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‘O saber ndo basta, temos de aplicd-lo,

a vontade ndo basta, temos de atuar.”

(Goethe)



“£ graga divina comegar bem,

Graga maior ¢ persistir na caminhada certa,
Mas, a graga das gragas, é ndo desistir nunca”.

(Dom Hélder Cdmara)
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RESUMO

A dengue é atualmente considerada a mais importaevirose que afeta o homem. O
agravamento desta situacdo epidemioldgica temedador um aumento expressivo no uso de
inseticidas organofosforados no combate ao vetimgipalmente o temefds, que € amplamente
e sistematicamente aplicado em ambientes urbanosesenvatérios de agua, até para o
consumo humano. Este projeto propds investigatoefgnotdxico (clastogénico) em células
de mamiferos, induzido pela exposicdo ao temeftau(ggcnico 95,5%), e ao biolarvicida
Bacillus thuringiensis sorovar israelenses (Bti) - IPS 82, ambos empregados no controle do
Aedes aegypti. Na avaliacdo genotoxica foram utilizadas célutks medula 6ssea de
camundongos albinddwiss Webster de ambos 0s sexos, empregando-se o0s testes dasaeataf
de microndcleos para deteccdo dos danos cromossEimaberracdes cromossdmicas e
micronucleos. Os camundongos foram tratados conef@am(grau técnico 95,5%) nas
concentracgdes de 27,75; 55,5 e 111 mg/kg ou com degtilada 10 ml/kg, via gavagem, como
controle negativo ou com Ciclofosfamida a 25 mgikg,i.p., como controle positivo por 24,
48 e 72h, em dose Unica ou em 9 doses repetida®gd/semana). Outros grupos foram
tratados conBti nas doses de 204 e 122,4 UFC (Unidade Formado@otimia) ou agua
destilada (200 pl) como controle negativo, via geva, por 24 e 48h. Os resultados
observados confirmaram a acdo genotédxica induztiaipseticida temefés em camundongos
de ambos os sexos, com a formacéo de micronucleerigndcitos policromaticos (PCE MN),
em todas as concentracdes testadas 24h apos moenatadnico. Na concentracdo de 111,00
mg/kg induziu PCE MN também apos 48 e 72h em dos @ apos tratamento com 9 doses.
O temefos induziu também aberrac6es cromossomaasdiulas em metafases, em todas as
concentracdes testadas, 24h apds tratamento Umic@ concentracdo de 111,00 mg/kg,
também apos 48 e 72h de tratamento Unico. A Cisfafoida padronizada como controle
positivo, para deteccdo de genotoxicidade, assegaraonfiabilidade dos experimentos
realizados nos padrdes estabelecido&tiQatravés dos experimentos realizados, ndo induziu
formacdo de micronucleos, portanto, ndo foi comami® como um agente mutagénico e/ou
genotoxico. A citotoxicidade d8ti também foi avaliada em diferentes doses e tempos d
permanéncia em ambos 0 sexo, ndo apresentandengifeestatisticamente significativa ao
nivel de 5% em comparacdo com o controle negalgta investigagdo veio comprovar a
preocupacao pelos potenciais riscos que 0 usonsist®, constante ou mesmo esporadico de
inseticidas de sintese em ambiente antropico, riauétgra e em programas de controles de

vetores, pode induzir ao homem ao nivel mutagéico genotdxico. E imprescindivel, para o



uUsSo seguro para a saude e o meio ambiente, aigag@st do potencial mutagénico e/ou

genotéxico de produtos utilizados para o contreléndetos.

Palavras — chave:organofosforado, temefoBacillus thuringiensis sorovarisraelenses (Bti),

teste de micronucleo, teste de metafase, abercagamssdémica, micronucleo, genotéxico.



ABSTRACT

Lately, the dengue fever has been considered thst mmportant arbovirus affecting human
kind. The aggravation of this epidemiologic sitaathas caused an expressive increase in the
use of organofosforate insecticides in the comibahe vector, mainly temephos, which is
widely and systematically applied in urban enviremts’ water reservoirs, even for the human
consumption. This project aimed to investigategbrotoxic effect (clastogenic) on mammals’
cells, induced due to exposition to temephos (tieethrdegree 95.5%), and to the microbial
larvicide Bacillus thuringiensis subspeciesisraelensis (Bti) - IPS 82, both employed in the
control of theAedes aegypti. The bone marrow of albiniBviss Webster mice of both sexes
was used for the genotoxic evaluation, employingtaiegase and micronuclei tests for
detection of chromosomic damages: chromosomic afi@ns and micronuclei. The mice were
treated with temephos (technical degree 95,5%)hen doncentrations of 27,75; 55,5 and
111mg/kg or with distilled water (10ml/kg) througiavage as negative control; or with
cyclofosfamide (25mg/kg) through per via i.p., otjen as positive control for 24, 48 and 72
hours, in single-dose or in repeated doses, onevpek (9 doses). Other groups were treated
with Bti doses of 204 and 122,4 cfu/g (colony-forming umi& gram ) or distilled water
(200uL) with negative control, through gavage, for 24 @8h. The results observed confirmed
the genotoxic action induced by the temephos irgdetin mice of both sex, with formation of
micronuclei in polychromatic erythrocyte (PCE MIM),all concentrations tested 24 hours after
the single treatment. In the 111,00mg/kg conceaniraPCE MN was also induced after 48 and
72 hours in the single-dose treatment and afterSttapses treatment. The temephos also
induced chromosomic aberrations in metaphase dellg|l tested concentrations, after 24
hours of single-dose treatment and also with theeotration of 111,00mg/kg after 48 and 72
hours of single-dose treatment. The cyclophosphensihndardized as positive control for the
detection of genotoxicity, assured the trustwoehks of the experiments carried in the
established standards. TBe, through the carried experiments, did not indudedformation

of micronuclei. Therefore, it was not consideredamsutagenic agent and/or a genotoxic agent.
The cytotoxicity of théBti was also evaluated in different doses, sex anéstiof permanency,
not presenting statistically significant differescen the 5% level in comparison with the
negative control. This investigation, thus, protles concern for the potential risks that the
systematic, constant or even sporadic use of ilcsges$ of synthesis in the antropic scope, in

agriculture and in programs for the control of west can induce in men at the mutagenic



and/or genotoxic level. Therefore, the evaluatibthe mutagenic and/or genotoxic potential of
products utilized in the control of insects is edisd, for the safe use, health and environment.

Key words: organofosforate, temephoBacillus thuringiensis subspeciesisraelenses (Bti),

micronucleous test, metaphase test, chromosomicagio®s, micronuclei, genotoxic.
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta do papel de insetos hematafagmsvetores bioldgicos de patdgenos
ao homem, programas de controle de populacbesedoses tém sido estabelecidos. A partir do
surgimento dos inseticidas de sintese (década94®,lenormes volumes de recursos tém sido
dirigidos ao uso de milhares de toneladas destdécaias toxicas em todo o mundo (Secretaria
Estadual de Saude, 1997; CENTRO NACIONAL DE EPIDBEMOGIA, 2001). Com a
implantacdo do Programa para a Erradicacadedes aegypti (PEAa), pelo Ministério da Saude
no Brasil em 1996, o Temefds, vem sendo aplicadnoctarvicida nos criadouros diedes
aegypti, bem como outros organofosforados e piretroides paontrole de insetos alados, como
a principal acdo no combate a esta doenca. Em m&83v toneladas de formulacéo a base de
temefds tem sido utilizadas por ano, inclusive eaipientes com agua potavel para uso humano.

O agravamento da situacéo epidemiologica da Deegutdo o mundo tem levado a um
expressivo aumento no uso de organofosforados, sgracil o Temephos®, em ambientes
urbanos (ZAIM; GUILLET, 2002).

O uso destes produtos tem sido seguido, segundd/NDACAO NACIONAL DE
SAUDE (2000), por uma posicdo mais prudente, eme fae problemas resultantes
principalmente do surgimento de resisténcia e d#ratia de seletividade com consequente
impacto indesejavel sobre o homem, outras poputaadenais e o meio ambiente.

Sabe-se que os inseticidas sintéticos ndo saavsesletagridem o meio ambiente e
apresentam efeitos toxicos agudos e cronicos sokegtebrados e vertebrados. A literatura
cientifica disponibiliza dados resultantes de esuekperimentais em mamiferos, bem como, de
estudos epidemiolégicos que comprovam que os sfatdnicos resultantes da exposicao
prolongada a diferentes moléculas de inseticidagmmurclorados e organofosforados, com
comprometimentos miotoxicos, neurotdxicos, genaisssi imunotoxicos e mutagénicos sobre
mamiferos, tem se acumulado (DULOWTal 1985; DEGRAEVEet al 1984; DEGRAEVE;
MOUTSCHEN, 1984; DEFERRARdt al 1991; GARRETT, 1992; EYER, 1995; CAVALIERE
etal., 1996; MELOet al., 2008).

Em face dos danos causados pelo uso dos insetdgdsiatese, assim como, o surgimento

da resisténcia déedes aegypti aos inseticidas quimicos utilizados em progranas @ seu
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controle, surgiu a necessidade de se empregaenliés métodos para o controle de insetos
transmissores de doencas, em especial o contaitelmo.

A descoberta da acao larvicida de algumas bactéaagnerdacillus, como oBacillus
thuringiensis sorovar.israglensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs) (GOLDBERG; MARGALIT,
1977; KAR et al., 1997), que agem sobre espécies de culicidesimm@aideos, abriu novas
perspectivas para o controle de mosquitos e bardach Estas bactérias passaram a ser
empregada nos programas de controleAddes aegypti apresentando uma vantagem principal
sobre os inseticidas de sintese: sua acao selsiwa dipteros e que resulta do seu modo
especifico de acdo sendo, portanto, ambientalmsegero (REGISet al., 2000). Bacillus
thuringiensis sorovar.israelensis (Bti) € uma bactéria aerdbica esporulante, Gram pasitiv
pertencente a familia Bacillaceae. Foi isolada jpelameira vez em Israel, em cadaveres de
larvas deCulex pipiens, por Goldberg e Margalit (1977), e posteriormdptecaracterizada pelo
método de analise sorolégica do antigeno-H comavadedade H-14 (DE BARJAC, 1978).

O uso do biolarvicid®acillus thuringiensis sorovar.israelenses (Bti) no combate ao vetor,
em larga escala, foi iniciada em 1982, para garansustentabilidade de programas, ameacada
pelo aparecimento de resisténcia ao temefos naslggdes alvo. Este fato ocorreu quase
simultaneamente no OCP (Onchocerciasis ControlrBrage) para o controle demulium spp
na Africa (GUILLET, 1990; BISSANet al., 1995) e no KABS (German Mosquito Control
Association) para controle deedes sp no Vale do Reno, Alemanha (BECKER, 2000) ajredg
anos mais tarde (1986), no Programa de ControlB8ateachudos no RS (MARDIN& al.,
1999). No Brasil, além do programa pioneiro no rande do Sul, abrangendo 170 municipios
na Serra Gaucha, o Programa de Control&nholium pertinax, no litoral norte de S&o Paulo,
passou a utilizar exclusivamente Bti a partir d@0QARAUJO - COUTINHO, 1995).

O presente estudo foi realizado através dos testégo, de micronucleos e de metafase,
em células de medula 6ssea de camundongos de amsbeexos, possibilitando detectar
possiveis danos cromossémicos estruturais, caplzédentificar a clastogenicidade induzida
pelos larvicidas temefosBti, frente a tratamentos Unicos e repetitivos.

Mediante as evidéncias, a relevancia dessa abordagmtifica consistiu em produzir
conhecimentos sobre os efeitos mutagénicos e geooséem células de mamiferos, induzidos

pela exposicdo ao inseticida organofosforado tesnéfjsau técnico) bem como avaliar o
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potencial genotoxico do biolarvicidgacillus thuringiensis sorovar.israelenses (Bti), usados no
combate ao vetor da dengue.

Espera-se que tais conhecimentos contribuam awgeerde Saude, no sentido de re-
avaliar as praticas dos programas oficiais de otntile vetores, assim como, 0s potenciais

riscos destes produtos para a saude humana.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Investigar potenciais efeitos genotdxicos (clastogis) em células de mamiferos,
induzidos pela exposicdo ao inseticida organofasiorTemefés (grau técnico 95,5%), e ao
biolarvicida Bacillus thuringiensis sorovar. israelenses (Bti), amplamente empregados no
controle deAedes aegypti, visando contribuir para a avaliacdo dos riscogxjesicao humana

prolongada a esses agentes de controle.

2.2.0bjetivos Especificos

a) Detectar possiveis danos cromossdémicos estisutcaiasados pelos larvicidas temefdBtie
através de testem vivo, de micronucleos e de metafase, em células de lmmethsea de
camundongos, capazes de identificar a clastogewieithduzida frente a tratamentos Unicos e
repetitivos.

b) Mensurar o nivel de efeitos citotoxicos dos itadas em células de mamiferos, quanto a
dindmica do ciclo celular, através do calculo ddida mitotico, frente a tratamentos Unico e

repetitivo.

c¢) Analisar, a luz dos resultados, os riscos pas)iem termos de genotoxicidade, da exposi¢ao

continuada das populacées humanas ao organofosfdoeadefos e as protoxinas Bo.
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CAPITULO III
REVISAO LITERARIA



3. REVISAO LITERARIA

3.1. - Dengue - Historico

Os primeiros registros sobre Dengue datam do fadwl Século XVIII, quando do
surgimento de surtos da doenca na llha de Javaréd & em 1780 na Filadélfia (E. U.A.). Ha,
entretanto, discordancia de datas quanto a prinepidemia. Ha relatos de que tenha ocorrido
em 1784 na Europa, enquanto outros autores citamogarreu em Cuba, em 1782. Naquela
época, a doenca era conhecida como “febre quebospglevido as fortes dores causadas nas
articulacbes (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). tes dados revelam que a
ocorréncia de Dengue foi documentada nas Amérigasdis de 200 anos.

No Século XIX, com a intensificacdo do transpoxmercial entre os portos da regido do
Caribe e do Sul dos Estados Unidos, surgiram aslgsaepidemianas Ameéricas. A primeira,
em 1827 no Caribe e Costa Atlantica dos Estadoslddnia partir do Porto de Virginia. A
segunda, no periodo de 1848 a 1850 atingindo HaMma Orleans e varias outras cidades. A
terceira epidemia ocorreu apés 29 anos, entre @8/880, abrangendo novamente a regido do
Caribe (Cuba, Panam4, Porto Rico, llhas VirgensmeYuela), (BARBOSA, 1996).

Especificamente no Brasil, ha referencias de qi@eaca foi documentada em 1846-1848,
guando uma epidemia atingiu o Rio de Janeiro, $&toPSalvador e outros estados, recebendo
na época as denominacdes de “polca”, “patuleiafebré eruptiva reumatiforme”. Uma outra
epidemia surgiu em S&o Paulo, entre 1851 e 18%Blotéicado conhecida pelo nome de
“urucubaca” (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001).

Até o Século XX, a Dengue foi considerada como apidemia que surgia a intervalos de
10 a 40 anos. Nas primeiras décadas do séculasv@pidemias de Dengue foram registradas,
em diferentes continentes: de 1904 a 1905 na Aiastde 1905 a 1912 no Panam4a; em 1916,
uma epidemia da “urucubaca” assola o Estado dé8alo; em 1921 na Africa do Sul; em 1925
na Africa Oriental e de 1927 a 1928 na Grécia (ORG@ACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2001).

Depois da Segunda Guerra Mundial, com o adventdratsporte aéreo, as epidemias
recrudesceram e a doenca transformou-se em pandenda se iniciado no Sudeste Asiatico e

intensificando-se nos ultimos 20 anos. Circulacée duatro sorotipos do virus da Dengue
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submeteu o Continente da Asia a epidemias de Dedigissico (DC) e de Dengue Hemorragico

(DH), favorecendo a ocorréncia endémico-epidémédaknca, tornando-se um sério problema
de Saude Publica ao nivel mundial. Os primeiroo<ate Dengue na forma hemorragica
surgiram na Asia, na década de 50. Na ocasido, foDtdnsiderada uma das principais causas
de Obito no Vietnd. Foram registradas varias epiaeme DH no Sudeste Asiatico, abrangendo
sequiencialmente, entre 1956 e 1970, as Filipin@sjlandia, o Vietna do Sul, Singapura, india,

Malasia, Indonésia e Birmania (BARBOSA, 1996).

Nas Américas, em 1981, a DC/DH surgiu como umaeepid de grandes proporcdes em
Cuba, alastrando-se posteriormente para a Veneenell096 e outros paises das Américas do
Sul e Central (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001)No Brasil, foram confirmados
casos em Roraima, em 1982, com isolamento de DerBkn-4 (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 1995; FUNDACAO NACIONAL DE SAUE, 1999).

3.2. - Dengue - Aspectos Epidemioldgicos

A Dengue € uma arbovirose, manifestando-se comodamaca febril aguda, transmitida
ao homem por mosquitos (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE)96). Seu agente etioldgico
€ o virus Dengue, da Familia Flaviviridae, com ebgpos antigenicamente distintos, conhecidos
como DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4, que causam a naesindrome clinica. A infeccdo por
gualquer sorotipo confere imunidade permanenter&ont mesmo e imunidade cruzada
temporaria contra 0s outros tipos. Qualquer um gigdro sorotipos virais pode promover a
evolugdo da doenca para a forma classica ou hegnmarédeixando a populacdo susceptivel
exposta a um maior risco de manifestacéo da fornaohragica da doenca (ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1995; BARBOSA, 1996).

Culicideos do génerdedes sdo responsaveis pela transmissao do virus Desgndo as
espécies vetoras mais importanéesles aegypti e Aedes albopictus. A distribuicdo geogréfica
da doenca €, portanto, determinada pela dispes&etdr (FORATTINI, 1965; SCOTE al.,
1993; CONSOLI; OLIVEIRA; 1994; GLUBER, 1998).

Devido a sua ampla distribuicdo geogréfica, a dengwconsiderada a mais importante
arbovirose que afeta o homem, com um maior nimergasos com hospitalizacdo e morte

(GLUBER, 1998), embora tenha sido reconhecida,npoito tempo, como uma febre benigna
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sem apresentar risco de vida (MARTINSG al., 1998; JACOBS, 2000). Registram-se
aproximadamente 50 a 100 milhdes de casos de Dgrugueno e estima-se que 2,5 bilhdes de
pessoas vivem em areas com circulacao viral (RHODA996; GLUBER, 1997).

No Brasil, a primeira epidemia do Dengue ClassieoZ metade do Século XX, ocorreu
no Rio de Janeiro em 1986, com circulacdo do DENR1.1987, os estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais, Bahia, Alagoas, Pernambuco e Ceard, viasmi epidemias associadas ao mesmo
sorotipo. Em 1990 foram registrados casos do Dergmmmorragico no Rio de Janeiro e
constatada a presenca simultanea de DEN-1 e DEWRe 1990 e 1992, a doenca se estende
aos estados de Mato Grosso e de Mato Grosso depandindo-se rapidamente aos demais
estados do territério nacional (NOGUEIR& al., 1989, 1990). O DEN-3 foi recentemente
isolado no Rio de Janeiro (SCHATZMAYR, 2000).

Dados de 1999 registram a presencéeaties aegypti em todos os estados brasileiros, com
transmiss&o viral estabelecida em 25 estados efh (FMMNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2001, NOGUEIRAE€t al., 2001). Nos grandes centros urbanos, o perfdegpiologico desta
doenca mostra uma tendéncia a se agravar (FIGUEIRERI., 1991; VASCONCELOSt al.,
1998, 1999; TEIXEIRAet al., 1999), visto que a ocorréncia simultdnea de DENHEN-2 na
maioria dos estados, e a rapida dispersdo do DENHBentam o risco de uma epidemia de
Dengue Hemorragica no Pais, de consequéncias isiyas (SCHATZMAYR, 2000).

A epidemia da Dengue iniciada no pais em 1986 alipae rapidamente. Atinge nos dias
atuais, até o dia 3 de marco de 2009 (12 a 62 seamdemioldgica), - 42.956 casos notificados
de suspeitos de dengue no pais. Os estados conr@oneerior a 1.000 casos notificados
foram: Bahia - 9.003 (20,96%), Minas Gerais — 6.48,59%), Espirito Santo — 5.955
(13,86%), Acre — 5.562 (12,95%), Goias — 3.0705%), Rio de Janeiro — 2.297 (5.35%),
Rondénia — 1.305 (3,04%), Parana — 1.300 (3,03%giRa — 1.153 (2,68%), Tocantins — 1.117
(2,6%), Mato Grosso — 1.069 (2,49%). Os estadoRRiboGrande do Sul e Santa Catarina
continuam sem transmissao autoctone de dengueekgéo a Febre Hemorragica de Dengue
(FHD) foram notificados oficialmente pelas SecliesmrEstaduais de Saude 66 casos, com 3
oObitos (Brasil, 2009).

