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O uso de inseticidas é considerado importante e indispensavel para o aumento da
produtividade das &areas destinadas a agricultura, j& que os insetos sdo grandes responsaveis
pelas perdas verificadas durante a producdo de alimentos. Os inseticidas sdo também
utilizados na pecuaria, em domicilios e em programas de salde publica.

Evitar perdas na agricultura e garantir alimentos em quantidade e qualidade
adequados para uma populacdo em plena expansdo tem sido o grande desafio de
especialistas de todo o mundo. Fato que contribui para a classificagdo do Brasil como o 3°
maior consumidor de praguicidas no mundo e o primeiro no ambito da América Latina
(ANVISA, 2007). O uso de praguicidas no Brasil alcancou, no ano de 2009, o patamar de
producéo e comercializac&do de aproximadamente, 800 mil toneladas (Pelaez, 2009).

Os piretréides sao, atualmente, os inseticidas mais utilizados, pois apresentam baixa
toxicidade em mamiferos, baixo impacto ambiental, sdo efetivos contra um largo espectro de
insetos e sdo necessarias baixas quantidades para exercerem sua a¢do (Santos et al., 2007).
Entretanto, deve-se ter em consideracdo que muitos contaminantes ambientais, em
concentracdes ndo nocivas, podem determinar processos fisiopatologicos se estressores
fisicos ou quimicos e/ou condicfes patoldgicas estiverem presentes.

A permetrina, um membro da familia dos piretréides sintéticos, pertence a classe tipo |
(sem grupo cianeto) dos piretréides. Os trabalhadores podem ser expostos a permetrina
através da exposi¢cdo ocupacional (durante o manuseio e/ou a aplicagdo do produto)
principalmente na agricultura e pecudria, devido & auséncia de equipamentos de protecdo
individual ou seu uso inadequado, e os demais membros da populacdo podem ser expostos
através de operacdes de controles de pestes em programas de saude publica, da
contaminacgédo de alimentos e 4gua, e dos domissanitarios. A exposicao da populacdo a estes
agentes ocorre principalmente via residuos presentes nos alimentos (Heudorf, 2001,
Schettgen, 2002). Assim, dentre seus multiplos usos destacam-se a protecdo de graos
estocados, a aplicacdo em lavouras, o controle de vetores, o uso como repelente e
tratamento de piolhos, sarnas, carrapatos, pulgas e cupins. Apesar das vantagens

apresentadas pelos piretroides em relacdo a outros inseticidas, os mesmos cuidados devem
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ser tomados para sua utilizacdo, jA que podem exercer nos vertebrados efeitos neuro e
cardiotoxicos.

Quase todos os efeitos sistémicos da exposicdo por piretréides estdo relacionados as
suas acdes sobre o0 sistema nervoso central. Semelhantemente aos outros piretréides, a
permetrina altera a funcéo do sistema nervoso por modificar a bioquimica e fisiologia do canal
de sobdio-voltagem dependente, a saber, prolongam a fase de abertura do canal
Consequentemente, aumentam a entrada de sédio na célula nervosa e induzem
despolarizacdo da membrana. Ainda, bloqueio da conducéo nervosa pode ocorrer com altas
concentracoes (Narahashi, 1996). Embora o canal de sédio seja o sitio comum, os piretroides
podem atuar sobre diferentes isoformas do canal de sodio e sobre outros canais i6nicos para
produzir seus sinais clinicos (Overview of Permethrin Risk Assessment).

Em ratos, o pesticida piretréide permetrina inibe a atividade da Ca‘’-ATPase,
alterando a homeostase intracelular de Ca* (Grosman & Diel, 2005). Em tecidos humanos,
os canais de Ca**-voltagem dependentes também s&o alvos para a acdo dos piretrdides
(Shafer & Meyer, 2004). Dessa maneira, as alteracdes no transito de Ca'® intracelular
induzidas pelos piretroides determinam uma reducgéo da atividade da sintase de Oxido nitrico
(NOS) constitutiva, dependente de Ca*?, com alteracdo concomitante da producdo de 6xido
nitrico (NO) (Casares & Mantione, 2006; Casares et al., 2006).

O envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi também postulado como
um dos mecanismos através dos quais 0s pesticidas, como a permetrina, exerce seus efeitos
deletérios sobre os tecidos. Assim, dano oxidativo ndo apenas no cérebro, mas também em
outros tecidos alvos como o figado, eritrécitos, linfocitos, entre outros, tém sido relatados
apos exposicao aos piretroides (Song & Narahashi, 1996; Kale et al., 1999; Dayal et al., 2003;
Oberoi et al., 2007).

Os efeitos neurotdxicos dos piretroides sdo amplamente conhecidos e se caracterizam
por tremores, hiperatividade, irritacdo, aumento da temperatura corpoérea, hiper-salivagéo,
diarréia, midriase entre outros. Neste contexto, Lazarini et al (2001) relataram que a

exposicao aos inseticidas piretroides induz alteragbes comportamentais em ratos, bem como
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em outras espécies, incluindo humano. Ainda, diminuicdo da atividade motora, prejuizo
sexual, social e coordenagdo motora, aumento do comportamento agressivo, deficiéncia na
aprendizagem e memoria, sdo alguns dos efeitos comportamentais de ratos expostos aos
inseticidas piretroides (Crofton & Reiter, 1988; Wolansky & Harrill, 2008).

Surpreendentemente, poucas sao as informacdes disponiveis sobre alteracdes
cardiovasculares relacionadas a exposi¢cao por inseticidas piretréides (Forshaw & Bradbury,
1983; Spencer e Sham, 2005), apesar do reconhecido papel desempenhado pelo 6xido nitrico
e pelas ROS em processos fisiopatoldgicos relacionados ao sistema cardiovascular (Schulz et
al., 2008).

Acredita-se que o ambiente intra—uterino exerca um papel importante na origem de
muitas doencas no individuo adulto. Tais doencas incluem: hipertensdo arterial, diabetes,
doencas cardiacas e coronarianas e acidente vascular cerebral. Atuando na predisposi¢do
genética, 0s processos intra-uterinos parecem programar o metabolismo do individuo e o
sistema endocrino e, apds 0 nascimento, estes fatores de risco sdo entdo amplificados ou
minimizados por influéncias ambientais (Newnham, 2001) parecendo ser independentes ao
estilo de vida, tais como consumo de cigarros e/ou alcool, peso, classe social e sedentarismo
(Barker et al., 1993).

Em ratos, os neurdnios catecolaminérgicos desenvolvem-se nos estagios iniciais da
ontogénese (Oliff & Gallardo, 1999). Em 1992(a), Wakatsuki et al. mostraram uma correlagéo
positiva entre a idade gestacional e a porcentagem de decréscimo da freqiiéncia cardiaca
basal de ovinos, sugerindo um importante papel do sistema nervoso auténomo sobre o
desenvolvimento cardiovascular. Posteriormente, demonstrou-se que o SNA desempenha
importante papel sobre a adaptagdo circulatoria e metabdlica de fetos ovinos a altera¢des no
seu meio intra-uterino e apds o nascimento (Wakatsuki et al. 1992b; Segar et al., 1994a,b).

Os fetos, 0s neonatos e as criancas sao muito susceptiveis a agentes quimicos
porque o sistema nervoso central em desenvolvimento apresenta alta taxa de mitose e
migracao celular que sdo processos bastante sensiveis a distlrbios causados por substancias

toxicas.
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Atualmente sdo reconhecidos diversos fatores que podem aumentar o risco de
hipertensdo arterial, dentre eles a idade, o histdrico familiar de hipertenséo, o excesso de
peso, as dietas ricas em sal, o sedentarismo e, mais recentemente, a desnutri¢ao intra-uterina
(NuRnez et al., 2008).

A desnutricdo intra-uterina possui causas complexas, onde fatores maternos, fetais e
placentarios podem estar envolvidos. Dentre os fatores maternos, podemos incluir a
desnutricdo como sendo 0 mais comum e o de maior importancia. De fato, se considerarmos
gue o crescimento se inicia na concepc¢do, e ndo no nascimento, a dieta materna durante a
gestacao torna-se importante elemento para o perfeito aproveitamento do potencial genético
fetal.

As necessidades do embrido sdo minimas, mas como essa fase inicial € marcada por
intenso crescimento hiperplasico, é imprescindivel o fornecimento adequado de nutrientes
para que ndo ocorram danos celulares irreversiveis. Portanto, nessa fase o feto é
extremamente vulneravel a qualquer grau de deficiéncia nutricional. Por outro lado, nos
estagios finais de desenvolvimento, quando predomina o crescimento hipertréfico, os danos
sdo menos definitivos e acarretam, principalmente, reducdo do peso fetal. Assim sendo, 0s
periodos finais da gestacdo sdo menos suscetiveis aos efeitos deletérios da desnutricdo
materna. Isto sugere que a fase da gestacdo em que ocorre a desnutricdo é determinante no
aparecimento de alteragfes irreversiveis nos tecidos e orgaos fetais (Campbell et al., 1996).

Durante as ultimas décadas acumularam-se evidéncias de que o peso corpéreo ao
nascimento esta associado com o risco elevado de mortalidade cardiovascular (Barker et al.,
1989; Leon et al., 1996; Leon et al., 1998). Esses achados levaram ao desenvolvimento da
hipétese da “programacéo fetal” que declara que doencgas cardiovasculares, e em particular a
hipertensdo arterial, originam-se como consequéncia da méa nutricdo in utero. Assim, a
limitacdo de substrato para o feto retarda o crescimento fetal e induz hipertensdo em ratos e
cobaias (Persson & Jansson, 1992; Langley-Evans & Jackson, 1994). A restricdo de
nutrientes especificos na dieta materna também retarda o crescimento fetal de ratos e produz

aumento substancial da pressédo arterial de proles adultas (Langley-Evans et al., 1994;
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Langley-Evans & Jackson, 1996). Por sua vez, as adaptacdes desenvolvidas sob condicdes
de desnutricao materna podem se tornar maléficas caso o ambiente pds-natal seja provido de
abundancia relativa de nutrientes (Gluckman & Hanson, 2004).

