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RESUMO 

 

 

A exposição aos agrotóxicos organofosforados (OFs), incluindo o malathion, vem 

sendo associado a gênese de doenças neurológicas, como o Transtorno do 

Espectro Autista (TEA). O TEA é um distúrbio neuropsiquiátrico manifestado por 

prejuízos qualitativos na interação social recíproca, associado a distúrbios motores 

como estereotipias e interesse restrito. Devido ao aumento da prevalência do TEA e 

baseado em estudos que sugerem a contribuição de OF na origem deste transtorno, 

objetivou-se avaliar os efeitos ontogenéticos e comportamentais da exposição pré e 

pós-natal ao malathion em ratos Wistar. Para tanto, fêmeas 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 período de 

lactação (21 dias). Os grupos controle receberam veículo no período e volume 

equivalente. Ao longo dos primeiros 21 dias pós-natais, a prole exposta pre-

natalmente a malathion foi submetida a análise de parâmetros ontogenéticos e 

reflexológicos.  A sexagem ocorreu logo após término da análise da ontogênese de 

reflexo. No dia pós-natal (PDN) 30, 45 e 60, os machos expostos tanto no período 

pré quanto pós-natal foram submetidos a análises de parâmetros comportamentais e 

cognitivos. Os resultados mostraram que a exposição pré-natal ao malathion causou 

alterações comportamentais significativas caracterizadas pela hiperatividade, 

aumento de movimentos estereotipados e prejuízo social, bem como prejuízos 

cognitivos relacionados à memória dos animais. Não houve alterações no 

crescimento físico das proles expostas ao malathion em relação ao grupo controle, 

sugerindo que o dano provocado pela exposição precoce a malathion seja 

exclusivamente neurológico. Os parâmetros comportamentais afetados pela 

exposição pré-natal a malathion também se tornaram prejudicados após exposição 

pós-natal. As alterações observadas neste estudo são compatíveis com a 

sintomatologia de pacientes com TEA. A compreensão destes efeitos alerta para o 

uso deste composto devido ao seu potencial neurotóxico e reforça a contribuição 

ambiental de OF na fisiopatologia de doenças neurológicas, como o TEA.  

 

Descritores: Neurodesenvolvimento. Organofosforado. TEA.  
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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.INTRODUÇÃO 

 

 

O desenvolvimento do sistema nervoso (SN) inicia no período pré-natal e se 

estende até o período pós-natal1,2. Ainda que mecanismos de proteção operem em 

contribuição a esse desenvolvimento, como por exemplo, a placenta e a barreira 

hematoencefálica (BHE), fatores genéticos e não genéticos podem interferir 

negativamente nas fases de neurogênese, crescimento tecidual3,4 e na expressão de 

genes-chaves importantes para o desenvolvimento do SN5,6.  

Os fatores de risco não genéticos incluindo as interferências ambientais, 

vem ganhando atenção nos últimos anos5,6 e a exposição a agrotóxicos, devido sua 

propriedade tóxica, tem sido reconhecida como um insulto ambiental responsável 

por desencadear alterações no desenvolvimento neurológico7. Os principais 

agrotóxicos utilizados são os provenientes de compostos OFs7,8, cujo efeito 

neurotóxico está na inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE) que controla as 

ações centrais e periféricas do neurotransmissor acetilcolina (ACh)9. Estudos 

experimentais também apontam os agrotóxicos OFs como um insulto ambiental 

capaz de promover anormalidades no neurodesenvolvimento. O acúmulo de ACh 

nas sinapses resultantes desta inibição promove a hiperestimulação colinérgica10.  

O uso intensivo de compostos OFs tem resultado em contaminação 

ambiental grave além de casos agudos e crônicos de intoxicação humana10,11. 

Dentre a população exposta, gestantes, lactantes e crianças são reconhecidos por 

apresentarem alta vulnerabilidade à exposição a estes compostos12. Uma exposição 

durante umas destas fases de desenvolvimento tem sido associada a déficts no 

desenvolvimento neurológico, no comportamento durante a infância, bem como por 

prejuízos na função cognitiva e motora das crianças10-13.  

Dependendo da dose e/ou intensidade, a intoxicação por OF, pode levar à 

alterações neurofisiológicas e comportamentais11,12,13, além de promover prejuízos 

na função sensório-motora e cognitiva de roedores expostos tanto no período pré 

quanto pós-natal10,11,12. 

O malathion é o composto OF mais utilizado na agricultura e em programas 

de saúde pública14, no controle de pequenos vetores como mosquitos15. Neste 

cenário, o Brasil constitui-se o maior produtor e consumidor de agrotóxicos dos 

países em desenvolvimento16. Em Santa Catarina, um estudo realizado em 2012 
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sobre a realidade das intoxicações humanas por agrotóxicos apontou os compostos 

OFs17 como principais contaminantes em casos de intoxicações humanas no 

Estado18. 

Sendo o malathion um composto OF e tendo por isso o sistema colinérgico 

como alvo, por meio da inibição de AChE, tem-se sugerido que uma exposição a 

malathion em fases distintas de desenvolvimento promove disfunções no 

neurotransmissor ACh19. O desequilíbrio na homeostasia colinérgica está associado 

a distúrbios sobre o neurodesenvolvimento com manifestações comportamentais19. 

Estudos pré-clínicos utilizando protocolos distintos de exposição/intoxicação20 

sugerem ainda a participação dos OFs na gênese de distúrbios neuropsiquiátricos 

que variam de esquizofrenia21, transtorno de déficit de atenção (TDAH)22 e TEA23.  

O TEA representa um grupo de transtornos caracterizados por um espectro 

compartilhado de prejuízos qualitativos na interação social, associados a 

comportamentos repetitivos e interesses restritos pronunciados2. Diversas linhas de 

pesquisa atribuem a fatores ambientais a influência no desenvolvimento de 

anormalidades na circuitaria neural que desencadeia o TEA24 e que algumas 

variações genéticas conferem vulnerabilidade a esses estressores25 causando 

alterações fisiológicas no SNC25.  

Assim, considerando o potencial neurotóxico de compostos OFs a partir de 

sua capacidade em promover alterações em diferentes sistemas orgânicos e sua 

ampla distribuição em ambientes rurais e domésticos, este estudo propõem 

investigar os efeitos comportamentais da exposição pré e pós-natal ao malathion e a 

possível relação com o desenvolvimento do comportamento autista.  

Tendo em vista a contribuição do sistema colinérgico na mediação de 

processos neurais complexos e, sendo este sistema alvo de compostos OFs, 

baseado em evidências clínicas7 e experimentais20, é possível que uma exposição 

ao malathion em fases críticas do neurodesenvolvimento possa estar relacionada 

com alterações fisiopatológicas semelhantes àquelas encontradas em indivíduos 

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 concepção e continua durante os 

períodos pré e pós-natal, incluindo a fase adulta1. Por meio de programação 

genética e de processos generativos (nascimento celular e formação de sinapses) e 

degenerativos (morte celular e poda sináptica) ocorre a modulação das etapas do 

neurodesenvolvimento em diferentes graus26. O SN maduro é dividido em: Sistema 

nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). 

O SN surge a partir do ectoderma, camada germinativa1, que se invagina 

formando o tubo neural, com duas aberturas: o neuroporo rostral e o neuroporo 

caudal26. No interior do tubo neural se encontram as células-tronco neurais (CTN)27. 

A cavidade cilíndrica do tubo neural forma a zona ventricular (ZV) região em que 

também se encontram as CTN28, as quais fornecerão base para organização do 

cérebro em desenvolvimento29. 

A formação da arquitetura cerebral está associada a eventos que ocorrem 

ao longo das extremidades do tubo neural5. A porção rostral do tubo neural se 

desenvolve e se diferencia em três unidades estruturais primárias, as vesículas, que 

determinarão os aspectos estruturais principais do SN: o prosencéfalo, mesencéfalo 

e rombencéfalo30. Posteriormente estas estruturas darão origem ao telencéfalo 

(córtex cerebral e os núcleos 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 neural5.  

O interior das vesículas encefálicas primitivas é preenchido por líquido 

cefalorraquidiano que dará origem aos ventrículos encefálicos e aos canais de 

comunicação entre eles29. Concomitante ao desenvolvimento do SNC, desenvolve-

se o SNP30 cuja maioria de suas estruturas (gânglios e nervos) surge a partir das 

cristas neurais que se formam nos dois lados do tubo neural, quando este se 

fecha27. 

Tanto o SNC, quanto o SNP originam-se a partir de CTNs que, ainda em 

período pré-natal, sofrem sucessivas e específicas divisões mitóticas permitindo a 

origem das células nervosas3. Estas células interagem-se para assegurar a 

estruturação e função do SN maduro4. A proliferação celular, após o fechamento do 

tubo neural, origina, dentro da matriz germinal, todo o restante funcional estrutural e 

celular do SN4,31. Embora a produção e a migração de neurônios representem 
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eventos pré-natais, reconhece-se que continuam durante um período prolongado 

após o nascimento com diferenciação e maturação durante toda a infância e fase 

adulta1
.  

Após o nascimento, a estrutura morfológica e funcional do encéfalo não está 

completamente estabelecida31. Dois gradientes de desenvolvimento ocorrem durante 

os primeiros dois anos: o primeiro se refere a ordem em que as áreas funcionais 

gerais do cérebro se desenvolvem, e o segundo a ordem em que as estruturas se 

desenvolvem dentro das áreas primitivas correspondentes28,32. 

Em geral, primeiro, amadurecem as regiões correspondentes as funções 

primárias, tais como os sistemas motores e sensoriais. O córtex de associação 

temporal e parietal, associado às habilidades básicas de linguagem e à atenção 

espacial, amadurecem em seguida28,31,32. Por último, amadurece o córtex pre-frontal, 

lateral e temporal, as áreas corticais integradoras de ordem superior, chamadas 

áreas de associação, que intervêm entre processos sensorimotores e modulam a 

atenção básica e os processos de linguagem28,31,32.  

Entre seis e quinze meses, a taxa de desenvolvimento do SNC humano é 

acelerada no lobo temporal, no giro do cíngulo e na ínsula, vindo em seguida o lobo 

occipital, e por último os lobos parietal e frontal, que já passaram pela maior parte do 

seu desenvolvimento26,31. Por volta dos dois anos, às áreas primárias sensitivas 

alcançam o desenvolvimento da área motora e há um breve progresso nas áreas de 

associação26. 

  O SNC continua a se desenvolver, no nível microscópico, na mesma 

sequência até a adolescência e possivelmente até a idade adulta26.  A mielinização 

das fibras nervosas é somente um sinal de maturidade e as fibras podem conduzir 

impulso antes da mielinização4. O papel morfogênico adulto ainda necessita de mais 

estudos, porém evidências sugerem que a neurogênese adulta é fundamental para 

os processos de memória, plasticidade e por substituição de células após lesão do 

SNC ou processos neurodegenerativos4,5,26. 

