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RESUMO

A busca de indicadores de efeitos devido a exposicdo de organismos ndo-alvo a fungicidas vem se intensificando. Atualmente,
as alteracBes bioquimicas e as relacionadas a parametros do desenvolvimento estdo entre as medidas de eventos mais
estudados como possiveis indicadores na dependéncia da ocorréncia de periodos criticos no desenvolvimento, ja que muitos
desses produtos alteram vérios aspectos do sistema reprodutivo. Aos indicadores usados tradicional mente como porcentagem
de fertilidade, abortos e natimortos, foram acrescentados outros parametros rel ativos ao desenvolvimento fisico reprodutivo
(diamédio de descida do testiculo e abertura de vagina), além do estabel ecimento de método in vitro para avaliacéo da
possivel interferéncia dos pesticidas na atividade da CY P19 aromatase, que catalisa a conversdo de andrégenos em
estrogenos. Neste trabalho procurou-se avaliar os possiveis efeitos do fungicida Fenarimol apés exposicéo perinatal, uma
vez que o transporte placentario do Fenarimol aumenta a partir do 18° dia da prenhez e é excretado pelo leite materno.
As fémeas de ratos Wistar foram expostas a 150 ou 300 mg.kg™ de Fenarimol (S.C.) durante o periodo inicial ou final
da prenhez ou durante os seis primeiros dias da lactacdo. As taxas de viabilidade ao nascimento (VA) e ao desmame (VD)
foram observadas conforme: VA = 100 x (nimero de filhotes natimortos/nascidos vivos) e VD = 100 x (nimero de filhotes
desmamados/nascidos vivos). Todos os filhotes tiveram seu desenvolvimento fisico reprodutivo acompanhado até o 26°
dia de vida. As duas doses estudadas, apesar de terem afetado de forma pontual os parémetros fisicos observados, ndo
demonstraram clara evidéncia de efeito dose-resposta ao Fenarimol dentro da mesma fase (prenhez e lactacéo). Tais
observac@es enfatizam aimportancia de estudos prospectivos desses produtos, com o uso de indicadores que evidenciem
alteracOes sutis. A obtencédo de dados de alvos mais sensiveis podera contribuir para o aprimoramento dos instrumentos
COm 0S quai's 0s riscos possam ser minimizados em relacéo a salde ambiental. Assim € que, para a avaliagéo da provéavel
interferéncia do fungicida na atividade da aromatase, esta sendo adaptado o método no qual sdo utilizados microssomos
de figado de ratos como fonte da enzima a ser avaliada em presenca do Fenarimol.
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ABSTRACT

Fenarimol effects on the animal development and ratsreproduction

The search of biomarkers of effects due to the non-target organisms’ exposure to fungicides comes intensifying itself.
Nowadays the alterations of biochemical and of developmental parameters are among the measures of events most studied
as possible biomarkers depending of the critical periodsin the development; since many of these products alter several
aspects of the reproductive system. Beyond the biomarker used traditionally as fertility percentage, abortions and still-
born, were added other parameters related to the reproductive physical development (average day of testicle descent and
vagina opening); and in vitro establishment of the method for evaluation of the possible pesticides interferencein CY P19
aromatase activity, that catalyzes the conversion of androgens in estrogens. In thiswork, it was eval uate the possible effects
of the fungicide Fenarimol after perinatal exposure, since the fenarimol placental transport increases from the 18" ges-
tational day and is excreted via maternal milk. The females Wistar rats were exposed to 150 or 300 mg.kg of Fenarimol
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(S.C.) during the initial or final gestational period or during the six first days of suckling. The birth (VA) and weaning
(VD) viability were observed as: VA = 100 x (number of stillborn/born alive) and VD = 100 x (number of weaned/born
alive). All pups had its reproductive physical development accompanied till the 26" life day. Both studied doses, in spite
of having affected the observed physical parametersin a punctual way, did not cause clear evidence of a dose-response
effect to Fenarimol within the same phase (gestation and lactation). Such observations emphasize the importance of these
products prospective studies, with the biomarkers use that may evidence subtle alterations. The obtained data of more
sensitive targets will be able to contribute for the amelioration of the methods and polices that are able to minimize the
risks regarding the environmental health. Thus, it is being adapted the method for the evaluation of possible fungicide
interference in aromatase activity, in which are used mice liver microsomes as enzyme source to be evaluated at the presence

