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RESUMO

A exposicdo aos agrotoxicos organofosforados (OFs), incluindo o malathion, vem
sendo associado a génese de doencas neurolégicas, como o Transtorno do
Espectro Autista (TEA). O TEA é um disturbio neuropsiquiatrico manifestado por
prejuizos qualitativos na interacdo social reciproca, associado a distlrbios motores
como estereotipias e interesse restrito. Devido ao aumento da prevaléncia do TEA e
baseado em estudos que sugerem a contribuicdo de OF na origem deste transtorno,
objetivou-se avaliar os efeitos ontogenéticos e comportamentais da exposicéo pré e
pos-natal ao malathion em ratos Wistar. Para tanto, fémeas prenhes foram divididas
em dois grupos: Pré-natal, receberam malathion (200mg/kg) por gavagem nos dias
gestacionais (DG) 06-14 e as que receberam malathion ao longo do periodo de
lactacdo (21 dias). Os grupos controle receberam veiculo no periodo e volume
equivalente. Ao longo dos primeiros 21 dias pds-natais, a prole exposta pre-
natalmente a malathion foi submetida a andlise de parametros ontogenéticos e
reflexolégicos. A sexagem ocorreu logo apés término da andlise da ontogénese de
reflexo. No dia pos-natal (PDN) 30, 45 e 60, os machos expostos tanto no periodo
pré quanto pos-natal foram submetidos a analises de parametros comportamentais e
cognitivos. Os resultados mostraram que a exposi¢cao pré-natal ao malathion causou
alteracbes comportamentais significativas caracterizadas pela hiperatividade,
aumento de movimentos estereotipados e prejuizo social, bem como prejuizos
cognitivos relacionados a memodria dos animais. N&o houve alteragbes no
crescimento fisico das proles expostas ao malathion em relacdo ao grupo controle,
sugerindo que o dano provocado pela exposicdo precoce a malathion seja
exclusivamente neurologico. Os parametros comportamentais afetados pela
exposicao pré-natal a malathion também se tornaram prejudicados ap0s exposicao
pés-natal. As alteragbes observadas neste estudo sdo compativeis com a
sintomatologia de pacientes com TEA. A compreensao destes efeitos alerta para o
uso deste composto devido ao seu potencial neurotoxico e reforca a contribuicao

ambiental de OF na fisiopatologia de doencas neurolégicas, como o TEA.

Descritores: Neurodesenvolvimento. Organofosforado. TEA.



ABSTRACT

Exposure to organophosphorus pesticides (OPs), including malathion, is associated
with the pathophysiology of neurological diseases, such as Autistic Spectrum
Disorder (ASD). ASD is a neuropsychiatric disorder manifested by qualitative
impairments in reciprocal social interaction, associated with motor disorders such as
stereotypies and restricted interest. Due to the increased prevalence of ASD based
on studies suggesting the contribution of OP to the pathophysiology of this disorder,
it was aimed to evaluate the ontogenetic and behavioral effects of pre and postnatal
exposure to malathion in Wistar rats. Pregnant females were divided into two groups:
prenatal, received malathion (200mg / kg) per gavage on gestational days (DG) 06-
14 and those receiving malathion during the lactation period (21 days). The control
groups received vehicle in the period and volume equivalent. During the first 21
postnatal days, the offspring prenatally exposed to malathion were submitted to the
analysis of ontogenetic and reflexological parameters. Sexing occurred shortly after
the analysis of reflex ontogenesis. In postnatal day (PND) 30, 45 and 60, males
exposed in both the pre- and postnatal periods were submitted to behavioral and
cognitive parameters analyzes. The results showed that prenatal exposure to
malathion caused significant behavioral changes characterized by hyperactivity,
increased stereotyped movements and social impairment, as well as cognitive
impairment related to animal memory. There were no changes in the physical
development of the offspring exposed to malathion in relation to the control group,
suggesting that the damage caused by the early exposure to malathion is exclusively
neurological. The behavioral parameters affected by prenatal exposure to malathion
also became impaired after postnatal exposure. The changes observed in this study
are compatible with the symptomatology of patients with ASD. The understanding of
these effects alerts to the use of this compound due to its neurotoxic potential and
reinforces the environmental contribution of OP in the pathophysiology of

neurological diseases, such as ASD.

Keywords: Neurodevelopment. Organophosphorus. ASD.
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1.INTRODUCAO

O desenvolvimento do sistema nervoso (SN) inicia no periodo pré-natal e se
estende até o periodo pés-natal'?. Ainda que mecanismos de protecéo operem em
contribuicdo a esse desenvolvimento, como por exemplo, a placenta e a barreira
hematoencefalica (BHE), fatores genéticos e ndo genéticos podem interferir
negativamente nas fases de neurogénese, crescimento tecidual®* e na expresséo de
genes-chaves importantes para o desenvolvimento do SN>®,

Os fatores de risco ndo genéticos incluindo as interferéncias ambientais,
vem ganhando atencéo nos Ultimos anos®® e a exposicédo a agrotéxicos, devido sua
propriedade toxica, tem sido reconhecida como um insulto ambiental responsavel
por desencadear alteragbes no desenvolvimento neurolégico’. Os principais
agrotoxicos utilizados sdo os provenientes de compostos OFs’8, cujo efeito
neurotdxico esta na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) que controla as
acdes centrais e periféricas do neurotransmissor acetilcolina (ACh)°. Estudos
experimentais também apontam os agrotdéxicos OFs como um insulto ambiental
capaz de promover anormalidades no neurodesenvolvimento. O acumulo de ACh
nas sinapses resultantes desta inibicdo promove a hiperestimulacéo colinérgica®®.

O uso intensivo de compostos OFs tem resultado em contaminacao
ambiental grave além de casos agudos e cronicos de intoxicacdo humanal®ll,
Dentre a populacdo exposta, gestantes, lactantes e criangcas sao reconhecidos por
apresentarem alta vulnerabilidade a exposicdo a estes compostos?. Uma exposicdo
durante umas destas fases de desenvolvimento tem sido associada a déficts no
desenvolvimento neuroldégico, no comportamento durante a infancia, bem como por
prejuizos na funcdo cognitiva e motora das criangas®-13,

Dependendo da dose e/ou intensidade, a intoxicacdo por OF, pode levar a
alteracGes neurofisiolégicas e comportamentaist'1>13, além de promover prejuizos
na fungdo sensoério-motora e cognitiva de roedores expostos tanto no periodo pré
quanto pds-natalt®1.12,

O malathion € o composto OF mais utilizado na agricultura e em programas
de saulde publica'*, no controle de pequenos vetores como mosquitos!®. Neste
cenario, o Brasil constitui-se o maior produtor e consumidor de agrotoxicos dos

paises em desenvolvimento!®. Em Santa Catarina, um estudo realizado em 2012
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sobre a realidade das intoxicagdes humanas por agrotoxicos apontou 0s compostos
OFs!” como principais contaminantes em casos de intoxicacdes humanas no
Estado?s.

Sendo o malathion um composto OF e tendo por isso o sistema colinérgico
como alvo, por meio da inibicdo de AChE, tem-se sugerido que uma exposi¢cado a
malathion em fases distintas de desenvolvimento promove disfungcées no
neurotransmissor ACh'°. O desequilibrio na homeostasia colinérgica esta associado
a distarbios sobre o neurodesenvolvimento com manifestacdes comportamentais'®.
Estudos pré-clinicos utilizando protocolos distintos de exposicdo/intoxicacdo?®
sugerem ainda a participacdo dos OFs na génese de disturbios neuropsiquiatricos
que variam de esquizofrenia??, transtorno de déficit de atencéo (TDAH)?2e TEAZ,

O TEA representa um grupo de transtornos caracterizados por um espectro
compartilhado de prejuizos qualitativos na interacdo social, associados a
comportamentos repetitivos e interesses restritos pronunciados?. Diversas linhas de
pesquisa atribuem a fatores ambientais a influéncia no desenvolvimento de
anormalidades na circuitaria neural que desencadeia o TEA?* e que algumas
variacbes genéticas conferem vulnerabilidade a esses estressores?® causando
alteracdes fisioldgicas no SNC?.

Assim, considerando o potencial neurotéxico de compostos OFs a partir de
sua capacidade em promover alteracdes em diferentes sistemas organicos e sua
ampla distribuicio em ambientes rurais e domésticos, este estudo propdem
investigar os efeitos comportamentais da exposi¢cao pré e pés-natal ao malathion e a
possivel relacdo com o desenvolvimento do comportamento autista.

Tendo em vista a contribuicdo do sistema colinérgico na mediacdo de
processos neurais complexos e, sendo este sistema alvo de compostos OFs,
baseado em evidéncias clinicas’ e experimentais?®, é possivel que uma exposicao
ao malathion em fases criticas do neurodesenvolvimento possa estar relacionada
com alteracbes fisiopatologicas semelhantes aquelas encontradas em individuos

autistas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0361923008000038#200011376
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1.1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO

O desenvolvimento do SN inicia com a concepcdo e continua durante os
periodos pré e poés-natal, incluindo a fase adultal. Por meio de programacéo
genética e de processos generativos (nascimento celular e formacgéo de sinapses) e
degenerativos (morte celular e poda sinptica) ocorre a modulacédo das etapas do
neurodesenvolvimento em diferentes graus®®. O SN maduro é dividido em: Sistema
nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP).

O SN surge a partir do ectoderma, camada germinatival, que se invagina
formando o tubo neural, com duas aberturas: o neuroporo rostral e o neuroporo
caudal?®. No interior do tubo neural se encontram as células-tronco neurais (CTN)?’.
A cavidade cilindrica do tubo neural forma a zona ventricular (ZV) regido em que
também se encontram as CTN?8, as quais fornecerdo base para organizacdo do
cérebro em desenvolvimento?®.

A formacgdo da arquitetura cerebral esta associada a eventos que ocorrem
ao longo das extremidades do tubo neural®. A porcéo rostral do tubo neural se
desenvolve e se diferencia em trés unidades estruturais primarias, as vesiculas, que
determinardo os aspectos estruturais principais do SN: o prosencéfalo, mesencéfalo
e rombencéfalo®. Posteriormente estas estruturas dardo origem ao telencéfalo
(cortex cerebral e os nucleos de base) e o diencéfalo; mesencéfalo; e o metencéfalo
(cerebelo e a ponte) e mielencéfalo (bulbo), respectivamente. A medula espinal se
desenvolve a partir da extremidade caudal do tubo neural®.

O interior das vesiculas encefalicas primitivas € preenchido por liquido
cefalorraquidiano que dara origem aos ventriculos encefalicos e aos canais de
comunicacdo entre eles?®. Concomitante ao desenvolvimento do SNC, desenvolve-
se 0 SNP2 cuja maioria de suas estruturas (ganglios e nervos) surge a partir das
cristas neurais que se formam nos dois lados do tubo neural, quando este se
fecha?’.

Tanto o SNC, quanto o SNP originam-se a partir de CTNs que, ainda em
periodo pré-natal, sofrem sucessivas e especificas divisbes mitdticas permitindo a
origem das células nervosas®. Estas células interagem-se para assegurar a
estruturacdo e funcdo do SN maduro®. A proliferacdo celular, apdés o fechamento do
tubo neural, origina, dentro da matriz germinal, todo o restante funcional estrutural e

celular do SN*3!, Embora a producdo e a migracdo de neurbnios representem
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eventos pré-natais, reconhece-se que continuam durante um periodo prolongado
apos o nascimento com diferenciacdo e maturacdo durante toda a infancia e fase
adulta®.

Apoés o0 nascimento, a estrutura morfoldgica e funcional do encéfalo ndo esta
completamente estabelecida®!. Dois gradientes de desenvolvimento ocorrem durante
0s primeiros dois anos: o primeiro se refere a ordem em que as areas funcionais
gerais do cérebro se desenvolvem, e o segundo a ordem em que as estruturas se
desenvolvem dentro das areas primitivas correspondentes?®32,

Em geral, primeiro, amadurecem as regides correspondentes as funcoes
primarias, tais como os sistemas motores e sensoriais. O cortex de associacao
temporal e parietal, associado as habilidades béasicas de linguagem e a atencéo
espacial, amadurecem em seguida®®3132, Por tltimo, amadurece o cértex pre-frontal,
lateral e temporal, as &reas corticais integradoras de ordem superior, chamadas
areas de associacao, que intervém entre processos sensorimotores e modulam a
atencdo basica e os processos de linguagem?8:31.32,

Entre seis e quinze meses, a taxa de desenvolvimento do SNC humano é
acelerada no lobo temporal, no giro do cingulo e na insula, vindo em seguida o lobo
occipital, e por ultimo os lobos parietal e frontal, que ja passaram pela maior parte do
seu desenvolvimento?%3l, Por volta dos dois anos, as areas primarias sensitivas
alcancam o desenvolvimento da area motora e ha um breve progresso nas areas de
associacao?®.