O desenvolvimento do SN ocorre tanto no período pré quanto no pós-natal, e 

requer um ambiente neural adequado1. Fatores internos ou externos33,34 exercem 

diferentes influências sobre a trajetória de desenvolvimento neurológico35,36,37. Os 

fatores externos podem agir durante qualquer uma das fases de desenvolvimento e 

tem sido associados a deformidades físicas em recém-nascidos, além de distúrbios 

neurológicos e neuropsiquiátricos, tanto em crianças quanto em adultos1-5
.
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1.2 INTERFERÊNCIA DE FATORES AMBIENTAIS NO DESENVOLVIMENTO DO 

SNC 

 

O desenvolvimento do SNC exige sinalização altamente específica de 

caminhos biológicos fundamentais6. Estas vias regulam cuidadosamente a 

expressão de genes durante as diferentes etapas de desenvolvimento6. As fases 

iniciais deste processo são as mais sensíveis, pois são períodos em que as bases 

para a formação do encéfalo estão sendo estabelecidas33,34 e o desenvolvimento 

dos mecanismos de proteção no tecido materno e fetal ainda não estão 

concluídos35.  

Estímulos externos como dieta36, uso de medicamentos, infecções e 

inflamações maternas e a exposição a diversas substâncias tóxicas durante a 

gestação são exemplos de perturbações36,37 capazes de interromper processos 

importantes do neurodesenvolvimento como o padrão e o crescimento encefálico, a 

formação e migração de neurônios, a formação de sinapses, além de alterações no 

sistema endócrino e na homeostasia do sistema imunológico30. 

A exposição a substâncias químicas tem recebido maior atenção devido a 

sua ampla diversidade 27,38,39. A transmissão destes produtos químicos para o corpo 

pode ocorrer por inalação, ingestão ou contato com a pele, podendo até acumular-se 

em alguns órgãos e tecidos corporais40,41. Pelo fato dessas interferências ambientais 

poderem muitas vezes ativar células do sistema imune e fazê-las secretar 

mediadores imunológicos, como as citocinas, a neuroinflamação foi apontada como 

capaz de prejudicar o SN em desenvolvimento levando a desordens 

neuropsiquiátricas42.  

Neste sentido, estudos epidemiológicos encontraram associação entre 

inflamação materna durante a gestação e o risco aumentado de ocorrências de 

distúrbios no SNC42,43,44. O fluxo de sangue, um fator importante na função 

placentária e crescimento fetal, também é afetado por estressores ambientais45. 

Substâncias tóxicas acumulam-se em tecidos fetais aproximadamente quatro vezes 

mais do que em tecidos maternos induzindo alterações fisiopatológicas e 

comprometimento de vias importantes para o desenvolvimento saudável45.    

O uso de agrotóxicos, principalmente os provenientes de compostos OFs, 

tem se tornado um preocupante estressor ambiental46. Atrelado aos benefícios que 

estes compostos trazem a agricultura e em áreas urbanas eles geralmente persistem 
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no ambiente ocasionando poluição ambiental grave e casos agudos e crônicos de 

intoxicação humana46. Os agrotóxicos OFs, durante o neurodesenvolvimento, inibem 

a função da AChE e consequentemente a disposição de ACh46. Esses 

neurotransmissores desempenham papel morfogênico durante o período pré-natal, 

controlando e coordenando a montagem da arquitetura neural. Toxinas ambientais 

no início da vida também são conhecidas por afetar a subseqüente expressão 

gênica no encéfalo47,48. 

Além disso, a toxicidade aguda por OF tem sido associada a doenças 

cardiovasculares, respiratórias, gastrointestinais, e distúrbios sensório-motores48. 

Estes danos fisiológicos podem manifestar-se a longo prazo como prejuízos na 

memória e transtorno de ansiedade e humor35,48. A exposição crônica ao OF está 

associada a distúrbios cognitivos e neurocomportamentais, além de prejuízos 

motores e neurosensoriais35,48. Estes sintomas podem, não necessariamente, ser 

dependentes da inibição da AChE11. Estudos com animais indicam que tanto 

exposições crônicas quanto agudas à OF podem resultar em uma variedade de 

sintomas neurocomportamentais, particularmente relacionados a distúrbios 

neuropsiquiátricos49,48,49. 

A exposição a OF exerce efeitos negativos sobre o desenvolvimento de 

células neuronais, à síntese de DNA, a transcrição de genes, a diferenciação celular, 

e sinaptogênese48,49,50. Além de alvejar outros sistemas neurais, como, sistema 

dopaminérgico e serotoninérgico49,50.  

Embora indivíduos adultos representem uma classe bastante susceptível à 

exposição a OF, principalmente devido ao seu uso em atividades agrícolas, estudos 

apontam para crianças e neonatos como grupo etário importante no que se refere à 

exposição destes compostos17,48,49. Deste modo, tem-se sugerido que a 

neurotoxicidade de muitos compostos OFs podem estar envolvidas na gênese de 

neuropatologias durante a fase do neurodesenvolvimento, pois, nesta fase, a 

susceptibilidade a interferências ambientais é mais severa49-54. 

 

1.3 ORGANOFOSFORADOS 

 

A história dos OFs se inicia em 193754. Um grupo de químicos alemães 

liderados por Gerhard Scharader na Farben Fabriken Bayer, sintetizaram os 
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primeiros OFs em substituição aos organoclorados, já que esses últimos 

apresentavam características indesejáveis, como a bioacumulação53,54.  

Estruturalmente os OFs podem ser derivados do ácido fosfórico, tiofosfórico, 

ditiofosfórico e fosfônico (Figura 1)53.  A inserção dos OFs no mercado é datada das 

décadas de 60 a 80 e no ano de 1999 estes compostos já respondiam 40% do 

mercado mundial de agrotóxicos54. O sucesso comercial se explica pela alta 

efetividade contra pragas54. 

 

 

Figura 1 – Estrutura geral dos OFs. (A) O átomo de fósforo (P) pode estar ligado 

através de uma dupla ligação com o oxigênio (O) ou (B) com o enxofre (S). R1 e R2 

representam os grupos alcoxil. X= grupo substituível. Adaptado de Costa, 200655.  

 

Os OFs podem ser comercializados como pós, granulados, líquidos, 

pastilhas, emulsões e aerossóis53. São utilizados tanto no meio laboratorial como 

doméstico, estendendo seu emprego no controle de pragas na agricultura, em 

diversas indústrias, na medicina e inclusive no armamento químico54. Estes 

agrotóxicos são pouco hidrossolúveis e de acordo com a dose utilizada, podem 

exercer ação antiparasitária, inseticida55 ou tóxica16, pois são solúveis em solventes 

orgânicos e lipídios, veículos que podem facilitar a absorção cutânea destes 

compostos53,56,57. 

O Brasil ocupa o primeiro lugar no mercado consumidor mundial de 

agrotóxicos58. No país, estão autorizados 37 ingredientes ativos do grupo químico 

dos OFs59. Dez recebem a classificação toxicológica I (extremamente tóxico), 

dezesseis a classificação II (altamente tóxico), nove a classificação III 

(medianamente tóxico) e um a classificação IV (pouco tóxico)59. É importante 

destacar que 70,3% estão entre a classificação I e II, extremamente e altamente 
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tóxico para o ser humano59.  De acordo a ficha de informação de segurança de 

produtos químicos (FISPQ), o  malathion ocupa a classificação toxicológica II.  

Após absorvidos, estes compostos são distribuídos para todos os tecidos e 

são metabolizados a nível hepático53. Os metabólitos podem ser ativados (pela 

oxidação do grupo P=S ou P=O) ou inativados, sendo este último causado por 

transformações bioquímicas estruturais ou pela ligação a certos sítios no 

organismo53.  

Os OFs exercem sua ação neurotóxica através da inibição funcional das 

enzimas: AChE, encontrada nas sinapses do SNC, SNP, parassimpático e nas 

junções neuromusculares; e da enzima butirilcolinesterase ou AChE inespecífica 

encontrada no plasma, no intestino e, em menor concentração, em outros tipos de 

tecidos53.  

A inibição irreversível da AChE ocorre através da fosforilação do grupo 

hidroxila do resíduo de serina da enzima53. Essa inativação ocasiona prejuízo na 

hidrólise da ACh, ocasionando a acumulação desse neurotransmissor nas sinapses 

do SNC e SNP46. A hiperestimulação dos receptores colinérgicos muscarínicos 

(mAChR) e nicotínicos (nAChR) desencadea manifestações clínicas caracterizada 

como síndrome colinérgica46.  

Os OFs interferem também no metabolismo de lipídeos, carboidratos e 

proteínas, incluindo efeito na secreção de insulina pelas células beta-pancreáticas, e 

contribuem para o desencadeamento do estresse oxidativo50. O estresse oxidativo 

desencadeado pelos OFs ocorre durante os processos metabólicos de degradação 

do composto, principalmente, devido à geração de radicais livres e à alteração no 

sistema de enzimas antioxidantes, através da diminuição da atividade de enzimas 

antioxidantes importantes durante as reações degradadoras50.  

A inibição crônica da AChE no tecido nervoso por OF e consequente 

desregulação do sistema colinérgico tem sido associada a doenças neurológicas 

devido a déficits em eventos celulares específicos durante o neurodesenvolvimento 

51,52. Estudos clínicos49 e pré-clínicos23 sugerem a exposição a agrotóxicos como um 

fator ambiental que contribui para perturbações no neurodesenvolvimento e 

alterações neurobiológicas, tais como: TEA23. 

As inúmeras agressões à saúde humana decorrentes da utilização de 

agrotóxicos durante períodos agudos ou crônicos podem desencadear uma série de 

alterações que vão desde desordens neurocomportamentais, efeitos teratogênicos a 
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até a morte62,63. Esta variedade de efeitos sugere que os mecanismos de ação 

através dos quais estas substâncias atuam podem ir além, ou ainda, serem 

independentes da inibição da AChE63. 

 

1.3.1 Malathion 

  

Dentre os compostos OFs mais utilizados no mundo, especialmente em 

países em desenvolvimento como o Brasil, destaca-se o malathion (éster dietil 

dimetoxifosfinotiol), por ser um agrotóxico usado em áreas rurais e urbanas em uma 

variedade de situações que inclui produtos farmacêuticos (Figura 2)22. O malathion é 

um produto químico fabricado em duas formas: uma pura que constitui um líquido 

incolor e uma solução de grau técnico (líquido amarelo acastanhado), que contém o 

malathion (superior a 90%)64.   

 

 

Figura 2 – Representação estrutural do malathion. Adaptado de WHO, 200365. 

 

O malathion é um agrotóxico com alto potencial de exposição humana62,65. O 

malathion, após absorção, é oxidado no fígado por enzimas do Citocromo P-450. O 

malaoxon, metabólito resultante, é o responsável pelos efeitos tóxicos observados65. 

O metabolismo do malathion também se dá através de uma enzima carboxilesterase 

hepática que catalisa a degradação do malathion a derivados como o malathion 

ácido monocarboxílico (MMC) e malathion ácido dicarboxílico (MDC)(Figura 3)66. 
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Figura 3 – Biotransformação do malathion. Adaptado de WHO, 200365. 

 

O malathion é conhecido por promover alterações bioquímicas e fisiológicas 

nos eritrócitos e linfócitos e pode induzir uma série de alterações cromossômicas em 

animais66-69. No que diz respeito ao mecanismo de neurotoxicidade, foi relatado que 

este agrotóxico induz toxicidade através da inibição da AChE e subsequente 

hiperativação dos receptores colinérgicos67.  

Uma exposição abaixo do limiar inibitório também é capaz de induzir a 

danos neurológicos, incluindo estresse oxidativos em diferentes regiões encefálicas 

após intoxicação aguda e crônica a malathion68. Além disso, essa exposição 

também tem como alvo outros tecidos, tais como: fígado, rim, pulmão, diafragma, 

quadríceps e soro69, e também pode afetar parâmetros cognitivos, como prejuízos 

na memoria aversiva70. 