Em nivel Regional, as notificacbes dos casos, edisseminadas da seguinte forma:
Regido Norte (10.871 casos); Regidao Nordeste (80c@80s); Regido Sudeste (14.798 casos);
Regido Centro-Oeste (4.939 casos); Regido Sul@x&88os), (Brasil, 2009).
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3.3. - Dengue — Transmisséo

Aedes aegypti originario da Africa, foi introduzido na América répoca da colonizagio,
sendo transportado por navios que aportavam no gowtinente. Alguns aspectos da sua
biologia favorecem grandemente o contato vetor-monaeentuando sua capacidade vetorial. As
fémeas doAedes aegypti sdo essencialmente antropofilicas e podem realizgestdes
sanguineas multiplas em um dnico ciclo gonadowofpds o repasto sangiineo, as fémeas
repousam preferentemente no intradomicilio, aadarecimento dos ovos e selecionam locais
para a oviposicdo. Os ovos sdo depositados indilitente em qualquer suporte préximo a
superficie d’dgua. A cada oviposicdo a fémea genallen coloniza varios criadouros,
distribuindo seus ovos em mais de um recipiente. ddmdicdes ambientais apropriadas o
desenvolvimento embrionario se completa em 48 &ofds, ap0s a oviposicdo as larvas do
primeiro estadio de desenvolvimento pds-embrionéclodem. Sob condi¢des desfavoraveis, os
ovos entram em diapausa, permanecendo vidveidstergss a dessecacdo por um periodo de
até 1 (um) ano, o que representa a principal caatita de possibilidade de dispersédo passiva
destes vetores (FORATINE, 1965; CONSOLI, OLIVEIRQ94). Devido a possibilidade real
de transmissdo transovariana do virus no mosqoitos em diapausa podem, quando as
condi¢cbes se tornam favoraveis, liberar larvasagoras do virus. Desta forma, pode ocorrer
dispersao passiva do virus a partir dos ovos.

O Aedes albopictus, originario da Asia, foi detectado em 1986, no B@Janeiro, tendo
sido posteriormente encontrado nos estados de MBwsis, Sdo Paulo, Espirito Santo,
Maranhdo, Parana, Goias, Distrito Federal, Paréemafmbuco. N&o ha, entretanto dados
comprobatorios de que ele esteja envolvido na rmessio de dengue no pais (PONTES,
RUFINO - NETO, 1994; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SJDE, 1995).

A maléaria (1989), a febre amarela (1900) e a der{@963) tem ciclos de transmisséo
similares, tendo também como vetores, dipteros tidagms da familia Culicidae. O ciclo
biol6gico do virus Dengue se processa necessariareen dois hospedeiros: 0 homem, onde o
periodo de viremia evolui desde o aparecimentosiddemas até 0°sou 6 dia da doenga, e o
inseto vetor, que se infecta através do repastgu&aeo realizado neste periodo, tornando-se
capaz de transmitir o virus 8 a 12 dias apds astdgee permanecendo infectado por toda a sua

vida. A transmissao se processa, portanto excligrge atraves da picada do mosquito fémea,
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ndo havendo possibilidade de transmisséo direta doentes ou por meio de liquidos corporais
de pessoas doentes, nem por contaminacdo de agalanemtos (FUNDACAO NACIONAL
DE SAUDE, 1996).

A densidade populacional do vetor é dependente rdbiced pluviométrico e da
disponibilidade de recipientes com agua acumulAderescente complexidade da urbanizacao
desordenada, resultante do aumento da densidadegddioa; o uso cada vez maior de
recipientes plasticos e embalagens descartaveisoteta ineficiente de lixo, contribuem para
ampliar o nimero de criadouros dedes disponiveis nos espacos urbanos. Este cenario, em
regides com temperaturas elevadas, que aceleradlodmldgico do mosquito, € favoravel ao
crescimento populacional do vetor, fortalecendpit@es de manutencdo da transmisséao viral
(CONSOLLI, OLIVEIRA, 1994; ORGANIZACAO PAN-AMERICANADE SAUDE, 1995).

A susceptibilidade ao virus da Dengue € de natutereersal. A infeccdo produz
imunidade permanente para 0 mesmo sorotipo (homplegquanto que a imunidade cruzada
para sorotipos diferentes (heter6loga) é tempor&saim, a circulacdo simultdnea de varios
sorotipos, expde uma pessoa potencialmente, aoguawrréncias de infeccdo (PONTES,
RUFINO - NETO, 1994; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SUDE, 1995; CENTRO
NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 1998,2001).

3.4. — Controles de Vetores Hematoéfagos

Desde a descoberta, hd 120 anos, da transmissi@neas ao homem por artropodes, tem
sido demonstrado que centenas de virus, bactgmagyzoarios e helmintos requerem um
artropode hematofago para transmisséo entre hdspedertebrados. Historicamente, do século
XVII até o inicio do século XX, malaria, denguebiie amarela, filarioses, leishmanioses, peste,
doenca de Chagas, doenca do sono e outras doesicatadas por insetos vetores, foram
responsaveis por mais doencas e mortes humanasedtodas as outras causas combinadas.
Programas de prevencdo e controle passaram a sar bas controle vetorial, estabelecendo
organizacdes verticalmente estruturadas, que eavatin a eliminacdo de criadouros, através da
higiene ambiental (FORATINE, 1965; GUBLER, 1991)onC a descoberta dos inseticidas

residuais, estes passaram a ser intensivamentesusad décadas de 40, 50 e 60. No final dos
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anos 60 as doencas veiculadas por insetos naonesgtonsiderados sérios problemas de saude
publica, fora da Africa (GUBLER, 1997).

Os beneficios dos programas de controle de dodmgasmitidas por vetores tiveram,
entretanto vida curta. Varias destas doencas caamca re-emergir no inicio dos anos 70, um
ressurgimento que se intensificou grandemente Itioso8 20 anos. Na analise deste autor, estas
doencas estdo re-emergindo como resultado de maslaras politicas de saude publica, da
resisténcia dos insetos aos inseticidas e de paiégedrogas, da troca de énfase na prevencao
para a resposta emergencial e de mudancas dencagrafsociais (GUBLER, 1998).

A situacao epidemiolégica da dengue, instaladaai® gesde 1986 com claro agravamento
a partir de 1994, direcionou o Ministério da Saadestituir o Plano para Erradicacao Alales
aegypti (PEAa) a partir de 1996. Com execuc¢do prevista paperiodo 1996-1998 com custo
avaliado em 4 bilhdes de reais, 0 plano teve coi@tigo erradicar o vetor e manter
permanentemente todos os municipios do Pais ldegsresenca do mosquito, interrompendo
assim a transmissdo do virus da Dengue (Secrdiastedual de Saude, 1997). O PEAa foi
implementado com a finalidade de combater o veloninando as formas aquaticas através do
uso do inseticida organofosforado Temefés e dzagio espacial (termonebulizagdo) em Ultra
Baixo Volume (UBV) de inseticidas organofosforadospiretréides como adulticidas.

Embora o Plano elaborado em 1995 contemplassetaspie altissima relevancia como a
construcdo de esgoto sanitario e ac¢Bes de eduaagaformacdo, visando a participacdo
comunitaria na eliminacao de criadouros, a suaémphtacao enfatizou quase exclusivamente o
combate direto adedes aegypti com inseticidas. No periodo de 1996 a 2000, fanaadas em
média, 4.937 toneladas de Temefos por ano (ZAIMILGHT, 2002). Este organofosforado tem
sido aplicado, a intervalos de dois meses, nodaui®s deAedes aegypti em todas as
localidades onde é constatada a circulacédo viralusive em caixas d’agua e outros recipientes
usados para estocagem de agua potavel para usstdmm® acumulo de agua em recipientes
diversos € uma pratica comum, em decorréncia dabdigao irregular de agua para consumo
humano. Na maioria das cidades brasileiras estgsigrtes tornam-se as principais fontes de
criacdo de larvas do vetor do virus da dengue. fBgiaesulta em exposicdo humana continua e
prolongada ao organofosforado (SECRETARIA ESTADUBE SAUDE, 1997).

Em 1999 foram registradas alteracdes da suscdttigi defedes aegypti ao temephos em
9 municipios de Sdo Paulo (MACORI& al., 1999). Segundo o Relatério Técnico de
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Monitoramento da Resisténcia da FUNASA, em 19 d6snfunicipios investigados foi
registrada resisténcia déedes aegypti ao Temefés (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2000). A constatacdo de resisténcia, dessa populd€dinsetos, ao Temefés levou a uma
substituicdo progressiva deste larvicida organofasfo para o larvicida biol6gico da bactéria
entomopatogensti. Entre 2000 e 2002 foram adquiridas para uso ogrBma, cerca de 550

toneladas d8ti (P. Vilarinhos, comunicacgéo pessoal).

3.5. - Uso de larvicidas a base de bactérias eqgatdgenaso controle de vetores.

Programas utilizando formulagdes liquidas Bte para controle de simulideos foram
iniciados na década de 80. Em todas as circunssnzimotivo que levou a rapida utilizacdo
deste entomopatdgeno, foi a necessidade iminentandagente larvicida alternativo, eficiente
para o controle de populacdes Sewlium spp. resistentes aos larvicidas organofosforados,
empregados extensivamente (RUAS-NETO, 1984; GUILLEI®0; ANDRADE et al., 1991).

Ao nivel mundial o principal programa que utilizaBt é o OCP (Onchoncerciasis Control
Programe), que abrange 11 paises da Africa Ocidéhtadutos a base d&i foram adotados,
neste programa em rotatividade, com inseticidagrmfpsforados a partir de 1981, para controle
de espécies do complex®@mulium damnosum, implicadas na transmissado @achoncerca
volvulus. (HOUGARD., et al., 1993; BISSANet al., 1995).

O uso operacional destes biolarvicidas em grandsggmas, bem como a realizacao de
testes a campo em pequena e larga escala, enntbfepartes do mundo (Africa, Europa, Asia e
Américas) confirmaram a eficiéncia e viabilidadeegeional e econbémica de seu uso no
controle de insetos vetores, com seguranca paanigrgos ndo alvo (MULLAet al., 1982;
SIEGEL, SHADDUCK, 1990; BARBAZANEet al., 1997; BECKERet al., 2000; REGI&t al.,
2000).

No Brasil, dois programas baseados exclusivameateiso deBti para controle de
simulideos sdo desenvolvidos em S&o Paulo e Rindérdo Sul. O controle de espécies de
simulideos, notadamen® pertinax nestes estados, tem o objetivo de reduzir a popaoldestes
dipteros hematofagos, que causam forte incomodipalgcdo local, comprometendo inclusive
atividades agropecuarias e turisticas na regigwo@rama do Rio Grande do Sul foi pioneiro no

uso deBti no Brasil, e abrange 170 municipios da Serra Gglxlque corresponde a 36,4% dos
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municipios do estado (MARDINt al., 2000). No programa de S&o Paulo, os produtoseades
Bti foram introduzidos em 1986 em rotatividade comnoeti®s, em 4 municipios, localizados da
Serra do Mar. Desde de 1990, este programa udikizlusivament®ti (ARAUJO-COUTINHO,
1995).

O sucesso de programas baseados predominantemestelasivamente no uso &8, ha
mais de 15 anos, tem confirmado sua eficiénciaidialar e seletividade contra espécies de
mosquitos e simulideos, além da seguranca paraisngas nao-alvo (MULLAet al., 1982,
SIEGEL; SHADDUCK, 1990). O KABS, programa realizatdho Vale do Rio Reno na
Alemanha, foi estabelecido com o objetivo de cdatrpopulacdes de mosquito, principalmente
Aedes vexans, Aedes dtictus e Aedes rossicus, devido ao grande incdmodo causado por suas
picadas. Neste programa sé&o tratados com larvieidasximadamente 300 km de extens&o ao
longo do rio, com 600 kfnde areas de inundacdo, considerados sitios prefaiene
desenvolvimento das formas jovens das espéciekasit&stima-se que 170.000 hectares tenham
sido tratados com produtos a baseBtie entre 1981 e 1999, totalizando um consumo de 55
toneladas de p6 molhavel e 30.000 litros de comméatliquido. Com o0s avancos na area
tecnologica, outros tipos de formulacdo, como ddna cubos de gelo, foram incorporados ao
programa e representaram ganhos em termos det@ecgasda atividade larvicida, sobretudo em
areas com vegetacdo densa (BECKER, 2000).

O uso de produtos contendsporos viaveis dBti em agua potavel sofreu restricdes por
parte da Organizacdo Mundial de Saude por insofi@éde provas experimentais de sua
inocuidade a saude humana. Mas desde 1991 a CaganiMundial de Saude recomenda a
utilizacdo de produtos contendo cristais e espagis, em formulacdo apropriada a este tipo
particular de criadouro (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SADE, 1999).

Nas duas Ultimas décadas, tem se observado um Bumpmygressivo do ndmero de
produtos a base dBacillus thuringiensis sorovar.israelensis (Bti), disponiveis no mercado
internacional (Tab.1l). Estima-se que o0 consumo edesprodutos deve aumentar
consideravelmente, sobretudo devido ao impacto emtddi causado pelo uso de inseticidas

guimicos.
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Tabela 1- Produtos a base dacillus thuringiensis sorovar.israelensis disponiveis no

mercado internacional. (Modificado de SILVA, 200BECKER, 2000).

Nome Comercial Formulagéo Fabricante Poténcia dedlada
Acrobd Granulado American Cyanamid/USA 200 UTI/mg
Aguabad] P& molhéavel Becker Microbial/lUSA 7.000 UTl/mg
Aquabad] Suspensdo aquosa Becker Microbial/lUSA 1.200 UTI/mg
Aguaba&l200G  Granulado Becker Microbial/lUSA 200 UTl/mg
Bactimog] Pellets Abbott/Sumitomo/USA 200 UTl/mg
Bactimosg] FC Suspenséo concentrada Abbott/Sumitomo/USA 600ray I/
Bactimos] WP P& molhavel Abbott/Sumitomo/USA 3.500 UTI/mg
Bactimos]GR Granulado Abbott/ Sumitomo/USA 200 UTl/mg
Bactived] Suspensao aquosa Labiofan/ Cuba 1.130 UPCQ/mg
Bactulicid P6 molhavel I.M. Pushkin/ Leningrado 100 x16 esp./§
Biotouch] Concentrado aquoso Zohar Dalia/ Israel 1.000 UTI/mg
Bt-horusO SC Suspensédo Concentrada Bthek/Brasil 1.200 UTi/mg
Culinex] Comprimido efervescente Gmbh/ Alemanha 8.000 UTI/mg
Mosquito Dunk&l Biscoito efervescente Summit Chemical/lUSA 7.880)/mg?
Teknar] P6 molhavel Thermo Trilogy/USA >10.000 UTl/mg
Teknaf] Suspenséo concentrada Thermo Trilogy/USA 3.000 AwgJ/
TeknailG Granulado Thermo Trilogy/USA 200 UTl/mg
VectoBadlAS Suspensao aguosa Abbott/Sumitomo/USA 1.200 U'I“‘I/mg
VectoBa¢IGR Granulado Abbott/Sumitomo/USA 200 UTl/mg
VectoBadlWDG  Grénulos dispersiveis em agua Abbott/ Sumitomo/USA 3.000 UTl/mg
VectoBadJWP P& molhéavel Abbott/ Sumitomo/USA 5.000 UTl/mg

LUTI unidade téxica internacional

2 AAU: unidades de poténcia determinada contra latiea® estadio deledes aegypti.

2UPCQ: unidades de poténcia determinada contradate@ulex quinquefasciatus.

“ Esporos/grama (medida de poténcia obsoleta)
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3.6. - Uso de Praguicidas no controle de vetores

Produtos quimicos sédo usados sistematicamentehpaiem no seu espaco domeéstico, na
agricultura e em campanhas de salde publica. Seguimer (1991), cerca de 15.000
formulacdes quimicas sao utilizadas como presenstie alimentos, desinfetantes, herbicidas e
praguicidas (ditos inseticidas, acaricidas, furgisi moluscicidas, raticidas, etc), das quais sO
cerca de 8.000 formulagBes séo licenciadas. Os ad@srinseticidas — termo impréprio, visto
gue nao sdo especificos para insetos — represemtamior volume. Entre estes, os mais
utilizados sdo os organofosforados (ésteres dadosiciosforicos e tio fosféricos), sendo
responsaveis pelo maior numero de mortes atrib@iosinseticidas (TAYLOR, 1991).

O uso continuado ou intermitente, durante quasécadhs, de milhares de toneladas de
tais compostos, em sistemas agricolas, florestaiba@nos, tornou evidentes sérios problemas,
decorrentes i) da inespecificidade de seu moda@le, #endo indiscriminadamente toxicos para
invertebrados e vertebrados, causando impacto atabie desequilibrio do ecossistema, ao
eliminar organismos alvo e ndo alvo ii) do fato agirem sobre um U(nico sitio-alvo nos
organismos, funcionando como pressédo de seleca@sigéncia em populagbes de insetos
(TAYLOR, 1991; LARINE, 1999). O surgimento de ré8izia ao Dicloro — Difenil —
Tricloroetano (DDT) levou, alids, ndo a uma anétiseca e busca de solu¢gbes adequadas, mas a
acOes agravantes, como 0 aumento das doses apliead@ desenvolvimento e producédo de
novas moléculas resultando na sequéncia de diésreriasses de moléculas toxicas: outros
organoclorados, organofosforados, carbamatos,rdiiles, todos igualmente ndo seletivos e
capazes de induzir resisténcia nos insetos. Enabguanas analises dos danos causados pelo uso
destes compostos a saude humana tenham sido feitassua maioria restrita aos efeitos
agudos), caracterizando um problema de Salude Bjldicextensdo destes danos € pouco
conhecida, sobretudo no que concerne aos efeio&os.

O Brasil destaca-se, ao nivel mundial, como umrda®res consumidores de inseticidas,
principalmente para uso agricola. Ha véarias décadéss compostos quimicos vém sendo
utilizados em Campanhas de Saude Publica paratmde vetores, iniciando com o grande
programa Global de Erradicacdo da Malaria, lancado 1955, no qual foi empregada,
mundialmente, enorme quantidade do organoclorad®d, DD combate a espécies Almpheles.

Este programa teve seu apice entre 1961-1962 e@jrerde da resisténcia dos insetos ao DDT,
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entre outros fatores, houve um recrudescimentoagldh ocorréncia de malaria, a partir do

inicio da década de 70. Os organoclorados forandoseunbstituidos por outras classes de
moléculas, os organofosforados, os carbamatopeeaigdides, que sdo utilizados até o presente
no combate a insetos vetores (BROWN, 1951; FORG®L IEYER, 1995; PADILHA, 1995).

Segundo dados da Secretaria de Politica AgricolaMiluistério da Agricultura e
Abastecimento, no ano de 1995 foram comercializagweximadamente US$ 1,6 bilhdo (um
bilhdo e seiscentos milhdes de dolares) em indascutilizados em Campanhas de Saude
Publica (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). E imp@ante ressaltar que estes dados
sdo anteriores a implementacdo do PEAa, que vdimantio inseticidas no combate Aedes
aegypti em todos os municipios com circulagéo viral, dd8s6.

Dentre os organofosforados o inseticida teméfogrgpregado no controle do transmissor
do virus da Dengue, Aedes aegypti. O teméfos, em formulacdes conhecidas como Abéfies,
Biothion, Abathion, Nimitex e Swebate € um pestcatganofosforado usado extensivamente
em varias partes do mundo contra vetores biologiesliversas doencas, foi introduzido no
mercado em 1965 pela American Cyanamid Compangialmente foi usado no controle de
mosquitos pertencentes ao gén@iroulium e outros insetos com fase larval aquatica (GAINES,
1969).

Foi o pesticida mais utilizado no Brasil entre ossade 1967 a 1998, no controle do vetor
da dengue e febre amarelaAedes aegypti. Empregado como larvicida em agua estagnada, na
concentracdo de 1% e em reservatérios na concéatriigal de 1ppm (NOBRE, 1998).
Apresenta algumas vantagens em relacdo a outrtisiges também utilizados no controle de
mosquitos, uma delas é a pouca persisténcia arabrefdtiva aos hidrocarbonetos clorados. E
aplicado em intervalos de dois meses, nos criagdalgd. aegypti em todos 0os municipios com
circulacdo viral, desde 1996, inclusive em caix&gwh e outros recipientes usados para
estocagem de agua potavel para uso domestico, asmtmcipais fontes de criacdo de larvas do
vetor. (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1995; BINDACAO NACIONAL
DE SAUDE, 2000).

