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RESUMO

EFEITO TOXICOLOGICO EM NINFAS DE Nauphoeta cinerea (BLATTODEA:
BLABERIDAE) EXPOSTAS POR INALACAO AO 4-VINILCICLOHEXENO

AUTORA: Emily Pansera Waczuk
ORIENTADOR: Dr. Daniel Mendes Pereira Ardisson-Aradjo

A exposicdo de maneira ocupacional a inUmeros agentes téxicos, incluindo os
compostos organicos volateis vem gerando agravos a saude humana, correlacionados
ao surgimentos de inimeras doengas. O composto organico volatil 4-vinilciclohexeno
(VCH) é um contaminante ambiental bem conhecido e vem sendo investigado devido
aos seus efeitos ovotdéxicos em varios organismos. Entretanto, os mecanismos
subjacentes a sua toxicidade, bem como os efeitos nocivos causados a outros 6rgaos,
séo incertos. Neste trabalho, foram avaliados alguns sinais de toxicidade induzidos pela
exposicado ao VCH espontaneamente volatilizado usando ninfas da espécie Nauphoeta
cinerea. As ninfas foram expostas ao VCH por inalagdo durante 70 dias. Para a
quantificagdo dos niveis de VCH nas caixas metabdlicas foi empregado a técnica de
Headspace associada a cromatografia de fase gasosa com detector de ionizagédo de
chama. Foram avaliados durante o periodo experimental as taxas de sobrevivéncia, o
peso corporal total e de alguns tecidos (cabeca, corpo gorduroso e érgaos reprodutores
imaturos), o consumo de ragdo e agua e a producdo de fezes. Além disso, foram
avaliados in vitro as atividades enzimaticas das enzimas glutationa-S-trasnferase (GST),
acetilcolinesterase (AChE) e dos niveis de espécies reativas dos tecidos isolados nos
periodos de 35 e 70 dias de exposi¢do ao VCH espontaneamente volatilizado. Os niveis
da concentragdo de VCH volatilizado variou entre 3,41 e 7,03 nmol/mL. A exposi¢éo ao
VCH espontaneamente volatilizado causou uma reducdo de 35% na taxa de
sobrevivéncia dos animais expostos. As ninfas expostas durante 35 e 70 dias tiveram
uma redugdo no ganho de peso corporal de 1,8 e 2,6 vezes, respectivamente, com uma
reducdo no peso da cabeca, do corpo gorduroso e dos Orgdos reprodutivos em
maturacao. Durante o periodo de exposi¢cdo houve também nas ninfas uma diminuigédo
significativa no consumo de racdo e na producéo de fezes. Apesar disso, a exposi¢ao
ndo alterou o consumo de agua, exceto no vigésimo dia. Em relacdo aos marcadores
bioquimicos, verificou-se que a atividade enzimatica da GST em todos os tecidos
avaliados foi significativamente aumentada pelo VCH volatilizado ap6s 35 e 70 dias de
exposi¢cdo. O corpo gorduroso apresentou a atividade da GST mais proeminente,
especialmente apos 35 dias de exposi¢do, 1,6 vezes maior que o grupo controle. A
exposicdo ao VCH espontaneamente volatilizado causou também um aumento
significativo nos niveis das espécies reativas no corpo gorduroso de 1,35 vezes e 1,47
vezes apos 35 e 70 dias, respectivamente. Em nenhum dos periodos avaliados a
atividade da AChE da cabeca foi afetada. Ndo se sabe se essas alteracdes podem
comprometer a funcionalidade dos tecidos/organismo envolvido versus os efeitos
observados. Portanto, os resultados confirmaram o impacto prejudicial da inalagdo do
VCH volatilizado e evidenciam a barata N. cinerea como um modelo valioso de triagem
toxicoldgica inicial, a fim de investigar os toxicantes ambientais.

Palavras-chave: 4-vinilciclohexeno, Nauphoeta cinerea, Extresse oxidativo.



ABSTRACT

TOXICOLOGICAL EFFECTS OF EXPOSURE OF 4-VINYLCYCLOHEXENE BY
INHALATION IN NYMPHS OF Nauphoeta cinerea (BLATTODEA: BLABERIDAE)

AUTHOR: EMILY PANSERA WACZUK
ADVISOR: DR. DANIEL MENDES PEREIRA ARDISSON DE ARAUJO

Exposure to numerous toxic agents, including occupational exposure to volatile organic
compounds has generated numerous health problems in humans, which are correlated
to the emergence of numerous diseases. The volatile organic compound 4-
vinylcyclohexene (VCH) is a well-known environmental contaminant whose toxicity has
been investigated due to its ovotoxic effects on various organisms. However, the
mechanisms underlying its toxicity, as well as its harmful effects on other organs, are
uncertain. In this study, we evaluated some signs of toxicity induced by exposure to
volatilized VCH using nymphs of Nauphoeta cinerea. Nymphs were exposed to VCH by
inhalation for 70 day; thereafter the headspace technique associated with gas
chromatography with flame ionization detector was utilized to quantify the levels of VCH
in the boxes. The survival rates, total body weight, weight of some tissues (head, fat
body and reproductive organs), food and water consumption, and feces production were
evaluated during the experimental period. In addition, activities of glutathione-S-
trasnferase (GST), acetylcholinesterase (AChE), and levels of reactive oxygen and
nitrogen species (RONS) of isolated tissues were evaluated after 35 and 70 days of
spontaneous exposure to volatilized VCH. The levels of volatilized VCH ranged from
3.41 to 7.03 nmol/mL. Exposure to spontaneously volatilized VCH caused a 35%
reduction in the survival rate of exposed animals. Nymphs exposed to volatilized VCH
for 35 and 70 days had a reduction in body weight by 1.8 and 2.6 times respectively,
consequently a reduction in the head, fat body and immature reproductive organs were
observed. During the period of exposure, there was also a significant decrease in food
intake and feces production in the nymphs. Nevertheless, the exposure did not alter
water consumption, except on the twentieth day. Moreover, GST activity increased in all
the tissues evaluated after 35 and 70 days of exposure. The fat body presented the most
prominent increase in GST activity, specifically after 35 days of exposure, 1.6 times
larger than the control group. Exposure of nymphs to volatilized VCH also caused a
significant increase in the levels of reactive species in the fat body by 1.35 and 1.47 times
after 35 and 70 days respectively. However, there was no significant difference in the
head AChE activity after 35 and 70 days. It is not clear if the changes in GST activity and
body-weight could compromise the functioning of the tissues/organism involved due to
the effects observed, which reinforces the need for further research. Therefore, our
results support the harmful impact of volatilized VCH inhalation and demonstrates that
the cockroach of the species of N. cinerea is a valuable model for initial toxicological
screening to investigate environmental toxicants.

Keywords: 4-vinylcyclohexene, Nauphoeta cinerea, Oxidative stress.
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APRESENTACAO

No tépico INTRODUCAO estéa incluso o referencial teérico sobre os contetidos
abordados nesta tese. A metodologia realizada e os resultados obtidos que constituem
a tese estdo apresentados sob a forma de um artigo, que esta no item RESULTADOS.
O artigo contém os seguintes itens: Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados,
Discuss&o, Concluséo e Referéncias. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSAO, presentes
no final da tese, apresentam descri¢cfes, interpretacdes e comentarios gerais sobre o
artigo cientifico e os resultados deste trabalho. As REFERENCIAS descritas
correspondem somente as citagbes que aparecem nos itens INTRODUCAO,
REFERENCIAL TEORICO e DISCUSSAO desta tese.
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1 INTRODUCAO

A exposicdo a inUmeros agentes téxicos, incluindo os compostos organicos
volateis (COV) vem gerando agravos a salude humana e de outros animais, visto a
possibilidade de causarem, além da reducgéo da fertilidade, varias doencas, tais como o
cancer (SARADHA; MATHUR, 2006). Por isso, € crescente o interesse por pesquisas
relacionadas aos COV devido as varias possiveis formas de exposi¢cdo, como por
inalacdo e de maneira ocupacional. Assim, a identificagdo e quantificacdo desse
composto no ambiente possibilita a avaliacdo do real risco toxicolégicos a saude
humana (KUNO; ROQUETTI; GOUVEIA, 2010; OGA, 2008).

O composto orgéanico volatil 4-vinilciclohexeno (VCH) vem sendo gerado como
subproduto da fabricacdo de borrachas sintéticas e plasticos (RAPPAPORT; FRASER,
1976; IARC, 1994). Sua principal forma de exposicdo € por inalagdo, o que é
preocupante, uma vez que em estudos toxicoldgicos realizados, o VCH é toxico em
roedores e esta associado a danos nos foliculos primarios e primordiais, de modo a
desencadear inclusive até mesmo menopausa precoce (SMITH; MATTISON; SIPES,
1990a; SPRINGER et al., 1996a; MAYER et al., 2002; BHATTACHARYA; KEATING,
2012a; KAPPELER; HOYER, 2012).

Apesar dos mecanismos envolvidos na toxicidade do VCH né&o estejam ainda
completamente decifrados, foi proposto que a sua metabolizacdo ocorre via isoformas
da proteina citocromo P450 no figado e nos ovarios (SMITH, MATTISON, SIPES,
1990a; ABOLAJI, et al., 2014). Essa metabolizacdo leva a biotransformacédo oxidativa
de modo a torna-lo mais hidrofilico e para consequentemente ser eliminado (SMITH,
MATTISON, SIPES, 1990a; ABOLAJI, et al., 2014). No entanto, sabe-se que a geracao
de epodxidos oriundos da bioativacdo do VCH podem levar a altera¢cdes na homeostase
redox da célula, o que desencadeia a formacado de espécies reativas e aponta para um
possivel mecanismo de acao toxica do composto (ABOLAJI et al., 2015; RIZZO et al.,
2012).

A inativacdo dos metabdlitos do VCH gerados pode ocorre atraves das acdes
das enzimas epoxido hidrolase microssomal (mEH) e por meio do envolvimento da
enzima glutationa-S-transferase (GST) (CANNADY et al., 2002). Nos diferentes
modelos alternativos, essas enzimas possuem um papel importante no potencial
ovotoxico intermediado pelo VCH (GIANNARINI et al., 1981; BHATTACHARYA;
KEATING, 2012a; KAPPELER; HOYER, 2012; KEATING; SIPES; HOYER, 2008).

Como é crescente a exposicdo ao composto VCH, torna-se importante a

pesquisa de novos modelos experimentais que permitam a avaliacdo de manifestacoes
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toxicologicas geradas através da exposicdo por diferentes vias, como a inalatéria, de
curto, médio e/ou longo prazo.

Nesse contexto, a barata da espécie Nauphoeta cinerea € oriunda da regido leste
da Africa e encontrada em ambientes de clima tropical e temperado (CLOPTON, 2012).
As baratas ja foram usadas como um organismo modelo em estudos toxicolégicos
(WANULE; SIRSIKAR, 2009; STANKWIEWICZ; DABROWSKI; LIMA, 2012;
RODRIGUES et al., 2013; ABOLAJI et al., 2014; ADEDARA et al., 2015). Portanto, o
objetivo desse estudo foi utilizar ninfas de N. cinerea para avaliagdo da exposi¢do a
doses relevantes de VCH, visando identificar possiveis alvos toxicologicos que serviriam

para a sua validagdo como um modelo alternativo de triagem toxicologica inicial.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Exposicdo ocupacional a quimicos no geral e seus impactos na saude

humana

Ao longo da historia da civilizagcdo humana, o trabalho sempre foi concebido
como indispensavel para o homem, tanto do ponto de vista econdmico-produtivo quanto
social (UVA; FARIA, 2000). Entretanto, riscos eminentes do trabalhador as exposi¢des
ocupacionais, oriundas do proprio traalho, como substancias quimicas, podem gerar
agravos para sua saude (RIGOTTO; AUGUSTO, 2007; UVA; FARIA, 2000). Segundo a
Organizacao Internacional do Trabalho, anualmente em torno de 35 milhdes de casos
envolvem doencas advindas da exposi¢do ocupacional a substancias quimicas (KATO;
GARCIA; WUNSCH, 2007). Esse fato implica em 439.000 6bitos com causas em
doencas respiratorias cronicas, cardiovasculares, pneumoconiose e cancer (KATO;
GARCIA; WUNSCH, 2007). A correlagéo entre as exposi¢des ocupacionais de diversas
fontes e o surgimento das enfermidades ja € notéria ha varios anos.

A salubridade no ambiente de trabalho estabelece um fenémeno relevante
gquando o foco é salde e bem-estar (PIVETTA et al., 2001; LAGAZ, 2007). Entretanto,
situacdes e ambientes considerados insalubres podem desencadear o adoecimento do
trabalhador exposto, tornando-o vulneravel aos efeitos nocivos do possivel agente
envolvido (RIGOTTO; AUGUSTO, 2007). Tem-se, dessa forma, conhecimento que
atualmente existem mais de 750.000 substancias quimicas, sendo que 85.000 sao
usadas na rotina e comércio, e em torno de 7.000 destas, tem descricdo de causar
possiveis efeitos e riscos a satde humana (MELLO; WAISMANN, 2004). A avaliacao do
risco advinda da identificacdo do dano visa mostrar as possiveis reacdes adversas a
saude humana coligada a exposi¢ao aos xenobioticos (JARDIM; CALDAS, 2009).

No entanto, a caracterizacdo do risco envolve estimativas tanto quantitativas
como qualitativas, de um dado efeito num dado organismo, considerando como
requisitos os locais definidos de exposicao (JARDIM; CALDAS, 2009). O maleficio a
saude esta diretamente relacionado com as particularidades da substancia quimica, a
dose/resposta, assim como o tempo e vias de exposicdo que podem ser por contato
dérmico, via oral ou inalatéria (JARDIM; CALDAS, 2009; SWARTJES, 2015). A
exposi¢ao ocupacional a xenobidticos pode ocorrer também de forma indireta, ou seja,
pelo solo, ar que respira, ingestdo de agua e consumo de alimentos (ABRHANS, 2002;
JARDIM; CALDAS, 2009; ARNOLD et al. 2013). Por isso, uma avaliacéo da exposicéo,

coligada ao conhecimento dos reais efeitos e limites de exposi¢cdo considerados seguros
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a saude, possibilita instituir as precedéncias e formas de intervir-se efetivamente para
resguardar a populacéo dos riscos envolvidos.

