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RESUMO

Objetivo foi analisar as alteragdes do epitélio pulmonar em ratos submetidos por via oral ao inseticida, Malation,
através da analise histopatoldgica. Foram utilizados 30 ratos fémeas da linhagem Wistar, com idade inicial de 21 dias,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina — UEL, Protocolo CEUA- 7109. Os animais
foram distribuidos casualmente em trés grupos experimentais (n = 10). Dois grupos de animais foram tratados com
Malation nas doses de 10 mg/kg ou 50 mg/kg de peso corpdreo. Essas doses correspondem a 0,5% e 2,5%,
respectivamente da DL50 oral para ratos (DL50 oral = 2000 mg/kg). O outro grupo (grupo controle) recebeu apenas
o veiculo (6leo de soja) em igual volume. Resultados apresentados em média (desvio padrdo), p<0,05, Teste de
ANOVA de 2 fatores. Os resultados foram obtidos através de analise histopatoldgica. Embora tenha existido um
aumento das células caliciformes no grupo M50, ndo tivemos valores significativos, pois as médias foram préximas.
Em relagdo a area do bronquiolo comparando o grupo controle com o M10 tivemos um aumento da area, considerado
valor significativo. Em relagdo a area da luz quase ndo observamos diferenga nas médias dos grupos, porém com
redugdo no grupo M50, constatamos aumento da espessura da camada muscular no grupo M50 e aumento do score
de inflamagdo. Conclusdo: Embora as estruturas avaliadas ndo tenham atingido alteragdes significativas, ha aumento
da espessura da camada muscular, aumento das células caliciformes, redugdo da area dos bronquiolos e da area do
limen relacionada a maior dosagem que utilizamos em nosso estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Inseticidas. Sistema Respiratério. Organofosforado

ABSTRACT

The objective was to analyze changes in the lung epithelium in rats subjected orally to the insecticide, Malathion,
through histopathological analysis. Thirty female Wistar rats were used, with an initial age of 21 days, from the Central
Animal Facility of the State University of Londrina — UEL, Protocol CEUA- 7109. The animals were randomly distributed
into three experimental groups (n = 10). Two groups of animals were treated with Malathion at doses of 10 mg/kg or
50 mg/kg of body weight. These doses correspond to 0.5% and 2.5%, respectively, of the oral LD50 for rats (oral LD50
= 2000 mg/kg). The other group (control group) received only the vehicle (soybean oil) in an equal volume. Results
presented as mean (standard deviation), p<0.05, 2-way ANOVA test. The results were obtained through
histopathological analysis. Although there was an increase in goblet cells in the M50 group, we did not have significant
values, as the means were close. In relation to the bronchiole area, comparing the control group with the M10, we
had an increase in the area, considered a significant value. In relation to the lumen area, we observed almost no
difference in the group means, however with a reduction in the M50 group, we found an increase in the thickness of
the muscle layer in the M50 group and an increase in the inflammation score. Conclusion: Although the structures
evaluated did not achieve significant changes, there is an increase in the thickness of the muscular layer, an increase
in goblet cells, a reduction in the area of the bronchioles and the area of the lumen related to the higher dosage used
in our study.

KEYWORDS: Insecticides. Respiratory system. Organophosphate.

RESUMEN

El objetivo fue analizar cambios en el epitelio pulmonar en ratas sometidas por via oral al insecticida Malation,
mediante andlisis histopatoldgico. Se utilizaron treinta ratas Wistar hembra, con edad inicial de 21 dias, procedentes
del Animalario Central de la Universidad Estadual de Londrina — UEL, Protocolo CEUA-7109. Los animales fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos experimentales (n = 10). Se trataron dos grupos de animales con malation
en dosis de 10 mg/kg o 50 mg/kg de peso corporal. Estas dosis corresponden al 0,5% y al 2,5%, respectivamente, de
la LD50 oral para ratas (LD50 oral = 2000 mg/kg). El otro grupo (grupo de control) recibid sélo el vehiculo (aceite de
soja) en un volumen igual. Los resultados se presentan como media (desviacion estdndar), p<0,05, prueba ANOVA de
2 vias. Los resultados se obtuvieron mediante andlisis histopatoldgico. Aunque hubo un aumento de células
caliciformes en el grupo M50, no tuvimos valores significativos, ya que las medias fueron cercanas. En relacion al drea
de los bronquiolos, comparando el grupo control con el M10, tuvimos un aumento en el drea, considerado un valor
significativo. En relacion con el drea de la luz, casi no observamos diferencias en las medias del grupo, sin embargo,
con una reduccion en el grupo M50, encontramos un aumento en el grosor de la capa muscular en el grupo M50 y un
aumento en la puntuacion de inflamacion. Conclusion: Si bien las estructuras evaluadas no lograron cambios
significativos, se observa un aumento en el espesor de la capa muscular, un aumento de las células caliciformes, una
reduccion del drea de los bronquiolos y del drea de la luz relacionada con la dosis mds alta utilizada en nuestro estudio.
PALABRAS CLAVE: Insecticidas. Sistema respiratorio. Organofosforado.
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de agrotdxicos no Brasil tem aumentado cada vez mais, provocando
alteracdes na saude humana e nos ecossistemas. Os impactos na saude podem chegar a atingir
tanto os trabalhadores, como os consumidores dos alimentos contaminados com residuos,
sendo os aplicadores dos produtos os mais atingidos. Alguns problemas podem ser causados
pela exposicdo aos agrotéxicos, como por exemplo, doengas respiratérias (bronquite asmatica)
e efeitos gastrointestinais. E para alguns compostos como organofosforados e organoclorados
existem os disturbios musculares, debilidade motora e fraqueza (ANTLE; PINGALI, 1994, p. 593;
BOWLES; WEBSTER, 1995, p. 418).