Os OFs são compostos com propriedades alquilantes, ou seja, capazes de 

promover atividade mutagênica51,52. Esta propriedade está relacionada com a 

existência de dois sítios eletrofílicos em sua estrutura molecular ou em seus 

metabólitos intermediários, nos quais são capazes de quebrar os sítios nucleofílicos 

do DNA51,52. Os sítios eletrofílicos do malathion são o grupo alquil e o grupo 

fosforil51,52.  

O malathion é um composto OF amplamente utilizado67. O uso generalizado 

desses agrotóxicos em programas de saúde pública e agrícolas tem causado 

poluição ambiental grave e potenciais riscos à saúde, incluindo, casos agudos e 

crônicos de intoxicações humanas49. Contudo, sendo o malathion um agente 

neurotóxico devido seu papel como inibidor enzimático, principalmente da AChE, e 

sendo a ACh um neurotransmissor fundamental para eventos celulares neurais 

durante o neurodesenvolvimento, reconhece-se que a exposição precoce a 
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malathion pode induzir inúmeros distúrbios neuroquímicos e neurocomportamentais 

como aqueles envolvidos na gênese do TEA71. 

. 

1.4 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA 

 

O TEA é uma condição complexa de desordens do 

neurodesenvolvimento72. Com base a 5ª edição do Diagnostic Statistical Manual of 

Mental Disorders (DSM-5), os critérios diagnósticos que definem o TEA incluem: 

déficit nas habilidades sociais de comunicação verbal e não 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 saúde pública2.  

Pacientes com TEA apresentam grandes variações individuais, necessitando 

de cuidados extensivos e compromissos permanentes das famílias73,74,75. Estas 

alterações podem ser detectadas nos três primeiros anos de vida e persistem até a 

vida adulta2,76. O TEA é de 4-5 vezes mais prevalente em homens que em 

mulheres2,77. A causa dessa diferença não é bem compreendida74,77,78. Entretanto, 

sugere-se o envolvimento de cromossomo sexuais e a influências hormonais no 

útero74,78,79 como fator de proteção aos insultos que desencadeiam o TEA. 

Os critérios que definem o TEA têm evoluído ao longo dos anos2,75. A 

primeira definição prática apareceu no DSM-III, e foi influenciada pela 

conceptualização de prejuízo no desenvolvimento social e insistência na monotonia 

do desenvolvimento comunicativo e surgimento antes de 30 meses de idade80,81,82.  

As revisões posteriores da quarta edição (DSM-IV) e da 10º revisão da 

Classificação Internacional de Doenças (CID-10), em que o TEA foi referido como 

Transtorno Invasivo do Desenvolvimento, enfatizou uma tríade de características: 

deficiências na ação social; deficiências na comunicação; comportamento, 

repetitivos e estereotipados e de interesses e atividades restrito83,84,85. 

A última revisão, DSM-5, publicado em maio, 2013, adotou o TEA. Um termo 

“guarda-chuva” de distúrbio sem uma definição de subtipos, e reorganizou a tríade 

em uma díade: dificuldades na comunicação social, e interação social; e 

comportamento restrito e repetitivo, interesses ou atividades86,87. Os novos critérios 

dão melhores descrições e organização dos principais recursos, de enfatizar a 

natureza dimensional do autismo, fornecer um rótulo diagnóstico individualizado, e 
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permitir uma avaliação do indivíduo de necessidade de apoio ajudando prestação de 

serviços clínicos88. 

A etiologia do TEA permanece desconhecida. Entretanto, sugere-se que o 

espectro de sintomas deste transtorno e as condições médicas associadas, sejam 

decorrentes de disfunções no SNC, que levam a uma desordem no padrão do 

desenvolvimento neural e comportamental da criança.  Os mecanismos propostos 

responsáveis por tal fisiopatogênese, inclui a participação de fatores ambientais e/ou 

predisposições genéticas78,79.  

 

1.4.1 Tea e fatores ambientais 

 

A compreensão do autismo evoluiu consideravelmente nos últimos 70 anos, 

com um crescimento exponencial na pesquisa desde meados da década de 9089. Os 

estudos mostram que o conjunto de condições de desenvolvimento neurológico 

presentes no TEA pode ser atribuído a fatores etiológicos distintos89, provavelmente, 

resultado de complexas interações entre fatores de risco genéticos e não 

genéticos89.  

Um estudo realizado em 2011 por Hallmayer e colaboradores, sugere que 

fatores genéticos são responsáveis por 35-40% dos elementos que contribuem90, o 

60-65% restante é provavelmente devido a exposição a fatores ambientais durante 

os períodos pré, peri e pós-natais91,92.  Neste sentido, tem-se atribuído a influências 

de fatores ambientais, como exposição a produtos químicos93-97, a responsabilidade 

por afetar o desenvolvimento neurológico98.  

As alterações fisiopatológicas observadas envolvem estresse oxidativo, 

distúrbios bioquímicos e ativação inadequada de citocinas pró-inflamatórias99-102. A 

respeito da ativação imune, a resposta inflamatória inclui a participação de citocinas 

como Factores de Necrose Tumoral Alfa (TNFα) e interleucina 1 beta IL-1β103, 

citocinas conhecidas por causar neurotoxicidade e danos neuronais43,44.  

Tanto infecções, quanto exposição química podem desencadear uma 

resposta inflamatória, como é o caso da exposição a agrotóxicos10,104,105. A 

inflamação desencadeada por fatores ambientais pode contribuir para a deterioração 

das barreiras biológicas, como a BHE, o que conduz à subsequente liberação de 

mediadores pró-inflamatório e ativação microglial43,44
..  
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Estudos experimentais e clínicos têm sugerido que a inflamação pode 

promover alterações cerebrais associadas a fisiopatologia de doenças neurológicas 

como o TEA42. Por exemplo, a inflamação perinatal foi associada a alterações sobre 

o sistema glutamatérgico e Gabaérgicos42 e desequilíbrio da regulação de 

dopamina. Além disso, o dano associado pode manifestar-se por meio de mudanças 

comportamentais como, dificuldades de aprendizagem e prejuízos no 

comportamento social42.  

Alguns agrotóxicos são conhecidos por prejudicar a função tireoidiana 

materna durante a gravidez, alterar o equilíbrio cérebro excitatório/inibitório afetando 

a função mitocondrial ou estresse oxidativo, terminando com um fenótipo autista (às 

vezes sem grandes anomalias noutros sistemas corporais)25. Um estudo realizado 

em 2014 relatou um aumento do risco de diagnóstico TEA em crianças cujas mães 

viviam durante a gravidez perto dos campos onde foram aplicados agrotóxicos OFs7. 

Sendo o sistema colinérgico alvo destes compostos, e tendo por isso a 

disposição adequada de ACh, é possível que a exposição precoce a agrotóxicos 

OFs eleva os níveis de ACh durante o desenvolvimento do SNC, resultando em 

incoerências no desenvolvimento de vias neurais importantes na manutenção da 

saúde do indivíduo106,107. Em períodos vulneráveis de desenvolvimento, a totalidade 

ou parte de tais mecanismos poderiam desencadear as vias fisiopatológicas que 

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

 

1.4.2 Tea x acetilcolina 

  

A ACh é um mediador químico de sinapses no SNC, no SNP e também na 

junção neuromuscular108,109. A ACh, seus receptores e o aparato enzimático 

responsável por sua síntese e degradação constituem o sistema de 

neurotransmissão colinérgica110.  

No SNC, a ACh apresenta inúmeras funções, estando implicada no processo 

cognitivo (atenção, aprendizado e memória), na motivação e recompensa, no 

processamento de estímulos, além da participação no processo de sono e vigília111. 

Além disso, a ACh desempenha importantes papéis tróficos no desenvolvimento do 

SNC durante o período embriológico participando de eventos celulares tais como a 

diferenciação neuronal e formação de sinapses70. Sabe-se que uma variedade de 
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doenças neurológicas tem sido relacionadas a alterações nestes importantes 

eventos celulares durante o neurodesenvolvimento111. 

A ACh age sobre canais de receptores distribuídos no SNC, sendo 

expressos em neurônios e células não neuronais, como astrócitos, microglia, células 

precursoras de oligodendrócitos e células endoteliais109.  A desregulação da 

neurotransmissão colinérgica tem sido associada a várias condições 

fisiopatológicas109, incluindo esquizofrenia111, doença de Alzheimer113 e TEA112, 114. 

Um dos mecanismos sugeridos em relação à associação entre sistema 

colinérgico e TEA aponta diferenças no tamanho, número e estrutura de neurônios 

do núcleo basal colinérgico do cérebro de crianças autistas115. A diminuição das 

concentrações de colina, um precursor da ACh, e de nAChR foram observados em 

pacientes com TEA116, além disso, baixos níveis de colina citosólica foram 

correlacionados com a gravidade desta síndrome117 e a lesão de células 

colinérgicas118 pode conduzir comportamentos típicos do TEA em roedores112. 

A ACh também está envolvida no mecanismo de reconhecimento de 

faces117. Pacientes autistas apresentam prejuízo no contato visual efetivo80. Ao 

analisar os mecanismos envolvidos no reconhecimento e contato visual, incluindo a 

implicação de neurotransmissores no córtex visual, é observado uma importante 

contribuição de ACh nas propriedades biofísicas dos neurônios e em sua eficácia 

sináptica117. Consequentemente, um déficit em inervações colinérgicas no giro 

fusiforme (região consistentemente ativa durante visualização do rosto em indivíduos 

com desenvolvimento típico) pode ser observado em indivíduos adultos com TEA70.   

A transmissão de ACh é mediada pelos receptores: mAChR (acoplados à 

proteína G) e nAChRs (canais ionotrópicos). Os nAChRs são mais expressos em 

ambas as células: diferenciadas e indiferenciadas do SNC, e são conhecidos por 

influenciar o desenvolvimento e modular múltiplas vias de neurogênese tais como 

vias de sinal de crescimento celular e também medeiam a síntese e libertação de 

neurotransmissores estimuladores e inibitórios induzidos pelos seus 

agonistas durante o desenvolvimento cerebral118,119. 

Em um estudo realizado em cérebros de autistas adultos post-mortem, 

verificou-se que houve uma redução de nAChR uma característica importante da 

fisiopatologia neuroquímica do TEA120. Ainda, estudos de imuno-histoquímica post-

mortem revelaram redução das várias subunidades de nAChR e de mAChR no 

neocórtex, cerebelo, tálamo e corpo estriado de pacientes com TEA114, 121. 
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Neste contexto, a importância desse sistema tem sido significativamente 

evidenciada111 e os dados sugerem que o envolvimento fisiopatológico pode variar 

de núcleos colinérgicos e expressão alterada de receptores de ACh a disfunções 

dos receptores colinérgicos111,114 e as alterações comportamentais podem, da 

mesma forma, ter um envolvimento considerável no quadro clínico do TEA121. 

 

1.5 ONTOGÊNESE DE REFLEXOS 

 

Em estudos acerca do desenvolvimento do SNC, além de análises em 

respostas comportamentais, tem-se observado em modelos animais parâmetros 

ontogenéticos e reflexológicos122,123. Um reflexo é uma resposta motora 

estereotipada do SNC frente a estímulos internos ou externos124. Estas respostas 

podem ser inconscientes e servem como mecanismos de proteção ou de 

sobrevivência125. Os reflexos representam uma das expressões comportamentais da 

função cerebral123 e o aparecimento de cada reflexo pode estar relacionado com 

taxa de desenvolvimento de regiões específicas do SNC126.  

