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RESUMO

Os compostos organofosforados (OF) sédo inibidores da acetilcolinesterase (AChE)
amplamente utilizados na agricultura para o controle de pragas, principalmente em paises em
desenvolvimento. A exposicdo aos OF pode aumentar o risco de depressdo, ansiedade e
distUrbios cognitivos. As consequéncias comportamentais da intoxicacdo aguda por triazofés
(TZF), um OF moderadamente toxico, em testes relacionados a depresséo e ansiedade ainda
nao foram investigadas. Os OF tendem a afetar animais jovens em maior extensao que o0s
adultos. Portanto, nosso objetivo foi investigar se a exposicdo aguda ao TZF induziria
diferentes perfis de alteragcdes comportamentais relacionadas a ansiedade e depressao em
ratos jovens e adultos. Para isso, ratos Wistar jovens (28 dias) e adultos (8 semanas) foram
intoxicados agudamente (ip) com doses subletais de uma formulacdo comercial de TZF
(doses de 3,75, 7,5 e 15 mg/kg para jovens e, 7,5, 15 e 30 mg/kg para adultos) ou tratados
com solucdo salina (grupo controle). Os animais foram testados 24 horas apos a intoxicagéo
em um campo aberto (CA) e em labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliacdo da atividade
locomotora e comportamentos ansiosos. Grupos independentes de animais foram submetidos
ao teste de nado forcado (TNF) 24 h, 8, 15 e 22 dias ap0s a intoxicagéo para avaliar os efeitos
comportamentais persistentes. Também avaliamos a atividade da AChE no hipocampo e
cortex pré-frontal desses animais 24 h e 22 dias apdés a intoxicacdo. Em ratos adultos, o TZF
7,5 mg/kg aumentou a porcentagem de entradas, enquanto TZF 15 mg/kg diminuiu a
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE, sugerindo efeito ansiolitico e
ansiogénico, respectivamente. Nos animais jovens, apenas o TZF 3,75 mg/kg promoveu efeito
ansiogénico. TZF comprometeu a locomo¢ao no CA nos ratos jovens na maior dose. O TZF
diminuiu a porcentagem de entradas no centro do CA na dose mais alta tanto em ratos jovens
gquanto em adultos. Nas doses mais altas, o TZF inibiu a AChE hipocampal e cortical em ratos
jovens e adultos. Todas as doses de TZF aumentaram a frequéncia de imobilidade e
reduziram a de natacdo no TNF 24 h apds a intoxicacéo, sugerindo um efeito tipo-depressivo.
Em ratos jovens, o TZF 15 mg/kg também diminui a frequéncia de escalada. O efeito tipo-
depressivo persistiu por até 15 dias em animais jovens tratados com TZF 7,5 e 15 mg/kg e
por 22 dias em animais adultos tratados com TZF 7,5 e 30 mg/kg. Nossos resultados
demonstram que animais jovens e adultos apresentam diferentes padrdes de alteracdes
comportamentais mesmo com uma Unica exposi¢cdo ao TZF, sugerindo que a intoxicacédo
aguda é suficiente para causar danos a curto e longo prazo. Adicionalmente, a inibicdo da
AChE cerebral ndo parece ser o nico mecanismo responsavel por esses comportamentos.
Nossos resultados apontam a necessidade de monitoramento da salde mental dos pacientes

que sobrevivem & intoxicagdo aguda por OF.



Palavras-chave: Organofosforado, Triazofés, Ansiedade, Depressédo, Labirinto em Cruz

Elevado, Campo Aberto, Teste do Nado Forgado, Colinesterase.



ABSTRACT

Organophosphate compounds (OP) are acetylcholinesterase (AChE) inhibitors widely used in
agriculture for pest control, especially in developing countries. Exposure to OP can increase
the risk of developing depression, anxiety and cognitive disorders. The behavioral
consequences of acute triazophos (TZP) intoxication, a moderately toxic OP, in tests related
to depression and anxiety have not yet been investigated. OP tend to affect juvenile animals
to a greater extent than adults. Therefore, our objective was to investigate whether acute
exposure to TZP would induce different profiles of behavioral changes related to anxiety and
depression in juvenile and adult rats. For this, juvenile (28 days) and adult (8 weeks) male
Wistar rats were acutely intoxicated (ip) with sublethal doses of a commercial formulation of
TZP (doses of 3.75, 7.5 and 15 mg/kg for juveniles and, 7.5, 15 and 30 mg/kg for adults) or
treated with saline solution (control group). The animals were tested 24 hours after intoxication
in an open field (OF) and in an elevated plus maze (EPM) to assess locomotor activity and
anxious behaviors. We also evaluated the activity of AChE in the hippocampus and cortex of
these animals. An independent group of animals was subjected to the forced swim test (FST)
24 h, 8, 15 and 22 days after intoxication to assess persistent behavioral effects. In adult rats,
TZP 7.5 mg/kg increased the percentage of entries, while TZP 15 mg/kg decreased the
percentage of time spent in the open arms of the EPM, suggesting anxiolytic and anxiogenic
effects, respectively. In juvenile animals, only TZP 3.75 mg/kg promoted anxiogenic effect.
TZP impaired locomotion in the OF in juveniles at the highest dose. TZP decreased the
percentage of OF center entries at the highest dose in both juvenile and adult rats. At the
highest doses, TZP inhibited hippocampal and cortical AChE in both juvenile and adult rats.
All doses of TZP increased immobility and reduced swimming frequency in the FST 24 h after
intoxication, suggesting a depressive-like effect. In juvenile rats, TZP 15 mg/kg also decreases
climbing frequency. The depressive-like effect of TZP persisted for up to 15 days in juvenile
animals treated with TZP 7.5 and 15 mg/kg and for 22 days in adult animals treated with TZP
7.5 and 30 mg/kg. Our results demonstrate that juvenile and adult animals present different
patterns of behavioral changes after a single TZP exposure, suggesting that acute intoxication
is sufficient to cause short- and long-term damage Additionally, AChE inhibition seems not to
be the only mechanism underlying these behavioral effects. Our results point to the need for

monitoring the mental health of patients who survive an acute OP intoxication.

Keywords: Organophosphate, Triazophos, Anxiety, Depression, Elevated Plus-Maze, Open-

Field Test, Forced Swimming Test, Cholinesterase
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1. INTRODUCAO
1.1AGROTOXICOS ORGANOFOSFORADOS

Os agrotoxicos sao substancias introduzidas na agricultura com o objetivo de facilitar
0 manejo agricola, controlar doengcas e aumentar a produtividade. Existem
terminologias utilizadas para definir esse grupo de substancias. Defensivos agricolas,
pesticidas, praguicidas, biocidas, sendo cada um desses termos utilizado por uma
parcela da sociedade de acordo com a visdo que se tem a respeito da importancia
desses produtos. A industria, por exemplo, utiliza o termo “defensivo agricola”, pois
entende que esse produto exclusivamente defende ou protege os produtos agricolas.
Em contrapartida, a legislagado Brasileira adota o termo “agrotdxico”, que significa
“téxico de uso agricola”, com a intencdo de adicionar maior peso a esse tipo de
produto, uma vez que, sabidamente, os agrotoxicos causam danos a populacéo
(MORAGAS, W.; SCHNEIDER; MORAGAS; SCHNEIDER, 2003).

Segundo o artigo 2° da lei n°® 7.802 de 11 de julho de 1989, sdo considerados
agrotoxicos:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecéo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos; (BRASIL, 1989)

No Brasil, 0 consumo dessas substancias teve um aumento significativo nos anos de
2000 a 2019. Como observado (Figura 1), durante esse periodo, as 100.000 toneladas
consumidas passaram a ser mais de 500.000 toneladas de produtos téxicos(IBAMA,
2020). Esse aumento explica o porqué desde 2009 o pais é dito como o maior
consumidor de agrotoxicos do mundo (BOMBARDI, 2012). Excepcionalmente em
2019 o aumento no consumo superou 600.000 toneladas de produtos agricolas
provavelmente devido ao aumento na liberacéo e comercializagdo de agrotdéxicos nos

ultimos anos.
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Consumo de agrotoxicos e afins (2000 - 2019)
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Figura 1: Histérico de comercializacéo de agrotéxicos no Brasil entre 2000 e 2019 Fonte: IBAMA, 2020.

Em 2014, a incidéncia de casos de intoxicacéo por agrotoxicos no Estado do Espirito
Santo era de 16,32 casos a cada 100 mil habitantes, muito acima da média nacional
de 6,26 casos a cada 100 mil habitantes (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
Além disso, 5 municipios do Espirito Santo ficaram entre os 50 do pais com maior
incidéncia de notificacdo de intoxicacdes por agrotoxicos no ano de 2014 (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

O crescimento do consumo desse tipo de substancia é preocupante, pois juntamente
com ele existe uma maior chance de exposi¢ao e risco de envenenamento (ARAUJO
et al., 2007; MEW et al., 2017; RECENA; PIRES; CALDAS, 2006). Dados do Sistema
Nacional de Informacdes Toéxico-Farmacologicas (SINITOX) corroboram essa
afirmativa, uma vez que, no ano de 2016, os agrotéxicos ocuparam o segundo lugar
dentre os casos registrados de intoxicagdo humana por exposicédo ocupacional, além
de também ocupar o segundo lugar entre 0s casos de tentativa de suicidio por
produtos toxicos (SINITOX, 2016).

Em funcao da toxicidade aguda, a ANVISA (2016) definiu que os agrotoxicos devem
ser classificados e identificados em uma das cinco categorias de acordo com o grau

de toxicidade, sendo cada uma delas representada por uma cor diferente (Tabela 1).




Tabela 1: Classificacdo de Toxicidade. ANVISA, 2016 (adaptado)
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Categoria Toxicidade Cor da Faixa
1 Extremamente Toxico Vermelha
2 Altamente Toxico Vermelha
3 Moderadamente Toxico Amarela
4 Pouco Toxico Azul
5 Improvavel de Causar Dano Agudo Azul
Nao N&o Classificado Verde

Classificado

Os organofosforados (OF, figura 2) representam uma classe quimica de substancias

comumente utilizadas na agricultura como pesticidas e inseticidas em diversos paises,

sobretudo aqueles em desenvolvimento, assim como o Brasil. A palavra OF é

genericamente utilizada para definir diversos produtos quimicos derivados dos acidos

fosforico, fosfonico e fosfinico representados na figura 3 (TERRY; 2012).

X
1

RO/T\OW

OR”

X=0ous$S

Figura 2: Estrutura geral dos Organofosforados. Elaborada pela autora.

(0
1

I
OH

Acido Fosférico

(0
1

Ho-P~on HO“P>~on H~-P>oH

|
H

Acido Fosfénico

O
1

I
H

Acido Fosfinico

Figura 3: Estrutura quimica dos &cidos fosférico, fosfénico e fosfinico. Elaborada pela autora.
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O surgimento dos OF ocorre em meados do século XIX. Costuma-se atribuir ao
quimico Philippe de Clermont a sintese do primeiro composto OF inibidor de
colinesterases em 1854 (COSTA, 2018; PETROIANU et al., 2015). Contudo, foi a
partir da década de 80 que os OF se tornaram a principal classe de substancias usada

para o controle de pragas de agricultura em todo o mundo (STEPHENS et al., 1995).

1.2TRIAZOFOS

O Triazofés [O,O-dietil O-1-fenill-1H-1,2,4-triazol-3-il forforotioato] (Figura 4) é um
inseticida e acaricida OF de amplo espectro néo sistémico extensivamente utilizado
em préticas agricolas (SHARMA; SANGHA, 2014). A dose letal mediana (DL50) do
composto por via oral em ratos € de 59 mg/kg (CHANDRA et al., 2014) e a dose
maxima tolerada via intraperitoneal é de 30 mg/kg (SINGH; RISHI, 2005).

Figura 4: Estrutura do organofosforado Triazofés. Elaborada pela autora.

O composto anteriormente classificado pela ANVISA (2016) como um pesticida
moderadamente toxico em classificacdo toxicoldgica, de acordo com a nova legislagéo

é definido como sendo moderadamente toxico (faixa amarela).

Quimicamente o triazofés é semelhante a outro OF, o clorpirifés. Assim como este
altimo, o triazofés também é um agrotéxico comercializado em sua forma nao ativa

(tiofosforado) e precisa ser biotransformado no organismo para se tornar ativo.

A conversao a oxon (molécula ativa) é feita pela enzima CYP450(YANG et al., 2019).

O triazofés também pode ser convertido a 1-fenil-3-hidroxi-1,2,4-triazol metabolito
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inativo a ser eliminado. Essa conversao pode ser feita tanto pela clivagem direta do
triazofds tiofosforado ou pela hidrolise do oxon realizada pela enzima paraoxonase 1
(PON-1) (ROBERTS T.R., HUTSON D.H., 1999).