Em 1920 foi dado inicio a utilizacdo de agrotdxicos na agricultura, porém pouco se
sabia sobre os efeitos colaterais. Em torno de 1960 os agrotéxicos foram utilizados mais
intensamente na agricultura, anteriormente eles foram utilizados para programas de saude
publica, como combate a vetores e controle de parasitas (RIBEIRO; MELLA, 207, p. 125).

Sabe-se que 20% do mercado mundial de agrotéxicos é composto pelos paises em
desenvolvimento, dessa forma, o Brasil se destaca como o maior mercado individual,
representando 35% do montante. O Brasil esta classificado no mercado como o maior
consumidor de agrotéxicos por hectare no mundo (PERES et al., 2001, p. 564; PIRES et al., 2005,
p. 598).

O consumo de pesticida aumentou consideravelmente no Brasil, levando a ocupar o
guarto pais em nivel mundial na categoria de consumo de agrotdxicos. De acordo com a visdo
histdrica a populagdo estd mais exposta aos agrotdxicos, devido ao aumento de consumo de
alimentos de origem agropecudria e também pelo contato direto em aplicadores rurais ou
manipuladores. Vale ressaltar também as tentativas de suicidios, ou por contato indireto, como
em populagbes que necessitam da utilizacdo de agrotdxicos para o controle de vetores nas
endemias (CANTURITTI, 2005; FARIA et al., 2007, p. 25).

Os pesticidas sdo classificados de acordo com a sua natureza quimica e fungdo. Em
relagdo a natureza quimica sao divididos em organicos e inorganicos9. Os inseticidas organicos,
conforme o mecanismo de acdo sao divididos em inibidores de colinesterase (organofosforados
e carbamatos), piretrinas, piretroides e organoclorados. J& os inseticidas inorganicos ndo
contém nenhum atomo de carbono em sua estrutura quimica e podem ser classificados em
arsenicais, fluorados e miscelanea. Estes quase nao sdo utilizados devido ao alto risco no meio
ambiente, elevada toxicidade, baixo controle dos insetos e ndo possuem antidoto (FARIA et al.,
2007, p. 25; FENIK et al., 2011, p. 815; Oga, 2003).

Devido a praticidade dos organofosforados, comecaram a ser mais utilizados, pois
degradam rapidamente no meio ambiente, causando impacto ambiental menos significativo. Os
inseticidas inibidores das colinesterases classificados como organofosforados, sdo absorvidos
pela pele, ingestdo ou por inalagdo (VINHAL; SOARES, 2018, P. 61).

1.1 Ester dietil dimetoxifosfinotiol (Malation)

O malation (éster dietil dimetoxifosfinotiol) € um dos OFs mais utilizados no Brasil,
possui grande utilidade nas areas rurais e urbanas em uma variedade de situagdes (erradicagdes
de insetos, formigas e até piolhos). Ele é amplamente utilizado devido a sua alta eficacia como
inseticida e sua baixa toxicidade em mamiferos quando comparado a outros OFs. No entanto,
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algumas impurezas presentes na sua formulagdo podem aumentar a toxicidade (MARONI, 2000,
p.1).

Existe a inibicdo da enzima colinesterase, especialmente acetilcolinesterase, causando
o acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, levando a uma série de efeitos
parassimpaticomiméticos. A inibicdo da colinesterase por meio dos compostos fosforados
provoca o acimulo de acetilcolina e o organismo comega a apresentar muitas manifestacdes,
tais como, os efeitos muscarinicos, nicotinicos e centrais. A acdo da colinesterase é derivada de
duas enzimas. Uma encontrada na membrana dos eritrocitos (colinesterase eritrocitaria ou
acetilcolinesterase), e outra sérica (colinesterase plasmatica ou butiril-colinesterase). A reducdo
da colinesterase plasmatica pode durar por trinta dias e das hemdcias por noventa dias apds o
ultimo contato com os fosforados organicos (GUEVARA; PUEYO, 1995; OPAS, 1996; SOARES et
al., 2003, p. 1117).

