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RESUMO

O aumento progressivo da populagéo e da producéo de alimentos torna o uso
de agrotéxicos essencial. O Brasil tem notoriedade a nivel mundial na quantidade
desses produtos comercializados, sendo destaque desde 2008. As classes mais
utilizadas sao os herbicidas, fungicidas e inseticidas. Sabe-se que esses produtos
apresentam risco a saude humana, podendo afetar multiplos sistemas. Além
disso, alguns estudos estdo demonstrando efeitos neurotoxicos e
comportamentais causados por esses agentes, no entanto, 0 mecanismo desse
efeito permanece incerto. Os pesticidas tém diferentes mecanismos de acao e
ainda, podem apresentar efeitos sinérgicos entre si. Com isso, o presente estudo
busca avaliar se a exposicdo ao Paraquat, que é um herbicida, amplamente
utilizado devido ao seu baixo curso e amplo espectro de forma isolada e as
associacfes com Mancozeb, que € um fungicida e com o Clorpirifés, que é um
inseticida sdo capazes de produzir efeitos comportamentais. Para isso, foram
utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar divididos em 4 grupos de acordo
com o agente de exposi¢do: Controle/Agua (N=12), Paraquat 1mg/kg (N=12),
Paraquat 1mg/kg e Mancozeb 3 mg/kg (N=12), Paraquat 1mg/kg e Clorpirifés 0,3
mg/kg (N=12). A exposigdo ocorreu diariamente durante 28 dias por via oral
(gavagem). Apds o periodo de exposicdo, foram realizados os testes de
preferéncia a sacarose, reconhecimento social, campo aberto, reconhecimento
de objetos, labirinto em cruz elevado e natacéo forcada. Como resultado tém-se
que os animais submetidos ao tratamento apresentaram déficit na memaria social
e declarativa, evidenciado pelo teste de reconhecimento social e de objetos. Além
disso, apresentaram também sinais do tipo ansiogénicos e depressivos,
demonstrado pelo teste de labirinto em cruz elevado e natacao forcada. Além dos
sinais ndo motores 0s animais também apresentaram comprometimento motor,
evidenciado pelo teste de campo aberto. Como conclusao, demonstramos que a
exposicdo ao Paraquat e associacdes com Mancozeb e Clorpirifés causou
alteracdes comportamentais nos animais submetidos a exposicdo com Paraquat
e associacdo com Mancozeb e Clorpirifés.

Palavras chave: Neurotoxicidade. Paraquat. Mancozeb. Clorpirifés.



ABSTRACT

The progressive increase in population and food production makes the use of
agrochemicals essential. Brazil is known worldwide in the quantity of these
products marketed, being highlighted since 2008. The classes most used are
herbicides, fungicides and insecticides. It is known that these products pose a risk
to human health and can affect multiple systems. In addition, some studies are
demonstrating neurotoxic and behavioral effects caused by these agents,
however, the mechanism of this effect remains uncertain. Thus, the present study
aims to evaluate whether exposure to Paraquat, which is a herbicide, widely used
because of its low cost and broad spectrum in isolation and as associations with
Mancozeb, which is a fungicide and with Chlorpyrifos, which is an insecticide are
capable of producing effects. For this, 48 male Wistar rats divided into 4 groups
according to the exposure agent: Control/Water (N= 12), Paraquat 1mg/kg (N=
12), Paraquat 1mg/kg and Mancozeb 3 mg/kg (N = 12), Paraquat 1 mg/kg and
Chlorpyrifos 0.3 mg/kg (N = 12). The exposure occurred daily for 28 days orally
(gavage). After the exposure period, sucrose preference tests, social recognition,
open field, object recognition, elevated plus maze and forced swimming were
performed. As a result, the animals submitted to the treatment had deficits in the
social and declarative memory, evidenced by the test of social recognition and
objects. In addition, they also presented anxiogenic and depressive signs,
demonstrated by the elevated plus maze test and forced swimming. In addition to
non-motor signals, the animals also presented motor impairment, evidenced by
the open field test. As a conclusion, we demonstrated that exposure to Paraquat
and associations with Mancozeb and Chlorpyrifos caused behavioral changes in
animals submitted to Paraquat exposure and associated with Mancozeb and
Chlorpyrifos.

