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RESUMO

Este estudo investigou a toxicidade pré-natal do inseticida piriproxifeno em ratos Wistar, de forma a
detectar possiveis alteragdes no desenvolvimento fetal da progénie exposta durante o periodo
organogeénico. Trés doses de piriproxifeno (100, 300 e 500mg.kg™) foram administradas por via oral as
progenitoras, do sexto ao 15° dia de gestagdo. Os fetos foram submetidos a técnica de diafanizagéo
modificada descrita por Taylor e Van Dyke, para avaliagdo de malformacdes e alteracdes esqueléticas. Os
resultados ndo demonstraram a ocorréncia de toxicidade materna sistémica ou alteragdes nos indices
reprodutivos avaliados. Malformagfes ou alteragfes teratogénicas ndo foram detectadas, no entanto
alteracBes esqueléticas sugestivas de retardo no desenvolvimento foram observadas especialmente nas
doses mais altas testadas (300mg.kg™ e 500mg.kg™). Considerando-se a situacéo complexa de risco para a
salide humana, mostra-se importante a execucdo de investigacfes adicionais, de modo a contribuir para a
adequada avaliagdo de risco do piriproxifeno em &gua potavel.

Palavras-chave: piriproxifeno, Zika virus, toxicologia, teratogenicidade, microcefalia
ABSTRACT

This study investigated the prenatal toxicity of the insecticide pyriproxyfen in Wistar rats to detect the
possible changes in the fetal development of the progeny exposed during the organogenic period. Three
doses of pyriproxyfen (100, 300, and 500mg.kg™) were administered orally to the progenitors, from day 6
to 15 of gestation. The fetuses were processed using the Taylor and Van Dyke modified diaphanization
technique to evaluate malformations and skeletal changes. The results did not demonstrate the
occurrence of systemic maternal toxicity or changes in the reproductive indexes evaluated.
Malformations or teratogenic changes were not detected, however, skeletal changes suggestive of
developmental delay were observed, especially in the highest doses tested (300 mg.kg™ and 500 mg.kg™).
Owing to the potentially complex situation regarding its risk to human health, it is important that further
studies be performed to contribute to the risk assessment of the addition of pyriproxyfen in drinking
water.

Keywords: pyriproxyfen, Zika virus, toxicology, teratogenicity, microcephaly

INTRODUCAO

Ao final de 2015, a epidemia de microcefalia
ocorrida no Brasil acarretou uma série de
manifestagbes de severidade varidvel entre os
recém-nascidos, o que incluia malformagdes da
cabeca, convulsbes e abortamentos espontaneos,
levando a Organizagdo Mundial da Saide (OMS)
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a declarar Emergéncia em Sa(de Publica de
Interesse Internacional (Heymann, et al., 2016;
World..., 2016). O fato coincidiu com o inicio do
uso do piriproxifeno no pais, estabelecido pelo
Ministério da Salde como uma das formas de
controle do mosquito Aedes aegypti (Brasil,
2009; Reis, 2016), apds a OMS ter recomendado
seu uso em A&gua potéavel, especialmente no
controle da dengue (World..., 2006; 2017).
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Diante do cenario de incertezas a respeito da
epidemia, a exposicdo ao piriproxifeno bem
como a infeccdo pelo Zyka virus foram citadas
como possiveis causas relacionadas a ocorréncia
das manifestacGes entre os recém-nascidos, 0 que
levou a Associacao Brasileira de Satde Coletiva
(Abrasco) a publicar uma nota técnica a época, a
qual questionava o Ministério da Salde a
respeito da escolha do inseticida no controle
quimico do vetor (Reis, 2016).

Considerando-se que o piriproxifeno é um
pesticida relativamente novo e que ha um
potencial de exposicdo direto por meio da agua
de bebida quando aplicado diretamente nos
locais de armazenamento de &gua potavel
(World..., 2010), evidencia-se a necessidade de
investigacBes adicionais em torno da sua
potencial  contribuicdo, isolada ou em
combinacéo com o Zyka virus, para a ocorréncia
de microcefalia (Swedish Toxicology Science
Research Center, 2016).