O SNC apresenta um período de crescimento rápido ou um período 

vulnerável que corresponde à maior taxa de diferenciação e migração celular, 

neurogênese, sinaptogênese, maturação e mielinização das vias de 

neurotransmissores6,33,34. Dependendo das espécies de animais, este período crítico 

de desenvolvimento neural ocorre em fases diferentes na vida6. Em ratos, a maioria 

dos eventos relacionados com o período crítico de desenvolvimento ocorre durante 

os primeiros 21 dias pós-natais, o que corresponde ao período de amamentação123. 

Em modelos animais, esta evolução neurocomportamental pode ser 

acompanhada por meio da utilização de testes sensório-motores (reflexos) desde o 

nascimento até o desmame126. Estes testes podem ser úteis para avaliar alterações 

induzidas por agentes farmacológicos e/ou toxicológicos em pequenos roedores 

durante as fases iniciais de desenvolvimento127.  

Algumas respostas comportamentais, assim como reflexos, tais como, 

preensão palmar, endireitamento ou recuperação do decúbito, mostram regularidade 

em seu tempo de aparecimento e subsequente maturação122. Neste sentido, 

modelos animais vêm se tornando uma ferramenta confiável para avaliar 

anormalidades no neurodesenvolvimento frente a um estímulo externo, como por 

exemplo, a exposição a substancias quimicas14,128. A exposição prolongada e as 
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formas de composição destes compostos elegem os agrotóxicos, principalmente 

aqueles provenientes de compostos OFs, como um importante agressor sobre o 

SNC128.  

No que diz respeito o efeito da exposição a OF sobre parâmetros sensórios 

motores, o período pré e pós-natal são reconhecidos como sensíveis a essas 

injúrias129. Em ratos, por exemplo, a exposição crônica de OF durante a gestação 

tardia foi relacionada a prejuízos em parâmetros reflexológico: recuperação ao 

decúbito e aversão ao precipício130.  

Em consonância com dados pré-clínicos, evidências epidemiológicas têm 

demonstrado o papel dos OFs na gênese de anormalidades sensório-motoras131,132. 

Em um estudo de coorte que leva o nome de C.H.A.M.A.C.O.S (do inglês, Center for 

the Health Assessment of Mothers and Children of Salinas), que incluia gestantes 

residentes em uma grande área de produção agrícola, a presença de OF na urina ou 

no sangue materno foi associada a deficiências no funcionamento de reflexo em 

lactentes132.  Dados semelhantes foram relatados por Engel e colaboradores133. Os 

autores demonstraram que níveis elevados de OF no sangue do cordão umbilical foi 

associado a problemas mentais e prejuízos psicomotor de desempenho e atenção 

em crianças avaliadas nos 12, 24 e 36 meses de vida134.  

Deste modo, considerando o aumento significativo no número de casos de 

doenças neurológicas e psiquiátricas21,135, e sendo exposição a OF um preocupante 

estressor ambiental cujo exposição crônica e aguda está relacionado a inúmeras 

disfunções neurológicas, propõe-se investigar através deste estudo os efeitos 

causados pela exposição pré e pós-natal ao OF malathion sobre o crescimento físico 

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

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

  

Investigar os efeitos da exposição pré e pós-natal do organofosforado 

malathion sobre o neurodesenvolvimento de ratos Wistar e a possível relação com o 

comportamento autista. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Investigar, na prole, o efeito da exposição pré-natal do malathion sobre:  

 Avaliação da maturação dos reflexos;  

 Crescimento físico; 

 A maturação das características físicas. 

 

Investigar os efeitos da exposição pré e pós-natal do malathion sobre os 

seguintes parâmetros comportamentais: 

 Parâmetros de estereotipia (PND30-60); 

 Parâmetros de interação social (PND30-60); 

 Memória de reconhecimento social (PND45). 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

É um estudo experimental utilizando modelo animal. 

 

 3.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

A utilização de animais neste estudo seguiu os Princípios de Cuidados de 

Animais de Laboratório (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de 

Saúde dos Estados Unidos da América, NIH, publicação número 80-23, revisada em 

1996) e os procedimentos experimentais foram realizados após aprovação da 

Comissão de Ética em Utilização de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de 

Santa Catarina sob protocolo: 16.036.2.10.IV (Anexo). Durante todo o período 

experimental, os animais foram mantidos em temperatura controlada (22±1°C) e 

ciclos de luz artificial respeitado (12 horas claro/escuro), recebendo ração comercial 

padronizada para ratos de laboratório e água ad libitum. 

 

3.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS:  

 

Foram utilizadas 06 fêmeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultas (60 

dias), virgens, pesando entre 250/300g, provenientes do biotério da Universidade do 

Vale do Itajaí – 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 distribuição equivalente entre os gêneros, (quatro filhotes machos e 

quatro filhotes fêmeas) totalizando o número amostral de animais necessários ao 

estudo. 

 

3.3.1 Acasalamento  

 

Para o acasalamento, as fêmeas foram introduzidas ao final do período de 

luz (19h00min) nas gaiolas dos machos, na proporção de duas fêmeas para cada 

macho. Às 7 horas da manhã do dia posterior foi verificada a possibilidade de 
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prenhez por meio do esfregaço vaginal, que consiste na introdução de cloreto de 

sódio através de uma pipeta plástica no canal vaginal da fêmea, coletando secreção 

para análise em microscópio óptico a procura de espermatozoides junto ao material 

biológico do animal136. Quando verificada a presença de espermatozoides, 

considerou-se como o dia gestacional (DG) zero daquela fêmea137. As fêmeas 

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 período gestacional136. 

 

3.3.2 Padronização da ninhada  

 

Os partos aconteceram de forma natural e durante os primeiros 21 dias pós-

natal foi realizado na prole análise do parâmentro de ontogênese de reflexo e 

crescimento físico. Foi utilizado neste período descendente de ambos os sexos 

(machos e fêmeas) expostos pré-natalmente ao malathion (ou controle). O desmame 

e a diferenciação entre os gêneros (machos e fêmeas), aconteceu no PND21 e foi 

realizada através da verificação da diferença visual relacionada à distância 

anogenital, que é perceptivelmente maior em machos138. Logo após, foi realizada a 

padronização 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 estão 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)50 (desde DL 50 = 2000 mg / kg de peso corporal para o rato)139,140. 

 

3.4.1 Intoxicação induzida  

 

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

Malathion e (b) Grupo Controle. O período de exposição ao OF obedeceu às 

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

protocolo 2 (exposição pós-natal). 

 

3.5 DESENHO DE ESTUDO 

  

3.5.1 Protocolo 1: 

 

As matrizes do grupo malathion (n=03) receberam administração via 

gavagem (GO), a partir do DG6 até o DG14 de malathion na dose de 200 mg/kg141. 

Durante este período de exposição, eventos críticos do neurodesenvolvimento, 

principalmente o fechamento do tubo neural, estão sendo realizados (Quadro 1)142. 

A exposição pré-natal contou com 06 ratas prenhas, sendo 03 expostas a malathion, 

na já mencionada dosagem, e 03 ratas expostas a óleo de milho no volume e 

período equivalente ao grupo malathion perfazendo o grupo controle. 

Após o nascimento, a prole foi mantida com suas matrizes durante todo 

período de lactação (21 dias). Ao longo desta fase foram realizadas análises 

referentes ao crescimento físico e ontogênese de reflexos da prole. Nestes testes 

foram utilizados descendentes de ambos os sexos (machos e fêmeas) (Quadro 2).  

No PND22, após a sexagem, as fêmeas foram encaminhadas a morte 

indolor assistida (MIA) e os machos foram submetidos à padronização 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- Exposição pré-natal 

 

                                    GO. 200mg/kg malathion              Desmame 

   

 

             DG0       DG6                                    DG14    DG21    

 

 

 

 

Quadro 2 – Parâmetros ontogenéticos  

 

       Avaliação dos parâmetros ontogenéticos                  Desmame 

 

 

         PND1                                                                                       PND21 

                 * até o período de consolidação dos parâmetros reflexológicos analisados. 

 

 

 

 

Quadro 3 – Testes comportamentais 

 

        Padronização                Teste comportamental                     MIA 

         da ninhada (♂) 

 

                                                                                                                   

         PND22         PND30                    PND45              PND60                       X   

 

 



37 

3.5.2 Protocolo 2: 

 

Embora a injeção subcutânea pudesse imitar a exposição cutânea, ela não 

considera adequadamente a disposição e o metabolismo do agrotóxico quanto à 

penetração através da pele e a influência do contato materno143. Assim, a via oral foi 

selecionada para exposição das matrizes.  

Deste modo, para o protocolo 2, o malathion na dose 200mg/kg foi 

administrado (GO) as matrizes (n=03) durante todo o período de aleitamento (21 

dias)144. Para o grupo controle (n=03) administrou-se apenas o veículo, óleo de 

milho, no volume e período equivalente ao grupo malathion145 (Quadro 4).   

O volume de injeção foi de 1 mL / kg de peso corporal144 e para garantir a 

amamentação adequada e uniforme, ou seja, respeitando a quantidade de mamas 

das matrizes, a ninhada das matrizes foi padronizada a quantidade de 08 animais. 

Após 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 PND60.  

 

Quadro 4 – Exposição pós-natal (via lactação materna) 

          
                                 Aleitamento                                    Testes comportamentais 
                          (GO 200mg/kg malathion)                                   
 
  

 

        PND0                                                                  PND21       
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3.6 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE CRESCIMENTO FÍSICO E 

ONTOGÊNESE DE REFLEXOS 

 

Em cada animal dos dois grupos que permaneceram até o desmame foi 

analisada a ontogenia reflexa. Os reflexos foram investigados desde o 1º dia de vida 

do animal até o dia de sua consolidação. As análises foram feitas entre 9:00 às 

11:00 horas da manhã146. O reflexo foi considerado consolidado quando a resposta 

total foi observada de maneira inequívoca durante 03 dias consecutivos146. As 

avaliações foram procedidas utilizando-se instrumentos elaborados ou existentes no 

laboratório. Abaixo estão descritos os reflexos que foram avaliados146.  

Preensão Palmar (PP) – Quando a pata anterior é acariciada com um 

instrumento metálico, o membro estimulado tende a ser flexionado para agarrar o 

instrumento. Este reflexo é primitivo e inato, sendo sua presença indicativa de 

imaturidade do SNC, ou seja, com a maturação ocorre inibição deste reflexo. Foi 

registrado, portanto, o dia do seu desaparecimento como positivo (P)146. 

Recuperação de Decúbito (RD) - Quando o animal é colocado em decúbito 

dorsal (de costas) ele imediatamente se vira para descansar na posição 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 não conseguir sair da postura em que for colocado; 

P, quando o animal girar o corpo e assumir o decúbito ventral146. 

Colocação pelas Vibrissas (CV) - O rato é suspenso pela cauda de tal forma 

que suas vibrissas toquem levemente a borda de uma mesa, sendo assim mantido, 

o animal tende a elevar sua cabeça e estender seus membros anteriores com o 

objetivo de apoiar-se sobre a superfície da mesa ou iniciar a caminhada. Serão 

consideradas como respostas: Neg, a ausência de orientação de movimentos em 

direção ao apoio; P, quando o animal colocará as duas patas anteriores sobre a 

mesa e realizar movimentos de marcha, associados com extensão do tronco, dentro 

de no máximo de 10 segundos146. 