Keywords: Neurotoxicity. Paraquat. Mancozeb. Chlorpyrifos.
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1. INTRODUCAO

Devido ao aumento progressivo da populacdo e da producdo de alimentos
torna-se essencial 0 uso de pesticidas na producao agricola. Essa utilizacéo teve
inicio em 1950 com a intencéo de controlar doencas no ambiente agricola e a fim

de maximizar a produtividade e os lucros.

Atualmente, segundo a EMBRAPA séo utilizados 2,5 milhdes toneladas de
agrotoxicos a nivel mundial, no Brasil o consumo anual € superior a 300 mil
toneladas, representando um aumento de 700% nos ultimos 40 anos. E ainda, o
Brasil vem ocupando o topo do ranking mundial na utilizacdo de agrotoxicos
desde 2008. Além do Brasil ter um consumo anual que € destaque a nivel
mundial, o nimero de ingredientes ativos e produtos também tem grande
importancia, mais de 130 empresas produzem aproximadamente 2400

agrotoxicos.

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura fisica,
quanto aos efeitos na saude humana e ainda, pelo agente que combatem,
podendo ser classificados de acordo com este Ultimo em algicidas, larvicidas,

acaricidas, herbicidas, inseticidas e fungicidas.

Dentre as classes mais utilizadas estdo os herbicidas, fungicidas e os
inseticidas, representando 45%, 14% e 12%, respectivamente do comércio no

mercado nacional e as demais categorias representam 29% deste comércio.

Dentre os herbicidas e fungicidas, destacam-se o Paraquat e Mancozeb,
devido ao baixo custo, amplo tempo de acéo e efetividade. Ambos agentes tém
como mecanismo de acdo a indugcdo do estresse oxidativo que sustentam a
hipotese da toxicidade destes agentes. Em relacdo aos inseticidas, destaca-se o
Clorpirifos, que é um dos agentes mais utilizados do mundo e tem sua toxicidade
baseada na inibicAo da acetilcolinesterase e consequentemente, a

hiperestimulag&o colinérgica.

Todos esses agentes citados, tem a possiblidade de causar alteracfes

comportamentais e alteragdes a nivel de SNC, porém, as vias envolvidas nessas
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alteracdes permanecem incertas. O Clorpirifos esta associado com declinio
cognitivo, depressao e suicidio. O Mancozeb através do estresse oxidativo pode
causar Parkinsonismo e morte de neurbnios dopaminérgicos e o Paraquat
também pode causar Parkinsonismo e isso parece ocorrer devido a indug¢éo do
estresse oxidativo que pode levar a inducdo da formacdo de agregados de
-sinucleina, além disso, podendo causar disfuncdo mitocondrial, apoptose,

autofagia e a inibicdo do sistema ubiquitina-proteassoma.

O interesse em estudar esses pesticidas e mecanismos supracitados se
deve a pesquisas que demonstram que 0s seres humanos sdo expostos
cronicamente a misturas destes agentes. Além da toxicidade de cada agente de
forma isolada, um estudo demonstrou que existe um efeito sinérgico entre esses

agentes, produzindo uma potencializacéo dos efeitos.

Com base nisso, este trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito da
administracdo de Paraquat isoladamente e das associagcbes com Mancozeb e

Clorpirifés a nivel comportamental e bioquimico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO

A necessidade crescente da utilizacao de pesticidas se deve ao aumento da
populacdo e consequentemente, da producdo em larga escala de alimentos.
Esse panorama foi iniciado em 1950 onde o cenério agricola sofreu algumas
mudancas, com insercdo de novas tecnologias e para controlar doencas no
ambiente agricola e aumentar a produtividade (PIMENTEL, 1996).

As primeiras substancias a serem utilizadas no combate a insetos e fungos
tiveram inicio em 2500 a.C. com os sumérios que utilizavam enxofre no combate
a insetos. Em 400 a.C. o piretro era utilizado como forma de combate a piolhos.
Posteriormente, os chineses comecaram a utilizar arsénio para controle de
insetos. Também foram utilizados cloreto de mercurio, sais de cobre e enxofre na
agricultura. Esses produtos foram utilizados em escala mundial, inclusive no
Brasil em cultivos de milho, algodéao e cana. A utilizacdo de compostos organicos
era reduzida a basicamente a aplicacdo de inseticidas naturais, como a nicotina,
rotenona ou o pyretrum (ASPELIN, 2003).