Diante do exposto, optou-se por desenvolver o
presente trabalho para investigacdo dos
potenciais riscos toxicoldgicos decorrentes do
uso do piriproxifeno em ratos Wistar,
especialmente  no que se refere &
teratogenicidade, com fins de deteccdo de
possiveis malformagdes externas e alteracGes
esqueléticas na progénie exposta durante a fase
da organogénese.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus
norvegicus) (120 fémeas e 40 machos), com
idade inicial de 90 dias e padrdo sanitario
convencional, provenientes do Centro de
Reprodugdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratdrio (Creal) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS).

Durante o periodo experimental, os animais
foram mantidos em condigbes constantes de
umidade (50% =+ 5), temperatura (21°C + 2) e
ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (das oito as
20 horas). Utilizou-se ragdo comercial Nuvilab
CR 1 (Nuvital, Colombo/Parand) e agua ad
libitum. O alojamento, 0 manejo, o tratamento e
a eutanasia obedeceram as normas publicadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal e as leis brasileiras, com aprovacao pelo
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Comité de Etica no Uso de Animais (Ceua) da
UFRGS, sob o n° 31414.

Os animais tratados com piriproxifeno
(Sumitomo Chemical Co., Ltd., Japdo) foram
divididos aleatoriamente em trés grupos, com 30
fémeas cada: grupo tratado com 100mg.kg™ e
veiculo (1P), grupo tratado com 300mg.kg™ e
veiculo (3P) e grupo tratado com 500mg.kg™ e
veiculo (5P). O grupo controle negativo, com 30
fémeas, foi tratado apenas com o veiculo da
solucdo de tratamento (3% tween 80 e agua
destilada) (CN). Os animais dos diferentes
grupos receberam volume idéntico de solucédo
(10mL.kg™).

As fémeas foram tratadas por via oral, com
sonda orogastrica, do sexto ao 15° dia de
gestagdo, 0 que compreende o periodo
organogénico dos animais avaliados. Mensurou-
se diariamente a massa corporal relativa e o
consumo relativo de dgua e ragéo.

O acasalamento foi realizado em trés ciclos de
cinco dias consecutivos e com intervalo de 48
horas entre eles, totalizando 21 dias. Trés fémeas
virgens e nuliparas foram alocadas na caixa de
cada macho, permanecendo no local durante
duas horas ao dia (das seis as oito horas), o que
corresponde ao final do ciclo escuro. Apés esse
periodo, procedeu-se ao lavado vaginal, para
observacdo da fase do ciclo estral e deteccdo de
espermatozoides em microscopio o6ptico. O
diagnostico de gestacéo foi realizado na presenca
de espermatozoides associada a fase de estro do
ciclo estral. A constatagdo de esfregaco vaginal
positivo indicou o dia zero da gestacéo.

No 21° dia de gestacdo, procedeu-se a cesariana,
para avaliagdo reprodutiva, teratogénica e analise
de variaveis sisttmicas. Mensurada a massa
corporal, as fémeas receberam como medicacdo
pré-anestésica fentanila (0,05mg.kg™) e foram
eutanasiadas com sobredose do anestésico
tiopental sédico  (50mg.kg?) associado &
lidocaina na concentracéo de 10mg.mL™, por via
intraperitoneal (IP). A massa dos érgdos (rins,
coragdo, bagco e figado) foi mensurada e
relacionada a massa corporal de cada fémea (sem
0 Utero). Ap6s remocdo e pesagem do (tero
gravidico, os filhotes foram sexados, pesados
individualmente e avaliados macroscopicamente
quanto a viabilidade, a presenca de hematomas,
as possiveis anomalias e malformagdes externas,
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como conformacdo craniana, presenca e forma
de membros e cauda, entre outros. Os filhotes
foram eutanasiados com uso de uma caixa
hermeticamente fechada, contendo algodéo
embebido em isoflurano. O 6bito foi confirmado
pela auséncia de batimentos cardiacos.
Posteriormente, os fetos foram identificados e
fixados em formalina 5%. Uma vez removidos o0s
botdes embriondrios, os sitios de implantacdo
uterina foram avaliados visualmente. As perdas
pos-implantacdo foram calculadas pelo nimero
de sitios de implantacdo menos o de fetos
nascidos, dividido pelo nimero de sitios de
implantagéo, multiplicado por 100.

