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Objetivos: Verificar a toxicidade em ratos Wistar expostos ao formaldeideo a 10% e Complucad®, analisando-se as enzimas
hepdticas alaninaaminotransferase ¢ aspartatoaminotransferase, os tecidos pulmonar, renal e hepdtico, apds periodo
de exposicao aguda. Métodos. A amostra contou com 24 ratos machos adultos, da linhagem Wistar-Tecpar, divididos
aleatoriamente em trés grupos com oito animais cada. O Grupo Controle Negativo (G.C), nio foi exposto as substancias. O
Grupo Controle Positivo (G.F) foi exposto ao formaldeido a 1.33 ppm e 0 Grupo Experimental (G.CP) exposto a substincia
Complucad®. Os animais foram mantidos sob condi¢oes normais de temperatura, com fotoperiodo de 12h claro/escuro,
alimentados com ragio balanceada para roedores e 4gua ad libitum, sendo expostos diariamente (8 horas/dia) as respectivas
substancias. Apés o perfodo de exposicdo os mesmos foram anestesiados para coleta sanguinea, seguida de eutandsia para
coleta dos tecidos. Resultados: O teste ANOVA seguido de TUKEY realizado com nivel de significAncia de 5% demonstrou
para a enzima alanina diferenca (p=0,04) entre o G.F quando comparado ao controle. A enzima aspartato apresentou
(p=0,20). A avaliagio histolégica dos 6rgaos demonstrou alteraco significativa para o tecido hepético sendo (p=0,0001),
tecido pulmonar (p=0,0085) e tecido renal (p=0,00), mediante o teste estatistico com Qui-Quadrado. Através da aplicagio
do teste Kruskall Wallis 5% para as varidveis dos tecidos, observou-se infiltragao de células e perda da arquitetura (p<0,03),
dilatagio alveolar (p=0,01), tcumefagio celular cortical, congestio vascular cortical e dilatagio tubular (p<0,01). Conclusio:
Houve grau de toxicidade aos referidos xenobiéticos, sendo em maior intensidade no grupo exposto ao formaldeideo a 10%.

Toxicidade. Formoldeideo. Complucad®.

Objectives: Verify the toxicity in Wistar rats exposed to formaldehyde solutions at 10% and Complucad®, analyzing
the alaninaaminotransferase/aspartatoaminotransferase hepatic enzymes and the lung, kidney and liver tissues, after
a sharp period of exposition. Methods: The 24 Wistar-Tecpar adult male rats, divided randomly into three groups,
with eight animals each group. The Negative Control Group (G.C) was not exposed to the substances; the Positive
Control Group (G.F) was exposed to formaldehyde at 1.33 ppm, and the Experimental Group (G. CP) was exposed
to Complucad®. The animals were kept under room temperature, in a 12 hour light/dark photo period, fed with a
balanced diet for rodents and ad libitum water, being daily exposed (8 hours a day) to the respective substances. After a
period of exposition, they were anesthetized for blood collection, then the euthanasia for tissue collection. Results: the
ANOVA followed by TUKEY performed with a significance level of 5% showed for enzyme alanine (p=0,04) between
the G.F compared with the control group. The enzyme aspartate, showed (p=0,20). The organs histological evaluation
showed a significant alteration for the liver tissue, being (p=0,0001), lung tissue (p=0,085), and kidney tissue (p=0.00),
before treatment with the Qui-Quadrado Test. Applying the test Kruskall Wallis 5% for the variables of the tissues,
observed, cell infiltration and loss of architecture (p=0,03), dilated alveolar (p=0,01), cortical cell swelling, cortical
vascular congestion and dilatation tubular (p<0,01). Conclusion: There was a degree of toxicity to the referred xenobiotic,
being more intense on the group exposed to formaldehyde at 10%.

Toxicity. Formaldehyde. Complucad®.
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1 INTRODUCAO

O formaldeideo é um produto amplamente utilizado para a
conservagio de pecas anatdmicas, visto sua ficil obtengio e baixo
custo. Entretanto, pode ser agressivo ao ser humano, visto que
provoca irritagbes especialmente nas vias respiratérias, sendo mais
danoso a estes tecidos, principalmente ao reagir com oxigénio e a luz,
transformando-se em 4cido férmico (ALVARES, 1999).