Durante a segunda guerra mundial, foram utilizados inseticidas para proteger
os soldados das regides tropicais e subtropicais da Africa e da Asia das doencas,
sendo entdo, utilizados inseticidas organicos sintéticos (QUATRIN et al., 2016).

ApoOs a primeira guerra mundial, aproximadamente em 1930, houve um declinio
na producdo de alimentos, e com isso, foram realizadas intervencdes para o
aumento da produtividade das principais culturas de graos na revolucao verde.

A primeira substancia a mostrar eficiéncia foi o diclorodifeniltricloroetano
(DDT) sintetizado em 1879, no entanto, teve sua atividade inseticida identificada
em 1939 por Paul Hermann Muller. Essa descoberta rendeu o prémio Nobel de
medicina em 1948. A partir disso, tem sido continua a incorporacdo de novos
compostos cada vez mais eficazes e seletivos, a exemplo a sintese dos
organofosforados, N-metilcarbamatos, benzimidazéis e derivados da ureia
(ASPELIN,2003).
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2.2. PANORAMA

O uso dos pesticidas, atualmente, faz-se necessario para o controle de
pragas, para um melhor desenvolvimento de culturas e maximizagao de lucros
devido a reducéo na perda da producgdo. Além disso, 0 mercado possui critérios
para comercializacdo de produtos, estipulando padrbes na selecdo, onde,
alimentos que possuem contaminagao por fungos e/ou bactérias ou alteracées
no aspecto visual e no sabor sdo descartados ou recusados por apresentar riscos

de intoxicagOes alimentares aos consumidores.

O uso desses compostos é proporcional ao tamanho da lavoura, ou seja,
guanto maior o cultivo, maior a incidéncia de doencas e a necessidade da
utilizacdo de pesticidas. Consequentemente, com o aumento demogréafico da
populacao, ha necessidade de expanséao nos cultivos, acarretando uma demanda
maior na utilizacdo de pesticidas (RANGEL; SARCINELLI; ROSA, 2011).

Apés reivindicacdes, o termo agrotoxico passou a ser substituido por
“defensivo agricola” esse termo foi regulamentado pelo decreto 4.074 de 4 de
janeiro de 2002 que regulamentou a lei no 7.802/1989 que define agrotoxico
como: “produtos e agentes produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
as substancias de produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores de crescimento”.

Os agrotoxicos sdo divididos em classes de acordo com o agente que
combatem, podendo-se citar os herbicidas, fungicidas, acaricidas, algicidas,
larvicidas e inseticidas, as categorias que tem maior producao atualmente sao os
fungicidas, herbicidas e inseticidas (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003). Além
disso, podem ser divididos de acordo com a estrutura quimica, e quanto aos
efeitos na salde humana. A divisdo de acordo com a estrutura quimica e 0s

organismos que combatem estéo dispostos no Quadro 1.
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Natureza da praga

Grupo Quimico

Exemplos

controlada
Inorgénicos Fosfato de aluminio, arsenato de célcio
Extratos vegetais Oleos vegetais
Inseticidas Organoclorados AIdriq, .D,DT, BHQ . .
(Controle de insetos) Organofosforados Clorpirifos, Paration, Met|l-pa_rat|on
Carbamatos Carbofuran, Aldicarb, Carbaril
Piretréides sintéticos Deltametrina, Permetrina
Microbiais Bacillus thuringiensis
Inorganicos Calda Bordalesa, enxofre
Ditiocarbamatos Mancozeb, Tiram, Metiram
Dinitrofendis Binapacril
Fungicidas Organomercuriais Acetato de fenilmercurio
Antibiéticos Estreptomicina, Ciclo-hexamida

(Combate aos fungos)

Trifenil estanico
Compostos Formilamina
Fentalamidas

Duter, Brestam
Triforina, Cloraniformetam
Captafol, Captam

Inorganicos
Dinitrofendis
Fenoxiacéticos

Arsenito de sédio, cloreto de sédio
Bromofenoxim, Dinoseb, DNOC
CMPP, 2,4-D, 2,4,5-T