O SNC continua a se desenvolver, no nivel microscopico, na mesma
sequéncia até a adolescéncia e possivelmente até a idade adulta®®. A mielinizacdo
das fibras nervosas é somente um sinal de maturidade e as fibras podem conduzir
impulso antes da mielinizacédo®. O papel morfogénico adulto ainda necessita de mais
estudos, porém evidéncias sugerem que a neurogénese adulta € fundamental para
0S processos de memoria, plasticidade e por substituicdo de células apos leséo do
SNC ou processos neurodegenerativos*°26,

O desenvolvimento do SN ocorre tanto no periodo pré quanto no pos-natal, e
requer um ambiente neural adequado®. Fatores internos ou externos3334 exercem
diferentes influéncias sobre a trajetéria de desenvolvimento neuroldgico®>3637, Os
fatores externos podem agir durante qualquer uma das fases de desenvolvimento e
tem sido associados a deformidades fisicas em recém-nascidos, além de disturbios

neurolégicos e neuropsiquiatricos, tanto em criancas quanto em adultos!=.
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1.2 INTERFERENCIA DE FATORES AMBIENTAIS NO DESENVOLVIMENTO DO
SNC

O desenvolvimento do SNC exige sinalizacdo altamente especifica de
caminhos biolégicos fundamentais®. Estas vias regulam cuidadosamente a
expressdo de genes durante as diferentes etapas de desenvolvimento®. As fases
iniciais deste processo sdo as mais sensiveis, pois sao periodos em que as bases
para a formacgdo do encéfalo estdo sendo estabelecidas®3*3* e o desenvolvimento
dos mecanismos de protecdo no tecido materno e fetal ainda nao estédo
concluidos®.

Estimulos externos como dieta®®, uso de medicamentos, infeccGes e
inflamacBes maternas e a exposicdo a diversas substancias toxicas durante a
gestacdo sdo exemplos de perturbacdes®®3’ capazes de interromper processos
importantes do neurodesenvolvimento como o padrdo e o crescimento encefélico, a
formacdo e migracdo de neurdnios, a formacado de sinapses, além de alteracfes no
sistema enddcrino e na homeostasia do sistema imunolégico°.

A exposicdo a substancias quimicas tem recebido maior atencéo devido a
sua ampla diversidade 27:383%, A transmissdo destes produtos quimicos para o corpo
pode ocorrer por inalacdo, ingestdo ou contato com a pele, podendo até acumular-se
em alguns 6rgdos e tecidos corporais*®4, Pelo fato dessas interferéncias ambientais
poderem muitas vezes ativar células do sistema imune e fazé-las secretar
mediadores imunol6gicos, como as citocinas, a neuroinflamacao foi apontada como
capaz de prejudicar o SN em desenvolvimento levando a desordens
neuropsiquiatricas*?.

Neste sentido, estudos epidemiologicos encontraram associagdo entre
inflamacdo materna durante a gestacdo e o risco aumentado de ocorréncias de
distirbios no SNC#434 O fluxo de sangue, um fator importante na funcéo
placentaria e crescimento fetal, também é afetado por estressores ambientais®.
Substancias téxicas acumulam-se em tecidos fetais aproximadamente quatro vezes
mais do que em tecidos maternos induzindo alteracbes fisiopatologicas e
comprometimento de vias importantes para o desenvolvimento saudavel*®.

O uso de agrotéxicos, principalmente os provenientes de compostos OFs,
tem se tornado um preocupante estressor ambiental?®. Atrelado aos beneficios que

estes compostos trazem a agricultura e em areas urbanas eles geralmente persistem
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no ambiente ocasionando poluicdo ambiental grave e casos agudos e cronicos de
intoxicagdo humana?®. Os agrotéxicos OFs, durante o neurodesenvolvimento, inibem
a funcdo da AChE e consequentemente a disposicdo de ACh?*. Esses
neurotransmissores desempenham papel morfogénico durante o periodo pré-natal,
controlando e coordenando a montagem da arquitetura neural. Toxinas ambientais
no inicio da vida também sdo conhecidas por afetar a subseqiente expressédo
génica no encéfalo*’48.

Além disso, a toxicidade aguda por OF tem sido associada a doencas
cardiovasculares, respiratérias, gastrointestinais, e distlrbios sensoério-motores*.
Estes danos fisiologicos podem manifestar-se a longo prazo como prejuizos na
memodria e transtorno de ansiedade e humor®48, A exposicdo cronica ao OF esta
associada a disturbios cognitivos e neurocomportamentais, além de prejuizos
motores e neurosensoriais®>#8, Estes sintomas podem, ndo necessariamente, ser
dependentes da inibicdo da AChE!. Estudos com animais indicam que tanto
exposicdes cronicas quanto agudas a OF podem resultar em uma variedade de
sintomas neurocomportamentais, particularmente relacionados a disturbios
neuropsiquiatricos*948:49,

A exposicdo a OF exerce efeitos negativos sobre o desenvolvimento de
células neuronais, a sintese de DNA, a transcricdo de genes, a diferenciacéo celular,
e sinaptogénese*®4950  Além de alvejar outros sistemas neurais, como, sistema
dopaminérgico e serotoninérgico*%°,

Embora individuos adultos representem uma classe bastante susceptivel a
exposi¢do a OF, principalmente devido ao seu uso em atividades agricolas, estudos
apontam para criancas e neonatos como grupo etario importante no que se refere a
exposicdo destes compostos!’4849, Deste modo, tem-se sugerido que a
neurotoxicidade de muitos compostos OFs podem estar envolvidas na génese de
neuropatologias durante a fase do neurodesenvolvimento, pois, nesta fase, a

susceptibilidade a interferéncias ambientais é mais severa®®->4,

1.3 ORGANOFOSFORADOS

A histéria dos OFs se inicia em 1937°%. Um grupo de quimicos aleméaes

liderados por Gerhard Scharader na Farben Fabriken Bayer, sintetizaram os



22

primeiros OFs em substituicdo aos organoclorados, j& que esses Ultimos
apresentavam caracteristicas indesejaveis, como a bioacumulagdo®354,
Estruturalmente os OFs podem ser derivados do acido fosférico, tiofosférico,
ditiofosférico e fosfonico (Figura 1)°3. A insercéo dos OFs no mercado é datada das
décadas de 60 a 80 e no ano de 1999 estes compostos ja respondiam 40% do
mercado mundial de agrotéxicos®. O sucesso comercial se explica pela alta

efetividade contra pragas®*.
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Figura 1 — Estrutura geral dos OFs. (A) O &tomo de fésforo (P) pode estar ligado
através de uma dupla ligagcdo com o oxigénio (O) ou (B) com o enxofre (S). R1 e R2

representam os grupos alcoxil. X= grupo substituivel. Adaptado de Costa, 2006°°.

Os OFs podem ser comercializados como pés, granulados, liquidos,
pastilhas, emulsGes e aerossois®®. Sdo utilizados tanto no meio laboratorial como
doméstico, estendendo seu emprego no controle de pragas na agricultura, em
diversas industrias, na medicina e inclusive no armamento quimico®. Estes
agrotoxicos sdo pouco hidrossoluveis e de acordo com a dose utilizada, podem
exercer acdo antiparasitaria, inseticida® ou téxica'®, pois sdo sollveis em solventes
organicos e lipidios, veiculos que podem facilitar a absorcdo cutanea destes
compostos®3.56:57,

O Brasil ocupa o primeiro lugar no mercado consumidor mundial de
agrotoxicos®®. No pais, estdo autorizados 37 ingredientes ativos do grupo quimico
dos OFs®. Dez recebem a classificacdo toxicoldégica | (extremamente t6xico),
dezesseis a classificagdo Il (altamente toxico), nove a classificacdo Il
(medianamente toxico) e um a classificacdo IV (pouco tdxico)%®. E importante

destacar que 70,3% estdo entre a classificacdo | e Il, extremamente e altamente
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toxico para o ser humano®. De acordo a ficha de informacédo de seguranca de
produtos quimicos (FISPQ), o malathion ocupa a classificagéo toxicoldgica Il.

Apo6s absorvidos, estes compostos séo distribuidos para todos os tecidos e
sdo metabolizados a nivel hepatico®3. Os metabdlitos podem ser ativados (pela
oxidacdo do grupo P=S ou P=0) ou inativados, sendo este Ultimo causado por
transformacdes bioquimicas estruturais ou pela ligagcdo a certos sitios no
organismo®3.

Os OFs exercem sua acao neurotdxica através da inibicdo funcional das
enzimas: AChE, encontrada nas sinapses do SNC, SNP, parassimpatico e nas
juncBes neuromusculares; e da enzima butirilcolinesterase ou AChE inespecifica
encontrada no plasma, no intestino e, em menor concentracdo, em outros tipos de
tecidos®s.

A inibicao irreversivel da AChE ocorre através da fosforilacdo do grupo
hidroxila do residuo de serina da enzima®3. Essa inativagcdo ocasiona prejuizo na
hidrolise da ACh, ocasionando a acumulacdo desse neurotransmissor nas sinapses
do SNC e SNP%, A hiperestimulacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos
(mAChR) e nicotinicos (nAChR) desencadea manifestacdes clinicas caracterizada
como sindrome colinérgica*®.

Os OFs interferem também no metabolismo de lipideos, carboidratos e
proteinas, incluindo efeito na secrecéo de insulina pelas células beta-pancreaticas, e
contribuem para o desencadeamento do estresse oxidativo®®. O estresse oxidativo
desencadeado pelos OFs ocorre durante os processos metabodlicos de degradacao
do composto, principalmente, devido a geracdo de radicais livres e a alteracdo no
sistema de enzimas antioxidantes, através da diminuicdo da atividade de enzimas
antioxidantes importantes durante as reacdes degradadoras®°.

A inibicdo cronica da AChE no tecido nervoso por OF e consequente
desregulacédo do sistema colinérgico tem sido associada a doencas neurologicas
devido a déficits em eventos celulares especificos durante o neurodesenvolvimento
5152 Estudos clinicos*® e pré-clinicos?® sugerem a exposicdo a agrotéxicos como um
fator ambiental que contribui para perturbacbes no neurodesenvolvimento e
alteracGes neurobioldgicas, tais como: TEA?S.

As inlUmeras agressdes a saude humana decorrentes da utilizacdo de
agrotoxicos durante periodos agudos ou crénicos podem desencadear uma série de

alteracdes que vao desde desordens neurocomportamentais, efeitos teratogénicos a
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até a morteb23, Esta variedade de efeitos sugere que os mecanismos de acdo
através dos quais estas substancias atuam podem ir além, ou ainda, serem

independentes da inibicdo da AChE®3.

1.3.1 Malathion

Dentre os compostos OFs mais utilizados no mundo, especialmente em
paises em desenvolvimento como o Brasil, destaca-se o malathion (éster dietil
dimetoxifosfinotiol), por ser um agrotoxico usado em &reas rurais e urbanas em uma
variedade de situagGes que inclui produtos farmacéuticos (Figura 2)?2. O malathion é
um produto quimico fabricado em duas formas: uma pura que constitui um liquido
incolor e uma solucédo de grau técnico (liquido amarelo acastanhado), que contém o

malathion (superior a 90%)%4.
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Figura 2 — Representacao estrutural do malathion. Adaptado de WHO, 2003°5.

O malathion é um agrotéxico com alto potencial de exposi¢do humana®2°. O
malathion, apo6s absorcao, é oxidado no figado por enzimas do Citocromo P-450. O
malaoxon, metabdlito resultante, é o responsavel pelos efeitos toxicos observados®®.
O metabolismo do malathion também se da através de uma enzima carboxilesterase
hepatica que catalisa a degradacdo do malathion a derivados como o malathion

acido monocarboxilico (MMC) e malathion acido dicarboxilico (MDC)(Figura 3)°¢®.
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Figura 3 — Biotransformacéo do malathion. Adaptado de WHO, 200365,

O malathion é conhecido por promover alteracdes bioquimicas e fisiologicas
nos eritrécitos e linfécitos e pode induzir uma série de alteracdes cromossémicas em
animais®%°. No que diz respeito ao mecanismo de neurotoxicidade, foi relatado que
este agrotoxico induz toxicidade através da inibicdo da AChE e subsequente
hiperativacéo dos receptores colinérgicos®’.