of Fenarimol.
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INTRODUCAO

O répido crescimento da utilizagdo de produtos quimicos
introduziu o conceito de andlise de risco dentro da avaliacéo
de impacto ambiental. O risco refere-se a probabilidade de
um organismo ou uma determinada popul acdo sofrer dano. Esta
avaliacao é realizada, quanto a salide ambiental, identificando
Orgéos ou sistemas af etados que podem levar a enfermidades
e desequilibrios e estabel ecendo as condic¢des de exposi¢ao
e dose ao agroquimico que levam ao dano e/ou enfermida-
de. Os agroquimicos podem ocasionar prejuizos ao desenvol-
vimento embriofetal, provocando aborto ou deficiéncias na
formaco do feto (Nurminen, 1995). O estudo do efeito desses
produtos durante afase de lactagdo também € importante devido
a possibilidade de sua eliminagao por estavia e, consequien-
temente, de expor o filhote a0 mesmo. Essa exposicdo pode
levar a alteragdes fisiol 6gicas e comportamentais, uma vez
gue ao hascer 0s animais ndo possuem todos os sistemas fi-
siologicos maduros (Thiel et al., 1994; Hallen et al., 1995;
Vogel & Hagler, 1996; Pohl et al., 1998).

Para gjudar a determinar os riscos através da exposi¢do
asubsténcias quimicas em humanos a USEPA (U.S. Environmen-
tal Protection Agency) vem requerendo fregiientemente tipos
especificos de testes toxicol 6gicos, usualmente em ratos e
camundongos. Muitos agentes ambientais (entre €es os pesticidas)
afetam o Sstemareprodutivo, e os testes confirmam informagfes
de seus efeitos sobre varios aspectos deste, incluindo gestagéo,
parto, lactacdo, desmame, crescimento e desenvolvimento da
prole (Claudio et al., 1999). A exposi¢&o a agrogquimicos pode
ocasionar alteracGes na modulacdo do sistema endécrino de
animais silvestres e do ser humano, que resultariam em efeitos
prejudiciais reprodutivos e na inducdo de certos tipos de can-
cer. Um dos possiveis mecanismos de agdo paraesse efeito éa
interferéncia com asintese de esterdides, mais precisamente com
aenzimaCY P19 aromeatase, que catdisaaconversio de androgenos
em estrogenos, sendo responsavel pelo balango homeostético entre
0 que tradicionalmente sdo considerados hormonios femininos
emasculinos. Em vertebrados, aaromatase esta presente no cérebro,
e o imprinting perinatal € governado por hormonios esterdides
no cérebro, em desenvolvimento.

Em alguns estudos foi observado que o transporte
placentério de Fenarimol ocorre ao redor de 0,1% da dose
administrada, correspondente a 350 mg.kg™ naracéo do dia
0 aosdias 14, 15, 16, 17 ou 18 quando o [*C] Fenarimoal (8,2
nCi) foi administrado em dose Unica, embora a partir do 18°
dia da prenhez sua taxa de concentracdo seja 1,0. A sua
concentracd@o no leite materno alcanca concentracdes 3 a 5
vezes aquelas encontradas no plasma materno. Apés a
administracéo de [**C] em ratas no quinto dia de lactacéo,
aparecem altas concentracdes de radioatividade no hipotalamo
dos neonatos, que aumentam rapidamente e decrescem mais
lentamente. Essas altas concentragdes do fungicida coincidem
com a época do desenvolvimento do comportamento sexual
(Hirsch et al., 1986).

Tais observacdes, em relacdo ao desenvolvimento e/ou
expressdo do sistema reprodutor masculino, enfatizam a
importancia do estudo prospectivo dos efeitos desse fungicida.
Assim, a avaliacdo perinatal é importante para o desenvol-
vimento do estudo do desenvolvimento animal e dateratologia
(Nelson, 1991).

O objetivo do trabalho foi avaliar alguns parémetros
reprodutivos em ratas expostas ao Fenarimol e avaliar alguns
possiveis efeitos no desenvolvimento fisico de ratos expos-
tos perinatal mente.