No Brasil, em 2016, o Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX) registrou 6.968 ocorréncias de intoxicagdes humanas por agentes toxicos
vinculadas ao trabalho (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Cabe salientar que os efeitos
adversos intrinsecos a exposi¢do ocupacional a substancias quimicas podem ser
reduzidos mediante deteccfes precoces. Assim, 0 monitoramento da exposi¢do passa
a ser uma peca chave para se avaliar e interpretar os parametros em meio bioldgico e
ou ambientais com o intuito de identificar os riscos a saude antes de uma possivel
intoxicacao.

Nesse contexto, varios estudos realizados no Brasil visam avaliar a exposi¢éo
de brasileiros as substancias quimicas, especialmente relacionadas a metais
(TAVARES; CARVALHO, 1992; SILVA et al, 2004; SAKUMA; CAPITANI, 2004;
GARDNER et al.,, 2010; COSTA; MOREIRA & BARROCAS, 2015), pesticidas
(FERREIRA, et al., 2012; PASIANI et al., 2012; KRAWCZYK et al., 2017; MEYER et
al.,2017) e compostos volateis (CORREIA-DEUR et al., 2012; SCOVRONICK et al,
2016; OLIVEIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017a). Entre as substancias quimicas,
em particular os compostos organicos volateis, ganham destaque por serem
considerados poluentes ambientais e oriundos de iniUmeras fontes, dentre elas de
solventes organicos e processos industriais (WESCHLER; SHIELDS, 1997).

Compostos organicos volateis desencadeiam alteracdes em nivel de qualidade
atmosférica (HOYER, 2005; DOERR et al., 1995; TANG; LIU; DUAN, 2015). A emissao
de maneira geral dos compostos organicos pode gerar transformacdes de curto a longo
prazo, tanto quimicamente quanto fisicamente ao meio ambiente e a saide humana
(MACHADO, 2003, TANG; LIU; DUAN, 2015). Quando se trata de exposi¢cdo aos COV,
sabe-se que mesmo em concentracdes consideradas variaveis e ou duradouras, existe
claro prejuizo a saude que incluem doengas cronicas de baixa gravidade imediata e ou
doencas graves como o cancer (SMITH et al., 1997; TUNNICLIFFE et. al., 1999; YANG
et al.,, 2003; BHATTACHARYA; KEATING, 2012a; COLLINS; MONTALI; MANUS,
1987a). Tais efeitos podem levar a alterag6es metabdlicas nos organismos em nivel
neuroldgico, imunoldgico, reprodutivo (reducédo da fertilidade) entre outros (DOERR et
al., 1995; TANG; LIU; DUAN, 2015).

1.1.2. 4-Vinilciclohexeno

O 4-Vinilciclohexeno (VCH) (figura 1) é produzido comercialmente e de forma

espontanea através da dimerizagdo do 1,3-butadieno (ABOLAJI et al., 2014). Trata-se
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de um composto organico, liquido, incolor, gerado como um subproduto da fabricacéo
de borrachas sintéticas, plasticos, producédo de pneus (RAPPAPORT; FRASER, 1976;
IARC, 1994; ABOLAJI et al, 2014). Atualmente, o VCH é utlizado como um
intermediario na sintese quimica de outros compostos, incluindo a sintese de diep6xidos
e como diluentes de resinas epoxidicas que podem ser aplicadas na fabricagdo de
embalagens de alimentos (ABOLAJI et al., 2014).

Figura 1: 4-Vinilciclohexeno
Fonte: Wikipedia

A exposicdo ao VCH pode ocorrer por meio do contato dérmico, inalagéo e ou
ingestdo (BHATTACHARYA; KEATING, 2012a). Dessa maneira, pode-se inferir que a
exposi¢cdo humana ocupacional é preocupante, uma vez que os estudos toxicologicos
ja realizados demonstraram o potencial toxico deste composto e de seus metabdlitos
em diferente espécies (SMITH; MATTISON; SIPES, 1990a; SPRINGER et al., 1996b;
MAYER et al., 2002; BHATTACHARYA; KAPPELER; HOYER, 2012a, b). Além disso, o
principal local de exposigdo ocupacional humana ocorre no ambiente industrial
(SPRINGER et al., 1996b). E importante ressaltar que, até o presente momento, ndo se
tem relato dos efeitos da exposi¢cao ao VCH em humanos (SHARARA et al., 1998). Além
disso, as possiveis consequéncias ambientais relacionadas a esse agente toxico ndo
foram amplamente estudadas.

Apesar da absorcdo, metabolismo e excrecdo do VCH néo estejam ainda
compreendidos, foi proposto que a sua metabolizagdo ocorre por meio da acdo dos
citocromos P450 no figado e ovarios (figura 2) que leva a sua biotransformacao oxidativa
a fim de torna-lo mais polar excrecdo (SMITH; MATTISON; SIPES, 1990a; ABOLAJI et
al., 2014).
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Figura 2: Mecanismo de metabolizacédo do VCH no figado (1A) e no ovério (1B).
Fonte: Autor, (2019)

Inicialmente, o citocromo P450 2A presente no figado leva a oxida¢do de uma
das ligagbes duplas do VCH, o que resulta na formacdo de dois metabdlitos
monoepoxicos, o 4-vinilciclohexeno-1,2-epoxido (VCM1) e o 4-vinilciclohexeno-7,8-
epoxido (VCM2). A segunda oxidagdo ocorre pela citocromo P450 2B, também no
figado, onde leva a formacdo do seu metabdlito diepdxidos denominado de
vinilciclohexeno diepoxido (VCD) (ABOLAJI et al., 2014).

Embora o figado seja considerado possivelmente o principal local de bioativagédo
do VCH, um estudo realizado por Cannady e seus colaboradores (2003) afirma que os
niveis circulantes de VCH pode atingir os ovarios por meio da circulacdo, e também
sofrer o processo de biotransformacédo e até mesmo de detoxificacdo em fémeas de
roedores. Nos ovarios, destaca-se o envolvimento da citocromo P450 2E1 para
metabolizacdo do VCH diretamente em VCD (MUKHTAR; PHILPOT; BEND, 1978;
ABOLAJI et al., 2014). Ja outros metabdlitos oriundos da bioativacdo do VCH no ovario
ainda nao foram identificados (CANNADY et al., 2003).
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A inativacdo dos metabdlitos formados no figado e ovarios de fémeas de
roedores ocorre através da enzima epoéxido hidrolase microssomal (mEH), o que leva a
formacdo do metabdlito inativo tetrol ou também chamado de 4-(1,2-dihidroxi)etil-1,2-
dihidroxiciclohexano (CANNADY et al., 2002; ABOLAJI et al., 2014; FLAWS et al.,
1994a). Além disso, existe o envolvimento da enzima glutationa-S-transferase (GST)
que leva a conjugacao do VCD com glutationa reduzida (GSH), de modo a formar adutos
(CANNADY et al., 2002; ABOLAJI et al., 2014; FLAWS et al., 1994a). A principal via de
eliminagdo do VCH em roedores ocorre pela urina, de modo que 60% de uma dose
administrada seja eliminada pelos rins (ECHA, 2012). A segunda principal via € pelo ar
expirado (ECHA, 2012) seguido das fezes (SMITH et al., 1990b). Por outro lado, dentre
os tecidos suscetiveis & acumulagdo do VCH, tem-se destaque o tecido adiposo,
musculo e pele em roedores (SMITH et al., 1990b; ECHA, 2012).

1.1.2.1 Org&os alvo da toxicidade aguda e cronica

Inmeras substancias potencialmente toxicas podem ser avaliadas através de
testes de toxicidade aguda e crénica em modelos animais. A exposi¢cao aguda avalia os
efeitos severos e breves em um organismo-teste durante um curto periodo de tempo e
a exposicao cronica avalia também os efeitos em periodos de exposi¢do prolongados,
podendo variar de acordo com a espécie estudada. Para as avaliagdes da toxicidade
aguda e crbnica desses compostos, até o presente momento foram utilizados diferentes
modelos tanto vertebrados quanto invertebrados, nos quais sdo demonstrados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Org&os alvo de toxicidade aguda e cronica

Protocolo
Composto de Efeito Orgéaos Espécie Referéncia
exposic¢ao avaliados
VCD Receberam Niveis de GSH Figado e Ratas (F344) Devine et
0,57 Unica dose hepéatico s6 2h apoés ovarios al., (2001)
mmol/kg i.p. administracao
N&o alterou TBARS
VCD Receberam N&o alterou a Ovarios Camundongas Cannady et
0,57mmol/ Unica dose expresséo da mEH (B6C3F1) al., (2002)
kg e VCH i.p.
7,4 mmol/kg
Cultura de Ne° de foliculos Ovarios Ratas (F344) Devine et
VCD ovario 4 DPN primordiais, al., (2004)
30 uM por 24 e 48 primarios no 14 d
horas (Unica apos a exposicao
dose)
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VCD
80 mg/Kg

VCD
80 mg/Kg

VCD
80 mg/kg

VCD
80 mg/kg

VCD
80 mg/Kg

VCD
80mg/kge
0,57 mmol/
kg

VCD
80mg/kge
0,57
mmol/kg

VCD
320 mg/Kg

VCH
400 mg/kg

Receberam
Unica dose

i.p.

Receberam
Unica dose

i.p.

Receberam
Unica dose

i.p.

Receberam
diariamente
por 6, 8, 10,
12,15d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 6, 8, 10,

12 d injecdes

i.p.

Receberam
diariamente
por 30 d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 10 d
injecdes i.p.

Receberam
Unica dose

i.p.

Receberam
Unica dose
oral

Auséncia de
toxicidade

Atividade das
Casp. 3,9

N° de foliculos
Auséncia de atresia
folicular
Expressao da Bax

Ne° de foliculos
primordiais e
primarios no 15°d
Dano no DNA 10° e
12°d
Alteracdes
morfoldgicas nos
ovarios (10° d)

N° de foliculos
primordiais e
priméarios 12° d
(ambas as
espécies)
Atresia folicular (8°
d camun.) 12°d em
ratas)

Peso do utero nos
adultos
N° de odécitos nos
foliculos primordiais
e priméarios

Expressao da Bax,
MnSOD e mEH
nos foliculos
primordiais e
primarios
Expressao da bax e
Cu-ZnSOD no
figado

Ne° de foliculos
primordiais,
primarios 6 d apds a
exposicao

Acumula-se no
tecido adiposo,
musculo e pele
Eliminacéo pela
urina, ar expirado,
fezes e tecidos
Taxa de epoxidacéo
do VCH para VCM1
€ maior em
camundongas do
gue em ratas

Figado e
ovarios

Figado e
ovarios

Ovarios

Ovérios

Ovarios

Figado,
baco, utero
e ovarios

Figado e
ovarios

Ovarios

Tecido
adiposo,
musculo,

pele

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344) e
camundongas

(B6C3F1)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

e Camundongas

(B6C3F1)

Hu et al.,
(2001b)

Hu et al.,
(20014a)

Borman et
al., (1999)

Springer et
al., (1996b)

Kao et al.,
(1999)

FLAWS, et
al., (1994b)

Springer et
al., (1996a)

Devine et
al., (2004)

Smith et al.,
(1990b)
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VCD/
VCM1 10-
1000uM

VCH
10uM —
1mM

VCD
80e
320mg/kg

VCH
300-5000
mg/kg

VCD
10, 20,
30uM

VCD
30 uM

VCD
80 mg/kg

VCD
80 mg/Kg

VCD
80 mg/Kg

VCD
80 mg/Kg

VCD
80 mg/kg

Receberam
diariamente
por 5d na
dieta

Receberam
diariamente
por 5d na
dieta

Receberam
diariamente
por8d
injecdes i.p.

Receberam

diariamente

por 14 d pela
via oral

Cultura de
ovario 4 DPN
por 15d

Cultura de
ovarios 4°
DPN por 15 d

Receberam
diariamente
entreo4°e
19° DPN
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
Diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Atividade da GST
Oxidacao da DCFH
Conteudo total de
tiois
Inibicdo da AChE e
0-ALA-D
Alteracdo dos
genes da SOD1
MAPk-2; CAT e
TrxR-1

Expressédo da SOD,
Nrf-2 e MAPK-2;
Atividade da CAT e
producéo de ERO;
Atividade da GST,
0-ALA-D e AChE.

Expressao Bcl-2,
casp. 3, 8, 9;
Expressao da tp53.

Mortalidade em
doses < 1250 mg/kg

N° de foliculos
primordiais e
primarios

Apoptose (casp. 3)
Ne de foliculos
primordiais e
primarios

Apoptose (casp. 3)
Ne° de foliculos
primordiais e
primarios

Apoptose
(membros da
familia Bcl2) e
liberacéo do cit. ¢

Ne° de foliculos
primordiais e
primarios
Atividade da
casp. 3
Apoptose
(casp. 3,8,9)

N° de foliculos
primordiais e
primarios
Atresia folicular
Expressao da Bax

Mosca
inteira

Mosca
inteira

Testiculos

Rime
ovarios

Ovarios

Ovarios

Ovarios

Figado e
ovarios

Utero e
ovarios

Figado e
ovarios

Ovarios

Drosophila
melanogaster

ambos 0s sexos

Drosophila
melanogaster

ambos 0s sexos

Cachorros

Ratos (F344) e
camundongos

(B6C3F1)
de ambos os
Sexos
Ratas (F344)
Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Ratas (F344)

Abolaji et al.,
(2015)

Abolaji et al.,
(2014)

Paksoy
(2018)

Collins e
Manus
(1987b)

Devine et
al., (2004)

Devine et
al., (2002)

Devine et
al., (2002)

Hu et al.,
(2001b)

Thompson
et al., (2002)

Hu et al.,
(2001a)

Borman et
al., (1999)
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VCD
0,57
mmol/kg e
VCH
7,4 mmol/kg

VCD
0,57
mmol/kg

VCD
0,57
mmol/kg e
VCH
7,4 mmol/kg

VCD/
80, 160 e
250 mg/Kg

VCD
160 mg/Kg

VCD

160 mg/Kg

VCD

160 mg/kg

VCD
160 mg/kg

Receberam
diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
Diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
por 15d
injecdes IM

Receberam
Diariamente
por 15d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por17d
injecdes i.p.