A acgdo toéxica dos compostos OFs esta relacionada a inibicao de numerosas enzimas.
A inibicdo da AChE ocorre através do processo de fosforilagdo do grupo hidroxila do residuo de
serina da enzima. Dessa forma, a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (Ach) estara
comprometida, levando ao acimulo deste neurotransmissor nas sinapses do sistema nervoso
central e periférico. Desta forma, haverd uma hiperestimulacdao dos receptores muscarinicos e
nicotinicos (receptores colinérgicos) desencadeando uma variedade de sinais e sintomas que
caracterizam a “sindrome colinérgica” (ABOU-DONIA, 2003, p. 484; ANKARBERG et al., 2004, p.
555; CHANDA; POPE, 1995, p. 771).

1.2 Efeitos da exposicdo aos agrotdxicos

A maior utilizacdo dessas substancias acontece na agricultura, mas também sdo
utilizados em saude publica, na eliminagdo e controle de vetores transmissores de enfermidades
endémicas como; doenca de Chagas, Malaria e Dengue (DOMINGUES et al., 2004, p. 45).

O governo brasileiro ndo estd dando a atencao adequada ao problema de intoxicacdo
ocupacional por agrotdxicos, e ao mesmo tempo incentivando o aumento da producdo agricola,
pois a exportagao de produtos agropecudrios é responsavel por uma grande parte da balanca
comercial brasileira. Segundo o Sistema Nacional de Informagdes Toéxico-farmacoldgicas
(SINITOX), em 2014 foram registrados 4.758 casos de intoxicacdo por uso de agrotdxicos na
agricultura e manejo doméstico, sendo a faixa etdria mais acometida de um a quatro anos de
idade, representando 20,45% do total. Logo apds estdo os individuos entre vinte a vinte e nove
anos, equivalendo a 14,2%, sendo o maior registro de casos na zona rural (MOREIRA et al., 2002,
p. 299; SINITOX, 2021).

O sucesso das plantagdes muitas vezes depende de a¢Ges de controle de plantas
daninhas, como o uso de agrotdxicos. Desde 2008, o Brasil é lider mundial no consumo de
defensivos agricolas. Com isso o uso abusivo de agrotdxicos esta diretamente relacionado a
inimeros problemas de salde e atinge trabalhadores da cadeia produtiva do agronegdcio,
moradores de areas préximas aos centros de producao e consumidores que ingerem derivados
de cultivos auxiliados por herbicidas (ABRASCO, 2016; GOMES, 2002, p. 261).

Os pesticidas empregados nas atividades agricolas produzem efeitos diversos a saude
humana e ambiental. A contaminacgado resultante do uso de pesticidas para o homem e para os
animais pode ser aguda ou cronica. No primeiro caso ha uma exposi¢do direta a uma Unica dose
do produto, culminando com morte rdpida ou lenta. No segundo caso, ocorre uma exposicao
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constante a doses relativamente baixas, levando ao aparecimento de sinais ou sintomas
relativos a intoxicacdo crénica (WHO, 1990).

Os pesticidas mais utilizados na agricultura sdo os compostos organofosforados (OFs),
que derivam do dacido fosfdrico e tiofosfdrico e geralmente sdao aplicados como inseticidas
(COSTA, 2006, P. 1).

A exposicdo aos OFs geralmente ocorre em pessoas que estdo em contato com tais
produtos quimicos em consequéncia de sua ocupagao, no habito de comer durante o trabalho,
no preparo do produto, ou individuos que residem préximo aos locais de armazenamento desses
produtos. Sabe-se que a populacdo em geral se expGe através da propagacdo dos produtos
guimicos no ambiente pelo consumo de alimentos contaminados, além das intoxica¢es
intencionais (homicidio e suicidios) (SILVA et al., 2006, p. 1101).

Sabemos que a absorc¢do dos OFs pelo organismo humano acontece por via dérmica,
respiratéoria e digestiva. A via oral assume importdncia nas intoxicagdes digestivas,
principalmente em criangas em casos acidentais, e em adultos através do consumo de alimentos
contaminados (CAVALIERE et al., 1996, p. 267; KUSHIK; CHANDRABHAN, 2003, p. 171; LARINI,
1996, p. 515; MARONI, 2000, p. 1).