Uma exposicdo abaixo do limiar inibitorio também é capaz de induzir a
danos neurolégicos, incluindo estresse oxidativos em diferentes regides encefélicas
apos intoxicacdo aguda e cronica a malathion®. Além disso, essa exposicdo
também tem como alvo outros tecidos, tais como: figado, rim, pulméo, diafragma,
quadriceps e soro®, e também pode afetar parametros cognitivos, como prejuizos
na memoria aversiva’®.

Os OFs sédo compostos com propriedades alquilantes, ou seja, capazes de
promover atividade mutagénica®%?. Esta propriedade estd relacionada com a
existéncia de dois sitios eletrofilicos em sua estrutura molecular ou em seus
metabdlitos intermediarios, nos quais sdo capazes de quebrar os sitios nucleofilicos
do DNA5LS2 QOs sitios eletrofilicos do malathion sdo o grupo alquil e o grupo
fosforil>:52.

O malathion é um composto OF amplamente utilizado®’. O uso generalizado
desses agrotoxicos em programas de saude publica e agricolas tem causado
poluicdo ambiental grave e potenciais riscos a saude, incluindo, casos agudos e
cronicos de intoxicacdes humanas*®. Contudo, sendo o malathion um agente
neurotoxico devido seu papel como inibidor enzimatico, principalmente da AChE, e
sendo a ACh um neurotransmissor fundamental para eventos celulares neurais

durante o neurodesenvolvimento, reconhece-se que a exposicdo precoce a
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malathion pode induzir inGmeros distirbios neuroquimicos e neurocomportamentais

como aqueles envolvidos na génese do TEA'L.

1.4 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

O TEA ¢é uma condicdo complexa de desordens do
neurodesenvolvimento’?. Com base a 52 edi¢do do Diagnostic Statistical Manual of
Mental Disorders (DSM-5), os critérios diagnosticos que definem o TEA incluem:
déficit nas habilidades sociais de comunicagdo verbal e ndo verbal associados a
comportamentos, interesses ou atividades restritivas e repetitivas. O TEA é uma das
comorbidades infantis mais comuns, apresentando graus variados de severidade
representando um problema de salide publica®.

Pacientes com TEA apresentam grandes variagdes individuais, necessitando
de cuidados extensivos e compromissos permanentes das familias’®’47>, Estas
alteracdes podem ser detectadas nos trés primeiros anos de vida e persistem até a
vida adulta®’®. O TEA é de 4-5 vezes mais prevalente em homens que em
mulheres?’’. A causa dessa diferenca ndo é bem compreendida’ 7”78, Entretanto,
sugere-se 0 envolvimento de cromossomo sexuais e a influéncias hormonais no
Utero’*787° como fator de protecéo aos insultos que desencadeiam o TEA.

Os critérios que definem o TEA tém evoluido ao longo dos anos?’>. A
primeira definicAo pratica apareceu no DSM-lll, e foi influenciada pela
conceptualizacdo de prejuizo no desenvolvimento social e insisténcia na monotonia
do desenvolvimento comunicativo e surgimento antes de 30 meses de idade?%81:82,

As revisdes posteriores da quarta edicdo (DSM-IV) e da 10° revisdo da
Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10), em que o TEA foi referido como
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento, enfatizou uma triade de caracteristicas:
deficiéncias na acdo social; deficiéncias na comunicacdo; comportamento,
repetitivos e estereotipados e de interesses e atividades restrito83.8485,

A Ultima revisdo, DSM-5, publicado em maio, 2013, adotou o0 TEA. Um termo
“guarda-chuva” de disturbio sem uma definicdo de subtipos, e reorganizou a triade
em uma diade: dificuldades na comunicagdo social, e interacdo social; e
comportamento restrito e repetitivo, interesses ou atividades®8’. Os novos critérios
dao melhores descricbes e organizacdo dos principais recursos, de enfatizar a

natureza dimensional do autismo, fornecer um rotulo diagndéstico individualizado, e
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permitir uma avaliacdo do individuo de necessidade de apoio ajudando prestacdo de
servigos clinicos®.

A etiologia do TEA permanece desconhecida. Entretanto, sugere-se que o
espectro de sintomas deste transtorno e as condicdes médicas associadas, sejam
decorrentes de disfuncées no SNC, que levam a uma desordem no padrédo do
desenvolvimento neural e comportamental da crianga. OS mecanismos propostos
responsaveis por tal fisiopatogénese, inclui a participacéo de fatores ambientais e/ou

predisposicdes genéticas’®’°.

1.4.1 Tea e fatores ambientais

A compreensdo do autismo evoluiu consideravelmente nos ultimos 70 anos,
com um crescimento exponencial na pesquisa desde meados da década de 908°. Os
estudos mostram que o conjunto de condi¢cdes de desenvolvimento neurologico
presentes no TEA pode ser atribuido a fatores etiol6gicos distintos®?, provavelmente,
resultado de complexas interacdes entre fatores de risco genéticos e nao
genéticos®®.

Um estudo realizado em 2011 por Hallmayer e colaboradores, sugere que
fatores genéticos sdo responsaveis por 35-40% dos elementos que contribuem®, o
60-65% restante € provavelmente devido a exposi¢cdo a fatores ambientais durante
os periodos pré, peri e pés-natais®>%?. Neste sentido, tem-se atribuido a influéncias
de fatores ambientais, como exposi¢cdo a produtos quimicos®®*’, a responsabilidade
por afetar o desenvolvimento neurolégico®.

As alteracbes fisiopatologicas observadas envolvem estresse oxidativo,
distrbios bioquimicos e ativacdo inadequada de citocinas pré-inflamatérias®®-192, A
respeito da ativagéo imune, a resposta inflamatoria inclui a participagdo de citocinas
como Factores de Necrose Tumoral Alfa (TNFa) e interleucina 1 beta IL-1B%,
citocinas conhecidas por causar neurotoxicidade e danos neuronais*344,

Tanto infec¢bes, quanto exposicdo quimica podem desencadear uma
resposta inflamatéria, como é o caso da exposicdo a agrotoxicosi®104105 A
inflamacé&o desencadeada por fatores ambientais pode contribuir para a deterioracao
das barreiras biolégicas, como a BHE, o que conduz a subsequente liberacdo de

mediadores pré-inflamatério e ativacdo microglial*344..
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Estudos experimentais e clinicos tém sugerido que a inflamacdo pode
promover alteracdes cerebrais associadas a fisiopatologia de doengas neurolégicas
como o TEA*’. Por exemplo, a inflamacéo perinatal foi associada a alteracdes sobre
o sistema glutamatérgico e Gabaérgicos** e desequilibrio da regulacdo de
dopamina. Além disso, o dano associado pode manifestar-se por meio de mudancas
comportamentais como, dificuldades de aprendizagem e prejuizos no
comportamento social*?.

Alguns agrotoxicos sdo conhecidos por prejudicar a funcdo tireoidiana
materna durante a gravidez, alterar o equilibrio cérebro excitatério/inibitorio afetando
a funcd@o mitocondrial ou estresse oxidativo, terminando com um fenétipo autista (as
vezes sem grandes anomalias noutros sistemas corporais)?®>. Um estudo realizado
em 2014 relatou um aumento do risco de diagndstico TEA em criangas cujas maes
viviam durante a gravidez perto dos campos onde foram aplicados agrotéxicos OFs’.

Sendo o sistema colinérgico alvo destes compostos, e tendo por isso a
disposicdo adequada de ACh, é possivel que a exposicdo precoce a agrotdxicos
OFs eleva os niveis de ACh durante o desenvolvimento do SNC, resultando em
incoeréncias no desenvolvimento de vias neurais importantes na manutencdo da
saude do individuo:1%7. Em periodos vulneraveis de desenvolvimento, a totalidade
ou parte de tais mecanismos poderiam desencadear as vias fisiopatologicas que

conduzem a doencas que acometem o SNC, como o TEA107.108,

1.4.2 Tea x acetilcolina

A ACh é um mediador quimico de sinapses no SNC, no SNP e também na
juncdo neuromuscularl®®1% A ACh, seus receptores e 0 aparato enzimatico
responsavel por sua sintese e degradacdo constituem o sistema de
neurotransmisséao colinérgica'®,

No SNC, a ACh apresenta inimeras fun¢des, estando implicada no processo
cognitivo (atencdo, aprendizado e memoria), nha motivagdo e recompensa, ho
processamento de estimulos, além da participacdo no processo de sono e vigiliat?.
Além disso, a ACh desempenha importantes papéis tréficos no desenvolvimento do
SNC durante o periodo embrioldgico participando de eventos celulares tais como a

diferenciacdo neuronal e formacédo de sinapses’. Sabe-se que uma variedade de
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doencas neurologicas tem sido relacionadas a alteragbes nestes importantes
eventos celulares durante o neurodesenvolvimento!!?,

A ACh age sobre canais de receptores distribuidos no SNC, sendo
expressos em neurdnios e células ndo neuronais, como astrocitos, microglia, células
precursoras de oligodendrécitos e células endoteliais'®®. A desregulacdo da
neurotransmissao colinérgica tem sido associada a Vvéarias condicdes
fisiopatol6gicas!®, incluindo esquizofrenia'!!, doenca de Alzheimer!!® e TEA1? 114,

Um dos mecanismos sugeridos em relacdo a associacdo entre sistema
colinérgico e TEA aponta diferengcas no tamanho, nimero e estrutura de neurdénios
do nlcleo basal colinérgico do cérebro de criancas autistas!'>. A diminuicdo das
concentracfes de colina, um precursor da ACh, e de nAChR foram observados em
pacientes com TEA6 além disso, baixos niveis de colina citosélica foram
correlacionados com a gravidade desta sindrome!l’” e a lesdo de células
colinérgicas'!® pode conduzir comportamentos tipicos do TEA em roedores!??,

A ACh também esta envolvida no mecanismo de reconhecimento de
faces!!’. Pacientes autistas apresentam prejuizo no contato visual efetivo®. Ao
analisar os mecanismos envolvidos no reconhecimento e contato visual, incluindo a
implicacdo de neurotransmissores no cortex visual, é observado uma importante
contribuicdo de ACh nas propriedades biofisicas dos neurbnios e em sua eficacia
sinapticall’. Consequentemente, um déficit em inervacdes colinérgicas no giro
fusiforme (regido consistentemente ativa durante visualizacdo do rosto em individuos
com desenvolvimento tipico) pode ser observado em individuos adultos com TEA™,

A transmissdo de ACh é mediada pelos receptores: mAChR (acoplados a
proteina G) e nAChRs (canais ionotropicos). Os hAChRs sdo mais expressos em
ambas as células: diferenciadas e indiferenciadas do SNC, e sédo conhecidos por
influenciar o desenvolvimento e modular multiplas vias de neurogénese tais como
vias de sinal de crescimento celular e também medeiam a sintese e libertacdo de
neurotransmissores  estimuladores e inibitérios induzidos pelos seus
agonistas durante o desenvolvimento cerebral'8119,

Em um estudo realizado em cérebros de autistas adultos post-mortem,
verificou-se que houve uma reducdo de nAChR uma caracteristica importante da
fisiopatologia neuroquimica do TEA'?, Ainda, estudos de imuno-histoquimica post-
mortem revelaram reducdo das varias subunidades de nAChR e de mAChR no

neocortex, cerebelo, tAlamo e corpo estriado de pacientes com TEA14 121,
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Neste contexto, a importancia desse sistema tem sido significativamente
evidenciada!!! e os dados sugerem que o envolvimento fisiopatolégico pode variar
de nucleos colinérgicos e expressdo alterada de receptores de ACh a disfuncdes
dos receptores colinérgicos!tt!4 e as alteracbes comportamentais podem, da

mesma forma, ter um envolvimento consideravel no quadro clinico do TEA*2L,

1.5 ONTOGENESE DE REFLEXOS

Em estudos acerca do desenvolvimento do SNC, além de analises em
respostas comportamentais, tem-se observado em modelos animais parametros
ontogenéticos e reflexoldgicos'?2123, Um reflexo é uma resposta motora
estereotipada do SNC frente a estimulos internos ou externos!?4, Estas respostas
podem ser inconscientes e servem como mecanismos de protecdo ou de
sobrevivéncial?®. Os reflexos representam uma das expressées comportamentais da
funcdo cerebral'?® e o aparecimento de cada reflexo pode estar relacionado com
taxa de desenvolvimento de regides especificas do SNC26,

O SNC apresenta um periodo de crescimento rapido ou um periodo
vulneravel que corresponde a maior taxa de diferenciacdo e migracdo celular,
neurogénese, sinaptogénese, maturacdo e mielinizagdo das vias de
neurotransmissores®3334, Dependendo das espécies de animais, este periodo critico
de desenvolvimento neural ocorre em fases diferentes na vida®. Em ratos, a maioria
dos eventos relacionados com o periodo critico de desenvolvimento ocorre durante
os primeiros 21 dias pés-natais, o que corresponde ao periodo de amamentacéo!?s,

Em modelos animais, esta evolucdo neurocomportamental pode ser
acompanhada por meio da utilizagdo de testes sensoério-motores (reflexos) desde o
nascimento até o desmame'?8, Estes testes podem ser (teis para avaliar alteracdes
induzidas por agentes farmacoldgicos e/ou toxicolégicos em pequenos roedores
durante as fases iniciais de desenvolvimento®?’.