AUGUSTOet al., (1997) ao avaliar os aspectos sécio-econdmiod3EAa, inferiu que o
uso de produtos quimicos como base principal dgrama, além de ineficaz, consome enormes
somas de recursos e ainda causam danos cujos angtentais e sociais ndo séo internalizados

nas analises de custo-beneficio destes progransageifibdo de 1996 a 2000 foram usadas, em
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média, 4.937 toneladas deste inseticida por andMZASUILLET, 2002). Apenas na area
urbana da cidade do Recife PE, com 1,3 milhdo dxtamies e cerca de 516.000 imdveis
distribuidos em 209 kfyffoi utilizado em cada ciclo de tratamento (6 cidosiais), 20 toneladas
de temefés no tratamento focal, em visitas dorai@8, inclusive em depdsitos de agua
acumulada para uso doméstico, envolvendo cercd @@ trabalhadores na manipulacado do
inseticida (PERNAMBUCO, 1997; AUGUST@ al., 1997). Tendo sido substituido, a partir de
2002, o uso do organofosforado temefds pelo lataitiologicoBti, na area urbana do Recife
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

3.6.1. — Genotoxicidade dos Praguicidas Sintéticos

Novas moléculas quimicas séo introduzidas anuaéneatmercado de consumo, sendo
amplamente utilizados do ponto de vista de extersdguantidade. Por sua importancia
toxicologica, tém sido alvo de estudos para avadigitos genotoxicos, neurotOxicos e
imunotoxicos tardios (BHATIA; KAUR, 1993; BARNET; BDGERS, 1994). Os agrotoxicos,
por exemplo, constituem uma categoria de produtosde misturas quimicas, largamente
utilizados no armazenamento de alimentos, prodagfittola, beneficiamento de madeiras e
outros usos, tanto na area rural como urbana. gbgedeles sdo utilizados no controle de
vetores, em programas de Salde Publica. Tanto gredientes ativos como o0s inertes
participantes do processo de producdo (matériasapriresiduos finais, impurezas e aditivos
para formulagcdo), constituem uma grande preocupgefm impacto sobre a sadude e meio
ambiente, em razdo da sua toxicidade e permanémciemeio ambiente, varios deles sao
bioacumulativos, penetrando na cadeia alimentaroe gpresentarem efeito mutagénico,
teratogénico e carcinogénico, comprovadamente pawenais e suspeitos para humanos
(FORGET, 1991; AUGUSTO, 1995, 1997).

A avaliacdo toxicologica de um composto praguicidenpreende o estudo dos dados
toxicologicos do composto puro, do produto técrécale suas formulagbes, em animais de
laboratorio e em outros quaisquer sistemas de préd&IWAR, 1997; LARINE, 1999). A
avaliagdo do risco do composto engloba um estudditgtivo e quantitativo, onde sé&o
considerados os dados toxicolégicos, o tipo de geoeocado, as doses utilizadas e os efeitos

correspondentes, bem como os dados de exposigiefedcia, para inferir o grau de seguranca
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do composto praguicida e de outros componentesticontes da formulacdo técnica,
disponiveis no mercado de consumo (LARINE, 1999).

A Comissao Internacional para a Protecdao Contraaduticos e Carcinogénicos
(ICPEMC), reforca a necessidade de se avaliar asiyms acdes mutagénicas induzidas por
compostos quimicos presentes em nosso meio, emdeirtla correlacdo existente entre
mutagenicidade e carcinogenicidade. Entre a do@dsi dos testes mutagénicos, existe uma
caracteristica e um objetivo comum, que é a prdéidabde de se inferir os resultados para o
homem (MATTER; TSUCHIMOTO, 1980; ADLER, 1984; BRUW3{, 1987, 1994; ASHBY,
1994). A revisado da literatura mostra que, partasesubstancias, existem dados suficientes para
a sua classificagcdo como cancerigeno para humalesdto dos requisitos adotados pelas
agéncias internacionais credenciadas, como a adiemal Agency of Research on Cancer-
IARC, enquanto que, para outras, ha caréncia delestou de evidéncias suficientes, pelas
técnicas adotadas (ENVIROMENTAL, 1986; ASHBY, 1984GUSTO, 1997).

O efeito carcinogénico de muitos pesticidas esta beterminado em animais, porém a
insuficiéncia de dados Epidemiologicos impede a siassificacdo como mutagénicos,
teratogénicos e carcinogénicos para humanos, enpaosaalguns deles, em razdo de situacdes
acidentais de grande proporcéo, foi possivel elstedreestas relacdes, como no caso de alguns
organoclorados (AUGUSTO, 1995; ANWAR, 1997).

Entre os inseticidas, os organofosforados sdo @s utihizados. Sua agao toxica resulta do
fato de que estes compostos sédo potentes inibidiereolinesterase. Esta inibicdo se produz
através da fosforilacdo de esterases, um efeitc@qeenarcavel no caso da acetilcolinesterase,
enzima que hidrolisa o neurotransmissor acetileold resultante acimulo de acetilcolina no
organismo acarreta alteracbes no funcionamentosidtsmas enddcrino, muscular e nervoso
(FORGET 1991; FLESSEL, 1993; EYER, 1995).

Para a maioria dos organofosforados, a exposigdoickt e subseqiente absorcao através
da pele, representam a via de entrada de maioriamwia sem, entretanto, minimizar a via oral
e respiratdria. Na exposicdo dérmica, aparecemssiaintomas de intoxicacdo aguda 3 a 4
horas ap0s o contato. As vias orais e respirat@&gmendem de circunstancias especiais. A
intensidade dos sintomas varia de acordo com o esimp Muitos destes compostos séo
rapidamente metabolizados e excretados e, portaedtes casos, efeitos sub-cronicos e crénicos

normalmente ndo ocorrem (RICHARDSON, 1995). Ostedeadversos (agudos, subagudos e
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cronicos) sobre a saude dos individuos expost@ses egentes sdo relevantes e, em geral, mal
caracterizados (AUGUSTO, 1995).

3.7. — Inseticidas Bioldgico8acillus thuringiensis sorovar.israelensis (Bti)

O Bti utiliza em seu crescimento vegetativo fontes ddaidratos para a sintese de
proteinas. Forma um corpo paraesporal contendosidet protéicas na forma de cristais durante
a fase de esporulacao, que apresentam atividagkicida (ICP ou endotoxinas) (DE BARJAC,
1978).

Os cristais protéicos sdo compostos por quatrpguaiideos principais que apresentam 135
kDa (Cry4Aa), 125 kDa (Cry4Ba), 68 kDa (Cryl1Aa@d&kDa (CytlAa), e estdo sob a forma de
protoxinas (FEDERICé&t al., 1990).

O modo de acdo d&ti se processa pela ingestdo de esporos e cristaésgos por larvas
suscetiveis. Uma vez ingeridos, os cristais sAd#iaados no lume intestinal, em pH alcalino,
liberando as protoxinas, que séo clivadas por exgpnoteoliticas (tripsina e quimiotripsina) em
fragmentos menores, tornando-se toxinas ativas @HES, 1983). Estas toxinas ativas passam
pela membrana peritréfica e interagem com a poagical do epitélio do intestino médio da
larva, dando inicio a formacéo de poros ou canad1KIM-TSROR et al., 1983), os quais
provocam distUrbios na regulacdo do potencial ietétrans-membrana, causando lise coldide-
osmotica das células do epitélio intestinal (CHARI.E981; KNOWLES; ELLAR, 1987).

As toxinas interagem especificamente com receptdeesnembrana apical do intestino
médio, causando sérios danos ao epitélio, que caimicom a morte da larva (CHARLES,
1981; GlILLet al., 1992). A atividade toxica dBti € decorrente do sinergismo entre as toxinas,
para a completa expressao da toxicidade (WU; CHANEB5; ANGSUTHANASOMBAT et
al., 1992; PONCETet al., 1995), atingindo a toxicidade maxima e morte dasak no periodo
de 24 horas (GlLlet al., 1992; CRICKMORE#t al., 1995).

Os primeiros sintomas externos de intoxicacdo agudem ser observados 20 minutos
apos a ingestdo (HABIRBt al., 1998), podendo ser observados: perda gradual déidacle,
interrupcdo da alimentacdo, convulsdes progressjuasndicam comprometimento do sistema
neuromuscular, encurvamento do corpo e perman@ociperiodos mais prolongados no fundo
dos recipientes (HABIRt al., 1998).
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Os danos sofridos pelo epitélio favorecem a mistoa conteddo intestinal com a
hemolinfa, propiciando meio adequado ao crescimeagetativo dos esporos germinados de
Bti. A proliferacdo destes na hemocele pode causaicaeta, acelerando a mortalidade da
larva. O tempo requerido para expressdo maximaxdeidade € de 24 horas ap0s a ingestédo do
patdégeno (GlLLet al., 1992). (Figura 1)

Estudos sobre a toxicidade d@ii demonstram, na maioria das circunstancias, sua
inocuidade para a fauna nao-alvo encontrada nadatrros de mosquitos, salvo para algumas
espécies de quironomideos (GARGHAl., 1980; ALI, 1981; MULLIGANEet al., 1980).

L e
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Figura 1. Representacdo esquematica do modo de acdo dasstode Bacillus

thuringiensis sorovar.israelensis em larva de mosquito. Fonte: Regisal. (2001), com
modificacdes.
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3.8. - Mutacéo

As mutacdes resultam de qualquer mudanca heredibarinduzida na sequéncia ou no
namero de nucleotideos do DNA em células somataasgerminativas. Em geral estas
mudancas levam a expressao de proteinas estruturaizimas com fungdes alteradas, podendo
ser detrimentais para o individuo. Entretanto nemmse sdo deletérias, sendo consideradas
como a principal fonte de variabilidade, contrilldnassim para a constru¢cdo de novas
informacdes genéticas. Podem ter origem espontfreaecniente de erro metabdlicas, ou
induzidas por causas diversas, incidindo diferemesanismos moleculares de reparacao celular
(SNUSTAD; SIMONS, 2000; ROUSE; JACKSON, 2002; SARNS2003).

As desordens genéticas levam muitas vezes a hipdtesque essas alteracdes sejam
devidas a efeitos externos de agentes fisicos dmicps, mas se faz necessario considerar
outros fatores como: ativacdo metabdlica, procegsaletoxificacio de compostos quimicos,
varios sistemas de reparo, assim como o efeitoutagano na fisiologia celular (FARAH, 1997;
KLASSEN; WATKINS I, 1999).

Mutacdes no DNA nuclear ou mitocondrial, de célidamaticas, sdo de relevancia nao
somente em estudos de carcinogénese, como tamb@moeassos patoldgicos cardiovasculares,
disturbios metabdlicos e neurologicos. (BHATIA; KRU1993; VIJG; GOSSEN, 1993). As
mutacbes sométicas sdo importantes ndo apena®penpéio do desenvolvimento do cancer,
mas, sobretudo, no que diz respeito a sua origenoamnal, com o surgimento de um tumor a
partir de uma Unica célula inicialmente transforedd primeiro passo seria o envolvimento de
mutacdes que incidem nos genes que controlam cim@so e a diferenciacdo celular
(CAIRNS, 2002; SARASIN, 2003).

Além dos efeitos oncogénicos, somam-se os eferkoatogénicos e os hereditarios
abrangendo os congénitos perceptiveis ja ao nastwmatravés da linhagem germinativa nas
geracdes seguintes, e aqueles decorrentes de mesitagiaticas sutis, porém deletérias e
irreversiveis, que se acumulam no reservatoriotgenBumano (SNUSTAD; SIMONS, 2000).

E cada vez mais evidente que o cancer é consegqii@acinteracdo quimica com o material
genético, o qual tem um papel significativo nare¢éo com os demais fatores determinantes da
doenca. No caso dos cancerigenos, sabe-se quaro ogpular € duvidoso e depende de muitos
mecanismos, que ainda estdo em estudos (ROSS,KI9QZSEN; WATKINS 111, 1999).
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A carcinogenicidade e a mutagenicidade apresentaitosraspectos em comum. Muitos
materiais carcinogénicos sao reconhecidamente @émitags, como substancias presentes no
fumo, os raios-x, a radiacdo ultravioleta, arbestes outros. Compostos quimicos
reconhecidamente cancerigenos sdo em sua maiGiiive®, quando testados em ensaios que
medem a mutagenicidade, como o teste de Ames, ioqgae, drogas reconhecidamente nao
cancerigenas, em geral ndo sdao mutagénicas (AMER), 1989; MARON; AMES, 1983;
LIJINSKY, 1989; AMES; GOLD, 2000).

Na grande maioria, 0s agentes quimicos que induzémcer, sdo mutagénicos e/ou
genotoxicos. Quebras na molécula do DNA pareca peincipal causa do processo cancerigeno
(BRUSICK, 1987, 1992, 1994). Ha propenséao genéticeancer, em funcao da herdabilidade de
mecanismos celulares de reparacdo deficientes;ed#altilidade de certos tipos de cancer,
reconheciveis por aberracbes cromossémicas; eeleEs gncogénicos, que uma vez alterados
por mutacdes, sdo capazes de gerar um tumor a gartima unica célula (FARAH, 1997;
ROSS, 1997).

A proliferacéo celular descontrolada € um fator gomna todos 0Ss processos cancerigenos.
Inicialmente pensou-se que o0 mecanismo moleculdo p@al ocorria a descontrolada
proliferacdo celular fosse proveniente de prodgé@scos e do modo como eles se relacionavam
com o crescimento da célula. Verificou-se depois guproduto génico de varios oncogenes é
uma enzima - a cinase protéica -, que fosforilanadgidos aumentando pelo menos dez vezes o
processo de fosforilacdo em uma célula cancerigeéom a descoberta dos oncogenes através
dos retro virus, verificou-se que quando um virgaor de um oncogenes invade uma célula,
o padrao de crescimento desta célula torna-se mestamlo, originando diferenciagéo celular em
células neoplasicas (VIJG; GOSSEN, 1993; LOEB, 20Q@EB et al., 2003).

3.8.1. — Monitoramento Bioldgico na Afericdo da Gexicidade

A comprovagdo cientifica da origem mutacional ddogitipos de cancer oriundos do
efeito genotoxico de substancias quimicas, e o atamdo risco de exposi¢cdo a poluentes e
substancias toxicas, levaram a necessidade dessavidver testes que permitiam avaliar o
potencial mutagénico de substancias diversas (AMES9, 1989; AMES; GOLD, 1989;
NATARAJAN, 2002; OBEet al., 2002).
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Atualmente dispde-se de centenas de ensaios pdeaigio da genotoxicidade. Tais testes
empregam diferentes modelos como fagos, bactatges, fungos, leveduras, insetos, células de
mamiferos e de roedores. Entre 0os parametros feraamutagenicidaden vitro ouin vivo,
estdo a reversao a prototrofia, alteracdes citdgasé expressao de genes letais (HOLLSTEIN;
MCCANN, 1979; MARON; AMES, 1983; NATARAJAN; OBE, BB; MELO; FERREIRA,
1990; MELO, 1996, 1997).

Os testes para afericdo da genotoxicidade tém swlmduzidos para avaliar a
mutagenicidade de substancias quimicas, bem conseugpotencial carcinogenético. Danos
cromossdmicos tém particular relevancia para ogsséumanos, posto que um namero
significativo de doencas genéticas seja relatadoocdecorrente de anormalidades na estrutura
ou no numero dos cromossomos. Desta forma, esfotéos sido realizados para o
desenvolvimento de métodos capazes de detectaidanagnte, agentes clastogénico
(PRESTONgt al., 1981, 1987, 1987A; SPERLING, 1984; SAVAGE,198BBGATOR, 1991).

As técnicas de andlise molecular, que revelam t@sagbes no DNA e alteracbes na
expressao génica, estdo sendo cada vez maisddsize tentativa de constituirem marcadores
biolégicos para estudos Epidemioldgicos e acbeprdeencdo (CARANO; NATARAJAN,
1988; HEMMINSKI, 1992). Atualmente esta definidoegas técnicas moleculares aplicadas ao
DNA e a proteina “adductifmacromolécula modificada, produzida quando um teggaimico
ou seu metabdlito liga-se covalentemente com acidoteares), podem ser Uteis na definicdo
dos niveis criticos da acdo de compostos quimi@ospasso que as analises citogenéticas
revelam o efeito genotdxico (clastogénico) causpetas exposicdes a agentes quimicos,
suspeitos de efeito carcinogénico e genotoxico (HEMEIN et al., 1979; PRESTONt al.,
1981, 1987; BRUSICKt al., 1992).

Nos ultimos 40 anos, a administracdo de agentesicps a ser avaliados em animais de
laboratdrio, em geral roedores, tem sido o métansiderado mais preciso para a afericao da
genotoxicidade (clastogenicidade), particularmemte carcinogenicidade (ADLER, 1984;
NATARAJAN; OBE, 1986; BRUSICK, 1987).

Ensaios citogenéticos podem ser usados para mamjopulacdes expostas a um grande
namero de clastogénos ocupacionais e ambientaisRREAT, 1992; ASHBY, 1994;
CAVALIERE et al., 1996; AUGUSTO, 1997).
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E de suma importancia que estes ensaios facam gartmterias de testes usados em
avaliacbes de quaisquer agentes indutores de mnmigatpele. Os parametros citogenéticos que
podem ser estudados incluem as aberracdes cromioasdm troca de cromatides irmas e os
micronucleos. Os testes propostos tém como objetiaoalise citogenética de cromossomos de
células da medula éssea ou de linfécitos de saperiférico, e ja estdo bem estabelecidos do
ponto de vista metodoldgico (VON LEBEDUR; SCHIMID973; SCHMID, 1975; MATTER;
TSUCHIMOTO, 1980; PRESTOM al., 1981; HSU; PATTON, 1996).

3.8.2. — Determinagdo da Genotoxicidade: Testeg)iteticos

Esta atualmente definido que o DNA e a proteinaltiatf podem ser Gteis na definicdo
dos niveis criticos da acdo de compostos quimBORNS; BOTTINO, 1991; ROSS, 1997) ao
passo que, as andlises citogenéticas e de mutagdlam o efeito causado pelas exposi¢cdes a
agentes quimicos, suspeitos de efeito carcinogémicagenotoxico (LIJINSKY, 1989;
HEMMINSKI, 1992).

Compostos quimicos de uso ocupacional, vinte ehé testados, foram classificados
como de acdo genotoxica e muitos deles apreseneval@ncias de risco para o cancer. Os
“endpoints” citogenéticos (aberragbes cromossomicasca de croméatides irmas e
micronucleos) ja estdo sendo extensivamente wtdizam monitoramento de risco de cancer
ocupacional (DULOUT, 1985; DEFERRAIRRi al., 1991; CAVALIERE, 1996).

Os testes citogenéticos foram introduzidos pardisava mutagenicidade de substancias
guimicas e o0 seu potencial genotéxico (clastogéniss analises citogenéticas sédo realizadas
através do monitoramento, nas células em metaflaseaberracoes cromossémicas oriundas de
guebra nos cromossomos ou cromatides, rearranjgea de fragmentos de cromossomos
inteiros ou parte deles (SCHMID, 1975; PREST@H., 1981, 1987; SAVAGE, 1988).

Nos ensaios citogenéticos vitro, usando linfécitos de sangue periférico para aaéo
de aberragbes cromossdmicas estruturais, alterag@edricas, trocas entre cromatides irmas e
pesquisa de micronucleos, sdo os procedimentosomeklitabelecidos para a avaliagdo dos
efeitos genotdxicos de drogas sobre as células amiferos (MOOHEADet al., 1960;
FENECH; MORLEY, 1984), no entanto, este tipo déetésm como grande restricdo a auséncia
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de processos metabodlicos que ocorrem apémagvo (MATTER; TSUCHIMOTO, 1980;
CARANO; NATARAJAN, 1988).

Os testes citogenéticas vivo realizados em roedores, sd0 0s que mais se aEnoxie
um ideal no que se refere a avaliagdo de agentetdyecos (clastogénicos), e sua extrapolacao
para o homem, destacando-se os testes de metafasaieronicleo em células de medula 6ssea
de camundongos. A proximidade filogenética, a eawrdas células, a presenca de processos
fisiologicos normais do animal atuando na absord&ibuicdo, ativacdo e excrecdo da droga,
fazem destes testes os paradigmas dos ensaiolégwos e genotoxicos (MATTER;
TSUCHIMOTO, 1980; NATARAJAN; OBE 1986; SAVAGHE al., 1988).

O teste de metafase é baseado na deteccdo decabsrmomossdmicas em células de
medula 6ssea de camundongo. A deteccdo dos daopwssOmica, através de ensaios
citogenéticosin vivo ein vitro, tem particular relevancia para os seres humauosto que, um
namero significativo de doengas genéticas é ratatamino decorrente de anormalidades na
estrutura ou no numero dos cromossomos. A anétisgeaética de cromossomos ja estd bem
estabelecida do ponto de vista metodol6gico, assimo, tém se revelado ser mais sensiveis
para evidenciar o efeito genotoxico (clastogéniEs}e tipo de teste, na pratica, consome muito
tempo e requer observadores altamente preparadddBRANO et al., 1982; NATARAJAN,;
OBE, 1986; SAVAGE, 1988; HSU; PATTON, 1996).