O triazofés € altamente tdxico para a maioria dos peixes e mariscos (YANG et al.,
2011) e se acumula facilmente no ambiente devido a sua estabilidade relativamente
alta e longa meia-vida, e, portanto, apresenta risco potencial a saude humana (WU et
al., 2016). Devido a essas caracteristicas de estabilidade o triazofés passou a ser
proibido em paises da Unido Europeia em 2002 (COMMISSION, 2002), bem como
retirado de comercializacdo na China em 2013 com o objetivo de proteger a seguranca
agricola, manter a qualidade dos produtos prevenir a saude da populacdo (MOA
CHINA, 2013).

N&o obstante, a presenca do agrotéxico em agua também foi avaliada em sua forma
comercial. Testes utilizando o Hostathion (triazofés 40 EC) demonstraram que o
produto se manteve presente em agua por até noventa dias com taxa de dissipacdo
de 91,7% na india (RANI; MADAN; KATHPAL, 2001).

Além disso, a India foi alvo de um recente surto repentino de intoxicag&o por triazofos,
no qual centenas de pacientes apresentaram sintomas neurolégicos como
convulsdes, perda de consciéncia, os quais foram atribuidos a contamina¢éo de uma
fonte de agua pelo OF (MUMMADI et al., 2021).

E importante ressaltar que mesmo com a proibicdo em diversos paises por sua
toxicidade elevada, o triazofds continua liberado para comercializacdo no Brasil pela
instrucdo normativa - IN n° 103, de 19 de outubro de 2021 (ANVISA, 2021) e segue
sendo utilizado em grande escala nas plantagcbes bem como sendo uma fonte de

contaminacao.

Estudos realizados nas plantacdes do Espirito Santo demonstraram a presenca do
contaminante em agua em concentracdes superiores a Concentracdo Efetiva 50
(EC50) do agrotéxico para invertebrados aquaticos e algas (DE QUEIROZ et al.,
2018).
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1.3MECANISMO DE ACAO DOS ORGANOFOSFORADOS

A maioria dos OF sdo bastante lipofilicos e ndo ionizados, caracteristicas que
favorecem a absorcdo dessas substancias pelo sistema respiratorio e pelo trato
gastrointestinal (VALE, 1998). A biotransformacao desses compostos tende a produzir

metabolitos mais polares e com toxicidade aumentada (JOKANOVIC, 2001).

O mecanismo de acdo dos OF esta principalmente relacionado com a inibicdo da
atividade da acetilcolinesterase (AChE), principal enzima responsavel pela hidrolise
da acetilcolina (Ach) (MILESON et al., 1998), primeira molécula a ser definida como
neurotransmissor nas sinapses do sistema nervoso central (SNC) (VAN DER ZEE;
LUITEN, 1999) e do sistema nervoso periférico (SNP) dos vertebrados (MILESON et
al., 1998; Figura 5).

Colina + Acetil-CoA Colina + Acetil-CoA

Figura 5: Figura esquematica da neurotransmissdo colinérgica em auséncia ou presenca de

inibidores da acetilcolinesterase. Elaborada pela autora.

A sintese da ACh ocorre pela transferéncia de um grupamento acetil, proveniente de
uma molécula de acetil coenzima-A a uma molécula de colina (Ch). Essa reagéo é
catalisada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) que se encontra no citoplasma
de terminais pré-sinapticos colinérgicos. Em seguida, a ACh & armazenada em
vesiculas sinapticas pela acdo do transportador de ACh até que sua liberagdo na
fenda sinaptica seja necesséria (DEIANA; PLATT; RIEDEL, 2011; PARSONS, 2000).

A AChE é a enzima responsavel por catalisar a hidrolise da ACh em Ch e acetato na
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fenda sinaptica. Sendo assim, a enzima € a responsavel por tornar a ativacao

promovida pela ACh nos receptores colinérgicos temporaria (MILESON et al., 1998).

A AChE, presente nos eritrocitos e nas terminagdes nervosas, € uma enzima que
integra a familia das colinesterases (POHANKA, 2011), da qual também faz parte a
butirilcolinesterase (BChE). A BChE, conhecida como pseudocolinesterase ou
colinesterase plasmatica, possui afinidade por diversos substratos, diferentemente da
AChE que possui maior afinidade pela ACh (POHANKA, 2011). Por mais que a
hidrélise da ACh ocorra predominantemente pela acdo da AChE, a hidrélise deste
neurotransmissor também pode acontecer pela acdo da BChE (CHATONNET,;
LOCKRIDGE, 1989).

Apesar da BChE nédo apresentar um papel biolégico bem definido, a atividade da
BChE plasmética € considerada um bom marcador da exposi¢éo a maioria dos OF ou
outros inibidores das colinesterases, pois sua atividade é facilmente dosada em
amostras de plasma. Entretanto, sua atividade parece ndo apresentar relacao direta
com a gravidade da intoxicacdo (EDDLESTON et al., 2008).

Os OF agem de forma nao seletiva sobre as colinesterases, promovendo uma ligacao
covalente e forte ao sitio catalitico dessas enzimas (COLOVIC et al., 2013). A hidrélise
da ACh pela AChE depende dos residuos de histidina e serina, o primeiro funciona
como um catalisador acido-base, e 0 segundo atua como um nucle6filo. Para que
ocorra a hidrélise da ACh, é necesséario que o residuo de serina interaja com a
carbonila da ACh (Figura 6). O par de elétrons livres presente no residuo de serina
ataca a carbonila do neurotransmissor, em seguida, a histidina protonada atua como
um acido, doando um proéton para a porcéo colina da ACh que é, entdo, liberada e
recaptada pelo neurdnio pré-sinaptico (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).
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Figura 6: Hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase. Elaborada pela autora.

Na presenca de um OF, a serina é fosforilada (Figura 7). Uma vez fosforilada, a

enzima pode hidrolisar o OF lentamente, o que leva a reativacdo espontanea da

enzima, ou ao processo de envelhecimento da enzima (perda total da funcéo) ao

reagir com uma molécula de 4gua e ocorrer a desalquilacdo do grupo alcoxila que

esté ligado ao atomo de fosforo do OF, inibindo a enzima irreversivelmente (ASSIS et

al., 2018; SANTOS et al., 2007).

Sitio Anidnico

Figura 7: Inibicdo da acetilcolinesterase pelo Organofosforado. Elaborada pela autora.
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1.4QUADRO CLINICO DAS INTOXICACOES POR ORGANOFOSFORADOS

O quadro clinico resultante da intoxicacdo aguda por OF é dividido em trés fases:
sindrome colinérgica aguda, sindrome intermediaria e neuropatia tardia induzida por
OF (JOKANOVIC, 2018).

A sindrome colinérgica aguda acontece durante as primeiras horas (4-6) de
intoxicagdo. Essas manifestacdes clinicas sdo consideradas as mais criticas em um
caso de intoxicacdo, uma vez que, € durante esse periodo que se tem a maior
possibilidade de evolucdo para morte. Em casos nos quais o tratamento é feito de
maneira rapida e eficiente, € muito provavel que o paciente sobreviva (HOLSTEGE;
DOBMEIER; BECHTEL, 2008). As manifestacdes clinicas da sindrome colinérgica
sao respostas diretas a inibicdo das colinesterases e consequentemente o acumulo
de ACh (STORM, 2012). O excesso de ACh ocasiona um aumento na ativacdo de
receptores nicotinicos e muscarinicos, o que altera a funcdo do sistema nervoso
autdnomo (SNA), dos neurdnios motores e do SNC (MILESON et al., 1998).

O SNA controla as funcgdes viscerais do corpo e é dividido nas divisdes parassimpatica
e simpatica. Os neurbnios pds-ganglionares da divisdo parassimpatica liberam a ACh
gue atua nos receptores muscarinicos em o6rgaos efetores, como corac¢éo, olhos,

glandulas, trato gastrointestinal e sistema respiratério (MILESON et al., 1998).

Por outro lado, também ocorre a ativacdo de receptores nicotinicos localizados nos
ganglios das divisbes parassimpdticas e simpaticas do SNA e nas juncdes
neuromusculares. Neurbnios motores somaticos controlam fun¢des voluntarias,
incluindo locomocgao, respiragcdo e postura. Os axonios dos neurbnios motores
inervam diretamente as células musculares na jungéo neuromuscular, liberando a ACh

para atuar nos receptores nicotinicos (MILESON, 1998).

As vias colinérgicas no SNC, por sua vez, estdo associadas ao controle de uma ampla
variedade de comportamentos e funcgbes fisiologicas, incluindo fome e sede,

termorregulacéo, respiracao, agressao e cognicdo (MILESON et al., 1998).

Os sinais e sintomas causados pela intoxicagéo aguda por OF foram estao resumidos

na Tabela 2.
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Tabela 2: Sinais e sintomas da intoxicacdo aguda por organofosforados.

Receptores Nicotinicos  Receptores Muscarinicos Sistema Nervoso Central

Taquicardia Lacrimejamento Emese
Hipertenséo Salivagéo Convulsdes
Fasciculacao Broncoconstriccéo Confusédo mental
Tremores Broncossecrecéao Depresséo do sistema
Fraqueza muscular Miose respiratorio
Paralisia flacida Diarreia Letargia
Miccao Inquietacao
Bradicardia Fragueza generalizada
Colicas gastrointestinais Coma
Ataxia

Fonte: Adaptado de (MILESON, 1998)) e (STORM, 2012)

A segunda fase de uma intoxicacdo aguda por OF é a sindrome intermediaria, que
tem seu inicio de 24 a 96 h depois da intoxicacdo. Na sindrome intermediaria, 20 a
50% dos pacientes sdo sintométicos. Durante essa fase, ocorre uma aparente
recuperacgdo dos sinais colinérgicos (SENANAYAKE; KARALLIEDDE, 1987). Nesses
casos, € comum a presenca de fragueza da musculatura respiratéria e de membros
proximais (JAYAWARDANE et al., 2008 KARALLIEDDE; BAKER; MARRS, 2006).

Em dltimo caso, a intoxicacao pode evoluir para a neuropatia tardia induzida por OF,
gue pode persistir por semanas ou anos. Acredita-se que os OF sdo capazes de inibir
algumas esterases neuronais especificas (JOHNSON, 1969; KARALLIEDDE;
SENANAYAKE, 1989). Essa neuropatia pode surgir tanto por uma exposicao crbénica

aos OF guanto pela exposicéo Unica a estes agentes (CLARK, 2006).

1.50RGANOFOSFORADOS E ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

Alguns estudos clinicos evidenciaram que a exposi¢cao a inibidores da AChE, tais
como os OF, é capaz de provocar alteracbes cognitivo-comportamentais como
depressdo, aumento das tentativas de suicidio, ansiedade e comprometimento
cognitivo (BESELER et al., 2006; DAVIES, 2000; JAGA; DHARMANI, 2007,
ROSENSTOCK et al., 1991; SAVAGE et al., 1988; STALLONES; BESELER, 2002).

Existe uma aparente relacéo entre a exposi¢ao crénica aos OF e a alta incidéncia de
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tentativas de suicidio em todo o mundo, sobretudo pela inducéo de disturbios afetivos
(JAGA; DHARMANI, 2007; LONDON et al., 2005).

Além disso, sabe-se que trabalhadores rurais e agricultores sdo populacdes
susceptiveis a apresentar ansiedade, distirbios na memoria, irritabilidade, nervosismo
e agressividade relacionadas a constante exposicdo aos OF (JOUBERT; JOUBERT,
1988; LONDON et al., 2005; ROHLMAN et al., 2007; STEENLAND et al., 2000;
ZHANG et al., 2016). Um maior percentual de ansiedade e depresséo foi observado
em criadores de ovelhas cronicamente expostos a OF quando comparados com
individuos néo expostos (MACKENZIE ROSS et al., 2010; STEPHENS et al., 1995).
No mesmo sentido, um risco aumentado de depresséo (BESELER et al., 2008),
suicidio (PARRON; HERNANDEZ; VILLANUEVA, 1996; WESSELING et al., 2010) e
ansiedade (HARRISON; MACKENZIE ROSS, 2016) também foi descrito entre

individuos cronicamente expostos a OF.