Os fetos foram submetidos & técnica de
diafanizacdo modificada descrita por Taylor e
Van Dyke (1985), para avaliacdo de alteragdes
esqueléticas. A andlise das alteragGes
encontradas foi realizada com uso de
microscopio estereoscopico e classificada de
acordo com Atlas de Anomalias Externas e
Esqueléticas em Ratos (Chahoud, 1996).

As variaveis quantitativas foram primeiramente
submetidas ao teste de  normalidade
(Kolmogorov-Smirnov) e ao teste de
homogeneidade das variancias (teste de Levene)
e, posteriormente, comparadas por meio da

andlise de variancia (ANOVA) ou do teste ndo
paramétrico de  Kruskal-Wallis.  Quando
necessaria a comparacdo entre pares de médias,
utilizou-se o teste de Dunn-Bonferroni. As
associacles entre 0s grupos e as variaveis
qualitativas foram avaliadas por meio do teste
qui-quadrado de independéncia e do teste de
diferenca de proporc@es (teste Z), respeitando-se
os valores estatisticamente significativos. As
diferencas foram consideradas estatisticamente
significantes quando o valor de P foi menor que
0,05 (P<0,05).

RESULTADOS

Ndo foram observados sinais clinicos de
toxicidade aguda nas fémeas progenitoras dos
diferentes grupos. O ganho de massa corporal
das fémeas nos dias dois, sete, 14 e 21 foi
comparado com o dia um de gestacdo, conforme
mostra a Tab. 1. Em analise aos dados, percebe-
se que houve reducdo do ganho de massa
corporal relativa apenas nos dias em que houve
tratamento (dias sete e 14) nas fémeas do grupo
5P (500mg.kg™ de piriproxifeno), tendo, ao final
da gestacdo, no dia 21, a evolucdo da massa
corporal voltado a ser equivalente entre o0s
diferentes grupos, sem diferir estatisticamente.

Tabela 1. Evolucdo da massa corporal relativa de ratas Wistar tratadas com 100mg.kg™ (1P), 300mg.kg™
(3P) e 500mg.kg™ (5P) de piriproxifeno e 300mg.kg™ de tween 80 (CN), por via oral, com sonda

orogastrica, do sexto ao 15° dia de gestacao

Grupos
1P 3P 5P CN
(n=27) (n =25) (n =25) (n=22)
Dias Média Média Média Média Valor-P*
2 101,55+ 0,309 101,11 + 0,259 101,36 + 0,293 101,85 + 0,317 0,385
7 106,57 £0,733* 105,95 + 0,366%" 104,23 + 0,580° 106,60 + 0,494% 0,012
14 117,64 +0,832° 117,56 +0,589° 114,18 + 0,645° 117,08 + 0,829% 0,002
21 147,41 +1,673 147,22 + 1,284 142,75 + 1,204 144,00 + 1,222 0,038

Os dados sdo expressos em média + erro-padrdo. *ANOVA para medidas repetidas. Teste de comparagdes pareadas
com ajuste de Bonferroni. Valores com a mesma letra, na segunda e terceira linhas, ndo sdo significativamente

diferentes, considerando-se P<0,05.