O teste de micronucleo, um teste rapido desenwmlpa Von Ledebur; Schmid, 1973 e
Heddleet al., 1983, é mundialmente utilizado para a deteccaagdntes genotdxicos, com
especial relevancia para os programasadeening na vigilancia a saude, tendo sido apontado
como um meétodo para determinar a capacidade clastay de uma substancia e,
consequentemente, seu potencial carcinogénicooCegimento técnico e a utilizacdo do teste
foram padronizados pelo “Collaborative Study Gro(#86, 1992).

Devido a sua relativa simplicidade e especificidade teste de micronucleos é
freqientemente utilizado em investigacOes de dasicidade em ensaios vivo (HEDDLE
1973; SCHMID, 1975; HIRAI, 1991; HAYSHit al., 1994). Ele pode também ser fditovitro
com células de mamiferos em cultura, como por elengpcultura de linfécitos de sangue
periférico humano (MOOREAHEAL al., 1960; FENECH; MORLEY, 1984; HOGSTEDT;
KARLSSON, 1985).
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Os estudos iniciais com aplicacdo do teste de mimieos foram realizados em animais de
laboratdrio, principalmente camundongos, ratosmasters (Heddle (1973) e Schmidt, (1975). O
teste estd baseado nos seguintes principios evab8es: na anafase, cromatides acéntricas e
fragmentos de cromossomos se afastam do fuso eoit@ino final da mitose séo transformados
em um ou mais nucleos secundarios, no citoplassaédlalas filhas, menores do que os nucleos
principais, sendo denominados de “microndcleos”. t&wninar a Ultima mitose, do 1° ciclo
celular, os nucleos séo expulsos e por razdes destzonhecidas, os micronucleos séo fixados
no citoplasma da célula filha, facilitando a sueniificacéo. Esta aberracdo pode ocorrer devido
a defeitos no fuso mitético ou no centrémero, difendo a fixacdo do cromossomo nos tubulos
do fuso (HEDDLEet al., 1983; FENECH; MORLEY, 1984; HAYSH&k al., 1994).
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RESUMO

Foram investigados og efeitos mutagénicos do organofostorado temefos através da observagio da formagio
de micronticleos em eritrocitos policromaticos (PCEMN) da medula éssea de camundongos. Em
camundongos Swiss Webster de ambos os sexos, foram administradas diferentes doses de temetos (27,75,
555 e 111,0 mg/kg) por via bucal-gastrica e agua destilada (10 mL/kg) no grupo controle negativo; e
ciclofosfamida (CPA) (25 mg/kg) foi administrada pela via i.p. no grupo controle positive. Foram analisadas
dez mil células da medula dsgea por gupo experimental. Og efeitog mutagénicos foram avaliados nos
periodos de 24, 48 e 72h apos ministrar a dose tinica e apos nove doses de 111.0 mg/ke (1/semana). Em 24h
apog a doge tnica de CPA, a formagio de PCEMN foi obgervada em 1.63% dog camundongog machos e
2.77% em fémeag Nio houve formagio de PCEMN no grupo controle negativo. O temetoginduziu PCEMN
em 2,61%,3,50% e 3,69% de animaismachos e 1,02%, 1.37% e 1,33% em fémeas Apés 720, CPA induzin
PCEMN em 0.,05% de camundongos de ambog sexos e o temefos em 0.92% de machos e 0,18% em fémeas.
Aposnove doses de CPA, houve a formagio de PCEMN em 0,15% de machos e em 0,8% de femeas; para
o temefos, os valores observados foram respectivamente de 0,53% e 0,11%. A acio mutagenica de temefos
foi demongtrada pela indugio de micronicleos em camundongog de ambog gexos.

Palavras-chave. temefos, organofosforado, mutagenico, teste de micromicl eo, eritrocitos policromaticos
micronucleados.

ABSTRACT

The mutagenic effects of organophosphorate temephos on mice bone marrow cells was investigated
through the micronucleus formation test. Doses of temephos (27.75; 55.5 ¢ 111.0 mg/kg) were orally
administered to males and females Swiss Webster mice. Cyclophosphamide (CPA, 25 mg/kg) per viai.p. and
water (10 mL/kg) were administered in mice as positive and negative control groups, respectively. Mutagenic
effects were evaluated from 24h to 72h after giving a single dose, and after nine doses of 111.0 mg/kg
weekly administered. Ten thousand bone marrow cells per experimental group were analyzed. In the
positive controls, the percentages of polychromatic erythrocytes micronucleus (PCEMN) at 24h after a
single dose werel.63% in male and 2.77% in female mice. No PCEMN was observed in the negative
controls group. Gradually increasing temephos doses induced PCEMN in 2.61, 3.50, and 3.69% males and
1.02, 1.37, and 1.33% females, respectively. After 72h, CPA caused 0.05% of PCEMN in both males and
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females; and the temephos caused 0.92% in males and 0.18% in females. In mice administered with nine
doses of CPA, PCEMN was detected in 0.15% males and 0.8% females, although PCEMN values were
significantly higher in temephos receiving mice group. The mutagenic effects of temephos on both male
and female mice were evidenced by chromosome alterations inducing micronucleus formation.

Key words, temephos, organophosphorate, mutagenic, micronucleous test, micronucleate Polychromatic

erythrocytes.

INTRODUCAO

O Brasil e, em nivel mundial, um dos maiores
consumi dores de inseticidas, os quais sio usados principalmente
naagricultura’? O uso continuado ou intermitente durante quase
6 décadag de milhares de toneladas de tais compostos, acarretou
problemas decorrentes do seu modo de acio niio seletiva, ao
eliminar organismos alvo e ndo alvo, tanto invertebrados quanto
vertebradosg, caugando impacto ambiental e desequilibrio nos
ecossistemas®*

Ha décadas, insetici dag quini cos vém sendo lar gamente
utilizados para o controle de insetos transmissores de doengas™?
Desde a implantagio do Plano para Erradicagio do Adedes
aegypti (PEAa) o uso de organofosforados em programas de
satde publica no Brasil foi ampliado consideravelmente pela
adigiio de cerca de 5 mil toneladas de tem efos por ano®*” Este
composto € aplicado como larvicida, em ciclos bimestrais, em
agua estagnada e em reservatdrios de dgua potavel para ugo
domégtico, na concentragio final de 1ppm. A adigio de temefos
em agua para consumo humano tem como argumento baixa
toxicidade aguda e a pouca persisténcia no ambiente®’

O temefds. empregado como principio ativo de procutos
como Abate, Difos, Biothion, Abathion, Nimitex e Swebate, &
um pesticida organofogforado ugado extensivamente em variag
partes do mundo no controle de vetores bioldgicos de diversag
doencas e foi introduzido no mercado em 1965, pela American
Cyanamid Company.

Analiges dog danog caugados pelo ugo de compostos
organofosforados a satide humana tém sido. em sua maioria
restrita aos efeitos agudos, entretanto sabe-se que os inseticidas
sintéticos nio sio seletivos, agridem o meio ambiente e
apregentam efeitog toxicos agudos e cronicog sobre
invertebrados e vertebrados, resultantes da exposiciio
prolongada a diferentes moléculag de organofosforados,
caracterizando, portanto um problema de Saude Publica®.

Os organofosforados sio inmbidores de colinesterase
ativos em todos os grupos animais que usam a acetilcolina como
neurotransmiggor, com conseciente acimulo desta molécula
no organismo, acarretando, cronicamente. alteragdes no
funcionamento dos sistemas muscular, nervoso, endocrino e
imunolégico™ 213 Oy efeitos agudos da exposicio a estes
compostos sio mensurados em modelos animai s, estabelecendo-
se a dose letal de 50% (DL, ) para o grupo exposto em bioensaios.
Entretanto, a extensio dos danos, sobretudo no que concerne
aog efeitos crdnicos e em egpecial og mutagénicos eou

Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas - UFPE

genotoxicos é pouco conhecida®>'

Em virtude da correlagio estabelecida entre
mutagenicidade e carcinogenicidade. segundo a qual
substan cias reconheci damente mutageéni cas podem ser tambeém
carcinogénicas’™1%1* ¢ relevante investigar o potencial
mutagénico efou genotdxico de compostos organofosforados,
como o temefos, em virtude dos riscos da periculosidade dos
produtos aos quais os seres Vivos estio expostos por periodos
prolongados!'®®

A malise genotoxica foi realizada através do teste de
micronticleo em células de mechila dszea de camundongos (Mus
musculus) Swiss Webster de ambos 0s sexos.

O teste de microniicleo, desenvolvido por Von Ledebur
& Schmid® e Heddle et al.” éutilizado para a detecgiio de agentes
genofoxicos, com especial relevincia para os programas de
screening na vigilancia a saude.™ %2 em ensaios in vivo ou in
vitro, tendo sido apontado como um método para determinar a
capacidade genotéxica (clagtogénica) de uma substancia e,
conseiientemente, seu potencial carcinogeénico. O micronicleo
representa uma perda estrutural ou numeérica de fragmentos
CIOMOFSOMIicos ol cromosgomos inteirog, induzida por agentes
genotdxicos (clastogénicos)™

Neste estudo foram iu\'eétiga dos os efeitos genotoxicos
(clagtogénicos) nag célulag da mechla dszea de camundongos
de ambos oz sexos. através da formacido de eritrocitos
policromaticos micronucleados (PCEMN), expostos as diferentes
doges de temefds 95,5% (grau técnico).

Mediante a escassez, na literatura, arespeito do potencial
mutagenico e/ou genotoxico do temetos, o objetivo ea relevancia
desse estudo consistem em produzir conhecimentos sobre os
efeitog mutagénico em célulag de mamiferog, induzidog pela
exposi¢io ao ingeticida organofosgforado temefos.

Espera-se que os conhecimentos gerados deste estudo,
contribuam aog servicos de Sande, no zentido de re-avaliar as
praticas dog programag oficiais de controle de vetores, assim
como, os potenciais riscos destes produtos para a saude
humana.

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais
Nos experimentos foram utilizados 180 camundongos
(Mus musculus) albinos Swiss Webster de ambos os sexos, com

40 diag de vida e peso médio de 30 a 32 g, fornecidos pelo biotério
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de criagiio do Centro de Pesquisas A ggeu Magalhies FIOCRUZ-
Recife PE, onde foram mantidos em gaiolas apropriadas,
aclimatados a temperatura de 20°C, com ciclos de iluminagio
(claro / escuro) a cada 12 horas. Foi oferecido diariamente ragio
balanceada e agua filtrada, sem restrigio nem interrupgio. Antes
da realizagio dog experimentos og animaig passaram por um
periodo de 8 dias em “quarentena” no biotério experimental,

sob as mesmas condi ¢des ambientais e nutricionais que estavam
no bioterio de criagio, ate a hora do experimento.

Produtos quilnicos

Temefos, grau técnico935,5% wiw (FERSOLR - 0239/05),
ingeticida organofosforado. A golugio estoque foi preparada
em etanol PA. (32,14 mg/mL) e a solugio de uso em agua
degtilada estéril. A partir da DL, , (444 mg/kg) foi determinada,
através de testes prévios, a dose de 111 mg/kg como a dose
maxima tolerada (DMT) por camundongos de ambos os sexos.
Foram utilizadas nos experimentos as doses de 27,75; 55,5 ¢
111mg /kg.

Ciclofostamida (SIGMA®) farmaco antineoplasico
citostati co, universalmente empregado em testes para deteccio
de genotoxicidade, foi utilizada como padrio de controle
positivo na dose de 25 mg/kg, em virtude dos resultados
apresentados em experimentos preliminares. A solugio de uso
foi preparada em agua destilada esteril a 1%o.

Protocolo experimental

Os ensaios consistiram em administrar nos
camundongos, via oral (gavagem), o temefds como substancia
teste. A Ciclofosfamida, via i.p., como padrio de controle
positivo e dgua destilada estéril, via oral (gavagem), como
controle negativo. Todos os animais receberam um volume total
de 0,2 mL das respectivas solugdes das substancias.

Os camundongos foram divididos em 36 grupos
formados por 05 animais / dose / sexo, para cada produto.

Os tratamentos foram administrados aos camundongos
divididos em 6 grupos experimentais:

Grupo 1 — efeitos avaliados 24h apos tratamento tinico.
1a: 5machose 5 fémeas tratados com temefods, doge 27.75 mgkg
de peso corporal; 1b: 5 machos e 5 femeas receberam
ciclofostamida 25 mg/kg; 1¢: 5 machos e 5 fémeas receberam
agua destilada estéril 10 mL/kg,

Grupo 2: Efeitos avaliados 24h apos tratamento unico.
2a: 5 machose 5 fémeas tratados com temefos, dose 55,5 mg/'kg
de peso corporal: 2b: 5 machos e 5 fémeas receberam
Ciclofosfamida 25 mg/kg; 2¢: 5 machos e 5 fémeas receberam
agua destilada estéril 10 mL/kg,

Grupo 3: Efeitos avaliados 24h apos tratamento. 3a: 5
machos e 5 fémeas tratadog com temefds, doge 111.0 (DMT)
mg/kg de peso corporal: 3b: 5 machos e 5 fémeas receberam
Ciclofosfamida 25 mg/kg: 3¢ 5 machos e 5 fémeas receberam
agua destilada estéril 10 mL/kg,

Grupo 4: Efeitos avaliados 48h apos tratamento. 4a: 5
machos e 5 fémeas tratados com temefos, dose 111.0 (DMT)
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mg/kg de peso corporal; 4b: 5 machos e 5 fémeas receberam
Ciclofosfamida 25 mg/kg; 4¢: 5 machos e 5 fémeas receberam
agua destilada estéril 10 mL/ke

Grupo 5: Efeitos avaliados 72h apos tratamento. 5a: 5
machos e 5 fémeas tratados com temefds, dose 111,0 (DMT)
mglkg de peso corporal: 5b: 5 machos e 5 fémeas receberam
Ciclofosfamida 25 mg/kg; 5¢: 5 machos e 5 fémeas receberam

agua destilada estéril 10 mL/kg.

Grupo 6: Foram administradas 9 doses do produto-teste,
uma por semana. Og efeitog foram avaliadog 24h apds
administragiio da 9* dose. 6a: 5 machos e 5 fémeas fratados com
temefos, dose 1110 (DMT) mg'kg de peso corporal; 5b:
machos e 5 fémeas receberam Ciclofosfamida 25 mg/keg: 5S¢
machos e 5 fémeas agua destilada esténl 10 mL/kg.

5
5

Obtenciio das células damedula dssea

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento
cervical, og fémures foram extirpados, digsecados, ag epifises
proximais foram cortadag para a extragdo da medula dszea. A
medula foi extraida injetando-se 1,0 mL de sorofetal bovino no
canal medular dos féemures, colocando-se a suspensio de
células dentro de um tubo de centrifuga contendo 2,0 mL de
soro fetal bovino.

Teste de micromicleos em células de medula déssea de
camundongos*

A suspensio de celulas da medula ossea foi
homogeneizada varias vezes com pipeta Pasteur fina e, em
seguida, centrifigada a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos. Dos 3mL
da suspensio celular, descartou-se 2 mL do sobrenadante.
Ressuzpendeu-ge o cedimento e foram feitos og esfregacos (4
laminag / animal), com 3 gotas da sugpensido celular em laminas
limpas e secas, deslizando-se uma sobre a outra. Apos secagem
total das preparagdes citologicas, as laminas foram colocadas
em bergo para coloragio e fixadas em metanol PA, durante 10
minutos.

As laminas foram coradas 24 horas apos a fixagio do
material, atraves de uma bateria de coloragio, composta por 4
cubag onde ag laminag foram submergag em seqiiéncia: 1* cuba
com corante Leishman puro (3 minutos); 2* cuba com solugiio
Leishman em agua destilada (1:6) durante 15 minutos, e em
seguida lavadas variasg vezes em agua corrente; 3* cuba
contendo acetona PA (10 minutos). As preparagdes citologicas
toram protegi das por lam inulas fixadas com balsamo do Canada
/xilol(1:1).

Foram analisadas, em sistema duplo cego, 2.000 celulas
/ animal em microscopio optico (10 x 100x), perfazendoum total
de 10.000 células / grupo, sendo contabilizados os eritrocitos
policromaticos (PCE) e og eritrdcitos policromaticos
micronucleados (PCE MN).

Analise estatistica
Foi aplicado o teste do qui-quadrado de proporgdes do
SoftEpi -Info - 6.04, ao nivel de significincia de 5%. Na escolha
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do teste levou-se em consideragio o esquema experimental, e
ag transformacgdes necesgarias para que se fizeszem
comparagies multiplag dos resultadosg.

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Ftica no
Uso de Animaig (CEUA) da Fundagio Oswaldo Cruz —Rio de
Taneiro, registrado elicenciado gob o nimero L-0054/08 — Val.
30/06/2012.

RESULTADOS

Um dia apos tratamento, foram detectados 1.63% de
eritrdcitos policromaticos micronucleados (PCEMN) nos
camundongos machos e 2,77% nas fémeas do grupo controle
positivo (CPA 25 mg/kg). Nio foram obgervados PCEMN nog
grupos controle negativo em nenhum dos momentos estudados
nos experimentos (Figura 1).

Quanto aos animais tratados com temefos, nas doses
g, e avaliados 24h apds dose tnica,
foram encontrados, respectivamente, 2.61%, 3,5% e 3,69% de
PCEMN em machos, com percentuais crescentes para doses
progressivamente maiores (Figura 1). Estes valores sio
significativamente maiores (p=0,0001; p<1) do que no controle
positive (CPA) (p=0,0177; p=1). Nos grupos de fémeas, os
percentuais de PCEMN (1,02%, 1,37% e 1,33% para doses
crescentes de temefos) foram estatisticamente menores (p =
0,1604; p<1) do que os observados no controle positivo (p =
0,01771; p<1).

Nog grupos examinados 48h apds tratamento, o mesmo
percentual de PCEMN (0.05%) foi observado em camundongos
machog e fémeas que receberam CPA. Nos grupos tratadog
com temefos (111.0 mg / kg), os efeitos foram levemente mais
acentuados em machos (0,18%) do que em fémeas (0,11%).
Enfretanto estes valores nio diferem estatisticamente (p=<1) dos
observados no controle positivo (Figura 2). Apés 72h do
tratamento, os percentuais de PCEMN no grupo CPA foram os
mesmos observados as 48l para ambos os sexos (0,05%) (Figura
3). Nos grupos tratados com temefos (111,0 mg/ke) os efeitos
foram estatisticamente mais intensos. do que no controle
positivo, apenas nos camundongos machos (0,92%, p = 0,0001).

A avaliacio de grupos submetidos a exposicio
prolongada, feita 24 h depois do 9° tratamento, mostrou que o
CPA (9 doses de 25 mg/kg) induziu 0,15% de PCEMN nos
camundongos machos e 0,3% nas fémeas (Figura 4). Os
resultadog obzervados nog grupog tratados com temefos (9
doses de 111,0 mg/kg) mostram, para os machos (0.53%) de
PCEMN com valores significativamente maiores do que no
controle positivo (p=0,0244; p<1) ¢ 0,11% de PCEMN no grupo
de fémeas. estatisticamente menores do que o controle positivo
(p=00205,p<1) com significincia estatistica enfre machos e
temeas (Figura 4).

Houve divergéncia de proporcionalidade entre
camundongos machos e fémeas, onde os camundongos
machos apresentaram maior proporgio. Com significincia

estatistica ao nivel de 5% (p<0,0001), tanto apos as 72h da
doge inica, quanto apoés ag9 doges de 111,0 mg'kg.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que o organofosforado
temefos produz alteracdes do material genetico de camundongos,
demonstradas pela formacio de microniicleo em eritrocitos
policromaticos (PCE) da mechila dsvea cle animais de ambos 08 sexos,
expostos as doses de27,75,55.5 e111 00 mg/kg (DMT) via oral e
avaliados 24h apos tratamento. A dose de 27,75 mg/kg € quatro
vezes menor do que a DMT para a linhagem de camundongos
utilizada neste estudo. Nos grupos de machos expostos ao
temefos a relagio doge-efeito foi clara, e og percentuais de PCE
com micronicleo (PCEMN) foram, nag 3 dosges avaliadas,
estatisticamente mais altos do que os observados com a
ciclofosfamida (CPA), como controle positivo. Nos machos, a
indugio de PCEMN pelo temefos foi obsgervada mesmo em PCE
recolhidos damedula ossea ate 72h apos dose tinica de 11 1mg/kg.
As femeas foram, por outro lado, menos susceptiveis a CPA e
mais tolerantes ao temefos do que oz machos. E muito freqiiente,
na literatura cientifica, constatages de diferengas entre sexo,
quanto a resposta a agentes patogénicos, biologicos ou
quimicos, que podem ser atribuidos a aspectos
comportamentais (diferentes graus de exposiciio aos agentes,
por exemplo) ou biologicos, para os quais nem sempre ha
explicacies convincentes. Os nossos resultados demonstram
claramente uma maior tolerancia das fém eas ao temefos, mas os
dados niio indicam as provaveis causas deste fato. Nos grupos
de fémeas, a indugio de PCEMN tanto pelo temefds quanto
pela CPA foi constatada quando os PCE foram colhidos as 24 e
48h apos administracio de dosetinica. A avaliagio dos efeitos
24h apos a ultima aplicagio de uma serie de 9 doses
administradas semanalmente, confirmou os efeitos do temefos
em camundongos nog dois sexos, mas niohouve anmento das
taxas de PCEMN quando comparadas com as induzidas por
dose tnica do organofosforado. A analise estatistica mostrou
diferen¢a significativa (p=0.0001) ao nivel de 5%, entre doge
unica de 111mg/kg e as 9 doses (111 mg/lkg), administradas
semanalmente (Figuras 1 e 4).