Algumas respostas comportamentais, assim como reflexos, tais como,
preensdo palmar, endireitamento ou recuperacéo do decubito, mostram regularidade
em seu tempo de aparecimento e subsequente maturacdo'??. Neste sentido,
modelos animais vém se tornando uma ferramenta confiavel para avaliar
anormalidades no neurodesenvolvimento frente a um estimulo externo, como por

exemplo, a exposicdo a substancias quimicas'#!?®, A exposicdo prolongada e as
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formas de composicdo destes compostos elegem o0s agrotéxicos, principalmente
agueles provenientes de compostos OFs, como um importante agressor sobre o
SNC1%,

No que diz respeito o efeito da exposicdo a OF sobre parametros sensorios
motores, o periodo pré e poés-natal sdo reconhecidos como sensiveis a essas
injarias'?®. Em ratos, por exemplo, a exposicdo cronica de OF durante a gestacdo
tardia foi relacionada a prejuizos em parametros reflexolégico: recuperacdo ao
decubito e averséo ao precipicio®°.

Em consonancia com dados pré-clinicos, evidéncias epidemiolégicas tém
demonstrado o papel dos OFs na génese de anormalidades sensoério-motoras3t:132,
Em um estudo de coorte que leva o nome de C.H.A.M.A.C.O.S (do inglés, Center for
the Health Assessment of Mothers and Children of Salinas), que incluia gestantes
residentes em uma grande area de producao agricola, a presenca de OF na urina ou
no sangue materno foi associada a deficiéncias no funcionamento de reflexo em
lactentes!®?, Dados semelhantes foram relatados por Engel e colaboradores'®3. Os
autores demonstraram que niveis elevados de OF no sangue do corddo umbilical foi
associado a problemas mentais e prejuizos psicomotor de desempenho e atencéo
em criancas avaliadas nos 12, 24 e 36 meses de vida'®*.

Deste modo, considerando o aumento significativo no numero de casos de
doencas neuroldgicas e psiquiatricas?>'%, e sendo exposicdo a OF um preocupante
estressor ambiental cujo exposicdo cronica e aguda esta relacionado a inUmeras
disfuncdes neurolbgicas, propbe-se investigar através deste estudo os efeitos
causados pela exposicao pré e pos-natal ao OF malathion sobre o crescimento fisico

e ontogénese de reflexo de uma prole de ratos Wistar.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposicdo pré e pdéds-natal do organofosforado
malathion sobre o neurodesenvolvimento de ratos Wistar e a possivel relagdo com o

comportamento autista.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar, na prole, o efeito da exposicéo pré-natal do malathion sobre:
¢ Avaliacdo da maturacao dos reflexos;
e Crescimento fisico;

¢ A maturacao das caracteristicas fisicas.

Investigar os efeitos da exposicao pré e péds-natal do malathion sobre os
seguintes parametros comportamentais:
e Parametros de estereotipia (PND30-60);
e Parametros de interacdo social (PND30-60);

e Memodria de reconhecimento social (PND45).
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

E um estudo experimental utilizando modelo animal.

3.2 ASPECTOS ETICOS

A utilizacdo de animais neste estudo seguiu os Principios de Cuidados de
Animais de Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos da América, NIH, publicacdo numero 80-23, revisada em
1996) e os procedimentos experimentais foram realizados apds aprovacao da
Comissédo de Etica em Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de
Santa Catarina sob protocolo: 16.036.2.10.IV (Anexo). Durante todo o periodo
experimental, os animais foram mantidos em temperatura controlada (22+1°C) e
ciclos de luz artificial respeitado (12 horas claro/escuro), recebendo racdo comercial

padronizada para ratos de laboratério e agua ad libitum.

3.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS:

Foram utilizadas 06 fémeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultas (60
dias), virgens, pesando entre 250/300g, provenientes do biotério da Universidade do
Vale do Itajai — UNIVALI, que de acordo com o desenho de estudo foram acasaladas
com 03 machos da mesma linhagem e idade. Cada ninhada resulta em média oito
filhotes com distribuicdo equivalente entre os géneros, (quatro filhotes machos e
quatro filhotes fémeas) totalizando o niamero amostral de animais necessarios ao

estudo.
3.3.1 Acasalamento
Para o acasalamento, as fémeas foram introduzidas ao final do periodo de

luz (19h00min) nas gaiolas dos machos, na propor¢céo de duas fémeas para cada

macho. As 7 horas da manha do dia posterior foi verificada a possibilidade de
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prenhez por meio do esfregago vaginal, que consiste na introdugéo de cloreto de
sédio através de uma pipeta plastica no canal vaginal da fémea, coletando secrecao
para analise em microscopio Optico a procura de espermatozoides junto ao material
biolégico do animal'®*®. Quando verificada a presenca de espermatozoides,
considerou-se como o dia gestacional (DG) zero daquela fémea'®’. As fémeas
prenhes, também chamadas de matrizes, foram separadas aleatoriamente
caracterizando o grupo experimental e o controle, sendo colocadas individualmente

na gaiola moradia onde permaneceram durante todo o periodo gestacional®®6,

3.3.2 Padronizacéo da ninhada

Os partos aconteceram de forma natural e durante os primeiros 21 dias pés-
natal foi realizado na prole andlise do paramentro de ontogénese de reflexo e
crescimento fisico. Foi utilizado neste periodo descendente de ambos 0s sexos
(machos e fémeas) expostos pré-natalmente ao malathion (ou controle). O desmame
e a diferenciacdo entre os géneros (machos e fémeas), aconteceu no PND21 e foi
realizada através da verificacdo da diferenca visual relacionada a distancia
anogenital, que é perceptivelmente maior em machos'®. Logo ap6és, foi realizada a
padronizacdo da quantidade de 10 filhotes machos por grupo de tratamento
(malathion e controle) os quais foram submetidos a testes comportamentais
realizados no PND30, PND45 e PND60. Os testes estédo descritos no item 3.5.

3.4 MALATHION

A escolha das doses do malathion foi baseado em trabalhos anteriores
calculada diretamente a partir da classe comercial e corresponde a 1/10 de dose
letal (DL)so (desde DL s0 = 2000 mg / kg de peso corporal para o rato)139.140,
3.4.1 Intoxicagéao induzida

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: (a) Grupo

Malathion e (b) Grupo Controle. O periodo de exposicdo ao OF obedeceu as

janelas de desenvolvimento do SNC. Assim, este estudo teve 02 protocolos
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experimentais de exposicdo ao malathion: protocolo 1 (exposicdo pré-natal) e

protocolo 2 (exposi¢ao pds-natal).

3.5 DESENHO DE ESTUDO

3.5.1 Protocolo 1:

As matrizes do grupo malathion (n=03) receberam administracdo via
gavagem (GO), a partir do DG6 até o DG14 de malathion na dose de 200 mg/kg*L.
Durante este periodo de exposicao, eventos criticos do neurodesenvolvimento,
principalmente o fechamento do tubo neural, estdo sendo realizados (Quadro 1)42,
A exposicao pré-natal contou com 06 ratas prenhas, sendo 03 expostas a malathion,
na jA& mencionada dosagem, e 03 ratas expostas a 6leo de milho no volume e
periodo equivalente ao grupo malathion perfazendo o grupo controle.

ApoOs o nascimento, a prole foi mantida com suas matrizes durante todo
periodo de lactacdo (21 dias). Ao longo desta fase foram realizadas andlises
referentes ao crescimento fisico e ontogénese de reflexos da prole. Nestes testes
foram utilizados descendentes de ambos os sexos (machos e fémeas) (Quadro 2).

No PND22, ap6s a sexagem, as fémeas foram encaminhadas a morte
indolor assistida (MIA) e os machos foram submetidos a padronizacédo da quantidade
de 10 filhotes por grupo de tratamento (grupo malathion e grupo controle) os quais
foram submetidos a testes comportamentais realizados no PND30, PND45 e PND60
(Quadro 3).

Ao total, considerando as matrizes e proles foram utilizados 29 animais.
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Quadro 1- Exposicao pré-natal

GO. 200mg/kg malathion Desmame
— — .
DGO DG6 DG14 DG21
Quadro 2 — Parametros ontogenéticos
Avaliacdo dos parametros ontogenéticos Desmame

7z

| 1 »
I | >

PND1 PND21
* até o periodo de consolidacdo dos parametros reflexolégicos analisados.

Quadro 3 — Testes comportamentais

Padronizagéo Teste comportamental MIA

da ninhada (&) \L

PND22 PND30 PND45 PND60 X
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3.5.2 Protocolo 2:

Embora a injecdo subcutanea pudesse imitar a exposicdo cutanea, ela ndo
considera adequadamente a disposicdo e o0 metabolismo do agrotoxico quanto a
penetracdo através da pele e a influéncia do contato materno!43. Assim, a via oral foi
selecionada para exposi¢cédo das matrizes.

Deste modo, para o protocolo 2, o malathion na dose 200mg/kg foi
administrado (GO) as matrizes (n=03) durante todo o periodo de aleitamento (21
dias)!*4. Para o grupo controle (n=03) administrou-se apenas o veiculo, éleo de
milho, no volume e periodo equivalente ao grupo malathion!4> (Quadro 4).

O volume de injecédo foi de 1 mL / kg de peso corporall** e para garantir a
amamentacao adequada e uniforme, ou seja, respeitando a quantidade de mamas
das matrizes, a ninhada das matrizes foi padronizada a quantidade de 08 animais.

Apés o desmame (PND21) foi padronizado 10 filhotes por grupo de
tratamento: grupo malathion e grupo controle, e designados aos testes
comportamentais realizados no PND30, PND45 e PNDG60.

Quadro 4 — Exposicao pods-natal (via lactacdo materna)

Aleitamento Testes comportamentais
(GO 200mg/kg malathion)

PNDO PND21
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3.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO FiSICO E
ONTOGENESE DE REFLEXOS

Em cada animal dos dois grupos que permaneceram até o desmame foi
analisada a ontogenia reflexa. Os reflexos foram investigados desde o 1° dia de vida
do animal até o dia de sua consolidagdo. As analises foram feitas entre 9:00 as
11:00 horas da manha“é. O reflexo foi considerado consolidado quando a resposta
total foi observada de maneira inequivoca durante 03 dias consecutivos!4®. As
avaliagOes foram procedidas utilizando-se instrumentos elaborados ou existentes no
laboratdrio. Abaixo estédo descritos os reflexos que foram avaliados!#.

Preensdo Palmar (PP) — Quando a pata anterior é acariciada com um
instrumento metélico, o membro estimulado tende a ser flexionado para agarrar o
instrumento. Este reflexo é primitivo e inato, sendo sua presenca indicativa de
imaturidade do SNC, ou seja, com a maturacdo ocorre inibicdo deste reflexo. Foi
registrado, portanto, o dia do seu desaparecimento como positivo (P)46.

Recuperacéo de Decubito (RD) - Quando o animal é colocado em decubito
dorsal (de costas) ele imediatamente se vira para descansar na posicdo normal com
todos os quatro pés no solo. Durante 10 segundos é observado esta eventual
resposta parcial ou total do endireitamento corporal. Considerado, portanto, uma
resposta Neg, quando o animal ndo conseguir sair da postura em que for colocado;
P, quando o animal girar o corpo e assumir o decubito ventrall4,

Colocacéo pelas Vibrissas (CV) - O rato € suspenso pela cauda de tal forma
gue suas vibrissas toquem levemente a borda de uma mesa, sendo assim mantido,
o animal tende a elevar sua cabeca e estender seus membros anteriores com o
objetivo de apoiar-se sobre a superficie da mesa ou iniciar a caminhada. Seréo
consideradas como respostas: Neg, a auséncia de orientagcdo de movimentos em
direcdo ao apoio; P, quando o animal colocara as duas patas anteriores sobre a
mesa e realizar movimentos de marcha, associados com extensao do tronco, dentro
de no maximo de 10 segundos4®.