As formulagGes comercializadas do malation podem conter até doze impurezas
formadas durante a fabricacdo e armazenamento. A capacidade mutagénica e alto potencial
carcinogénico estdo sendo estudados e discutidos. Porém, ainda necessitamos de mais estudos
sobre a associacdo de malation, cancer e efeitos respiratérios (BASTOS et al., 2020, p. 3273).

De acordo com os dados impactantes sobre o uso de agrotdxicos, principalmente os
organofosforados na salde, tanto como exposicao direta ou indireta, faz-se necessario cada vez
mais estudos que avaliem os efeitos destes nos sistemas do corpo humano. Como os inseticidas
sdo utilizados na parte agricola e no controle de doencas vetoriais, que sdo considerados agravos
da saude publica, precisamos avaliar os sintomas de intoxicacdo e exposi¢cdo, para que o0s
profissionais de salde estejam aptos a identificar os sintomas e instalar tratamento adequado.

Justifica-se que atualmente os agrotdxicos sdo considerados de extrema importancia
no modelo de desenvolvimento da agricultura no pais. Sabe-se que o Brasil € o maior
consumidor de produtos agrotdoxicos no mundo e o uso estimulado desses compostos
proporcionou elevados indices de intoxicagdes induzidas por essas substancias no campo ou em
areas urbanas (SANTOS, 2013).

Os trabalhadores agricolas estdo em grande parte do tempo expostos aos riscos de
intoxicacdo, devido ao contato intenso com os inseticidas. Esses compostos sdo potencialmente
toxicos aos seres humanos, podendo causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e
periférico, ter acdo imunodepressora ou serem até cancerigenos, entre outros efeitos. Os
organofosforados sdo uns dos pesticidas mais utilizados e causadores de intoxicacGes
ocupacionais, pertencentes a classe dos inibidores das enzimas colinesterases. Os carbamatos e
os organofosforados sdo absorvidos por via oral, respiratdria e cutanea, aumentando as taxas
de intoxicacdo em todo o mundo (FUKUTO, 1990, p. 254; LINHARES, 2014; MATOS et al., 1988).

Com o aumento populacional e os avangos tecnoldgicos o uso de inseticidas
organofosforados tem sido cada vez mais utilizado para agricultura e também para o controle
de doencas causadas por vetores. Dessa forma, é necessario analisar os possiveis danos ao
sistema respiratdrio, através de andlise histopatoldgica de pulmd&es de ratos expostos ao
Malation. A fim de promover aumento do conhecimento sobre os sinais de intoxicacdo e
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altera¢Oes permanentes no epitélio pulmonar. O presente estudo tem como objetivo analisar as
alterac¢es do epitélio pulmonar em ratos submetidos ao inseticida organofosforado, Malation.

2 METODOS
2.1 Aspectos de natureza ética

O projeto foi submetido ao Comité de Etica para uso dos Animais da Universidade do
Oeste Paulista (UNOESTE) e foi realizado de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais
de Laboratdrio do Instituto Nacional de Saude (USA). Protocolo CEUA- 7109.

Este projeto utilizou os pulmdes provenientes dos ratos utilizados no estudo intitulado
“Avaliacdo dos efeitos do malation sobre o desenvolvimento do sistema genital feminino de
ratos desde o periodo juvenil até a puberdade”, aprovado em 17 de novembro de 2021.

2.2 Delineamento experimental

Foram utilizados 30 ratos fémeas da linhagem Wistar, com idade inicial de 21 dias,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina - UEL. Os animais foram
distribuidos casualmente em trés grupos experimentais (n = 10). Dois grupos de animais serdo
tratados com Malation nas doses de 10 mg/kg ou 50 mg/kg de peso corpdreo via gavagem. Essas
doses correspondem a 0,5% e 2,5%, respectivamente da DL50 oral para ratos (DL50 oral = 2000
mg/kg) (U S EPA, 200). O outro grupo (grupo controle) recebeu apenas o veiculo (éleo de soja)
em igual volume.

2.3 Coleta dos materias

No biotério de Londrina, as fémeas foram anestesiadas com associagdo de xilazina e
guetamina e submetidos a eutandsia por puncdo cardiaca, em fase de estro, para a coleta dos
pulmdes, os quais foram destinados ao processamento histolégico. Os pulmdes foram fixados na
solucdo fixadora de Alfac (85% de alcool 80%, 10% de formol e 5% de acido acético glacial). No
laboratério da UNOESTE foi realizado o processamento dos pulmdes em parafina e realizado
cortes histolégicos de 5 um de espessura (trés cortes ndo seriados por animal) corados com
hematoxilina e eosina.

2.4 Analise dos dados

A avaliacdo do epitélio pulmonar, apds a confecgdo das laminas, foi realizado a captura
de imagens em microscépio com camera acoplada (Leica ICC50 HD). Foi realizada andlise
histopatoldgica e morfométrica do tecido pulmonar, com aumento microscépio de 400X e 1000x
(Figura 1), foram analisadas 42 laminas com 3 imagens de cada uma, totalizando 126 imagens.