A desnutricdo intra-uterina tem sido apontada como uma das principais causas de
morbidez nas primeiras horas ap6s o nascimento. Além disso, trabalhos clinicos tém
demonstrado que criancas submetidas a desnutricdo intra-uterina sdo mais propensas a
desenvolver hipertensdo arterial e também apresentam maior mortalidade por doencas
cardiacas quando atingem a maturidade (Barker et al., 1993; Law et al., 1993; Barker, 1996).

Um numero potencial de mecanismos através dos quais a desnutricdo fetal pode
predispor a hipertensdo arterial foi investigado e um possivel papel da exposicao fetal aos
glicocorticéides maternos (Langley-Evans et al., 1996; Gardner et al.,, 1997), fatores
endoteliais (Franco et al., 2002), sistema renina-angiotensina e rim (Langley-Evans et al.,
1999a,b), e atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, principalmente em condicdes
estressogénicas (Langley-Evans et al., 1996; Lesage et al., 2006; Nufez et al., 2008), na
manutencdo da presséo arterial elevada foi sugerido.

Alguns autores tém associado um aumento de pressao arterial a diminuicdo da
atividade da 11-BHSD, placentaria que converte corticosterona em 11-deidroxicorticosterona
no rato (cortisol a cortisona no homem) e, consequente, permite o acesso do feto aos
glicocorticéides maternos, promovendo retardo no crescimento da prole, uma possivel
resposta de programacdo relacionada a doencas posteriores (Edwards et al., 2005). O
tratamento de ratas prenhes com baixas doses de dexametasona, um glicocorticéide sintético
usado na pratica da obstetricia, reduz 0 peso ao nascimento e eleva a pressdo arterial
sanglinea na prole adulta (Benediktsson et al., 1993). Mesmo exposi¢cdes em curto prazo a
glicocorticéides no ultimo periodo de gestacdo aumentam a pressao arterial em ratos adultos
(Levitt et al., 1996).

Um achado consistente é a observacdo de que a desnutricdo intra-uterina esta
associada com alteracbes de reatividade vascular em diferentes leitos vasculares e em

diferentes espécies (Khan et al., 2005). Em 2002, Franco et al. relataram que a desnutricdo in
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utero induz hipertensdo arterial em ratos Wistar, machos e fémeas, associada a alteracfes
endotélio dependentes da reatividade da aorta toracica. Ainda, a referida disfungéo endotelial
foi devida a uma diminuicdo na atividade/expressao da sintase de 6xido nitrico presente no
endotélio vascular.

A restricdo de nutrientes durante o periodo perinatal exerce importante influéncia
sobre o comportamento do animal. Em estudo de laboratério, a restricdo de nutrientes in
utero exerce influéncia direta sobre a estrutura, a fisiologia e bioquimica do cérebro, podendo
ocasionar danos cerebrais permanentes (Lukoyanov & Andrade, 2000). Em ratos desnutridos
in utero, durante a vida pos-natal, apresentaram inimeros prejuizos comportamentais, como
por exemplo, alteracdo no comportamento exploratorio e social (Almeida et al., 1996 a,b),
distirbios de emotividade (Jaiswal et al., 1996; Almeida et al., 1996) déficit de memoria
(Castro et al., 1987; Celedon et al., 1979; Cordoba et al., 1994) e menor ansiedade no teste
de exploracao forcada (Levay et al., 2007).

Evidéncias clinicas também sugerem que certos tipos de transtornos alimentares sdo
fatores de risco para ansiedade, pois 83% de individuos que possuem anorexia nervosa, ja
tiveram pelo menos uma vez na vida diagnéstico de transtorno de ansiedade (Godart et al.,
2000). Além disso, varios aspectos da gravidez e do parto podem ser afetados pela baixa
disponibilidade de alimentos, incluindo a incidéncia de aborto espontaneo, tempo de duracao
da gestacéo, oObitos fetais, dentre outros.

Neste contexto, a desnutricdo intra-uterina afeta a regulacéo cardiovascular podendo
representar um fator de risco adicional na exposi¢cdo aos inseticidas piretréides durante a
prenhez. Embora haja relatos sobre alterag6es comportamentais e/ou de reatividade vascular
em individuos submetidos a desnutricdo intra-uterina ou expostos aos piretréides,
isoladamente, torna-se imprescindivel, para a avaliacdo de risco cardiovascular, o
conhecimento da adaptacdo circulatéria a exposicdo pré-natal aos piretrdides em proles
submetidas a desnutri¢cdo intra-uterina.

Investigacdes abordando os efeitos da desnutricdo sobre as respostas cardiovasculares

em condicdo de exposicdo aos inseticidas piretréides em uma amostra de individuos
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suficientemente grande para produzir resultados significativos tornam-se por vezes impraticavel.
Mesmo podendo ser realizada, esta investigacdo demanda muito tempo antes dos resultados
estarem disponiveis. Em tais situa¢des, um modelo animal representa uma alternativa racional e,
embora ndo possa ser utilizado para fazer declaracfes inequivocas sobre os efeitos em seres
humanos, pode acrescentar de forma significativa para o conjunto de evidéncias. Ainda, a
restricdo alimentar em ratos tem se mostrado Gtil como modelo para a desnutricdo humana, uma
vez que estes animais compartilham muitas caracteristicas da desnutricdo em humanos (Franco

et al., 2002; Tomkins et al., 2007).
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Objetivos
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Geral

Investigar possiveis alteragfes na resposta cardiovascular de ratos adultos expostos a
permetrina in utero, isoladamente ou em associacdo a desnutricdo durante a prenhez, e
assim determinar se a provavel adaptacao vascular a exposi¢do ao piretroide in utero difere

em condicdo de desnutricdo durante a prenhez.

Especificos
Investigar, em ratos machos adultos expostos a permetrina in utero, submetidos ou ndo
a restricdo alimentar durante a prenhez:

1) as alteracbes de pressao arterial,

2) as alteragOes de reatividade da aorta toracica, com e sem endotélio, a noradrenalina, e
ao célcio (Ca*™);

3) as alteracbes de reatividade da aorta toracica, com e sem endotélio, a noradrenalina na
presenca de L-NAME (inibidor inespecifico da NOS) e de prazosin (blogqueador

especifico do receptor a;-adrenérgico).

Finalmente, investigar possiveis alteracbes do comportamento de maes expostas a

permetrina in utero, submetidas ou ndo a restricdo alimentar durante a prenhez.
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Material e Métodos
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Animais

Ratos Wistar machos e fémeas (12 - 16 semanas de idade) foram obtidos do CEMIB -
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério - UNICAMP e usados para o acasalamento.

Todos os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, com ciclo claro-escuro de 12 h e temperatura
controlada (23 + 2°C). Os animais tiveram livre acesso a racao e também a agua filtrada, com
excecdo das fémeas prenhes com restricdo alimentar. Como a ninhada foi considerada a

unidade experimental, irmdos ndo foram usados dentro de um mesmo grupo.

Procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos & Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal do Instituto de Biociéncias - UNESP - Botucatu e aprovados, por
estarem de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo Animal adotado pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Acasalamento

Para o acasalamento, foi colocado um macho dentro de cada gaiola contendo duas
fémeas virgens, ao final da tarde. As ratas foram diariamente observadas e o dia em que se
detectou a presenca de espermatozoéides e a fase estro do ciclo estral no lavado vaginal foi
nomeado dia zero de prenhez. Neste dia, as ratas foram alocadas em gaiolas individuais e
aleatoriamente separadas em quatro grupos: o controle (CTRL - ndo exposto a permetrina e
nao submetido a restricdo alimentar), o exposto a permetrina (PERM), o submetido a restricdo

alimentar (RA), e o submetido a restricdo alimentar e exposto a permetrina (RA/PERM).
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Restricdo Alimentar — Desnutricdo in utero

Apés a confirmacdo da prenhez, as ratas fémeas foram separadas em dois grupos:
CTRL - receberam racdo comercial padrdo e agua ad libitum, RA — receberam a mesma dieta
a 50% do consumo do grupo CTRL, ou seja, 11,5 gramas de racdo comercial padrao,
determinado em experimentos pilotos pela quantidade de racdo consumida pelo grupo CTRL

do 1° dia de prenhez até o parto.

Regime de Exposicéo
A permetrina foi administrada nas fémeas prenhes, uma vez ao dia, através de
gavagem (0,1 ml/kg) na dose de 100 mg/kg, do 11° ao 21° dia de gestacdo. Fémeas controles

foram tratadas com veiculo (6leo de milho 0,1 ml/kg), seguindo 0 mesmo protocolo.