Aversdo ao precipicio (AP) - Quando o rato é colocado na borda de uma
superficie do tipo “precipicio” ou tampo da mesa com as patas dianteiras e face
sobre a borda, ele ir4 girar e rastejar longe da queda do penhasco. A resposta é
considerada P quando o animal, no tempo maximo de 10 segundos, se deslocar

para um dos lados (num angulo de pelo menos 90 graus) e caminhar em sentido
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contrario & borda, caracterizando a aversdo ao precipicio. A resposta Neg €
caracterizada pela auséncia de qualquer reacdo e/ou queda do animal4®,

Geotaxia Negativa (GN) - Quando o animal é colocado em uma inclinacéo
de angulo 45 graus com a cabeca apontando para baixo de inclinagéo, ele vai virar e
rastejar até a inclinacdo. Considera-se como respostas: P, se 0 animal, num periodo
méaximo de 10 segundos, girar aproximadamente 140 graus, posicionando a cabeca
em sentido ascendente; abaixo deste angulo, sera considerada resposta Neg'4®.

Reacdo de Endireitamento em Queda Livre (AC) - O rato sera segurado
pelas quatro patas com o dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm (uma
régua de 30 cm, perpendicular ao plano, servira como guia). O animal é entéo solto
sobre um leito de espuma sintética e sua queda livre serd observada. A resposta é
considerada P, quando o animal realizar uma rotacdo do corpo, voltando o ventre

para baixo e caindo na superficie do leito apoiado sobre as quatro patas“®.

3.6.1 Crescimento fisico

A analise do crescimento fisico da prole foi obtida por meio de observacdes
do peso corporal (PC), da medicdo do comprimento corporal (EL), comprimento da
cauda (CC), eixos do cranio: eixo latero-lateral do cranio (ELLC) e antero-posterior
do cranio (EAPC). Essas medicdes foram feitas a partir do PND1 e a cada dois dias
até o PND21.

A analise foi realizada sempre no mesmo horario, periodo matutino. Nos
testes foram utilizados uma balanca eletrénica (Fanem ®, precisdo de 100 mg) e um
paquimetro (STARRET ®, 0,05 precisdo mm).

Eixo antero-posterior do cranio (EAPC): Para a medida do eixo antero-
posterior do cranio, tomar-se como referéncia a linha média que vai da extremidade
do focinho até o ponto de interse¢cdo com outra linha perpendicular imaginaria. Essa

linha passa tangencialmente as extremidades posteriores dos pavilhées auriculares.
146

7

Eixo latero-lateral do cranio (ELLC): Este eixo € representado pela linha
imaginaria perpendicular ao eixo longitudinal do cranio, dividindo os pavilhdes
auriculares ao meio'4°,

Comprimento da cauda (CC): o animal é contido delicadamente com uma

das maos do pesquisador. Posteriormente a cauda do animal é estendida e marcado
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com uma caneta na mesa o inicio e fim da cauda. E posteriormente realiza-se a
medida'4é.

Eixo longitudinal (EL): O eixo longitudinal foi medido contendo o animal
delicadamente. Em seguida era realizada marcas na mesa coincidentes com o
focinho e a base da cauda do animal. A partir dai era procedido a medida da
distancia em mm entre os pontos obtidos.

Peso corporal (PC): O peso corporal da prole foi medido com uma balanca

electrénica (Marte, modelo S-100 com uma sensibilidade de 0,01 g).

3.6.2 Maturacao das caracteristicas fisicas

As observacdes das caracteristicas fisicas foram realizadas diariamente
durante todo o periodo de aleitamento, sempre no turno matutino (09h0Omin-
10h00min). As caracteristicas fisicas observadas foram:

o Desdobramento das orelhas externa (APA);

. Abertura do canal auditivo (ACA);

o Abertura do olho (AO).

A idade de maturacao destas caracteristicas foi definida como o dia em que

ocorreu pela primeira vez.

3.7 PROTOCOLOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados em PN30, PND45 e PND60
com o objetivo de avaliar o efeito da exposicdo ao OF sobre parametros
comportamentais da prole expostas durante o periodo pré e pés-natal a malathion.
Todos os testes foram conduzidos entre o periodo das 9:00 as 13:00 horas, em
baixa iluminacdo e monitorados com camera de video. O pesquisador n&o
permaneceu na sala de experimentacdo para evitar qualquer interferéncia na
resposta comportamental dos animais. Antes de qualquer um dos procedimentos de
avaliacdo comportamental, os animais foram levados em suas gaiolas-moradia a
sala de experimentagdo com 1 hora de antecedéncia — representando o periodo de
habituacdo. Todos os equipamentos foram limpos com alcool 70% apoés o teste de

cada animal, impedindo a permanéncia de odores.
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3.7.1 Testes de interagdo social e estereotipia:

Os testes de interacdo social e estereotipia foram realizados no trigésimo e
sexagéesimo dia pos-natal. O teste de interacdo social é baseado na tendéncia
natural dos roedores em investigar com maior dedicagcdo um individuo intruso que
lhe for apresentado pela primeiral4’.

No teste de interacdo social os animais foram submetidos a interagir,
individualmente, por 05 minutos, com um outro animal desconhecido do mesmo sexo
e da mesma faixa etéria. O aparato utilizado consistiu em uma caixa de madeira (60x
60x30 cm) com 3 paredes laterais de madeira e uma parede de vidro transparente
gue permitisse a visualizacdo do comportamento do animal.

A analise realizada no teste de interacdo social seguiu as descricdes de
Moreira e colaboradores*® e compreendeu a quantificacdo do nimero de vezes dos
seguintes comportamentos sociais: cheirar, seguir, montar ou permitir a monta do
animal intruso.

O teste de estereotipia seguiu as descricdes de Battisti e colaboradores!#®. O
comportamento estereotipado é bem definido pela permanéncia do animal em
posicao estacionaria exibindo movimentos rapidos, repetidos da cabeca e membros
dianteiros. O teste foi realizado durante 5 minutos4°,

3.7.2 Memoéria de reconhecimento social:

O teste de reconhecimento social vem sendo utilizado como um modelo
valido para o estudo da memodria de curta duracdo, utilizado para demonstrar
possiveis efeitos “amnésicos” de diferentes substéncias e procedimentos sobre a
memoria social'®®1%1, O teste consiste em duas apresentacGes sucessivas de 5
minutos cada, sendo que a segunda apresentacdo € feita apds um intervalo de
tempo de 30 minutos.

Inicialmente todos os animais que participaram do experimento, foram
separados em caixas individuais 24 horas antes do teste para que fossem
habituados somente com seus proprios odores, sem a interferéncia dos odores de
seus coespecificos. Os animais mantidos nestas condigbes foram considerados
“residentes”. Na primeira apresentacdo, um animal (instruso) foi introduzido na caixa

de um animal residente, e observou-se durante 5 minutos o tempo que o animal
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residente gastou investigando o rato intruso. Por investigacdo social entendem-se 0s
atos de cheirar, montar, permitir a monta e seguir, que sdo medidos em numero de
vezes.

Apos o final da primeira apresentacao, o animal jovem foi retirado da caixa, e
entdo o rato adulto ficou isolado por 30 minutos. ApoOs este intervalo de tempo, o
mesmo rato jovem foi reapresentado ao rato adulto por mais 5 minutos, e entéo, o
tempo de investigacdo foi novamente registrado. A diminuicdo do tempo de
investigacdo na segunda apresentacdo demonstra o reconhecimento social, ja que
reconhecendo o animal jovem, o rato adulto tende a perder o interesse em investiga-

lo novamente.

3.8 ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média. As
comparacoes estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) de
uma via e os grupos foram comparados entre si com pos-hoc de Tukey. A
significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05. O numero de

animais em cada grupo esta baseado em estudos prévios.
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO FISICO E
ONTOGENESE DE REFLEXOS

4.1.1 Ontogénese de reflexos

A exposicdo a agrotoxicos, como OF, durante periodo critico do
neurodesenvolvimento em humanos tem sido considerada um fator ambiental que
contribui para perturbagdes no neurodesenvolvimento e para o desenvolvimento de
distirbios neurobiolégicas como o TEA?3. As anormalidades neurocomportamentais
podem ser observadas pela taxa de crescimento fisico e maturacdo dos reflexos
neuroldgicos desde o nascimento até o desmame!®2, Deste modo, animais expostos
durante o periodo pré-natal ao malathion e seu respectivo controle foram submetidos
a analise da maturacdo da ontogénese de reflexos e das caracteristicas fisicas
durante o periodo de lactacao (1° ao 21° dia pds-natal).

Os resultados da andlise do parédmentro de ontogénese de reflexo
demonstraram que os reflexos: RD, AP, GN e AC da prole do grupo malathion
apareceram significativamente (p<0,05) mais tarde em comparacdo com os filhotes
do grupo controle. Nao houve diferenca significativa ha maturacéo dos reflexos PP e

CV do grupo malathion em comparagédo com o grupo controle (p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4— Ontogénese de reflexo de ratos neonatos avaliados durante o periodo de
aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. RD (recuperacdo em decubito); AP (aversdo ao
precipicio), PP (pressdo palmar), GN (geotaxia negativa), CV (colocacdo de
vibrissas), AC (recuperacdo em queda livre). Dados apresentados em média + SD.
*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.1.2 Eixos do cranio

Com relacao a analise do crescimento fisico, na comparacédo realizada entre
os indicadores: eixos do cranio (EAPC e ELLC), a prole das matrizes do grupo
malathion ndo apresentou déficit no crescimento destes parametros quando
comparado com a prole do grupo controle (p>0,05) (Figuras 5 e 6).

Com base nesta observacdo, sabe-se que criancas com TEA apresentam
um tamanho normal da cabeca no nascimento, mas que em seguida é possivel
observar comportamentos sociais atipicos quando comparado com criangas sem o
transtorno*®3,
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Figura 5 — Eixo anteroposterior do cranio de ratos neonatos avaliados durante o
periodo de aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. Dados apresentados em média + S.D

*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).
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Figura 6 — Eixo latero-lateral do cranio de ratos neonatos avaliados durante o
periodo de aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. Dados apresentados em meédia + S.D.

*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).
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4.1.3 Comprimento da cauda

Quanto ao comprimento da cauda, ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
na comparacao das medidas do grupo malathion comparado com o grupo controle

durante os primeiros 21 dias pos-natal (p>0,05) (Figura 7).
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Figura 7 — Comprimento da cauda de ratos neonatos avaliados durante o periodo de
aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. Dados apresentados em média + S.D. *p<0,05.

Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).
4.1.4 Eixo longitudinal do corpo

Assim como o comprimento da cauda, o crescimento do eixo longitudinal do
corpo da prole do grupo malathion n&o apresentou diferenca significativa durante os
primeiros 21 dias pés-natal quando comparado com o grupo malathion (p>0,05)

(Figura 8).
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Figura 8 — Eixo longitudinal do corpo de ratos neonatos avaliados durante o periodo

de aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. Dados apresentados em média = S.D.

*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.1.5 Peso corporal

Quanto ao peso corporal da prole, um indicador util do crescimento fisico, os

resultados demonstram que n&o houve diferenga significativa na evolugdo ponderal

da prole do grupo malathion em relacdo aos filhotes do grupo controle (p>0,05)

(Figura 9).
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Figura 9 — Peso corporal de ratos neonatos avaliados durante o periodo de
aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. Dados apresentados em média + S.D. *p<0,05.

Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.1.6 Caracteristicas fisicas

Com relacdo aos parametros de maturacdo das caracteristicas fisicas
analisadas (APA, ACA, CA e AQO), evidenciou-se gque o periodo de amadurecimento
destas caracteristicas no grupo malathion ndo apresentou diferenca quando

comparado com o grupo controle (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10 — Crescimento fisico dos ratos neonatos avaliados durante o periodo de
aleitamento: 1° ao 21° dia de vida. Dados apresentados em média + S.D. *p<0,05.

Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS EXPOSICAO PRE-NATAL E POS-NATAL AO
MALATHION

Os animais foram submetidos ao teste de habituacdo ao campo aberto para
avaliar os parametros de grooming, rearing e crossing. O teste foi realizado no
PND30 e PND60. Participaram deste protocolo filhotes machos expostos ao

malathion ou 6leo de milho (grupo controle) durante o periodo pré e pés-natal.

4.2.1 Teste de grooming

O parametro grooming corresponde aos movimentos estereotipados®2. O
aumento de episddios deste parametro em roedores se assemelha e esta associado
com o comportamento repetitivo apresentado por individuos com TEA153.154,

Quando avaliados no PND30, a analise do parametro de grooming mostrou
gue a prole do grupo malathion exposto tanto no periodo pré quanto pds-natal
apresentaram um aumento significativo (p<0,05) deste parametro quando

comparado com o grupo controle (Figura 11).
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Além disso, no PND60 pode-se notar uma tendéncia ao aumento neste
parametro em ambos os protocolos de exposi¢do ao malathion quando comparados

aos animais do grupo controle (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 11 — Numero de grooming mensurados durante 5 min. (A) exposicdo pré-
natal; (B) exposicao pos-natal. Os dados foram expressos em meédia + SD. *p<0,05.
Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.2.2 Teste de rearings

O parametro rearing é considerado um comportamento exploratério (ou de
atividade locomotora)'*®. Uma alteracdo neste comportamento pode estar
relacionado a um quadro de hiperatividade e ansiedade, comorbidades que integram
as manifestacdes clinicas de individuos com TEA8?,

Os resultados da andlise de rearing demonstram que tanto o grupo
malathion, quanto o grupo controle expostos durante o periodo pré e pés-natal, ndo
apresentaram episédios de rearing no PND30.

Entretanto, no PNDG60, pode-se perceber na prole pré-natalmente exposta ao
malathion um aumento significativo deste paramentro quando comparado com seu
respectivo controle (p<0,05) (Figura 12). N&o houve diferenca significativa na
frequéncia de rearings dos animais na comparacao dos animais de ambos 0s grupos
pos-natalmente.

Os resultados sugerem que a exposicdo pré e pos-natal ao malathion
causou um comportamento hiperativo nos animais e que este comportamento é

semelhante ao que consistentemente coocorrer em individuos com TEA162,
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Figura 12 — Numeros de rearing mensurados durante 5 min. (A) pré-natal exposto
(B) poés-natal exposto. Os dados foram expressos em média + SD*. p<0,05.
Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.2.3 Teste de crossing

Assim como o rearing, por meio da analise do numero de crossing é possivel
aferir o indice de atividade locomotora como indicativo de comportamento de
ansiedade e hiperatividade, comorbidades presente em muitos pacientes autistasi?,

Os resultados da analise de crossing demonstraram que no PND30 os grupos
pré e pos-natalmente expostos ao malathion apresentaram um aumento nao
significativo deste parametro exploratorio quando comparado aos seus respectivos
controles (p>0,05) (Figura 13).

No PND60, o grupo exposto durante o periodo pré-natal a malathion
apresentou um aumento significativo de crossing quando comparado ao grupo
controle (p<0,05). Porém, a prole exposta ao malathion durante a lactacdo
apresentou diminuicdo significativa no nimero de crossing quando comparado com

0 grupo controle (p<0,05).
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Figura 13 — NUmeros de crossing mensurados durante 5 min. (A) pré-natal exposto
(B) poés-natal exposto. Os dados foram expressos em média + SD. *p<0,05.
Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.2.2 Teste de Interacdo social reciproca

O teste de interacdo social reciproca tem por objetivo avaliar o
comportamento social do animal'*’. Prejuizos na interacdo social é uma das
caracteristicas mais proeminentes do TEA, podendo manifestar-se através do
isolamento ou manifestac6es inadequadas de relacionamento social. Devido a
exposicao a OF estar associada a doencas que causam comportamentos sociais
atipicos, o teste de interacdo social reciproca foi realizada°?.

Os resultados do paramentro de interacdo social demonstram que a
exposicdo pré e poés-natal ao malathion foi capaz de promover prejuizos no
comportamento social das proles resultantes a esta exposi¢cdo. Os resultados do
parametro de cheirar demonstraram que o grupo malathion de ambos protocolos de
exposicao (pré e pos-natal) apresentaram uma reducao significativa neste parametro
quando comparado com os grupos controles (p<0,05).

Diferenca significativa também foi observada no paramentro seguir do grupo
malathion exposto pré-natalmente comparado com o grupo controle (p<0,05). E um
uma diminuicdo expressiva no comportamento: permitir a monta do grupo malathion
exposto durante o aleitamento comparado com o grupo controle (p<0,05).

Os demais parametros analisados demonstram que houve uma tendéncia a
reducdo no comportamento social no grupo malathion comparado com o grupo

controle (p>0,05). Estes resultados permitem sugerir que a exposicao pré e pos-
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natal ao OF malathion foi capaz de causar prejuizos no comportamento social dos
animais (Figuras 14,15,16,17).
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Figura 94 — Frequéncia do parametro de interacéo social reciproca: Cheirar. (A) pré-
natal exposto (B) pos-natal exposto. Os dados foram expressos em média + SD.
*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

‘ﬂ‘ 1 Controle
B EE Malathion
] 25
=
2 5 I
20
34
@ | g
B J_ E 1.5
2 7 B
": °; 1.04 —|_
) =~
m i - g
s 5 051
0 o0
PHMD30 PND30 PNDED PMDED PHD30 PHND30 PHDE0D PHDED

Figura 105 — Frequéncia dos parametros de interacédo social reciproca: Seguir. (A)
pré-natal exposto (B) pds-natal exposto. Os dados foram expressos em média + SD.
*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).
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Figura 116 — Frequéncia dos parametros de interacdo social reciproca: Montar. Os
dados foram expressos em média + SD. (A) pré-natal exposto (B) pds-natal exposto.
*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).
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Figura 127 — Frequéncia dos parametros de interacdo social reciproca: Permitir a
monta. Dados foram expressos em média = SD. (A) pré-natal exposto (B) pos-natal

exposto. *p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).

4.2.3 Memoéria de reconhecimento social:

A perda de memoria de reconhecimento social € uma das anormalidades
funcionais do SN associada a exposicdo precoce de OF™. A memoria de
reconhecimento € extremamente importante para a sobrevivéncia dos animais, pois
se refere a capacidade que eles tém de identificar e distinguir entre odores e faces,
seres familiares e ndo familiares®>.

Considerando que o reconhecimento de um individuo € construido e mantido
a partir das interacdes sociais e, sendo este comportamento deficiente em individuos

com TEA9L o teste de memoria de reconhecimento social foi selecionado.
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Os resultados do teste de memoéria de reconhecimento social demonstraram

que os animais do grupo malathion de ambos protocolos de exposicdo, em

comparacdo com 0S seus respectivos controles, tenderam a explorar com mais

frequéncia o intruso que havia sido previamente colocado na gaiola (Figura 18).

Estes resultados sugerem que os animais do grupo controle apresentaram

um comportamento tipico, tendendo a explorar menos vezes o0 intruso previamente

apresentado. Com base aos resultados do grupo malathion, pode-se sugerir que

houve prejuizo na memoaria social causado pela exposicao pré-natal ao malathion.
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Figura 138 — Frequéncia dos parametros de memoaria de reconhecimento social. (A)

pré-natal exposto (B) pds-natal exposto. Dados foram expressos em média £ SD.

*p<0,05. Malathion vs controle. (ANOVA + post hoc Tuckey).
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento do SNC ocorre tanto no periodo pré-natal quanto apos o
nascimento e requer um ambiente adequadol. Fatores genéticos, bem como
ambientais podem agir durante qualquer uma das fases do neurodesenvolvimento e
capaz de comprometer o desenvolvimento normal e ameacar o bem-estar futuro do
inviduo®#. Estudos epidemiolégicos e experimentais apontam os agrotdéxicos como
um importante insulto ambiental capaz promover alteracao sobre o desenvolvimento
neuroldgico®57.

Agrotéxicos provenientes de compostos OFs sdo os mais utilizados no
mundo’® e, consequentemente, responsaveis pelo maior indice de intoxicacbes e
6bitos tanto em humanos quanto em animais, além de causar danos ao ambiente®2,
As alteracdes no SNC provenientes de exposicbes a OFs podem ser diversas,
incluindo, alteracBes comportamentais e sociais severas, danos na aprendizagem e
na memorial®1%6 A utilizacdo de OF tém se tornado bastante frequente no Brasil,
tanto no ambito urbano quanto no rural'®. O malathion é um dos compostos OFs
mais utilizados e dentre as principais vias de exposicdo humana incluem a via oral
através de ingestées de alimentos contaminados®.

A exposicao a OF tem sido considerada fator de risco para varias doencas
crobnicas como o Alzheimer, TDAH e TEA?12223, A condicdo fenotipica que
compreende o TEA envolve uma série de comportamentos atipicos tais como:
prejuizos qualitativos na interacao social, associados a comportamentos repetitivos e
interesses restritos?®. Este repertério comportamental especifico de individuos
autistas vem sendo associado a alteracdes neurobiolégicas que ocorreram durante o
periodo de desenvolvimento, possivelmente ap0s exposicdo a neurotoxicantes,
como o OF?4,

Neste contexto, a luz do conhecimento sobre o amplo uso de compostos
OFs no Brasil e considerando os efeitos téxicos que ele pode causar na
organogénese, especialmente para o desenvolvimento do SNC?23, buscou-se
investigar os efeitos da exposicdo pré e poés-natal de OF malathion sobre o
neurodesenvolvimento de ratos Wistar e a possivel relagdo com o comportamento

autista. Para tanto, avaliou-se os parametros de crescimento fisico e de ontogénese
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de reflexos de ratos expostos a OF durante fases iniciais de desenvolvimento, bem
como parametros comportamentais de exploracao, estereotipia e interacdo social.

Os resultados das analises dos parametros de crescimento fisico
demonstram que ndo houve diferencas no desenvolvimento fisico dos animais
expostos pré-natalmente ao malathion em comparacdo com o grupo controle. No
peso corporal, quando comparado com o grupo controle, também n&o houve
diferenca significativa na evolucdo ponderal da prole de ratas expostas durante o
periodo gestacional ao malathion. Entretanto, os resultados da ontogenia dos
padrdes de comportamento motor mostram que, em relagdo ao grupo controle, os
animais do grupo malathion apresentaram retardo no amadurecimento das respostas
sensOrio motoras: recuperacdo em decubito, aversdo ao precipicio, geotaxia
negativa e reacéo de endireitamento.

Em consonancia com estes resultados, Lazarini e colaboradores®’,
relataram, através de um estudo pré-clinico, que a exposicdo gestacional a
Diclorvds, um OF, ndo induziu diferencas no crescimento fisico e no peso corporal
de roedores. Da mesma forma, Johnson e colaboradores'®, ao avaliar o efeito
da exposicdo pos-natal de dois compostos OF (CPF e metil parathion) nédo
evidenciaram alteracdes somaticas na prole resultante a esta interferéncia.
Sugerindo uma falta de efeitos da exposicdo precoce a OF sobre parametros de
crescimento fisico.

O comprometimento motor, manifestado pelo atraso das respostas
reflexolégicas evidenciado neste estudo, foi também evidenciado por Dam e
colaboradores'®. Na oportunidade, os autores sugeriram que, além do
comprometimento no amadurecimento dos reflexos, o dano ocasionado pela
exposicao a OF em fase precoce de desenvolvimento pode exercer uma seletividade
nas respostas ontogenéticas, sendo maior incidéncia no atraso destas respostas em
roedores machos*®°,

O periodo fetal bem como infancia sao fases particularmente suscetiveis aos
efeitos prejudiciais de compostos OFs, pois sdo momentos em que o0 SN
desenvolve-se e adquire a base estrutural e funcional para o individuo adulto®®. O
sistema colinérgico exerce grandes contribuicdes neste processo!!l. Considerando
gue uma anormalidade nas respostas reflexolégicas constitui um indicativo de
interferéncia no neurodesenvolvimento!?®, é possivel sugerir que a exposicdo pré-

natal a OF malathion pode ter desencadeado um comprometimento em inervagcdes



58

colinérgicas em diferentes &reas cerebrais ocasionando alteracdo no
desenvolvimento encefalico.