Aversão ao precipício (AP) - Quando o rato é colocado na borda de uma 

superfície do tipo “precipício” ou tampo da mesa com as patas dianteiras e face 

sobre a borda, ele irá girar e rastejar longe da queda do penhasco. A resposta é 

considerada P quando o animal, no tempo máximo de 10 segundos, se deslocar 

para um dos lados (num ângulo de pelo menos 90 graus) e caminhar em sentido 
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contrário à borda, caracterizando a aversão ao precipício. A resposta Neg é 

caracterizada pela ausência de qualquer reação e/ou queda do animal146. 

Geotaxia Negativa (GN) - Quando o animal é colocado em uma inclinação 

de ângulo 45 graus com a cabeça apontando para baixo de inclinação, ele vai virar e 

rastejar até a inclinação. Considera-se como respostas: P, se o animal, num período 

máximo de 10 segundos, girar aproximadamente 140 graus, posicionando a cabeça 

em sentido ascendente; abaixo deste ângulo, será considerada resposta Neg146.  

Reação de Endireitamento em Queda Livre (AC) - O rato será segurado 

pelas quatro patas com o dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm (uma 

régua de 30 cm, perpendicular ao plano, servirá como guia). O animal é então solto 

sobre um leito de espuma sintética e sua queda livre será observada. A resposta é 

considerada P, quando o animal realizar uma rotação do corpo, voltando o ventre 

para baixo e caindo na superfície do leito apoiado sobre as quatro patas146. 

 

3.6.1 Crescimento físico 

 

A análise do crescimento físico da prole foi obtida por meio de observações 

do peso corporal (PC), da medição do comprimento corporal (EL), comprimento da 

cauda (CC), eixos do crânio: eixo latero-lateral do crânio (ELLC) e ântero-posterior 

do crânio (EAPC). Essas medições foram feitas a partir do PND1 e a cada dois dias 

até o PND21.  

A análise foi realizada sempre no mesmo horário, período matutino. Nos 

testes foram utilizados uma balança eletrônica (Fanem ®, precisão de 100 mg) e um 

paquímetro (STARRET ®, 0,05 precisão mm). 

Eixo ântero-posterior do crânio (EAPC): Para a medida do eixo ântero-

posterior do crânio, tomar-se como referência a linha média que vai da extremidade 

do focinho até o ponto de interseção com outra linha perpendicular imaginária. Essa 

linha passa tangencialmente às extremidades posteriores dos pavilhões auriculares. 

146.  

Eixo latero-lateral do crânio (ELLC): Este eixo é representado pela linha 

imaginaria perpendicular ao eixo longitudinal do crânio, dividindo os pavilhões 

auriculares ao meio149.    

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

das mãos do pesquisador. Posteriormente a cauda do animal é estendida e marcado 
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com uma caneta na mesa o início e fim da cauda. E posteriormente realiza-se a 

medida146.  

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 balança 

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

 

3.6.2 Maturação das características físicas  

 

As observações das características físicas foram realizadas diariamente 

durante todo o período de aleitamento, sempre no turno matutino (09h00min-

10h00min). As características físicas observadas foram:  

 Desdobramento das orelhas externa (APA); 

 Abertura do canal auditivo (ACA);  

 Abertura do olho (AO). 

A idade de maturação destas características 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 exposição ao OF sobre parâmetros 

comportamentais da prole expostas durante o período pré e pós-natal a malathion. 

Todos os testes foram conduzidos entre o período das 9:00 às 13:00 horas, em 

baixa iluminação e monitorados com câmera de vídeo. O pesquisador não 

permaneceu na sala de experimentação para evitar qualquer interferência na 

resposta comportamental dos animais. Antes de qualquer um dos procedimentos de 

avaliação comportamental, os animais foram levados em suas gaiolas-moradia à 

sala de experimentação com 1 hora de antecedência – representando o período de 

habituação. Todos os equipamentos foram limpos com álcool 70% após o teste de 

cada animal, impedindo a permanência de odores. 
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3.7.1 Testes de interação social e estereotipia:  

 

Os testes de interação social e estereotipia foram realizados no trigésimo e 

sexagésimo dia pós-natal. O teste de interação social é baseado na tendência 

natural dos roedores em investigar com maior dedicação um indivíduo intruso que 

lhe for apresentado pela primeira147.  

No teste de interação social os animais foram submetidos a interagir, 

individualmente, por 05 minutos, com um outro animal desconhecido do mesmo sexo 

e da mesma faixa etária. O aparato utilizado consistiu em uma caixa de madeira (60x 

60x30 cm) com 3 paredes laterais de madeira e uma parede de vidro transparente 

que permitisse a visualização do comportamento do animal.  

A análise realizada no teste de interação social seguiu as descrições de 

Moreira e colaboradores148 e compreendeu a quantificação do número de vezes dos 

seguintes comportamentos sociais: cheirar, seguir, montar ou permitir a monta do 

animal intruso. 

O teste de estereotipia seguiu as descrições de Battisti e colaboradores149. O 

comportamento estereotipado é bem definido pela permanência do animal em 

posição estacionária exibindo movimentos rápidos, repetidos da cabeça e membros 

dianteiros. O teste foi realizado durante 5 minutos149.  

 

3.7.2 Memória de reconhecimento social: 

 

O teste de reconhecimento social vem sendo utilizado como um modelo 

válido para o estudo da memória de curta duração, utilizado para demonstrar 

possíveis efeitos “amnésicos” de diferentes substâncias e procedimentos sobre a 

memória social150,151. O teste consiste em duas apresentações sucessivas de 5 

minutos cada, sendo que a segunda apresentação é feita após 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 próprios odores, sem a interferência dos odores de 

seus coespecíficos. Os animais mantidos nestas condições foram considerados 

“residentes”. Na primeira apresentação, 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 investigação social entendem-se os 

atos de cheirar, montar, permitir a monta e seguir, que são medidos em número de 

vezes.  

Após o final da primeira apresentação, o animal jovem foi retirado da caixa, e 

então o rato adulto ficou isolado por 30 minutos. Após este intervalo de tempo, o 

mesmo rato jovem foi reapresentado ao rato adulto por mais 5 minutos, e então, o 

tempo de investigação foi novamente registrado. A diminuição do tempo de 

investigação na segunda apresentação demonstra o reconhecimento social, já que 

reconhecendo o animal jovem, o rato adulto tende a perder o interesse em investigá-

lo novamente. 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA:  

 

Os dados foram expressos como média + desvio padrão da média. As 

comparações estatísticas foram realizadas por análise de variância (ANOVA) de 

uma via e os grupos foram comparados entre si com pos-hoc de Tukey. A 

significância estatística foi considerada para valores de p<0,05. O número de 

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

 

4.1 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE CRESCIMENTO FÍSICO E 

ONTOGÊNESE DE REFLEXOS 

 

4.1.1 Ontogênese de reflexos 

 

A exposição a agrotóxicos, como OF, durante período crítico do 

neurodesenvolvimento em humanos tem sido considerada um fator ambiental que 

contribui para perturbações no neurodesenvolvimento e para o desenvolvimento de 

distúrbios neurobiológicas como o TEA23. As anormalidades neurocomportamentais 

podem ser observadas pela taxa de crescimento físico e maturação dos reflexos 

neurológicos desde o nascimento até o desmame152. Deste modo, animais expostos 

durante o período pré-natal ao malathion e seu respectivo controle foram submetidos 

a análise da maturação da ontogênese de reflexos e das características físicas 

durante o período de lactação (1º ao 21º dia pós-natal).  

Os resultados da análise do parâmentro de ontogênese de reflexo 

demonstraram que os reflexos: RD, AP, GN e AC da prole do grupo malathion 

apareceram significativamente (p<0,05) mais tarde em comparação com os filhotes 

do grupo controle. Não houve diferença significativa na maturação dos reflexos PP e 

CV do grupo malathion em comparação com o grupo controle (p>0,05) (Figura 4). 
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Figura 4– Ontogênese de reflexo de ratos neonatos avaliados durante o período de 

aleitamento: 1º ao 21º dia de vida. RD (recuperação em decúbito); AP (aversão ao 

precipício), PP (pressão palmar), GN (geotaxia negativa), CV (colocação de 

vibrissas), AC (recuperação em queda livre). Dados apresentados em média ± SD. 

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

 

4.1.2 Eixos do crânio 

 

Com relação à análise do crescimento físico, na comparação realizada entre 

os indicadores: eixos do crânio (EAPC e ELLC), a prole das matrizes do grupo 

malathion não apresentou déficit no crescimento destes parâmetros quando 

comparado com a prole do grupo controle (p>0,05) (Figuras 5 e 6). 

Com base nesta observação, sabe-se que crianças com TEA apresentam 

um tamanho normal da cabeça no nascimento, mas que em seguida é possível 

observar comportamentos sociais atípicos quando comparado com crianças sem o 

transtorno153. 
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Figura 5 – Eixo anteroposterior do crânio de ratos neonatos avaliados durante o 

período de aleitamento: 1º ao 21º dia de vida. Dados apresentados em média ± S.D 

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

 

 

 

                                                                                                                         

                                                                                                                      

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 – Eixo latero-lateral do crânio de ratos neonatos avaliados durante o 

período de aleitamento: 1º ao 21º dia de vida. Dados apresentados em média ± 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, não houve diferença significativa (p<0,05) 

na comparação das medidas do grupo malathion comparado com o grupo controle 

durante os primeiros 21 dias pós-natal (p>0,05) (Figura 7). 

 

                                                                                                                        

                                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Comprimento da cauda de ratos neonatos avaliados durante o período de 

aleitamento: 1º ao 21º 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 não apresentou diferença significativa durante os 

primeiros 21 dias pós-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 período 

de aleitamento: 1º ao 21º 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 útil do crescimento físico, os 

resultados demonstram que não houve diferença significativa na evolução ponderal 

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

(Figura 9). 
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Figura 9 – Peso corporal de ratos neonatos avaliados durante o período de 

aleitamento: 1º ao 21º dia de vida. Dados apresentados em média ± S.D. *p<0,05. 

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

 

4.1.6 Características físicas 

 

Com relação aos parâmetros de maturação das características físicas 

analisadas (APA, ACA, CA e AO), evidenciou-se que o período de amadurecimento 

destas características no grupo malathion não apresentou diferença quando 

comparado com o grupo controle (p>0,05) (Figura 10). 
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Figura 10 – Crescimento físico dos ratos neonatos avaliados durante o período de 

aleitamento: 1º ao 21º dia de vida. Dados apresentados em média ± S.D. *p<0,05. 

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

 

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS EXPOSIÇÃO PRÉ-NATAL E PÓS-NATAL AO 

MALATHION 

 

Os animais foram submetidos ao teste de habituação ao campo aberto para 

avaliar os parâmetros de grooming, rearing e crossing. O teste foi realizado no 

PND30 e PND60. Participaram deste protocolo filhotes machos expostos ao 

malathion ou óleo de milho (grupo controle) durante o período pré e pós-natal.  

 

4.2.1 Teste de grooming   

 

O parâmetro grooming corresponde aos movimentos estereotipados152. O 

aumento de episódios deste parâmetro em roedores se assemelha e está associado 

com o comportamento repetitivo apresentado por indivíduos com TEA153,154.  