MATERIAL E METODOS

Animais utilizados e exposi¢do ao Fenarimol

Os animais utilizados foram ratos Wistar, mantidos em
condices padronizadas de bictério. Para o acasalamento, cada
macho foi colocado com duas fémeas de ciclo estral regular.
A presenca de espermatozoéides no lavado vaginal das ratas
foi considerada como indicativa do 1° dia de prenhez. Foi
anotado o ganho de peso de cada fémea durante a prenhez e
dos filhotes do 1° até o 23° dia de vida. As fémeas foram
expostas durante o inicio (1-6 dias; Pri) ou o fina da prenhez
(15-21 dias, Prf) ou os seis primeiros dias da lactacéo (Lac),
por via subcutanea, nas doses fracionadas de principio ativo
de 150 ou 300 mg.kg™*/d de Fenarimol, Rubigan®, Dow
AgroSciences.
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NUmero de animais utilizados

Foram usadas 10 fémeas para cada grupo experimen-
tal. Na analise do desenvolvimento fisico foram utilizados todos
os filhotes de cada ninhada.

Parametros analisados

Foram avaliadas as taxas de viabilidade ao nascimento
e ao desmame das proles conforme descrito: VA = 100 x (nimero
de filhotes natimortos/nascidos vivos) e VD = 100 x (nime-
ro de filhotes desmamados/nascidos vivos). Os filhotes fo-
ram avaliados quanto ao seu desenvolvimento fisico. A presenca
ou auséncia dos parémetros observados deu-se de acordo com
aidade do filhote e por determinado nimero de dias conse-
cutivos até o aparecimento do mesmo em todos os filhotes
avaliados (Alder, 1983; Hossain et al., 1999). Foram anotados,
por filhote, os dias respectivos em que ocorreram a abertu-
ra de vagina (20 a 26 dias de vida) e a descida dos testicu-
los (20 a 26 dias de vida).

RESULTADOSE DISCUSSAO

As taxas de viabilidade ao nascimento e ao desmame
das proles das fémeas expostas ao Fenarimol ou n&o (controle)
est8o descritas na Tabela 1. Os resultados desta avaliagdo quanto
ao potencial de toxicidade do fungicida sdo registrados em
porcentagem.

A taxa ao nascimento foi calculada para verificar a
possibilidade de efeitos observados nos testes devido a problemas
na prenhez das ratas. Verificamos, dos resultados obtidos, que
ha efeito do fungicida na curva de sobrevivéncia dos fil hotes.
Quantidades distintas de Fenarimol ndo interferem nacurvade
sobrevivénciados filhotes, ou sga, 0 nimero de ratos vivos cujas
ninhadas foram expostas namesmafase, porém submetidas adoses
ditintas de Fenarimol, € estatisticamente similar. Periodos distintos
de exposicéo interferem na curva de sobrevivéncia dos filhotes,
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0u sgja, 0 nUmero de ratos vivos cujas ninhadas foram tratadas
com umamesmadose, porém em fases didtintas, € etetisticamente
diferente. Os dados presentes sfo uma confirmag@o dasensibilidade
dos animais no periodo perinatal a este fungicida, que pode ser
excretado no leite (Hirsch et al., 1986).

Na Tabela 2 estdo descritos os resultados obtidos dos
parametros de desenvolvimento fisico dos filhotes, abertura
de vagina e descida dos testiculos, sendo estes parametros
observados em todos os filhotes das ninhadas. Sao apresentados
os dias médios e respectivos desvios-padrédo para que 100%
dos filhotes de cada ninhada (n = 10) pertencentes aum mesmo
grupo apresentem o parametro estudado.

Apesar da diversidade de estudos existentes, 0 impacto
dos pesticidas na salide nem sempre é bem conhecido. Sabe-
se, por exemplo, que aexposicao de fémeas a pesticidas durante
afase reprodutiva pode levar a alteracdes fetais com reflexos
fisicos e comportamentais, na dependéncia da ocorréncia de
periodos criticos no desenvolvimento animal, durante a prenhez
e imediatamente apds o nascimento.