Segundo De Silva'®®, os efeitos desta exposicdo podem ter comprometido
eventos celulares neurais importantes tais como a cascatas de sinalizacédo celular,
diminuicdo no nimero de células neurais, ha comunicacao sinaptica e proliferacédo
da célula da glia. Este autor ressalta, ainda, que tais modificagbes além de trazer
estas desordens neurocomportamentais, como aquelas observadas neste estudo,
esta envolvido na etiologia de distirbios neuropsiquiatricos, como o TEAZ€C,

De uma perspectiva translacional, estes resultados estdo de acordo com
pesquisas clinicas que sugerem a participacdo de neurotoxicantes, como compostos
OFs, na génese de prejuizos no desenvolvimento neurocomportamental'32135, Engel
e colaboradores®®*, em um estudo de coorte, descobriram evidéncias de que niveis
pré-natais de metabodlitos OF estdo associados a anormalidades em reflexos
primitivos, um marcador critico de integridade neuroldgica’:.

Somando-se a isso, Young e colaboradores,'®® ao avaliar a relacdo entre
exposicao pré-natal a OF e o comportamento neurolégico neonatal humano,
evidenciaram que lactantes provenientes de mae residentes de regides agricolas
exibiam prejuizos em parametros reflexol6gicos e que isto estava inversamente
associado com alteracdes no crescimento fisico das pessoas. Considerou-se, entao,
uma associacdo significativa entre a exposicdo precoce a OF e alteracdo no
desenvolvimento neurocomportamental humano®33,

A exposicdo a OF alveja o sistema colinérgico pela inibicdo da AChE®. O
neurotransmissor ACh e seus receptores estao presentes no organismo desde fases
precoces de desenvolvimento e ndo estdo necessariamente ligados a sua funcéo na
sinalizacdo sinaptica®. Este neurotransmissor fornece sinais neurotréficos
participando de eventos celulares importantes para o desenvolvimento estrutural e
funcional do SN.

Baseado nisso, pode-se inferir que as alteragdes neurocomportamentais
observadas neste estudo possam estar relacionadas a déficits nas funcgles
celulares, particularmente em regidbes ricas de projegbes colinérgicas no
neurodesenvolvimento®. Evidentemente, mudancas no desenvolvimento de padrdes
estruturais influenciados pelo sistema colinérgico, podem ser compativeis com

mudancgas na velocidade do desenvolvimento e nas fungdes sensério motora’®.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0892036212001481#bb0410
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A exposicdo a OF também tem como alvo outros sistemas neurais e
neuroendocrinos, incluindo aqueles envolvidos na fisiopatologia de diversos
transtornos de neurodesenvolvimento, como TDAH, esquizofrenia e TEA*. Estes
transtornos compartilham alguns aspectos em comuns, dentre eles, a auséncia de
anormalidades fisicas®.

O TEA é uma doenca cronica e refere-se a um transtorno que afeta a
maneira como as pessoas Se comunicam, se comportam ou interagem com 0S
outros®. Individuos com TEA apresentam um crescimento normal ao longo dos
primeiros meses ou anos de suas vidas e, em seguida, comecam a mostrar 0s
sintomas®. Baseando-se nestas manifestacdes comportamentais que o diagndstico
de TEA é alcancado®3.

Embora individuos com TEA apresentem aparéncia fisica normal, sabe-se
gue as anormalidades comportamentais observadas séo resultantes de disfuncéo
neurolégica. Este funcionamento inadequado pode ser acompanhado por prejuizos
na maturacdo das habilidades motoras!®®15°,  Assim, irregularidades sutis nos
movimentos gerais dos bebés (deitar, sentar e caminhar) podem ser indicativos de
distarbios neurolégicos e neuropsiquiatricos posteriores, além de servir como
marcadores precoces para o diagnéstico de TEA,

Os danos causados por neurotoxicantes, como OF, pode promover
alteracdes em respostas reflexologicas distintas. A persisténcia de padrdes motores
imaturos resultantes a essa exposicdo sdo também observados em varios modelos
animais validados com comportamento autista, tais como Mecp216!, camundongos
Reelin'®? e ratos submetidos a exposicdo gestacional ao acido valpréico (VPA)60-163,

Diante isso, sugere-se que a exposicdo pré-natal a OF malathion se constitui
um insulto ambiental capaz de promover alteracdes neuroldgicas, manifestadas pelo
retardo no desenvolvimento de reflexos'®4, e auséncia de alteragcdo no crescimento
fisico da prole. Sugere-se ainda, que este comprometido pode estar relacionado a
alteragcbes em eventos celulares neurais importantes para estruturacdo e funcao
normal do SNC*%4, Em conjunto, a manifestacdo neurocomportamental observadas
neste estudo podem estar associados a fisiopatologia do TEA64,

A exposicéao cronica a OF durante o periodo pré e pos-natal esta associada
a distlrbios cognitivos, neurocomportamentais e prejuizos motores®. Essas

condic6es podem manifestar-se a longo prazo sobre o cérebro e comportamento,
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Devido a imaturidade dos mecanismos de defesa, gestantes e lactentes sé&o
criticamente vulneraveis aos efeitos do OF¢®,

Frente ao exposto, buscou-se avaliar na prole o efeito da exposicéo pré e
pos-natal do OF malathion sobre os parametros comportamentais de exploracéo e
parametro de interacdo social reciproca no teste de campo aberto (PND30/PNDG60).
Foi analisado a frequéncia de grooming, de rearing e nimero de crossing, bem como
o0 comportamento de interacdo social reciproca da prole.

Os resultados da avaliagao do parametro de grooming mostrou um aumento
significativo no numero deste paramentro (PND30) no grupo malathion quando
comparado com o grupo controle, bem como uma tendéncia ao aumento da
frequéncia deste parametro no PND60. Resultados semelhantes foram observados
na prole exposta a malathion durante o periodo de aleitamento.

Ricceri e colaboradores'®” demonstraram da mesma forma que, apoés
exposicdo pré e pos-natal, a dose subtoxica de OF (CPF), induziu estereotipias em
camundongos no teste de habituacdo ao campo aberto. Dam e colaboradores
também chegaram a essa conclusdo e sugeriram que as alteracbes
comportamentais nos animais resultantes, mimetizam as manifestacdes clinicas de
doencas neurolégicas, como o TEA'S,

Neste contexto, Quaak e colaboradores'®®, evidenciaram que a exposicdo
gestacional a OF pode, além do sistema colinérgico, alterar os sistemas
GABAérgico, dopaminérgico e serotoninérgico, sistemas importantes para o
desenvolvimento neurolégico normal. Os autores afirmaram ainda que alteracdes
nestes sistemas podem estar contribuindo para o aparecimento das manifestacdes
clinicas caracteristicas do TEA'®, Shelton et al.”, em um estudo clinico, j& haviam
relatado esta associacdo ao verificar maior risco de desenvolvimento das
manifestagdes clinicas do TEA em filhos de maes em que durante gestagdo viveram
em areas rurais onde havia aplicagdo frequente de agrotoxicos, principalmente
proveniente de composto OF.

Em face a estas alteracdes, Stiles® nos mostra que a vulnerabilidade do SNC
inicia no periodo pré-natal e continua mesmo apds 0 nascimento e se estende
durante meses ao longo do aleitamento. Diante disso, a susceptibilidade dos
lactentes e criangas a exposicdo a OF € bastante reconhecida. Battu e
colaboradores'®® mostram que muitos agrotéxicos, como o OF, podem ser

excretados através do leite materno. Sanghi e colaboradores'®, por exemplo,
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identificaram a presenca de OF, incluindo malathion, no leite humano, mostrando a
relevancia em termos de preocupacao com a saude humana.

O comportamento grooming é frequentemente exibido por roedores'®2. Uma
anormalidade nesta resposta comportamental geralmente esta associada a
incoeréncias no neurodesenvolvimentol®2153.154  Este paramentro mimetiza
comportamentos estereotipados manifestado por pacientes com distarbios
neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia e o0 TEAS3.154,

De acordo com o DSM-V, o TEA é diagnosticado com base disfuncdo em
dominios principais de sintomas, entre eles, o comportamento estereotipado. Esta
manifestacdo refere-se a comportamentos motores ou verbais repetitivos, ou
comportamentos sensoriais anormaist®3154,

O comportamento estereotipado no TEA tem sido associado a disfuncdes
em d&reas corticais, especialmente no lobo frontal do cérebro. Estas regides
encefalicas apresentam inervacdes colinérgicas e exercem funcdes importantes
relacionadas a habilidade de planejar, raciocinar e organizar acdes especificas!’®,

Tendo em vista a contribuicdo do sistema colinérgico sobre o
desenvolvimento do SNC, incluindo a participacdo de seus receptores, a base
biolégica que explica o comportamento estereotipado observado neste estudo,
refere-se a alteracdo no desenvolvimento do SNC, especialmente no lobo frontal, e a
desregulacdo nos receptores muscarinicos devido a sua funcéo estar intimamente
relacionada ao comportamento motor, diferente dos receptores nicotinicos°.

Os resultados das andlises dos parametros exploratérios demonstraram que
em ambos o0s protocolos de exposicdo (pré e pés-natal), no PND30, ndo houve um
aumento significativo no nimero de crossing no grupo malathion comparado com o
grupo controle. Esta diferenca tornou-se significativa no PND60 em que animais
expostos pré-natalmente a malathion exibiram maior nimero de crossing em
comparagao com o grupo controle.

A auséncia da frequéncia de rearing foi observada em ambos os grupos
(malathion e controle), assim como nos diferentes protocolos de exposicao (pré e
pos-natal) no PND30. Entretanto, no PND60 o grupo malathion pré-natal apresentou
um aumento significativo no episodio de rearing em comparacdo com O grupo
controle. Estes resultados, segundo Rice e Barone'®*, devem-se ao fato de que

muitos insultos ambientais, como exposicdo a OF, sdo capazes de afetar o
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desenvolvimento do SN cujo consequéncia pode manifestar-se mais tarde ao longo
da vida do individuo.

Assim, considerando que o protocolo de exposicdo deste estudo abrangeu o
desenvolvimento da area motora em roedores, isto €, correspondente a regiao
posterior do encéfalo da prole (tronco encefélico, cerebelo, medula espinal)®,
seguida pela estrutura anterior como neocoértex e hipocampo®’, é possivel sugerir
que a inibichio da AChE interrompeu a homeostasia colinérgica afetando os
processos de desenvolvimento destas areas cerebrais envolvidas no comportamento
de rearing.

Dentre essas areas, o hipocampo, além de estar envolvido na geragcédo do
comportamento rearing, processando principalmente informagfes espaciais e
contextuais'® é uma estrutura encefdlica reconhecida por conter inimeros
receptores colinérgicos''?. Ainda, estudo utilizando ressonancia magnética indicam
que alteragbes nesta estrutura encefélica esta relacionada com a fisiopatologia
TEAL,

A prole resultante a exposicdo pos-natal ndo apresentou diferenca
significativa neste parametro, apesar de exibir uma tendéncia maior na frequéncia de
rearing. De modo geral, os aumentos observados tanto na frequéncia de crossing,
guando de rearing, demonstram que a exposi¢cao pré-natal ao malathion foi capaz de
causar um comportamento hiperativo nos animais.

Em acordo com estes resultados, DAM e colaboradores®®® relataram através
de um estudo experimental que a exposi¢cdo pds-natal a um OF também foi capaz de
causar um comportamento mais hiperativo nos animais quando avaliados utilizando
o teste de habituacdo ao campo aberto. Esta hiperatividade foi evidenciada através
do aumento no nimero de rearing, e uma tendéncia ao aumento do parametro de
crossings no grupo OF em comparacgéo com as proles do grupo controle.

Além disso, um estudo desenvolvido por Ricceri e colaboradorest®’,
utilizando um protocolo de exposicdo a CPF, mostrou que houve um aumento
significativo do numero de crossing dos animais expostos quando comparados com
0s animais dos grupos controle. Os autores concluem que a exposicado ao composto
OF induz efeitos a longo prazo sobre o cérebro e o comportamento e que este
composto é capaz de causar um comportamento hiperativo nos animais. Com efeito,
a hiperatividade € reconhecida como uma das manifestagfes clinicas presente em

individuos com TEA®°, assim como também caracteristica comum em paciente com
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TDAH. Ambos os transtornos afetam o comportamento, o aprendizado e a
socializagéo.