Apds captura das imagens foi utilizado o software image-Pro Plus® (versdo 7.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), para quantificacdo das células caliciformes, 4rea do
bronquiolo e area da luz do tecido pulmonar dos ratos. Feito andlise cegada para evitar falsos
resultados.
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Figura 1 —Visualizagdo do bronquiolo e alvéolos, corados com hematoxilina eosina, com aumento 400x
(A). Brénquiolo e alvéolos corados com hematoxilina e eosina, com aumento 1000x (B).

Fonte: Autores, 2020.
3 RESUTADOS

O presente estudo analisou o epitélio pulmonar de 30 ratas fémeas da raca Wistar,
através da administracdo por gavagem de Malation na dose de 10 mgkg, 50 mgkg e um grupo
controle que recebeu dleo de soja. Os resultados foram obtidos através das seguintes analises;
células caliciformes; area do bronquiolo, area da luz, espessura da camada muscular e score de
inflamagao. Ndo houve morte de nenhum animal durante o periodo experimental.

Na figura 2 sdo comparadas as relagGes entre o grupo controle e os que receberam
malation nas diferentes dosagens com a porcentagem das células caliciformes. Constatamos
aumento das células caliciformes no grupo que recebeu maior dosagem de malation (M50).

Figura 2 — Comparacgdo entre as médias dos animais que receberam malation e o aumento das células

caliciformes.
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Resultados apresentados em média (Desvio Padrdo), valor obtido pelo Teste de ANOVA de dois fatores, com nivel de
significancia de p<0,05. Legenda: letras minusculas diferentes representam a diferenca estatistica na comparagao
entre os grupos de acordo com as dosagens de malation. Fonte: Autores, 2020.

Podemos observar (Figura 3) a comparagdo entre o grupo controle e as diferentes
dosagens de malation com a area do bronquiolo. Observamos um grande aumento da area do
bronquiolo no grupo M10, tanto em comparagdo com o controle quanto ao grupo M50.
Comparando o grupo controle com o M10 tivemos aumento da area do bronquiolo com valor
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significativo, porém em comparacgdo do grupo controle com o M50, ndo obtivemos valores com
significancia estatistica.

Figura 3 — Comparagdo entre o grupo controle com as diferentes dosagens de malation em relagdo a
area do bronquiolo
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Resultados apresentados em média (Desvio Padrdo), valor obtido pelo Teste de ANOVA de dois fatores, com nivel de
significancia de p<0,05. Legenda: Letras minusculas diferentes representam os valores obtidos com significancia
estatistica. Fonte: Autores, 2020.

Analisamos as alteragbes do tamanho da area da luz do bronquiolo em relagdo as
dosagens de malation (Figura 4). Observamos redugao na area da luz dos bronquiolos no grupo
gue recebeu maior dosagem (M50) de malation.

Figura 4 — Comparacgdo entre as diferentes dosagens de malation em relagdo a area da luz do

bronquiolo.
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Resultados apresentados em média (Desvio Padrdo), valor obtido pelo Teste de ANOVA de dois fatores, com nivel de
significancia de p<0,05. Legenda: Letras minusculas diferentes representam os valores obtidos com significancia
estatistica. Fonte: Autores, 2020.

A figura 5 demonstra a comparacao entre as dosagens de malation e as alteracdes na
espessura da camada muscular. Constatamos que existe aumento da espessura da camada
muscular nos dois grupos que receberam o malation (M10 e M50), pode-se ainda observar que
a média do grupo M50 obteve maior aumento da espessura da camada muscular em relagdo
aos outros grupos, porém ndo significativo.O artigo deverd ser inédito, cabendo ao autor
declarar que o trabalho nao foi publicado e ndo estad sendo submetido a nenhuma outra revista.
Uma vez aceito para publica¢do, o artigo ndo podera ser republicado em nenhum outro lugar
sem o consentimento dos editores.
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Figura 5 — Comparacdo do aumento da espessura da camada muscular com as dosagens de malation.
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Resultados apresentados em média (Desvio Padrdo), valor obtido pelo Teste de ANOVA de dois fatores, com nivel de
significancia de p<0,05. Legenda: Letras minusculas diferentes representam os valores obtidos com significancia
estatistica. Fonte: Autores, 2020.

A figura 6 mostra o score de inflamagdo em relagao ao grupo controle com os grupos
gue receberam malation. Observamos aumento no score de inflamagdo no grupo M50, o qual

recebeu maior dosagem de malation, com valores de relevancia estatistica.