Para avaliagdo do consumo relativo de &gua e
racdo, foi realizada anélise estatistica dos
seguintes periodos: entre os dias um e cinco
(antes do tratamento), dias seis e 15 (durante o
tratamento) e dias 16 e 21 (apds o tratamento).
Constatou-se que ndo houve diferenca no
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consumo de agua entre os distintos grupos das
progenitoras, independentemente do periodo
(P=0,279). Em relagdo ao consumo de ragéo,
ndo foi constatada diferenga entre os periodos
(P=0,366) nem entre os grupos (P=0,096).
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Quanto a massa relativa dos dérgdos das
progenitoras, ndo foram observadas diferencas
entre os diferentes grupos: rim direito (P=0,069),
rim esquerdo (P=0,239), coragdo (P=0,258), baco
(P=0,992), figado (P=0,394) e (tero gravidico
(P=0,063).

A administracdo das trés doses de piriproxifeno
ndo acarretou diferencas significativas nos
indices reprodutivos estudados nas progenitoras,
como ndmero de fetos por genitora e perdas pos-
implantacdo, conforme mostra a Tab. 2.

Tabela 2. indices reprodutivos de ratas Wistar expostas a 100mg.kg™ de piriproxifeno (1P), 300mg.kg™
de piriproxifeno (3P), 500mg.kg™ de piriproxifeno (5P) e tween 80 (300mg.kg™) (CN), do sexto ao 15°

dia de gestacdo

5 Grupo

Indices reprodutivos 1P 5P CN p
NUmero de

progenitoras 27 25 22

NUmero total de fetos 305 275 298 241

N° de fetos/genitora® 11,3+ 0,500 11,0 £ 0,327 11,92+0,294 10,91+ 0,509 0,325
Perdas pos-

implantacao (%)° 1,27 + 0,608 3,32+ 1,695 186+0,811 1,89+1218 0,868

Os dados representam a média + erro-padrdo. ANOVA? ou Kruskal-Wallis®.

A Tab. 3 apresenta os indices fetais obtidos no
presente trabalho. ldentificou-se diferenca na
média da massa corporal dos fetos do grupo 5P
em comparacdo ao grupo CN. A administragéo
de diferentes concentrag@es de piriproxifeno ndo
resultou em diferencas significativas na

propor¢do entre os sexos (macho:fémea). Além
disso, ndo foram observados fetos com
malformacBes macroscopicas externas, como
alteracBes na conformagédo craniana, auséncia ou
alteracdo de forma de membros ou cauda, entre
outras.

Tabela 3. indices fetais de ratas Wistar tratadas com 100mg.kg™ (1P), 300mg.kg™ (3P) e 500mg.kg™ (5P)
de piriproxifeno e 300mg.kg™ de tween 80 (CN), com sonda orogastrica, do sexto ao 15° dia de gestacdo

. Grupo

Indices fetais 1P 5P CN p
Nuamero total de fetos 305 275 298 241

Massa corporal 4,92+0,028* 4,89+0,027*" 4,99+0,024° 4,90+0,026° 0,010
ao nascimento (g)*

Proporcao de sexo 0,8485:1 0,8333:1 0,8089:1 0,9127:1 0,919
(macho:fémea)?

Taxa de malformagdes 0 0 0

externas (%)

Os dados s&o expressos em média + erro-padro. *Kruskal-Wallis/Dunn-Bonferroni. Valores com a mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes, considerando-se P<0,05. *Qui-quadrado.