O TDAH é definido como uma doenca neurobiologica caracterizada por
comportamentos hiperativos e impulsivos e por déficits de atencdol’®. Este
transtorno exibe condigcdes semelhantes ao autismo compreendendo o fenétipo mais
amplo do TEA!%!, Estudos tem demonstrado que este transtorno se faz presente
como comorbidades em mais de 70% de pacientes com TEA manifestando-se em
graus variados de severidade!’?73, O comportamento anormal observado em
individuos com TDAH e TEA sédo em partes associados a danos no lobo frontal e
pela desregulagdo dos sistemas de neurotransmissado colinérgical’%173,

Com relagdo a hiperatividade observada neste estudo, Qiao et al.l’4,
explicaram que a exposicdo pré-natal a OF interferéncia o desenvolvimento da
funcdo sindptica colinérgica e consequentemente refletindo no comportamento dos
animais. E que a exposi¢cdo pos-natal, pode interferir o desenvolvimento de
percursos colinérgicos no cérebro, além de interferir a modulacdo da excitacdo e
inibicdo’4175,

O sistema colinérgico é composto pelos seus receptores nicotinicos e
muscarinicos e pelo aparato enzimatico, como a AChE que é responsavel por
hidrolisar a ACh'’6. A ACh é um neurotransmissor importante do SNC e esta
intimamente relacionada a processos cognitivos e emocionaist'?.

Os receptores nicotinicos estdo associados com a mediacdo de
transmissdes excitatorias rapidas, com a regulacdo da liberacdo de glutamato,
dopamina e serotonina e com processos de aprendizagem, desenvolvimento
neurolégico e memorial’®. Os receptores muscarinicos atuam em regides
encefélicas correspondentes ao sistema limbico como o hipocampo e amigdalas, e
possuem funcgdes neuroldgicas associadas as respostas emocionais, cognitivas e a
modulacéo do estressel’s.

Sendo assim, com base nas alteragdes comportamentais relacionadas aos
parametros exploratérios e os achados que suportam a hipétese de que o OF
representa um fator de risco para aumento da vulnerabilidade a distarbios do
neurodesenvolvimento em seres humanos como TDHA e TEA, é possivel sugerir
que a exposicdo pré-natal e pés-natal ao malathion foi capaz de causar alteracdes

no comportamento exploratério dos animais e que estas alteragbes mimetizam a
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sintomatologia de individuos que apresentam clinicamente diagnosticado com
TEA170,172_

O TEA é caracterizado por déficits persistentes na comunicacao social e na
interacéo, bem como por comportamentos restritos e repetitivos!®t. Deficiéncia na
interacdo social, por sua vez, é um dos sintomas mais relevantes do TEA1,
Considerando que fatores ambientais sdo agentes etiologicos potenciais dessa
doenca, estudos pré-clinicos e clinicos tém associado a participacdo destas
interferéncias em alteracBes bioldgicas que causam prejuizos comportamentais e
sociais severos”17,

Os dados da avaliagdo dos parametros de interacdo social reciproca
mostraram uma diminuicdo significativa do parametro de cheirar e seguir do grupo
exposto pré-natalmente a malathion e seu respectivo controle. Foi possivel observar
também que, a prole exposta durante o periodo de aleitamento apresentou menor
frequéncia no niumero de montas e permitir a montas em relagdo a prole do grupo
controle. Cabe ressaltar ainda que os outros parametros analisados durante a
interacdo social reciproca, embora sem diferenca significativa na comparacédo com o
grupo controle, mostraram uma tendéncia a diminuicdo no comportamento social.

Apoiando estes dados, Venerosi e colaboradores!’’, em seu estudo
mostraram que a exposicdo pré e poés-natal a OF alterou negativamente o
comportamento social de roedores através da diminuicdo da atividade social.
Laugeray et al'’® em um estudo mais recente também chegaram a conclusdes
semelhantes. Apds avaliarem ratos expostos pré-natalmente a um composto OF
indicaram que esta exposicao foi capaz de causar danos na comunicagao entre 0s
animais e no comportamento social. Ambas caracteristicas sdo semelhantes as
manifestacdes clinicas de pacientes diagnosticados com TEA8.

Em consonancia com resultados de estudos experimentais, Furlong e
colaboradores'” em um estudo de coorte prospectivo na cidade de Nova York
associaram a exposicao pré-natal a OF com déficits no funcionamento social entre
meninos. Bruckner'®®, por sua vez, explica que esta anormalidade na interacéo
social pode ser resultante a exposicdo toxica também no periodo pos-natal, pois 0s
mecanismos de defesa tanto fetal quanto a lactentes séo imaturos e o corpo materno
acumula muita gordura, veiculo esse que facilita a intoxicacdo e consequente

transferéncia.
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Desta forma, os resultados dos parametros de interacdo social permitem
sugerir que a exposicao gestacional e durante a lactacdo ao malathion pode ter
causado alteracdo no desenvolvimento e na funcdo dos receptores colinérgicos,
principalmente os receptores muscarinicos. E em decorréncia desta interferéncia ter
causado prejuizos no desenvolvimento neurolégico em areas encefélicas onde estes
receptores atuaram (hipocampo e amigdalas), areas reconhecidas como
responsaveis pelo comportamento social e pelos processos cognitivos!’O,

Além dos déficits comportamentais e sociais, compostos OF podem causar
prejuizos em processos de aprendizagem e memdéria®t. Pessoas com TEA exibem
estes déficits cognitivos, além de prejuizos no comportamento social®®. Diante disto,
buscou-se avaliar a memoria social dos animais através do teste reconhecimento
social.

Os resultados da analise dos parametros cognitivos evidenciaram que 0s
animais expostos ao malathion tanto no periodo pré-natal quanto pos-natal
apresentaram uma tendéncia nao significativa a explorarem o intruso ja conhecido
em comparagcdo com seus respectivos controles. Pode-se sugerir, assim, que a
exposicdo ao malathion foi capaz de gerar um prejuizo cognitivo apesar de nao
significativo, caracterizado pelo tempo dispendido na exploracdo do intruso
anteriormente exposto.

De Felice??, em um estudo pré-clinico, chegou a conclusées semelhantes.
Em seu trabalho o autor avaliou os efeitos da exposicdo a um OF durante periodo
gestacional sobre a discriminacdo social em roedores adultos de ambos os sexos.
Os resultados deste estudo demonstraram que a exposi¢do durante periodo critico
de desenvolvimento foi capaz de prejudicar os processos cognitivos de machos e
fémeas relacionados a memdria de comportamento sociais?®. Complementando
estes autores, além da exposicdo pré-natal, Venerosi e colaboradores'®!, avaliaram
os efeitos comportamentais da exposi¢ao pré e pés-natal (lactacédo) a OF (CPF) em
doses subtoxicos. Os dados encontrados indicaram que a exposi¢do ao OF afeta a
memoéria de reconhecimento social do rato e interfere com o desenvolvimento de
vias neuroendécrinas?®®l,

Do mesmo modo, Scattoni e colaboradores3® em um estudo experimental
também avaliaram os efeitos comportamentais da exposi¢do pré e pos-natal a OF.
No estudo, esses autores demonstraram, por meio da andlise das vocaliza¢des de

ultrassom (USVs) emitidas por fémeas, prejuizos no reconhecimento social em
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detrimento da exposicdo precoce a OF. Dahlgren et al.'®, em um estudo clinico,
mostraram que os membros de uma familia expostos acidentalmente ao OF diazinon
apresentaram perda de memoria, diminuicdo da concentracdo e dificuldade de
aprendizagem. Ao mesmo tempo, dois estudos de coorte encontraram uma forte
associacao entre déficits na memoria de trabalho e a exposi¢do precoce a OF em
criangas de 7 anos de idade'®. De forma semelhante, um estudo realizado com
trabalhadores que possuiam historico de exposicdo a OF relatou déficits de atencéo
e comprometimento da meméria anos apés a exposicao®s.

Além dos prejuizos cognitivos caracterizado por prejuizos na memoéria social,
0 quadro clinico resultante a exposicdo precoce a OF, compde o fenodtipo de
diversas alteracbes no desenvolvimento neuroldégico, como o TEA' %4 Embora
individuos com TEA geralmente sdo descritos como tendo pontos fortes na meméria
de rotina ou memoaria de curto prazo e habilidades de memoria associativa, isto nao
representa um bom desempenho, visto que outros aspectos se apresentam
prejudicados como o aprendizado, fungdo adaptativa e reconhecimento de faces®.

Somando-se a isto, evidéncias pré-clinicas e clinicas suportam a hipétese de
que o OF durante o desenvolvimento pode comprometer o comportamento social,
além de representar um fator de risco para aumentar a vulnerabilidade a disturbios
do neurodesenvolvimento em seres humanos, como o TEA8:187 O comportamento
social € a base para a formacdo de grupos sociais. Neste processo, 0
reconhecimento social é fundamental'®’. Em roedores, aspectos da sociabilidade
como: a formagdo de pares, reconhecimento familiar, gestagdo seletiva e
dominéncia hierarquica dependem da capacidade de memorizacdo social de cada
individuo'®’. E no contexto translacional, as interacdes sociais sdo importantes para
0 desenvolvimento cognitivo das pessoas.

Sendo assim, os resultados da analise dos parametros cognitivos indicam
que a exposicao ao malathion foi capaz de afetar a formacdo e manutencédo de
memoérias sociais'’®. Este prejuizo provavelmente estad relacionado com a
desregulacédo colinérgica causada pelos OF, principalmente dos receptores
nicotinicos, visto que estes estao relacionados com a formagcédo de memdarias e com
o aprendizado'™°,

Em concluséo, as alteragbes comportamentais e cognitivas encontradas
neste estudo sugerem que a exposicao pré e pos-natal ao malathion foi capaz de

promover danos no desenvolvimento neurologico, sem comprometimento no
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crescimento fisico dos animais. Este dano pode estar relacionado a desregulacdo do
sistema colinérgico, em receptores muscarinicos e nicotinicos. E que, além disso, as
anormalidades comportamentais observadas, como hiperatividade, comportamento
estereotipado e prejuizos no comportamento social sdo semelhantes aquelas que

integram as manifestagdes clinicas de individuos com TEA.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados deste estudo, conclui-se que a exposi¢cao pré e pos-natal
ao malathion foi capaz de alterar o desenvolvimento neuroldgico da prole refletindo
em um fendtipo comportamental semelhante agueles observados em pacientes com
TEA. As observacgdes incluem:

o Auséncia de alteracdo em paramentro de crescimento fisico;

o Aumento da frequéncia de crossing, rearing e grooming no teste de
habituacdo ao campo aberto;

. Prejuizos nos parametros interacdo social reciproca como: cheirar,
montar, permitir a monta e seguir;

o Prejuizo na memoria de reconhecimento social

Os resultados destes estudos trazem um alerta social sobre a utilizacdo de
compostos OFs, especialmente do malathion e de seus efeitos sobre o
neurodesenvolvimento, além de sua contribuicdo como insulto ambiental envolvido
na fisiopatologia do TEA.

Sdo0 necessarios, porém, mais estudos utilizando protocolos distintos de
exposicao que envolvam outros periodos de desenvolvimento, bem como outras vias
de exposicao para confirmar a relacdo com a etiologia dessa doenca que acomete o

neurodesenvolvimento.
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ANEXO A - Parecer de Aprovacdo do Comissdo de Etica no uso de animais do

projeto intitulado “Efeitos da exposicdo pré e poOs-natal de malathion sobre o

neurodesenvolvimento: possivel associagdo causal com o comportamento autista”.

Py

—/

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

Palhoga, 13 de dezembro de 2016

CERTIFICADO

Em consonancia a Orientacdo Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA),
certificamos que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Efeitos da
exposicdo pré e pos-natal de malathion sobre o neurodesenvolvimento: possivel
associagao causal com o comportamento autista.”, registrada com o no 16.036.2.10.1V,
sob a responsabilidade de Jucélia Jeremias Fortunato - que.envolve a manutencao ou
utilizagao de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituicao, em reuniao

de13 de dezembro de 2016.

Finalidade

Vigéncia da autorizagdo
Espécie/linhagem/raca
No de animais
Peso/ldade

Sexo

Origem

| O Ensino ® Peéqdisa Cientifica

Dezembro de 2016 a margo de 2017
Rattus birvegicus, ratos Wistar

114

1250 a 300g — 60 dias
| 10 a 20g neonatos

ambos

Biotério da Universidade do Vale do

| Mtajal

Prof/ San

Coor

) Melim Sgrott
adorda Comisséo

Campus Florianépolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25 - Cidade Universitaria Pedra
Branca - CEP 88137-270 - Palhoga - SC - Fone 55-48-3279-1036 - ceua@unisul.br
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