Receberam
diariamente

por 10 ou 20d

injecdes i.p.

Receberam
diariamente
por 25d
injecdes i.p.

Expressao da
citocromo P450
2E1; 2A e 2B.

Niveis de GSH
hepatico
N° de foliculos
primordiais e
primarios
N&o alterou
TBARS

Expresséo da
mEH

Ne de foliculos
primordiais,
primarios e

secundarios na
dose de 250

N° de foliculos

primordiais e

primarios na dose

de 160

Transitério da ALT
e AST na dose de

250

Niveis de FSH
Periodo do ciclo
estral

Peso dos ovarios

Auséncia de

foliculos 85d ap6s a

exposicao

Faléncia ovariana e
nenhuma gravidez
bem sucedida foi

alcancada

Ne de foliculos

ovarianos no 10°d

Auséncia de
foliculos no 20°d

Peso dos ovarios

e utero
Niveis de FSH

Peso ovariano
Ne de foliculos
primordiais,
primérios,

secundarios e antral
Tumor ovariano das
células de Sertoli e

Leydigem3e5
meses apos a
exposicao

Ovérios

Figado e
ovarios

Ovérios

Ovarios

Adrenais,
figado,
baco,
ovarios e
utero

Ovarios

Ovarios,
utero

Ovarios

Camundongas
(B6C3F1)

Ratas (F344)

Camundongas
(B6C3F1)

Macacos fémeas
cynomolgus

Camundongas
(C57BL/BJ)

Camundongas
(C57BL/BJ)

Camundongas
(B6C3F1)

Ratas (F344)

Cannady et
al., (2003)

Devine et
al., (2001)

Cannady et
al.,, (2002)

Appt et al.,
(2006)

Lohff et al.,
(2005)

Haas et al.,

(2007)

Lohff et al.,

(2006)

Hoyer et al.,
(2009)
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VCD Receberam Ne° de foliculos Ovérios Ratas (F344) Mayer et al.,
80 mg/kg diariamente primordiais e (2002)
por 30 d primarios
injecdes i.p.
VCD Receberam Ganho de peso Testiculos Ratos machos Adedara et
100-500 diariamente corporal, testiculos e (Wistar) al., (2016b)
mg/kg por 28 d pela e epididimo epididimo
via oral N° de
espermatozoides e
motilidade
Niveis de FSH, LH
e
testosterona
Alteracéo de
biomarcadores de
estresse oxidativo,
inflamacéo e
apoptose
Alteragdo da
atividade de
enzimas
antioxidantes
VCD Receberam Induz dano Figado e Ratos (Wistar) Abolaji et al.,
100, 250 e diariamente oxidativo e rim de ambos os (2016a)
500 mg/kg por 28 d pela inflamac&o no Sexos
via oral figado e rim de
ambos 0s sexos
Expressao de iNOS,
COX-2,casp.9e 3
no figado
VCD Receberam Destruigédo de Figado, rim  Ratas Sprague Muhammad
40, 80 diariamente  foliculos primordiais e Dawley et al., (2009)
mg/Kg por30d e priméarios ovérios
injecdes i.p. Cosumo de comida
Niveis de Creatinina
Peso do figado
VCH /VCD Receberam VCH (CE50 Ovarios Camundongas Smith et
/VCM1/ diariamente C.F=27eR.F.= (B6C3F1) e al., (1990a)
VCM2 por 30 d nenhum efeito) ratas (F344)
0,07-7,4 injecdes i.p. VCD (CE50
mmol/kg C.F.=0,2 e R.F.=0,4)
VCM1 (CE50
C.F.=0,5 e R.F.=1,4)
VCM2 (CE50
C.F.=0,7 e R.F.=néo
foi avaliado no
estudo)
VCH Receberam N° de foliculos Ovarios Camundongas Hooser et
6 mmol/kge  diariamente antrais (B6C3F1) al., (1993)
4PC 30u6 por 30d N&o alterou os
mmol/kg injecdes i.p. niveis de FSH
Auséncia de
toxicidade do 4PC
VCH Receberam Somente o VCH Testiculos, Camundongos Hooser et
800mg/kg; diariamente [160 e 320mg] epididimo (B6C3F1) al., (1995)
VCD 40- por 30d reduziu o peso do e vesicula
320mg/kg e injecdes i.p. testiculo e visicula seminal
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VCM1
200mg/kg

seminal e causou
necrose progressiva
das células
germinativas

VCH
50-1200
mg/kg

Receberam
diariamente
porl3
semanas
pela via oral

Rime
ovarios

Mortalidade na
maxima dose
Peso corporal em
ambos 0s sexos
Degeneragéo dos
tubulos proximais
do rim em ratos

Ratos (F344) e
camundongos
(B6C3F1)

Receberam
diariamente por
13 semanas
aplicacbes
dérmica e pela
via oral

VCD
6,5 — 200
mg/kg

Receberam
diariamente 5 d
por semana,
durante 2 anos
pela via oral

VCH
200 e
400mg/kg

machos
Ne de féliculos
ovarianos na
maxima dose

LesBes cutaneas, tais
como ulceracéo,
hiperqueratose e

hiperplasia das
glandulas sebéacias
Peso corporal
No estbmago
(hiperplasia e
hiperqueratose) em
ambas as espécies
No rim
(degeneracédo/necros
e das células
tubulares) em ambas
as espécies
Em camundongas
nos ovarios (atrofia
folicular) e nos
testiculos
(degeneracéo do
epitélio germinativo)

Induz tumores
ovarianos somente
em camundongas.

Ratos (ambos os
Sexos) e
camundongos
machos tiveram
elevada mortalidade

e auséncia de
indicios conclusivos

de efeito

carcinogénico

Em camundongos
teve lesdes nédo
neoplasicas, tais
como hiperplasia

epitelial do

estbmago, congestao

dos pulmdes, e

glandulas supra

renais e alteragcao
citoldgica do cortex
adrenal.

Camundongas
(B6C3F1) e
ratas (F344)

Derme,
estbmago,
rim,
ovarios e
testiculos

Ratos (F344) e
camundongos
(B6C3F1)
ambos os
Sexos

Ovarios,
estdbmago,
pulmdes,
glandulas
supra
renais e
cortex
adrenal

Collins e
Manus
(1987b)

CHHABRA
et al.,
1990b)

Collins et
al., (1987a)

27



VCH Expostos por Peso corporal Figado, Camundongo Bevan et

50-1500ppm inalag¢do durante somente em ratos rim, s (B6C3Fl)e al., (1996)
6h por dia, 5 dias na maior ovarios e ratos
por semana, concentracao testiculos Sprague
durante 13 Peso do figado e Dawley
semanas rim somente em (ambos os
ratos Sexos)

Devido a elevada
mortalidade mais em
camundongos
machos o peso
corporal e dos
6rgaos nao foi
avaliado
Atrofia ovariana
mais em
camundongas do
que em ratas
Letargia nas maiores

concentracoes
VCH Expostos por Em nenhuma das Células da Camundongo  Bevan et
50-2000ppm  inalacdo durante  espécies e periodos medula s (B6C3F1l)e al., (2001)
6h por dia, avaliados teve a Ossea ratos
durante 2 d e/ou inducéo de Sprague
durante 13 micronucleos Dawley
semanas (ambos os

Sexos)

Ref. = Referéncia; i.p. = intraperitoneal; n°® = nidmero; DPN= dia pos-natal; MAPK

proteinas quinases ativadas por mitégenos; AP-1 = proteina ativadora 1; FSH

hormdnio foliculo estimulante. Cit. ¢ = citocromo c.; Casp. = caspase; CE50
Concentracdo (mmol/kg) efetiva do composto que reduz os odcitos para 50% dos
controles); C.F.= Camundongo fémea; C. M. = Camundongo macho; R. F. = Rato fémea;
R. M. = Rato macho; VCM1 = 4 - vinilciclohexeno 1,2-ep6xido; VCM2 = 4-
vinilciclohexeno 7,8-epédxido; GST= glutationa-S-transferase; SOD1= superdxido
dismutasel; TrxR1= tioredoxina redutase; CAT= catalase; AChE= acetilcolinesterase;
MAPK-2 = proteina quinase 2 ativada por mitégeno; 8-ALA-D = Acido Delta
Aminolevulinico Desidratase; 4PC= 4-fenilciclohexano; ERO = espécies reativas de
oxigénio; ERN = espécies reativas de nitrogénio; GPx= glutationa peroxidase; PI3K =
fosfatidilinositol-3 quinase; GSTp = glutationa S-transferase pi; AMH = Horménio anti-

Mulleriano; mEH = epdxido hidrolase microssomal.

Os pontos criticos da toxicidade do VCH e de seus metabdlitos observada nos
diferentes 6rgdos-alvo dependem da concentracdo utilizada, do tempo de duragéo da
exposicdo, da capacidade de metabolizacdo de cada 6rgdo ou organismo-modelo
utilizado nos ensaios, do tipo de metabdlito epéxido gerado durante a bioativacao nas
diferentes espécies e das vias de administragdo (NATIONAL TOXICOLOGY
PROGRAM, 1986; NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 1989; MUHAMMAD et al.,
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2009; DEVINE et al.,, 2001; HOYER et al., 2001). Além disso, os efeitos toxicos
observados mediante a exposi¢do ao VCH e aos seus metabdlitos, principalmente o
VCD se devem a periodos prolongados de exposi¢cdes a doses diarias. Os 6rgdos-alvo
avaliados nos testes de toxicidade aguda e cronica foram os ovarios, Utero, testiculos,
epididimo, vesicula seminal, cortex adrenal, pulmé&o, estbmago, rim, bago, figado e pele.
Apesar dos estudos demonstrarem quase sempre algum sinal de alteracdo nos
diferentes 6rgdos-alvo avaliados, o papel exato frente a toxicidade desses compostos
precisa ser melhor investigado.

Dentre os Orgdos-alvo avaliados, os 6rgdos reprodutores de fémeas testadas
sdo os mais alvejados. A insuficiéncia ovariana, por exemplo, observada nos estudos
se deve principalmente aos danos provocados pela exposi¢cdo ao metabdlito diepoxido
VCD nos foliculos ovarianos pré-antrais (SMITH; MATTISON; SIPES, 1990a;
SPRINGER et al., 1996b; MAYER et al., 2002; BHATTACHARYA; KAPPELER; HOYER,
2012b).

1.1.2.2 Toxicidade no sistema reprodutor

A integridade estrutural e fisiolégica das func¢des reprodutivas em nivel ovariano
e testicular estdo diretamente relacionadas ao pleno funcionamento do sistema
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (SMITH, 1983; GUYTON; HALL, 2002).
Compostos toxicos que afetam as funcdes reprodutivas afetam a fertilidade, causando
de forma direta ou indireta distirbios menstruais, alteracdo da espermatogénese e
teratogénese (SARADHA; MATHUR, 2006; KUMAR et al., 2008; SMITH, 1983;
MATTISON, 1983; MARONPOT, 1987). Além disso, disfungbes reprodutivas podem
também resultar em quadros neoplasias benignas ou malignas em humanos e animais
(SMITH, 1983; MARONPOT, 1987). No entanto, fémeas de humanos apresentam um
namero finito ndo regeneravel de foliculos no nascimento (HIRSHFIELD, 1991). A
grande maioria dos foliculos que né&o for selecionado para o desenvolvimento da
ovulagéo sofre degeneracdo em varios estagios de desenvolvimento por um processo
denominado de atresia (HIRSHFIELD, 1991). Desde o0 nascimento no ovario, a atresia
folicular ocorre através do mecanismo de morte celular programada, ininterruptamente
até o esgotamento do fornecimento de foliculos que com o tempo leva a insuficiéncia
ovariana, conhecida também como periodo da menopausa (GOSDEN, 1987; TILLY et
al., 1991).

Por conseguinte, inUmeros compostos quimicos conhecidos por serem

ovotoxicos levam a deplecéo de foliculos ovarianos e representam um risco de curto,
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médio ou a longo prazo aos individuos humanos expostos (MATTISON et al., 1984;
MAYER et al., 2002). Assim, toda e qualquer substancia com potencial toxico que
acometa os foliculos ovarianos pode ocasionar faléncia ovariana precoce (THOMPSON
et al., 2002). Dentre os compostos, o0 VCH e seus metabolitos demonstram potencial
ovotoxico em animais nas diferentes vias de exposic¢ao, tais como inalagéo, dérmicas e
ou por via oral (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 1989; GRIZZLE et al., 1994;
BEVAN et al., 1996). Entretanto, tem-se uma diferenca nos efeitos toxicos desses
compostos observados entre as espécies de animais estudadas.

A exposicdo ao composto VCH pode levar a destruicao seletiva de foliculos preé-
antrais (primordiais e primarios) em camundongos fémeas, mas nao em ratos (SMITH,
CARTER, SIPES, 1990b; SMITH et al., 1990c; SMITH, MATTISON, SIPES, 1990g;
HOOSER et al., 1993). Ja os metabdlitos monoepdxidos e diepdxido sdo considerados
ovotodxicos para ambas as espécies e agem na mesma fase folicular que o VCH (SMITH
et al., 1990c; FLAWS et al., 1994a, b; SPRINGER et al., 1996 b, c; ABOLAJI et al.,
2015). Importante ressaltar que esses efeitos toxicos devem-se principalmente ao
metabdlito diepoxidos, o VCD, que provoca insuficiéncia ovariana, podendo
desencadear menopausa precoce em mulheres expostas, além de coloca-las em maior
risco de doencas poOs-menopausicas, tais como alzheimer, doencas cardiacas e
osteoporose (LOHFF, et al.,, 2006; HOOSER et al.,, 1994; HULLEY et al., 1998;
WEBBER et al., 2005). Além disso, a exposi¢cdo ao VCD por modelo murinho pode
também acelerar o desenvolvimento natural de atresia folicular mediante morte celular
apoptética (SPRINGER et al., 1996 b, c). A exposi¢cdo pode reduzir o peso de érgaos
reprodutores, cessar ciclos estrais normais em roedores na fase adulta, alterar
biomarcadores de estresse oxidativo e induzir neoplasia ovariana (CHHABRA et al.,
1990a; FLAWS et al., 1994b; HOOSER et al., 1994; MAYER et al., 2001; REIS et al.,
2014; ABOLAJI, et al., 2016Db).