A Tab. 4 apresenta alteracdes esqueléticas nos
0ssos da cabeca dos fetos avaliados, o que inclui
alteracbes de forma, localizagdo, tamanho e
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calcificacdo, juntamente com a porcentagem de
ocorréncia das alteracbes entre os diferentes
grupos e o valor P.
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Tabela 4. Ocorréncia de anormalidades nos ossos da cabeca dos fetos de ratas Wistar tratadas com
100mg.kg™ (1P), 300mg.kg™ (3P) e 500mg.kg™ (5P) de piriproxifeno e 300mg.kg™ de tween 80 (CN), do
sexto ao 15° dia de gestacdo

Grupo

1P 3P 5P CN
Anormalidades (%) (n = 305) (n=275) (n=298) (n=241) pP*
Alargamento de fontanela 44,92%¢ 49,09 66,33 35,68° < 0,001
Reducdo de fontanela 4,92 4,73 2,69 5,81 0,335
Supraoccipital
Formato irregular 0,98 2,18 1,01 0,83 0,462
Ossificacdo incompleta 20,33*° 20,36%° 27,95° 17,01° 0,014
Centro adicional de ossificacdo 0 0,36 0 1,24 0,026
Interparietal
Ossificacdo incompleta 1,31 1,09 1,68 0,83 0,853
Centro adicional de ossificagdo 5,25% 3,64° 13,47° 6,22° < 0,001
Parietais
Formato irregular 0,33 0 0 0 1,000
Ossificacdo incompleta 2,30 2,18 2,36 0 0,130
Centro adicional de ossificacéo 0,98° 0 5,72° 0,4° <0,001
Frontais
Formato irregular 0,33 0 0 0 1,000
Ossificacdo incompleta 0,33 0 0,67 0 0,568
Nasal
Ossificacdo incompleta 0,33 0 0 0 1,000
Incisivo
Ossificacdo incompleta 0,33 0 0 0 1,000
Zigomatico
Ossificacdo incompleta 1,64 1,82 2,02 0,41 0,462
Fusdo 1,64 0,73 3,03 0 0,016
Mandibula
Ossificagdo incompleta 13,11%° 10,18%° 19,87° 4,56° < 0,001
Encurtada 1,97 4,36 3,70 5,39 0,189
Basisfenoide
Formato irregular 0 0,36 0 0,41 0,357
Ossificacdo incompleta 0 2,18 2,36 0,41 0,016
Axis
Formato irregular 0 0,36 0 1,24 0,026
Justaposicdo de parietais e frontais 4,92 4,36 6,73 4,56 0,560
Calota pobremente ossificada 3,93 13,09 4,71 0,83 < 0,001

*Qui-quadrado. Valores com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste Z, considerando-se
P<0,05.
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A Tab. 5 apresenta alteracdes 6sseas de forma, dos fetos, juntamente com a porcentagem de
localizagdo, nimero e calcificacdo nos ossos da ocorréncia das alteracbes entre os diferentes
regido cervical, do térax, da lombar e da pelve grupos e o valor P.

Tabela 5. Ocorréncia de anormalidades nos 0ssos da regido cervical, do térax, da lombar e da pelve dos
fetos de ratas Wistar tratadas com 100mg.kg™ (1P), 300mg.kg™ (3P) e 500mg.kg™ (5P) de piriproxifeno e
300mg.kg™ de tween 80 (CN), com sonda orogastrica, do sexto ao 15° dia de gestagio

Grupo

1P 3P 5P CN
Anormalidades (%) (n =305) (n =275) (n =298) (n =241) p*
Vértebras cervicais
Pobremente ossificadas 1,97 2,18 0,34 0 0,027
Clavicula
Posicao irregular 0 0,36 0,34 0 0,721
Escapula
Formato irregular 0,66 0 2,69 0 0,001
Ossificacdo incompleta 4,59*° 727 1,68" 2,07° 0,002
Parte ausente 5,25 12,00° 2,02° 12,03 < 0,001
Vértebras toracicas
Ossificacdo incompleta 0,98 1,45 0,34 0,41 0,458
Centro bipartido 2,30 2,55 2,69 0,83 0,448
Costelas
Onduladas 3,61 2,55 4,71 6,64 0,124
Ausentes 0,33 0,73 2,02 0,83 0,171
1490 vestigial 27,87 24,73 29,97 20,33 0,065
14° rudimentar 1,31 0,73 0,34 0,83 0,605
Estérnebras
Formato irregular 72,46%" 76,73 75,08 64,32 0,009
Pobremente ossificadas 26,89 26,9% 14,81° 22,41%° 0,001
Ausente 3,61 4,73 2,69 1,66 0,231
Vértebras lombares
Ossificacdo incompleta 0,66 1,45 2,69 0 0,024
Pobremente ossificadas 1,64 1,82 0 0 0,024
ilio
Pobremente ossificado 1,64 0,73 0 0 0,033
isquio
Pobremente ossificado 2,30 1,82 0 0,41 0,022
Pubis
Pobremente ossificado 2,30 1,82 0,34 0,83 0,148
Vértebras sacrais
Pobremente ossificadas 3,28 3,64 0,67 1,24 0,039