O formaldeideo ¢ téxico quando ingerido, inalado ou quando
entra em contato com a pele, por via intravenosa, intraperitoneal ou
subcutinea. Em concentragoes elevadas causa irritagoes. Conforme
o Instituto Nacional do Cincer, o formaldeideo ¢ classificado como
carcinogénico (INCA, 2010).

De acordo com o regulamento da administragio ocupacional de
seguranca do trabalho (FETEG) ¢ permitida a exposigdo limite de
0.75 ppm de formaldeideo para trabalhadores, com uma jornada de
até oito horas dia (FETEG, 2002).

A solugio A base de perdéxidos denominada Complucad® tem
como principal componente o perdxido de metiletilcetona, solugio em
ftalato de dimetilo, ainda contém dlcool 700, glicerina e aromatizante
(Patente P95004771 Universidad Complutense de Madrid). Em
estudo realizado por Alvares et al. (1999), comparando o Complucad®
ao formaldeideo na conservacio de pegas anatdmicas, perceberam que
este pode ser usado da mesma maneira que o formaldeideo, pois tem
propriedade de conservagio com a mesma qualidade, e/ou em alguns
casos ser superior (técnicas histoquimicas, microscopia eletronica,
imuno-histoquimica, biomolecular etc) e também por possuir poder
bactericida, trombolitico e lipolitico.

Segundo Motta (2000), as enzimas aminotransferases estio
amplamente distribuidas nos tecidos humanos e seus niveis aumentam
consideravelmente nas lesdes ou processos infecciosos no miocdrdio,
figado, musculos esqueléticos, rins, pincreas, bago, cérebro, pulmées,
etc. Nas desordens hepatocelulares causadas por intoxicagdes e viroses,
também hd aumento das enzimas alanina (ALT-TGP) e aspartato (AST-
TGO).

H4 evidéncias de toxicidade do formaldeideo solugio a 37%,
porém o seu uso para a conservagao de pecas humanas em laboratérios
de anatomia tem como concentragio 10% desta solucio. Portanto
este estudo justifica-se, uma vez que hd poucos dados referentes 2
toxicidade da solugio de formaldeideo a 10%, bem como a toxicidade
da solugao Complucad®.

O presente estudo teve como objetivo verificar a toxicidade
aguda em ratos Wistar expostos as solugoes de formaldeideo a 10%
e Complucad®, através da andlise das enzimas hepdticas alanina
transferase (ALT) e aspartato transferase (ASP), bem como da andlise

histolégica dos tecidos pulmonar, renal e hepdtico.
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2 METODOLOGIA