Procedimentos Pds-Natal e Evolucdo do Peso Corpdreo

A ingestdo de ragdo foi avaliada diariamente do dia zero de prenhez até o
nascimento dos filhotes a partir da quantidade de racdo disponibilizada menos a ragéo
ingerida apds 24 horas. O peso das maes foi aferido no dia zero de prenhez, no 6° dia e
diariamente a partir do 11° dia de prenhez até o 21° dia de gestacdo. Apés 0 nascimento,
maes e filhotes de ambos 0s grupos receberam racédo e agua ad libitum. De modo a prevenir
qgualquer variagdo no crescimento dos neonatos devida a disponibilidade de leite durante a
amamentacgdo, o tamanho da ninhada ao nascimento foi padronizado em oito filhotes e
manteve-se o0 maior numero possivel de filhotes machos nos diferentes grupos. Filhotes
fémeas foram mantidas somente para se completar a ninhada, e ninhadas com nimero de
filhotes inferior a oito foram descartadas. Cada ninhada foi pesada ao nascimento e cada
filhote foi pesado semanalmente até a realizacdo do protocolo experimental de reatividade
vascular. A distancia anogenital, bem como o nimero total de filhotes machos e fémeas por
ninhada foi determinado no 1° dia pés-natal. A distancia anogenital foi normalizada pela raiz

cubica do peso corpdreo como recomendado pela literatura (Gallavan et al., 1999). No dia
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do protocolo de reatividade vascular, os seguintes 6rgaos foram retirados para a pesagem:

ventriculo esquerdo e direito; rins direito e esquerdo e adrenais direita e esquerda.

Desmame

O desmame dos filhotes foi realizado entre o 23° dia de vida pos-natal.

Determinacéo da Presséo Arterial

A pressdo arterial (PA) sistélica caudal do animal ndo anestesiado foi verificada,
através de um eletroesfigmomanémetro (Narco Bio-Systems), no 28°, 42°, 56° e 70° dia de
vida pés-natal. O valor da PA foi a média de trés registros consecutivos obtidos a intervalos

de 2 minutos.

Andlise Quantitativa de Permetrina

Os niveis de permetrina foram quantificados nas ratas no 21° dia de prenhez e nos
filhotes com 70 dias de idade. As amostras de sangue de ratas prenhas foram colhidas 3 horas
apos a gavagem, respeitando as caracteristicas farmacocinéticas da droga relatadas na
literatura, pico para concentracdo plasmatica maxima de 2-4 horas e tempo de meia vida
plasmatica de 12,3 horas ap6s administracdo oral em ratos (Anadon et al., 1991). Os animais
foram exanguinados e o0 sangue que verteu do tronco cerebral foi recolhido e armazenado em
baixa temperatura para dosagem de permetrina por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC: cromatografo liquido modelo 480°C, Instrumentos Cientificos C.G. Ltda, S&o Paulo,
Brasil). Os procedimentos foram os mesmos descritos por Bissacot e Vassilieff (1997). Os
residuos de permetrina foram extraidos da amostra com acetonitrila, previamente acidificada
com acido cloridrico 0,1N, deixada em agitacdo por trinta minutos, filtrada e, apds seca,
ressuspendida com n-hexano e dietil éter n-hexano e purificado através de coluna com Florisil.
As medidas quantitativas foram realizadas através da técnica de padrdo externo e da medida da

area de pico dos cromatogramas. O limite de detec¢cao do HPLC foi < 0,001 pg/ml.
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Avaliacdo das adrenais, rins e coragao
Os rins, as adrenais e o0 coracdo foram removidos para a avaliacdo dos pesos liquidos,
bem como das relagdes: VE/PCF= relagédo entre o peso do ventriculo esquerdo (VE) e 0 peso

corporal final (PCF) e VD/PCF= relacéo entre o peso do ventriculo direito (VD) e PCF.

Reatividade Vascular

Somente ratos machos adultos com 10 semanas (70-75 dias de idade) foram
utilizados para os estudos de reatividade vascular.

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (300 mg/kg i.p.) € mortos por
decapitagcdo, apos este procedimento foram submetidos a uma toracotomia, e em seguida
procedeu-se o isolamento da aorta toracica. Apos a remocao do tecido adiposo, a aorta foi
subdividida em quatro anéis. Indistintamente, dois dos anéis tiveram os endotélios removidos
mecanicamente. Os anéis foram suspensos, em cuba para 6rgéo isolado, contendo solucéo
de Krebs-Henseleit modificado (composicdo em mM: NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5; KH,PO,
1,2; MgSO, 1,1; NaHCO; 25,0; Glicose 11,0; &cido ascoérbico 0,11). A solucdo nutriente foi
mantida a 37,0 £ 0,5°C e saturada com carbogénio (95% O,, 5% CO,). Os anéis foram

conectados a transdutores de forca isométricos, acoplados a um fisidografo (Ugo Basile).

O periodo de estabilizacdo foi de 1h, sob uma tenséo inicial de 1,5 g mantida ao longo de
todo o experimento, com trocas de solucdo nutriente e ajuste de tensdo a cada 15 min. Ao se
completar o periodo de estabilizacdo de 1h, curvas concentragdo-efeito (CCEs) a
noradrenalina (NA 10™ a 10 M) foram obtidas em anéis de aorta isolados de ratos CTRL,
RA, PERM e RA/PERM. Ao final das CCEs & NA doses Unicas de acetilcolina (10° M) e
nitroprussiato de sédio (NP 10* M) foram utilizadas para testar a integridade da célula
endotelial e da camada muscular lisa, respectivamente. Apds o término da 12 CCE a NA,
houve um periodo de estabilizacdo de 45 minutos numa solugéo de Krebs livre de célcio e
contendo EDTA. De modo a esgotar o célcio intracelular, fenilefrina 10° M foi adicionada
sucessivamente até a auséncia de resposta contratil. Apés este procedimento a preparacao

foi despolarizada com KClI 80mM ainda nhum Krebs sem calcio na auséncia de EDTA, e
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finalmente CCEs ao célcio (0,2; 0,4; 0,8; 2; 4; 8 e 10 mM) foram obtidas. A realizacdo de
curvas consecutivas ndo altera a reatividade da aorta aos agentes utilizados (dados
anteriores em nosso laboratorio).

Quando pertinente, prazosin (10® M, bloqueador especifico de receptor a;-adrenérgico)
ou N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3x10™ M, inibidor inespecifico da 6xido nitrico
sintase, NOS) foram adicionados e permaneceram em contato com a preparacdo até o
término da CCE a NA.

Para estudar o papel do endotélio, as respostas aos agentes vasoconstritores foram
obtidas em anéis de aorta com (+E) e sem (-E) endotélio, estudados em paralelo. A
reatividade vascular foi avaliada através das alteragBes da resposta maxima e poténcia
(concentracéo eficaz 50% - CE50) do tecido aos agentes vasoconstritores em experimentos
individuais. A CE50 é definida como a concentracdo molar do agonista responsavel pela
obtencdo de um efeito igual a 50% do efeito méximo. As CE50s foram medidas por
determinacgédo grafica e as médias apresentadas como antilogaritmo da média aritmética dos

log CE50 de cada experimento, com os respectivos intervalos de confianga (IC) de 95%.

Estudo do comportamento

Ratas com 21 dias de prenhez, submetidas a exposicdo da permetrina associado ou
ndo com a desnutricdo in utero, tiveram seu comportamento avaliado em campo aberto e em
labirinto em cruz elevado. Todos 0s experimentos de comportamento foram filmados por

video camera para posterior analise.

Campo aberto

A atividade geral dos animais foi avaliada por meio da observacdo direta, durante 5
minutos, no campo aberto e consistiu ha mensuracdo de comportamentos eliciados num
espacgo aberto e desconhecido, do qual o animal ndo pode escapar, construido conforme
especificacbes modificadas por Broadhurst (1960). O campo aberto consiste de uma arena

circular de madeira, com 87 cm de diametro e 32,5 cm de altura, sendo o assoalho dividido
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por meio de trés circulos concéntricos e segmentos de reta, em dezenove partes
semelhantes. A arena dista 48 cm do chdo e tem uma cortina na sua parte frontal, que
permite ao observador visdo geral do animal, e dificulta a este, a visédo do experimentador.

Os animais exibem uma tendéncia de se movimentar, mesmo na auséncia de
estimulos. Ao final de cada sessao, o aparato foi limpo com alcool etilico 5%, v/v.

No campo aberto foram avaliados os seguintes parametros:

- Locomocgé&o: numero de vezes em que o animal invade, com as quatro patas, um dos
campos da arena;

- Levantar: nimero de vezes em que o animal se apdia nas patas posteriores, com o
tronco perpendicular ao piso, tendo a cabeca dirigida para cima e tocando ou ndo, com as
patas anteriores, as paredes do campo aberto;

- Limpeza: tempo em segundos de execugcdo de movimentos com as patas anteriores
em direcdo a boca ou a cabeca, podendo haver continuidade destes em direcdo aos
pavilhdes auriculares e/ou movimento de lamber dirigido principalmente as porcdes laterais
do corpo e a regido genital;

- Congelamento: tempo em segundos em que o animal permanece em imobilidade
tbnica. Geralmente com o ventre rente ao ch&o, os olhos bem abertos e com a respiracéo

irregular.

Figura 1. Campo aberto.
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Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado € um modelo experimental para a mensuragdo de
ansiedade em roedores (Pellow & File, 1986).

O aparato do labirinto em cruz elevado consiste numa plataforma com dois bracos
abertos (50x10) e dois bracos fechados (50x10x40), perpendiculares. A altura do labirinto em
relacdo ao chéo é de 50 cm.

O animal foi colocado no centro do labirinto, denominado centro ou espaco morto, com
a cabeca voltada para o espaco aberto, sendo-lhe permitido explorar livremente o aparato por
5 minutos. Durante este periodo foram registrados:

- 0 numero de entradas nos bracos abertos, nos bracos fechados, e no centro: nUmero
de vezes que o animal adentrou, com as quatro patas no aparato.