Figura 6 — Comparacao dos grupos em relagdo ao score de inflamagao.
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Resultados apresentados em média (Desvio Padrdo), valor obtido pelo Teste de ANOVA de dois fatores, com nivel de
significancia de p<0,05. Legenda: Letras minusculas diferentes representam os valores obtidos com significancia
estatistica. Fonte: Autores, 2020.

4 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram, que as concentragdes utilizadas
causaram alteracdes na histologia pulmonar dos ratos submetidos ao malation em diferentes
dosagens. O que também foi verificado por Inouye et al. (2014, p. 103), mostrando aumento de
infiltrado inflamatdrio, espessamento alveolar e bronquiolar com congestdao pulmonar. O uso
de pesticidas quimicos em paises em desenvolvimento como Brasil e seus impactos na saude
humana e na seguranca alimentar é uma preocupacao global, devido a este fato nosso trabalho
realizou andlise sobre os efeitos que o inseticida Malation, pode provocar no epitélio pulmonar.

Imamura et al. (1983, p. 73) fizeram um estudo sobre a administracdo oral de uma das
impurezas do Malation (O, O, S-trimetilfosforotioato-O0S), onde constataram alteracdes
morfoldgicas no epitélio bronquiolar dos pulmdes dos ratos. Os pulmdes de ratos tratados com
00S tinham menos células Clara (n3o ciliadas), porém, maiores do que os pulmdes de ratos de
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controle que receberam d6leo de milho ou malation purificado. Além disso, a atividade da lactato
desidrogenase (LDH) no liquido de lavagem broncopulmonar foi significativamente maior em
00S do que em ratos controle. Esses dados demonstram que OOS e/ou seus metabdlitos
causam lesdao pulmonar, provavelmente devido fatores inflamatdrios. De acordo com esse
estudo o aumento dos niveis de LDH no liquido de lavagem broncopulmonar foi demonstrado
ser um marcador Util para detectar lesdo pulmonar resultante de pneumotéxicos.

O presente estudo analisou o pulmdo de 30 ratos fémeas da linhagem Wistar,
submetidas ao malation. Os animais foram divididos casualmente em trés grupos experimentais.
Dois grupos de animais foram tratados com Malation nas doses de 10 mg/kg (M10) ou 50 mg/kg
(M50) de peso corpéreo via gavagem. O outro grupo (grupo controle) recebeu apenas o veiculo
(6leo de soja) em igual volume.

Foi realizada andlise histopatolégica do tecido pulmonar, coradas com Hematoxilina e
Eosina, com aumento microscépio de 400X e 1000X. Para avaliar a organizagao do epitélio
pulmonar apds o uso de malation, realizamos analises a respeito das células caliciformes, a area
dos bronquiolos, espessura da camada muscular, area de luz dos bronquiolos e do score de
inflamacao.

A maior parte do epitélio respiratorio é denominado pseudoestratificado colunar
ciliado e composto pelas células caliciformes, que sdo responsaveis pela producdo e excrecao
de muco (LUIS, 1997, p. 433).

Observamos aumento da porcentagem de células caliciformes no grupo que recebeu
maior dosagem de Malation em relagdao ao grupo controle e o grupo M10. De acordo com o
teste estatistico, em relagdo ao valor de p<0,05 ndo constatamos alteracdo com significancia
estatistica (Figura 2). Em relacdo a area do bronquiolo observamos aumento significativo do
grupo que recebeu menor quantidade de malation (M10), mesmo se compararmos com o grupo
controle e o grupo que recebeu maior dosagem. O que nos chama a atencdo também é a
reducdo da area do bronquiolo no grupo M50, o que pode indicar remodelamento bronquiolar
(Figura 3).

Os OFs atuam inibindo a funcdo de dois tipos de proteinas (enzimas da classe das
acetilcolinesterase - AChEs): a) acetilcolinesterase especifica, verdadeira ou acetilcolinesterase,
(AChE) encontrada principalmente nas sinapses do SNC, periférico parassimpatico e juncdo
neuromuscular; b) butirilcolinesterase, pseudocolinesterase ou acetilcolinesterase inespecifica
(BChE), encontrada no plasma, no intestino e, em menor concentragdo, em outros tecidos, esta
também presente nos eritrécitos (CARVALHO; RIBEIRO, 2013, p. 11; COSTA et al., 2004, p. 87;
KUSHIK; CHANDRABHAN, 2003, p. 171).

Através do metabolismo hepdtico os OFs sofrem metabolizagdo, produzindo os
inibidores das enzimas colinesterases. AlteracGes bioquimicas e fisioldgicas nos eritrdcitos e
linfécitos podem ser causadas pelo Malation, além de induzir uma série de aberragdes
cromossomicas em animais (AMER et al., 2002, p. 1; BANERJEE et al., 1999, p. 33; SANTQOS, 2009).