Ficou evidente que o temefds possul efeito mutagénico
em ambos os sexos, para as trés concentragoes testadas,
pemitindo ser detectado mesmo 72h apos tratamento tnico.

Em noggos experimentos nio foram detectadog PCE
micronucleados nos controles negativos (tratados com agua),
embora haja relatos na literatura cientifica de observagio de
taxa espontinea de PCE micronucleados, da ordem de 3/1000
célulag examinadag™® . O uso da CPA é recomendado nos
protocolos de festes para detecgiio de genotoxicidade, como
controle positive, para assegurar a confiabilidade dos
experimentos, realizados conforme os padides estabelecidos.

Os resultados deste estudo corroboram conclusdes,
obtidas por outros autores, referentes a agiio genotoxica

199

49



Tese de Doutorado

Maria Eliane Bezerra de Mélo

Mélo, MEB et al. Agdomutag#nica do inseticida organofostorado temefos em células de medula dssea de camundeongos. Rev Inst Adolfo Lutz,

67(3):196-201, 2008.

(clastogeénica), induzida pelo organofosforado temefos. Em
estudos utilizando testes padronizados para mensurar
mutagenicidade/genotoxicidade, Aiub et al® concluiram que o
temefos mostrou-se mutagénico: atraves do ensaio Cometa
(SCGE), induzindo lesGes grosseiras no DNA: no sistema SOS
cromoteste para a linhagem PQ37 de Escherichia coli e através
do teste de Ames com as linhagens de Salmonella typhimurium.
Inclusive em testes com concentragoes similares as utilizadas
rotineiramente para combate ao dedes. aegypti **. Paviio e Ledio
(2005) ' a partir de analise através de método quimico-quantico

de caracterizagio de carcinogenicos, concluiram que o temefos,
assim como outros inseticidas utilizados no combate ao Ae.
aegypfi, apresenta um forte carater eletrofilico, uma das
caracteristicas de agentes quimicos carcinogenicos.

Estudog anteriores ja haviam demonstrado que outros
organofosforados, dentre eles. o malation, gdo um potentes
agentes genotoxicos (clastogénicos), causando sérias
alteracdes citogeneticas e provocando danos em celulas
germinativas®, einduzindo, além de aberragGes cromossomicas,
aumento na freqiiéncia de micronicleos ™

TEMEFOS (mg /ka) CPA(mg/kg)  Agua (mi /)

Tratamantos / Doses

018

@ MACHOS
016 - m FEMEAS

CEMN (%)
2

TEMEFGS CPA AGUA
11 mg f kg 2% malkn 10mif kg

Tralamentos/ Doges

Figura 1. Fregiéncia de eritrécitos policromatices micronucleados
(PCEM M) na medula dssea de camundongos machos e fémeas tratados
com temefos (grau téenico 95,5%), ciclofosfamida (CPA) como controle
positivo (25 mgfkg), ou dgua destilada como controle negativo, em dose
unica Og efeitos foram avaliados 24 horas apds exposicio via oral ds
substincias

Figura 2. Fregiiéncia de eritrécitos policroméaticos micronucleados
(PCEMMN) na medula dssea de camundongos machos e fémeas tratados
com temefds (grau técnico 95,5%) ou com ciclofosfamida (CPA) como
controle positivo (25 mgtkg), ou com agua destilada como controle
negativo, em dose nica Os efeitos foram avaliados 48 horas apds
exposigdo via oral as substdncias
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og J
g os |
b+
5 05 J
§ o4 ]
g
E o1l
02 J
01 |
] C—m Se—

TEMEFGS CPA AGUA
Nimglig Bmgl kg 10mif kg

Tratameaning | Monas

Frequéncia f PCEMN (%)

0 e —
TEMEFOS CPA AGUA
M1 mglkg Bmglky 10mifkg

Tratamantos | Dosse

Figura 3. Frequéncia de eritrocitos policrométicos micronucleados
(PCEMMN), em células de medula dssea de camundongos machos e fEme-
as, expostos ao Temefds (grau técnico 95,5%) ou a Ciclofosfamida
(CPA) como controle positivo (25 mg f kg), e a dgua destilada, como
controle negativo em dose unica. Os efeitos foram awaliados 72 horas
apds expasicdo 4s substancias

200

Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas - UFPE

Figura 4. Freguéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(PCEMM), em células de medula dssea de camundongos machos e féme-
as, expostos a0 Temefas (grau técnico 95,5%) ou a Ciclofosfamida
(CPA) como controle positivo (25 mg f kg), e & dgua destilada, como
controle negativo em dose unica Os efeitos foram avaliados 24 horas
apgs 9 doses de 111mgfkg (1 dose / semana) de exposicio as substancias
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Estes dados, entre outros disponiveis na literatura,
alertam sobre o potencial rigzco para a saude humana que
representa o ugo continue e rotineiro, durante maig de uma
década de milhares de toneladas de produtos a base de temefos,
em criadourog do vetor da dengue e ue o, em sua grande
maioria, recipientes com agua armazenada para uso humano,
impondo a populagio aingestio e o contato dérmico com agua
contendo este organofosforado.

Frente aos potenciais riscos e danos que inseticidas
organofosforados possam causar a gatide humana, bem como
a fauna nio alvo, pelo uso esporadico, sistematico e/ou
constante, no ambito doméstico, na agricultura ou em
campanhag de Saude Piblica, enfatizamos ser imprescindivel,
como medida preventiva, considerar o potencial mutagénico
elou genotdxico de produtos utilizadosg para o controle de
insetos.
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MUTACAO E DANOS CROMOSSOMICOS: REVISAO*

MUTATION, DAMAGES CHROMOSOMIC: REVIEW*

Maria Eliane Bezerra de Melo MS]cMaria Teresa Jansem de Almeida Catanho’PhD

RESUMO

A mutacédo e a selecdo natural constituem-se nosijpais fatores do processo evolutivo na qual
elimina as mutacdes deletérias, e preserva as oagi®s disponiveis que conferem maior

adaptacdo ao ambiente. Surgindo, portanto novassgemovas informacdes por mutacdo e/ ou
recombinacdo. Do ponto de vista pratico, o estud® genes tem permitido o diagndstico

molecular para um crescente nimero de patologiagjeoé fundamental para evitar exames
invasivos, casais em riscos, e prevenir 0 nascomédatnovos afetados por doencas de inicio
tardio. Danos cromossémicos sdo de grande relevraia os seres humanos, posto que um
namero significativo de doencgas genéticas e prosesancerigenos € relatado como decorrente
de anormalidades na estrutura ou no niumero de ssoms. A pesquisa genotoxicoldgica na
indUstria quimica e farmacéutica € de suma impoidromo um instrumento de avaliacdo dos
possiveis efeitos danosos, como o cancer, adviddoacdo do composto quimico sobre o

organismo.

Palavras chaveimutacéo, danos cromossdmicos, aberracao cromossdyeitotoxico.

ABSTRACT

The mutation and natural selection are on the rfaators in the evolutionary process in which
eliminates the deleterious mutations, and preseh@gsombinations available that give greater
adaptation to the environment. Therefore new gamesnew information by changing and / or

recombination. From the practical point of viewe thtudy of genes has allowed the molecular
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diagnosis for a growing number of diseases, whihessential to prevent invasive exams,
couples at risk, and prevent the emergence of n&sgasges affected by the late start.
Chromosomal damage are of great relevance for hsinsamce a significant number of genetic
diseases and cancer cases is reported as cauabddiynalities in the structure or the number of
chromosomes. The search genotoxicologycal in crend@ond pharmaceutical industry is of
paramount importance as a tool for evaluating thssiple harmful effects such as cancer,
arising from the action of the chemical compoundhenbody.

Words key:mutation, damages chromosomic, chromosomic aberratn, genotoxic.
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INTRODUCAO

Mutacdes no DNA nuclear ou mitocondrial, de célutasnéaticas, sdo relevantes em
estudos de carcinogénese, assim como, em procgasmégicos cardiovasculares, distarbios
metabolicos e neuroldgic8$? As mutacdes somaticas sdo importantes ndo apeaas
propensdo do desenvolvimento do cancer, mas, sdoteho que diz respeito a sua origem
monoclonal, com o surgimento de um tumor a parér uima Uunica célula inicialmente
transformada. Com o envolvimento de muta¢des queEldm nos genes que controlam o

crescimento e a diferenciacéo celtfi&f

As desordens genéticas levam muitas vezes a hipdkesque essas alteracdes sejam

devidas a efeitos de agentes externos fisicos tuicps, considerando também outros fatores
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como: ativagdo metabdlica, processo de detoxifwagdcompostos quimicos, varios sistemas de

reparo, assim como o efeito do mutageno na fisialoglular®>*

Um outro ponto relacionado a origem das mutacbebhameem € o fator da faixa etaria
onde o aumento das mutacdes somaticas provenidatzshas no mecanismo de reparo, esta

provavelmente relacionado & ac&o de radicais fR7&8°>0%

Aléem dos efeitos oncogénicos, somam-se os efewoatogénicos e os hereditarios
abrangendo os congénitos perceptiveis ja ao nastmatravés da linhagem germinativa nas
geracdes seguintes, e aqueles decorrentes de mesitaoinaticas sutis, porém deletérias e

irreversiveis, que se acumulam no reservatériotgenéumand*

Os agentes mutagénicos ambientais sdo de particuknesse, pois, a eles estamos
constantemente expostos, como 0s poluentes que mstar, agua, e alimentos, aumentando
consideravelmente os riscos de inducdo de mutagzdé@scer no homem. Causando um aumento

na taxa de mutacdo de todos os genes de uma'céfilla

A relevancia desta revisao literaria enfatiza aartgncia dos diferentes modeliwsvitro
ouinvivo, 0s quais sdo categorizados como indicadoresdita® que avaliam os diversos tipos
de mutacdo: génica ou pontual, cromossémica e gead®anos cromossémicos tém particular
relevancia para os seres humanos, posto que unra@igeificativo de doencas genéticas seja
relatado como decorrente de anormalidades na@strot no nimero dos cromossofss’®

REVISAO LITERARIA
MUTAGENESE E DANOS CROMOSSOMICOS

Toda mutacdo tem como origem um dano na estrutar®MA ou um erro na sua
replicacdo. Estes eventos podem ter origem endogenaxdgena. As mutacfes de origem
endogena ou mutacdes espontaneas ocorrem por teh@a®prio metabolismo da célula como:
erros na incorporacdo de bases que sofreram tauraggo, danos causados por hidrolise do
DNA gerados pelo ambiente aquoso em que se enogragracdo de radicais livres como aqueles
formados por espécies ativas de oxigénio. As matge8pontaneas podem ser do tipo troca de
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bases ou troca de referencial de leitura dependdadeséo inicial sofrida pela célula. Outros
danos frequentemente associados com a geracaotdedes espontaneas sao a depurinizagao e
a desaminacao de bases criando sitios apurfhicos

As mutacgbes podem ser classificadas de diferentée®inas dependendo do aspecto a ser
enfocado. Nos organismos dipléides como os eucatiatu nos merodiplédes nos procariotos
(uma cdpia no DNA cromossomal e outra em um plasmjdas mutacdes podem ser
classificadas como dominantes ou recessivas emdud@ expressdo ou ndo do fendtipo
alterado, respectivamente. Mutacbes podem ter ertuestrutural (incidem sobre um gene

estrutural) ou reguladora, cuja expressdo é dekmcfela inabilidade em controlar outro
gené®?®

Quanto ao tipo de alteracdo no DNA as mutacOesmpaae classificadas em trés grupos
gerais: (i) génicas ou pontuais, (ii)) cromossomi@asgiii) gendmicas. Sendo classificadas: em

letais, quando os portadores ndo sobrevivem, @aam somaticas ou germinativ/as

As mutagBes pontuais sdo aquelas que envolvenagies na sequéncia de nucleotideos
em um ou mais de um cédon e podem ocorrer peldisugEo de bases, dele¢cbes ou adicdo de
uma ou mais bases. As mutacdes por adicdo ou deldgdbases acarretam mudanca do
referencial de leitura na traducao, alterando apumigdo de aminoacidos de toda a proteina a
partir do ponto onde ocorreu a mutagéo, sendo ati@snde mutacdes “frameshift” ou troca de
referencial®. Mutacbes pontuais, como troca de bases e mudatea®ferencial, causam
alteracdes relativamente pequenas no DNA e sactéetts apenas pelos efeitos na expressao
do gene alterado, ndo levando & mudancas no fendiipespondenteé

Quando a mudanca altera a atividade bioquimicaradi@ipa, pode ocorrer uma mutacao
fenotipica como no caso da hemoglobina na anenddofane, e da insulina na diabete. Em
decorréncia de o codigo genético ser degeneradonfasmo aminoacido pode ser codificado
por mais de um codon), nem todas as trocas de basm® a modificdes na sequéncia dos
aminoacidos ndo resultando, portanto, qualqueraghie fenotipica, sdo chamadas de muta¢cdes
silenciosa®%*

As mutacdes tipo troca de base, que levam a mad#m@de um cddon pela substituicdo de
um aminoacido distinto daquele presente na protefitggnal, sdo chamadas de mutacbes de
troca de sentido, enquanto que aquelas que geramdasntrés cdédons de terminacao,
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interrompendo precocemente a traducdo, sdo dendasmautacfes sem sentido. As mutacdes
de troca de base podem ainda ser divididas emi¢@mss(troca de uma purina por outra purina
ou troca de uma pirimidina por outra pirimidina) transversdes (troca de uma purina por

pirimidina ou vice versay.

Algumas mutac¢des pontuais sdo condicionais, iskegés fenotipos sO se expressam em
determinadas condi¢bes como, por exemplo, em tatyarelevada. Temos ainda as mutacdes
nutricionais que, em bactérias, geram o0s mutantesotiedficos incapazes de sintetizar
metabdlitos essenciais (aminoacidos, vitaminasesastrogenadas, etc). A reversdo para a
condicdo selvagem, isto é, a prototrofia, deperal®abrréncia de nova mutacdo chamada de
retromutacdo ou mutacao reversa ou reversao, gteura a base original ou incide em outros
sitios, como os de sintese de RNA transferidonddauma mutacéo supressota

Mutacbes cromossdmicas sao reconhecidas pelaacéésr grosseiras na estrutura dos
cromossomos sendo usualmente detectadas pelo ememuscédpico de células em metafase e
envolvem quebras, e eventualmente reunido, de ialatevmossomico durante o ciclo celular e
incluem as inversbes e translocacbes. As alterag@entradas sao de dois tipos:
cromossdmicas e cromatidica, dependendo da faseldacelular no qual ocorre a mutacdo. Se
a mutacao ocorrer nas fases GO, G1 e comeco d& fasaberracdo sera do tipo cromossémica.
Caso ocorra no final da fase S, G2 e préfase, gerdk serdo do tipo cromatidica. Podendo ser
classificadas em diferentes tipos de aberracdesp(;'diso gap”, fragmento acéntrico simples,
fragmento acéntrico duplo, quebra cromossOmica,brguecromatidica, anel, rearranjo
cromossomico e células pulverizatfas 84

Os cromossdmos deverdo ser analisados e apresers@paradamente, calculando-se a
frequiéncia de aberracdes por célula e para cadadépaberrac&6’®. Estas mutacdes podem
levar as grandes alteracdes na expresséo génicareigos casos podem ser lefaig>>"*

As mutacfes gendmicas sdo definidas como mudamgagimero dos cromossomos de
uma célula e aplica-se especificamente aos eucsriéistas mutacdes levam as alteragfes da
condicdo eupldide, como as poliploidias, quandemoga dipldide € duplicado ou triplicado, ou
as aneuploidias, que ocorrem pela ndo disjuncaateossomos especificos durante a divisao
celular (por exemplo, trissomias e monossomids)

O estudo dos genes tem permitido o diagndstico culzle para um nimero crescente de

patologias, discute-se, portanto, quais as pelispsam relacdo ao tratamento destas patologias
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genéticas incluindo a clonagem para fins terapésitibo ponto de vista prético, o estudo dos
genes tem permitido o diagnéstico molecular paractescente niumero de patologias, o0 que é
fundamental, por exemplo, para evitar exames imgasde casais em riscos, e prevenir o
nascimento de novos afetados por doencas de itdoiio, para as quais ainda nao existe
tratamento. Entender como os genes funcionam, ® cmorre a mutacao génica, € o primeiro

passo para o tratamento de diversas doencas geffétic®

RELACAO MUTACAO-CANCER

A evidéncia molecular de que lesdes no DNA causamcer surgiu a partir de pacientes
com a doenc¢&eroderma pigmentosum (XP). Esta doenca genética autossémica recessiva s
caracteriza por uma sensibilidade acentuada ac@ulialtravioleta. Tais individuos quando
expostos aos raios solares apresentam uma altdéfreig de neoplasias malignas, como o
cancer de pele. As células de pacientes com XEefimentes no sistema de reparo por excisao,
ndo sendo capazes de retirar dimeros de pirimi@recimulo de danos leva a um aumento na
incidéncia de mutacdes somaticas pontuais, em genasicdes do tipo G:C por A:T, que
acabam por resultar em transformacdes malfgrias,

E cada vez mais demonstrado que o cancer é comsia it interacdo quimica com o
material genético, o qual tem um papel signifiativa interacdo com os demais fatores
determinantes da doenca. No caso dos cancerigeatms,se que o reparo celular é duvidoso e

depende de muitos mecanismos, que ainda estéo skewittadoy™ *°

A comprovacdo cientifica da origem mutacional deéogitipos de cancer oriundos do
efeito de compostos quimicos, e o aumento do riEc@xposicdo a poluentes ambientais e
substancias tdéxicas, levaram a necessidade deseavihdver testes que permitem investigar o
potencial mutagénico de substancias divérsas

Quebra na molécula do DNA parece também ser umsadawportante para o inicio do
processo cancerigel{id® Certos tipos de tumores s&o formados por céhdas determinadas
anomalias cromossdmicas e podem ser herdadas emsaf@sos como, por exemplo, o
retinoblastoma e o neuroblastoma. Estes casos &&raonque o cancer também tem um

componente genético hereditario importante e r@splirtanto, de pelo menos duas mudancas
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genéticas, uma transmitida pelos gametas, nos baseditarios, e outra adquirida via mutacdes

somatica&?®

Um grupo de genes com estrutura conservada enenligsr espécies de vertebrados foi
denominado de proto-oncogenes ja que seus compesrsd capazes de controlar a proliferagcéo
e diferenciacdo celular. Genes semelhantes tamBénerscontrados em retrovirus e levam a
rapida transformacdo maligna de células infectaflaativacdo destes proto-oncogenes ou a
inativacdo de genes supressores, por diferentesnisetos como mutagdes pontuais, inversoes,
e outros rearranjos cromossomicos, podem levamaafgiio de tumorés® A demonstracdo de
gque a ativacdo de um oncogene sobre uma Unicaacélubuficiente para o posterior
desenvolvimento de um tumor provou definitivamemtrigem monoclonal do cancer, baseada

no acimulo de mutacdes somatféas®?

MutagBes no DNA nuclear ou mitocondrial, de célidamaticas, sdo de relevancia néo
somente em estudos de carcinogénese, como tamb@moeassos patoldgicos cardiovasculares,
distdrbios metabdlicos e neurologicos. As mutacggiraticas sdo importantes ndo apenas na
propensdo do desenvolvimento do cancer, mas, sdoreho que diz respeito a sua origem
monoclonal, com o surgimento de um tumor a parér uima Unica célula inicialmente
transformada. O primeiro passo seria 0 envolvimeetanutacées que incidem nos genes que
controlam o crescimento e a diferenciacéo cefufar

Aléem dos efeitos oncogénicos, somam-se os efewoatogénicos e os hereditarios
abrangendo os congénitos perceptiveis ja ao nastbmatravés da linhagem germinativa nas
geracdes seguintes, e aqueles decorrentes de mesitaginaticas sutis, porém deletérias e
irreversiveis, que se acumulam no reservatériotgenkumand’.