- 0 tempo de permanéncia nos bragos abertos, nos bracos fechados e no centro:

tempo em segundos que o animal gastou no aparato.

Figura 2. Labirinto em cruz elevado.

Analise Estatistica

Numero de filhotes por ninhada, distdncia anogenital de filhotes ao nascimento,
reatividade vascular (resposta maxima e CE50%) aos agentes vasoativos, peso de érgdos de
ratos machos adultos e o comportamento de ratas prenhes foram comparados através da
analise de variancia multifatorial, com teste a posteriori de Tukey (SIGMASTAT 3.2). Os

fatores para analise foram restricdo alimentar e exposicdo a permetrina. A evolu¢do da
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pressao arterial e do peso corpéreo de ratos machos adultos expostos a diferentes protocolos
in utero, bem como a ingestdo alimentar materna foi realizada pela analise de variancia no
modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores e complementada com o teste de
comparacGes multiplas de Tukey. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM) ou intervalo de confianca de 95%, para a reatividade vascular e CE50%
respectivamente, e média = desvio padrdo para o comportamento. P < 0,05 foi considerada

estatisticamente significativa.

Drogas e Solugdes

As seguintes drogas serdo utilizadas: bitartarato de noradrenalina (Sigma Chemical
Co.); cloridrato de acetilcolina (Sigma Chemical Co.); L-NAME (Sigma Chemical Co.);
nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical Co.); prazosin (Sigma Chemical Co.); e CaCl (Sigma
Chemical Co.) e permetrina — pureza: 96,2% (Bilag Industries Ltda, india).

A permetrina foi diluida em 6leo de milho e as demais solu¢Bes foram preparadas

utilizando-se solugéo Krebs-Henseleit.
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Resultados
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Peso Corpéreo e Procedimentos Pds-Natais

O peso corp6reo materno mostrou aumento gradativo em fungéo da prenhez e nao foi
alterado pela exposicdo pré-natal a permetrina. Entretanto, a restricdo alimentar,
isoladamente ou em associacdo a exposicdo pré-natal a permetrina, reduziu
significativamente a evolu¢cdo do peso corpdreo materno a partir do 11° dia de prenhez
(Figura 3 e Tabela 1).

A restricdo alimentar isoladamente e em associagdo a exposi¢do pré-natal & permetrina
determinou diminuicdo no peso da ninhada e o peso corpéreo individual dos filhotes ao
nascimento (Figura 4 e Tabela 2). Ainda, o peso corporeo nos diferentes grupos experimentais
a partir do nascimento até o 70° dia de idade, mostrou aumento gradativo durante o
desenvolvimento pds-natal. Entretanto, ndo houve qualquer alteracdo na evolucdo do peso
corporeo pelos diferentes protocolos experimentais até a idade adulta, exceto ao nascimento
(Figura 5).

Nenhum dos tratamentos afetou o nimero de filhotes por ninhada, quer sejam machos
ou fémeas (Tabela 2). Entretanto, a distancia anogenital de filhotes machos foi reduzida tanto
pela restricdo alimentar in utero quanto pela exposicdo a permetrina, isoladamente e em
associacdo. Ainda, a exposi¢cdo a permetrina, isoladamente, reduziu de modo significativo a
distancia anogenital de filhotes fémeas (Tabela 2).

O tratamento com permetrina ndo determinou qualquer alteragdo na ingestao
alimentar de ratas prenhes comparado ao grupo controle (Figura 6).

Nao houve qualquer alteracdo do peso dos tecidos (ventriculos, rins e adrenais) de
ratos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo intra-uterina, isoladamente ou em associacao

a exposicao pré-natal a permetrina (Tabela 3).

Presséo arterial
A pressao arterial sistolica caudal, mensurada nos diferentes grupos experimentais a
partir do desmame até o 70° dia de idade, mostrou aumento gradativo durante o

desenvolvimento pés-natal. Entretanto, os valores observados em ratos submetidos a
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restricdo alimentar in utero isoladamente ou em associagcdo a exposi¢cdo pré-natal a
permetrina determinou um aumentou significativo na pressdo arterial a partir da oitava

semana de vida pos-natal e se manteve até a idade adulta (Figura 7).

Determinacao dos niveis de permetrina no sangue

A concentracdo de permetrina mensurada nas mées no 21° dia de prenhez mostrou-se
aumentada em ratas expostas a permetrina durante a prenhez, tanto isoladamente quanto em
associacdo a restricdo alimentar. Em maes controles e submetidas a restricdo alimentar in
utero, bem como em descendentes machos adultos dos diferentes grupos experimentais, o
nivel de permetrina esteve abaixo do limite de detec¢do que correspondeu a 0,001pg/ml

(tabela 4).

Reatividade vascular

Independentemente da presenca do endotélio, a exposicdo a permetrina in utero
isoladamente e esta condicdo em associacao a restricdo alimentar determinaram um aumento
de resposta maxima da aorta ao célcio sem alteracdo nos valores de EC50 (Figura 8; Tabela
5). Contrariamente, a reatividade a noradrenalina em aorta com endotélio, expressa pela
resposta maxima e EC50, ndo diferiu entre os grupos experimentais, a saber, CTRL, RA,
PERM, e RA/PERM (Figura 9; Tabela 6). Ainda, a presenca de prazosin determinou um
desvio a direita na curva concentragdo-efeito a noradrenalina tanto em aorta com quanto sem
endotélio que nao diferiu entre os grupos experimentais (Figura 10; Tabela 7).

A remocédo do endotélio, independentemente da presenca de prazosin, determinou um
aumento significativo da resposta maxima a noradrenalina, que atingiu valores semelhantes
em todos o0s grupos experimentais (Figuras 9 e 10; Tabelas 6 e 7). Entretanto, este
procedimento ndo interferiu na resposta maxima ao célcio (Figura 8; Tabela 5).

A presenca de L-NAME determinou um aumento na resposta maxima a noradrenalina

em anéis com endotélio, que atingiu valores semelhantes em todos 0s grupos experimentais e
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nao diferiram daqueles observados nas preparacdes sem endotélio para a noradrenalina
(Figura 11; Tabela 8).
Comportamento

Campo aberto

A desnutricdo intra-uterina independente da associacdo a permetrina determinou
aumento significativo nos parametros locomocdo e levantar, avaliados no campo aberto
(Tabela 9). Contrariamente, a exposi¢cdo pré-natal a permetrina e a restricdo alimentar,
isoladamente ou em associacdo, ndo determinaram qualquer alteracdo significativa nos
parametros limpeza e congelamento avaliados, no campo aberto (Tabela 9).

A exposicdo a permetrina durante a prenhez ndo determinou qualquer alteracdo do

comportamento de ratas no campo aberto, avaliado no 21° dia de prenhez (Tabela 9).

Labirinto em cruz elevado

A desnutricdo in utero independente da associacdo a permetrina determinou aumento
significativo no numero de entradas: bracos fechados, bracos abertos e centro no labirinto em
cruz elevado (Tabela 10). O tempo de permanéncia nos bragos abertos e no centro foi
significativamente aumentado pela desnutrigdo in utero independente da associacdo a
permetrina. No entanto, houve diminuicdo do tempo de permanéncia avaliado nos bracos
fechados (Tabela 11), quando comparado aos respectivos grupos controle e permetrina. Ainda,
a exposicdo a permetrina durante a prenhez ndo determinou qualquer alteragdo do
comportamento de ratas no labirinto em cruz elevado, avaliado no 21° dia de prenhez (Tabelas

10 e 11).
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Tabela 1. Valores médios do peso materno durante a prenhez

Peso Materno Controle Restricdo Permetrina Associacao
Dia 0 de prenhez 255,7+7,7 263,9+9/4 256,6 + 14,9 261,7+10,1
6° dia de prenhez 273,6 £6,9 257,4+7,3 275,7 + 28,0 250,6 £ 6,3

11° dia de prenhez 287,2+5,8 256,5 + 12,2*" 291,7 + 26,4 251,6 + 3,9*"
21°dia de prenhez 360,7+7,8 292,8 +12,5*" 376,5 + 20,4 290,8 + 6,6*"

Restricéo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de ragcdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os
animais experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposi¢do ao
piretréide. Dados expressos como média = EPM. * P < 0,05 em relacdo aos grupos controle. * P < 0,05
em relacdo a permetrina. NUmero de animais = 6 - 8.

41



—— contrdle

Peso Corpdreo Materno (g)
X B ¥ 4 8 8 8 8 8

l [ Permetrina
Dia0Ode [ 11°diade 21°dia de
prenhez prenhez prenhez
6°dia de
prenhez

Figura 3. Evolugdo do peso corporeo materno do dia zero ao 21° dia de prenhez. Ratas prenhes
submetidas ou ndo a desnutricdo, isoladamente ou em associacdo a exposicdo a permetrina in utero.
Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de ragdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposigdo ao piretroide.

NS: néo significante. * P < 0,05. Nimero de animais = 6 - 8.
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Tabela 2. Valores médios do namero de filhotes por ninhada, da distancia ano-genital e do
peso ao nascimento de filhotes de maes expostas ou ndo a permetrina, isoladamente ou
em associacao a restricdo alimentar durante a prenhez

Parametros Controle Restricdo Permetrina Associacao
Numero de
Filhotes por Total 11,33+0,55 12,00+0,31 12,40+0,87 13,33+1,45
Ninhada
(n= 6-8)
Machos 5,83+0,54 4,20+1,15 5,60 + 0,40 7,60+ 1,20
Fémeas 550+0,54 7,40+1,28 6,80 + 1,20 5,00+ 0,00
Distancia
Anogenitalao  Fémeas 1,17+0,01 1,17+0,01 1,11 +0,01* 1,19+0,01
Nascimento
(mm)
(n=10-34) Machos 2,21+0,01 2,09+0,01* 1,90+0,01* 2,09 + 0,02*
Peso Filhotes ao . .
6,42 +0,68 5,35+0,29* 6,07 + 0,18 515+ 0,17*

Nascimento (g)
(n=6-8)

Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os
animais experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposi¢édo

ao piretréide. Dados expressos como média + EPM. * P < 0,05 em relac&o aos grupos controle.