*Qui-quadrado. Valores com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste Z, considerando-se
P<0,05.
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A Tab. 6 apresenta alteracdes Gsseas relativas a
calcificagdo nos ossos dos membros toréacicos e
pélvicos fetais, juntamente com a porcentagem

da ocorréncia entre os diferentes grupos e o valor
P.

Tabela 6. Ocorréncia de anormalidades nos ossos dos membros toréacicos e pélvicos dos fetos de ratas
Wistar tratadas com 100mg.kg™ (1P), 300mg.kg™ (3P) e 500mg.kg™ (5P) de piriproxifeno e 300mg.kg™
de tween 80 (CN), com sonda orogastrica, do sexto ao 15° dia de gestagao

Grupo

1P 3P 5P CN
Anormalidades (%) (n = 305) (n = 275) (n =298) (n=241) p*
Umero 0 0 0 0
Radio e ulna 0 0 0 0
Metacarpos
Pobremente ossificados 131 2,91 0,34 0,41 0,020
Falanges (membros torécicos)
NZo ossificadas 53,44° 55,64 68,35 60,58%° 0,001
Fémur
Pobremente ossificado 131 2,91 0,67 0,00 0,017
Tibia e fibula
Pobremente ossificadas 2,62* 4,36° 4,04° 0,41° 0,034
Metatarsos
Pobremente ossificados 5,57%° 8,73 5,39*° 2,49° 0,024
Falanges (membros pélvicos)
N4o ossificadas 76,07° 78,18%° 80,13*° 86,31° 0,024

*Qui-quadrado. Valores com a mesma letra ndo apresentam diferenga significativa pelo teste Z, considerando-se

P<0,05.
DISCUSSAO

O presente estudo foi delineado para avaliagdo
do potencial teratogénico do piriproxifeno sobre
a progénie exposta durante o periodo
organogénico, em ratos Wistar. A diminui¢do do
ganho de massa corporal das progenitoras, a
redugdo na ingesta de &gua e alimentos, bem
como a presenca de sinais clinicos evidentes de
toxicidade, foram utilizadas para avaliacdo da
toxicidade materna (European Commission,
2008; 2015). Os resultados do estudo
demonstraram reducdo do ganho de massa
corporal relativa nas progenitoras expostas a
500mg.kg™ do inseticida, contudo essa reducéo
restringiu-se aos dias avaliados em que houve
tratamento.  N&do foram constatados sinais
clinicos evidentes de toxicidade aguda nem
alteragBes no consumo de agua ou ragdo entre as
progenitoras dos diferentes grupos avaliados. Os
resultados sdo semelhantes ao evidenciado pela
World Health Organization (2010), que
apresenta, como resultado de estudo de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.3, p.719-728, 2020

toxicidade pré-natal em ratos, a ocorréncia de
leve toxicidade materna, com deteccdo de
reducdo do ganho de peso corporal na dose de
100mg.kg™ por dia de piriproxifeno e, ainda,
reducdo do peso corporal e/ou do consumo de
alimento.