A carcinogenicidade e a mutagenicidade apresentanitosn aspectos em comum.
Compostos carcinogénicos séo reconhecidamente émitag, como as substancias presentes no
fumo, os raios-x, a radiagdo ultravioleta, arbest®s outros. Compostos quimicos
reconhecidamente cancerigenos sdo em sua maiciitv@®, quando testados em ensaios que
medem a mutagenicidade, como o teste de Ames, ioqgae, drogas reconhecidamente nao
cancerigenas, em geral ndo sdo mutagéréds

Na grande maioria 0s agentes quimicos que induz&ncec sdo mutagénicos e/ou

genotoxicos Quebras na molécula do DNA parecem ser a prihaipasa do processo
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cancerigend?*®? H4 propenséo genética ao cancer, em funcéo daliikdade de mecanismos
celulares de reparacédo deficientes; da herdabdidadcertos tipos de cancer, reconheciveis por
aberracbes cromossdmicas; e dos genes oncogéoscqaais sdo capazes de gerar um tumor a
partir de uma Unica céldia’®

A proliferacdo celular descontrolada também ¢é utorfaomum a todos os processos
cancerigenos. Inicialmente pensou-se que o0 mecanisralecular pelo qual ocorria a
descontrolada proliferacéao celular fosse provenidetprodutos génicos e do modo como eles se
relacionavam com o crescimento celular. Verificeudgepois que o produto génico de varios
oncogene € uma enzima - a cinase protéica, querifashminoacidos aumentando pelo menos
dez vezes o processo de fosforilagho em uma cémhaerigena. Com a descoberta dos
oncogene através dos retrovirus, verificou-se quandp um virus portador de um oncogene
invade uma célula, o padrdo de crescimento destdacdrna-se descontrolado, originando

diferenciacéo celular em células neopléasitas

MECANISMOS DE REPARO DO DNA

Um grande numero de evidéncias, além da existéecdoencas como o XP, indicam que
0 primeiro passo para a geracdo do cancer envalt@cies em células soméaticas, muitas vezes
geradas por falhas na acéo de mecanismos de Teffatb

A molécula de DNA é constantemente agredida poragi@s, quer sejam oriunda de
fatores fisicos e quimicos, incluindo produtos a@déppo metabolismo celular e, bioldgicos,
como 0s virus e bactérias e, portanto existem csam®mos de reparo que removem essas
lesBes ou auxiliam a célula a tolera-fd3 Estes mecanismos constituem sistemas de defesa
extremamente eficientes que garantem a estabilidadgenoma e conseqlentemente a prépria
existéncia da célula e/ou do organisfd®

Uma célula podera responder de varios modos adésr sona lesdo no DNA: i) ndo
restaurar os danos e morrer; ii) reparar precistsrgeseqiéncia original de bases nitrogenadas e
sobreviver sem maiores alteragcbes no genomasestaurar os danos, mas alterar a sequéncia
original de bases gerando com isto mutacdes qu® deradas durante a replicacdo e serdo

herdadas pelas células filhas apés a divisdo celubgo, a presenca de sistemas de reparo do
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DNA, embora essencial para a sobrevivéncia daaépdde ser responsavel pela geracéo e
fixacdo de mutagBes no genoma. Varios mecanismoemiro de DNA sdo conhecidos e
auxiliam a célula a remover ou evitar danos no BANA

Os sistemas de reparo livres de erro restauranm@, gdam alterar a sequéncia de bases do
DNA como, por exemplo, a fotoreativacdo na qualireag especificas rompem as cadeias
criadas entre dimeros de pirimidina ap6s irradiagin radiacéo ultravioleta Outro sistema de
reparo livre de erro é aquele dependente de raeslfierases que removem grupos alquil
adicionados & guanina para uma proteina aceptst@urando o pareamento normal do DRIA
O reparo de bases com pareamento errbneo (“misnrajghir’) atua removendo bases
tautomeéricas incorporadas em posicoes incorretste &stema envolve a acdo de diversas
proteinas que operam apds a replicacdo removendiases ndo pareadas e restaurando a
sequéncia original. O sistema de reparo por excisdobém considerado um mecanismo de
reparo livre de erro, reconhece e remove basedictatds e lesdes no DNA. Estes sitios sdo
reconhecidos por endonucleases que removem osoiwtideos adjacentes ao dano, clivando
precisamente a cadeia do DNA, gerando uma falhtepmsnente restaurada pela acdo em
conserto de polimerases e ligise

O reparo SOS sujeito a erro € uma das principaitesode mutagdo induzida na célula.
Esta atividade € acompanhada em varios testeapgterminacdo da mutagenicidade induzida
em microrganismoS. Age como um sistema multigénico de reparacadaresuijeito a erro, foi
primeiramente proposto por Defaisal em 1973° para explicar um conjunto de fenémenos que
ocorriam emEscherichia coli apos lesdo no DNA sob o controle coordenado degliesec A
elex A. No estado normal da célula o sistema SOS edt@niTodos os genes que fazem parte
do sistema encontram-se bloqueados pelo représsdy;, mas o nivel de expressao basal de
alguns deles é suficiente para manter as funcdel@s essenciais como a recombinacao por
homologia mediada pela proteina Rec A. Quando alacéém seu DNA danificado, ou sua
replicacdo comprometida, gera-se um sinal que ativersivelmente a proteina Rec A, esta ira
induzir a autoclivagem do repressor Lex A e, coisatemente, a ativacdo dos genes por ele
regulado®’. A medida que estes genes tornam-se derreprimilmges especificas sdo
expressas, como aumento na capacidade de repa@EadA, inibicdo da atividade respiratoria
e bloqueio da divisdo celufdr Além destes fenétipos & possivel observar um atome

consideravel na taxa de mutacdo durante a ativdg&istema SOS. Esta elevacdo é devida a
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presenca dos produtos dos genes UmuDC que conéergralimerases celulares capacidade de
proceder com a replicacdo mesmo quando fitas dadds sdo utilizadas como molde. Como
resultado desta atividade replicativa alteradaiasdvases ndo homoélogas séo inseridas na fita
recém sintetizada, gerando muta¢cdes que séo fixguesum novo ciclo de replicacdo e divisao

celulaf”%

MONITORAMENTO BIOLOGICO PARA DETECCAO DE DANOS CROBGISSOMICOS

Ensaios para afericho da mutagenicidade demonstrdmaver inter-relacdo entre
mutagenicidade e carcinogenicidddeAtravés de um estudo da mutagenicidade de 300
compostos com atividade carcinogénica conhecidaléi®ctado pelo ensakalmonella/fracao
microssomal de figado de rato, que cerca de 90%apostos testados com acao cancerigena,
apresentaram também acdo mutagénica, quando sdbmab teste de Anies®® Proporgéo
semelhante foi encontrada entre os compostos dedpsode atividade cancerigena, que se
revelaram negativos para atividade mutagéfifcaEstes resultados foram posteriormente
validados por diferentes autores empregando abendagliversas para a medicdo da
mutagenicidad®®7:%873

As técnicas de andlise molecular, que revelam t@sagbes no DNA e alteracbes na
expressao génica, estdo sendo cada vez maisddsize tentativa de constituirem marcadores
biolégicos para estudos epidemiolégicos e acoesrelencat**’> Atualmente esta definido
que as técnicas moleculares aplicadas ao DNA e odeipa “adduct” (macromolécula
modificada, produzida quando um agente quimicgens metabdlitos, ligam-se covalentemente
com &cidos nucleares), podem ser Uteis na defirdgdoniveis criticos da acdo de compostos
guimicos, ao passo que as analises citogenétivatame o efeito genotoxico (clastogénico)
causado pelas exposicbes a agentes quimicos, tegspde efeito carcinogénico e

genotoxicgh 7787982

A administracdo de agentes quimicos a serem awaliath animais de laboratorio, em
geral roedores, tem sido o0 método considerado pna@$so para a afericdo da mutagenicidade,
particularmente a carcinogenicid&g "2
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Ensaios  citogenéticos podem ser usados para  mamitompopulacdes
expostas a um grande nimero de clastogénos ocopici® ambientdi$'®**? As células da
medula 6ssea tém se revelado mais sensiveis pdemeiar o efeito genotdxico (clastogénico),
no entanto, este tipo de teste, na pratica, consomigo tempo e requer observadores
especializados.

A deteccdo dos danos cromossO6micos, como paramatomgenéticos, que podem ser
estudados, incluem as aberracdes cromossOmicagoca tle cromatides irmas e os
microntcleo$"®°1%? E de suma importancia que estes ensaios facamgmbaterias de testes
usados em avaliacbes de quaisquer agentes induleresutagenicidad®’®*%* Os testes
propostos tém como objetivo a andlise citogené&&aromossomos de células da medula 6ssea
ou de linfécitos de sangue periférico, os quaiggtio bem estabelecidos do ponto de vista
metodol6gicd® 08>

MONITORAMENTO EMPREGANDO MICRORGANIMOS: TESTE DE AHES.

Entre os testes rapidos feitos com bactérias chstze o teste de Ames ou mutateste,
utilizado mundialmente pela sua eficiéncia em datea acdo mutagénica de compostos
guimicos e/ou biolégicos. O teste tornou-se vadidquartir de estudos que mostraram correlacéao

entre a mutagenicidade, medida neste ensaio, reiaagenicidade em mamifefos® %

O teste de Ames baseia-se na inducdo de mutacée®\wprtem a condicdo de prototrofia
em mutantes auxotréficos para biossintese da inigtiem Salmonela typhimurium. S&o
utilizadas quatro linhagens &typhimurium, (TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102) portadoras de
diferentes mutacées no O6peron da histidina tornasdoncapazes de sintetizar este
aminoacid8®*® As linhagens também apresentam outras mutacdes ammentam a
sensibilidade para a deteccdo de agentes mutagéaicoutacaofa provoca a perda parcial da
camada lipopolissacaridica da superficie bacteripeamitindo a passagem de moléculas
maiores, como 0 benzoapireno, através do envoltdeitieriano; a mutacaovrB, inativa o
mecanismo de reparo livre de erro por exésHoEsta mutacdo, na verdade uma delecéo no
cromossomo bacteriano, se estende ao gen@ecessario para a sintese de biotina. Além disto,

estas linhagens carream o plasmidio pkm 101, qddica para resisténcia a ampicilina e
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aumenta a sensibilidade a agentes mutagénicosegplassdo aumentada dos produtos dos
genesmucAB, homélogos aosmuDC cromossomaf§®’. A linhagem TA 102 contém ainda a
mutacdo no gene hisG428 e o gene para a resisg@tefeaciclina em um plasmidio multicopia
(PAQ1), além do plasmidio pKM 101. Esta linhagem wantém a mutacgéiowrB por ter sido
construida para detectar drogas que necessitanmdgistema de reparo por excisdo integro,
como os agentes oxidantes. Cada linhagem apresemsébilidade maior para substancias que
induzam mutacdes reversas especificas no jsmautada®. Desta forma, a linhagem TA 100
detecta preferencialmente agentes mutagénicos rgneopem troca de bases, enquanto que a
linhagem TA 98, com a mutagcdo de troca de refeabrd leitura no gendisD, detecta
preferencialmente mutac¢des induzidas do tipo teaeferencial de leitura. Especificidade
semelhante é compartilhada pela linhagem TA97 gmeuima citosina a mais no gdnsD>>**

Um aprimoramento importante no teste de Ames foinéorporacdo de fragles
microssomais de figado de rato para a medicao fédesmutagénicos de drogas que precisam
de ativacdo metabdlica. A adaptacéo consiste ecioadr fracdes, enriqguecidas com enzimas de
reticulo endoplasmatico (fracdo S9) de hepatddéosatos e cofatores enzimaticos (mistura S9),
as linhagens bacterianas utilizadas no teste. Ar ki, o teste também foi denominada de
Salmonella / fragéo microssomal de figado de’rato

Uma adaptacédo do ensaio capaz de reduzir drastitame custos do teste foi proposta por
Nestmann e colaboradores (1987pue desenvolveram um teste denominado de Sirteiltes
Nesta variacdo as linhagens séo testadas em ocorgundio isoladamente, como no protocolo
original do teste de Ames.

MONITORAMENTO EMPREGANDO ENSAIOS CITOGENETICOS

Os testes citogenéticos com roedores séo 0s ggesmaproximam de um ideal no que se
refere a avaliacdo da mutagenicidade de agentesdy&os e sua extrapolacdo para o homem.
A proximidade filogenética, a natureza das célidgsresenca de processos fisiologicos normais
do animal atuando na absorcéo, distribuicdo, divacexcrecao da droga fazem destes testes os
paradigmas dos ensaios toxicoldgicos e genotdXiCo©Os testes citogenéticos, de metafases e

de micronucleos, também podem ser feitogtro com células de mamiferos, com os linfocitos
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de sangue periférico. No entanto, estes testes®@m grande restricdo a auséncia de processos
metabdlicos que ocorrem apermasivo’® "%

A deteccgdo dos danos cromossdmicos, através dmgmr#agenéticosin vivo e in vitro,
tem particular relevancia para os seres humana$p poie, um ndmero significativo de doencas
genéticas é relatado como decorrente de anormeBdad estrutura ou no numero dos
cromossomos. A analise citogenética de cromoss@aresta bem estabelecida do ponto de vista
metodoldgico, assim como, tem revelado ser maisisenpara evidenciar o efeito genotdxico
(clastogénicdy 483

O exame microscopico dos cromossomos para a detedgdaberracdes estruturais,
alteracbes numeéricas e troca de cromatides irntiprécedimento melhor estabelecido para a
avaliacdo dos efeitos genotdxicos de drogas sabrélalas de mamiferds®’®

Anomalias cromossdmicas ocorrem em baixa freqééani individuos ndo expostos a
agentes genotoxicos. Entretanto, na presenca dest@postos observa-se um aumento
significativo na freqiiéncia de aberracdes cromogssnna forma de microntclédg® As
principais lesbes cromossdmicas acompanhadas & t#®genéticos sao falhas, isto é, regides
de baixa densidade nos cromossomos, quebras, troaasatidicas, pulverizacdo de

cromossomos e poliploidids’

Outro ensaio citogenético utilizado no monitoratoewle agentes genotoxicos é a
determinacédo da freqiiéncia de micronucleos emaseti¢ medula 6ssea de roedores. O teste de
micronucleo € um teste rapido, o qual é mundialmeniizado para a deteccdo de agentes
genotoxicod®*° Devido a sua relativa simplicidade e especifid&ja este teste é
freqiientemente utilizado em investigacdes de gasioidadd’*> O procedimento técnico e a
utilizacdo do teste foram padronizados pelo “Caltabive Study Group” (1986, 1992¥"
Micronucleos representam uma perda estrutural oménoa resultante de fragmentos
cromossdmicos, ou cromossomos inteiros, induzidwsagentes genotdxicos que danificam
diretamente os cromossomos produzindo quebrasetanab o aparato do fuso acromatico. Os
fragmentos que ndo se orientam para os nucleoséiiaas filhas ficam soltos no citoplasma
dando origem aos microndcleos e podem ocorrer eaiqger tipo de célula em rapida
proliferacad®. Eles sdo mais facilmente reconheciveis em céhrde o ndcleo principal esta
ausente, como nos eritrécitos jovens ou eritrocfoicromaticos (EPC). Estas células da
medula éssea passam por seis a sete divisdes\@ume t®rca de 10 horas. Apdés 10 horas da
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tltima divisdo mitdtica ocorre a expulsdo do nugeomanecendo os EPC na medula por mais
10 horas. Os EPCs sdo considerados as célulaspaheo pesquisa de microntcl&bE*2
Entretanto, eritrocitos maduros, os eritrécitosmmmeromaticos (ENC) do sangue periférico
também podem ser analisados, ja que eritrécitogomicleados ndo sdo removidos pelo
bacg'®2 Um aumento na freqiiéncia de microntcleos indszjgr um agente quimico pode
também estar associado a irregularidades no ddseneato celular durante a eritropoiese,
provavelmente pela aceleracdo do metabolismo daulmedssea. Este mecanismo foi
demonstrado por experimentos realizados em pasiemt€micos usando eritropoetina na
terapéutic¥®°

Micronucleos também podem ser formados por croomgs ndo segregados no final da
mitose devido & acdo de drogas que interferem mmafio do fuso acrométfto Os
micronucleos foram classificados quanto ao seurthma concluiu que aqueles provenientes do
tratamento com um agente que interfere no apaatugb mitotico, geralmente possuem um
didmetro maior do que aqueles induzidos por um taggaimico com acgéo clastogénica. Os
resultantes de fragmentos cromossémicos sdo erhrgereres do que aqueles resultantes de
cromossomos inteirds*. Com a descoberta de anti-corpos anti-cinetéc@nms soro de
pacientes com escleroderma foi possivel analisar ipoinofluorescéncia a natureza dos
micronucleos, isto €, aqueles provenientes de ®somos inteiros (com cinetdcoro) ou de
fragmentos cromossémicos (sem cinetdcoro). Foi dstrado que 90% dos micronucleos
originados pela acdo da colcemide eram originad$rdmossomos inteiros, pois reagiam
positivamente com o anticorpo (Hennietgal 1988). Por outro lado, 85% dos micronucleos de
pacientes com ataxia telangiectasia e 91% dos micteos dos pacientes induzidos por raios-x

s&o cinetécoro negativb

Testes citogenéticos também podem ser famositro com células de mamiferos em
cultura, como por exemplo, a cultura de linfécities sangue periférico humdfloDe forma
semelhante aos testes citogenétiaosiivo, as principais lesées acompanhadas em células
mantidas em cultura expostas a agentes clastogésm as aberracbes cromossOmicas que
podem ser falhas, lesdes acrométicas e quebraod&tides resultando em perda do material
cromossdmico ou formacdo de configuracdes complexa&’® Podem ser investigadas
também as alteracdes no nimero de cromossomosoeaaentre cromatides irmés (TCI

Muito embora a TCI seja um processo normal de aglem divisdo nos tecidos dos mamiferos,
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sua incidéncia aumentada é considerada um indicselmivel de genotoxicidade de agentes

quimicog™ "%

CONCLUSOES

A investigacdo do potencial mutagénico e/ou genotoxe substancias quimicas é de
grande aplicabilidade na industria quimica e fadéutca, permeando, portanto, a utilizacdo
destas ferramentas como um instrumento de avalidgagpossiveis efeitos danosos, como o
cancer, advindos da acdo do composto quimico sotrganismo.

Danos cromossOomicos tém particular relevancia paraeres humanos, posto que um
namero significativo de doencas genéticas e prosesancerigenos é relatado como decorrente

de anormalidades na estrutura ou no nimero de SSDMDS.
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6. - MATERIAL E METODO

6.1. Inseticida Sintético Organofosforado:

- Temefds (grau técnico 95,5%). w.w. - FERSOL (8259/05)
(0,0,0',0'-tetramethyl 0,0'-thiodi-p- phenylenepgtiosrothioate)

s 5
||
(CH30)2 !:l' - 0@ S @ 0 — P (OCH3)p

6.2. - Larvicida microbiandacillus thuringiensisisraelensis (Bti)

- Bti padrao (liofilizado) — IPS 82, isolado 1884, netituto Pasteur, Franca. Amostra

gentilmente cedida pela equipe Bactéries Entomogattes, Inst. Pasteur.

6.3. - Farmaco com acao antineoplasica e citoat&liclofosfamida (SIGMA®)

- (tetra-hidro-2H-1,3,2-Oxazaphosphorin-2-aminexiie)

6.4. - Outros materiais utilizados:
a) Colchicina (Sigma ®);
b) Cloreto de Sédio PA (Merck);
c) Cloreto de Potassio PA (Merck);
d) Acido Acético Glacial PA (Merck);
e) Giemsa (Merck);
f) Acetona PA (Merck);
g) Xilol PA (Merck);
h) Metanol PA (Merck).

6.5. - Metodologia:

6.5.1. - Animais experimentais:
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Os ensaios foram realizados com camundonlyas (nusculus) albinos Swiss Webster,
fornecidos pelo biotério de criacdo do Centro degBisas Aggeu Magalhdes / FIOCRUZ —
Recife PE.

Foram utilizados 410 animais de ambos os sexos4€odias de vida e peso médio de 25 a
30 g foram mantidos em gaiolas apropriadas, adiideat sob temperatura de’@0com ciclos
de iluminagéo (claro / escuro) de 12 horas. O estadricional dos animais foi acompanhado
por veterinarios, sendo oferecido diariamente, adg@lanceada e agua filtrada sem restricoes.
Antes da realizacdo dos experimentos passaramnpgretiodo de oito dias, em quarentena, no
biotério de experimentacao.

Foram administrados aos camundongos o organofosfaeanefds (grau técnico, 95,5%) e
a cepa padréao dgti (IPS 82).

As solucdes do Temefos (grau técnico 95,5%) naesdrecdo de 32,14 mg/mL e a agua
destilada estéril (controle negativo), foram adstmaidas via oral por gavagem (10mL/kg). A
Ciclofosfamida (1%) foi administrada, via i.p., (8§/kg). A Ciclofosfamida e o temefds foram
diluidos em agua destilada estéril.

A cepa padrdo d#@ti (IPS 82) foi diluida em agua destilada estérilapabter uma
suspenséo estoque de 5g/L (20.400 UFC/L - Unidedewadoras de Col6nia por litro). Foram
administradas, via oral por gavagem, agua destéatiil (10mL/kg), como controle negativo, e
a suspensdo d&i nas concentracées de 204 (20,4 116 122,4 (20,4 x TP UFCIL.