#

P < 0,05 em relagdo a restricdo. * P < 0,05 em relacdo a permetrina. n = Namero de animais.
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Figura 4. Peso da ninhada ao nascimento de mées submetidas ou ndo a desnutricdo intra-uterina,
isoladamente ou em associagao a exposi¢ao pré-natal a permetrina. Restricdo: ratas que receberam 11,5
gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina: ratas que receberam permetrina
(100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais tiveram controles recebendo
6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretride. Dados expressos como média £+ EPM. *P <

0,05 em relag&o ao grupo controle. * P < 0,05 em relacdo & permetrina. NUmero de animais = 8 - 10.
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Figura 5. Evolucdo do peso corpéreo de ratos machos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo intra-
uterina, isoladamente ou em associagdo a exposi¢cdo pré-natal a permetrina. Restricdo: ratas que receberam
11,5 gramas (50% do controle) de ragdo por dia durante a prenhez. Permetrina: ratas que receberam
permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais tiveram controles
recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretréide. Dados expressos como média +

EPM. Namero de animais = 6 - 8. * P < 0,05 em relac&o ao controle. * P < 0,05 em relacéo & permetrina
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Figura 6. Evolugdo da ingestdo alimentar de ratas prenhes, submetidas ou ndo a desnutricdo durante a
prenhez, isoladamente ou em associacdo a exposicdo a permetrina in utero. Permetrina: ratas que
receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais tiveram
controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposigdo ao piretrdide. Uma vez que ratas sob
restricdo alimentar consomem toda a ragdo 11,5 gramas (50% do controle) a evolucéo da ingestdo nesta

condicao é indeterminada. Nimero de animais = 6 - 8.
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Tabela 3. Valores médios da relacdo: peso do ventriculo/peso corp6reo, dos rins, e das adrenais
de ratos machos adultos provenientes de maes submetidas ou ndo a restricdo alimentar,
isoladamente ou em associacao a exposicdo a permetrina durante a prenhez

Parametros Controle Restricdo Permetrina Associacao
Ventriculo Direito/ 7,15+ 0,03 6,65 + 0,06 6,61+ 0,03 6,80 + 0,07
Peso corpodreo
(g x 10
Ventriculo
Esquerdo/ Peso 2,11 + 0,05 2,24 + 0,01 2,05 + 0,08 1,99 + 0,08
corpéreo
(g x 107
Rim direito (g) 1,35 + 0,03 1,33 £ 0,02 1,34 + 0,02 1,41 + 0,03
Rim esquerdo (g) 1,33 + 0,03 1,26 + 0,02 1,33 + 0,07 1,38 + 0,02
Adrenal esquerda 2,9£0,1 2,7£0,2 2,6+0,1 2,9+0,7
(g x107)
Adrenal direita 2,7+0,1 2,3+0,1 2,5+0,1 2,6+0,2

(g x 10™)

Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretréide.
Dados expressos como média + EPM. Nimero de animais = 8 -10.
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Figura 7. Evolugao da presséo arterial sistélica caudal de ratos machos adultos (10 semanas) submetidos ou
ndo a desnutricdo intra-uterina, isoladamente ou em associagdo a exposicdo pré-natal a permetrina.
Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposi¢édo ao piretréide.
Dados expressos como média + EPM. *P < 0,05 em relag&o ao controle, "P < 0,05 em relag&o a permetrina.
Numero de animais = 10-12
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Tabela 4. Concentragdo sanguinea de permetrina nas maes e nos descendentes machos

adultos

RATOS MACHOS

L
GRUPOS '(V'A/Enﬁ) (70 dias de idade)
HO (ug/ml)
CONTROLE ND ND
RA ND ND
PERM 0,127 + 0,086 ND
RA/PERM 0,193+ 0,139
ND

'Os dados representam & média + EPM. Restricdo alimentar - RA: ratas que receberam 11,5 gramas
(50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina - PERM: ratas que receberam
gavagem com permetrina (100 mg/Kg) diluida em 6leo de milho do 11° ao 21° dias de prenhez.
Associacdo dos protocolos anteriormente descritos - RA/PERM. Os animais experimentais tiveram
controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de intoxicacdo. ND: ndo detectado: < 0,001
pg/ml. Namero de animais =5 - 6.
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Figura 8. Curvas concentracdo-efeito ao calcio obtidas em dois anéis, com (+E) e sem (-E) endotélio, da
mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo intra-uterina,
isoladamente ou em associagdo a exposi¢do pré-natal a permetrina. Restricdo: ratas que receberam 11,5
gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina: ratas que receberam permetrina
(100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais tiveram controles recebendo 6leo
de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretréide. Dados expressos como média + EPM. *P < 0,05 em

relacéo ao controle e “P < 0,05 em relac&o & restricdo. Nimero de animais = 8 - 10.
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Tabela 5. Valores médios da resposta maxima e concentracdo eficaz 50% em curvas
concentracao-efeito ao calcio obtidas em dois anéis, com e sem endotélio, da mesma aorta
toracica isolada ratos machos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo in utero,
isoladamente e em associacdo a exposicdo pré-natal a permetrina

Ratos adultos 'Resposta maxima 2CE50 (mM)
tenséo (g)
70-75 dias de Com endotélio Sem endotélio Com endotélio Sem endotélio
idade
CTRL 2,85+ 0,27 283+ 0,52 0,36 0.47
(0,27 - 0,47) (0,30 -0,73)
RA 2,84 + 0,29 3,10+ 0,73 0,53 0.48
(0,35-0,80) (0,36 — 0,63)
PERM 402+033%  376+0,67 036 0,51
(0,30 - 0,44) (0,43 - 0,60)
RA/PERM 411 + 0,33" 3,79 + 0,90" 048 0.60
(0,35 -0,66) (0,44 - 0,82)

'Os dados representam a média + EPM. °Os dados representam a média, entre parénteses estdo
apresentados os intervalos de confianca 95%. Restricao alimentar - RA: ratas que receberam 11,5 gramas
(50% do controle) de racéo por dia durante a prenhez. Permetrina - PERM: ratas que receberam gavagem
com permetrina (100 mg/Kg) diluida em éleo de milho do 11° ao 21° dias de prenhez. Associacdo dos
protocolos anteriormente descritos - RA/PERM. Os animais experimentais tiveram controles recebendo
oleo de milho pelo mesmo periodo de intoxicagdo. *P < 0,05 em relagdo ao controle e P < 0,05 em
relacdo a restricdo alimentar. Nimero de animais =8 - 10
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Figura 9. Curvas concentracao-efeito a Noradrenalina obtidas em dois anéis, com (+E) e sem (-E)
endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos submetidos ou nédo a desnutri¢éo intra-
uterina, isoladamente ou em associacdo a exposi¢cdo pré-natal a permetrina. Restricdo: ratas que
receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina: ratas que
receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais tiveram
controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicao ao piretride. Dados expressos como

média + EPM. Numero de animais 8 -10.
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Tabela 6. Valores médios da resposta maxima e concentracdo eficaz 50% em curvas
concentracdo-efeito a noradrenalina obtidas em dois anéis, com e sem endotélio, da mesma
aorta toracica isolada ratos machos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo in utero,
isoladamente e em associacdo a exposicao pré-natal a permetrina

Ratos adultos 'Resposta maxima ’CE50 (x108M)

tenséo (g)
70-75 dias de Com endotélio Sem endotélio Com endotélio Sem endotélio
idade

CTRL 234+ 0,20 432 +024 15,17 0.70
(8,45 — 27,22) (0,17 — 2,86)

RA 2,60+ 0,18 4,33 +0,23 1148 0,63
(5,99 — 22,02) (0,23 - 1,69)

PERM 2,51 +0,35 450+ 0,28 9,74 0.86
(4,10 — 23,17) (0,23 -3,17)

RA/PERM 2,22 +0,13 417 +0,11 12,14 0,62
(6,87 — 21,42) (0,25 -1,51)

'Os dados representam a média + EPM. °Os dados representam a média, entre parénteses estio
apresentados os intervalos de confianca 95%. Restricdo alimentar - RA: ratas que receberam 11,5 gramas
(50% do controle) de racéo por dia durante a prenhez. Permetrina - PERM: ratas que receberam gavagem
com permetrina (100 mg/Kg) diluida em éleo de milho do 11° ao 21° dias de prenhez. Associagcdo dos
protocolos anteriormente descritos - RA/PERM. Os animais experimentais tiveram controles recebendo
6leo de milho pelo mesmo periodo de intoxicacdo. NUmero de animais = 8 -10.
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Figura 10. Curvas concentragdo-efeito a noradrenalina na presencga de prazosin (10'8 M, adicionado nos
30 minutos finais do periodo de estabilizacdo), obtidas em dois anéis com (+E) e sem endotélio (-E), da
mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo intra-uterina,
isoladamente ou em associagdo a exposicao pré-natal a permetrina. Restricdo: ratas que receberam 11,5
gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina: ratas que receberam
permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais tiveram controles
recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicao ao piretrdide. Dados expressos como média +
EPM. NUmero de animais 8-10.
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Tabela 7. Valores médios da resposta maxima e concentracdo eficaz 50% em curvas
concentracao-efeito a noradrenalina na presencga de prazosin, obtidas em dois anéis, com e sem
endotélio, da mesma aorta toracica isolada ratos machos adultos submetidos ou ndo a
desnutricdo in utero, isoladamente e em associacdo a exposicdo pré-natal a permetrina