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar-Tecpar,
adultos, com 90 dias de idade, peso médio de 200 gramas (desvio padrio
= 50 gramas), fornecidos pelo Laboratério de Experimentacio Animal
da URI - Campus de Erechim. Os animais foram mantidos em caixas
de polipropileno, sob condicées de temperatura ambiente de 22+4°C,
com fotoperiodo (ciclo claro/escuro) de 12/12 horas controlado pelo
timer Bransfort®, alimentados com ragio balanceada padrio para
roedores e dgua ad libitum. O periodo de exposicao foi de 10 dias. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos amostrais
equivalentes. O Grupo Controle (G.C) correspondeu aos animais
que nio foram expostos a nenhum tipo de solucio de conservagio;
o Grupo Exposto ao Formol (G.F); Grupo Exposto ao Complucad®
(G.CP). Para exposicio as devidas substancias foi padronizado sistema
composto por trés caixas de vidro, cada qual destinada a um grupo. As
substincias foram infundidas durante 8 horas/dia, de segunda a sexta-
feira, através de uma bomba infusora. Para identificagio da concentragio
do formaldeideo durante a exposi¢ao dos animais, o método utilizado
foi a Cromatografia Gasosa NIOSH254, avaliagio esta realizada pelo
Laboratério Quimioambiental de Porto Alegre/RS, o qual indicou
a concentragdo de (1,33 ppm). Para a solugio Complucad® nio foi
possivel realizar esta andlise, por se tratar de um produto experimental,
para o qual nio existe no Estado um método avaliativo, porém sua
forma de liberacdo foi idéntica ao do formaldeideo. Apés o periodo
de exposi¢io, os animais foram anestesiados com Zoletil® 50 IM
para coleta de sangue através da puncio da artéria aorta abdominal.
Os quantitativos enzimdticos foram avaliados através de método
padronizado no aparelho Bio Plus 2000°. Apds a eutandsia, os drgios
(pulmées, rins e figado) foram coletados, fixados e submetidos ao
processamento histolégico, corados com H.E. (hematoxilina-eosina),
para posterior andlise histoldgica. Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente pela utilizacio do SPSS software estatistico v.13.0.
Na andlise histoldgica foram utilizadas varidveis especificas para cada
tecido, quantificadas de acordo com a intensidade de alteragio (+1, +2,
+3) e/ou auséncia de alteragdo. O tecido que nio apresentou alteragio
para determinada varidvel ndo foi contabilizado. Para avaliagio dos
achados histolégicos foi utilizado o teste de Kruskall Wallis para
varidveis isoladas. A avaliagio do total de escores para cada grupo de
exposicio foi complementada pelo teste Qui-Quadrado de Parti¢ao.
Para avaliagdo enzimdtica, controle de massa corpérea, consumo de dgua e
ragio foi utilizado o teste ANOVA, com nivel de significincia 5%.

O estudo foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa da
URI - Campus de Erechim para apreciagio, tendo sua aprovagio sob
Protocolo N° 023/PIA/08. Foram respeitados os principios éticos
de experimentacio animal estabelecidos pela Sociedade Brasileira de
Ciéncias em Animal de Laboratério (SBCAL).

Revista Interdisciplinar de Estudos Experimentais, v. 2, n. 4, p. 114 - 119, 2010



116

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura cientifica discute amplamente o maleficio causado em
vérios 6rgaos pelo formaldeido; entretanto, outros estudos apresentam
resultados conflitantes. Como exemplo, podemos citar o trabalho
de Coon et al. (apud PRZYBYSZ, 2009), o qual demonstrou que
mudancas inflamatérias cronicas se desenvolvem no coragio e rins de
ratos expostos ao formaldeideo através de inalagdo, enquanto Heck
et. al. (apud PRZYBYSZ, 2009) ressaltam que em animais expostos
a0 formaldeideo ¢ remota a possibilidade de desencadeamento de
toxicidade em sitios distantes.

Para a enzima ASD, o teste ANOVA, a um critério, nio indicou
diferenca estatisticamente significativa (p=0,20). Para enzima AST,
o teste ANOVA, a um critério, indicou diferenca estatisticamente
significativa (p=0,04). Com a aplicagio do teste de Tukey, observou-se
a existéncia de diferenca entre o grupo controle e o grupo exposto ao
formaldeideo - Tabela 1.

Tabela 1 — Atividade das enzimas aminotransferases (AST e ASP).

CONTROLE FORMOL COMPLUCAD
PARAMETRO Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Valor de p
n n
(un padrao (un padrdo (un padrao
ASPARTATO | 8 325,75 225,18 7 500,85 144,50 6 330,33 216,96 0.20
ALANINA 7 50,71 32,03 4 105,5 28,06 3 76,33 29,26 0,04

Resultados obtidos pelo teste Anova a 5%.

Segundo Motta (2000), as enzimas aminotransferases estdo
amplamente distribuidas nos tecidos e seus niveis aumentam
consideravelmente nas lesbes ou processos infecciosos bem como
intoxicagdes e viroses. Para Kaplan (1995), a enzima alanina é uma
enzima especifica do tecido hepdtico e tem como fungio auxiliar no
diagnéstico de doengas deste tecido e quando seus valores sao elevados
ou inibidos podem indicar necrose hepatocelular ou ictericia.

Os valores das atividades enzimdticas encontrados em nosso estudo
se mostraram muito superiores aos valores de referéncia encontrados
em estudo realizado por Dantas et.al. (2006), sendo para aspartato ( =
81 UI) e alanina ( =42 UI).