Pévoa et al. (1997, p. 1997) expressam que estudos demonstram inclusive, a
capacidade do Malation em alterar o ciclo celular e produzir distor¢des em nivel de replicacdo
do DNA celular, aberragdes cromossémicas e associam sua agao a diversas patologias como o
cancer, arteriosclerose, Parkinson, Alzheimer, malformacdes congénitas, infertilidade e
esterilidade.

Inoyue et al. (2014, p. 103), realizaram um estudo experimental, com o objetivo de
analisar as alterac6es morfoldgicas ocorridas no figado e no pulmao de ratos Wistar adultos,
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submetidos a doses do inseticida Malation, por 7, 14 e 21 dias. Os animais foram divididos em
quatro grupos, dos quais trés foram tratados com Malation e um grupo controle recebeu soro
fisioldgico. Na investigacdo, foram utilizados 39 ratos albinos, adultos, machos e fémeas da
linhagem Wistar, com peso entre 240 g a 500 g. Estes foram divididos em quatro grupos
denominados: 1, 2 e 3, compostos por oito animais cada um, tratados com Malation (volume de
10 mL e concentragdo de 250 mg/kg do peso corporal) e grupo controle, formado por 15 animais,
administrado com soro fisioldgico 0,9% e volume variavel conforme o peso. Na histopatologia
do pulmdo dos mesmos ratos controle, encontraram-se aspectos normais nas areas da regido
alveolar e bronquiolar. Resultados semelhantes também foram observados no nosso trabalho.

J4 os grupos tratados com a droga em diferentes tempos, apresentaram consideraveis
alteragGes. No grupo 1 (receberam malation por 7 dias), visualizaram areas fibrosadas, infiltrado
inflamatdrio acentuado e um espessamento alveolar, mas com preservacado da luz alveolar. De
acordo com nosso estudo observamos que as doses de malation de 10 mgkg e 50 mgkg,
apresentaram pouca altera¢do da area da luz, apesar da amostra que recebeu maior dosagem
houve reducdo da area da luz (Figura 4). No grupo 2, constatou-se uma evidente congestdo
pulmonar, seguida de um espessamento de septos alveolares com a presenca de capilares
nestes septos. No grupo 3, foi também verificado um infiltrado inflamatdrio mononuclear
constituido de macréfagos e linfécitos, uma descamacao epitelial nos bronquiolos com presenca
de hemdcias na luz e espessamento de tecido conjuntivo (submucosa) bronquiolar.

Em relacdo a espessura da camada muscular do bronquiolo, ndo constatamos
alteracdo com significancia estatistica (Figura 5). De acordo, com o estudo de Inoyue et al.35,
com o maior tempo de exposicdo (21 dias) e uma dosagem maior do que utilizamos no nosso
trabalho, verificaram aumento da camada muscular do bronquiolo.

De acordo com a avaliacdo do score de inflamagdo, notamos aumento importante no
grupo M50, comparado com o controle e o grupo M10. Os dados estatisticos possuem maior
relevancia, pois a média do grupo que recebeu maior dosagem (m50), consequentemente
apresentou maior score de inflamagao (Figura 6).

No mesmo estudo de Inoyue et al. (2014, p. 103), além de analisaram a histopatologia
pulmonar de ratos expostos ao malation, analisaram também a presenca de alteragGes
hepaticas. Foi observado a presenca de nucleos pcnéticos, congestao vascular, vacuolizacao
citoplasmatica e infiltrado inflamatdrio. Dessa forma, podemos constatar que a exposi¢do ao
malation apresenta alteragdes sistémicas.

Rezg et al. (2007, p. 143) ao analisarem os efeitos do Malation, calcularam o valor do
hematdcrito, o teor de hemoglobina e a concentracdo de glicose no sangue de animais
submetidos a exposi¢cdo subcronica do produto via intragastrica diariamente, durante 32 dias.
De fato, a uUnica modificacdo notada foi na quantidade de hemoglobina, que aumentou
significativamente, cujo resultado é justificado como uma adaptacdo para melhor oxigenacao,
ja que o Malation provoca dano pulmonar. Dado esse que revigora a nossa constatacdo sobre
as alteracbes pulmonares.

Wyatt et al. (1985, p. 42), publicou um trabalho sobre a instilagdo intrabrénquica de
paraquat em ratos e realizou estudo da morfologia e reten¢do do inseticida. Varias quantidades
de paraquat (10(-5) a 10(-12) g) em 0,1 ml de solugdo salina foram instiladas diretamente no
bronquio esquerdo de ratos machos adultos. Estudos gravimétricos, macroscopicos e
microscépicos no lobo esquerdo do pulmdo mostraram que 10(-5) g de paraquat levaram a
edema pulmonar e lesGes macroscopicas dois e 14 dias apds a aplicacdo. A patologia do pulmao
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foi semelhante a observada apds envenenamento sistémico. Quando 10(-6) g de paraquat foram
instilados, alguns animais desenvolveram edema pulmonar e lesGes macroscépicas. Porém, no
exame microscdpico mostrou alteragdes sutis no parénquima pulmonar.