Quando avaliados no PND30, a análise do parâmetro de grooming mostrou 

que a prole do grupo malathion exposto tanto no período pré quanto pós-natal 

apresentaram um aumento significativo (p<0,05) deste parâmetro quando 

comparado com o grupo controle (Figura 11).  
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Além disso, no PND60 pode-se notar uma tendência ao aumento neste 

parâmetro em ambos os protocolos de exposição ao malathion quando comparados 

aos animais do grupo controle (p>0,05) (Figura 9). 

 

 

Figura 11 – Número de grooming mensurados durante 5 min. (A) exposição pré-

natal; (B) exposição pós-natal. Os dados foram expressos em média ± SD. *p<0,05. 

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

 

4.2.2 Teste de rearings  

 

O parâmetro rearing é considerado um comportamento exploratório (ou de 

atividade locomotora)149. Uma alteração neste comportamento pode estar 

relacionado a um quadro de hiperatividade e ansiedade, comorbidades que integram 

as manifestações clínicas de indivíduos com TEA81. 

Os resultados da análise de rearing demonstram que tanto o grupo 

malathion, quanto o grupo controle expostos durante o período pré e pós-natal, não 

apresentaram episódios de rearing no PND30.  

Entretanto, no PND60, pode-se perceber na prole pré-natalmente exposta ao 

malathion um aumento significativo deste parâmentro quando comparado com seu 

respectivo controle (p<0,05) (Figura 12). Não houve diferença significativa na 

frequência de rearings dos animais na comparação dos animais de ambos os grupos 

pós-natalmente. 

Os resultados sugerem que a exposição pré e pós-natal ao malathion 

causou um comportamento hiperativo nos animais e que este comportamento é 

semelhante ao que consistentemente coocorrer em indivíduos com TEA162. 
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Figura 12 – Números de rearing mensurados durante 5 min. (A) pré-natal exposto 

(B) pós-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 análise do número de crossing é possível 

aferir o índice de atividade locomotora como indicativo de comportamento de 

ansiedade e hiperatividade, comorbidades presente em muitos pacientes autistas101.  

Os resultados da análise de crossing demonstraram que no PND30 os grupos 

pré e pós-natalmente expostos ao malathion apresentaram um aumento não 

significativo deste parâmetro exploratório quando comparado aos seus respectivos 

controles (p>0,05) (Figura 13).  

No PND60, o grupo exposto durante o período 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 lactação 

apresentou diminuição significativa no número de crossing quando comparado com 

o grupo controle (p<0,05).  
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Figura 13 – Números de crossing mensurados durante 5 min. (A) pré-natal exposto 

(B) pós-natal exposto. Os dados foram expressos em média ± SD. *p<0,05. 

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

 

4.2.2 Teste de Interação social recíproca 

 

O teste de interação social recíproca tem por objetivo avaliar o 

comportamento social do animal147. Prejuízos na interação social é uma das 

características mais proeminentes do TEA, podendo manifestar-se através do 

isolamento ou manifestações inadequadas de relacionamento social. Devido à 

exposição a OF estar associada à doenças que causam comportamentos sociais 

atípicos, o teste de interação social reciproca foi realizada101. 

Os resultados do parâmentro de interação social demonstram que a 

exposição pré e pós-natal ao malathion foi capaz de promover prejuízos no 

comportamento social das proles resultantes a esta exposição. Os resultados do 

parâmetro de cheirar demonstraram que o grupo malathion de ambos protocolos de 

exposição (pré e pós-natal) apresentaram uma redução significativa neste parâmetro 

quando comparado com os grupos controles (p<0,05).  

Diferença significativa também foi observada no parâmentro seguir do grupo 

malathion exposto pré-natalmente comparado com o grupo controle (p<0,05). E um 

uma diminuição expressiva no comportamento: permitir a monta do grupo malathion 

exposto durante o aleitamento comparado com o grupo controle (p<0,05).  

Os demais parâmetros analisados demonstram que houve uma tendência à 

redução no comportamento social no grupo malathion comparado com o grupo 

controle (p>0,05). Estes resultados permitem sugerir que a exposição pré e pós-
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natal ao OF malathion foi capaz de causar prejuízos no comportamento social dos 

animais (Figuras 14,15,16,17).  

                                                                                                    

 

                                                                                                                       

 

 

 

 

 

Figura 94 – Frequência do parâmetro de interação social recíproca: Cheirar. (A) pré-

natal exposto (B) pós-natal exposto. Os dados foram expressos em média ± SD. 

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

                                                                                                                                     

                                                                                                                                    

 

 

 

 

 
 

 

Figura 105 – Frequência dos parâmetros de interação social recíproca: Seguir. (A) 

pré-natal exposto (B) pós-natal exposto. Os dados foram expressos em média ± SD. 

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



54 

 

                                                                                                         

 

 

 

 

 

Figura 116 – Frequência dos parâmetros de interação social recíproca: Montar. Os 

dados foram expressos em média ± SD. (A) pré-natal exposto (B) pós-natal exposto. 

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

 

                                                                                             

 

 

 

 

 

 

Figura 127 – Frequência dos parâmetros de interação social recíproca: Permitir a 

monta.  Dados foram expressos em média ± SD. (A) pré-natal exposto (B) pós-natal 

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

 

4.2.3 Memória de reconhecimento social: 

 

A perda de memória de reconhecimento social é uma das anormalidades 

funcionais do SN associada a exposição precoce de OF155. A memória de 

reconhecimento é extremamente importante para a sobrevivência dos animais, pois 

se refere à capacidade que eles têm de identificar e distinguir entre odores e faces, 

seres familiares e não familiares155.  

Considerando que o reconhecimento de um indivíduo é construído e mantido 

a partir das interações sociais e, sendo este comportamento deficiente em indivíduos 

com TEA101, o teste de memória de reconhecimento social foi selecionado. 
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Os resultados do teste de memória de reconhecimento social demonstraram 

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

comparação com os seus respectivos controles, tenderam a explorar com mais 

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

Estes resultados sugerem que os animais do grupo controle apresentaram 

um comportamento típico, tendendo a explorar menos vezes o intruso previamente 

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

houve prejuízo na memória social causado pela exposição pré-natal ao malathion. 

 

 

 

Figura 138 – Frequência dos parâmetros de memória de reconhecimento social. (A) 

pré-natal exposto (B) pós-natal exposto. Dados foram expressos em média ± SD. 

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

 

 

O desenvolvimento do SNC ocorre tanto no período pré-natal quanto após o 

nascimento e requer um ambiente adequado1. Fatores genéticos, bem como 

ambientais podem agir durante qualquer uma das fases do neurodesenvolvimento e 

capaz de comprometer o desenvolvimento normal e ameaçar o bem-estar futuro do 

invíduo3,4. Estudos epidemiológicos e experimentais apontam os agrotóxicos como 

um importante insulto ambiental capaz promover alteração sobre o desenvolvimento 

neurológico5,6,7.  

Agrotóxicos provenientes de compostos OFs são os mais utilizados no 

mundo7,8 e, consequentemente, responsáveis pelo maior índice de intoxicações e 

óbitos tanto em humanos quanto em animais, além de causar danos ao ambiente63. 

As alterações no SNC provenientes de exposições a OFs podem ser diversas, 

incluindo, alterações comportamentais e sociais severas, danos na aprendizagem e 

na memória155,156.  A utilização de OF têm se tornado bastante frequente no Brasil, 

tanto no âmbito urbano quanto no rural16. O malathion é um dos compostos OFs 

mais utilizados e dentre as principais vias de exposição humana incluem a via oral 

através de ingestões de alimentos contaminados62.  

A exposição a OF tem sido considerada fator de risco para várias doenças 

crônicas como o Alzheimer, TDAH e TEA21,22,23. A condição fenotípica que 

compreende o TEA envolve uma série de comportamentos atípicos tais como: 

prejuízos qualitativos na interação social, associados a comportamentos repetitivos e 

interesses restritos25. Este repertório comportamental específico de indivíduos 

autistas vem sendo associado a alterações neurobiológicas que ocorreram durante o 

período de desenvolvimento, possivelmente após exposição a neurotoxicantes, 

como o OF24. 

Neste contexto, a luz do conhecimento sobre o amplo uso de compostos 

OFs no Brasil e considerando os efeitos tóxicos que ele pode causar na 

organogênese, especialmente para o desenvolvimento do SNC23, buscou-se 

investigar os efeitos da exposição pré e pós-natal de OF malathion sobre o 

neurodesenvolvimento de ratos Wistar e a possível relação com o comportamento 

autista. Para tanto, avaliou-se os parâmetros de crescimento físico e de ontogênese 
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de reflexos de ratos expostos a OF durante fases iniciais de desenvolvimento, bem 

como parâmetros comportamentais de exploração, estereotipia e interação social. 

Os resultados das análises dos parâmetros de crescimento físico 

demonstram que não houve diferenças no desenvolvimento físico dos animais 

expostos pré-natalmente ao malathion em comparação com o grupo controle. No 

peso corporal, quando comparado com o grupo controle, também não houve 

diferença significativa na evolução ponderal da prole de ratas expostas durante o 

período gestacional ao malathion. Entretanto, os resultados da ontogenia dos 

padrões de comportamento motor mostram que, em relação ao grupo controle, os 

animais do grupo malathion apresentaram retardo no amadurecimento das respostas 

sensório motoras: recuperação em decúbito, aversão ao precipício, geotaxia 

negativa e reação de endireitamento. 

Em consonância com estes resultados, Lazarini e colaboradores157, 

relataram, através de um estudo pré-clínico, que a exposição gestacional a 

Diclorvós, um OF, não induziu diferenças no crescimento físico e no peso corporal 

de roedores. Da mesma forma, Johnson e colaboradores158, ao avaliar o efeito 

da exposição pós-natal de dois compostos OF (CPF e metil parathion) não 

evidenciaram alterações somáticas na prole resultante a esta interferência.  

Sugerindo uma falta de efeitos da exposição precoce a OF sobre parâmetros de 

crescimento físico.  

O comprometimento motor, manifestado pelo atraso das respostas 

reflexológicas evidenciado neste estudo, foi também evidenciado por Dam e 

colaboradores159. Na oportunidade, os autores sugeriram que, além do 

comprometimento no amadurecimento dos reflexos, o dano ocasionado pela 

exposição a OF em fase precoce de desenvolvimento pode exercer uma seletividade 

nas respostas ontogenéticas, sendo maior incidência no atraso destas respostas em 

roedores machos159. 

O período fetal bem como infância são fases particularmente suscetíveis aos 

efeitos prejudiciais de compostos OFs, pois são momentos em que o SN 

desenvolve-se e adquire a base estrutural e funcional para o indivíduo adulto49. O 

sistema colinérgico exerce grandes contribuições neste processo111. Considerando 

que uma anormalidade nas respostas reflexológicas constitui um indicativo de 

interferência no neurodesenvolvimento126, é possível sugerir que a exposição pré-

natal a OF malathion pode ter desencadeado um comprometimento em inervações 
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colinérgicas em diferentes áreas cerebrais ocasionando alteração no 

desenvolvimento encefálico.  

Segundo De Silva160, os efeitos desta exposição podem ter comprometido 

eventos celulares neurais importantes tais como a cascatas de sinalização celular, 

diminuição no número de células neurais, na comunicação sináptica e proliferação 

da célula da glia. Este autor ressalta, ainda, que tais modificações além de trazer 

estas desordens neurocomportamentais, como aquelas observadas neste estudo, 

está envolvido na etiologia de distúrbios neuropsiquiátricos, como o TEA160. 