O Fenarimoal produz ainibicéo da atividade da aromatase
CY P19, com conseqliente prejuizo da sintese de estradiol,
concorrendo para falhas na diferenciacao sexual cerebral de
machos (Hirsch et al., 1987; Vinggaard et al., 2000). A aromatase
citocromo P450 é produzida pelo gene CY P19. Um dos principais
passos no desenvolvimento e diferenciacéo sexua no cérebro
€aconversdo intraneuronal de andrégenos em estrégenos. Esse
passo é catalisado pela enzima denominada aromatase citocromo
P450 (CY P19). Durante o desenvolvimento, aformacao local
de estrégeno em determinadas regides cerebrais desempenha
importante funcdo no mecanismo através do qual os esterdides
sexuai's desempenham sua acdo neuroendécrina centrd, influen-
ciando a diferenciacéo cerebral, a regulacéo do controle
gonadotrdfico e o comportamento (Stoffel-Wagner, 1999; Honda
et al., 1998). Conseqlientemente, ele pode promover ateracdes
neurocomportamentais e reprodutivas.

Tabela 1 — Avaliag8o da taxa de viabilidade ao nascimento e ao desmame em ratas (n = 10) expostas oralmente ao Fenarimol
(150 ou 300 mg.kg™, S.C.). Os dados séo apresentados em porcentagem (teste x> — p < 0,05; * = estatisticamente significativo). S8o apresentados
também a média de dias de durag@o em dias da prenhez das fémeas de cada grupo e seus respectivos desvios-padréo.

Grupos Taxadeyiabilidade Taxa deviabilidade ao Duracéo (_ja prenhez
ao nascimento (%) desmame (%) (dias)
ConPri 96,67 (3/90) 83,33 (75/90) 21,7+ 0,95
ConPrf 100,0 (0/85) 97,64 (83/85) 21,7+ 0,48
ConLac 97,19 (3/107) 85,04 (91/107) 22,0+ 0,82
FenPri 150 100,0 (0/89) 77,52 (69/89) 22,0+ 1,15
FenPri 300 98,95 (1/96) 79,16 (76/96) 21,7+0,82
FenPrf 150 96,93 (3/98) 95,91 (94/98)* 21,6+ 0,70
FenPrf 300 91,14 (7/79) 97,46 (74/79)* 22,0+ 0,67
FenLac 150 100,0 (0/90) 77,77 (70/90)* 22,7+ 0,67
FenL ac 300 100,0 (0/89) 77,52 (69/89)* 22,3+0,48
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Tabela 2 — Desenvolvimento fisico e neurocomportamental dos filhotes de fémeas expostos a 150 ou 300 mg.kg de Fenarimol, S.C.
S&o apresentados os dias médios e respectivos desvios-padréo para que 100% dos filhotes de cada ninhada (n = 10)
pertencentes a um mesmo grupo apresentem o parametro estudado (teste t de Student — p < 0,05; * = estatisticamente significativo).

Média dediaspara apresentar acaracteristica avaliada

Grupos
Aberturadevagina Descida detesticulo

ConPri 17,0+ 0,00 17,2+1,25

ConPrf 17,6 £0,92 17,6 £ 0,91

ConLac 17,2+ 0,98 16,7+ 1,27
FenPril50 16,0+ 0,00 16,6 +1,02
FenPri300 17,7+ 0,90 175+0,81
FenPrf150 18,6 + 0,49 18,4 + 0,49*
FenPrf300 18,0+ 0,45 17,9+ 0,70
FenLac150 16,6 + 1,43 16,2 +1,99
FenL ac300 17,8+ 0,60 16,6 +1,43

Em relacéo aos dados obtidos dos parémetros fisicos de
amadurecimento sexual, o Fenarimol causou atraso na des-
cida dos testiculos quando administrado no final da prenhez.
Porém, os dados sd apresentaram significancia na menor dose.
Apesar disso, esse achado indica que a exposi¢éo ao fungicida
nessa fase do desenvolvimento pode ocasionar prejuizos
reprodutivos em longo prazo. Estudos posteriores deverdo ser
realizados para esclarecer afalta de um efeito dose-respos-
ta evidente. O conhecimento obtido através do uso de pro-
tocolos experimentais contendo indices relacionados ao
desenvolvimento embriofetal poderé levar amelhores escolhas
na prevencao do risco a salude humana devido ao uso de
agrotoxicos (Nurminen, 1995; Nelson, 1991).
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