Estudos em roedores evidenciam aparecimento de alteracées comportamentais apos
exposicdo cronica ao clorpirifos em diferentes protocolos. Esses trabalhos
demonstraram que esse OF é capaz de induzir um efeito ansiogénico em um modelo
animal de ansiedade, o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (BRAQUENIER et al., 2010;
SANCHEZ-AMATE; FLORES; SANCHEZ-SANTED, 2001; (SILVA et al., 2017)
Distirbios comportamentais relacionados a depressdo também podem ser
evidenciados. Por exemplo, ratos adolescentes tratados diariamente com clorpirifos
por via subcutéanea apresentaram aumento do tempo de imobilidade no Teste do Nado
Forcado (TNF) (CHEN et al., 2011). Lima e colaboradores (LIMA et al., 2009) também
observaram que a administracdo repetida do OF metamidofos induz efeito tipo-
depressivo em animais testados em tanto no TNF quanto no teste de suspenséo de
cauda. Também foi observado que a exposicao repetida ao metamidofés é capaz de
aumentar a agressividade de camundongos (DO NASCIMENTO et al., 2017).

Com o objetivo de avaliar os prejuizos que podem ser causados nos sistemas
bioldgicos pelo contato com agrotdxicos, nosso grupo tem investigado as alteracdes
comportamentais e bioquimicas da exposicdo aguda aos OF. Dessa forma,
observamos que o clorpirifés, um OF muito utilizado no nosso pais, é capaz de induzir
um efeito tipo-depressivo em roedores quando administrado em uma Unica dose
subletal (SIQUEIRA et al., 2019). Nesse mesmo trabalho, foi observado que o efeito

nao persistiu por 30 dias ap0Os a intoxicacao, 0 que trouxe a tona a pergunta de em
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gual momento esse efeito deixou de aparecer. NossoO grupo também mostrou que o
triazofés, um OF quimicamente semelhante ao clorpirifés, € capaz de prejudicar a
extingdo de memoria aversiva de animais expostos ao teste do medo condicionado
em apenas uma dose (RODRIGUES et al., 2020). Em ambos os trabalhos, além dos
testes comportamentais, foi avaliada a atividade da AChE no cortex pré-frontal,
hipocampo, amigdala e estriado. Essas estruturas sdo importantes ha modulacéo de
comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo (BRANDAO et al., 2003)
(JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003) e sdo ricas em sinapses colinérgicas
(LAUDER; SCHAMBRA, 1999; SOUZA et al., 2006) Foi observado reducédo na
atividade da AChE no hipocampo e cértex pré-frontal hipocampal de ratos 24 ou 48
horas apds uma exposi¢cao aguda ao triazofés (RODRIGUES et al., 2020), bem no
hipocampo, estriado e coértex pré-frontal de ratos 24 h apds a exposicdo ao clorpirifés
(SIQUEIRA et al., 2019).

Além dos trabalhos ja citados, apenas alguns poucos estudos pré-clinicos também
demonstram que a exposicao crbénica ao triazofés pode causar disfuncdo cognitiva e
perda de memaria em roedores devido ao aumento no estresse oxidativo gerado pela
intoxicacdo (JAIN et al., 2013). Dessa forma, diferentemente do clorpirifés, que é
amplamente estudado, praticamente ndo existem estudos envolvendo o triazofés e
alteracbes neuropsiquiatricas, o que torna ainda mais importante o avan¢o nos

estudos sobre esse pesticida.

Além disso, sabe-se que para cada uma das alteracdes comportamentais existem
areas cerebrais mais ou menos envolvidas no comportamento manifestado. Dentre as
estruturas cerebrais, o0 hipocampo e o cortex pré-frontal séo listados na literatura como
areas envolvidas com o desenvolvimento da ansiedade e depressao. Situado nos
lobos temporais mediais, o hipocampo € uma das estruturas mais estudadas do
sistema cerebral. E composta por uma massa cinzenta que esta envolvida em
processos de aprendizado, consolidacdo da memoéria de curto a longo prazo e
navegacao espacial (BIRD; BURGESS, 2008; CAMPBELL; MACQUEEN, 2004).

Além disso, alguns trabalhos da literatura também relataram que quando o
hipocampo apresenta algum prejuizo estrutural ou funcional, como reducgé&o do volume
ou da neurogénese, pode ocasionar o desenvolvimento do transtorno de ansiedade

generalizada e transtorno depressivo maior (CHA et al., 2016).
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A sinalizacao colinérgica também parece estar envolvida com essas desordens, como
ja demonstrado por Mineur et al. (2013), onde a administracdo de um inibidor de
colinesterase por infusdo direta no hipocampo induziu comportamentos tipo-

depressivo e tipo-ansiogénico em modelos animais.

O cortex pré-frontal € outra estrutura relacionada a comportamentos de depresséo e
ansiedade. Localizada na porcao anterior do cérebro, esta estrutura esti associada a
cognicao, também conhecida como o processo de aprendizado e elaboracdo de
conhecimento, permitindo o desenvolvimento de linguagem, memdria, raciocinio,
atencdo e processamento de informacdo. Além disso, o cértex pré-frontal esta
envolvido a fun¢des emocionais ou afetivas (KOENIGS; GRAFMAN, 2009; SIDDIQUI
et al., 2008).

Lesdes e prejuizos funcionais no cértex pré-frontal podem estar associadas a casos
de depresséo e ansiedade (BERKOWITZ et al., 2007; HAMA et al., 2007; SHI et al.,
2014).

1.6 INFLUENCIA DA IDADE SOBRE AS CONSEQUENCIAS BIOQUIMICAS E
COMPORTAMENTAIS ASSOCIADAS A INTOXICACAO POR
ORGANOFOSFORADOS

Apesar de pesticidas estarem comumente associados a intoxica¢cdes ocupacionais ou
intencionais em individuos adultos, esse ndo é o Unico grupo que acaba sendo alvo
de intoxicacdo. Em estudo recente sobre as caracteristicas das intoxicagcdes no
Estado do Espirito Santo, foi observado que além dos jovens adultos, o outro grupo
de individuos com alto indice de intoxicacdo por pesticidas sdo as criangcas (DOS
SANTOS et al.,, 2020). Acredita-se que a intoxicacdo desse grupo etario se deve

sobretudo a casos de exposicao acidental.

No trabalho de Barr e colaboradores (BARR et al., 2005) foi relatada a presenca de
metabdlitos do clorpirifés em individuos com idades variadas. Contudo, as
concentracbes desses metabdlitos sdo mais elevadas em criancas do que em
adolescentes e, por sua vez, os niveis de metabdlitos sdo maiores em adolescentes
do que em adultos, o que demonstra que pode existir uma relagdo inversamente

proporcional entre a idade e o grau de intoxicacao.
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Outros trabalhos também relataram a presenca de residuos urinarios de inseticidas
OF em criancas em diversas areas do mundo (ROHITRATTANA et al., 2014). Joode
e colaboradores (ROHITRATTANA et al.,, 2014; VAN WENDEL DE JOODE et al.,
2016) relataram que a exposicdo a pesticidas estava associada a prejuizo
neurocomportamental em criancas de 6 a 9 anos. Outro estudo clinico associou a
diminuicao da atividade da AChE eritrocitaria com o desenvolvimento de sintomas de
depressao, sobretudo durante a adolescéncia (SUAREZ-LOPEZ et al., 2019).

Percebendo esse potencial significativo de exposicdo na infancia, diversas
investigacbes tém se concentrado na determinacdo de mecanismos por tras das
diferencas de toxicidade relacionadas a idade. Sabe-se que bebés e criancas tendem
a ser mais sensiveis a exposi¢cdo a OF devido a um sistema de detoxificacado imaturo
e um sistema nervoso ainda em desenvolvimento. Sendo assim, os bebés e as
criancas sao mais vulneraveis a doses menores que as necessarias para produzir o
mesmo efeito em adultos (BARR et al., 2005; MINK; KIMMEL; LI, 2012).

Esse perfil também ocorre em modelos animais. Alguns trabalhos demonstraram que
ratos neonatos e jovens sao mais sensiveis a efeitos neurotéxicos de OF do que
adultos, embora a recuperacdo dos mais jovens seja mais rapida que dos animais
adultos (JUREWICZ; HANKE, 2008; LASSITER et al., 1998; MINK; KIMMEL; LI,
2012). Acker e colaboradores (2011) também demonstraram que filhotes de rato
expostos ao OF malation apresentaram diminuicdo na coordenacdo motora, fungéo
vestibular, forca e coordenacdo muscular e que esses efeitos estdo associados a
atividade da AChE.

Karanth e Pope (2003) demonstraram que o clorpirifés apresentou efeitos diferentes
relacionados a ACh em animais dependendo da idade. O clorpirifés néo teve efeito
sobre a sintese de ACh em neonatos, aumentou a sintese em animais jovens e
diminuiu a sintese em adultos. Em contrapartida, 0 mesmo trabalho demonstrou que
para o paration, a sintese de ACh foi aumentada em neonatos e reduzida em jovens

e adultos.

Ja Cole e colaboradores (2012) demonstraram que ratos adultos possuem alta
expressdo da enzima paraoxonase 1 (PON-1), a qual hidrolisa o clorpirifés-oxon, o

metabdlito ativo do clorpirifés, reduzindo sua toxicidade. Em animais jovens, 0s niveis
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plasmaticos dessa enzima estdo reduzidos, 0 que 0s torna mais suscetiveis a

intoxicacao.

O trabalho realizado por Singh e Rishi (SINGH; RISHI, 2005), por sua vez, demonstrou
que animais jovens sdo mais sensiveis a intoxicacao por triazofés. Nele, foi observado
gue animais considerados jovens (20 dias pos-natal) apresentam niveis de toxicidade

com metade da dose administrada aos animais adultos (90 dias pés-natal).

Para determinar quando um animal € adulto, € importante revisar os estagios de
desenvolvimento pelos quais o animal progride até atingir a idade adulta. Ratos e
camundongos apresentam um perfil de desenvolvimento semelhante. No 21° dia pos-
natal (PN), os roedores sdo desmamados e € nesse ponto que comecam a sofrer a
maturacdo sexual (SISK; ZEHR, 2005). E quando esse processo termina que 0s
animais passam a ser considerados adultos. A idade média de maturacao sexual varia
de animal para animal, mas em média ocorre por volta do PN 32-34 em ratos fémeas
e PN 45-48 em machos (LEWIS et al., 2002).

A fase entre o inicio da maturacéo sexual e o desenvolvimento completo dos animais
pode ser comparada a adolescéncia em humanos. Animais adolescentes tendem a
apresentar niveis elevados de horménios esteroides gonadais. Esses hormdnios
esculpem circuitos neurais e promovem uma reconfiguracdo do sistema nervoso
(SISK; ZEHR, 2005). Dessa forma, € importante avaliar se a intoxicacdo pode ser
significativa nesses animais, principalmente quando comparados a animais que

apresentam o sistema nervoso completamente desenvolvido.
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2. HIPOTESE

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que a exposi¢cdo aguda a doses
subletais de OF induzem sinais de neurotoxicidade e s&o capazes de promover
alteragcbes comportamentais tipo-depressivas (SIQUEIRA et al., 2019), bem como
prejuizo da extincdo de memoria aversiva (RODRIGUES et al., 2020). Em ambos os
casos, a atividade da AChE se encontrava reduzida no hipocampo e no cértex pré-
frontal, estruturas envolvidas na modulacdo de comportamentos associados a

depressao e a ansiedade.

Entendendo que animais de diferentes faixas etarias apresentam niveis diferentes de
desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso, € possivel que o impacto da
intoxicacdo aguda com doses subletais de OF sobre os comportamentos seja

diferente em cada fase de desenvolvimento.

Considerando que o triazofés é um agrotoxico OF quimicamente semelhante ao
clorpirifés e que, até o presente momento, foi pouco estudado a respeito de seus
efeitos comportamentais, nossa hipétese é de que a exposicao aguda a doses sub-
letais do triazofés induziria diferentes padrbes de alteragbes comportamentais em
animais adultos e jovens em testes experimentais de triagem para efeito depressivo e

para efeito ansiogénico.
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3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL
e Investigar se a exposicdo aguda a doses subletais de triazofos induz
diferentes alteracbes comportamentais e bioquimicas relacionadas a

ansiedade e depressdo em animais adultos e jovens.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a administracdo aguda de doses subletais de triazofés:

e altera a atividade locomotora e ansiedade de animais jovens e adultos no
teste do campo aberto (CA).

e aumenta a ansiedade de animais jovens e adultos no LCE

¢ induz efeito tipo-depressivo de animais jovens e adultos no TNF 24 h, 8, 15
e 22 dias ap0s a intoxicacao.

e inibe a atividade da BChE de animais jovens e adultos 24 horas e 22 dias
apoés a intoxicagéo.

e inibe a atividade da AChE de animais jovens e adultos 24 horas e 22 dias

apoés a intoxicagéo.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Para a realizagédo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar e jovens (28 dias —
PN28) e adultos (8 semanas — PN60) provenientes do Biotério Central da UFES,
divididos em grupos de quatro animais por caixa, a temperatura de 24 £ 2 °C, com
ciclo claro-escuro de 12/12 horas e livre acesso a agua e racao. O projeto foi aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFES através do certificado n°
29/2017. Todos os esforcos foram realizados para minimizar o sofrimento animal
(Anexo 1).