Para a avaliagio histolégica hepdtica foram consideradas onze
varidveis; destas, a varidvel dilatacio da veia centrolobular nao se
encontra na tabela por nio ter sido observada alteragio em nenhum
grupo. A avaliagio dos quantitativos das varidveis isoladas foram
submetidos ao teste Kruskall Wallis, que demostrou diferenca
estatisticamente significativa para infiltragdo de célula (p=0,03) no G.CB

perda da arquitetura e necrose celular (p=0,00) para o G.E Tabela 2.

Tabela 2: ParAmetros avaliados no tecido hepdtico.

EXPOSICAO DE 10 DIAS

) G.C G.F G.CP Valor

VARIAVEIS INTENSIDADE De
+1_ 42 43 41 [ +2 [ +3 [ 41 +2 [ +3 P

Infiltragao de Célula 8 8 5 3 0,03*

Vacuolizagdo 5 2 2 6 1 0,45

Citoplasmatica

elou Hepatocitos

Células Eosinofilicas 3 4 4 1 0,55

Hipercromatismo 5 4 5 1 0,47

Tumefagao Celular 2 3 2 2 3 0,05

(Perda de Bordadura

Celular)

Degeneragéo Balanhosa 3 0,33

Congestao Vascular 7 1 4 3 1 5 3 0,25

Dilatagao Sinusoidal 7 1 7 1 8 0,59

Megalocitose 1 0,88

Perda da Arquitetura 8 0,00*

e Necrose Celular

TOTAL DOS ESCORES 37 4 0 33 28 12 35 20 | 12

Resultados obtidos pelo teste Kruskall Wallis a 5%.

Em estudos realizados por Rusch (1983) e Dubreuil (1976), o
principal efeito identificado para o figado foi a diminuicio do peso
absoluto em 26% para os ratos machos e 12% para os ratos fémeas, nio
fazendo qualquer alusio a histologia deste 6rgao. Em estudo realizado
por Bosio (2009), utilizando em seu experimento um fitoterdpico, os
achados teciduais hepdticos foram dreas de hepatécitos volumosos e
claros, repletos de glicogénio, vasos dilatados e congestos, espago porta
desorganizado, fibrosado e com proliferagio de ductos biliares, além de
focos de inflamagdo cronica, indicagoes estas da presenca de toxicidade
hepdtica.

Sogut et. al. (2004), em seu estudo com ratos Wistar expostos ao
formaldeideo nas concentragdes de zero, 10 e 20 ppm, 8 horas/dia,
5 dias/semana durante 4 semanas (exposi¢io subaguda), avaliaram
valores hepdticos de (GSH) glutationa, (MDA) malondialdeideo,
(NO) 4cido nitrico, (XO) xantina e (MPO) mieloperoxidase, os
seus resultados mostram redugio significativa da atividade do GSH
e XO no tecido hepdtico nas exposi¢oes de zero, 10 e 20 ppm de
formaldeideo. Estes nimeros sugerem que o sistema antioxidante é
moderadamente prejudicado pela exposicao excessiva ao formaldeideo.
O valor diminuido de GSH pode estar relacionado a depressio e
suscetibilidade ao dano oxidativo em ratos expostos ao formol em
periodo subagudo.

A andlise histoldgica do tecido pulmonar neste estudo considerou
oito varidveis, sendo que as varidveis: broncopneumonia, pneumonia,
leucocitose alveolar e bronquiolar nao foram quantificadas. As
varidveis analisadas foram avaliadas através do teste Kruskall Wallis.
Apenas para a varidvel dilatacdo alveolar a diferenca na distribuigio das
intensidades dos escores foi estatisticamente significativa (p=0,01) para

0 G.F comparado ao G.C. - Tabela 3.
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Tabela 3: ParAmetros avaliados no tecido pulmonar.

) EXPOSICAO DE 10 DIAS
VARIAVEIS G.C GF G.CP Valor
INTENSIDADE De

+1 +2 | +3 | +1 +2 +3 | +1 +2 | +3 P

Leucocitose Intersticial 8 5 3 3 4 0,20

Atelectasia 2 1 0,33

Hemorragia Alveolar 1 1 0,61

Dilatag@o Alveolar 6 0,01*

TOTAL DOS ESCORES 8 0 0 14 |8 3 3 8 0

Resultados obtidos pelo teste Kruskall Wallis a 5%.