Os experimentos foram realizados empregando-sestsstde microndcleo e de metéfase
em células de medula éssea de camundongos, osiaroream divididos em grupos de 05 /
gaiola / sexo, segundo os protocolos.

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etiddsaode Animais (CEUA) da Fundag&o
Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro, registrado e licawisob o numero L-054/08 — Val.
30/06/2012 (Certificado - Anexo).

6.6. -Teste de Micronucleos em células de medula 6sseacdenundongos (Schmid, 1975).

6.6.1. - Inseticida Sintético Temefds - protocoletbtiolégico
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Protocolo Grupo — 1: Numero de animais 30 camuno®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 2: Numero de animais 30 camuna®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a &olde Temefos [55,5 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadka estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 3: Numero de animais 30 camuno®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [27,75 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadka estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 4: Numero de animais 30 camuna®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 48 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 5: Numero de animais 30 camuno®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mL/kg]
Periodo de exposicdo: 72 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 6: Numero de animais 30 camuno®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
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10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 1 dose / semana (9 doses)

Os experimentos consistiram em administrar aos ndongos, via oral (gavagem) [10
mL/kg] o Temefés nas concentracdes de 111,00 m@dT), 55,5 mg/kg e 27,75 mg/kg,
sendo 05 camundongos grupo / sexo / dose. Em caga fporam inoculados como controle
positivo, via i.p., cinco camundongos / sexo comld@osfamida [25 mg/kg]. Para o controle

negativo foi administrado, via oral por gavagem fdl0kg], &gua destilada estéril.

6.6.2. — Larvicida microbianoBacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) - protocolo

metodoldgico

Protocolo Grupo — 7: Numero de animais 20 camuno®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a ss&pedeBti IPS — 82 [20,4 x 1] = 204
UFC (Unidade Formadora de Colonia)

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadka estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 8: Numero de animais 20 camuna®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a segpeleBti IPS — 82 [20,4 x 19= 122,4
UFC

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 9: Numero de animais 20 camuna®ng

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a ssdpedeBti IPS — 82 [20,4 x 1] = 204
UFC

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadka estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 48 horas (dose Unica)
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Protocolo Grupo — 10: Numero de animais 20 camuga®n

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a segpeleBti IPS — 82 [20,4 x 19= 122,4
UFC

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mL/kg]

Periodo de exposicdo: 48 horas (dose Unica).

A cepa deBti IPS — 82 (liofilizada) foi ressuspensa em agudildda estéril (0,059/10ml),
obtendo-se uma suspenséo estoque de 5g/L. Degiensés, foram plagueados 5 ul em placas
de Petri contendo meio Agar nutritivo (pH= 7,0) reubado a 3L durante 18h. Foram
contabilizadas as Unidades Formadoras de Colohl&€) resultando em 20.400 UFC/L na
suspenséo estoque.

Os experimentos consistiram em administrar aos ndongos, via oral (gavagem), 50 ul
de suspensédo d&i IPS — 82, nas concentracdes de 204 e 122,4 URGp £5 camundongos
grupo / sexo / dose. No grupo controle negativatbninistrado agua destilada estéril, via oral

por gavagem, 10 mL/kg de peso corporal.
6.6.3. - Teste de micronucleo (descricdo metodo#)gi

Apés 24 horas, decorrido o tempo de permanénciadiainistracdo dos larvicidas,
temefds eBti, os camundongos foram sacrificados por deslocamevical. Em seguida, os
fémures foram extirpados, dissecados e cortadospéises proximais. Com uma seringa e
agulha tipo tuberculina foi injetado no canal madwos fémures dos camundongos 1,0 mL de
soro fetal bovino, dentro de um tubo de centrifagatendo 2,0 mL do soro fetal bovino. A
suspensao de células foi homogeneizada varias werespipeta Pasteur fina e, em seguida,
centrifugaram-se o material a 1.000 r.p.m. dur&tainutos. O sobrenadante foi descartado
deixando-se cerca de 1 mL no tubo. Pra a confedg@sfregaco, ressuspendeu-se o sedimento
e com 2 ou 3 gotas foram espalhadas com 2 lamingsas e secas, deslizando uma sobre a
outra. ApOs secagem total das preparacdes cital®gis laminas foram colocadas em berco para
coloracédo e submersas em cubas contendo 250 met@@oh sendo fixadas por 10 minutos.

As laminas foram coradas 24 horas apos a realizég&destes. Utilizou-se uma bateria

composta por 4 cubas. As laminas foram colocada$® maiba contendo 200 ml de corante
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Leishman puro, deixando-as submersas por 3 minlResradas e, submersas novamente
durante 15 minutos nd 2uba, contendo 200 mL do corante Leishman dilefdcagua destilada
estéril na proporgéo de 1:6. Em seguida lavadaas/gezes em agua corrente e agua destilada e
finalmente, colocada em uma 3a cuba contendo 200dmlacetona onde permaneceram
submersas durante 10 minutos (Fluxograma 1 — Anek®)preparacdes citoldégicas foram
protegidas por laminulas fixadas as laminas cosab@ do Canada diluido em xilol (1:1).

As laminas foram analisadas em microscopio offtiéax 100), obedecendo-se os critérios:
a) identificacdo da lamina correspondente ao anirbal contagem total dos eritrocitos

policrométicos (PCE); c) total de PCE micronucleado

6.6.4. - Teste de Metafase em Células de Medula @ssde Camundongos (Hsu e Patton,
1969; Zambranoet al, 1982).

6.6.5. - Inseticida Sintético Temefos (grau téc@ibb%) - protocolo metodoldgico:

Protocolo Grupo — 10: Numero de animais 30 camuga®n

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mi/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 11: Numero de animais 30 camuga®n

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a &olde Temefos [55,5 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadia estéril [10 ml/kg]

Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 12: Numero de animais 30 camuga®n
10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefds [27,75 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadia estéril [10 ml/kg]
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Periodo de exposicdo: 24 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 13: Numero de animais 30 camuga®n

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agatdadia estéril [10 mi/kg]

Periodo de exposicdo: 48 horas (dose Unica)

Protocolo Grupo — 14: Numero de animais 30 camuga®n

10 camundongos (5 / sexo) administrados com a&olde Temefos [111 mg/kg]
10 camundongos (5 / sexo) inoculados com a Cidiafasla [25 mg/kg]

10 camundongos (5 / sexo) administrados com agstdadia estéril [10 ml/kg]

Periodo de exposicdo: 72 horas (dose Unica)

Os experimentos consistiram em administrar aos odongos, via oral (gavagem), o
Temefos nas concentracfes de 111,00 mg/kg, Dos@ridékolerada (DMT), 55,5 mg/kg e
27,75 mg/kg, sendo 05 camundongos grupo / sexsd. dm cada grupo foram inoculados como
controle positivo, via i.p., cinco camundongos Xxseom Ciclofosfamida [25 mg/kg]. Para o
controle negativo foi administrado, via oral povggem [10 ml/kg], agua destilada estéril. Uma
solucao de Colchicina (1%) foi inoculada, via inm,dose de 10 ml/kg de peso corporal 22 horas
apos a Ultima inoculacdo e, 2 horas depois, os mdomgos foram sacrificados por

deslocamento cervical.

6.6.6. - Descricdo metodologica - teste de metafase

Apobs 24 horas, decorrido o tempo de permanénciaddanistracdo do inseticida temefds
os camundongos foram sacrificados por deslocameeriacal. Em seguida, os fémures foram
extirpados, dissecados e cortados as epifisesnpagxi As medulas 6ssea foram extraidas através
da injecdo no canal medular dos fémures dos camgodp1,0 ml de NaCl (0,9%) com seringa e
agulha tipo tuberculina, sendo colocada dentro etubo de centrifuga contendo 2,0 ml da

solucdo de NaCl (0,9%). A suspenséao de célulasdimiogeneizada varias vezes com uma pipeta
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Pasteur fina e, em seguida, centrifugadas a 1.Q06 rdurante 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante, ressuspendeu-se o sedimento e adikser ml de solugcao hipotdnica gelada de
KCI (0,075M), ficando em repouso, a temperaturaiantb, durante 25 minutos (hipotenizacao
das células), sendo em seguida, centrifugada @& {rg@2m) durante 5 minutos e descartado o
sobrenadante. Ao sedimento adicionou-se 4 ml daldix metanol / acido acético (3:1), recém
preparado, sendo as células ressuspensas atésehtena solucdo homogénea e sem grumos
(repetir 2 vezes). Apoés a ultima centrifugacaocddeu-se parte do sobrenadante, ficando cerca
de 1 ml para fazer as preparacbes citologicas. uRpesdeu-se as células e em laminas
previamente limpas e totalmente desengorduradastjdaa submersas em agua destilada gelada,
gotejou-se 2 a 3 gotas do material sobre uma pelttagua sobre as laminas. As preparacdes
citologicas foram ligeiramente flambadas em lam@ag alcool, ficando em repouso durante 12
horas.

A coloracao foi processada 24 horas apés a reabizdg teste em cubas contendo 250 ml
de solucgdes para coloracéo, segundo o protocold® cizba contendo solucéo de Giemsa / gua
(10%), recém-preparada, na qual as laminas fordametsas durante 07 minutos; nde 23
cubas contendo acetona, as laminas foram merguglhzafatrés vezes consecutivas em cada
uma; na 4 cuba com acetona: xilol (1:1), as laminas foranmrguadas por trés vezes
consecutivas; nas'B 6 cubas contendo xilol, as laminas foram submersaante 10 minutos
em cada cuba (Fluxograma 2 — Anexo). As preparagiefgicas foram protegidas por
laminulas e fixadas com balsamo do Canada / xitd)) (

Para analise cromoss6mica foram consideradas aasesd que apresentassem: a) numero
completo de cromossomos na metafase (2n = 40); libhamento das cromatides; c)
cromossomos nao sobrepostos; d) boa fixacdo eagdlordas células; e) tipos de aberracdes
cromossdmicas. As laminas foram analisadas emnssthuplo cego, em microscopia oOptica
com objetiva de imersdo (10 x 100), 50 metafases @pimal/dose/grupo) e classificadas: i)
guanto ao nivel de mutacdes cromossémicas (abesgdipos: quebra cromossdmica, quebra
cromatidica, rearranjos, anel, perda de fragmdi@a$S), fragmentos acéntrico simples (FAS)

e duplos (FAD), ii) quanto ao nivel de mutac6esOgenas (aneuploidias ou polipléidias).
(PRESTONet al 1981, 1987a).
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6.6.7. - Avaliagédo de Citotoxicidade, através dtida mitético (1. M%), no teste de metéfase.

O grau de toxidez do Temefés (grau técnico 95,56%im como, da Ciclofosfamida
(controle positivo) e da agua (controle negativam)determinado através do calculo do indice
mitotico, empregando-se a formula:

IM (%) = N° células metafasicas x 106otal de células.

6.7 - Analises Estatistica

6.7.1. - Foi aplicado o teste do qui-quadrado @pgncdes do Soft Epi - Info - 6.04, ao nivel de
significancia de 5%. Na escolha do teste levourse@nsideracdo 0 esquema experimental, e as
transformacdes necessarias para que se facam em®gmmultiplas dos resultados.
6.7.2. - Para testar a suposi¢cédo de normalidadeat&s/eis envolvidas no estudo foi aplicado o
teste de Shapiro Wilk e para andlise comparatigsavedaveis quantitativas foi utilizado t-student.
Todas as conclusGes foram tomadas ao nivel defisigriia de 5%. Os softwares utilizados
foram o Excel 2000 e o R v 2.8.0.

A apresentacao das variaveis mensuradas foi fe#taés de tabelas incluindo também o uso
de algumas medidas descritivas como média e dgsdcdo. Os softwares utilizados foram o
Excel 2000 e 0 R v 2.8.0.

Para testar a suposicdo de normalidade das variéweplvidas no estudo foi aplicado o
teste de Shapiro Wilk e para analise comparativa \@aiaveis quantitativas foi utilizado t-

Student. Todas as conclusfes foram tomadas aod@wggnificancia de 5%.
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7. — RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. — Teste de micronlcleo em grupos expostossaticida temefos

Os resultados do teste de micronucleo em célulasediella 6ssea de camundongos expostos
ao inseticida organofosforado temefés (grau técr@bgpb%), estdo descritos no artigo: Acdo
mutagénica do inseticida organofosforado temefdscélulas de medula éssea de camundongos
(MELO, et al., 2008) (Capitulo 4).

7.2. — Teste de metafase em grupos expostos aticidaetemefos (Dados ainda n&o estdo

publicados. Resumo publicado no 54° Congresso IBirastle Genética - Anexo).

A andlise estatistica dos testes de metafase, kemasée medula 6ssea de camundongos

de ambos os sexos, expostos ao temefés mostrou que:

1 - Ao nivel de significancia de 5%, os percentul@sberracbes cromossdémicas (AC), induzidos
por Temefos nas doses de: 111, 55,5 e 27,75 mgéaram significativamente (p = 0,0001) entre
0s camundongos machos e fémeas (p = 0,0961), afapde diferenca percentual de AC
proporcional as doses, em ambos 0s sexos. O peatel® AC foi significativamente maior (p =
0,0001), em todas as dosagens, nos camundongoasf@raecontrole positivo (CPA 25 mg/kg).
Nos camundongos machos, apenas na dose de 27,K§, mg/ AC foram significativamente
maiores (p = 0,0001) do que no controle positivaai@io comparado com o controle negativo
(dgua 10 ml/kg), s6 o Temefds induziu AC, em todagloses nos camundongos de ambos 0s

sexos, em avaliagéo feita 24h apoés tratamento (halm 2 e 3).

2 — Os indices Mitéticos (I.M %), observados corTemefés nas doses de 111, 55,5 e 27,75
mg/kg, ndo apresentaram diferencas estatisticaragmi¢icantes, ao nivel de 5%, dos observados
no controle positivo (CPA 25 mg/kg) para os camumgds de ambos 0S sexos. Apresentou
aumento percentual em relacdo as fémeas, na ddskldag/kg, mas sem diferenca significativa.

Diferiram significativamente (p = 0,0001) do comgramegativo nos camundongos de ambos 0s

sexos, avaliados 24h apds tratamento Unico (Tab. 4)
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3 - Ao nivel de significancia de 5%, os percentusAC induzidos por Temefos 111 mg / kg e
CPA 25 mg/kg, apresentaram diferencas significatifa = 0,0001) para os camundongos em
ambos os sexos. Apresentando déficit percentuAljgroporcional ao tempo de exposi¢do, com
diferenca significante (p = 0,0001) entre os camugds machos. Comparado ao controle
negativo, o Temefds induziu AC, em todas as dosmss acamundongos de ambos 0S Sexos,
avaliados 24, 48 e 72h apds tratamento (Tab.2,6,7, 8).

4 — Os resultados dos I.M%, com o Temefds na deskéld mg / kg, apresentaram diferencas
significativas (p = 0,0001), ao nivel de significeinde 5%, entre os camundongos de ambos o0s
sexos em relacdo ao periodo de exposi¢cdo. Em oelagéacontrole positivo houve diferenca
significativa para os camundongos machos (p = @ 08p@ara as fémeas (p = 0,0003). Nos grupos
tratados com o controle negativo, o I.M. diferigngficativamente (p = 0,0001) nos camundongos

de ambos os sexos, avaliados 24, 48 e 72h apasigato Unico (Tab. 9).
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7.3. — Teste de Metafases: tabelas

7.3.1. - Tabela 2 - Resultado das analises dosagsomos em células metafasicas, da medula 6sseand@dongos machos, tratados com

Temefds (grau técnico) a 95,5% e CiclofosfamidaXjC#agua destilada, em dose Unica, analisadasr24 hpods tratamento.

orodut Dose | oo /ne Células Células i?alg:?;g%%r: Ntimero total e@)percentual (%) de células por tp@sberracdes
rodutos| -~ exo . Normais x9€S | cromossomica
Testados (rl;nl/cka) Animais | Analisadas Cromossomicas
9’kg animalftotal | 1011/ (%) |01/ 0@ | MD (%) | GAP (%) | Q.CRT (%) FAS (%) | FAD (%)
Temefés] 1110 | M 05| 50 250 69 276 181 72/4 O [0 4 1.6 2 |0 4,0/ 165 66,0
555 | M 05| 50 250 82 32,8 168 672 2 08 4 [16 28|026 104 134 53,6
27,75| M 05| 50 250 132 528 118 472 0 |0 2 0,8 14013 52| 10240,8
CPA® | 25 M 05| 50 250 88 352| 162 64,8 0 32 9 36 21 84 1296
Agua® | 10 M 05| 50 250 249 99,4 1 04 O o 0 0 O o0 |0 0 o

(a) Tipos de Aberracbes Cromossdmicas: Célulasondaitificada (MD); Células com pequenas falhas (G&RIlulas com quebras Croma

tidica (Q. CRT); Fragmento acéntrico simples (FASgmento acéntrico duplo (FAD).

(b) Ciclofosfamida (Controle positivo); (c) Conteahegativo (Agua destilada - mi/kg);

(d) Estatisticamente significativo
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7.3.1. - Tabela 3 - Resultado das analises dosassmmos em células metafasicas, da medula 6sssamismdongos fémeas, tratados

com Temefds (grau técnico) a 95,5% e Ciclofosfar@RA) e 4gua destilada, em dose Unica, analis¥tlhsras apos tratamento.

Células com

Dose Células Células . Numero total e percentual (%) de células por tip@sberracdes
Produtos| . Sexo / N° _ : Aberracoes o
Unica Analisadas Normais ~ | cromossémica$
Testados (ma/ka) Animais Cromossomicas
mg/kg ; 9
animal/total total / (/0) total / (%)(d) MD (%) GAP (%) Q.CRT (% FAS (%) FAD (%)

Temefés| 111,0| F 03 50 250 234 936 16 64 0 |0 5 (2D 08| 4 16 5 20
55,5 F 05 50 250 238 952 12 48 0 [0 2 D8 2 |08 82| 9 36
2775 | F 05| 50 250 244 97/6 6 24 1 04 2 08 0 |0 B2| 4 16
CPA® 25 F 05| 50 250 193 772 57 228 4 16 10 440 132|526 104 4 16

Agua © 10 F 05 50 250| 250 100 0 0 0 Qg 0 ( 0 D 1 040 0

(a) Tipos de Aberracbes Cromossdmicas: Célulasondaitificada (MD); Células com pequenas falhas (G&RIlulas com quebras
Cromatidica (Q. CRT); Fragmento acéntrico simplesS); Fragmento acéntrico duplo (FAD).
(b) Ciclofosfamida (Controle positivo); (c) Conteahegativo (agua destilada - ml/kg)

(d) Estatisticamente significativo
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7.3.1. - Tabela 4Determinacéo dos valores dos indices mitéticos@alas Metafasicas, da medula 6ssea

de camundongos machos e fémeas, tratados com Te(gedid técnico) a 95,5% e Ciclofosfamida (CPA)

e agua destilada, em dose Unica, analisadas 24 &oda tratamento.

Produtos Testados |  pose Unica NUmerode | Cglulas analisadas ~ Indice Mitético (%)
(mg/Kg) Animais / Sexo| Animal /Total Macho / Fémea

Temefds 111 05 1000 5000 1,53 2,33
55,5 05 1000 5000 1,85 1,68

27,75 05 1000 5000 1,33 1,63

25 05 1000 5000 1,59 1,41

CPA®

Agua® 10 05 1000 5000 4,50 4,50

(a) Controle positivo (CPA)

(b) Controle negativo (dgua destilada — ml/kg)

(c) Estatisticamente significativo

94



7.3.1. - Tabela 5 - Resultado das analises dosagsomos em células metafasicas, da medula 6sseand@dongos machos, tratados

com Temefds (grau técnico) a 95,5% e Ciclofosfanf@PA) e 4gua destilada, em dose Unica, anatigl®lhoras apds tratamento.

Dose Células Células i‘i'mas com I Numero total e percentual (%) de células por tigesberragcdes
Produtos| - - Sexo / N° . Normais erracoes | cromossémical
Testados (rl]qu/ia) Animais | Analisadas L, | Cromossomicas
9’kg animalftotal | t0tal/ (%) | 001/ 0@ | MD (%) | GAP (%) | Q.CRT (%) FAS (%)| FAD (%)

Temefés| 1110 | M 05| 50 250 170 68)0 80 320 0 [0 7 k8 3 [ 100] 55 22,0
cPA® 25 M 05| 50 250 178 71p 72 288 2 08 6 P24 4 1B 11,2| 38 1572

Agua® 10 M 05| 50 250| 250 100 0 0 O o0 o0 0 o0 0 O 0O 0 O

(a) Tipos de Aberracbes Cromossdmicas: Ceélulasondaitificada (MD); Células com pequenas falhas (G&RIlulas com quebra Cromatidica
(Q. CRT); Fragmento acéntrico simples (FAS); Fragim@céntrico duplo (FAD).