Ratos adultos 'Resposta maxima ’CE50 (x108M)
tenséo (g)

70-75 dias de Com endotélio Sem endotélio Com endotélio Sem endotélio

idade

CTRL 2,66 + 0,22 4,53 +0,96 2,17 0,13
(0,65 — 7,22) (0,08 — 0,23)

RA 2,15+0,21 4,29 + 0,69 1,13 0,07
(0,3-3,5) (0,03 - 0,16)

PERM 2,66+ 0,11 4,15+ 0,92 2,23 0,18
(1,08 — 4,60) (0,10 - 0,33)

RA/PERM 2,39+0,10 4,10 +0,73 4,50 0,08
(2,4 -8,12) (0,02 - 0,23)

'Os dados representam a média + EPM. “Os dados reEresentam a média, entre parénteses estdo
apresentados os intervalos de confianca 95%. Prazosin: 10~ M adicionado as preparacdes nos 30 minutos
finais do periodo de estabilizacdo. Restricdo alimentar - RA: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do
controle) de racéo por dia durante a prenhez. Permetrina - PERM: ratas que receberam gavagem com
permetrina (100 mg/Kg) diluida em o6leo de milho do 11° ao 21° dias de prenhez. Associacdo dos
protocolos anteriormente descritos - RA/PERM. Os animais experimentais tiveram controles recebendo
oleo de milho pelo mesmo periodo de intoxicagdo. NUmero de animais = 8 - 10.
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Figura 11. Curvas concentracdo-efeito a noradrenalina na presenca de L-NAME (3 x 10™ M, adicionado
nos 30 minutos finais do periodo de estabilizag@o), obtidas em dois anéis com (+E) e sem (-E)
endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos machos adultos submetidos ou ndo a desnutricdo
intra-uterina, isoladamente ou em associagdo a exposicao pré-natal a permetrina. Restricdo: ratas que
receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina: ratas que
receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais experimentais
tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretréide. Dados

expressos como média £ EPM. Numero de animais = 8 - 10.
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Tabela 8. Valores médios da resposta maxima e concentracdo eficaz 50% em curvas
concentracdo-efeito a noradrenalina na presenca de L-NAME, obtidas em dois anéis, com e sem
endotélio, da mesma aorta toracica isolada ratos machos adultos submetidos ou ndo a
desnutricdo in utero, isoladamente e em associacdo a exposicdo pré-natal a permetrina

Ratos adultos 'Resposta maxima ’CE50 (x108M)

tenséo (g)
70-75 dias de Com endotélio Sem endotélio Com endotélio Sem endotélio
idade

CTRL 477 +0,19 413 +0,19 1,85 1,48
(0,53 -6,49) (0,70 — 3,14)

RA 4,65+ 0,21 455 +0,21 3:25 1,35
(1,31 -8,08) (0,52 - 3,54)

PERM 4,51 +0,28 4,40 + 0,26 3,87 1.19
(0,50 — 29,64) (0,17 — 8,16)

RA/PERM 4.82+023 43+015 511 1,02
(1,45 - 17,90) (0,47 - 2,22)

'Os dados representam a média + EPM. °Os dados representam a média, entre parénteses estdo
apresentados os intervalos de confianca 95%. L-NAME: (3 x 10™ M, adicionado nos 30 minutos finais do
periodo de estabilizacdo), Restricdo alimentar - RA: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle)
de racdo por dia durante a prenhez. Permetrina - PERM: ratas que receberam gavagem com permetrina
(100 mg/Kg) diluida em o6leo de milho do 11° ao 21° dias de prenhez. Associacdo dos protocolos
anteriormente descritos - RA/PERM. Os animais experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho
pelo mesmo periodo de intoxicagdo. NUmero de animais = 8 - 10.

57



Tabela 9. Atividade geral, expressa pelo levantar, limpeza, congelamento e locomocdo em campo
aberto, de ratas com 21 dias de prenhes, expostas ou ndo a permetrina e submetidas ou ndo a
desnutricdo durante a prenhez

CAMPO ABERTO
GRUPOS
Levantar Limpeza Congelamento Locomocao
(nimero) (segundos) (segundos) (numero)
Controle 11,1 +8,5 24+1,6 0,3+0,8 43,1+ 29,3
Restricéo + +
Alimentar 21,3 +£8,2* 21+138 0,7+1,6 68,9 + 17,4*
Permetrina 13,0 £ 4,7 2,1+19 0,3+0,6 46,0+17,1
Associacao 18,7 +6,7° 0,8+0,6 0,4+0,7 68,0+ 17,4"

Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposi¢cédo ao piretrdide. Os
valores representam a média + desvio padrdo. *P < 0,05 em relagéo ao controle e P < 0,05 em relacéo a
permetrina. NUmero de animais = 10.
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Tabela 10. Atividade geral expressa pelo niumero de entradas nos bracos abertos, fechados e
centro em labirinto em cruz elevado, de ratas com 21 dias de prenhes, expostas ou ndo a
permetrina e submetidas ou ndo a desnutricao durante a prenhez

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

GRUPOS

Entrada bracos Entrada bracos
Entrada centro
abertos fechados o
o o (n° vezes)
(n° vezes) (n° vezes)

Controle 1,3+1,7 51+3,6 6,5+4,8
Restricdo Alimentar 5,0 + 3,3 7,7 £3,6% 12,7 + 6,3*"

Permetrina 2,7+2,6 51+3.2 79+5,3
Associacao 50+2,6" 75+26" 12,5+4,6"

Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretréide.
Os valores representam a média + desvio padrdo. *P < 0,05 em relag&o ao controle e *P < 0,05 em relagéo a
permetrina. NUmero de animais = 10.
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Tabela 11. Atividade geral expressa pelo tempo de permanéncia nos bracos abertos, fechados e
centro em labirinto em cruz elevado, de ratas com 21 dias de prenhes, expostas ou ndo a
permetrina e submetidas ou ndo a desnutricdo durante a prenhez

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

GRUPOS Tempo de Tempo de Tempo de
permanéncia permanéncia permanéncia centro
bracos abertos bracos fechados (segundos)
(segundos) (segundos)

Controle 18,4 + 22,3 260,6 + 34,6 20,8 + 13,7
Restrigdo Alimentar 69,9 + 44,5*" 188,0 + 61,2*" 42,0 £ 22,2*"
Permetrina 33,4+£29,6 243,7 + 33,3 22,8 £ 13,7
Associacéo 61,9 + 38,9 196,65 + 56,4" 41,4 +20,4"

Restricdo: ratas que receberam 11,5 gramas (50% do controle) de racdo por dia durante a prenhez.
Permetrina: ratas que receberam permetrina (100 mg/Kg; p.o) do 11° ao 21° dias de prenhez. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo 6leo de milho pelo mesmo periodo de exposicdo ao piretréide.
Os valores representam a média + desvio padrdo. *P < 0,05 em relag&o ao controle e *P < 0,05 em relagéo a
permetrina. NUmero de animais = 10.
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Discussao
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A possibilidade de que deficiéncias nutricionais possam exacerbar os efeitos adversos
de exposicdes ambientais a agentes toxicos, como o0s piretréides, ndo foi ainda
suficientemente investigada (Wasserman et al., 2008).

Atualmente os 6rgaos publicos e 0 meio cientifico reconhecem o importante papel dos
pesticidas piretroides e outros compostos quimicos como disruptores endocrinos (Garey &
Wolff, 1998; Sun et al., 2007). De fato, a permetrina apresenta potencial estrogénico e
antiandrogénico em ratos (Kim et al., 2005), o qual poderia modificar a fungdo normal do
sistema enddocrino. No que diz respeito a desnutricAo materna, esta determina graves
conseqgliéncias no desenvolvimento das gbénadas, e alteracbes sexuais em longo prazo
podem também ser esperadas (Léonhardt et al., 2003; Teixeira et al., 2007). Dessa maneira,
a distancia anogenital, um marcador da diferenciacdo sexual, foi investigada em filhotes
machos e fémeas dos diferentes grupos experimentais ao nascimento.

Confirmando os achados da literatura, a desnutricdo intra-uterina comprometeu o
desenvolvimento sexual de filhotes machos, o que pode ser observado pela reducédo da
distancia anogenital (Carney et al., 2004). Contrariamente, este procedimento ndo afetou de
modo significativo o desenvolvimento sexual de filhotes fémeas. Esta diferengca entre os
géneros poderia estar associada a uma deficiéncia da aromatase consequente a desnutricdo
materna, uma vez que esta enzima € responsavel pela masculinizacédo do feto (Hib & Ponzio,
1995; Teixeira et al., 2007), entretanto este ponto merece futuras investigagoes.