A idade dos animais jovens foi definida baseada no trabalho realizado por Chen e
colaboradores (CHEN et al., 2014), que avaliaram o efeito da exposicdo ao clorpirifés
sobre comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo em animais

adolescentes no PN27.
4.2 DROGA

Foi utilizado o Triazofés [O,0O-dietil O-1-fenill-1H-1,2,4-triazol-3-il fosforotioato],
proveniente de uma solucdo comercial de Hostathion 400 BR, 40% m/v (Bayer
CropScience Ltda, Rio de Janeiro), diluido em solucdo salina 0,9%. As doses
utilizadas foram baseadas nos valores de dose maxima tolerada estabelecidas por
Singh e Rishi (SINGH; RISHI, 2005) que anteriormente determinou a dose maxima
tolerada tanto por animais com jovens com 20 dias quanto para animais adultos de
aproximadamente 90 dias. Dessa forma, foram definidas trés doses para os animais

jovens (3,75, 7,5, 15 mg/kg) e trés doses para os animais adultos (7,5, 15, 30 mg/kg).
4.2.1 Preparo das solucdes

O triazofés é um produto bastante volatil que se exposto por muito tempo acaba
perdendo sua concentragcédo. Para garantir que as doses administradas efetivamente
sdo as estudadas, antes do inicio dos experimentos foi realizada uma analise por
cromatografia do agrotdéxico para confirmar a concentracdo do produto na solugéo
comercial testada e ajustar o céalculo das doses. Esse processo foi repetido algumas

vezes com o passar do tempo para manter sempre atualizada essa concentragao.

Para evitar variagfes nas doses administradas nos animais por possivel evaporacao

da droga, a solu¢cdes administradas no tratamento foram preparadas sempre no dia
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da intoxicacdo dos animais. Todo preparo foi feito em capela de exaustéao e trajando
0s equipamentos de protecdo individual adequados, a fim de evitar qualquer

intoxicacéo acidental por inalagcéo de vapores.

4.3GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROCEDIMENTOS

Os protocolos experimentais foram criados com o objetivo de avaliar os efeitos da
exposicdo aguda (uma uUnica dose subletal) ao triazofés sobre comportamentos
relacionados a ansiedade e depresséo e as diferencas entre essa intoxicacao nas
diferentes fases de vida. Para tanto, foram utilizados dois grupos de animais em
idades diferentes e esses foram denominados como animais jovens (28 dias ~130 Q)
e animais adultos (8 semanas ~265 g). Assim, foram realizados cronologicamente
quatro protocolos experimentais sendo os dois primeiros realizados com 0s animais

adultos e os dois ultimos com 0s animais jovens.

Para o protocolo 1, os animais adultos (n = 46) foram divididos em 4 subgrupos, trés
deles foram tratados com o triazofés nas doses definidas (7,5, 15, 30 mg/kg) e o quarto
tratado com salina 0,9 %. Foi realizada uma injecéo intraperitoneal e o volume
administrado foi correspondente a 1 ml/kg. Apdés a administracdo, os animais foram
acompanhados por quatro horas para serem verificados 0s sinais de intoxicacao
apresentados por eles. Vinte e quatro horas apds o tratamento, os animais foram
testados no LCE e logo em seguida no CA. Ao final dos testes comportamentais 0s
animais foram imediatamente decapitados e coletado sangue e estruturas cerebrais

para a determinacao da atividade enzimatica.

No protocolo 2, os animais adultos (n = 35) primeiramente passaram por uma pré-
exposicao ao TNF e, em seguida, foram tratados da mesma maneira que 0s animais
do protocolo 1. Foi realizada a avaliacdo toxicoldgica aguda anotando os sinais
apresentados por cada um deles durante 4 h. Vinte e quatro horas depois do
tratamento, os animais foram testados no TNF, sendo as sess0es repetidas no 8°, 15°
e 22° dias (3 semanas consecutivas). Apos o ultimo teste (22 dias ap0s a intoxicagdo),
os animais foram imediatamente decapitados foi coletado sangue e estruturas
cerebrais para a determinacdo da atividade enzimatica. De acordo com Mezadri e
colaboradores (2011), a sessédo teste do TNF pode ser repetida sem prejuizo da

deteccdo do efeito antidepressivo e de forma a utilizar um menor nimero de animais.
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Para o protocolo 3, os animais jovens (n = 41) foram divididos em 4 subgrupos, trés
deles foram tratados com o triazofés nas doses definidas (3,75, 7,5, 15 mg/kg) e o
quarto tratado com salina 0,9 %. Em seguida os animais foram intoxicados e testados
seguindo os mesmos passos do protocolo 1.

Os animais jovens (n = 48) do protocolo 4, por sua vez foram testados seguindo os

passos do protocolo 2 e tratados de acordo com o protocolo 3.

Cada protocolo foi realizado em 4 experimentos com grupos de no maximo 12 animais
por dia de teste. Os animais foram randomizados por planilha de Excel onde a
quantidade de animais pré-definido para cada grupo para o dia de experimento foi
aleatoriamente designado para uma das caixas que seria testada. Os 4 grupos

experimentais foram testados em todos 0s experimentos.

Todos os testes foram realizados em dupla, de forma que um dos experimentadores
intoxicava e o0 outro, cego ao tratamento, realizava os testes comportamentais. Para
a analise dos comportamentos, os videos foram codificados para que a
experimentadora que avaliou os comportamentos ndo soubesse qual era o tratamento

dos animais analisados.

O protocolo geral empregado neste estudo foi realizado conforme o esquema da figura
8.
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Figura 8: Representacdo esquematica do desenho experimental (SAL: Salina, TZF: triazofés, TNF
Teste do Nado Forgado, LCE: Labirinto em Cruz elevado, CA: Campo Aberto, AChE:
Acetilcolinesterase, BChE: Butirilcolinesterase). Elaborada pela autora

4.4 AVALIACAO DE TOXICIDADE AGUDA

Para avaliar a toxicidade aguda, foi adotado o protocolo baseado no definido por
MCDONOUGH (1989). Foram selecionados alguns sinais caracteristicos da
intoxicac@o induzida por OF que se observa nos animais intoxicados e o nivel de

intoxicacéo foi determinado pela severidade dos sinais apresentados.

Verificar os sinais de toxicidade aguda juntamente com a atividade da colinesterase
plasmatica foi o parametro utilizado para comprovar a efetividade da intoxicacédo
aguda pelo triazofés (CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989). Os dados de toxicidade

aguda foram incluidos como apéndice 1 desse documento.



39

4 5TESTES COMPORTAMENTAIS
4.5.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE é um aparato de madeira, formado por dois bracos fechados, circundados por
paredes de 40 cm de altura, e dois bracos abertos, formando uma cruz, e elevados 50

cm do solo (Figura 9).

40 cm

> |

50 cm

Figura 9: Representagéo esquematica do Labirinto em cruz elevado. Elaborada pela autora.

O animal foi colocado no aparelho, voltado ao braco aberto, para assim poder explorar
o aparelho livremente por cinco minutos e seu comportamento foi registrado por uma
camera de video (webcam) acoplada a um microcomputador. Posteriormente, foi
guantificado o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e
bracos fechados manualmente pela experimentadora. A partir desses dados, foram
calculados a porcentagem de entradas (razéo entre o niumero de entradas nos bracos
abertos e o nimero total de entradas) e de tempo nos bragos abertos (razdo entre o
tempo nos bracos abertos e o tempo total). O modelo comportamental foi validado
devido sua utilidade para detectar efeitos ansioliticos e ansiogénicos (PELLOW et al.,
1985). Os mesmos indices de ansiedade podem ser utilizados em ratos jovens
(DOREMUS; VARLINSKAYA; SPEAR, 2006).

4.5.2 Campo Aberto (CA)
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Para a realizacao do teste de CA foi utilizada uma caixa quadrada de madeira com
piso preto de 1 m? de area, delimitada por 4 paredes de 30 cm de altura o que impede

a fuga do animal (Figura 10).

30cm

1m

Figura 10: Representagdo esquematica do Teste do Campo Aberto. Elaborada pela autora.

Neste teste, o animal é colocado no centro da caixa e pode explora-lo livremente por
5 minutos (SILOTE et al., 2013). O comportamento € registrado por meio de uma
camera (webcam) conectada a um microcomputador. Posteriormente, utilizando o
software ANY-mazeTM (Stoelting, Wheat Lane, EUA), foi medida a distancia total
percorrida (em metros) pelo animal, além da distancia percorrida no centro e o nimero

de entradas no centro (regido central da caixa com area de aproximadamente 40 cm?).

4.5.3 Teste do Nado Forcado (TNF)

O TNF foi executado em duas etapas, conforme o protocolo de Detke e colaboradores
(1995). Para tanto, foi utilizado um cilindro opaco branco (23 cm de diametro e 52 cm
de altura), contendo agua (profundidade 30 cm) com temperatura variando de 22 a
24°C (Figura 11).
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Figura 11: Representagdo esquemética do Teste do Nado Forgado. Elaborada pela autora.

A profundidade da dgua em um nivel de 30 cm impede que o animal alcance o fundo
do recipiente com as patas traseiras e cauda, assim como a borda superior com as
patas dianteiras. O teste apresenta duas etapas. Primeiramente € realizada uma pré-
exposicdo (sessao pré-teste), na qual o animal é colocado no cilindro para nadar por
15 minutos. Vinte e quatro horas depois, 0s animais sdo hovamente colocados para
nadar durante 5 minutos (sessdo teste) para avaliar os comportamentos de
imobilidade, escalada e natagdo (DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995). A frequéncia de
cada comportamento foi determinada manualmente pela experimentadora
identificando o comportamento que o animal apresenta a cada 5 segundos (figura 12).
Animais que sdo submetidos ao estresse de uma situacédo de nado forcado da qual
ndo tem a possibilidade de escapar tendem a permanecer imoveis depois de certo
tempo, mantendo apenas a cabeca para fora da agua.
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Ativo Passivo

Escalada Natacao Imobilidade

Figura 12: Representagdo esquematica dos comportamentos ativos e passivo no Teste do Nado

Forcado. Elaborada pela autora.

A imobilidade refere-se a um estado passivo do animal, no qual este ndo esta
realizando nenhum esforco por sair do cilindro. Esse comportamento tende a diminuir
guando o animal recebe um tratamento com algum antidepressivo (PORSOLT et al.,
1978). Ja a natacao e a escalada sdo dois comportamentos ativos do animal, no qual
se percebe um esforco por parte do mesmo para escapar daguele ambiente. A
natacado por sua vez, refere-se a tentativa de fuga contornando repetidamente o
cilindro (DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995). Dessa forma, pressupde-se que quanto
maior for a imobilidade de um animal intoxicado e menor sua atividade de natacéo
e/ou escalada quando comparado com um animal controle, maior o comportamento
depressivo apresentado pelo mesmo. A idade parece ndo afetar o comportamento dos
ratos no TNF (DESIKAN; WILLS; EHLERS, 2014; ULLOA et al., 2014).

4.6 DOSAGENS ENZIMATICAS
4.6.1 Atividade da Colinesterase Plasmatica (BChE)

Ao final dos testes comportamentais os animais foram imediatamente (maximo de
uma hora entre a realizacao do teste comportamental e a coleta) a eutanasia. Sangue

retirado do tronco dos animais foi coletado em microtubos previamente heparinizados
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e levado para centrifugacdo por 10 minutos a 4.000 RPM (Mikro 120, Hettich). O
plasma obtido foi armazenado em ultracongelador a — 80 °C até o momento da

dosagem.

A atividade da BChE foi mensurada pela acédo catalitica da colinesterase sobre o
substrato butiriltiocolina, que é hidrolisada em tiocolina e butirato. A tiocolina tem a
capacidade de reduzir o hexacianoferrato (lll), um composto amarelo, em

hexacianoferrato (ll) que é incolor. A absorbancia € medida a 405 nm.

As amostras foram testadas em duplicata utilizando o kit para determinagdo de
colinesterase da marca Bioclin (Colinesterase — K094® Quibasa quimica béasica
LTDA., Minas Gerais, Brasil) no analisador bioquimico semi-automatico (Bio Plus®,
B10-2000 IL, Brasil). O kit preconiza que para cada 20 ul de amostra testada deve ser
acrescido 1000 pL de um tampéo reagente. A mistura € levada a incubagao por 3
minutos a 37 °C. Em seguida sao adicionados 250 ul de substrato contendo a

butirilcolina e incubada por exatos 2 minutos antes da leitura da absorbancia.