(Comegzglgsdalsantas Carbamatos Profam, Cloroprofam, Bendiocarb
. P Dipiridilos Diquat, Paraquat, Difenzoquat
invasoras) L o s .
Dinitroanilinas Nitralin, Profluralin
Benzonitrilas Bromoxinil, Diclobenil
Glifosato Round-up
Desfolhantes Dipiridilos Diquat, Paraquat

(Combate as folhas

Dinitrofenois

Dinoseb, DNOC

indesejadas)
Fumegantes Hidrocarbonetos . o
(combate as bactérias do halogenados . Brometo de metila, cloropicrina
solo) Gera_dore_s de Metil- Dazomet, Metam
isocianato

Rodenticidas /Raticidas
(Combate a roedores e
ratos)

Hidroxicumarinas
Indationas

Cumatetralil, Difenacum
Fenil-metil-pirozolona, pindona

Moluscocidas
(Combate aos moluscos)

Inorganicos (aquaticos)
Carbamatos (terrestres)

Sulfato de cobre
Aminocarb, Metiocarb, Mexacarbato

Nematicidas

(Combate aos nematédeos)

Hidrocarbonetos
halogéneos
Organofosforados

Dicloropropeno, DD
Diclofention, Fensulfotion

Acaricidas
(Combate aos acaros)

Organoclorados
Dinitrofendis

Dicofol, Tetradifon
Dinocap, Quinometionato

Quadro 1 - Classificacédo dos agrotoxicos

Fonte: PERES; MOREIRA, 2003.

Atualmente, segundo a Embrapa sao utilizados 2,5 milhGes de toneladas no

mundo, no Brasil o consumo anual tem sido superior a 300 mil toneladas de

produtos comerciais, representando aumento de 700% nos ultimos 40 anos. Além

disso, segundo a Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO) o Brasil

vem ocupando o primeiro lugar no ranking mundial de consumo de agrotoxicos
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desde 2008. No momento, existem mais de 1000 ingredientes ativos de
pesticidas no mundo. No Brasil, 130 empresas produzem aproximadamente 2400
produtos com estes ingredientes (SPADOTTO; GOMES, 2017).

Como forma de controle da exposi¢cdo dos trabalhadores e moradores da
zona rural, a ANVISA determinou alguns parametros para o controle de
agrotoxicos nos alimentos. Com isso, ficou determinado a dose letal 50 (DL50),
dose que mata 50% das cobaias em testes cientificos, o limite maximo de
residuos que é a quantidade maxima de agrotéxico no alimento e a ingestao
diaria aceitavel que é a quantidade maxima do agrotoxico que ingerida,
diariamente, durante toda a vida nao oferece risco a vida (GAZZONI, 2017).

Além desses parametros padronizados pela ANVISA, existe também a
classificacdo de acordo com a lei federal no 7802/89 e decreto no 98.816 de 11
de janeiro de 1990. Essa classificacdo demonstra a capacidade desses
compostos causarem dano a saude apés varias ou exposicoes isoladas atraves
da dose letal 50 (RIBAS; MATSUMURA, 2009). O quadro 2 demonstra a
classificacdo de acordo com os efeitos que provocam a saude humana.

Togl?)slggica Toxicidade DLs0 Faixa Colorida
I Extremamente toxico <5 mg/kg Vermelho
1 Altamente téxico Entre 5 e 50 mg/kg Amarelo
i Mediamente téxico Entre 50 e 500 mg/kg Azul
v Pouco toxico Entre 500 e 5000 mg/kg Verde
- Muito pouco téxico Acima de 5000 mg/kg -

Quadro 2 - Classificacdo de acordo com capacidade de danos a saude

Fonte: RIBAS; MATSUMURA, 2009

O contato com essas substancias traz riscos a saude através de intoxicacbes
agudas e ainda, sdo capazes de aumentar o risco para o desenvolvimento de
algumas doencgas crbnicas atraves da exposicdo ambiental ou ocupacional. No
ponto de vista ambiental, essas substancias sdo capazes de causar desequilibrio
nos sistemas ecolégicos, podendo aumentar a mortalidade de aves pela
contaminacao de rios, lagos e mares, ademais, quando o pesticida € aplicado,
ocorre lixiviagado pelo vento, que tem como consequéncia a morte de aves e
peixes, e ainda, causa efeito negativos em insetos polinizadores (FREITAS;
PINHEIRO, 2010).
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Os cultivos que representam maior periculosidade para a saide humana séo
os de soja, milho, citros, cana de acucar e café que sdo os que recebem maior
ndmero de agrotoxicos e ainda, ocupam areas extensas do Brasil e apresentam-
se fontes potenciais de contaminacdo pelo uso de pesticidas em grandes areas
(SPADOTTO; GOMES, 2017).