Blair et al. (1990) e Collins et al. (1997) relatam o desenvolvimento
de cincer de pulmio, divergindo do estudo de Coon et al. (2010),
o qual demonstra que ratos expostos a altas concentragoes de
formaldeideo nio apresentaram sinais de toxicidade. Ainda, em uma
meta-andlise, Partanen (1993) concluiu que a probabilidade de se
desenvolver cancer de pulmio por exposicio ao formaldeideo ¢ muito
pequena, sendo mais sujeita a ocorrer ao nivel da cavidade nasal e
nasofaringe, resultados semelhantes aos do estudo realizado por Arican
et al. (2009), o qual cita lesdes principalmente ao nivel do tecido que
integra a mucosa da cavidade nasal.

Neste estudo, mesmo com a auséncia de células carcinogénicas,
foram detectados sinais de toxicidade, comprovados pela andlise
histolégica/estatistica, principalmente em unidades expostas ao
formaldeideo.

A avaliagio histoldgica renal baseou-se no comportamento de seis
varidveis, analisadas através do teste Kruskall Wallis. Foi identificada
diferenca estatisticamente significativa na distribuicao da intensidade
dos escores nos grupos G.F e G.CP para a varidvel tumefagio celular
cortical (p=0,00) e congestio vascular cortical (p=0,01) quando
comparados ao grupo controle. Para a varidvel dilatagio do tibulo
contorcido distal (p=0,00), sua diferenca foi demonstrada para o G.CP

quando comparado aos demais grupos Tabela 4.

Tabela 4: Pardmetros avaliados no tecido renal.

EXPOSICAO DE 10 DIAS

VARIAVEIS GC GF GeP Valor
INTENSIDADE De
1| 2 |43 H1 | 2 | +3 | +1 | +2 | +3
Espaco de Filtragdo 1 0,88
Tumefagao Celular Cortical 1 8 2 6 0,00*
Congestao Vascular Cortical 7 1 8 3 3 2 0,01*
Vacuolizagao Citoplasmatica 2 1 5 1 0,05

(Degeneragéo Hidropica)

Células Inflamatérias 3 0,33

Dilatagdo do Tubul o 2 6 0,00*
Contorcido Distal

TOTAL DOS ESCORES 1 2 0 17 |0 0 15 |32 |6

Resultados obtidos pelo teste Kruskall Wallis a 5%.
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Em estudo realizado por Keller (1990) foi identificada uma agio
mais intensa de toxicidade pelo formaldeideo na regidgo do tdbulo
contorcido proximal do tecido renal, diferentemente do achado neste
estudo. Porém, indiferente da localizagio da agressao do drgao, esse
estudo corrobora com o presente, apontando determinada agressdo em
tecidos distantes, mesmo que na fase aguda. Outro estudo, realizado
por Coon et al. (2010), também aponta este érgao como alvo de
agressio do formaldeideo.

Pesquisa realizada pela American Industrial Hygiene Association
(AIHA, 1983), no qual ratos foram expostos a 3 ppm de vapor de
formaldeideo por 6 horas/dia, 5 dias/semana durante 4 semanas,
nio revelou mudangas histopatoldgicas a nivel renal. Em estudo de
Dubreuil et al. (1976), ratos foram expostos 22 h/dia ao vapor de
formaldeideo, por 90 dias, também nao demonstrando mudancas
histopatolégicas neste tecido. Rusch et al. (1983) nio evidenciaram
alteragoes no tecido renal de ratos expostos a 1 ppm de formaldeideo
vapor, durante 22 h/dia, 7 dias/semana por 26 semanas. Wilmer et al.
(1989) igualmente nio encontrou alteragio histopatolégica no tecido
renal, em estudo com dois grupos experimentais expostos a 10 e 20
ppm de vapor de formaldeideo durante 8 h/dia, 5 dias por semana,
durante 4 semanas.