N&ao somente 0s ovarios séo alvos toxicolégicos do VCH e seus metabdlitos, mas
também o sistema reprodutor masculino pode ser afetado (HOOSER et al., 1995;
CHHABRA et al., 1990b; ADEDARA et al., 2016b; PAKSOY, 2018). Alteracdo no estado
redox, no equilibrio enddcrino e disfuncdo em nivel testicular e epididimal podem ser
observadas em roedores mediante a exposi¢cdo ao metabdlito VCD (HOOSER et al.,
1995; ADEDARA et al., 2016b; CHHABRA et al., 1990b).

1.1.2.3 Neurotoxicidade

Neurotoxicidade é definida como qualquer efeito danoso em nivel estrutural ou

funcional do sistema nervoso ocasionado por agentes fisicos, quimicos e/ou biolégicos
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e gque podem atuar de modo direto ou indireto ou de modo continuo ou reversivel
(SLIKKER; BOWYER, 2005). As exposi¢fes a um possivel agente toxico podem gerar
disturbios neuroldgicos, axonopatias, mielopatias, alteragcbes fisiologicas e de
comportamento (COSTA, 1998). Além disso, alguns sinais clinicos podem ser
evidenciados, tais como tremores, estados convulsivos, ataxia e até mesmo
excitabilidade (RATTAN, 2010; GILBERT, 2012).

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor do sistema nervoso presente desde
insetos a mamiferos (WACHTLER, 1988). Interessante, o sistema nervoso dos insetos
possui uma concentracdo maior de ACh em comparagdo com mamifero roedor
(SATTELLE; BREERT, 1990). A enzima acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela
degradacgéo da ACh e, em muitos casos é vista como um dos principais alvos de agéo
neurotécia de xenobidticos (LEIBSON; LIFSHITZ, 2008). Em nivel estrutural, a AChE
em insetos é semelhante a dos vertebrados que é encontrada nas células nervosas do
cérebro e ao longo do corddo nervoso ventral (THAPA et al.,, 2017). Os ensaios
envolvendo a avaliagcdo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) podem ser
utilizados como método biomarcador para a avaliagdo da fungéo do sistema nervoso e
do impacto de xenobidticos em seu pleno funcionamento (KIM et al., 2010; 2014;
ABOLAJI et al., 2014; ABOLAJI et al., 2015).

O VCH é um composto que, dentre os inimeros agentes toxicos de exposi¢ao
ocupacional, é também estudado quanto ao seu carater neurotoxico (ABOLAJI et al.,
2015). Até o presente momento, a neurotoxicidade foi observada somente pela
exposicao via oral por cinco dias os compostos VCH, VCM e VCD (10-1000uM) em
moscas da fruta da espécie Drosophila melanogaster. A mosca exposta apresentou

inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (ABOLAJI et al., 2015).

1.1.2.4 Carcinogenicidade

Cancer envolve um vasto grupo de doencas de amplo tropismo organico que
acometem varias espécies, em especial humanos. De fato, é considerada a segunda
causa de morte no mundo (WHO, 2018). De acordo o Instituto Nacional do Céncer
(INCA), no Brasil entre 2014-2015 mais de quinhentos mil novos casos de canceres e
colocou o pais entre os paises de maior ocorréncia da doencga (INCA, 2014; PANIS et
al., 2018). Entretanto, essa ocorréncia podera chegar a seiscentos mil novos casos em
2018-2019 (INCA, 2017). Somente na regido sul do Brasil, os tipos de canceres mais
incidentes sdo os de prostata, mama, ovario, seguido de pulmdes e brénquios, colo do
Utero e cancer esofdgico (BARROS et al., 2000; PANIS et al., 2018). O processo de

formacdo de um céncer envolve varios estagios tais como a exposi¢do a um possivel
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agente cancerigeno, as fases de iniciagdo, instauracdo no organismo de uma
determinada pré-neuplasia, bem como sua conversao e progressao propriamente dita.
Inimeras vias de sinalizagdo intracelular estdo envolvidas na carcinogenicidade
(DHILLON et al., 2007; REUTER et al., 2010; TAKASHIMA; FALLER, 2013). Além disso,
as células ja cancerosas parecem comumente exibir uma desregulagdo nos sistemas
de controle do crescimento e propagacao celular, ocasionando o desenvolvimento de
agregados celulares anormais (tumores) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Diversos fatores de risco podem contribuir para o desenvolvimento de um
cancer, tais como, fatores genéticos (KNUDSEN, 1989; PONDER, 1990), tabagismo
(HANKINSON et al., 1992), radiacao ultravioleta (UV) (HELBOCK et al., 1998), alcool
(GIOVANNUCCI, 1995), dieta rica em gordura (CIBEIRA; GUARAGNA, 2006);
obesidade (DIVISI et al., 2006), alteracdo hormonal (LEE et al., 1975; HENDERSON,
ROSS, PIKE, 1991; GOLDITZ et al., 1992; TANAKA et al., 2002; TANAKA et al., 2004),
aditivos (HISLOP, 1993), poluicdo ambiental (GOUGH, 1990), exposi¢do quimica
ocupacional (CHHABRA et al., 1990a; BLAIR; KAZEROUNI, 1997; ZAHM; WARD, 1998;
CARPENTER; ARCARO; SPINK, 2002; JARUP, 2003; CLAPP; HOWE; LEFEVRE,
2005; GARCIA-PEREZ et al., 2015) entre outros.

Nesse contexto, de acordo com a agéncia internacional para pesquisa em cancer
(IARC), a exposi¢do quimica ocupacional ao composto VCH e ao seu metabdlito VCD
pode ser nociva a saude humana, pois sao classificados ambos como carcinégenos do
grupo 2B. E dizer, tanto o VCH quanto o VCD s&o possivelmente carcinogénicos para
humanos (IARC, 1994; NTP, 2016). Embora, até o presente momento ndo existam
pesquisas com seres humanos, essa classificacdo foi baseada em estudos com
animais, que demonstram seu potencial carcinogénico (MARONPOT, 1987; NTP, 1986;
NTP, 1989; CHHABRA et al., 1990 a, b; NTP, 2016).

Collins, Montali e Manus (1987a) demonstraram que a administracdo oral do
VCH por dois anos (cinco dias por semana) nas doses de 200 e 400 mg/Kg induz
tumores ovarianos em camundongos fémea. Ainda no mesmo estudo, os camundongos
machos e os ratos de ambos 0s sexos apresentaram excessiva mortalidade nas doses
avaliadas, impossibilitando confirmar, nesse contexto experimental um possivel efeito
carcinogénico (COLLINS; MONTALI; MANUS, 1987a). Surpreendentemente, em outro
estudo semelhante, ratos fémea sobreviventes a exposi¢cao ao VCH exibiam resisténcia
a inducao de tumores e até mesmo em causar danos a foliculos ovarianos (NTP, 1986;
SMITH et al., 1990a, b). Referente a isso, a literatura destaca que € incomum 0s casos
de incidéncia natural de tumores ovarianos em roedores, a ndo ser mediante a
exposi¢do a quimicos com potenciais carcinogénicos (KRARUP, 1970 a, b; JULL, 1973;
DOBSON; FELTON, 1983; NTP, 1986). Além disso, notavelmente em varios estudos
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se observa que a insuficiéncia ovariana causada pelo declinio hormonal e / ou de
foliculos pré-antrais parece anteceder o desenvolvimento de neoplasias ovarianas
(DOBSON; FELTON, 1983; JULL, 1973; NTP, 1986; CHAKRABORTY, GORE, 2004;
MAFFUCCI, GORE, 2006; HOYER et al., 2009). Essa perda folicular foi também
observada em camundongos expostos VCH (SMITH, CARTER, SIPES, 1990b; SMITH
et al., 1990c; SMITH, MATTISON, SIPES, 1990a; HOOSER et al., 1993) e em ambas
as espécies de roedores (camundongos e ratos) através da exposi¢cdo aos metabolitos
de VCH monoepédxidos e diepoxidos (SMITH et al., 1990a, b; HOOSER et al., 1993;
KAOQO; SIPES; HOYER, 1999; ABOLAJI et al., 2015). Assim, o potencial carcinogénico
do VCH possivelmente se deve ao metabdlito VCD gerado pela biotransformacgéo do
VCH in vivo (COLLINS; MONTALI; MANUS, 1987a; NTP, 1986; SMITH et al., 1990c).

A diferenca no metabolismo do VCH entre os roedores parece ser também um
dos pontos criticos e determinantes na diferenca interespecificas frente a indugéo da
carcinogenicidade ovariana observada nos estudos (SMITH et al., 1990a, b; CHHABRA
et al., 1990a, b). Além do metabdlito VCD ser considerado entre os metabdlitos do VCH
0 epdxido mais ovotoxico, é também o mais mutagénico (MURRAY; CUMMINS, 1979;
EL-TANTAWY; HAMMOCK, 1980; SIMMON; BADEN, 1980; TURCHI et al., 1981;
VOOGD; VAN; JACOBS, 1981; MORTELMANS et al., 1986) e comprovavel carcinégeno
ovariano e de pele em roedores (DUUREN et al., 1967; MARONPOT, 1987; NTP, 1989;
CHHABRA et al., 1990a, b; HUFF, 2001; HOYER et al., 2009), provavelmente também
devido as suas propriedades em nivel molecular (VANDUUREN et al., 1963;
VANDUUREN et al., 1967; WATABE; SAWAHATA, 1976).

1.1.2.5 Mecanismos associados a toxicidade do VCH e seus metabdlitos

Os mecanismos moleculares pelos quais o0 VCH e seus metabdlitos agem nédo
estdo completamente compreendidos, mas especulam-se algumas possiveis acdes
toxicoldgicas. Durante o metabolismo do VCH, a geracdo de metabdlitos epoxidos pode
levar a alteracbes na homeostase redox celular, desencadeando a formagédo de
espécies reativas, o que sugere ser um dos mecanismos de agdo do composto
(ABOLAJI et al., 2015; RIZZO et al., 2012). Isso se deve pelo fato dos metabdlitos
gerados serem supostamente considerados mais reativos e potencialmente mais
téxicos do que o proprio composto de origem, que nesse caso € o0 VCH (ABOLAJI et al.,
2015). Essa diferenca observada é devido principalmente aos ep6xidos presentes na
estrutura dos metabdlitos e ausentes na estrutura do VCH (VANDUUREN et al., 1963;
VANDUUREN et al., 1967; WATABE; SAWAHATA, 1976).
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Caracteristicas associadas a morte celular por apoptose, tais como alteracdes
morfolégicas (SPRINGER et al., 1995a; SPRINGER et al., 1996c) e danos no DNA tem
sido observadas nos foliculos primordiais e primarios dos ovarios de roedores expostos
ao VCD (SPRINGER et al., 1995b; SPRINGER et al., 1996b). Assim, a presenca dos
compostos podem desencadear alteracdo da expresséao e distribuicdo de alguns genes
especificos associados com a inducdo da apoptose, tais como a Bax (SPRINGER et al.,
1996a) e a BAD (HU et al., 2001b). Observou-se também a translocacdo da proteina
anti-apoptotica Bcl-xL mitocondrial para o compartimento citosolico (HU et al., 2001b).
O VCD, por sua vez, induz um aumento na relacdo Bax/Bcl-xL na mitocondria
favorecendo assim, o processo apoptético (HU et al., 2001b). A exposicédo do VCD em
nivel mitocondrial levou a liberagdo de citocromo c para o citoplasma resultando na
promocdo da morte celular apoptética mediante uma possivel ativacdo da cascata
proteolitica mediada por caspases (KLUCK et al., 1997; HU et al., 2001a, b; HOYER et
al., 2001). Evidencia-se também um possivel envolvimento inicial dessa cascata via
caspases iniciadoras 8 e 9 (HU et al., 2001a,b ; ABOLAJI et al., 2016b). Assim, o VCD
pode induzir a apoptose tanto pelas vias intrinsecas quanto extrinsecas em foliculos

pré-antrais.

1.1.2.6 Estresse oxidativo

A expressao ‘radical livre’ tem sido utilizada para definir qualquer molécula
detentora de um ou mais elétrons ndo pareados, sendo altamente instaveis e muito
reativos. Essas espécies reativas cumprem diversas fung¢des biolégicas importantes
(BARBOSA et al., 2010). Em eucariotos, as mitocondrias sdo consideradas as principais
fontes enddgenas de radicais livres por intermédio da cadeia transportadora de elétrons
(GREEN; BRAND; MURPHY, 2004), de modo que o &nion superdxido (O2™) é o radical
mais frequentemente produzido (HEKIMI; LAPOINTE; YANG, 2011). Por outro lado,
células que compdem o sistema imunolégico também sado consideradas fontes de
radicais livres, no qual produzem enzimas de membrana tais como a NADPH oxidases
(Nox) que sdo proteinas capazes de gerar o O;" e causarem a mortalidade de
microrganismos invasores (LAMBETH; KAWAHARA; DIEBOLD, 2007; BARBOSA et al.,
2010). Células epiteliais, endoteliais, nervosas e macrofagos sao produtoras da enzima
oxido nitrico sintetase (NOS) que gera o radical livre 6xido nitrico (NO) (LAMBETH,;
KAWAHARA; DIEBOLD, 2007; MONCADA; HIGGS, 2006). No entanto, quando a
producao de radicais livres se torna elevada, podem ocorrer inGmeros danos oxidativos
em tecidos, 6rgaos e/ou sistemas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Nesse cenario, 0
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estresse oxidativo pode ser descrito como um desbalanco frente as defesas
antioxidantes e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em favor do
segundo. (HALLIWELL, 2006).