As alteragbes no peso relativo dos Orgdos
também sdo parametros indicadores de
toxicidade materna (Lourenco et al., 2009). No
presente estudo, a massa relativa dos Orgaos
avaliados, como figado, rins, coracdo, bago e
Gtero gravidico, ndo diferiu estatisticamente entre
0S grupos, 0 que se mostra semelhante aos
resultados de estudos de toxicidade pré-natal do
piriproxifeno em ratos relatados pela World
Health Organization (2010) e Environmental
Protection Agency (2012).

A interpretacdo das alteracbes nas taxas
reprodutivas pode identificar o periodo no qual
os efeitos toxicos reprodutivos se estabeleceram
nos animais (Lourenco et al., 2009). No presente
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trabalho, a administracdo das trés doses de
piriproxifeno ndo provocou alteragBes nos
indices reprodutivos avaliados, como diferencas
no nimero de fetos por genitora ou perdas pés-
implantagdo. Abortamentos ou partos anteriores
ao 21° dia de gestacdo também nao foram
observados. Os resultados diferem dos estudos
referenciados pela World Health Organization
(2010), que relatam interferéncia  do
piriproxifeno na ocorréncia de redugdo no
namero de implantacdes, abortamentos e partos
prematuros em estudo de toxicidade reprodutiva
em ratos.

A média da massa corporal individual fetal
evidenciou-se superior no grupo tratado com
500mg.kg™ de piriproxifeno em comparacdo ao
controle, o que, somado ao fato de que as
ninhadas do mesmo grupo apresentaram-se mais
numerosas do que as demais, embora sem se
diferirem estatisticamente, poderia  ser
interpretado como consequéncia de uma melhor
condicdo fisica das fémeas.

Os defeitos esqueléticos e as alteracdes
macroscopicas externas dos fetos foram
utilizados na avaliacdo do potencial teratogénico
do piriproxifeno. Na analise dos defeitos
esqueléticos, realizada posteriormente a técnica
da diafanizaco modificada descrita por Taylor e
Van Dyke (1985), identificou-se a presenca de
alteracBes Osseas nos fetos dos trés grupos
tratados com o inseticida. Nos 0ssos da cabeca,
constatou-se maior ocorréncia de alargamento de
fontanela e centro adicional de ossificacdo em
interparietal e parietal, nas doses mais altas
testadas em relagdo ao controle, alteragdes que,
segundo Solecki et al. (2001), classificam-se
como variagdes. A deteccdo de ossificacdo
incompleta em supraoccipital e mandibula bem
como de calota pobremente ossificada
apresentaram-se superiores em grupos tratados
quando comparados ao controle. Segundo
Chahoud e Paumgartten (2009), a aparente
diminuicdo da quantidade de osso mineralizado,
como ossificacdo incompleta ou o0sso mal-
ossificado, em comparagdo ao que se espera para
a lidade de desenvolvimento, pode ser
classificada como  ossificacdo  retardada.
Considerando-se que, na maioria dos casos, a
cartilagem esta aparentemente intacta, é provavel
gque a mineralizacdo ocorra mais tarde e que
essas observagOes sejam transitorias, de menor
impacto na sobrevivéncia ou na salde do
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individuo. As ossificagdes atrasadas sao,
portanto, incluidas nas variagdes do esqueleto,
segundo os autores citados.