Uma das formas que mais acometem o ser humano € na forma de
intoxicacdo aguda, estudos em paises em desenvolvimento demonstram taxa de
intoxicagdo aguda por agrotoxicos de 18,2 a cada 100.000 trabalhadores. Sendo
o principal motivo, o suicidio (WHO, 2017). No Brasil, o Sistema Nacional de
Informacdes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) registrou 1907 casos até julho de
2017. O Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN) registrou 4665
casos em 2013 e 4462 em 2014. Lembrando que, existem alguns casos que nao
sdo notificados nos 6rgdos competentes, tornando esse namero ainda maior
(SINAN, 2017).

Além da exposicdo de forma aguda, a exposicdo cronica do ser humano a
diferentes tipos de pesticidas tem sido relacionada com aumento do risco de
desenvolvimento de diversas doencas crbnicas. No entanto, os estudos
realizados para avaliacdo desses riscos, verificam o efeito da exposicdo aguda,
nao levando em consideracdo a exposicdo ambiental e ocupacional que esses
individuos estdo submetidos (GANGEMI et al., 2016).

Com relagdo a exposi¢cdo ambiental, as principais formas de contaminagao
da populacao em geral pelos pesticidas se dao através da contaminacao da agua
de poc¢o que os moradores e/ou trabalhadores da zona rural consumo, contato
direto pela pele com o agente toxico (GANGEMI et al.,, 2016) e alimentos
contaminados. Uma pesquisa realizada na pelo Programa de Andlise de
Residuos de Agrotoxicos em alimentos (PARA) verificou que de 2013 a 2015
verificou que 58% apresentavam residuos de pesticidas e que dentro desse
namero, 38,3% estavam dentro do limite maximo e 3% estavam acima do limite
maximo. Além disso, foi verificado que 18,3% apresentavam residuos de
pesticidas ndo autorizados para aquela cultura. Ademais, algumas amostras
apresentaram varios residuos simultaneos, 1% da amostra apresentava 10
ingredientes ativos diferentes. Ou seja, naquela amostra tinham diversos
pesticidas com mecanismos semelhantes ou diferentes que poderia causar a

potencializacdo da toxicidade exercida sobre o organismo (ANVISA, 2016).
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A exposicao a longo prazo a pesticidas pode prejudicar a saude humana,
causando danos em diferentes sistemas podendo ainda, estar relacionado com
o0 desenvolvimento de diversas doengas crbnicas, tais como: doencas
cardiovasculares, diabetes, doencas respiratorias, nefropatias, déficit de atencéo
e hiperatividade, autismo, uma grande variedade de tipos de cancer, problemas
reprodutivos, deficiéncias congénitas e problemas de desenvolvimento, além de
doencas neurodegenerativas, como esclerose lateral amiotréfica, doenca de
Alzheimer e Doencga de Parkinson (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2017). Sendo
as classes mais utilizadas os herbicidas (45%), fungicidas (14%) e os inseticidas

(12%) torna-se preocupante para a saude humana os riscos destas exposicoes.

2.3 INSETICIDAS — ORGANOFOSFORADOS

Os inseticidas tém acdo contra insetos que podem ser prejudiciais aos
cultivos e representam uma das classes mais utilizadas globalmente. Dentre os
inseticidas, os classificados como organofosforados (OFS) equivalem a 50% dos
inseticidas usados mundialmente (CAVALCANTI et al., 2016).

Os organofosforados (OFS) tem acédo na inibicdo da acetilcolinesterase e da
butirilcolinesterase. A acetilcolinesterase tem como funcdo a degradacdo da
acetilcolina em colina e acetato, essa inibicdo tem como consequéncia 0 aumento
no nivel de acetilcolina na fenda sinaptica e consequentemente, nas sinapses
(SIQUEIRA; KRUSE, 2008).