Um aumento no quadro de desbalango ou estresse oxidativo no organismo esta
diretamente relacionado a producéo de danos a lipidios, proteinas e até mesmo ao DNA
(HALLIWELL, 1994; KUSHNAREVA; NEWMEYER, 2010). Qualquer componente
presente nas células pode estar vulnerdvel a acdo das ERO, comprometendo até
mesmo a integridade celular (SMIRNOFF, 1993). Sabe-se também que danos no DNA
mitocondrial causados pelas ERO oriundas de diversas fontes podem levar a indugéo
de apoptose (HARMAN, 1992; OZAWA, 1995; VALKO et al., 2007).

O extresse oxidativo pode afetar as fungfes fisiologicas normais e gerar
inimeras patologias como doencgas cardiovasculares (STOCKER; KEANEY, 2004);
doenca de Alzheimer (ALIEV et al.,, 2013); diabetes (BONNEFONT-ROUSSELOT,
2004); doencas pulmonares (CANTIN, 2004) cancer (BERGER, 2005) e doencas
reprodutivas (RIZZO et al., 2012; SHARMA; AGARWAL, 1996; WANG et al., 2003).

Para impedir a instalacdo do estado de estresse oxidativo existem os sistemas
de defesa antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos que favorecem o reparo/defesa
dos possiveis alvos bioldgicos alvejados (Tabela 2) (CLARKSON; THOMPSON, 2000;
BERNARD; KRAUSE, 2007; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI; ANTUNES,
1999). Os agentes antioxidantes séo estabelecidos como qualquer substéncia que
possua a capacidade de agir neutralizando as acdes das ERO direta ou indiretamente
e de modo eficaz (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).
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Tabela 2.: A¢des dos agentes antioxidantes.

Antioxidantes Acdo Referéncias

Ndo enzimaticos (de origem dietética)
Vitamina A (B-caroteno) Prote¢do contra a oxidacdo de lipideos e DNA Rodrigo et al.

Vitamina C (acido ascérbico) Inibigdo das EROs (agente redutor). Estimula o poder antioxidante Rodrigo et al.
da vitamina E e selénio. Protecdo contra danos causados pela LDL-ox

Vitamina E (a-tocoferol) Protegdo contra a peroxidacdo dos acidos graxos insaturados da membrana  Rodrigo et al.
celular e das LDL. Converte 0 O, e H,0; em formas menos reativas
Cu, Zn, Mn, Se Cofatores das enzimas antioxidantes SOD-Cu/Zn, SOD-Mn e GSH-Pox Vicent et al.

Outros carotendides (licopeno) Protegdo contra a oxidagdo de lipideos, LDL, proteinas e DNA. Sequestra e Visioli et al.
inativa os radicais livres

Fitoquimicos (resverastrol, catequinas, Protecdo contra a oxidacdo de lipideos e DNA Fito et al.
quercetinas, acidos fendlicos e outros

Enzimaticos

SOD S0D-Cu/Zn (citoplasma), SOD-Mn (mitocdndria). Catalisa a conversio do Vicent et al.
0," emH,0,

CAT Catalisa a conversdo do H,0, em 0, e H,0 Vicent et al.

GPx Catalisa a redugdo do H;0; a H;0 Vicent et al.

DNA: acido desoxirribonucléico; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; Cu: cobre; Zn: zinco; Mn: magnésio; Se: selénio;
SOD: superdxido dismutase; EROs: espécies reativas de oxigénio; H,0,: perdxido de hidrogénio; H,0: agua; 0;: oxigénio

0, : radical superéxido; LDL: lipoproteina de baixa densidade; LDL-ox: Lipoproteina de baixa densidade oxidada

Fonte: Adaptado de BARBOSA, K.B.F. et al., 2008.

Dentre os agentes de defesa antioxidantes enzimaticos produzidos pelo
organismo, a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase
(SOD) séo enzimas de destaque citofisiol6gico (BARBOSA et al., 2008). Existem ainda
as enzimas da familia glutationa-s-transferases (GST), uma familia de enzimas de
detoxificacdo de fase Il que comumente conjugam a glutationa reduzida com inimeros
compostos eletrofilicos enddégenos e exdgenos facilitando assim a excrecdo (COLES et
al., 2002; HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Tradicionalmente essas enzimas
protegem as células contra diversos insultos e encontram-se presentes tanto nos insetos
guanto em mamiferos (YU; HUANG, 2000; RODRIGUES et al., 2013; KEATING et al.,
2010).

Por outro lado, os agentes antioxidantes ndo-enzimaticos obtidos por meio da
dieta incluem o &acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), p-caroteno
(vitamina A), carotendides e fitoquimicos (BARBOSA et al., 2008). Além disso, em meio
aos minerais tem-se o selénio (Se); o zinco (Zn), o cobre (Cu) e 0 magnésio (Mn)
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; PRASAD et al., 2007). A capacidade antioxidante in vivo
dos agentes ndo-enzimaticos dependera de algumas condi¢des tais como a capacidade
de absorcao, a concentracdo, a biodisponibilidade em circunstancia fisioldgica e o tipo
de ERO produzidas pelas reac¢des oxidativas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Além das fontes enddgenas capazes de gerar os radicais livres, existem também
as fontes exdgenas provenientes do tabagismo, da radiacdo ultravioleta (UV), dos
pesticidas e da exposi¢cdo a compostos organicos volateis (CAROCHO; FERREIRA,
2013; HERRLING; JUNG; FUCHS, 2006; BARBOSA et al., 2010). A possivel relacao
entre o estresse oxidativo e exposi¢cdo ocupacional a compostos organicos volateis
(VOCs) vem sendo estudada nas ultimas décadas (KAO; SIPES; HOYER, 1999; PICELI,
2005; ABOLAJI et al., 2014). Dentre esses compostos organicos volateis, evidencia-se
0 VCH e seus metabdlitos por demonstrarem elevada toxicidade.

A exposicdo ao composto VCH pode ocasionar alteragbes metabolicas,
induzindo o quadro de estresse oxidativo, acarretando em um desequilibrio do estado
redox celular o que compromete o funcionamento de varias enzimas antioxidantes e
leva & producéo excessiva de radicais livres (MAYNE, 2003; PICELI, 2005; FRANCO et
al., 2009; BARBOSA et al., 2010; ABOLAJI et al., 2014; ABOLAJI et al., 201643,
ADEDARA et al., 2016a; ABOLAJI et al.,, 2015). As perturbagbes no equilibrio da
atividade e expressao das enzimas antioxidantes ocorrem devido ao envolvimento direto
dos metabdlitos denominados de VCM e VCD na toxicidade do VCH (ABOLAJI et al.,
2014; ABOLAJI et al., 2015). Dentre os 6rgaos alvo afetados pelos danos oxidativos
estdo o figado, o rim e mais comumente os 6rgdos reprodutores (ABOLAJI et al., 2014;
ABOLAJI et al., 2015; ABOLAJI et al., 2016a; ADEDARA et al., 2016b).

1.1.3 Organismos modelos alternativos na pesquisa

O uso de animais para experimentacao € considerado uma pratica antiga datada
em aproximadamente 400 a. C. por Hipécrates, o pai da medicina ocidental, que
comparava 6rgdos humanos enfermos com o de animais (GREIF; TREZ, 2000). A
experimentagcdo animal envolve métodos executados em animais que visam revelar e
compreender principios ou reacdes desconhecidas que podem se estender direta ou
indiretamente & perspectiva antropica (PAIXAO; SCHRAMM, 2001). Com o
desenvolvimento da experimentacdo, teve-se um avanco no conhecimento biolégico
das espécies utilizadas em laboratério, além do surgimento de critérios para a escolha
do modelo mais adequado, de modo a levar em considera¢cdo o porte, o periodo
reprodutivo, o desenvolvimento rapido pelas diferentes fases de vida, facil manuseio,
criacdo e nutricdo diversificada (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). Dessa forma,
entende-se por modelo animal uma espécie de animal que podera ser usada em um
dado procedimento experimental considerando a acdo desejada do estudo que se quer
realizar (PRESGRAVE, 2002).
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Modelos animais na pesquisa sdo amplamente utilizados para a avaliacdo
toxicoldgica de um determinado composto e incluem principalmente roedores de
pequeno porte como ratos (Rattus novergicus) e camundongos (Mus musculus).

Entretanto, varias discussdes surgem sobre a quantidade de animais utilizados,
especialmente nos estudos envolvendo dor, estresse ou sofrimento (PRESGRAVE,
2002). Notoriamente, o uso de animais de laboratério nos estudos cientificos é alvo de
discussdo bioética. Apenas em 1876 no Reino Unido, surgiu a primeira lei que
regulamenta o uso de animais na pesquisa por meio do ‘British Cruelty to Animal Act'.
Este ato sofreu uma reformulacdo em 1986, mas esta em vigéncia até os dias de hoje
(PARODI, 2009). Em meio aos debates internacionais frente as diretrizes e legislagéo
sobre do uso de animais de experimentagdo, o Brasil concedeu a aprovagédo da lei
conhecida como “Lei Arouca” (Lei 11. 794 de 8 de outubro de 2008) que visa
regulamentar no pais a utilizagdo de animais em estudos cientificos (BONELLA, 2009).

De fato, muito tem se discutido sobre métodos alternativos que serviriam para
substituir o modelo animal de pesquisa, que para algumas areas jA pode ser
considerada uma préatica obsoleta (ARAUJO et al., 2014). Por esse motivo, comumente
tem-se dado incentivos para o uso de testes in vitro por meio de cultura de células ou in
silico (KANDAROVA; LETASIOVA, 2011; HARTUNG, 2011; SACHANA;
HARGREAVES, 2018). Dentre os motivos que originaram a procura por modelos
alternativos aos experimentais esta a intencionalidade reducionista do meio cientifico
diante da utilizagdo de mamiferos nos ensaios toxicoldgicos (PETERSON et al., 2008).

Contudo, a concepcédo que se tem nao € de extinguir completamente a utilizagao
de animais nos estudos, mas sim reduzi-lo. A extin¢cdo, de fato, representaria um risco
para o progresso do conhecimento biolégico e desenvolvimento de novos farmacos,
métodos cirdrgicos, comprometendo inclusive a producdo de vacinas (MORALES,
2008). Assim, surge métodos que se insiram na diretriz dos trés erres (3 Rs),
denominada no inglés de ‘reduction’ (reducgdo), ‘refinement’ (refinamento) e
‘replacement’ (substituicdo) (HARTUNG, 2011). O primeiro principio, recomenda a
reducdo no numero de animais usados nos experimentos. O segundo principio esta
diretamente relacionado ao aprimoramento das técnicas que visam evitar a dor e 0
sofrimento considerados desnecessarios. E, por fim, a substituicdo diz respeito a
substituicdo das experimentagcbes com animais frente a organismos modelos
alternativos, diferentes de mamiferos e com sistema nervoso difuso, como 0s insetos e
outros invertebrados.

Os organismos modelos alternativos de pesquisa séo utilizados em varias areas,
incluindo pesquisas cientificas, ensino, diagnéstico de enfermidades e até mesmo na
producdo de medicamentos (ALVES; COLLI, 2006; DANIELSKI). Quanto aos
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invertebrados, estima-se que compreendam cerca de 95% de todas as espécies de
animais do Planeta Terra, e tem nos insetos os exemplares predominantes (MORALES
2008; LEWBART, 2011).

Para a pesquisa cientifica, ambos o verme Caenorhabditis elegans e a mosca
da fruta Drosophila melanogaster destacam-se por ser organismos modelos
consolidados. Entretanto, outros invertebrados surgem complementares aos estudos
toxicoldgicos como € o caso das baratas, em especial da espécie Nauphoeta cinerea
(RODRIGUES et al., 2013; ABOLAJI et al., 2014; ADEDARA et al., 2015).

1.1.4 Nauphoeta cinerea

Estima-se que existam mais de 4.000 espécies de baratas amplamente
distribuidas em todo o mundo (RAFAEL; SILVA; DIAS, 2008) e em varias estacdes do
ano (FAKOORZIBA et al., 2010). Estes organismos possuem uma alimentacao bastante
heterogénea (RAFAEL; SILVA; DIAS, 2008) e vivem em ambientes muitas vezes
considerados hostis ou insalubres para a sobrevivéncia de outras espécies (SEGATTO
et al., 2018). Por esse motivo, algumas poucas espécies de baratas, principalmente as
cosmopolitas como é o caso da Periplaneta americana, sao consideradas
disseminadoras de agentes infecciosos ao contaminar alimentos para ingestdo humana
ou por animais domésticos (PAI; CHEN; PENG, 2004; PAI; CHEN; PENG, 2005).

O uso de baratas como organismos modelos alternativos em pesquisa
apresentam diversas vantagens em comparagdo com roedores. Destaca-se, por
exemplo, a facilidade e o baixo custo de manutencdo, o tamanho pequeno e 0 amplo
potencial reprodutivo (HARRIS A MOORE, 2005; RODRIGUES et al., 2013). Além disso,
muitas espécies de baratas apresentam respostas a contaminantes semelhante a
resposta de roedores (AHMAD, 1995). Ainda, tem-se enfatizado na literatura a sua alta
sensibilidade aos xenobiodticos (ADEDARA et al., 2016a). Dessa forma, as baratas vém
sendo consideradas um organismo modelo ndo-mamifero promissor para estudos
toxicologicos (BENZIDANE et al., 2010; RODRIGUES, et al., 2013; STURMER et al.,
2014; ZEMOLIN et al., 2014; HUBER et al., 1990; ADEDARA et al., 2015).