A atividade da enzima foi expressa em UI/L, no qual uma unidade de BChE
corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 ymol de substrato/minuto/L de
plasma, a 37°C). A inibicdo na atividade dessa enzima, juntamente com a
guantificacdo da atividade da AChE cerebral, permitird a avaliacdo da eficacia da

intoxicacao por triazofos.

4.6.2 Preparo da amostra para determinacdo da atividade da colinesterase

cerebral

A quantificacdo de AChE cerebral foi realizada a partir do hipocampo e cortex pré-
frontal extraido dos animais sacrificados. As amostras foram coletadas em microtubos

e armazenadas em ultracongelador a - 80°C até a realizagdo do processamento.

A atividade da AChE foi mensurada de acordo com o método colorimétrico descrito
por Ellman e colaboradores (ELLMAN et al., 1961) e modificado por Lassiter e
colaboradores (LASSITER et al., 2003). As amostras foram previamente
homogeneizadas em tampao fosfato 1% de Triton em um macerador de tecido Potter-
Elvehjem. Ap6s a homogeinizacdo, as amostras foram centrifugadas 5 minutos a
7800G em centrifuga refrigerada a 4 °C. (Centrifuge 5804R — Eppendorf AG.
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Hamburgo, Alemanha) e, por fim, os sobrenadantes utilizados para quantificacdo da

atividade enzimatica.

O principio de acdo desta técnica consiste na acdo catalitica da AChE sobre a
acetiltiocolina, a qual € hidrolisada em tiocolina e acetato. A tiocolina reage com o
DTNB liberando um composto de cor amarela. A analise foi feita pelo método cinético
e lida no comprimento de onda de 412 nm em espectrofotdmetro (EPOCH2, BioTek,
Winooski, EUA). A atividade da AChE foi expressa em pmols de acetilcolina
hidrolisados por hora por mg de proteina. A quantificacdo de proteina foi realizada

pelo método de Bradford.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como média + erro padrdao da média (LCE), analisados
com o programa de estatistica SPSS para Windows® (Versdo 20.0) e os gréficos
foram feitos no programa GraphPad Prism (versado 5.01). As analises do TNF foram
realizadas por ANOVA de duas vias com medida repetida, tendo como fator
independente o tratamento e como medida repetida o tempo. As medidas dos testes
comportamentais (LCE, CA) e bioquimicos (BChE e AChE) foram analisadas por
ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett quando apropriado para

comparacdes com o grupo controle. O nivel de significancia considerado foi p<0,05.
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5. RESULTADOS

Toxicidade aguda dos animais adultos durante as quatro primeiras horas de

intoxicacao.

Os resultados de toxicidade aguda para os animais adultos e jovens, que sao dados

secundarios, foram acrescentados como apéndice (apéndice 1).

Teste do Labirinto em Cruz Elevado: O triazofés induz efeito ansiolitico ou

ansiogénico dependentes da dose e da idade

A figura 13 mostra os comportamentos apresentados pelos ratos jovens e adultos
expostos ao LCE 24 h apdés a exposicdo ao triazofés. Os comportamentos
apresentados pelos ratos jovens testados no LCE demonstraram que a intoxicacao
com triazofés reduziu a porcentagem de entradas (Figura 13A) [F@3n= 4,253;
p=0,011] nos bracos abertos na menor dose (3,75 mg/kg) quando comparado ao

grupo controle (p=0,032; post hoc de Dunnett).

Além disso, para os animais adultos, a intoxicacao alterou o percentual de entradas
[F.41= 3,081; p =0,0378] e tempo [F3,41) = 7,583; p<0,001] em bracgos abertos (Figura
13B). A dose de 15 mg/kg de triazofds diminuiu a porcentagem de entradas nos bracos
abertos em relacdo ao grupo controle, embora o nivel de significancia tenha sido
marginal (p = 0,066) e a dose de 7,5 mg/kg tenha aumentado a porcentagem de tempo
em relagdo ao grupo controle (p = 0,008). Além disso, o triazofds alterou o nimero de
entradas nos bragos fechados (Figura 13D) [F,41= 3,802; p=0,017]. A dose de 7,5
mg/kg de triazofés aumentou o nimero de entradas nos bracos fechados em relacéo

ao grupo controle (p=0,027).
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Figura 13: Efeito de uma Unica injecdo subletal de triazofés (TZF) sobre o comportamento de ratos
adultos e jovens expostos ao Labirinto em Cruz Elevado. (A) Porcentagem de entradas e tempo nos
bragos abertos e (C) entradas nos bragos fechados 24 h apés injecao de SAL (n= 10) ou TZF nas doses
de 3,75 (n=10), 7,5 (n=10) ou 15 mg/kg (n=11) em ratos jovens. (B) Porcentagem de entradas e tempo
nos bracos abertos e (D) entradas nos bracgos fechados 24 h ap6s a injecdo de salina (SAL; n=13) ou
TZF em doses de 7,5 (n=10), 15 (n=11), ou 30 mg/kg (n=12) em ratos adultos. Os dados representam

média £ EPM. * p<0,05 em relacao ao grupo salina por ANOVA seguida de teste post hoc de Dunnett.

Teste do campo aberto: Triazofés induz efeito ansiogénico em ratos jovens e

adultos.

Para os ratos jovens do CA houve uma tendéncia de diferenga estatisticamente
significante na distancia total percorrida [F@37n= 2,530; p=0,072], e mudanca
estatisticamente significante no percentual de entradas para o centro [F,37)= 3,260;
p=0,032], mas ndo no percentual de distancia percorrida no centro [F@3,37= 1,360;
p=0,270] para animais jovens intoxicados com triazofos 24 h apos a administracao. A
dose de 15 mg/kg (p=0,042) diminuiu a distancia total percorrida e a porcentagem de

entradas ao centro (p=0,048) pelos animais jovens no CA quando comparados aos
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animais salina.

Para ratos adultos ndo houve alteracéo na distancia total percorrida [F,41) = 0,621; p
= 0,605], e no percentual de distancia percorrida no centro [F@,41) = 0,621; p = 0,605],
mas houve alteragdo no percentual de entradas para o centro [F,41) = 3,831 p = 0,008]
na dose mais alta para animais adultos intoxicados com triazofés 24 h apés a

administracéo (p = 0,01 post hoc de Dunnett).

Tabela 3: Efeitos da intoxicacdo aguda por triazofés na atividade locomotora de ratos jovens e

adultos no teste de campo aberto 24 h apés a administracéo

Ratos Jovens

Tratamento (n) Distancia total percorrida (m) Distancia Percorrida Centro (%) Entradas Centro (%)

SAL (11) 21,35+0,55 8,62+1,08 44,38 + 0,61
TZF 3,75 (10) 20,27 +1,88 8,53+1,65 47,26 + 0,84
TZF 7,5 (10) 17,87 + 2,09 8,16 + 0,94 43,16 + 1,89
TZF 15 (11) 15,23*+ 1,90 5,85+1,38 34,89* + 5,44

F(.37= 2,530; p=0,072 F.3n= 1,360; p=0,270 F(.37= 3,260; p=0,032

Ratos Adultos

Tratamento (n) Distancia total percorrida (m) Distancia Percorrida Centro (%) Entradas Centro (%)

SAL (13) 15,23 + 1,65 9,20 + 1,57 46,88 + 1,41
TZF 7,5 (10) 16,70 + 1,15 12,91 + 1,63 47,88 + 0,90
TZF 15 (11) 18,92 + 2,69 10,59 + 2,09 46,12 + 1,44
TZF 30 (12) 16,21 + 2,35 5,86 + 1,80 32,05* + 6,36

F 341 =0,621; p=0,605 F 341 =0,621; p = 0,605 F 341 = 3,831; p = 0,008

* p<0,05 comparado ao grupo controle (SAL)

Teste do Nado Forcado: Triazofés induziu efeito tipo depressivo persistente em

animais jovens e adultos.

As figuras 14 e 15 respectivamente mostram 0os comportamentos apresentados pelos
ratos jovens e adultos expostos ao TNF.

Em ratos jovens, para a frequéncia de imobilidade, houve efeito da sessao [F(s,44)=
6,007 b; p<0,002], efeito do tratamento [F44)= 6,638; p=0,001], mas n&do houve
interacdo entre sesséo e tratamento [F3,44= 1,104; p=0,366]. A andlise post hoc para
a sessao de 24 horas (Figura 14A) mostrou que todas as doses de triazofés

aumentaram a frequéncia de imobilidade (p<0,001 para uma dose de todas as doses
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em comparacdo com o grupo de solucdo salina). Para a sesséao de 8 dias (Figura
14B), a dose de 7,5 mg/kg (p=0,015) e 15mg/kg (p=0,001) de triazofés aumentou a
frequéncia de imobilidade em relagdo ao grupo controle. Para a sessao de 15 dias
(Figura 14C), doses de 3,75 (p=0,015) e 15 mg/kg de triazofés (p=0,016) aumentaram
a frequéncia de imobilidade em relacdo ao grupo controle. Nao houve diferenca entre

0S grupos para a sessao de 22 dias (Figura 14D).

Ainda em animais jovens, para a frequéncia de natacdo, houve efeito da sesséo
[F(3,44= 4,612; p=0,07], efeito do tratamento [F(s,44)= 6,969; p=0,001], mas ndo houve
interacdo entre sesséo e tratamento [F,44= 0,681; p=0,724]. A andlise post hoc para
a sessdo de 24 horas mostrou que todas as doses de triazofés diminuiram a
frequéncia de natacao (p<0,001 em relacdo ao grupo solucéo salina). Para a sesséo
de 8 dias, doses de 7,5 (p=0,026) e 15 mg/kg (p=0,004) de triazofés diminuiram a
frequéncia de natacdo em relacdo ao grupo controle. Para a sesséo de 15 dias, doses
de 3,75 (p=0,017) e 15 mg/kg de triazofés (p=0,016) diminuiram a frequéncia de
natacdo em relacdo ao grupo controle. Nao houve diferenca entre 0s grupos para a

sessao de 22 dias.

Para a frequéncia de escalada em animais jovens, houve efeito da sessao [F(s,44)=
5,780; p=0,02], efeito do tratamento [F3,44)= 3,389; p=0,026], mas ndo houve interagao
entre sesséo e tratamento [Fs,44)= 1,407; p=0,253]. A andlise post hoc para a sessao
de 24 horas mostrou que as doses de 7,5 (p=0,033) e 15 mg/kg (p=0,014) de triazofés
diminuiram a frequéncia de escalada em relagcdo ao grupo salina. Para a sessao de
22 dias, a dose de 15 mg/kg (p=0,024) diminuiu a frequéncia de escalada em relagcao
ao grupo controle. Para as sessdes de 15 e 22 dias ndo houve diferenca entre os

grupos.

Em ratos adultos, para a frequéncia de imobilidade, houve efeito da sesséo [F(s,31)=
8,980; p<0,001], efeito do tratamento [F@31= 6,097; p=0,002], mas nao houve
interacdo entre sesséo e tratamento [F@,31= 1,626; p=0,119]. A analise post hoc da
sessdo de 24 horas (Figura 15A) mostrou que todas as doses de triazofos
aumentaram a frequéncia de imobilidade (p=0,16 para uma dose de 7,5; p=0,012 para
uma dose de 15 e; p=0,007 para uma dose de 30 mg/ kg em comparagédo com o grupo
salina). Para a sessdo de 8 dias (Figura 15B), a dose de 7,5 mg/kg de triazofos
aumentou a frequéncia de imobilidade em relacdo ao grupo controle (p=0,035). Nao
houve diferenca entre os grupos para a sessao de 15 dias (Figura 15C). Por fim, para
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a sessao de 22 dias (Figura 15D), doses de 7,5 (p<0,001) e 30 mg/kg de triazofés

(p=0,001) aumentaram a frequéncia de imobilidade em relacdo ao grupo controle.

Para a frequéncia de natacdo em animais adultos, houve efeito da sesséo [F,31)=
2,942; p<0,046], efeito do tratamento [F(31)=6,812; p=0,001], mas ndo houve
interacdo entre sesséo e tratamento [F@,31= 1,163; p=0,328]. A analise post hoc para
a sessdo de 24 horas mostrou que todas as doses de triazofés diminuiram a
frequéncia de natacgéo (p=0,03 para uma dose de 7,5; p=0,001 para uma dose de 15
e; p=0,001 para uma dose de 30 mg/kg em comparacao para o grupo salina). Para a
sessdo de 8 dias, doses de 7,5 (p=0,029) e 30 mg/kg (p=0,049) de triazofés
diminuiram a frequéncia de natacdo em relacdo ao grupo controle. Nado houve
diferenca entre os grupos para a sessao de 15 dias. Por fim, para a sessao de 22 dias,
doses de 7,5 (p=0,002) e 30 mg/kg de triazofos (p=0,002) diminuiram a frequéncia de

natacdo em relacdo ao grupo controle.