Os OFS sao amplamente utilizados, um estudo realizado pelo Centro
Experimental de Pesquisa de Saude e Nutricdo demonstrou que entre 1999-
2000, mais do que 50% dos participantes da pesquisa, tinham metabdlitos de
OFS na urina. Além disso, um estudo, realizado pela EPA em 2006 demonstrou
que sao utilizados cerca de 3.2 a 4.1 toneladas por ano (ABREU-VILLACA;
LEVIN, 2017).

2.3.1 Clorpirifos

Um dos inseticidas mais utilizados da classe dos OFS é o Clorpirifos (CPF)

(O, O diethylO-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate), com forma molecular
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C9H11CI3NO3PS. (QUATRIN et al., 2016). Esse agente pertence a classe I, sua

estrutura do CPF esta disposta na Figura 1.

Cl Cl

=3

PP
/“o’é‘o N~ ¢l

7

Figura 1- Estrutura Quimica do Clorpirifés

Fonte: QUATRIN, 2016

A sua ampla utilizagdo se deve a sua agao, que causa 100% de morte
aos acaros testados, além de ser o que necessita de menor quantidade de
ingrediente ativo para causar 99% de mortalidade, representando entdo, o
inseticida com maior beneficio de uso, tendo maior efetividade e menor custo
(FRAGOSO et al., 2002).

O CPF é aplicado em culturas de milho, trigo, soja, feijao, café, algodao,
frutas citricas, maca, banana, cenoura, repolho, tomate, couve e fumo e a
utilidade nessas aplicacdes € no controle de moscas, lagartas, acaros e pulgdes
e por ser amplamente utilizado devido ao baixo custo e funcionalidade em
diversas culturas, diversos moradores e trabalhadores da zona rural tem quadro
de intoxicacao por esse agente. Outro fator que corrobora com esse fato é que o
CPF é altamente lipossoluvel, sendo absorvido facilmente pela pele, membranas

mucosas e via respiratoria (QUATRIN et al., 2016).
2.3.1.1 Mecanismo de A¢éo e Manifestacdes Clinicas

A acédo do CPF é baseada, assim como nos demais OFS, na inibi¢cao
da acetilcolinesterase e na hiperexcitabilidade de receptores colinérgicos do tipo
muscarinicos e nicotinicos. A acetilcolinesterase pode ser encontrada no tecido
nervoso, juncdo neuromuscular e nos eritrocitos. O quadro clinico de resposta a
exposicao € caracterizado por lacrimejamento, sialorreia, sudorese, diarreia,
tremores, constricdo brénquica causada pelo aumento de secrecéao pulmonar e

depressdo do sistema nervoso central. Alteragcbes em musculos esqueléticos
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estdo relacionados com a estrutura quimica do composto e com o tipo de

musculo, sendo o diafragma e musculos intercostais os mais afetados
(SIQUEIRA; KRUSE, 2008). A ilustracdo do mecanismo de acgdo esta
demonstrada na Figura 2.

pre-synaptic pre-synaptic
[ Z;\US
" e v 3 ‘. W
post-synaplic neuron post-synaptic neuron post-synaptic neuron
or muscie cell or muscle cell or muscle cell
B Acetylcholine (ACh) W ACh W ACh
H ACh Receptor H ACh Receptor H ACh Receptor
4. Signal transmission ‘L-Sngml transmission —‘p Signal transmission
| ACh Esterase ~ ACh Esterase
P Organophosphate pesticide (OP)

Figura 2 - llustracéo do mecanismo do Clorpirifés

Fonte: HASHIM, 2015.

2.3.1.2 Efeitos Neurologicos

A exposicdo ao CPF e a classe dos organofosforados tem sido relacionada
com declinio cognitivo, incluindo déficits na deteccdo de estimulos nervosos
como no processamento de informacdes, atencdo e memdéria e ainda tem sido
relacionada com depresséao e suicidio (ALDRIDGE et al., 2005) e o mecanismo
desses achados nos estudos com animais e epidemiologicos permanecem
incertos.