Dentre as espécies de baratas, destaca-se a barata da espécie Nauphoeta
cinerea (OLIVEIRA et al., 2017b). Essa espécie pertence a classe Insecta, da ordem
Blattodea, da familia Blaberidae, oriunda da regido Leste da Africa e é encontrada em
ambientes de clima tropical e temperado (CLOPTON, 2012). E considerada um inseto
ovoviviparo e caracteriza-se por apresentar tonalidade escura dos segmentos e corpo
ovoide (Figura 3). (CLOPTON, 2012; TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011; RUPPERT;
BARNER, 1996).
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Figura 3: Barata Nauphoeta cinerea
Fonte: Autor, (2019)

Sendo insetos de metamorfose hemimetabola, as baratas passam por uma fase
de ovo durante um periodo de 30 a 45 dias que logo, apds a ecloséo, adquirem fase de
ninfa, considerada uma forma jovem, imatura, sem asas e 06rgdos reprodutores
desenvolvidos. Os ovos estdo presentes na forma de ootecas com 25 a 35 ovos. Em
seguida, passam por sucessivas mudas até atingirem, depois de 3 meses, a fase adulta
propriamente dita, com 6rgaos reprodutores desenvolvidos e asas (TRIPLEHORN;
JOHNSON, 2011). Importante destacar que o aparelho reprodutor das fémeas possui
um par de ovarios e ovidutos laterais, um oviduto comum que liga o poro genital, duas
glandulas acessotrias e espermateca (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011; RUPPERT;
BARNER, 1996). O aparelho reprodutor do macho é formado por dois testiculos, vasos
deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessorias, canal ejaculador e o edeago
(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011; RUPPERT; BARNER, 1996). Em geral, no que diz
respeito ao tamanho as baratas fémeas dessa espécie quando adultas sdo maiores que
0os machos e néo existe nenhuma evidéncia que o tamanho do corpo esteja
correlacionado com a fecundidade, e esta por sua vez dependeréa das condi¢des da vida

adulta (Figure 4).
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30 - 45 dias

Ninfa

Ovo

3 meses

Adulta
Figura 4: Ciclo de vida da barata Nauphoeta cinerea
Fonte: Autor, (2019)

O sistema nervoso do inseto possui trés ganglios fusionados denominados
protocérebro (inerva os olhos), deutocérebro (inerva as antenas) e o tritocérebro (inerva
o intestino anterior). Os ganglios que compdem a estrutura do corddo nervoso que
atravessam todo o corpo do inseto ventralmente sé@o ligados por conecgdes axoniais.
Dentre os neurotransmissores utilizados pelo sistema nervoso do inseto, destaca-se a
acetilcolina (ACh) que também age como neurotransmissor no sistema nervoso central
em vertebrados (HAREL et al., 2000). De modo comparativo, existem mais moléculas
de ACh no SNC de insetos do que em roedores (SATTELLE; BREERT, 1990). A
acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela degradacéo da ACh e é importante para
funcionamento do SNC (LEIBSON; LIFSHITZ, 2008). Ensaios envolvendo a avaliacdo
da atividade da enzima AChE séo utilizados como biomarcadores frente a exposi¢do a
inimeros agentes toxicos (ABOLAJI et al., 2014; KIM et al., 2014; ABOLAJI et al., 2015).
Importante ressaltar que, muitas baratas possuem resisténcia intrinseca contra
pesticidas de acao neurotropica (HEMINGWAY; SMALL; MONRO, 1993), fenbmeno
esse concedido a niveis elevados da atividade da enzima glutationa s-transferase (GST)
nesses insetos (MA; CHANG, 2007). Outras defesas antioxidantes também ganham
destaque em baratas, como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa

peroxidase (GPX) e ascorbato peroxidase ganham destaque (BARBEHENN, 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicolégicos da inalacdo cronica do composto 4-
vinilciclohexeno (VCH) no modelo experimental de barata ninfa Nauphoeta cinerea, a
fim de auxiliar na compreensédo dos efeitos desse subproduto industrial na sude

humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Construir uma caixa metabolica e padronizar a exposi¢édo pela via inalatéria em

ninfas de ambos 0s sexos;

II.  Quantificar o nivel de VCH volatilizado no ambiente das caixas metabdlicas por

cromatografia gasosa equipada com Detector de lonizacado de Chama (CG/DIC);

[ll.  Avaliar a taxa de sobrevivéncia das baratas ninfas frente a exposi¢édo do VCH

por inalagéo;

IV.  Quantificar o peso das baratas ninfas, bem como dos 6rgaos/tecidos dissecados

(cabeca, corpo gorduroso, ovarios e testiculos);

V. Avaliar a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE), glutationa S-
transferase (GST) e quantificar os niveis de espécies reativas nos diferentes
tecidos selecionados das baratas ninfas expostas por inalacdo ao VCH

espontaneamente volatilizado;
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3 RESULTADOS

Os resultados da tese estdo apresentados na forma de um artigo publicado e
formatado conforme as normas da revista Environmental Toxicology and Pharmacology,
intitulado “Assessing the toxicant effect of spontaneously volatilized 4-vinylcyclohexene
exposure in nymphs of the lobster cockroach Nauphoeta cinerea”.
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ABSTRACT

Vinyleyelohexene (VCI1) 15 an environmental contaminant well known for its ovotoxicant effects in several
organisms. However, the mechanisms underlying the toxicity of VI as well as its harmful effects toward other
orging are it unclear. In this work, we assess some endpolnt signals of toxieity induced by volatilized VCII
expostire using nymphs of the lobster cockronch Nauphoeta cinerea, Nymphs were exposed to VCII via inhalation
for 70 days. The levels of volatilized VCII were quantified by headspace gas chromatography and the con-
centrntion varied between 341 and 7,03 nmol /L VO inhalation cansed a reduction of 35% in the survival rte
of the exposed animals. Nymphs exposed to volatilized VCIT for 35 and 70 days had a reduction in the body
welght gain of LA~ and 2.6 - fold, respectively with o reduction in dissected head, fat body, and maturing
reproductive organs. The exposure did not change water consumption, excepting on the 20th day (with o 3-fold
change) and decreased the food Intake significantly. Regarding blochemical markers, we fownd that the setivity
Of GST from the dissected organs was inereased by volatilized VCI after both 35 and 70 days of expostre, The fat
body presented the most prominent GST activity especially after 35 days of exposure with 1.6-fokd higher than
the control group. Lixposure also caused an increase (n 1S levels in the fat body of 1.35-fold and 1.47-fold after
35 and 70 days, respectively and did not affect the activity of the ACHE from the head. Our findings support the
haemful impact of volatilized VCI inhalation, highlighting the cockroach N.cinerea as o valuable insect model to

Investigate environmental toxicants,

1. Introduction

Many volatile compounds derived from organic solvents and in-
dustrial processes are powerful pollutants (KPA, 1989, 1991) that
commonly associate itself with neurological, immunological, and re-
productive dysfunctions in humans. The occupational chemical 4-vi-
nyleyclohexene (VCH) is widely employed as a diluent for epoxy resins
and a by-product of plastic, pesticides, and rubber in Industries
(National Toxicology Program (NTP, 1986). Exposure to VCH may
oceir through ingestion, dermal contact, and inhalation (Dhillon and
Von Burg, 1996), The metabolism occurs in liver and ovary and in-
volves the action of cytochromes P450 isoforms that convert VCII to
epoxide metabolites potentially toxics including 4-vinyleyclohexene
diepoxide (VCD) and  4-vinyleyclobexene-1,2-monoepoxide  (VCM)

(Doerr-Stevens et al,, 1998; Hoyer et al, 2012; Rajapaksa et ak, 2007;
Keating et al, 2008),

VCH targets mainly the reproductive organs of the exposed animal,
In rodents, the exposure of female causes death of ovary follicles (Flaws
et al., 1994; Dhillon and Von Burg, 1996; Springer et al., 1996; Abolaji
o al, 2016ba). In the male, VCH induces testicular toxicity by de-
creasing testis weight and provoking necrosis of germ cells (Adedarm
o al, 2017). Therefore, the United States Environmental Protection
Agency and many Industries have focused special attention on the
human inhalation exposure to VCH due to its potential to induce
ovarian failure in women (KPA 1989, 1991), Although the ovotoxicant
effects of VCH are well known and commonly used (o prompt ovarian
failure in experimental protocols, the exact mechanisms underlylng its
toxicity remaln unelear (Kappeler and Hoyer, 2012). Moreover, the
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knowledge regarding the deleterions effects elicited by YCH toward
other tissues are incipient and seem to inclede in the targeted cell
oxidative stress and apopiosis (Springer et al, 1996; Abalaji et al,
2015, ZUIHJ; Adedara ot al | 2017).

The lobster cockroach Nauphoeta cinerea (Blatodea: Blaberidae) is
in owvoviviparms mckroach from East Africa that has been nsed as an
organiam model in lozicological studies (Springheitl and Cloel, 19615
Rodrigoes et al., 2013; Adedara et al., 2017; Afolabl et al, 2018; da
Silva ot al, 2018:d). Many similar features found between cockroach
systems and vertchrates make its e relevant to chamcterize novel
experimental approaches in ihe toxicological researches (Springhettl,
196:2; Shambangh et al. 1969; Huber of al. 19900, Moreover, the insects
present severnl advantages for the development of basic research such
as eagy handling and maintenance, simple anatomy, small size, and
short life cyele (Wilest, 1978; Sattelle and Breert, 1990).

In this work, we used nymphs of the lobster cockroach to explore
whether, along with reproductive organs, other lssues could be im-
pacted by VIIC intoxication, which would affect engymes functioning
and oxidative balance, Therefore, our findings suggest N, cinerea as an
alternative: organizm moded to access toxicant effects of anthropic oe-
mobiotics. We found that volatilized V11, when inhaled, caused a re-
duction in the survival rate over 70 days of exposure. The insects pre-
senbed o decrease in total body weight gain inclhsding a reduction in fat
bisly comtent, the head, and reproductive organs when compared 1o the
it exposed insects. Moreover, detoxifying activities involving the GST
were increased in the head, fat body, and immatore reproductive or-
jans. The most noticeable difference was founc in the fat body that led
o imbalanced reactive species level.

2. Materials and methods
21. Cockroaches colony

The Nauphoeta cinerea cockroaches were raised in the Labosatory of
Toxicological Biochemistry, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Brazil, Cockroaches were housed in VCIH-free plastic boxes
(40 = 40 x 30 em) with filbered water and an artificial diet (Adedara
et al | 2016) offered ad libium. The insects were maintained al a con-
trofled condition of 25+ 17°C, humidity &%, 12h light /12 h dark.

22 Cockroach mympls exposure o 4-Vinyloyelohexene (VOH)

In order to evaluate the towicity of VO (Sigma Aldrich, 5t Lonis,
MO, USA) via inhalation, cockroach nymphs (280-300 mg) were placed
im twelve sdapted boxes containing 30 subjects each. We adapted the
metabolic bokes to allow the collection and measure of feces and water/
fonel intake. Six boxes were exposed o VCH for 70 days amd six booes
were mainiained as control. VO (1 ml) was placed inside 2 ml opened
small flask and allowed for spontancons volatilization inside the bowes,
‘We replaced the vials every other two days. To awoid inhalivtor con-
tamination, the boxes were maintained into a horizontal laminar Bow
chamber containing a partition to separate the groups. The levels of
volatilized VCH in the system was monitored at 10, 20, 20, and 70 days
of exposure by headspace gas chromatography with flame-ionimtion
detection (HSCG-FID). The experiments were carried out in triplicate
for each gronp (n = 3 replicates with 60 individuals per group, sepa-
rated in 2 boxes that were considersd one to count desd insects).

23, VN quantfication by headspace gas chromatography with flame-
iomization detection (F5-C6G-FII)

Volatilized WCH levels in the treated boxes alr were defermined
using a gas chromatograph VARIAN 3400 cquipped with flame ioni-
zation detector (FID). 1 ml aliquots of headspace gas wene sampled from
it metabolic boxes wing a gas-tight syringe of 2.5 ml capacity for the
chromatographic analysis. We operated the injector in a splitess mode

Faironmentaf Tiuriceingy amd Fhamncology 72 (2019) 100264

(30 pei, 250 °C) with hydrogen as the carrier gas in Equity” —* capillary
column (L ¥ LD, 60m = 0.2mm, d; 0.2pm) (Supelen, 5t Lowis, MO,
LISA). Operating conditions were programmed a2 follows: 60°C for
1min, 15°C/min uniil 250°C, holding for 13 min. To delermine the
concentration of VI from samples, calibration curves were con-
structes] nsing standard solutions of VI disselved in hexane at con-
cenirations thal ranged from 018 lo 228 amel/pul Quantifications

were performed in triplicates.
24, Survival rote, weight, food fwater imtke, aud feces production

The survival mie was evaluated by counting daily the nomber of
living, nymphs until the end of the experimental period (70 diys).
Nymphs from each box were pooled and weighed onee & week as well
a8 the consamption of food and water and the produetion of feces.

25, Tissue preportion for biochemical assays

‘Wi collected tissues from the nymphs at 35 and 70 days of exposure,
Nymphs were anesthetized on ice for 10 min and after that, head, Gt
by, and reproductive organs were Bolated, weighal, and homo-
genized in cold 0.1 M potassium phosphate buffer (PPB), pll 7.4 in a
homogenizing potter. The he was centrifugesd at 13 000 x g
for 10 min at 4°C. Total protein was quantified in the supermatant by
the Bradford sssay using bovine seram albumin as the standard. The
profein concentration was adjusted to 1 mg/ml with 0.1 M phosphate
buffer and each samiple was individually used for biochemical assays.