Shaikat et al. (2022, p. 23), avaliou o perigo para a saude originado por produtos
guimicos, como o malation e o nitrobenzeno em humanos, através do modelo de coelho. Entre
os pesticidas, os organofosforados estdo relacionados ao crescimento e anormalidades
reprodutivas em animais. O malation é um pesticida organofosforado que atribui seu efeito
toxico a inibicdo da acetilcolinesterase. Contudo, este pesticida agora esta sendo considerado
um provavel carcinégeno da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), que tem
efeitos deletérios relatados em humanos e animais (BADR, 2020, p. 26036; GETENGA et al.,
2002).

O malation é muito usado atualmente, pois é considerado de baixa toxicidade em
comparacdo com outros organofosforados. No entanto, o uso generalizado pode levar a
exposicao excessiva de multiplas fontes. Os mecanismos de toxicidade do malation incluem a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, alteracdo do equilibrio oxidantes/antioxidantes, dano ao
DNA e facilitagdo do dano celular apoptdtico. A exposicdo ao malation tem sido relacionada a
diferentes toxicidades que afetam quase todos os érgdos de nossos corpos, sendo a toxicidade
do SNC a mais bem documentada. Os efeitos téxicos do malation no figado, rins, testiculos,
ovarios, pulmdes, pancreas e sangue também foram relatados. Além disso, também foi
considerado um composto quimico genotdxico e carcinogénico. Existem evidéncias de efeitos
adversos associados a exposicdo pré-natal e pds-natal em animais e humanos.

Em nossa pesquisa bibliografica encontramos poucos estudos recentes sobre as
altera¢cOes que o malation pode provocar nos pulmdes, o que dificultou o confronto dos
resultados. Portanto faz-se necessarios mais estudos sobre o assunto.

Um fator que também chama a atencdo esta relacionado ao impacto residual dos
pesticidas, pois as pessoas sdo expostas a pesticidas quimicos através do contato com a pele,
ingestdo ou inalagdo. O tipo de pesticida, a duracdo e a via de exposicdo e o estado de saude
individual sdo fatores de risco que influenciam na salide em uma determinada comunidade
(DAMALAS, KOUTROUBAS, 2016, p. 1; SHAFY, MANSOUR, 2016. p. 107).

Epidemiologistas dos EUA observaram um aumento incomum no linfoma ndao-Hodgkin
em areas de alto uso de pesticidas. Os numerosos efeitos a salde associados aos pesticidas
incluem efeitos dermatoldgicos, gastrointestinais, neuroldgicos, carcinogénicos, respiratdrios,
reprodutivos e enddcrinos.

A exposicao a pesticidas organofosforados pode ser um fator de risco para anomalias
congénitas e outros resultados adversos do nascimento. No contexto dos niveis de seguranca,
as concentragdes podem ndo exceder os niveis seguros determinados pela legislagdo. Porém,
esses "limites seguros" podem subestimar o aspecto pratico do impacto residual dos pesticidas
na saude humana (EMERY; CARRELL, 2006, p. 131, RECIO et al., 2001, p. 1237).

Além disso, a identificacdo de pesticidas no leite materno real¢a a importancia das
preocupacgles de saude publica decorrentes de pesticidas residuais (BRODY, RUDEL, 2003, p.
1007).

5 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram que a exposicdo ao malation provoca
alterac¢Oes na histologia pulmonar, com por exemplo a presenca de inflamagdo dos bronquiolos.
Observamos que os ratos que receberam a maior dosagem de malation (M50); apresentaram
aumento de células caliciformes, reducdo da area do bronquiolo, redugdo da area da luz, com
preservacdo da espessura da camada muscular e aumento do score de inflamagdo, em
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comparagdo com o grupo controle e com o grupo que recebeu menor dosagem de malation
(M10). Isso nos mostra a presenca de altera¢do na histopatologia pulmonar, embora em alguns
momentos ndo obtivemos valores de significancia estatistica.

Desse modo, nota-se a importancia em realizar novas pesquisas em relagao ao tema
abordado, para que consigamos maiores dados para implementacdo de alternativas que
evidentemente sdo mais seguras, tanto para o meio ambiente e para a populagdo. As politicas
publicas de saude e praticas agricolas atuais devem implementar protocolos ambientalmente
amigaveis que representem menos riscos a saude.
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