Ainda para animais adultos para a frequéncia de escalada, houve efeito da sesséo
[F@31y= 75,825; p<0,001], efeito do tratamento [F@,31= 2,105; p=0,001], mas nao
houve interacdo entre sesséo e tratamento [F@s.31= 1,410; p=0,201]. A analise post
hoc para a sesséo de 24 horas mostrou que a dose de 30 mg/kg diminuiu a frequéncia
de escalada (p<0,001 em relacdo ao grupo salina). Para as sessdes de 8 e 15 dias
nao houve diferenca entre os grupos. Por fim, para a sesséo de 22 dias, a dose de 7,5

mg/kg (p<0,001) diminuiu a frequéncia de escalada em rela¢do ao grupo controle.
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Figura 14: Efeito de uma Unica injecao subletal de triazofés (TZF) sobre o comportamento de ratos
jovens expostos ao Teste do Nado Forcado. (A) Frequéncia de imobilidade, natacéo e escalada 24 h,
(B) 8 dias, (C) 15 dias e, (D) 22 dias ap6s a injegdo de SAL (n=12) ou TZF em doses de 3,75 (n= 12),
7,5 (n=12) ou 15 mg/kg (n=12). Os dados representam média £+ EPM. * p<0,05 em relacdo ao grupo
salina por ANOVA seguida de teste post hoc de Dunnett.
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Figura 15: Efeito de uma Unica injecdo subletal de triazofés (TZF) sobre o comportamento de ratos
adultos expostos ao Teste do Nado For¢cado. (A) Frequéncia de imobilidade, natacdo e escalada 24
h, (B) 8 dias, (C) 15 dias e, (D) 22 dias apés a inje¢do de SAL (n=9) ou TZF em doses de 7,5 (n=9),
15 (n=9) ou 30 mg/kg (n=8). Os dados representam média + EPM. * p<0,05 em rela¢do ao grupo
salina por ANOVA seguida de teste post hoc de Dunnett.

Atividade da butirilcolinesterase plasmatica em animais jovens e adultos 24

horas e 22 dias ap6s a administragdo de triazofos

A figura 16 mostra a atividade da BChE plasmatica 24 h e 22 dias ap6s a
administracdo do triazofos em animais jovens e adultos. Para animais jovens, a
atividade da BChE plasmatica também foi reduzida 24 horas (Figura 16A) apds a
intoxicacéo [F,27=12,336; p<0,001] em todas as doses testadas (p =0,047; p = 0,001
p = 0,001, doses de 3,75, 7,5 e 15, respectivamente, pelo teste post hoc de Dunnett)
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guando comparado ao grupo salina.

Em animais adultos 24 horas ap0s a intoxicacdo (Figura 16B), a BChE foi
significativamente reduzida [F@s21= 11,470; p<0,001] em todas as doses testadas
(p=0,009; p = 0,001 p = 0,001, para as doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, respectivamente,

pelo teste post hoc de Dunnett) quando comparado ao grupo salina.

A atividade da BChE em ratos jovens (Figura 16C) [F,28) = 0,973; p=0,419] e adultos
(Figur 16D) [Fs,28) = 2,007; p=0,136] 22 dias ap0s a intoxicagdo com triazofés néo foi

alterada.
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Figura 16: Efeito de uma dUnica injecdo subletal de triazofos (TZF) sobre a atividade da
butirilcolinesterase (BChE) em ratos adultos e jovens. (A) Atividade da BChE 24 h e (C) 22 dias ap0s a
injecdo de SAL (n=7 e 8) ou TZF nas doses de 3,75 (n=8 e 8), 7,5 (n=8 e 8) ou 15 mg/kg (n=8 e 8) em
ratos jovens. (B) atividade da BChE 24 h e (D) 22 dias ap0s a inje¢do de solugéo salina (SAL; n=7 e
8) ou TZF nas doses de 7,5 (n=6 e 8), 15 (n=6 e 8), ou 30 mg/kg (n=6 e 8) em ratos adultos. Os dados
representam média £ EPM. * p<0,05 em relacéo ao grupo salina por ANOVA seguida de teste post hoc

de Dunnett.
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Atividade da acetilcolinesterase cerebral no hipocampo e no cortex pré-frontal

de ratos jovens e adultos 24 horas e 22 dias ap0s a administracao de triazofos

As figuras 17 e 18 mostram respectivamente a atividade da AChE hipocampal e

cortical 24 h e 22 dias apds a administracéo do triazofés em animais jovens e adultos.

Para animais jovens, a dose de 7,5 mg/kg (p = 0,065) mostrou tendéncia estatistica
para reduzir a atividade da AChE e a dose de 15 mg/kg (p=0,010) reduziu a atividade
da AChE no hipocampo 24 h (Figura 17A) ap0s a administracdo [F,28) = 6,645;
p=0,002; p =]. Ja a atividade da AChE no cértex pré-frontal (Figura 17B) foi reduzida
pelas doses de 7,5 e 15 mg/kg de triazofos [F(s27) = 10,846; p=0,001; p = 0,004, p =
0,001 para as doses de 7,5 e 15 mg/kg, respectivamente, pelo teste post hoc de
Dunnett]. A atividade da AChE do hipocampo (Figura 17C) [F,28) = 0,735; p=0,539] e
do cortex pré-frontal (Figura 17D) [F.28) = 1,760; p=0,178] 22 dias apds a intoxicacao

com triazofés nao foi alterada.

Para animais adultos, as doses de 15 e 30 mg/kg de triazof6s reduziram a atividade
da AChE no hipocampo 24 h (Figura 18A) ap0s a administracdo [F@3,26) = 3,908;
p=0,020; p = 0,040 p = 0,016, respectivamente, pelo teste post hoc de Dunnett
comparado ao grupo salina]. A atividade da AChE no cortex pré-frontal (Figura 18B)
foi reduzida em todas as doses testadas [F,25) = 3,487; p=0,031; p = 0,029, p = 0,047
p = 0,034, para as doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, respectivamente, pelo teste post hoc
de Dunnett comparado ao grupo salina]. A atividade da AChE do hipocampo (Figura
18C) [F@G28) = 0,427; p=0,092] e do cortex pré-frontal (Figura 18D) [F@3,25 = 0,727;
p=0,545] 22 dias ap0s a intoxicagcao com triazofés ndo foi alterada.
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Figura 17: Efeito de uma Unica injecdo subletal de triazofos (TZF) na atividade da acetilcolinesterase

(AChE) em ratos jovens. Atividade da AChE no hipocampo (A) 24 h e (C) 22 dias apés a injecdo de
solucao salina (SAL; n= 8 e 8) ou TZF nas doses de 3,75 (n=8 e 8), 7,5 (n=8 e 8), ou 15 mg/kg (=8 e
8). Atividade de AChE no cértex pré-frontal (B) 24 h e (D) 22 dias ap6s a injecdo de solugdo salina
(SAL; n=7 e 8) ou TZF nas doses de 3,75 (n=8 e 8), 7,5 (n=8 e 8), ou 15 mg/kg (n=8 e 8) no cortex

pré-frontal. Os dados representam média + EPM. * p<0,05 em relagdo ao grupo salina por ANOVA

seguida de teste post hoc de Dunnett.
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Figura 18: Efeito de uma Unica injecdo subletal de triazofos (TZF) na atividade da acetilcolinesterase
(AChE) em ratos adultos. Atividade da AChE no hipocampo (A) 24 h e (C) 22 dias ap0s a injecao de
solucéo salina (SAL; n= 8 e 8) ou TZF nas doses de 7,5 (n= 8 e 8), 15 (n=6 e 8), ou 30 mg/kg (n=8 e
8). Atividade da AChE no cortex pré-frontal (B) 24 h e (D) 22 dias ap0s a injecdo de solucao salina
(SAL; n=7 e 9) ou TZF nas doses de 7,5 (h=7 e 6), 15 (n=7 e 6), ou 30 mg/kg (n=8 e 8). Os dados
representam média £ EPM. * p<0,05 em relag&o ao grupo salina por ANOVA seguida de teste post hoc

de Dunnett.
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6. DISCUSSAO

Ao observar os resultados encontrados no presente estudo € possivel constatar que
mesmo uma Unica exposicdo a uma formulacdo comercial de triazofés € capaz de
alterar o comportamento de ratos, dependendo da dose utilizada e da idade dos
animais. Os principais achados do nosso estudo mostraram que doses subletais de
triazofés quando administradas por via intraperitoneal podem: 1) induzir
comportamento tipo-ansioso no LCE em ratos jovens para doses baixas; 2) mostrar
um efeito ansiolitico ou ansiogénico dependente da dose no LCE em animais adultos;
3) ndo alterar a atividade locomotora no CA, exceto para a maior dose em ratos jovens.
4) exibir um comportamento tipo-depressivo no TNF, de forma aguda e persistente
sendo mais duradouro para ratos adultos; 5) inibir a atividade das enzimas BChE
plasmatica e AChE hipocampal e cortical 24 h ap0s a intoxicacdo com recuperacao

das enzimas em 22 dias.

Sabe-se que a intoxica¢do aguda a produtos agricolas € uma realidade. Essa forma
de intoxicacdo seja por acidente ou de forma intencional geralmente ocorre a doses
elevadas capazes de comprometer por completo o organismo levando inclusive a
morte (BONVOISIN et al., 2020; MEW et al.,, 2017). Contudo, ndo é apenas a
intoxicacao letal que deve ser considerada um problema de saude publica, uma vez
gue em diversos casos, 0S pacientes sobrevivem e acabam tento que conviver com
as consequéncias da intoxicacdo. Pensando nessas intoxicagfes, nossos animais
receberam diferentes doses subletais de triazofés (jovens: 3,75; 7,5; 15 mg/Kg,
adultos: 7,5; 15; 30 mg/Kg). Essas doses foram capazes de gerar nos animais 0s
sinais caracteristicos de uma intoxicacdo aguda por OF. A observacdo dos animais
durante as primeiras horas pos-tratamento levou a manifestacdo de uma sindrome
colinérgica, principalmente pelo aparecimento de sinais classicos como:
hipersalivacédo, exoftalmia (STORM, 2012), comprometimento da fungdo motora,
atividade locomotora e coordenagao motora (MILESON et al., 1998), enquanto os
animais tratados com salina ndo apresentaram nenhum dos sintomas mencionados.
Dessa forma, esse protocolo foi capaz de simular, minimamente, a intoxicagcédo aguda
por OF observada na tentativa de suicidio ou na ingestao acidental em que o paciente
sobrevive a sindrome colinérgica aguda (JEYARATNAM, 1990; LONDON et al., 2005)
para avaliar qual a relevancia desse processo no desenvolvimento de doencas

neuropsiquiatricas.
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Contudo, mesmo com a exibicdo clara de sinais classicos de uma intoxicacdo
colinérgica, os parametros de avaliacao de toxicidade aguda séo bastante subjetivos
para confirmar se existiu realmente uma intoxicagdo ou n&o. Por esse motivo, 0 uUso
de um marcador de intoxicacdo acaba sendo requisitado. A inibicdo da BChE é
considerada um marcador de intoxicacao eficiente e de facil determinacéo por ser uma
enzima encontrada em grande quantidade no plasma. Nao se sabe ao certo quais 0s
efeitos que a inibicdo da BChE pode causar ao organismo, contudo, alguns estudos
ja demonstraram que ela esta relacionada a uma diminuicdo na concentracdo do
composto OF livre (DELFINO; RIBEIRO; FIGUEROA-VILLAR, 2009; EDDLESTON,
2018). Nossos resultados demonstraram que a atividade da BChE foi inibida em todas
as doses tanto em animais jovens quanto em animais adultos 24 h apds a intoxicagcao

comprovando que os animais testados foram intoxicados.

Os resultados demonstraram um amplo espectro de alteragces comportamentais que
seguiram padrdes diferentes quando comparadas as idades. Nos testes
comportamentais relacionados a ansiedade, foi possivel observar de forma mais
concreta essas diferencas de padrdes. Animais adultos apresentaram diminuigdo na
exploracdo dos bracos abertos do LCE para a dose de 15 mg/kg, o que pode ser
interpretado como um efeito ansiogénico. Por outro lado, para a dose de 7,5 mg/kg,
houve aumento da exploracdo dos bracos abertos, o que pode ser primariamente

interpretado como efeito ansiolitico.