26, Acetylcholinesterase activity in mymph heads

The acetylcholinesterase (AChE) in the nymph head was determyined
aeoording o the method described by Ellman et al. (1961], with minor
maodifications. Briefly, the enzsymatic reaction contained 10mM PPR
(pEl 7.4), ZAmM 5,5 dithiobis(2-aitro-benzoie acid (DTNEB, Sigma
Aldrich, 5t Louis, MO, USA), 0.8 mM acetylthiocholine lodide (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA), and 20 pl of sample {1 mg/ml of protein).
The enryme activity was monitored for 30 min with interval of 1 min.
Absorbance was determined at 412 nm in a speciropholometer Specira
Max plate reader and results were expressed as units/mg, prodein,

2 7. Glutathione-S-ronsferase activity in head, fot body, and reprodictive
OFgans

Glutathione S-Aransferase (GET) engyme activily was delermined in
homogenates of the head, fat body, and immature reproductive organs
adapted from [abig of al (1981), The cneymatic reaction contained
50 mM phosphate buffer (pH 7.4), 1 mM reduced ghitathione, 1 mM 1-
chloro-2 4-diniirobenzene and 40 pl of the sample (1 mg/ml). Eneyme
activity was assessed for 30 min with intervals of 1 min. Absorbance
wils determined at 340 nm in a spectrophotometer Spectra Max plate
reader and resulls were expreseed = mmol/min/myg protein for the
formation of formation of the thivether 52, 4-dinitrophenyl gho-
tathione,

28, Renctive spacies (R5) levels in head, far body, and fmmatre
reproductive organs

RS levels were indirectly messured according o Péres Severiano
ot al. [2004), The method is hased on the deacetylation of the 27,7
dichloroAuoresoein discetato (DCFH-DA) and its oxidation by RS o
dichlorolluorescein (DCF). Brielly, 75 mM phosphate bufler (pil 7.4)
and 5 pM DCFH-DA were mixed with 20 of each sample. The fluor-
esoenee was monitored at 488 nm of emission and 525 nm excitation,
for ) min with intervals of 1 min using a spectrophotometer Spectra
Max plate resder. Resulls were expressed as delia of arbitrary Quores-
cence units (AAFL), using a standard curve with DCF.
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Tahle 1
Determdnation af VCH levels of alr smples during ihe
Treatment,
Ty WHE levwils + 00 (il
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29, Statisiical andyss

Survival rate curve was performed using the KaplanMeier survival
plot and caleulated by thie log-rank (Mantel-Cox) test while the other in
vive parameters by two-way ANOVA-Repeated measures followed by
Bonferroni's post hoc test when appropriate. The in vitm assays wern
performed dging unpaired fiest. Resills were expressed as mean 4
standard deviathon s analyeed using the Graph Pad Prism software
vemsion 6.0, Significant lovels were considered when P < 005

3. Results

A1 Spontaneoisly wimtilized 4 Vinployclohexene (VOH) quantification
el survival rate of lobster cockroach mymphs eposed

The levels of volatilized YOI were quantifiesd at 10, 20, 30, and 70
days of exposure and varied among 3A17 and 7.030 memed Al (Table 1)
In order to evaluate the inhalation toxicity of YCII, we carried out &
surwival analysis to compare exposed and non-exposed animals during
T0 days of lilespan. We found that the inhalation of volatilized YCI by
the cockroaches reduced the survival mie (Flg 1) with a significant
difference when compared to the control gronps (p = 0.0161). The
highest mortality ook place up to 30 days of exposire and no more
nympha died afterward (Flg. 1, red Hne). This observation endured up
to the 70th days of exposure, indicating likely a long-term folerance for
volatilized VI by the insects. At the end of the experiment, the re.
ducthon bn survival rabe was 35% for the exposed group besides residual
death has been observed for the control group (16% of reduction; Flg. 1,
black line).

Alr samples (1 ml) were collected every 10 days (rom boxes for VCI
quantification by HS-CG-FID. Each quantification was performed in
triplicate using a calibration curves with standand solutions of VI
dissalved in hexane at concentrations from 0,18 to 228 nmel /il

— Control
— VCH

Survival (%)

=E

[ i an » -I'II L] &0 o
Timo (Days)

Fig. 1. Kaplan-Meier survival curves foe 70 days eockroach nympha lilespan
when exposed by inhalation (red line) or not feontral) o 4 Vinyleyclohesene
(VCH), Sarvival mbe curve was perlommed in o Kaplan-Meier sarvival plot snd
caleulatedd by ihe log-rank (Mantel-Cox) tesi. The experimenis were carded ool
im triplicale (m = 60 * 3 for each replicate).
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Table 2

Tmpact of volatilised VCH inhalation in mymphs of Nauphorts cineres afier 35
and 7o days of eaposure on welght gain of intal insect body, head, Gt body, and
maturing reproductive argans.

Ganups Hﬂhu‘l Tiasises
mg
il {mg) Fat body (mg)  Beproductive
orgase (mg)
35 days
Comtral 1407 & Q4% MAE0m 620 x 001 30 % 0
ViH 1808+ 610" 209 & ae”  AL0 o+ a0’ 24 & oua
T daye
Coalral G722 + Q09 A+ 006 TG ¢ 006 10 & 005
VEH ;A1 o+ 07" 233 & ood’ 306 ¢ 005 20 & oua’

* p < 05 for VOH compared with the contral greup by Smdent s @ esl
*op o @R for VCH eompared with the eomird group by Stident s et

32 Wetght gmin reduction of total body, head, far body, and muturing
reprudictive argans

We evaliate the impact of volatilized YOI inhalation in the cock-
roach body weight gain at 35 and 70 days of exposure (Table )
Nymphs exposed to VO had a significant reduction in body weight
gain when compared to the control group. The inhalation of volatiliced
V21 for 35 days reduced (o abowt 18-fold the weight gain compared 1o
the eontrol group. On the other hand, inhalation of volatilized VCH for
70 days redoced in about 2.6-fold the nymph weight gain compared 1o
the control group. We also measured the weight gain lor three s
dividual tasues that hypothetically seem to be impacted by exposune o
WO including head, fat body, and maturing reproductive organs, In-
terestingly, 35 days of volatilized VCI exposure rediced the gain of the
fat body. We found a reduction of 1.16-, 1.53-, and 1.25-fold of the
wright gain for the head, it body, and maturing reproductive organs
respectively. At 70 days of exposure, volatilizes] VO redoced the
weight gain of maturing reproductive organs in 1.5-fold when com-
pared to the control gronp. We found a reduction of 1.13- and 1.16-fold
of ihe weight gain for head and fat body respedtively,

33, Consumption of food and water and feces confent

Nymphs exposed 1o volatilized VG had a significant reduction in
food consumption compared fo the control group (Vg 2). This is con-
sistent with the fact that V11 inhalation cansed a decrease in body
weight gain during 35 and 70 days of exposure (Table 2). The food
Intake was reduced significantly during the first ten days of exposure fo
WO (Fig. 2, continued lines). We did not find any significant difference
dharing 20 and 30 days of exposiire. However, after 40 days of expossire,
ihe food intake was markedly reduced and that endured wotil the end of
the experiment. Statistical analysis also revealed o significant YOI x
time interaction (Fyae = 4.91, p = 0.0021), and a main effect of time
(Fug = 7.98, p < 0.0001) and VCH (F) 4 = 6.78, p = (.0059).

As expected hased on the fact that cockroaches had eaten less food
during long-term exposure, we found bess fieces production afier 40 days
of exposire (Fig. 2C). That redioction lasts until the end of the experi-
ment with significant difference compared to the control group
(¥ig. 28). Importantly, food intake seems to decrease as cockraches
matiire even thoigh the redisction for exposed animals was significant
disereie (Fig. 24, dashed lines marked with asterishs). Here there {s also
o slgnificant YCI x time interaction (Fy e = 7.64, p < 0.0001) and &
main effect of YOI (F,, = 5002, p < 0.0087) and time exposire
(Fhgs = 448, p < 0.0005)

In the opposite way fo that trend, on the 20™ day of exposure,
nymphs significantly increased water consumption in more than 3-fold
when eompared to the control group (Fig. 2C). This observation was
naimtained for no loager exposire imes. Two-way analysds indicated a
significant interaction between VO x time expasare (B = 2028,
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0 VCH

0 20 0 & %N 0 N

i ; § A2
: 8/ \,. §" "-§...°
! 2 6\6,,0—6

Fig. 2. Water/food consumption and feces production of nymphs exposed 10
volalilised VCH mesmired every 10 days for 70 days of exposare. (A) Food
consumption. () Peces production. (C) Wister comsmption. Data nee presented
ax mean and eevor baes as sanderd devistion. *p < 0,05 tndieaten statistienl
difference fram comtrol group by Two way ANOVA Repested moasures. Circle:
ot exposed groups; squiee: VOH exposed groups. The experiments were corded
out b triplicate (n = 60 x 3 for each replicate).

p < 0.0001), and & main for the time (Fg 5 = 3155, p < 0.0001),

24, Glutathione-$ transferase activity in head, fat body, and rproductive
organs

Glutathione-S-transferase (GST) enzyme activity was individually
determined (n homogenates of the head, fat body, and dissected ma-
turing reproductive organ of nymphs exposed to volatilized VCIT on
both 35™ and 70™ day of exposure (Vg 3). Volatilized VCII caused a
sgnificant Increase in the GST activity (n homogenates from head
(Vg 3A), fat body (Flg, 58), and Immature reproductive organ (Vg 3C)
in all tosted time of exposure. The increase measured in the fat body
wis the most prominent especially after 35 days of expasure with 1.6
fold higher than the control group (g 38). On the other hand, the
activity found in maturing reproductive organs homogenate had a

Tosetronmentat Tikcetogy e IMsmocedogy 72 (4019) 104364

slight Incrense of 1 4fold for GST activity after 35 days of exposure
when compared to the control group (g 3 C). Fat body and head
presented a basal GST activity markedly higher than reproductive or
gans consldering 35 and 70 days of experiment for both control group
and exposre.

3.5, Reactive species (RS) levels in head, fat body, and immature
reproductive organs

RS levels in the organ homogenates were measured on both 35" and
70™ day of exposure o volatilieed VCIT (Fig 4). The fat body homso-
genate presented Incressed levels of reactive species (RS) when com-
pared to the control group (7lg. 3). This difference was small on the 35
with an Incrense of 1.35 fold whereas on the 70" the RS levels were
1.47-fold higher than that observed in the control group. Both head and
maturing reproductive organs presented no significant difference in RS
levels during volatilized VCII exposure when compared 1o the control
(data not shown),

36, Acetylcholinesterase activity in rymph heads

Nymphs present o high concentration of neural tissue in the head
due to the presence of three brain reglons directly responsible for
specilic sensorlal processing including vision, tasting, and olfaction. We
found no difference In the ACHE activity in the head homogenate of
nymphs exposed to volatilized VO even after 70 days of exposure
(data not shown),

4. Discussion

Stmilar to other species, the prolonged inhalation exposure of VCIT
In nymphs of N. cnerea Induced overt signals of toxiclty Including
mortality, decrease in food consumption, and reduction in body mass.
The toxicant Inhalation also enhanced the GST activity In homogenates
from the head, fist body, and maturing reproductive organs, Moreover,
the lovels of RS in the fat body was also increased. Although few studies
have addressed VI effects in invertebrates, similar responses have
alrendy been reported n D. melanogaster fod on diets contalning VCIT
and ts toxicant metabolites VCM and VD, Exposure in flies caused a
locomotor deficit, GST activity change, and redox unbalance as in.
dicated by RS overproduction, thiol depletion, and transeriptional dis-
ruption {n antioxidant enzymes-coding genes (Abolaji of ol 2016a;
2015).

Experimental studies with rodents have demonstrated that VCIT and
Its metabolites Induced ovarian toxicity by triggering death of germi-
native colls and severe damage of reproductive organs such s oocytes
destruction, induction of ovarian tumors, and testicular/epididymal
abonormalities (Flaws et al., 1994; Hooser e al., 1995, Abolaji et al.,
2016ba; Adedarn e al., 2017). The suscoptibility of different organisms
to VCII avotoxicity appears to be assoclated with the ability in bioac.
tvating VCIT to VO epoxides (Bevan of ol 1996). In mammals, liver
and reproductive organs are the maln sites of bloactivation of VCILL
VO metabolism comprises the action of cytochrome P-450 that con-
verts it to the epoxide metabolites VCM and VCD (Saith et al, 1990;
Doorr-Stovens of al, 1998). The major cytochrome P-450 tsoforms in-
volved in the epoxidation of VI are the cytochromes P-450 2A and 28
(CYP2A and CYP2B, respectively) (Smith et al, 1990; Fontaine et al,
2001; Najapaksa of al, 2007). CYP2A transforms VCII s VCM that by
the action of CYP28 is metabolized to VCD, the mast potent avotoxicant
form. The metabolites may be inactivated by microssomal epoxide
hydrolase (mEH) and glutathione S transferase (GST), enzymes that
have a critical impact on ovotoxicity mediated by VCII (Gervasl ot ol
1980; Glannarind ot al., 1981; Keating ot al, 2008; Bhattacharya of al,,
2013). Importantly, commensal microorganism metabolization may
enhance or even protect from toxleant effects of some xenobloties as
previously observed (Sepehirl and Sarmafzadeh, 2019).
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Fig. 4. Reactive apecion lewols in mymphs axposad o v
latiliaed VHC during 25 and 70 days, 1S levels were de
termdned  walng  ihe  (uorescent  probe X7
chbomdihydrofluonmonin — discetate  (DEFTDA) ol
T ansrs] (n Bvmgenate af [ laily, Resalis sre eaprossed

s delin of arbivry Muorescence uwnits (AAFU) and gisn
el dhervlnmion are presmnbsd a8 ermr b, *p < 005 in
dicaten slatistical Mleremce (rom cosirol  groap by
Sulend s 1besi (0 = 12 imdividusls).

&

VCH

70 days

reproduciive organs of i the Il body thit his o metabolic role ana
logoas to fha vertebrade liver (Gotlerres of gl 2007, This assumpition is
aniatidned by fndings (rom o recent work compariag the ranserijitome
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et al, 2018): almost 400 transeripts classified into those genes related
to detoxification and stress-balancing pathways were found. The tran-
scripts assigned into the cytochrome P50 family were the most
abundant. By specific gene analyses, the authors found that the top hit
specles to N, dnaerea transeripts were Zootermopsts nevadensts, Blattella
germanica, and Periplaneta americana. These results are in accordance
with the recent paper describing the complete genome of the American
cockroach P. americana (Sheng of ol, 2018). Gene families assoclated
with environmental adaptation, such as chemoreception and detox-
ification seemed to be expanded in P. americana and other associated
blattodesn species when compared to the fruit fly Drosophila. Interest-
ingly, these expansions presented genes related to olfactory receptors,
gustatory receptors, ionotropic receptors, odorant-binding proteins,
carboxyl/choline esterases and, especially for this work, expansions
Involving glutathione S-transferases, and P-450 cytochromes.