(b) Ciclofosfamida (Controle positivo); (c) Conteahegativo (agua destilada — ml/kg);

(d) Estatisticamente significativo
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7.3.1. - Tabela 6 - Resultado das analises dosagsomos em células metafasicas, da medula 6ssaand@dongos fémea, tratados com

Temefds (grau técnico) a 95,5% e CiclofosfamidaXjCéagua destilada, em dose Unica, analisadasré® hpds tratamento.

Dose Células Células i%lulas COM | Numero total e percentual (%) de células por tigesaberracoes
Produtos| - . Sexo / N° . Normais €rracoes | cromossémical
Testados (rl;nl/cka) Animais | AAnalisadas Cromossomica

9’kg animalitotal| 10t/ (%) | 01/ 0@ | MD (%) | GAP (%) | Q.CRT (%) FAS (%) | FAD (%)
Temefés| 111,0 F 05| 50 250 201 80,4 19 7,6 0 0 4 1.6 O 0 m6 | 26 10,4
CPA® | 25 F 05| 50 250, 160 640 90 36p 3 12 4 16 6 |237 14,8 40 16,0
Agua(c) 10 F 05|50 250| 250 100 0 0 0 0 0 @ 0 D 0 0 0 0

(a) Tipos de Aberracbes Cromossdmicas: Célulasondaitificada (MD); Células com pequenas falhas (G&RIlulas com quebras cromatidica;

(Q. CRT); Fragmento acéntrico simples (FAS); Fragtm@céntrico duplo (FAD).

(b) Ciclofosfamida (Controle positivo);

(c) Controle negativo (aAgua destilada — ml/kg);

(d) Estatisticamente significativo
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7.3.1. - Tabela 7 - Resultado das analises dosag®omos em células metafasicas, da medula 6ssaand@dongos machos, tratados com

Temefds (grau técnico) a 95,5% e CiclofosfamidaXjCéagua destilada, em dose Unica, analisadasrad hpds tratamento.

Dose Células Células ii'u'as COM | Nimero total e percentual (%) de células por tigesaberragbes
Produtos| . Sexo / N° . Normais erracoes | cromossémical
Testados (rLTJ]m/f(a) Animais | Analisadas Cromossomicas

9’9 animalitotal | @I/ (%) |50/ 06)@ | MD(%) | GAP (%) | Q.CRT (%) FAS (%) FAD (%)

Temefés| 1110 | M 05| 50 250215 86 | 35 14 0 0 3 12 0 oo 19 76 21 84
cpPA® 25 M 05| 50 250 202 80,8| 48 19,2 1 04 6 24 6 24 15 B0 22 88

Agua® 10 M 05| 50 250|250 100| O 0 0 0 0 0 0 0 0O 0 O 0

(a) Tipos de Aberracbes Cromossdmicas: Ceélulasondaihificada (MD); Células com pequenas falhas (G&RIlulas com quebras cromatidica;
(Q. CRT); Fragmento acéntrico simples (FAS); Fragim@céntrico duplo (FAD).

(b) Ciclofosfamida (Controle positivo);
(c) Controle negativo (dgua destilada — ml/kg);

(d) Estatisticamente significativo
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7.3.1. - Tabela 8 - Resultado das anélises dosagsmmos em ceélulas metafasicas, da medula ésseamdamdongos fémea, tratados com

Temefds (grau técnico) a 95,5% e CiclofosfamidaXjC#agua destilada, em dose Unica, analisadaera? hpods tratamento.

Dose Células Células ?A?JIUI&S COM I Numero total e percentual (%) de células por tigtes
Produtos - Sexo / N° . Normais €rracoes | gherragdes cromossdomicds
Testados (rl;nl/cka) Animais | Analisadas Cromossomicas

9’kg animalftotal| 1011/ (%) | i1/ 0@ | MD (%) | GAP (%)| Q.CRT (%)| FAS (%) FAD (%)

Temefos 11100 F 0% 50 280 224 896 26 104 0 |0 @20 0| 8 32 15 6,0
cPA® 25 F 05| 50 250 195 780 55 220 3 12 6 [246 24| 18 7,2 25 10,0

Agua® 10 F 05|50 250/ 0 O/ O O] O O O Q@ O d4d O p o0 o0

(a) Tipos de Aberracbes Cromossdmicas: Célulasondaitificada (MD); Células com pequenas falhas (G&RIlulas com quebras cromatidica
(Q. CRT); Fragmento acéntrico simples (FAS); Fragim@céntrico duplo (FAD).

(b) Ciclofosfamida (Controle positivo);

(c) Controle negativo (aAgua destilada — ml/kg);

(d) Estatisticamente significativo
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7.3.1. - Tabela 9 Determinacdo dos valores dos indices mitoticoscélmas metafasicas, da medula
0ssea, de camundongos machos e fémeas, trataddseooefds (grau técnico), Ciclofosfamida (CPA) e

agua destilada, em dose Unica, analisadas 24,728heras ap0s tratamento em relacdo a dindmica na

proliferacao celular.

5 M (%) © iM (%) © M (%) ©
Produtos| Dose N Células 0) 0) ()
Unica | Animais | ~ analisadas (24h) (48h) (72h)
Testados / Sexo ,
(mg/Kg) Animal / Total | Macho / Fémea  Macho / Fémeal Macho / Fémea
Temefos 111 05 1000 5000 1,53 2,83 1,71 1,98 3,2B,26
25 05 1000 5000 1,42 1,46 1,48 1,52 1,60 1,72
CPA®
Agua® 10 05 1000 5000 4,50 450 4,40 4,46 445 4,48

(a) Controle positivo (CPA)
(b) Controle negativo (dgua destilada — ml/kg)

(c) Estatisticamente significativo

99



Nossos resultados demonstram a acdo mutagéniceidadpelo inseticida quimico
Temefds — grau técnico 95,5%, em células de methdaa de camundongos de ambos os
sexos, com a formacédo de micronucleo (Fig.2), @tmoeitos policromaticos (PCE MN)
nas concentracdes de 27,75, 55,50 e 111,00 mghy qaporal, 24h apos tratamento
anico. E na concentragdo de 111,00 mg/kg, ap6d4&472h de tratamento Gnico e apds 9
doses (1 dose/semana) de tratamento. A frequiéacfRCE MN) induzida pelo Temefds
nos camundongos machos, foi superior a do confpoltivo (CPA), em todas as
concentracdes e ao tempo de exposicao (MELaD, 2008).

Nos testes de metafase o Temefds grau técnicoziindiberracdes cromossomicas,
em células de medula 6ssea de camundongos (Figasg)oncentracbes de 27,75, 55,50 e
111,00 mg/kg peso corporal, em ambos 0s sexosads tratamento Unico. E igualmente
na concentracdo de 55,50 e 111,00 mg/kg as 24, 48hge apos tratamento unico. O
Temefds induziu o percentual de aberragBes cromosasé superior ao controle positivo,
nos camundongos machos, as 24 e 48h apos tratatmeotonas concentragcdes de 55,50 e
111,00 mg/kg.

A CPA recomendada em testes para deteccdo de gmmbdde, como controle
positivo, assegurou a confiabilidade dos experiogentealizados nos padrdes
estabelecidos.

Sdo0 escassos o0s dados literarios que se refereenatogicidade do Temefds,
podendo ser citado o trabalho de Aiub et al., (202e mostra através do ensaio Cometa
(SCGE), a genotoxicidade do Temefos, induzindodesgrosseiras no DNA em doses
acima de 1,34M. No sistema SOS cromoteste, 0 Temefos foi muiagéporém néo foi
toxico para a linhagem PQ37 #scherichia coli, em concentragcdes acima de 1,83,
sem adicdo da mistura S9. E empregando o testengs Aom as linhagens &almonella
typhimurium, o Temefds, com e sem adicdo da mistura S9 namdbagénico para as
linhagens TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102. Entretarggelou-se mutagénico, com e sem
adicdo da mistura S9, para as linhagens TA 98 NB, 04 e YG 7108 com
concentracdes acima de 389 (Aiub et al., 2002).

Embora algumas andlises feitas dos danos causaliougpo destes compostos a
saude humana tenham sido, em sua maioria, restatasfeitos agudos, caracterizando um
problema de Saude Publica, a extensédo no que cenambretudo, aos efeitos crbnicos, é

pouco conhecida.
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Tese de Doutorado Maria Eliane Bezerra de Mélo

7.4. -Representacao fotogréfica de eritrécitos policrasnatmicronucleados (PCEMN).

Figura 2-Eritrocitos policromaticos micronucleados (PCE) eftulas de medula 6ssec
camundongos tratados com Temephos - Grau Técricd%®. (10 x 100x).
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Tese de Doutorado Maria Eliane Bezerra de Mélo

7.5. -Representacao fotogréafica de metafases com abesragmossémicas

Figura 3- Aberracdes CromossOmicas induzidas pedeticida Temefés Grau
Técnico (95,5%): (A- Normal); (B: 1- FAD); (C: 1%- Q. Crmt.; 2 e 4 GAP; 3 -
FAS); (D: 1- GAP). (10 x 100x).

Legenda:

Quebra cromatidica (Q. Crmt.)
Fragmento acéntrico duplo (FAD)
Deslocamento ou pequena quebra (GAP)
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7.6. — Teste de micronucleo: em grupos expostdaraizida microbiandBti - IPS 82
padréo (Dados ainda nao estao publicados).

Uma analise descritiva foi realizada para exporessiltados obtidos. A apresentacao
das variaveis mensuradas foi feita através de aabatluindo o uso de algumas medidas
descritivas como, média e desvio padrao.

Para testar a suposicédo de normalidade das variémeolvidas no estudo foi aplicado o
teste de Shapiro Wilk e para analise comparatisavdaiaveis quantitativas foi utilizado o

teste t Student. Todas as conclusdes foram ton@adai/el de significancia de 5%.

A citotoxicidade ddBti foi avaliada, através da analise das médias, enp&@cado com
as doses, 0 sexo e o0 tempo de permanéncia.

Na analise citotoxica dos resultados através diésardas médias, em comparacdo com
as doses, entre machos e fémeas nédo foi observi@denda significativa ao nivel de 5%
(Tabela 10).

TABELA 10 - Andlise citotoxica dos resultados obsdapds 24 e 48 horas do tratamento
comBti (204 e 122,4FC*) em camundongos machos e fémeas.

Sexo Tempo N° Animais Media Desvio Padréo p-valor**
Masculino 24h 5 0,30 0,03 0,1113
Bti (204 UFC) 48h 5 0,34 0,03
Fémea 24h 5 0,34 0,02 0.4677
Bti (204 UFC) 48h 5 0,36 0,05
Masculino 24h 5 0,34 0,02 0,7412
Bti (122,4 UFC)  48n 5 0,34 0,05
Fémea 24h 5 0,35 0,02 0,6644
Bti (122,4 UFC)  48n 5 0,36 0,02

(UFC*) Unidade Formadora de colonia
(Bti) Bacillusthuringiensisisraelensis
(p>0,05) ** estatisticamente insignificante ao hide 5%
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A citotoxicidade ddBti analisado, através da analise das médias, em cagdpacom
as doses 0 sexo e o tempo de permanéncia, nao tiderenca estatisticamente significativa

ao nivel de 5% em comparacdo com o controle negéiua) (Tabela 11).

Tabela 11 -Andlise citotoxica dos resultados obtidos apog 28 horas do tratamento c

agua (200 pl) 8ti (204 e 122,4 UFC*) em camundongos machos e fémeas.

Sexo Tempo Tratamento N° Animais Media Desvio Radgvalor**

Macho 24h Agua 5 0,33 0,01 0,1753
Bti (204 UFC) 5 0,30 0,03

Fémea 24h Agua 5 0,35 0,03 0,8242
Bti (204 UFC) 5 0,34 0,02

Macho 24h Agua 5 0,35 0,01 0,5116
Bti (122,4 UFC) 5 0,34 0,02

Fémea 24h Agua 5 0,35 0,02 0,7731
Bti (122,4 UFC) 5 0,35 0,02

Macho 48h Agua 5 0,36 0,04 0,3419
Bti (204 UFC) 5 0,34 0,05

Fémea 48h Agua 5 0,40 0,05 0,3640
Bti (204 UFC) 5 0,36 0,02

Macho 48h Agua 5 0,36 0,05 0,5150
Bti (122,4 UFC) 5 0,34 0,03

Fémea 48h Agua 5 0,36 0,01 0,5668
Bti (122,4 UFC) 5 0,36 0,05

(UFC*) Unidade Formadora de Colbnia
(Bti) Bacillus thuringiensis sorovar.israelensis
(p>0,05) ** estatisticamente insignificante ao hide 5%
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O Bti, através dos experimentos realizados, ndo induZarmacdo de micronucleos,
portanto, ndo foi considerado como um agente moiegé Estes achados estdo em
concordancia com a revisdo literaria, na qual nd@nfi encontrados relatos sobre a
mutagenicidade e/ou genotoxicidade Bto em células de mamiferos, quer seja através da
administragéo oral (gavagem) ou adicionada a abosefDE BARJAC, 1990).

Estudos toxicoldgicos realizados em mamiferos racstn que em coelhos e cobaias o
Bti ndo produziu alteracbes na pele e nem irritacéd® olbos. Em camundongos a
administracdo oral, durante 3 semanas, também péesemtou efeitos toxicoldgicos
significantes. Em duas gera¢bes de camundongosfandobservada alteracdo quanto a
mortalidade maternal, a fertiidade e o numero @scedndentes. Efeitos adversos de
viruléncia, ap0s 5 sucessivas passagens de esgerBs em camundongos, ndo foram
observados (ADVISORY COMMITTEE ON PESTICIDES, 199Bnsaios realizados em
camundongos, ratos, coelhos e cobaias, atravésodalaces (subcutanea, intraperitoneal,
ocular), de aplicacdo percutanea, de inalacaoddangtracdo por gavagem, adicionada a
alimentos ou por escarificacdo da pele, mostratssérecia de toxicidade aguda e cronico do
Bti (DE BARJAC, 1990).

Apenas Mayest al., (1989), reportam efeitos do polipeptideo de R& kCytlAa) do
cristal do Bti, produzindo hipotermia e bradicardia apds admbgdp, via i.p, em
camundongos.

Estudos sobre a toxicidade @i demonstram, na maioria das circunstancias, sua
inocuidade para a fauna nado-alvo encontrada n@slaurios de mosquitos, salvo para
algumas espécies de quironomideos (Diptera) (GAR@Aal 1980; ALI, 1981;
MULLIGAN; SCHAEFER, 1982).

Nas duas ultimas décadas, tem se observado um supragressivo do niamero de
produtos a base d&i, disponiveis no mercado mundial (Tabela 1). Essegue 0 consumo
destes produtos deve aumentar consideravelmeriestgdo devido ao impacto ambiental
causado pelo uso de inseticidas quimicos (ZAIM; IGBIT, 2002).

O uso de produtos contendesporos viaveis deBti em agua potavel sofreu,
inicialmente, restricbes por parte da Organizacamdvhl de Saude por insuficiéncia de
provas experimentais de sua inocuidade a salde naumantretanto desde 1991 a
Organizacdo Mundial de Saude recomenda a utilizalgi@rodutos contendo cristais e
esporos viaveis, em formulacdo apropriada a esp® ftparticular de criadouro
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1999).
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8. - CONCLUSOES:

1. — O inseticida organofosforado Temefos — (gréanico 95,5%) revelou-se genotoxico
(clastogénico), via oral (gavagem), em células dduta 6ssea de camundongos de ambos 0s

sexos, assim como, apresentou citotoxicidade aaltier a dinamica da proliferagéao celular;

2. — O larvicida biologicdBacillus thuringiensis sorovar.israglensis (Bti) ndo se revelou
como um agente mutagénico ou genotoxico (clastoggmm células de medula 6ssea de

camundongos de ambos 0S sexos;

3. — O larvicida biologicdaBacillus thuringiensis sorovar.israglensis (Bti), ndo apresenta
riscos potenciais para células de mamiferos enoteda mutagenicidade ou genotoxicidade,

em se tratando de exposi¢ao unica,

4. - Os resultados deste estudo reafirmam a neéeelesde considerar os potenciais riscos,
além da toxicidade aguda, que o uso esporadidenssico e/ou constante de inseticidas no
ambito doméstico, na agricultura e em programasodéoles de vetores, pode representar a

saude humana, ao nivel mutagénico ou genotéxico;
Este trabalho alerta para a importancia da invasdig do potencial mutagénico e/ou

genotoxico de inseticidas, em geral, como medidaguntiva para 0 uso seguro para a saude

e 0 meio ambiente.
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9. - PERSPECTIVAS:

1. - Propor cooperacao tecnologica aos Orgaos lesaeio ambiente, para implementacéo
de programas de monitoracao bioldgica dos riscoss#ticidas empregados em programas de

Saude Publica;

2. - Aprofundar os conhecimentos sobre efeitos tgeitos (clastogénicos) em mamiferos,
induzidos pela exposicdo ao inseticida organofasior Temefds, biolarvicidaBacillus
thuringiensis sorovar. israelenses (Bti), e outros produtos que venham a gsados no
combate ao vetor da dengue. Espera-se que tai®aomntos sejam Uteis a avaliagdo de

riscos potenciais destes produtos para a saudenagima
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CAPITULO XI
ANEXOS



FLUXOGRAMA - 1

TESTE DE MICRONUCLEOS

Teste [Zdoses)

\Luia oral {(gavagemy)

Sacrificado
[24h apds 12inocg)

N,

—
Fr—1

¢ Cél.m.bssea +SFB
- 1000rpm{5min [2]
v

N

e

o Esfregago sob
estiramento

Hessuspender -

2 a 3 gotas
~
COLORACAO TESTE DO MICRONUCLEO
(Segundo Leishman)
3min 15min

—» Lavar 4gua corrente—» Lavar agua dest.—»

10 min

Acetona
Xilol
(1/1

v

10min

Xilol
Puro




FLUXOGRAMA - 2

TESTE DE METAFASES

Teste [=doses]

J/uia oral {gavagem}

Z a 3 gotas
e Cu'th 1%“.']]

J

Sacrificados
[24h apds 12 inog)

/D 000rpm{5min

J/ Fixagdo[3X]
Met:dc.acético
ECt':l.m.l'Jsst:al (3:1)

1000rpm{10min
/]\1 000rpm{10min

NaCl 0,9%
(3ml)

hipotenizacgio
[25min/TA]

I
KCI 0,075M [4ml]

COLORACAO TESTE DE METAFASES

(Segundo Giemsa)

7 min 3x 3x 3x 10min 10min
Giemsa Acetona
Acetona || | Acetona |—p Xilol | Xilol Xilol
10% (111
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O Programa Nacional para o controle do vetor da dengue, Aedes aegypti, implantado pelo Ministério da Saide em 1996,
¢ fundamentado no uso de inseticidas quimicos, principalmente o organofosforado Temefés, aplicado como larvicida
nos criadouros do Ae. aegypti, inclusive em recipientes com dgua potével, resultando em extensa exposicio humana.
Embora algumas anilises dos danos causados pelo uso destes compostos 4 satide humana tenham sido feitas, elas sio,
em sua maioria, restritas aos efeitos agudos. A extensio destes danos no que concerne aos efeitos cronicos é pouco
tonhecida. Nosso objetivo foi investigar o potencial genotéxico do organofosforado Temefés grau técnico (95,5%)
através do teste de metifase, em células de medula éssea de camundongos albinos Swiss webster, de ambos os sexos.
Os animais foram tracados (10 ml/Kg) via gavagem, com o Temefds nas concentragoes de: 111,00 (DMT); 55,50 e
27,50 mg/kg e o controle negativo (dgua destilada) e, via i.p., com a Ciclofosfamida (CPA) 25 mg/kg. como controle
positivo. O temefés induziu 72,4%; 67,2% e 47,2%, de aberragoes cromossdmicas (AC), segundo as doses decrescentes,
em camundongos machos e 6,4%, 4,8% e 2,4% em fémeas. Nestas, os efeitos foram significativamente menores do que
os induzidos pelo CPA, que induziu 64,8% de AC em camundongos machos e 22,8% nas fémeas. O controle negativo
| ndo induziu AC em nenhum dos testes. Os percentuais de AC induzidos pelo temefds diferiram significativamente,
' —— enwe os camundongos machos e fémeas, ao nivel de 5% com efeito, dose-dependente, nos camundongos machos
' (p=0,0001) e para os camundongos fémeas (p = 0,0961). Os indices mitdticos ndo apresentaram para ambos os sexos,
| diferencas significativas entre os grupos tratados com Temefds e com CPA, diferindo, ambos, do controle negativo

(p = 0,0001). Conclui-se que o Temefés, através da técnica empregada, induziu aberracoes cromossdmicas em células

{

, _ de medula dssea de camundongos, assim como, alteracio dos indices mitéticos, interferindo, portanto na dinimica da
: ' proliferacio celular. O uso do CPA como controle positivo para detec¢io de genotoxicidade, assegurou a confiabilidade
os testes realizados.
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