Para explicar esses resultados conflitantes podem ser utilizados os dados secundarios
do proprio teste. Os animais intoxicados com a dose de 7,5 mg/kg também
apresentaram aumento nas entradas nos bracos fechados do LCE o que pode ser
considerado um aumento na atividade locomotora. Portanto, entende-se que o efeito
ansiolitico pode ser secundario ao aumento da locomocado. Por outro lado, quando
avaliada a atividade locomotora no teste do CA, ndo foi observada alteracdo na
distancia total percorrida, o que contraria essa hipotese da interferéncia da locomoc¢éao

no comportamento observado.

O efeito ansiolitico ndo é a Unica explicacdo possivel para 0 aumento observado nos
bracos abertos do LCE. A maior exploragao dos bragos abertos pode ser um indicativo
de aumento na impulsividade, a despeito da aversividade desses bragos. Conforme

definido por Bari e Robbins (2013), a impulsividade é a incapacidade de esperar para
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realizar uma resposta, aumentando assim a probabilidade de o individuo realizar um
comportamento de risco. Ainda nesse sentido, alguns modelos para transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade associam esse comportamento impulsivo ao
aumento da exploracao dos bracgos abertos do LCE (NIIMI; 2011; RUSSELL; 2011).

Além disso, diversos trabalhos vém relacionando o aumento na neurotransmisséo
colinérgica a efeitos ansioliticos. Esse efeito parece estar associado a atividade de
receptores colinérgicos tanto nicotinicos quanto muscarinicos. Brioni e colaboradores
(1994) demonstraram que um ativador colinérgico para receptores nicotinicos é capaz
de induzir efeito ansiolitico em animais expostos ao LCE. De forma semelhante, Di
Libreto e colaboradores (2017) demonstraram que o uso de oxotremorina, um
agonista seletivo do receptor muscarinico da acetilcolina, reduz o comportamento
ansioso de animais expostos a estresse cronico. Aparentemente esse efeito ansiolitico

ocorre, pois a oxotremorina aumenta a neogénese em neurénios hipocampais.

Higley e Picciotto (2014) em um de seus trabalhos descreveram que aumentos na
sinalizagdo da ACh podem levar a sintomas relacionados a ansiedade e depresséo.
A ativacdo de nAChRs aumenta a liberag&o de glutamato de aferentes talamocorticais,
engquanto a atividade de mAChR aumenta a excitabilidade dos neurbnios piramidais
(PNs) e reduz a liberacdo de GABA dos interneurdnios direcionados ao soma (s-INs).
Ao mesmo tempo, os MAChRs reduzem a liberacdo de glutamato intracortical,
enquanto os nAChRs aumentam a excitabilidade dos interneurdnios direcionados aos
dendritos (d-INs) que regulam a integracdo sinaptica.

Evidéncias anteriores também mostraram efeitos contraditérios induzidos por
pesticidas OF no LCE e outros testes relacionados a ansiedade. Por exemplo, a
exposi¢do aguda a doses subcutaneas de clorpirifés induziu efeitos ansiogénicos ou
ansioliticos em ratos adultos testados no LCE, dependendo do intervalo entre a
exposicdo e o teste (LOPEZ-CRESPO et al., 2009; SANCHEZ-AMATE et al., 2001).
Uma Unica administracdo intraperitoneal a altas doses de paraoxon em ratos adultos
promove efeitos ansioliticos 14 dias depois da intoxicagdo associado a alteracdes de
proteinas transportadoras de glutamato no hipocampo e cortex pré-frontal de
ratos(ZARE et al.,, 2019). Em contraste, Valvassori e colaboradores (2007)
demonstraram que a exposi¢céo aguda ao OF malation em doses subletais nédo alterou

0 comportamento dos animais no LCE, nem apresentou diferencas significativas
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relacionadas a ansiedade no CA. Este trabalho afirma que a auséncia de alteracdes
comportamentais nesses animais se deve, possivelmente, a um baixo grau de

aversividade relacionado a esses testes.

Diferentemente do padréo observado em ratos adultos, os animais jovens quando
testados no LCE apresentaram efeito ansiogénico no LCE apenas ap0s a exposicao
a menor dose de triazofés, a qual ndo provocou inibicdo da AChE cortical ou

hipocampal.

Ha evidéncias de que o cérebro em desenvolvimento é particularmente vulneravel a
exposicdo ao OF, o que € consistente com a evidéncia de que os efeitos do
neurodesenvolvimento podem ocorrer em doses abaixo do limite para toxicidade
sistémica ou mesmo inibicdo da AChE (ABREU-VILLACA, LEVIN; 2017; RIBEIRO-
CARVALHO; 2020; RICCERI; 2006). Esses dados corroboram com 0S nossos, uma
vez gue 0s animais apresentaram comportamento ansiogénico mesmo sem inibicao

hipocampal ou cortical da AChE.

A exposicao repetida ao clorpirifés durante a fase perinatal provocou uma curva dose-
resposta em forma de U invertido de comportamento ansioso em camundongos
fémeas adultas (BRAQUENIER et al.,, 2010). Em contrapartida, doses baixas
repetidas de clorpirifés em ratos pré-desmame também induziram um efeito ansiolitico

em animais jovens (CARR et al., 2020).

Referente aos resultados do teste do CA, para a atividade locomotora, 0os animais
adultos ndo apresentam alteracbes na distancia total percorrida, demonstrando que
nao houve comprometimento motor nos resultados. Ratos jovens, por outro lado,
apresentaram diminui¢éo da atividade locomotora na dose mais alta (15 mg/kg), o que
também pode demonstrar como esses animais sdo mais suscetiveis a intoxicagao do

gue os animais adultos.

Considerando o potencial do teste de CA para um teste de ansiedade (CRAWLEY;
1980), animais expostos a ansioliticos exploram mais o centro, enquanto animais
muito ansiosos exploram menos o centro do aparelho (PRUT; BELZUNG; 2003). Em
Nossos animais, houve uma reducao da exploracédo do centro do CA nas doses mais
altas de triazofés, tanto em animais jovens quanto em adultos, o que € interpretado

como um comportamento ansiogénico.
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Diferentemente dos resultados do LCE, para o TNF, aparentemente o padrdo de
alteracdes comportamentais apresentado se manteve semelhante tanto em animais
jovens quanto em animais adultos. O triazofés aumentou a frequéncia de imobilidade
em animais de ambas as idades, sugerindo que o OF induziu um comportamento do
tipo-depressivo nos roedores intoxicados. Esse resultado € similar ao encontrado
anteriormente por nosso grupo para o clorpirifés (SIQUEIRA et. al.; 2019).
Considerando este mesmo trabalho, onde o efeito do tipo-depressivo desapareceu 30
dias ap0s a intoxicacdo, nossa hipotese inicial era de que o efeito persistiria por um
prazo inferior a 30 dias. O comportamento do tipo-depressivo induzido pelo triazofos
foi persistente nas doses mais baixa e mais alta até 22 dias apds a intoxicacéo para
animais adultos, enquanto para animais jovens, 0 comportamento foi mantido para as

duas doses mais altas por até 15 dias apés a intoxicacgao.

E notavel que animais jovens e adultos apresentam sensibilidades diferentes a
intoxicacado por triazofés. Conforme ja descrito por Singh e Rishi (2005), ratos jovens
suportam apenas metade da dose méxima tolerada por ratos adultos, apresentando
sinais colinérgicos semelhantes aos observados em animais adultos na dose maxima.
Essas diferencas vao além do peso e do tamanho do corpo. Triazofos tem semelhanca
guimica com outro organofosforado, clorpirifés. A enzima plasmatica PON-1 hidrolisa
o clorpirifés-oxon, o metabdlito ativo do clorpirifés, diminuindo seus efeitos téxicos.
Animais jovens apresentam niveis plasméaticos reduzidos dessa enzima, 0 que 0S
torna mais suscetiveis a intoxicacdo (COLE et al. 2012). Assim, € possivel que o

mesmo padrédo de metabolismo e sensibilidade ocorra com o triazofos.

No presente estudo, também observamos que a intoxicacdo aguda por triazofos
diminuiu a atividade da AChE 24 horas ap6s a intoxicagdo no hipocampo nas duas
doses mais altas e no cortex pré-frontal em todas as doses testadas para animais
adultos, enquanto para animais jovens, foi observada inibicdo no hipocampo na dose
mais alta e no cOrtex pré-frontal nas duas doses mais altas, indicando que os efeitos
agudos observados no LCE, CA e TNF sao, possivelmente, devidos a inibicao

enzimatica da AChE nessas areas.

A hipétese proposta por Janowsky e colaboradores (1972) determina como uma das
causas da depressdao um desequilibrio entre uma neurotransmisséo colinérgica e

adrenérgica, em que had um aumento significativo na primeira e uma queda na
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segunda. Outros estudos também confirmam essa hipotese que relaciona o aumento
dos niveis de ACh com sintomas relacionados a depressdo. Um exemplo é a
administracéo periférica de fisostigmina, um inibidor da AChE que induz sintomas de
ansiedade e depressao em humanos, diminuindo a degradacao da ACh e aumentando
seus niveis cerebrais (RISCH et al. 1980). Além disso, testes em roedores confirmam
gue o aumento dos niveis de ACh pode induzir comportamento semelhante a
ansiedade e depressao, enquanto o tratamento crénico com o antidepressivo
serotoninérgico fluoxetina aumenta os niveis de atividade da AChE, particularmente
no hipocampo (MINEUR et al. 2013).

Em trabalho recente, Mineur e colaboradores (2022) relataram que niveis de
acetilcolina (ACh) estdo elevados em individuos ativamente deprimidos e que
antagonista de receptor nicotinicos e muscarinicos podem ter efeito antidepressivos
em humanos e diminuir o comportamento em roedores. Possivelmente, esse
mecanismo esta relacionado a uma resposta desadaptativa ao estresse onde o0s niveis
de ACh e o bloqueio sistémico da AChE provocam sintomas semelhantes a depressao
em humanos e que o bloqueio seletivo da enzima no hipocampo também provoca o

mesmo tipo de comportamento em roedores.

Alguns estudos tém demonstrado a interacdo entre a acdo do OF e a atividade da
AChE nessas regides. Um estudo com o OF diazinon, administrado por via
intraperitoneal a 39 mg/kg, inibiu a atividade da AChE no hipocampo e cortex pré-
frontal (JUDGE et al. 2016). Nosso grupo demonstrou que a intoxicagdo aguda por
clorpirifés reduz a atividade da AChE no hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal
(SIQUEIRA et al. 2019)

No entanto, a inibicdo da AChE, bem como da BChE, ndo € mantida até o final do
protocolo. Resultados anteriores do nosso grupo mostraram que a inibicdo gerada
pelo triazofés é mantida por pelo menos 48 horas (RODRIGUES et al. 2020), porém
nossos dados atuais demonstraram que em algum momento entre 48 horas e 22 dias,
ocorre recuperacdo da atividade enzimatica. Além disso, é possivel observar que,
mesmo com 24 h, animais jovens expostos a menor dose de triazofos apresentam
alteracdes comportamentais mesmo sem inibicdo da AChE, o que indica que além dos
mecanismos colinérgicos, € muito provavel que existam outros mecanismos

envolvidos com as alteracbes comportamentais observadas nesses animais.
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Tanto no LCE quanto no TNF foi observado um efeito comportamental independente
da inibicdo da AChE. O efeito ansiolitico induzido pela menor dose de triazofés
administrado em adultos ndo alterou a atividade da AChE no hipocampo, dando a
entender que essa estrutura ndo se relaciona ao efeito observado por essa dose. J&
para os ratos jovens, a menor dose nao inibiu a atividade da AChE nem no cortex pré-
frontal nem no hipocampo, dessa forma o efeito ansiogénico parece nao estar
associado a um mecanismo colinérgico. Para o TNF o efeito tipo-depressivo
observado segue o0 mesmo padréo.

Nossos resultados também mostraram uma diminuicdo significativa na frequéncia de
natacdo no TNF em animais intoxicados com triazofés quando comparados ao grupo
controle. Um estudo de Detke e colaboradores (1995) relacionou os comportamentos
ativos exibidos pelos animais durante a sessdo do TNF com os efeitos de diferentes
classes de antidepressivos. De acordo com este estudo, 0 comportamento de natacéo
estaria envolvido com o sistema serotoninérgico, uma vez que drogas que atuam
inibindo a recaptagéo de serotonina aumentam a frequéncia de natagdo em ratos. Ja
0 comportamento de escalada estaria relacionado com o sistema noradrenérgico por
ser sensivel a inibidores da receptacéo de noradrenalina. Dessa forma, € possivel que
a intoxicacdo com triazofés, a qual reduziu a frequéncia de natacao, tenha diminuido

a neurotransmissao serotoninérgica.