GSTs are classified according to their cellular localizations into
three major families cytosolic, mitochondrial/peroxisomal, and micro-
somal enzymes. In Insects, GSTs are cytosolic and subdivided into at
least six classes including delta, epsilon, omega, sigma, theta, and veta,
based on phylogenetic analyses (Shechan et al., 2001; Sookrung et al,
2018). In addition to xenobiotic detoxification, GST is also an indirect
antioxidant defense by catalyzing reactions toward neutralization of
products from lipid peroxidation. We found a significant increase in the
enzyme activity In the tissues evaluated, pointing GST activation as an
Important pathway for VCI detoxification In nymphs of N. cinerea.
Studies with rodents have highlighted the role of GST as a central
ovarian/testicular response to VCD, contributing to both VCD detox-
Ification and prevention of apoptosis (Bhattscharyn et ol, 2013,
Adedarn ot al, 2017), The cockronches are known for their prominent
resistance against insecticide, a phenomenon that has been attributed to
elevated expression of GST (Sookrung ef al, 2018). This feature may
also be responsible for the not so drastic effects of VCII upon nymphs
when compared to other invertebrates such as D. melanogaster (Abolaji
et al, 2015). Interestingly, in nymphs of Blaptica dubia (Blattodea:
Blaberidae), GST along with antioxidant enzymes have already been
highlighted as biomarkers of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAIT)
pollution (Mrdakovié et al, 2019).

Acetylcholine (ACh) is an essential newrotransmitter selected during
the evolution of the insect nervous system and has been shown to be the
main excitmory newrotransmitter in brain (Satelle ot al, 1990;
Stanklewles ef al., 2012; Thapa et ol., 2017). ACh is required for a wide
range of processes, including locomotion, visual processing, mating,
and olfactory leaming (Nichols, 2006; Casida and Durkin, 2013). For
Instance, the Ach-binding nicotinic receptors are widely distributed in
the Insect central nervous system and constitute one of the major tar-
gets for many toxicants such as pesticides. In the cockroach P. amer-
icana the cholinergic systems have both excitatory and inhibitory effect.
Nicotinle receptors play a critical role in the excitatory transmission
and may be involved in inhibitory signaling as well (Pedin, 19580).
AChE, responsible for the ACh breaking down, is a target enzyme for
many insecticides. The structure of insect ACKE Is similar to the ver
tebrates, and the ksoforms of the enzyme are pimarily found in perve
cells of the brain and thoraciconbdominal region (Smallman wod
Mansingh, 1969; Thapa et al., 2017). We assessed the possible neuro-
toxicity of VCII in nymphs by measuring AChE activity In the head.
Although the exposure to VI had caused a decrease of head weight,
the AChE activity from the nymph head was not affected. On the other
hand, o study using D. melanogaster as target lnvertebrate showed that
the activity of AChE was inhibited after exposure to VCM and VCD for 5
days (Abolaji et al,, 2015),

Ins Insects the oxidative stress Is 4 phenomenon triggered by a wide
range of occupational toxicants (Sudatl ot al, 2013; Rodeigoes ef al,
2013; Adedam et al,, 2016; Klimaczowski ot al., 2018; Mrdakovié et al,,
2019). Regarding VCII intoxication, mechanistic findings have de-
monstrated that the reproductive toxicity mediated by the compound
and its metabolites involve oxidative damage along with tissue

Favvtronwmensal Toxicology emt Phamacelogy 72 (2010) 103264

inflammsation and cell apoptosls (Abolajl et al., 2016b, 2016b; Adedars
et al, 2017). These effects have already been observed in liver and
kidney of rodents exposed to VI metabolites (Abolaji et al, 20165).
Interestingly, we found an Increased production of RS in the fat body of
nymphs Intoxicated with volatilized VCI, an effect that was not ver-
ified in the head and maturing reproductive organs, In cockroaches the
fat body mimics hepatic functions, the most critical tissue for VCI
metabolism (Gutlerrez of al., 2007).

In summary, the findings from the present study demonstrated for
the first time that nymphs of N, cinerea, when exposed to spontaneously
volatilized VCIL developed alterations in the maturing reproductive
organs, head, and fat body weight along with other signals underlying
intoxication including biochemical changes. In addition, our data in-
dicated that GST plays & central role in VCIEinduced toxicity in cock-

roach nymphs.
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4 DISCUSSAO

Compostos volateis aoresem concentracdes variaveis e/ou duradouras no
ambiente e podem causar danos aos organismos, desencadeando doencas cronicas
severas e morte (SMITH et al., 1997; TUNNICLIFFE et. al., 1999; YANG et al., 2003;
EPA, 2008; BHATTACHARYA; KEATING, 2012a,b; COLLINS; MONTALI; MANUS,
1987a). Neste trabalho, foi demonstrado que a exposicdo crbnica ao VCH
espontaneamente volatilizado induziu sinais de toxicidade no inseto que incluiram, além
de elevada mortalidade, reducdo significativa no consumo de alimentos e agua,
diminuicdo da massa corporal e do peso de alguns tecidos alvos, bem como alteracdo
de pardmetros bioquimicos associados a controle anti-oxidante (HOOSER, et al., 1994;
BEVAN et al., 1996; MUHAMMAD et al., 2009). O método de cromatografia com detector
de ionizagdo de chama empregado para verificar a concentragdo do VCH nas caixas
metabdlicas, permitiu estabelecer os niveis de VCH aos quais o inseto foi exposto. De
fato, fatores como temperatura e quantidade de animais experimentais presentes nas
caixas metabodlicas podem explicar alteragbes observadas ao longo dos dias na
guantidade de composto volatilizado.

O presente trabalho confirma o uso da barata N. cinerea como organismo modelo
ndo-mamifero para avaliacdes dos efeitos toxicolégicos de inameros xenobibticos,
incluindo o composto VCH, similar ao apresentado previamente em outros estudos
(RODRIGUES et al., 2013; ZEMOLIN et al., 2014; ABOLAJI et al., 2014, ADEDARA et
al., 2015). Destaca-se o0 uso de baratas de ambos o0s sexos expostas ao VCH
espontaneamente volatilizado como uma novidade do presente estudo. O uso de ninfas
ao invés de adultos parece nao ser um fato restritivo ou limitante grave para as
conclusdes aqui encontradas. O estagio imaturo se assemelha ao estagio adulto no
funcionamento do organismo, com destaque apenas na auséncia de asas e de 6rgaos
reprodutores maduros (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011; RUPPERT; BARNES, 1996).
Entretanto, o impacto em individuos imaturos a agentes quimicos e contaminantes
ambientais € maior quando comparados com adultos, incluindo humanos (LLOYD-
SMITH et al., 2008; DOMINGUEZ-CORTINAS et al., 2013).

Na presente investigacdo, as ninfas expostas ao VCH espontaneamente
volatilizado variando entre 3,417 e 7,030 nmol/pL apresentaram uma diminuicido
significativa na taxa de sobrevivéncia quando comparado com o0s grupos controles n&o
expostos ao longo dos 70 dias de exposicdo. Abolaji e seus colaboradores (2015)
demonstraram também uma diminuigdo significativa na taxa de sobrevivéncia de D.
melanogaster, nas concentra¢des de 10-1.000 uM dos metabdlitos VCD e VCM, apos

cinco dias de exposi¢do oral. A maior parte dos estudos toxicolégicos usam organismos
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modelos murinos para analise dos impactos advindos da exposicdo. Bevan e seus
colaboradores (1996) relataram um aumento na mortalidade pela exposi¢cdo subcronica
por inalagédo ao VCH, de seis horas por dia, cinco dias por semana durante 13 semanas
em camundongos na concentracdo de 1.000 ppm. Resultados semelhantes foram
observados por Collins e Manus (1987b) por via de exposicéo oral na dose > 1250mg/kg
de VCH durante 14 dias (précronico) e na dose de 1200 mg/kg por 13 semanas
(subcrdnico) em ratos.

Jé& os efeitos significativos na redugéo do ganho de peso corporal, e em especial
no corpo gorduroso e no peso de outros tecidos-alvo foram observados nas ninfas das
baratas no presente estudo. Bevan e seus colaboradores (1996) também observaram
essas alteracdes em roedores, onde a exposi¢cao subcrénica por inalagcdo na dose de
1500 ppm além de causar uma diminuigdo significativa no peso corporal de machos,
gerou sinais clinicos de toxicidade. JA& em camundongos os mesmos sinais foram
observados, mas na dose de 1.000 ppm (BEVAN et al., 1996). E, ainda no mesmo
estudo os roedores machos e fémeas na dose de 1.500 ppm apresentaram ganho de
peso corporal significativamente menores (BEVAN et al., 1996). Em roedores, a redugéo
no ganho de peso corporal foi observada nos estudos de Collins e Manus (1987b) nas
concentracdes de 50-1200 mh/kg do VCH pela via oral durante 13 semanas.

Por outro lado, no estudo de Adedara e seus colaboradores (2016b) envolvendo
0 uso de ratos, houve além da reducdo do peso corporal, a reducdo do peso dos
testiculos e numero de espermatozoides quando expostos ao metabdlito VCD, nas
concentracdes de 100-500mg/kg durante 28 dias consecutivos.

Efeitos toxicos observados em 6rgédos reprodutores foi observado no estudo de
Bevan e seus colaboradores (1996) onde a exposi¢cdo subcrdnica do VCH por inalagéo
na dose de 1000 ppm em ratas e camundongas causou atrofia ovariana (BEVAN et al.,
1996). J& na administracao oral de 160mg/kg do VCD durante 20 dias em camundongas
levou a reducdo do peso dos ovarios e utero (LOHFF et al., 2006). E injecbes
intraperitoneais diarias por 15 dias levou a reducdo do peso dos ovarios em
camundongas expostas ao VCD na dose de 160mg/kg. A ovotoxicidade observada
parece estar diretamente associada aos metabdlitos mono e diepoxidos oriundos da
metabolizac&o do VCH.

A exposicdo ao metabdlito mais ovotoxico do VCH, o VCD, leva a diminui¢do do
peso dos érgaos reprodutores em roedores, podendo levar a altera¢éo dos ciclos estrais
e em alguns casos levar a insuficiéncia ovariana (FLAWS et al.; 1994b; HOOSER et al.;
1994; MAYER et al., 2001). Os principais 6rgaos envolvidos na metabolizacdo do VCH
sao figado e os ovéarios (CANNADY et al., 2003; ABOLAJI et al., 2014). Durante o

metabolismo, tem-se 0 envolvimento da familia de citocromos P450 que converte o VCH
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em seus metabdlitos momo (VCM) e diepéxidos (VCD) (ABOLAJI et al., 2014). Um dos
pontos cruciais na ovotoxicidade mediada pelo VCH ocorre através da inativagao desses
metabdlitos por meio das enzimas epodxido hidrolase microssomal (mEH) e pela
glutationa-S-transferase (GST) (CANNADY et al., 2002; ABOLAJI et al., 2014; FLAWS
et al., 1994a).

A GST € uma enzima responsavel pela detoxificagédo intracelular de inUmeros
xenobidticos e endobiodticos (CHELVANAYAGAM et al., 2001; RINALDI et al., 2002;
HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005; LUSHCHAK, 2012). Nos insetos, existem seis
classes de GSTs presentes no citosol denominadas de delta, epsilon, 6mega, sigma,
teta e zeta (BOARD et al., 1997; SOOKRUNG et al., 2018). Alteracdes enzimaticas
relacionadas principalmente a GST também foram descritas como alvo molecular da
toxicidade do VCH em diferentes modelos experimentais (ABOLAJI et al., 2014;
ADEDARA et al., 2015).

No presente estudo, observou-se um aumento significativo na atividade
enzimatica da GST em diferentes tecidos avaliados, indicando uma importante via de
detoxificagcdo do VCH na barata. Isso, hipoteticamente pode ocorrer devido ao
envolvimento enzimatico da GST na inativacdo dos metabdlitos potencialmente toxicos
gerados pela exposicdo ao VCH por inalagdo (CANNADY et al., 2002; KAJAPAKSA,
2007).

Entretanto, até o presente momento ndo se sabe se os metabolitos gerados
durante a metabolizacdo do VCH sdo os mesmos encontrados nas ninfas de N. cinerea
nos diferentes tecidos avaliados. Aumento na atividade do GST, incluindo outros
biomarcadores do estresse oxidativo, também foi observado no estudo de Adedara e
colaboradores (2017) envolvendo administracéo oral do metabdlito VCD por 28 dias nas
doses de 100, 250 e 500 mg / kg no testiculo e epididimo de roedores.

E notério, que a exposicédo de organismos a agentes toxicos leva ao aumento de
espécies reativas que, em alguns casos, reagem com lipidios, proteinas e/ou acidos
nucléicos podendo, assim, causar elevacao de enzimas importantes como a GST (ATLI;
CANLI, 2007; MONSERRAT et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo podem ser parcialmente explicados
pelos niveis de espécies reativas (ER) estarem elevadas no corpo gorduroso das ninfas
expostas ao VCH espontaneamente volatilizado.

Sabe-se que o corpo gorduroso atua como reserva de energia, principalmente
durante a fase imatura (ninfas) e como uma estrutura semelhante ao figado dos
vertebrados (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011). Assim, o presente estudo corrobora
com a hipétese de que o VCH induziu a superproducdo de ER no corpo gorduroso e

possivelmente sobrecarregou a capacidade antioxidante em ninfas, semelhante ao
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observado em estudos anteriores (ABOLAJI et al., 2015; RIZZO et al., 2012). Portanto,
mais estudos sao necessdrios para elucidar os possiveis mecanismos e metabdlitos

envolvidos na toxicidade do VCH.
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5 CONCLUSOES

A técnica para a quantificacdo do VCH foi eficaz na quantificagdo do coposto
volatizado.

A inalacéo cronica do VCH reduziu a taxa de sobrevivéncia, o consumo alimentar e

producao de fezes das ninfas da espécie N. cinerea.
As ninfas expostas ao VCH volatilizado apresentaram diminui¢do no ganho de peso
corporal, no peso da cabeca, no corpo gorduroso e nos érgaos reprodutivos em

maturacao.

Em nenhum dos periodos avaliados a atividade da enzima AChE da cabega das

ninfas foi afetada;

A exposicdo ao VCH aumentou os niveis das espécies reativas no corpo gorduroso

das ninfas.

O VCH aumentou a atividade da glutationa-S-transferase (GST) na cabeca, no corpo

gorduroso e nos érgaos reprodutivos em maturacao das ninfas.

A GST parece desempenhar um papel central na toxicidade induzida pelo VCH em

baratas ninfas.
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