 De uma perspectiva translacional, estes resultados estão de acordo com 

pesquisas clínicas que sugerem a participação de neurotoxicantes, como compostos 

OFs, na gênese de prejuízos no desenvolvimento neurocomportamental132,135. Engel 

e colaboradores134, em um estudo de coorte,  descobriram evidências de que níveis 

pré-natais de metabólitos OF estão associados a anormalidades em reflexos 

primitivos, um marcador crítico de integridade neurológica133.   

Somando-se a isso, Young e colaboradores,133 ao avaliar a relação entre 

exposição pré-natal a OF e o comportamento neurológico neonatal humano, 

evidenciaram que lactantes provenientes de mãe residentes de regiões agrícolas 

exibiam prejuízos em parâmetros reflexológicos e que isto estava inversamente 

associado com alterações no crescimento físico das pessoas. Considerou-se, então, 

uma associação significativa entre a exposição precoce a OF e alteração no 

desenvolvimento neurocomportamental humano133.  

A exposição a OF alveja o sistema colinérgico pela inibição da AChE9. O 

neurotransmissor ACh e seus receptores estão presentes no organismo desde fases 

precoces de desenvolvimento e não estão necessariamente ligados à sua função na 

sinalização sináptica70. Este neurotransmissor fornece sinais neurotróficos 

participando de eventos celulares importantes para o desenvolvimento estrutural e 

funcional do SN.  

Baseado nisso, pode-se inferir que as alterações neurocomportamentais 

observadas neste estudo possam estar relacionadas a déficits nas funções 

celulares, particularmente em regiões ricas de projeções colinérgicas no 

neurodesenvolvimento69. Evidentemente, mudanças no desenvolvimento de padrões 

estruturais influenciados pelo sistema colinérgico, podem ser compatíveis com 

mudanças na velocidade do desenvolvimento e nas funções sensório motora70.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0892036212001481#bb0410
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0892036212001481#bb0410
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A exposição a OF também tem como alvo outros sistemas neurais e 

neuroendócrinos, incluindo aqueles envolvidos na fisiopatologia de diversos 

transtornos de neurodesenvolvimento, como TDAH, esquizofrenia e TEA48. Estes 

transtornos compartilham alguns aspectos em comuns, dentre eles, a ausência de 

anormalidades físicas48.  

O TEA é uma doença crônica e refere-se a um transtorno que afeta a 

maneira como as pessoas se comunicam, se comportam ou interagem com os 

outros83. Indivíduos com TEA apresentam um crescimento normal ao longo dos 

primeiros meses ou anos de suas vidas e, em seguida, começam a mostrar os 

sintomas83. Baseando-se nestas manifestações comportamentais que o diagnóstico 

de TEA é alcançado83.  

Embora indivíduos com TEA apresentem aparência física normal, sabe-se 

que as anormalidades comportamentais observadas são resultantes de disfunção 

neurológica. Este funcionamento inadequado pode ser acompanhado por prejuízos 

na maturação das habilidades motoras158,159. Assim, irregularidades sutis nos 

movimentos gerais dos bebês (deitar, sentar e caminhar) podem ser indicativos de 

distúrbios neurológicos e neuropsiquiátricos posteriores, além de servir como 

marcadores precoces para o diagnóstico de TEA160.   

Os danos causados por neurotoxicantes, como OF, pode promover 

alterações em respostas reflexológicas distintas. A persistência de padrões motores 

imaturos resultantes a essa exposição são também observados em vários modelos 

animais validados com comportamento autista, tais como Mecp2161, camundongos 

Reelin162 e ratos submetidos a exposição gestacional ao ácido valpróico (VPA)160-163. 

Diante isso, sugere-se que a exposição pré-natal a OF malathion se constitui 

um insulto ambiental capaz de promover alterações neurológicas, manifestadas pelo 

retardo no desenvolvimento de reflexos164, e ausência de alteração no crescimento 

físico da prole. Sugere-se ainda, que este comprometido pode estar relacionado a 

alterações em eventos celulares neurais importantes para estruturação e função 

normal do SNC164. Em conjunto, a manifestação neurocomportamental observadas 

neste estudo podem estar associados a fisiopatologia do TEA164. 

A exposição crônica a OF durante o período pré e pós-natal está associada 

a distúrbios cognitivos, neurocomportamentais e prejuízos motores6. Essas 

condições podem manifestar-se a longo prazo sobre o cérebro e comportamento165. 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Schizophrenia
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Devido a imaturidade dos mecanismos de defesa, gestantes e lactentes são 

criticamente vulneráveis aos efeitos do OF166. 

Frente ao exposto, buscou-se avaliar na prole o efeito da exposição pré e 

pós-natal do OF malathion sobre os parâmetros comportamentais de exploração e 

parâmetro de interação social recíproca no teste de campo aberto (PND30/PND60).  

Foi analisado a frequência de grooming, de rearing e número de crossing, bem como 

o comportamento de interação social recíproca da prole.   

Os resultados da avaliação do parâmetro de grooming mostrou um aumento 

significativo no número deste parâmentro (PND30) no grupo malathion quando 

comparado com o grupo controle, bem como uma tendência ao aumento da 

frequência deste parâmetro no PND60. Resultados semelhantes foram observados 

na prole exposta a malathion durante o período de aleitamento.  

Ricceri e colaboradores167 demonstraram da mesma forma que, após 

exposição pré e pós-natal, a dose subtóxica de OF (CPF), induziu estereotipias em 

camundongos no teste de habituação ao campo aberto. Dam e colaboradores 

também chegaram a essa conclusão e sugeriram que as alterações 

comportamentais nos animais resultantes, mimetizam às manifestações clínicas de 

doenças neurológicas, como o TEA157.  

Neste contexto, Quaak e colaboradores168, evidenciaram que a exposição 

gestacional a OF pode, além do sistema colinérgico, alterar os sistemas 

GABAérgico, dopaminérgico e serotoninérgico, sistemas importantes para o 

desenvolvimento neurológico normal. Os autores afirmaram ainda que alterações 

nestes sistemas podem estar contribuindo para o aparecimento das manifestações 

clínicas características do TEA168. Shelton et al.7, em um estudo clínico, já haviam 

relatado esta associação ao verificar maior risco de desenvolvimento das 

manifestações clínicas do TEA em filhos de mães em que durante gestação viveram 

em áreas rurais onde havia aplicação frequente de agrotóxicos, principalmente 

proveniente de composto OF.   

Em face a estas alterações, Stiles1 nos mostra que a vulnerabilidade do SNC 

inicia no período pré-natal e continua mesmo após o nascimento e se estende 

durante meses ao longo do aleitamento. Diante disso, a susceptibilidade dos 

lactentes e crianças à exposição a OF é bastante reconhecida. Battu e 

colaboradores169 mostram que muitos agrotóxicos, como o OF, podem ser 

excretados através do leite materno. Sanghi e colaboradores16, por exemplo, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stiles%20J%5Bauth%5D
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identificaram a presença de OF, incluindo malathion, no leite humano, mostrando a 

relevância em termos de preocupação com a saúde humana. 

O comportamento grooming é frequentemente exibido por roedores152. Uma 

anormalidade nesta resposta comportamental geralmente está associada a 

incoerências no neurodesenvolvimento152,153,154. Este parâmentro mimetiza 

comportamentos estereotipados manifestado por pacientes com distúrbios 

neuropsiquiátricos, como a esquizofrenia e o TEA153,154.  

De acordo com o DSM-V, o TEA é diagnosticado com base disfunção em 

domínios principais de sintomas, entre eles, o comportamento estereotipado. Esta 

manifestação refere-se a comportamentos motores ou verbais repetitivos, ou 

comportamentos sensoriais anormais153,154. 

O comportamento estereotipado no TEA tem sido associado a disfunções 

em áreas corticais, especialmente no lobo frontal do cérebro. Estas regiões 

encefálicas apresentam inervações colinérgicas e exercem funções importantes 

relacionadas a habilidade de planejar, raciocinar e organizar ações específicas170.  

Tendo em vista a contribuição do sistema colinérgico sobre o 

desenvolvimento do SNC, incluindo a participação de seus receptores, a base 

biológica que explica o comportamento estereotipado observado neste estudo, 

refere-se à alteração no desenvolvimento do SNC, especialmente no lobo frontal, e a 

desregulação nos receptores muscarínicos devido a sua função estar intimamente 

relacionada ao comportamento motor, diferente dos receptores nicotínicos170.  

Os resultados das análises dos parâmetros exploratórios demonstraram que 

em ambos os protocolos de exposição (pré e pós-natal), no PND30, não houve um 

aumento significativo no número de crossing no grupo malathion comparado com o 

grupo controle. Esta diferença tornou-se significativa no PND60 em que animais 

expostos pré-natalmente a malathion exibiram maior número de crossing em 

comparação com o grupo controle. 

A ausência da frequência de rearing foi observada em ambos os grupos 

(malathion e controle), assim como nos diferentes protocolos de exposição (pré e 

pós-natal) no PND30. Entretanto, no PND60 o grupo malathion pré-natal apresentou 

um aumento significativo no episódio de rearing em comparação com o grupo 

controle. Estes resultados, segundo Rice e Barone164, devem-se ao fato de que 

muitos insultos ambientais, como exposição a OF, são capazes de afetar o 
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desenvolvimento do SN cujo consequência pode manifestar-se mais tarde ao longo 

da vida do indivíduo.  

Assim, considerando que o protocolo de exposição deste estudo abrangeu o 

desenvolvimento da área motora em roedores, isto é, correspondente a região 

posterior do encéfalo da prole (tronco encefálico, cerebelo, medula espinal)67, 

seguida pela estrutura anterior como neocórtex e hipocampo67, é possível sugerir 

que a inibição da AChE interrompeu a homeostasia colinérgica afetando os 

processos de desenvolvimento destas áreas cerebrais envolvidas no comportamento 

de rearing. 

Dentre essas áreas, o hipocampo, além de estar envolvido na geração do 

comportamento rearing, processando principalmente informações espaciais e 

contextuais164 é uma estrutura encefálica reconhecida por conter inúmeros 

receptores colinérgicos112. Ainda, estudo utilizando ressonância magnética indicam 

que alterações nesta estrutura encefálica está relacionada com a fisiopatologia 

TEA171. 

A prole resultante a exposição pós-natal não apresentou diferença 

significativa neste parâmetro, apesar de exibir uma tendência maior na frequência de 

rearing.  De modo geral, os aumentos observados tanto na frequência de crossing, 

quando de rearing, demonstram que a exposição pré-natal ao malathion foi capaz de 

causar um comportamento hiperativo nos animais. 

Em acordo com estes resultados, DAM e colaboradores159 relataram através 

de um estudo experimental que a exposição pós-natal a um OF também foi capaz de 

causar um comportamento mais hiperativo nos animais quando avaliados utilizando 

o teste de habituação ao campo aberto. Esta hiperatividade foi evidenciada através 

do aumento no número de rearing, e uma tendência ao aumento do parâmetro de 

crossings no grupo OF em comparação com as proles do grupo controle. 

Além disso, um estudo desenvolvido por Ricceri e colaboradores167, 

utilizando um protocolo de exposição a CPF, mostrou que houve um aumento 

significativo do número de crossing dos animais expostos quando comparados com 

os animais dos grupos controle. Os autores concluem que a exposição 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 é reconhecida como uma das manifestações clínicas presente em 

indivíduos com TEA80, assim como também característica comum em paciente com 
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TDAH. Ambos os transtornos afetam o comportamento, o aprendizado e a 

socialização. 