O presente estudo confirmou, ainda, o potencial de disruptor enddcrino da permetrina,
tanto isoladamente quanto em associacdo a desnutricao intra-uterina, como observado pela
reducdo significativa da distancia anogenital em machos nestas condi¢cdes. Entretanto,
filhotes fémeas mostraram-se resistentes ao efeito da permetrina quando em associagédo a
restricdo alimentar materna. Este fato poderia estar relacionado a maior resisténcia a
alteracBes no desenvolvimento sexual de filhotes fémeas submetidas a desnutricdo in utero,
como acima relatado. Ainda, mdes expostas a permetrina durante a prenhez ndo mostram
sinais de intoxicacdo apesar do nivel significativo deste piretréide no sangue, o que pode ser

confirmado pela néo alteragdo na evolug¢édo do peso corpéreo das mées e no nimero e peso
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dos filhotes ao nascimento. Finalmente, a ndo observacao de nivel significativo de permetrina
no sangue de ratos adultos expostos a este piretrdide in utero justifica-se uma vez que a
permetrina tem meia vida plasmatica bastante curta, cerca de 2 a 4 horas (Anadon et al.,
1991) ndo se depositando no organismo.

A restricdo alimentar in utero independente da associagdo a permetrina determinou
uma perda significativa no peso corpéreo materno que foi acompanhada de comprometimento
do peso da ninhada e do peso individual dos filhotes ao nascimento. A condicdo de baixo
peso ao nascimento tem sido relacionada ao aumento do risco cardiovascular, como doencas
coronarianas e hipertenséo arterial (Ashton, 2000; Franco et al., 2002). Corroborando estes
achados, no presente estudo a desnutricdo materna, independentemente da associacdo a
permetrina, determinou além do baixo peso ao nascimento, a elevacdo da presséao arterial a
partir da oitava semana de vida pds-natal em ratos machos adultos.

Roseboom et al. (1999) demonstraram, por estudo retrospectivo, que criancas
nascidas na Holanda no periodo de 1944 a 1945 , quando o consumo calérico médio da
populacéo era de 600 cal/dia, apresentaram baixo peso ao nascer e na fase adulta exibiram
maior mortalidade por hipertenséo arterial e outras doengas cardiovasculares. Outros estudos
epidemiolégicos tém demonstrado que o baixo peso ao nascer em associagdo com o
crescimento desproporcional do feto e também com o aumento do peso da placenta séo
prendncio do aparecimento de anomalias no sistema cardiovascular (Barker et al., 1990;
Barker et al.,, 1993; Law et al.,, 1993; Di Nicolantonio et al., 2000). Ainda, protocolos
experimentais em individuos adultos, utilizando vérios tipos de dietas deficientes e/ou
carenciais durante a gestacdo, mostraram redugcdo do peso ao nascimento, bem como
elevacao dos niveis pressoricos da prole adulta (Langley-Evans & Jacksson, 1996; Woodall et
al., 1996; Langley-Evans, 1997). Corroborando a literatura nossos dados sugerem que a
desnutricdo intra-uterina pode ser fator desencadeante de eventos que predispbem ao
aparecimento de hipertensao arterial na fase adulta.

Véarios mecanismos foram propostos para explicar como a restricdo alimentar materna

durante a prenhez pode afetar a pressao arterial dos descendentes, incluindo aumento da
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sensibilidade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), diminuicdo da atividade da enzima
11-B hidroxiesterdide desidrogenase (11-f HSD) presente na placenta e alteragdo no
desenvolvimento renal (Ashton, 2000).

Em ovelhas, fetos expostos a desnutricdo in utero tém baixa atividade do eixo HPA,
baixo cortisol e baixa presséo arterial, entretanto, ap6s 0 nascimento, mostram uma resposta
pressdrica aumentada ao desafio do HPA e pressao arterial elevada (Ashton, 2000).
Corroborando o papel dos glicocorticoides na manutencdo da pressdo arterial elevada
conseqliente a desnutricdo intra-uterina, Gardner et al. (1997) mostraram que a
adrenalectomia em ratos expostos a dieta pobre em proteina in utero reduz a presséo arterial,
e que a reposicao subsequente de corticosterona eleva a presséo arterial.

O feto é normalmente protegido dos niveis circulantes elevados de glicocorticéides
maternos pela atividade da enzima 11-3 HSD que converte corticosterona em 11-
deidroxicorticosterona no rato (cortisol a cortisona no homem). A atividade desta enzima
correlaciona-se positivamente com o baixo peso ao nascimento em ambos rato e homem
(Benediktsson et al., 1993; Stewart et al.,, 1995), sugerindo que ela desempenha papel na
regulacdo do crescimento fetal e desenvolvimento de doengas cardiovasculares na vida
adulta. De fato, a restricdo protéica materna em ratas durante a prenhez determina
diminuicdo da atividade da enzima 11-f HSD resultando em um aumento da exposi¢cdo do
feto aos glicocorticdides de origem materna e aumento da pressdo arterial da vida adulta
(Ashton, 2000). Ainda, a administracdo de dexametasona que ndo é metabolizada pela 11-
HSD pode assim atravessar a barreira placentaria exercendo um efeito glicocorticoide no feto
de maes prenhes resultando em filhotes com baixo peso que desenvolvem pressao arterial
elevada (Benediktsson et al., 1993).

A exposicéo a glicocorticoides in utero pode promover elevacdo dos niveis pressoricos
por acdes diretas e/ou indiretas em leitos vasculares. De fato, a exposicao a estes esterdides
in utero promove alteracdo da atividade simpatica devido ao aumento da expressédo de
receptores adrenérgicos (Seckl et al., 1995), diminuicdo da sintese de prostaciclina (Jun et al.,

1999), modificagbes do sistema renina-angiotensina e hipersensibilidade dos vasos
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sanguineos as acdes vasoconstritoras da ANGII (Langley-Evans et al., 1999a). Portanto, o
excesso de exposi¢do a glicocorticéides maternos pode desempenhar papel importante na
programacéao da hipertenséo arterial.

Em comum com a atividade da 11-8 HSD placentaria e da sensibilidade do eixo HPA,
o rim do feto pode ser afetado pela dieta materna durante a prenhez. Assim, a restricado
protéica moderada esti associada com a reducdo no numero de glomérulos maduros ao
nascimento que persiste por 2 a 4 semanas pos-natal mesmo se o filhote receber dieta
normal (Langley-Evans et al., 1999b). Ao lado do efeito sobre o0 desenvolvimento glomerular,
a restricdo protéica materna também influencia a atividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, que se apresenta aumentada em ratos expostos a dieta hipoprotéica in utero
(Ashton, 2000).

Ainda, no presente estudo n&o foi observado qualquer alteragdo no peso dos rins,
coracao e adrenais de ratos adultos desnutridos in utero, isoladamente ou em associacdo a
exposi¢cao a permetrina, corroborando com os achados de Desai et al. (2005), bem como os
de Franco et al. (2007) que ndo observaram qualquer alteracdo no numero de filhotes por
ninhada de ratas desnutridas durante a prenhez.

Embora a restricdo alimentar in utero tenha determinado aumento de presséo arterial
de ratos machos adultos, nenhuma alteracdo na reatividade da aorta ao calcio e a
noradrenalina, na auséncia ou presenca de L-NAME e prazosin, foi observada nestes
animais. Dessa maneira, sugere-se que a pressao arterial aumentada em ratos adultos
submetidos a restricdo alimentar in utero envolva outros mecanismos que nao alteracdes da
homeostase vascular ao calcio ou da transmissdo noradrenérgica, possivelmente sistema
renina-angiotensina como sugerido por Langley-Evans et al. (1999), entre outros.

Atualmente, os piretréides sdo os inseticidas mais utilizados por apresentarem baixa
toxicidade aguda em mamiferos e a ndo persisténcia no ambiente, entretanto as
conseqliéncias da exposicdo em longo prazo merecem maior consideracdo. Assim, a
seguranca que se pode ter em seu uso esti diretamente relacionada com a toxicidade do

composto, o grau de contaminacéo e o tempo de exposicao.
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Os piretréides exercem seus efeitos primariamente modulando a cinética de abertura
dos canais de Na' nos nervos, resultando numa diminuicdo no potencial de acdo e na
geracdo de impulsos nervosos. Estes agentes também atuam sobre algumas isoformas dos
canais de cloreto e de calcio sensiveis a voltagem e outros sistemas de transporte de calcio,
como a Ca*® ATPase, e estes efeitos podem contribuir para a toxicidade de alguns compostos
(Soderlund et al., 2002; Shafer, 2003; Grosman & Diel, 2005; Casares & Mantione, 2006).
Além disso, os piretréides alteram o transito de calcio intracelular determinando uma reducéo
da atividade da sintase de 6xido nitrico constitutiva, dependente de Ca*? com alteracdo
concomitante da producédo de 6xido nitrico (Casares & Mantione, 2006; Casares et al., 2006).
Dano oxidativo ndo apenas no cérebro, mas também em outros tecidos alvos como o figado,
eritrécitos, linfocitos, etc. tém sido relatados apdés exposicdo aos piretréides (Song &
Narahashi, 1996; Kale et al., 1999; Dayal et al., 2003; Oberoi et al., 2007). Ainda, efeitos
sobre aspectos essenciais da atividade enzimatica intracelular como demonstrado em ambos
tecidos periférico (Nasuti et al., 2003) e cérebro (Enan & Matsumura, 1993) fazem parte do
alvo dos piretroides.

No presente estudo, a exposi¢cdo pré-natal a permetrina independente da restricao
alimentar in utero determinou alteracdes na homeostase vascular ao calcio em ratos machos
adultos, caracterizada por hiperreatividade da aorta a este ion independente da integridade
do endotélio. Entretanto investigacbes futuras serdo necessarias para esclarecer 0s
mecanismos envolvidos nas alteragcdes da homeostase vascular ao calcio. Por outro lado,
nenhuma alteragdo de presséo arterial e de reatividade da aorta a noradrenalina na auséncia
ou presenca de L-NAME e prazosin foi observada nestes animais. Mesmo assim, a alteracéo
da homeostase vascular ao calcio poderia representar um fator de risco aumentado a
doencas cardiovasculares em ratos machos adultos expostos a permetrina in utero,
principalmente se outros estressores estiverem presentes.