Na avaliacdo dos o0ssos do torax, observou-se
aumento na deteccdo de escapula com
ossificagdo incompleta no grupo tratado com
300mg.kg? de piriproxifeno, em relacdo ao
controle, e um aumento na ocorréncia de
escapula com parte ausente no mesmo grupo
tratado e no controle, em comparagdo aos
demais. Segundo Chahoud et al. (1992), o
aumento da frequéncia de anomalias também
pode ocorrer em fetos do grupo controle, sendo
chamadas anomalias esponténeas, as quais
podem ser designadas como variagdes. As
estérnebras apresentaram forma marcadamente
irregular nos grupos que receberam as maiores
doses do inseticida em relacdo ao controle,
alteracdo essa que pode ser considerada como
variagdo por Chahoud et al. (1999) e Chahoud e
Paumgartten (2009). N&o foram detectadas
alteracfes significativas nos ossos da regido
cervical, na lombar e na pelve nem nos membros
torécicos, quando comparados ao controle. Em
relacdo aos membros pélvicos, a presenca de
tibia e fibula pobremente ossificadas mostrou-se
superior nos grupos testados com as mais altas
doses em relagdo ao controle, tendo a detec¢do
de metatarso pobremente ossificado se
apresentado superior no grupo que recebeu a
dose intermediaria do piriproxifeno.

Diante da andlise dos resultados obtidos no
presente estudo, pode-se perceber que as
alteracfes observadas classificam-se como
variagbes, as quais sdo  caracterizadas
por atraso no desenvolvimento esquelético
do individuo, enquanto as malformagdes,
que sdo  representadas  pela  auséncia
de ossos importantes, 0ssos malposicionados,
encurtamentos, arqueamentos, assimetrias ou
fusGes (Solecki et al., 2001; Chahoud et al.,
2015), ndo foram encontradas. Além disso, a
andlise externa aos fetos dos diferentes grupos
ndo evidenciou animais com malformacfes ou
alteragBes macroscOpicas externas. Percebe-se,
portanto, que os resultados do presente trabalho
sd0 compativeis com os apresentados pela
European Food Safety Authority (2009) e
European Chemicals Agency (2012). Os estudos
de toxicidade do desenvolvimento apresentados
por essas Organizagfes, com o uso do
piriproxifeno em ratos e coelhos, ndo
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evidenciaram efeitos teratogénicos nos fetos
avaliados. Nesse mesmo  contexto, a
Environmetal Protection Agency (2012) relatou
estudo de toxicidade do desenvolvimento em
ratos, com a administragdo de 1000mg.kg™ por
dia de piriproxifeno, resultando no aumento da
incidéncia de variagGes esqueléticas em fetos no
21° dia de gestacdo, além de inespecificas
variaces viscerais ap06s 0 56° dia de nascimento.

Cabe ressaltar que um aumento induzido por
dada substancia na incidéncia de variacdes
esqueléticas deve ser considerado na avaliagdo
de risco de agentes embriotoxicos humanos.
Mesmo diante da afirmagdo de que as variagbes
provocadas por agentes quimicos sdo
improvaveis de afetar adversamente a
sobrevivéncia ou a saide do individuo, deve-se
considerar que, embora aparentemente nao seja
considerada adversa e ndo  transmita
desvantagem seletiva, um aumento na sua
ocorréncia, induzida pelo tratamento, significa
que o agente quimico tem o potencial de
perturbar o desenvolvimento do esqueleto. Dessa
forma, sob uma condicéo diferente de exposicéo,
ou em outras espécies, essa perturbacdo da
formacdo Gssea normal pode dar origem a um
resultado diferente e mais severo (Chahoud et
al., 1992; Chahoud e Paumgartten, 2009).

CONCLUSOES

Diante do relatado, o presente estudo sugere que
a administracdo oral do inseticida piriproxifeno,
nas doses de 100, 300 ou 500mg.kg™ por dia,
durante o periodo organogénico, em ratos Wistar,
acarreta alteracGes esqueléticas sugestivas de
retardo no desenvolvimento, especialmente nas
doses mais altas testadas (300 e 500mg.kg™ por
dia); entretanto, efeitos  teratogénicos,
malformacBes ou alteragBes sugestivas de
microcefalia ndo foram observados. Por fim,
diante da situacdo potencialmente complexa de
risco para a saude humana, sugere-se a execugao
de investigacGes adicionais, por meio de estudos
em outras espécies animais, de forma a contribuir
para a adequada avaliacdo de risco do uso do
piriproxifeno em édgua potavel.
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