O TDAH é definido como uma doença neurobiológica caracterizada por 

comportamentos hiperativos e impulsivos e por déficits de atenção170. Este 

transtorno exibe condições semelhantes ao autismo compreendendo o fenótipo mais 

amplo do TEA101. 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 severidade172,173. O comportamento anormal observado em 

indivíduos com TDAH e TEA são em partes associados a danos no lobo frontal e 

pela desregulação dos sistemas de neurotransmissão colinérgica172,173.  

Com relação a hiperatividade observada neste estudo, Qiao et al.174, 

explicaram que a exposição pré-natal a OF interferência o desenvolvimento da 

função sináptica colinérgica e consequentemente refletindo no comportamento dos 

animais. E que a exposição pós-natal, pode interferir o desenvolvimento de 

percursos colinérgicos no cérebro, além de interferir a modulação da excitação e 

inibição174,175. 

O sistema colinérgico é composto pelos seus receptores nicotínicos e 

muscarínicos e pelo aparato enzimático, como a AChE que é responsável por 

hidrolisar a ACh176. A ACh é um neurotransmissor importante do SNC e está 

intimamente relacionada a processos cognitivos e emocionais112. 

Os receptores nicotínicos estão associados com a mediação de 

transmissões excitatórias rápidas, com a regulação da liberação de glutamato, 

dopamina e serotonina e com processos de aprendizagem, desenvolvimento 

neurológico e memória176. Os receptores muscarínicos atuam em regiões 

encefálicas correspondentes ao sistema límbico como o hipocampo e amígdalas, e 

possuem funções neurológicas associadas as respostas emocionais, cognitivas e à 

modulação do estresse176. 

Sendo assim, com base nas alterações comportamentais relacionadas aos 

parâmetros exploratórios e os achados que suportam a hipótese de que o OF 

representa um fator de risco para aumento da vulnerabilidade a distúrbios do 

neurodesenvolvimento em seres humanos como TDHA e TEA, é possível sugerir 

que a exposição pré-natal e pós-natal ao malathion foi capaz de causar alterações 

no comportamento exploratório dos animais e que estas alterações mimetizam a 
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sintomatologia de indivíduos que apresentam clinicamente diagnosticado com 

TEA170,172. 

O TEA é caracterizado por déficits persistentes na comunicação social e na 

interação, bem como por comportamentos restritos e repetitivos101. Deficiência na 

interação social, por sua vez, é um dos sintomas mais relevantes do TEA101.  

Considerando que fatores ambientais são agentes etiológicos potenciais dessa 

doença, estudos pré-clínicos e clínicos têm associado a participação destas 

interferências em alterações biológicas que causam prejuízos comportamentais e 

sociais severos7,175. 

Os dados da avaliação dos parâmetros de interação social recíproca 

mostraram uma diminuição significativa do parâmetro de cheirar e seguir do grupo 

exposto pré-natalmente a malathion e seu respectivo controle. Foi possível observar 

também que, a prole exposta durante o período de aleitamento apresentou menor 

frequência no número de montas e permitir a montas em relação à prole do grupo 

controle. Cabe ressaltar ainda que os outros parâmetros analisados durante a 

interação social recíproca, embora sem diferença significativa na comparação com o 

grupo controle, mostraram uma tendência a diminuição no comportamento social. 

Apoiando estes dados, Venerosi e colaboradores177, em seu estudo 

mostraram que a exposição pré e pós-natal à OF alterou negativamente o 

comportamento social de roedores através da diminuição da atividade social. 

Laugeray et al178 em um estudo mais recente também chegaram a conclusões 

semelhantes. Após avaliarem ratos expostos pré-natalmente a um composto OF 

indicaram que esta exposição foi capaz de causar danos na comunicação entre os 

animais e no comportamento social. Ambas características são semelhantes as 

manifestações clínicas de pacientes diagnosticados com TEA178. 

Em consonância com resultados de estudos experimentais, Furlong e 

colaboradores179 em um estudo de coorte prospectivo na cidade de Nova York 

associaram a exposição pré-natal a OF com déficits no funcionamento social entre 

meninos. Bruckner180, por sua vez, explica que esta anormalidade na interação 

social pode ser resultante a exposição tóxica também no período pós-natal, pois os 

mecanismos de defesa tanto fetal quanto a lactentes são imaturos e o corpo materno 

acumula muita gordura, veículo esse que facilita a intoxicação e consequente 

transferência. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412014001548?np=y&npKey=4a95dbb5d391e551d94af0605fa86d22de594993d47e297ce33c1ec3dbfd8301
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Desta forma, os resultados dos parâmetros de interação social permitem 

sugerir que a exposição gestacional e durante a lactação ao malathion pode ter 

causado alteração no desenvolvimento e na função dos receptores colinérgicos, 

principalmente os receptores muscarínicos. E em decorrência desta interferência ter 

causado prejuízos no desenvolvimento neurológico em áreas encefálicas onde estes 

receptores atuaram (hipocampo e amígdalas), áreas reconhecidas como 

responsáveis pelo comportamento social e pelos processos cognitivos170. 

Além dos déficits comportamentais e sociais, compostos OF podem causar 

prejuízos em processos de aprendizagem e memória5,6. Pessoas com TEA exibem 

estes déficits cognitivos, além de prejuízos no comportamento social5,6. Diante disto, 

buscou-se avaliar a memória social dos animais através do teste reconhecimento 

social. 

Os resultados da análise dos parâmetros cognitivos evidenciaram que os 

animais expostos ao malathion tanto no período pré-natal quanto pós-natal 

apresentaram uma tendência não significativa a explorarem o intruso já conhecido 

em comparação com seus respectivos controles. Pode-se sugerir, assim, que a 

exposição ao malathion foi capaz de gerar um prejuízo cognitivo apesar de não 

significativo, caracterizado pelo tempo dispendido na exploração do intruso 

anteriormente exposto. 

De Felice23, em um estudo pré-clínico, chegou a conclusões semelhantes. 

Em seu trabalho o autor avaliou os efeitos da exposição a um OF durante período 

gestacional sobre a discriminação social em roedores adultos de ambos os sexos. 

Os resultados deste estudo demonstraram que a exposição durante período crítico 

de desenvolvimento foi capaz de prejudicar os processos cognitivos de machos e 

fêmeas relacionados a memória de comportamento sociais23. Complementando 

estes autores, além da exposição pré-natal, Venerosi e colaboradores181, avaliaram 

os efeitos comportamentais da exposição pré e pós-natal (lactação) a OF (CPF) em 

doses subtóxicos.  Os dados encontrados indicaram que a exposição ao OF afeta a 

memória de reconhecimento social do rato e interfere com o desenvolvimento de 

vias neuroendócrinas181.   

Do mesmo modo, Scattoni e colaboradores136 em um estudo experimental 

também avaliaram os efeitos comportamentais da exposição pré e pós-natal a OF. 

No estudo, esses autores demonstraram, por meio da análise das vocalizações de 

ultrassom (USVs) emitidas por fêmeas, prejuízos no reconhecimento social em 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scattoni%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331648
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detrimento da exposição precoce a OF. Dahlgren et al.184, em um estudo clínico, 

mostraram que os membros de uma família expostos acidentalmente ao OF diazinon 

apresentaram perda de memória, diminuição da concentração e dificuldade de 

aprendizagem. Ao mesmo tempo, dois estudos de coorte encontraram uma forte 

associação entre déficits na memória de trabalho e a exposição precoce a OF em 

crianças de 7 anos de idade184. De forma semelhante, um estudo realizado com 

trabalhadores que possuíam histórico de exposição a OF relatou déficits de atenção 

e comprometimento da memória anos após a exposição185.  

Além dos prejuízos cognitivos caracterizado por prejuízos na memória social, 

o quadro clínico resultante a exposição precoce a OF, compõe o fenótipo de 

diversas alterações no desenvolvimento neurológico, como o TEA184. Embora 

indivíduos com TEA geralmente são descritos como tendo pontos fortes na memória 

de rotina ou memória de curto prazo e habilidades de memória associativa, isto não 

representa um bom desempenho, visto que outros aspectos se apresentam 

prejudicados como o aprendizado, função adaptativa e reconhecimento de faces184.  

Somando-se a isto, evidências pré-clínicas e clínicas suportam a hipótese de 

que o OF durante o desenvolvimento pode comprometer o comportamento social, 

além de representar um fator de risco para aumentar a vulnerabilidade a distúrbios 

do neurodesenvolvimento em seres humanos, como o TEA186,187. O comportamento 

social é a base para a formação de grupos sociais. Neste processo, o 

reconhecimento social é fundamental187. Em roedores, aspectos da sociabilidade 

como: a formação de pares, reconhecimento familiar, gestação seletiva e 

dominância hierárquica dependem da capacidade de memorização social de cada 

indivíduo187.  E no contexto translacional, as interações sociais são importantes para 

o desenvolvimento cognitivo das pessoas. 

Sendo assim, os resultados da análise dos parâmetros cognitivos indicam 

que a exposição ao malathion foi capaz de afetar a formação e manutenção de 

memórias sociais170. Este prejuízo provavelmente está relacionado com a 

desregulação colinérgica causada pelos OF, principalmente dos receptores 

nicotínicos, visto que estes estão relacionados com a formação de memórias e com 

o aprendizado170. 

Em conclusão, as alterações comportamentais e cognitivas encontradas 

neste estudo sugerem que a exposição pré e pós-natal ao malathion foi capaz de 

promover danos no desenvolvimento neurológico, sem comprometimento no 
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crescimento físico dos animais. Este dano pode estar relacionado a desregulação do 

sistema colinérgico, em receptores muscarínicos e nicotínicos. E que, além disso, as 

anormalidades comportamentais observadas, como hiperatividade, comportamento 

estereotipado e prejuízos no comportamento social são semelhantes aquelas que 

integram as manifestações clínicas de indivíduos com TEA.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Com os resultados deste estudo, conclui-se que a exposição pré e pós-natal 

ao malathion foi capaz de alterar o desenvolvimento neurológico da prole refletindo 

em um fenótipo comportamental semelhante aqueles observados em pacientes com 

TEA. As observações incluem:  

 Ausência de alteração em parâmentro de crescimento físico; 

 Aumento da frequência de crossing, rearing e grooming no teste de 

habituação ao campo aberto;  

 Prejuízos nos parâmetros interação social recíproca como:  cheirar, 

montar, permitir a monta e seguir;  

 Prejuízo na memória de reconhecimento social  

Os resultados destes estudos trazem um alerta social sobre a utilização de 

compostos OFs, especialmente do malathion e de seus efeitos sobre o 

neurodesenvolvimento, além de sua contribuição como insulto ambiental envolvido 

na fisiopatologia do TEA.  

São necessários, porém, mais estudos utilizando protocolos distintos de 

exposição que envolvam outros períodos de desenvolvimento, bem como outras vias 

de exposição para confirmar a relação com a etiologia dessa doença que acomete o 

neurodesenvolvimento. 
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ANEXO 

 

ANEXO A - Parecer de Aprovação do Comissão de Ética no uso de animais do 

projeto intitulado “Efeitos da exposição pré e pós-natal de malathion sobre o 

neurodesenvolvimento: possível associação causal com o comportamento autista”. 
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