Alguns trabalhos também encontraram esse mesmo padrdo. Sanchez-Amate e
colaboradores (2001) demonstraram mudangas comportamentais independentes de
manifestacbes colinérgicas em animais adultos testados no LCE. Aldridge e
colaboradores (2003) apontaram que dentre os efeitos causados pela exposicédo ao
OF, um dos mais destacados ¢é a alteracdo na sintese de serotonina ou na expressao
de seus receptores e transportadores. Além disso, Slotkin e colaboradores (2008)
demonstraram que uma Unica exposi¢do ao clorpirifdcs em ovos de aves também

reduziu a expressao dos receptores 5HT1a do cérebro dos animais apds o nascimento.

Outra hipdtese para explicar o porqué do comportamento tipo-depressivo induzido
pelo triazofés ser persistente mesmo sem a inibigdo da AChE envolve neurotoxicidade
de longo prazo. Alguns estudos demonstraram que a intoxicagdo por OF pode levar a
morte neuronal progressiva e irreversivel devido a excitotoxicidade colinérgica e ndo

colinérgica no cérebro, contribuindo para o desenvolvimento de disturbios
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neuropsiquiatricos (CHEN, 2012; TSAI; LEIN, 2021). A neurotoxicidade e disfuncao
colinérgica levam a perda de integridade de vias colinérgicas especificas e, por sua
vez, resulta em morte neuronal em regides como o hipocampo e a amigdala (CHEN,
2012). De fato, estresse oxidativo, neuroinflamacdo e células apoptéticas foram
observados em diferentes regides do cérebro de ratos apds exposicdo aguda ou
repetida a pesticidas OF (FARKHONDEH et al., 2020; KIM et al., 1999; SUNKARIA et
al., 2014).

Outro fato importante a ser avaliado nesse processo é que 0S animais jovens se
recuperam mais rapidamente desse efeito comportamental persistente do que 0s
animais adultos, embora esses animais sejam mais sensiveis a uma intoxicacdo mais
letal. Trabalhos da literatura demonstraram que ratos mais jovens, mesmo sendo mais
suscetiveis a efeitos letais agudos, apresentam alteracbes quimicas e
comportamentais menos persistentes do que animais adultos (ATTERBERRY et al.,
1997; MOSER et al., 1998; POPE et al., 1991; VIDAIR, 2004). A rapida recuperacéo
dos animais jovens pode ser explicada pela maior neurogénese em areas cerebrais
como o hipocampo em comparacgédo aos adultos (EPP et al., 2009). Notavelmente,
ratos jovens intoxicados com diisopropilfluorofosfato (DFP) apresentam convulsdes
menos graves associadas a maior neurogénese hipocampal (GONZALEZ et al.,
2021). Os diferentes desfechos observados entre ratos jovens e adultos expostos ao
triazofés podem estar relacionados a neuroplasticidade e resiliéncia dos animais
jovens. Mais pesquisas para abordar esta hipotese sdo necessarias.

E valido ressaltar, ainda, que por mais que os resultados referentes ao efeito tipo-
depressivo aparentem ser sélidos, foi utilizado apenas o TNF para avaliar esse tipo de
alteracdo comportamental. Embora o TNF seja ser um bom modelo de screening para
efeitos depressivo/antidepressivo, ele ndo é um modelo de depressdo (COMMONS et
al., 2017). Dessa maneira, seria interessante reproduzir o resultado encontrado no
TNF em outros modelos comportamentais, como por exemplo o teste de preferéncia

por sacarose.

Além disso, € importante reiterar que os resultados referentes ao efeito tipo-ansioso
sao apenas agudos devido a escolha de protocolo realizada onde apenas foi feito o
teste 24 h apds a intoxicacdo. E necessario lembrar que existem controvérsias

referentes ao uso de medida repetida para esse modelo além disso, dados anteriores
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do nosso laboratorio ndo tornaram pertinentes o teste persistente para o modelo de

LCE, uma vez que o efeito nesse modelo ndo foi observado para outros OF.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, € possivel concluir que
animais jovens e adultos apresentam padroes diferentes de alteragdes
comportamentais ap6s uma Unica dose do organofosforado triazofos.

Também foi observado que animais jovens sdo mais suscetiveis a intoxicacao por
triazofés, possivelmente por conta do desenvolvimento ainda incompleto, quando

comparado aos adultos.

O acumulo de ACh causado pela inibicdo da AChE cerebral parece estar parcialmente
relacionado as alteracbes comportamentais relacionadas a ansiedade e depresséo,
mas néo parece ser o mecanismo direto subjacente a persisténcia do comportamento
tipo-depressivo, o que indica que existem outros mecanismos nao colinérgicos

envolvidos nos prejuizos comportamentais.

Finalmente, do ponto de vista translacional, nosso estudo sugere que mesmo a
exposicao aguda ao triazofés tem o potencial de gerar prejuizos a saude mental de
individuos intoxicados, de forma imediata e persistente. Por isso, é importante incluir

avaliacBes sobre a satde mental no monitoramento dos riscos a populagéo exposta.
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Anexo 1: Certificado de aprovacdo CEUA-UFES.
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APENDICE 1

TOXICIDADE AGUDA

Tabela 1: Tabela para coleta de dados do teste de toxicidade aguda. Adaptado de MCDONOUGH,
1989

Sinais 1h 2h 3h 4h
Salivagao

Lacrimejamento
Exoftalmia
Coordenagao Motora
Atividade Exploratoéria
Prejuizo Motor

Tabela 2: Medidas de intoxicacdo aguda. Adaptado de MCDONOUGH, 1989

Sinal Severidade Nota

Salivagao I. Normal
Il. Lamber e mastigar
[1l. Molhado em volta da boca
IV. Saliva escorrendo pela Boca

Lacrimejamento I. Normal
[I. Umidade nos olhos
lll. Lagrimas
VI. Lagrimas de Sangue

Exoftalmia [. Normal
Il. Leve
I1l. Moderado
IV. Intenso

Coordenagao Motora |. Normal, alerta
Il. Hipoativo responsivo
[ll. Hipoativo
IV. Prostado

Atividade Exploratéria I. Normal
Il. Desconcertante
lll. Reflexo postural prejudicado
IV. Perda do reflexo postural

Prejuizo Motor I. Normal
Il. Fasciculagao

[ll. Tremor
IV. Convulsao

WN >0 WN -0 WON-_O0O WON—_O WON—_O WN-~O0O
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Resultados da Toxicidade Aguda induzida pela administracdo de uma Unica dose de triazofés nas 4

primeiras horas apds a administragdo em ratos adultos e jovens.

Ratos Adultos
Salivagdo 1h Salivagéo 2 h Salivagéo 3 h Salivacéo 4 h
100 100 100 100
. . . 3 ausente
& 80 & so & 80 S = leve
£ £ £ = =3 moderado
g 60 S 60 3 60 g 60 B3 intenso
g £ £ et
S 4 £ S 4 £ 40
2 2 2 =4
<
S S 2 8 S 2
SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30
L Lo Lacrimejamento 4 h
Lacrimejamento 1h Lacrimejamento 2 h Lacrimejamento 3 h 100
100 100 100 . B3 ausente
— = = SIS = leve
g e & 80 S 80 = =3 moderado
£ £ o 60 B3 intenso
§ e g 60 9 60 2
g g g £ w0
S 40 g 4o g s
4 I = S 20
< S a
g g g
o SAL  TZF75 TZF15 TZF30
SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30 AL TZF75 TZF15  TZF30

Figura 1: Sinais de toxicidade aguda induzida por triazofés em ratos adultos por até 4 h. Os dados

representam a porcentagem de animais que apresentam salivacdo ou lacrimejamento ao final de cada

hora de observag&o. SAL = solugéo salina; TZF = triazofds.

Ratos Adultos
Exoftalmialh Exoftalmia2 h Exoftalmia 3 h Coordenagdo Motora 4 h
100 100 100
= _ _ = B3 ausente
& 8o S w0 & 8o L w0 =3 leve
£ £ £ £ 3 moderado
g 0 3 60 g 60 g 60 B3 intenso
& £ & 8
S 40 g 40 g 40 S 40
= 5 2 2
S S S 5
§ 2 S S S 2
SAL TZF75 TZF15 TZF 30 SAL TZF75 TZF15 TZF 30 SAL TZF75 TZF15 TZF 30 SAL TZF75 TZF15 TZF30
N Coordenag&o Motora 4 h
Coordenag&o Motora 1 h Coordenagéo Motora 2 h Coordenagéo Motora 3 h 100
100 100 3 ausente
—~ = = SR = leve
g w0 & 80 g @ £ =3 moderado
£ £ 2 60 B3 intenso
§ 60 T 60 @ 60 2
<) > =] bt
g £ i S 40
£ 40 < 40 S 40 8
o (4 2 S 20
e 5 a
S S 20 S
SAL  TZF75 TZF15 TZF30
SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30

Figura 2: Sinais de toxicidade aguda induzida por triazofés em ratos adultos por até 4 h. Os dados
representam a porcentagem de animais que apresentam exoftalmia ou coordenagéo motora ao final de
cada hora de observacdo. SAL = solucao salina; TZF = triazofés.
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Ratos Adultos
Atividade Exploratéria 1 h Atividade Exploratéria 2 h Atividade Exploratéria 3 h Atividade Exploratdria 4 h
100 100 100
- — - . B3 ausente
& 8o & 80 & 80 L &0 3 leve
£ £ = £ = moderado
S 60 3 60 g 60 g 60 B3 intenso
g bt bt 8
g 40 £ 40 £ 40 £ 40
2 = = <4
S S S S
§ 20 § 20 § 20 S
SAL  TZF75 TZF15 TZF30 AL TZF75 TZF15  TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30 SAL  TZF75 TZF15 TZF30
3 Coordenag&o Motora 4 h
Prejuizo Motor 1 h Prejuizo Motor 2 h Prejuizo Motor 3h 100
100 100 = 3 ausente
— = = & 8o = leve
g w0 & 8 § 80 £ =3 moderado
= € o 60 B3 inte
§ o 5 e § w g intenso
> =) =) 8
g £ & £ 40
5 40 g 40 g 40 g
o < 2 g
S
E 20 g 20 g 20
SAL  TZF75 TZF15 TZF30
SAL TZF75 TZF15 TZF 30 SAL TZF75 TZF15 TZF 30 SAL TZF75 TZF15 TZF 30

Figura 3: Sinais de toxicidade aguda induzida por triazofés em ratos adultos por até 4 h. Os dados
representam a porcentagem de animais que apresentam atividade exploratéria ou prejuizo motor ao
final de cada hora de observacéo. SAL = solucao salina; TZF = triazofés.

Ratos Jovens

Salivagdo 1h Salivagdo 2 h Salivagdo 3 h Salivagéo 4 h

100 100 100 100
— — — — B3 ausente
& s & 80 & 80 & 80 = leve
£ £ £ £ =3 moderado
S 60 g 60 3 60 g 60 B3 intenso
< T < I
£ £ 4o S < 4
S S S S
3 20 & 20 g 20 E 20

SAL TZP 375 z 75 TZP7 75 TZP 7 .75 TZP7
o ) Lacrimejamento 4 h
Lacrimejamento 1h Lacrimejamento 2 h Lacrimejamento 3 h

Porcentagem (%)

Porcentagem (%)
Porcentagem (%)
Porcentagem (%)

100 100 100 B33 ausente
80: = leve

80 < 8o 80 moderado
60 = inten:

60 60 60 intenso
40

40 40 40
20

20 20 20

o 75 TZP 7
75 TZP7 .75 TZP7 75 TZP7

Figura 4: Sinais de toxicidade aguda induzida por triazofés em ratos jovens por até 4 h. Os dados
representam a porcentagem de animais que apresentam salivacéo ou lacrimejamento ao final de cada
hora de observag&o. SAL = solugéo salina; TZF = triazofds.



Ratos Jovens

Exoftalmia 1h Exoftalmia 2 h

100 100 100
S & e S
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e 2 2
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Figura 5: Sinais de toxicidade aguda induzida por triazofés em ratos jovens por até 4 h. Os dados

representam a porcentagem de animais que apresentam exoftalmia ou coordenag&o motora ao final de

cada hora de observacao. SAL = solugéo salina; TZF = triazofos.

Ratos Jovens

Atividade Exploratéria 1 h Atividade Exploratéria 2 h

Atividade Exploratéria 3 h

Atividade Exploratdria 4 h
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Figura 6: Sinais de toxicidade aguda induzida por triazofés em ratos jovens por até 4 h. Os dados

representam a porcentagem de animais que apresentam atividade exploratéria ou prejuizo motor ao

final de cada hora de observacdo. SAL = solugéo salina; TZF = triazofés.



