aparentemente seguro para a maioria dos animais
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(LEMONICA, 2001). Além disso, varios medicamentos como a fenitoina (HOLMES et al.,
2001) e o metotrexato (HYOUN; OBICAN; SCIALLI, 2012) possuem alerta de riscos no uso
durante a gravidez e na possibilidade da ocorréncia microcefalia, apesar de terem sido
submetidos a testes normativos em animais. Em cada caso particular, o mecanismo da
teratogénese ¢ objeto de continuo estudo por parte da comunidade cientifica (SWEDISH
TOXICOLOGY SCIENCE RESEARCH CENTER, 2016).

A avaliagdo de risco para o homem dos efeitos toxicos sobre o desenvolvimento intra-
uterino envolve trés etapas: a condugao de estudos em animais e, se possivel, no homem; a
avaliacdo dos dados obtidos nesses estudos e o uso destes dados na avaliacdo de risco para a
reproducdo humana. Uma avaliagdo adequada para essa extrapolacao requer dados suficientes,
conhecimento amplo e familiaridade com os estudos, muitas vezes complexos. Assim, a
avaliacdo de risco de novas moléculas ou de moléculas suspeitas de causar danos a reprodugao
humana baseia-se na importincia dos testes in vitro e in vivo. Devido a inimeras dificuldades
encontradas em muitos casos para se considerar os resultados experimentais como validos para
a populacao humana, dados referentes a estudos epidemioldgicos sdo, quando disponiveis,

extremamente importantes para estabelecer essa correlacdo (LEMONICA, 2001).
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7 CONCLUSOES

A administracio oral do inseticida piriproxifeno, nas doses de 100, 300 ou 500 mg.kg™!
por dia, durante o periodo de organogénese fetal em ratas Wistar, para avaliacdo da toxicidade
pré-natal, nos permite concluir que:

e Nao provocou toxicidade materna sistémica, uma vez que ndo acarretou em alterag@o
no consumo de dgua e racdo, nem na massa relativa dos 6rgaos das progenitoras dos
diferentes grupos testados. A redu¢do do ganho de massa corporal observada nas
progenitoras do grupo 5P apresentou-se transitoria, apenas durante o periodo de
tratamento, ¢ nao foi constatada presenga de diarreia, piloerecdo, estresse, tremores,
hemorragia, aborto ou outras alteragdes sistémicas nos diferentes grupos avaliados.

e Pode interferir no desenvolvimento fetal da progénie, por ter sido constatado aumento
da média da massa corporal individual dos fetos, apos a administragdo da maior dose
testada (500 mg.kg™! por dia);

e Desencadeou alteragdes esqueléticas nos grupos tratados, especialmente nas doses mais
altas testadas (300 e 500 mg.kg! por dia), sugestivas de retardo no desenvolvimento
esquelético;

e Nao produziu efeitos teratogénicos, malformacdes externas ou alteragdes sugestivas de
microcefalia nos fetos dos diferentes grupos avaliados.

Diante dos resultados encontrados, conclui-se que a administragdo do inseticida
piriproxifeno em ratas Wistar possa interferir na gestacdo de fémeas tratadas no periodo
organogénico, no que se refere ao desenvolvimento fetal.

Por fim, diante da situacdo potencialmente complexa de risco para a saide humana,
mostra-se importante a execucdo de investigagdes adicionais por meio de estudos em outras
espécies animais, juntamente com estudos epidemioldgicos, de forma a contribuir com a

avaliacdo de risco para o uso do piriproxifeno em agua potavel.
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