Sabe-se que a desnutricdo isoladamente constitui-se em importante fator de risco
cardiovascular (Langley-Evans & McMullen, 2010) e esta condicdo esta comumente presente

em associagdo a exposicdo aos poluentes ambientais, como 0s inseticidas piretréides.
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Entretanto a restricdo alimentar in utero ndo se constituiu em fator de risco cardiovascular
adicional & exposicdo a permetrina durante a prenhez, uma vez que ndo foi observado
sinergismo para a resposta cardiovascular nestas condicées em associacao.

A literatura é falha na abordagem de alteracBes comportamentais de fémeas prenhes
expostas a restricdo alimentar e & exposi¢cdo a permetrina, isoladamente ou em associagdo
durante a prenhez. Dessa maneira, investigou-se o comportamento de ratas prenhes através
da observacdo em campo aberto, o qual avalia a atividade geral do animal e do teste de
labirinto em cruz elevado, o qual avalia a ansiedade do animal.

A andlise dos dados referentes ao comportamento em campo aberto sugere que a
restricdo alimentar, independentemente da associagdo a permetrina in utero, é capaz de
alterar a atividade geral das ratas prenhez, expressa pelo aumento do levantar e da
locomocado. Tal aumento da atividade exploratdria em ratas submetidas a restricao alimentar
durante a prenhez poderia ser explicado pela busca por alimentos em ambiente
desconhecido. De acordo com Levay et al., 2007; Genn et al., 2003; Inoue et al., 2004 o
aumento da exploragdo de ratos machos que sofreram restricdo caldrica representa uma
resposta adaptativa a necessidade de encontrar alimento durante o periodo de escassez.

Embora o teste de labirinto em cruz elevado seja comumente utilizado como
ferramenta para avaliar a ansiedade dos animais, ndo se pode atribuir com seguranca uma
diminuicdo na ansiedade de ratas prenhes submetidas a restricdo alimentar durante a
prenhez, como sugerido pelo no aumento no nimero de entradas e do tempo de permanéncia
nos bracos abertos observado nestes animais. Esta dificuldade reside no fato de que a
restricdo alimentar poderia interferir na avaliagdo deste pardmetro, uma vez que a
necessidade pela busca por alimento poderia suplantar a aversdo pelo braco aberto,
caracteristica presente no comportamento de um animal controle. Segundo Genn em 2003, o
aumento da exploracdo nos bracos abertos por ratos machos adultos submetidos a restricdo
alimentar, pode refletir um comportamento de procura por alimento e essa motivacéo pode ter

maior prioridade do que a ansiedade gerada neste modelo de aparato.
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Independentemente da associacdo a restricdo alimentar, a exposicdo a permetrina
durante a prenhez néo determinou qualquer alteracdo no comportamento em campo aberto
ou labirinto em cruz elevado de ratas prenhes.

Semelhantemente ao observado para as respostas cardiovasculares, a exposicdo a
permetrina in utero ndo se constituiu em fator de risco adicional a restricdo alimentar durante

a prenhez no que diz respeito ao comportamento.
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Conclusoes
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A desnutricdo intra-uterina e a exposicdo a permetrina in utero, isoladamente,
promoveram prejuizos cardiovasculares em descendentes machos adultos.

Nao se observou efeito adverso sinérgico da desnutricdo in utero e da exposi¢do a
permetrina durante a prenhez em ratos machos adultos sobre a resposta cardiovascular.

A alteragdo comportamental observada em ratas prenhez parece ser devida a
necessidade premente de busca por alimento mais do que uma conseqiiéncia de alteracdes

fisiologicas.
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Pyrethroids are widely used due to its high activity as an insecticide and low mammalian
toxicity. Nevertheless, one should take into account that many environmental contaminants at
levels not harmful may determine pathophysiological processes whether chemical or physical
stressors and/or pathological conditions are present. The goals were to investigate (10)
changes in blood pressure as well as in thoracic aorta reactivity to calcium and nor
epinephrine, in the absence or presence of prazosin and L-NAME in adult rats submitted or no
to intrauterine malnutrition, alone or in association with prenatal exposure to permethrin; and
(2) changes in the behavior of rats subjected to food restriction during pregnancy, exposed or
not to permethrin in utero. The prenatal exposure to permethrin led to a decrease in the
anogenital distance of male and female pups at birth while intrauterine malnutrition had
promoted a decrease in the anogenital distance of male but not female offspring. The
intrauterine malnutrition either alone or in combination, significantly reduced birth weight and
induced elevation in blood pressure in adulthood. Moreover, prenatal exposure to permethrin,
but not malnutrition in utero, determined changes in vascular calcium homeostasis in adult
male rats, characterized by hyperactivity to calcium independent of endothelial integrity. None
of the experimental protocols, i.e, food restriction and exposure to permethrin in utero, induced
any change in aorta reactivity to norepinephrine, regardless the presence of the endothelium,
L-NAME or prazosin. Finally, food restriction lone or in combination with permethrin exposure
in utero, increased the general activity of pregnant rats expressed as an increase in
locomotion and rears in the open field. This condition also induced an increase in the number
of entries in closed arms, open arms and center and increase in time spent in open arms and
center, but decrease the time spent in closed arms in elevated plus maze. In turn, exposure to
permethrin during pregnancy did not cause any change in behavior. Moreover, the behavioral
changes observed in rats subjected to feed restriction during pregnancy appears to be due to
the pressing need to search for food rather than a consequence of physiological changes. This
study confirmed the potential for endocrine disruptor of permethrin, and suggests that female
pups malnourished in utero seem to be more resistant to changes in sexual development. In
turn, changes in vascular homeostasis to calcium induced by permethrin, as well as high blood
pressure induced by food restriction in utero suggests a higher vulnerability to cardiovascular
disease in offspring of mothers exposed to both permethrin and food restriction in utero.
However, the combination of these procedures does not constitute an additional

cardiovascular risk factor.
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Os piretroides sdo amplamente utilizados devido a sua alta atividade como inseticida e sua
baixa toxicidade em mamiferos. Apesar disso, deve-se ter em consideracdo que muitos
contaminantes ambientais, em concentracbes ndo nocivas, podem determinar processos
fisiopatologicos se estressores fisicos ou quimicos e/ou condi¢cdes patoldgicas estiverem
presentes. O objetivo do presente estudo foi avaliar, em ratos adultos submetidos ou ndo a
desnutricdo intra-uterina, isoladamente ou em associacdo a exposi¢do pré-natal a permetrina,
as alteracdes de pressao arterial e de reatividade da aorta toracica ao célcio e a noradrenalina,
na auséncia ou presenca de prazosim e L-NAME. Ainda, investigar possiveis alteragcdes do
comportamento de mées submetidas ou ndo a restricdo alimentar e expostas ou ndo a
permetrina durante a prenhez. A exposi¢do pré-natal & permetrina determinou uma diminuicédo
na distancia anogenial de filhotes machos e fémeas ao nascimento, a desnutricdo intra-uterina
também promoveu uma diminui¢cdo na distancia anogenial de filhotes machos, mas nédo de
filhotes fémeas. A desnutricdo intra-uterina tanto isoladamente quanto em associacado, reduziu
significativamente o peso de filhotes ao nascimento e induziu elevacao na pressao arterial na
vida adulta. Ainda, a exposi¢cdo pré-natal a permetrina, mas nao a desnutricdo in utero,
determinou alteragbes na homeostase vascular ao calcio em ratos machos adultos,
caracterizada por hiperreatividade ao calcio independente da integridade do endotélio. Nenhum
dos protocolos experimentais, restricdo alimentar e exposi¢cdo a permetrina in utero, induziram
qualquer alteragcdo de reatividade a noradrenalina, independentemente da presenca do
endotélio, prazosim e L-NAME. Finalmente, a restricdo alimentar isoladamente ou em
associagdo a permetrina in utero, aumentou a atividade geral das ratas prenhes, expressa pelo
aumento da locomogéo e do levantar em campo aberto. Esta condicdo determinou ainda,
aumento no numero de entradas nos bracos fechados, bracos abertos e centro, aumento no
tempo de permanéncia nos bracos abertos e no centro, e diminuigcdo no tempo de permanéncia
nos bracos fechados avaliados no labirinto em cruz elevado. Por sua vez, a exposi¢cdo a
permetrina durante a prenhez ndo determinou qualquer alteracdo de comportamento das ratas
prenhes. Ainda, a alteracdo de comportamento observada em ratas prenhez submetidas a
restricdo alimentar durante a prenhez parece ser devida a necessidade premente de busca por
alimento mais do que uma consequéncia de alteracdes fisiolégicas. O presente estudo
confirmou o potencial de disruptor endécrino da permetrina, e sugere gque filhotes fémeas
desnutridas in utero parecem ser mais resistentes as alteragfes no desenvolvimento sexual.
Por sua vez, as altera¢cdes na homeostase vascular ao célcio induzidas pela permetrina, bem
como a elevagdo da pressdo arterial induzida pela restricdo alimentar sugerem maior
vulnerabilidade a doencas cardiovasculares na descendéncia de maes expostas tanto a
permetrina quanto a restricdo alimentar in utero. Entretanto, a associacdo destes

procedimentos ndo se constituiu em fator de risco cardiovascular adicional.
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