Ainda, em estudo realizado por Golalipour et. al. (2000), foram
avaliadas alteragées histopatoldgicas e morfométricas do tecido renal
de ratos Wistar expostos & solugio de formol por inalagio a uma
concentragio de 1,5 ppm. Como resultado, foi encontrada presenca
de congestio focal dos vasos corticais e glomerulares, degeneragio
vacuolar (hidrépica) nas células tubulares, intersticio com presenca
de hiperemia. Morfologicamente nio foi encontrada evidéncia de
alteragio do didmetro de glomérulos, nem dos tibulos contorcidos
distais e proximais. O autor concluiu que a exposicio por inalacio a
uma baixa concentragio provoca modestas alteragoes histolégicas neste
tecido, ndo sendo significativas.

Para avaliagio do total de escores por intensidade, referente a cada
tecido, utilizou-se o teste estatistico de Qui-Quadrado de particio.
Este apontou valores estatisticamente significativos para o tecido
hepdtico, sendo (p=0,0001), tecido pulmonar (p=0,0085) e tecido
renal (p=0.00), demonstrando o nivel de agressio pelos xenobiéticos
aos tecidos dos animais. Achados semelhantes foram vistos em estudo
prévio realizado por Barbieri et al. (2010), que seguiu o mesmo
protocolo de exposi¢do, porém, por periodo cronico (90 dias), o
qual apontou toxicidade estatisticamente significativa para o tecido
pulmonar e hepdtico, exceto para o tecido renal.

Os 6rgios como o figado (DUBREUIL, 1976; RUSCH, 1983),
sangue (HECK, 1985; HAUPTMANN, 2003), medula dssea
(CASANOVA e HECK, 2004), tecido esofdgico (PRZYBYSZ,
2009) e epitélio mucociliar (NEYRET, 2001), foram estudados, ¢ os
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autores mantém um consenso de que o tipo de efeito estd diretamente
correlacionado 4 concentragio do formol e nao ao tempo de exposicio.

Na avaliagio do consumo de 4gua, racio e do peso corpéreo dos
animais durante a exposi¢io aguda nio foi possivel identificar sinais de
alteragio. Em uma exposicio cronica ao formaldeideo ¢ Complucad®,
(90 dias), efetivada por Barbieri et al.(2010), foram identificadas
alteragdes como diminui¢do da ingesta hidrica (p=0,01), e diminuigio
do ganho de peso (p=0,004).

Segundo alguns autores sdo considerados sinas de toxicidade
fisica: alteracbes de peso corporal, de consumo de alimento e
4gua, alteragio da deambulacio, piloerecio, diarreia e até mesmo
mortalidade (MANSON; KANG, 1994; CHAHOUD et al. apud
NEPOMUCENO, 2005).

Outro achado importante na andlise fisica foi a presenca de
amarelamento dos pelos nos animais do grupo exposto ao formol.
Este achado jd havia sido relatado em estudos feitos por COON
et al. (2010); DUBREUIL et al (1976), e RUSCH et al (1983),
que constataram o amarelamento dos pelos nos ratos expostos ao

formaldeideo as concentragoes de 1.0, 1.6, 3.0 ppm.

4 CONCLUSAO

Apés exposicio dos ratos Wistar aos xenobidticos, por periodo
agudo, pode-se identificar toxicidade ao formaldeideo através da andlise
enzimdtica, sendo estatisticamente significativa para enzima alanina.

A andlise histopatolégica do tecido hepdtico demonstrou
alteracbes, com destaque para infiltracio celular, perda da
arquitetura/ e necrose celular, estatisticamente significativas. Na
andlise do tecido pulmonar, a varidvel analisada isoladamente que se
mostrou estatisticamente significativa foi a dilatagdo alveolar. Para o
tecido renal foi identificada, de maneira significativa, a presenca de
tumefacio celular cortical, congestao vascular cortical e dilatagio do
tubulo contorcido distal.

Diante das alteragoes apresentadas através da avaliagio enzimdtica
e histopatolédgica pode-se concluir que tanto o formaldeideo quanto
o Complucad® podem ser considerados substincias toxicas, sendo o

formaldeideo potencialmente mais agressivo que o Complucad®.
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