O CPF e outros agentes da classe dos OFS causam trés tipos de sequelas

neuroldégicas apods intoxicacdo aguda ou devido exposicbes cronicas,
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polineuropatia retardada, sindrome intermediaria e efeitos comportamentais. A
polineuropatia retardada ocorre ap0s a intoxicacdo aguda ou apoés efeito
acumulativo de uma exposicao cronica, € manifestada quando h& cera de 70-
75% de acetilcolinesterase bloqueada, a apresentacdo desse quadro inclui
fragueza progressiva e ataxia das pernas, podendo evoluir até a paralisia flacida
(SESA, 2013).

Outro tipo de efeito neuroldgico é a sindrome intermediaria que ocorre apos
recuperacao da crise colinérgica da polineuropatia retardada, o sintoma principal
€ a paralisia que afeta principalmente os musculos flexores do pescoc¢o, musculo
das pernas e respiratorios, diarreia intensa com perda severa de potassio, essa
sindrome apresenta risco de morte, ao contrario da polineurite retardada. Ja os
efeitos comportamentais sdo considerados resultados de exposi¢des subagudas
ou de exposicdes crbénicas a baixo nivel de OFS que se acumulam com o tempo.
As alteracGes comportamentais comumente encontradas sao a insdnia, alteracao
no sono, ansiedade, dificuldade de concentracdo, apatia, Iirritabilidade,
depressao, dificuldade de concentragdo e déficits de memaria (SESA, 2013).

Alguns estudos demonstram esses efeitos, com base em pesquisas
experimentais e epidemioldgicas. Em estudos realizados foi verificado que os
individuos expostos a OFS tem o desenvolvimento de sintomas como ataxia,
tremores, vertigens, convulsbes, coma, ansiedade, confusdo mental,
irritabilidade, ansiedade, depressao, dificuldade de concentracdo e déficit de
memoria (MEYER, 2005) (STALLONES; BESELER, 2016).

Essas alteracdes comportamentais sdo desenvolvidas frente a exposicao
dos OFS, assim como os estudos anteriormente citados demonstram. No
entanto, os fungicidas que sdo amplamente utilizados, também podem causar

alteracdes a nivel neuroldgico, comportamental e cognitivo.

2.4 FUNGICIDAS — DITIOCARBAMATOS

Os fungicidas tém como acgéo a destruicdo ou inibicdo de fungos que atacam
os cultivos. E ainda, essa classe representa a principal ferramenta no manejo de
doencas em plantas. A classificacdo utilizada é a proposta pelo “Fungicide
Resistance Action Commite” (FRAC, 2016) que leva em consideracdo o

mecanismo de agdo e a probabilidade de promover a selecdo de fungos
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resistentes. Segundo essa fonte, os fungicidas sdo divididos em: inibidores da
biossintese de esterais, inibidores da respiracao celular, interferentes na divisdo
celular e mitose e atividades em multiplos alvos (RODRIGUES, 2006).

Uma das classes mais utilizadas s&o os que tem como mecanismo de acao
a inibicdo da respiracao celular, dentre eles podemos citar os ditiocarbamatos
gue sao derivados do acido carbamico, que foi sintetizado em 1920 como
acelerador do enxofre na vulcanizagédo da borracha e em 1934 constatou-se a
propriedade de fungicida (RODRIGUES, 2006).

Existem 5 classes dentro do grupo dos ditiocarbamatos, os bissulfitos de
tetrametiltiuram (tiram), dimetilditiocarbamatos metélicos (Ferbam e Ziram),
propineb bisditiocarbamato metalico (Propineb), N-metilcarbamato de sodio
(metam-sddio) e etilenobisditio carbamatos metélicos (Zineb, Maneb e
Mancozeb) (RODRIGUES, 2006).

2.4.1 Mancozeb

O Mancozeb (MZ) (zinco; manganés (2+); N-[ 2-(sulfidocarbotiolamino) etil]
carbamoditioato) €& formado por mistura de moléculas de etileno bis-
ditiocarbamato contendo a&tomos de manganés e zinco (2,5% de zinco e 20% de
manganés). Esse agente pertence a classe |, sendo considerado altamente toxico
(SCARIQOT, 2017). Sua estrutura é apresentada na Figura 3.

(a) (b)

HN NH HN NH
s= s s s
S\ S S\ /S
Mn Zn

Figura 3 - Estrutura Quimica do Mancozeb, mistura do maneb (a) e zineb (b)

Fonte: SCARIOT, 2017

O Mz é amplamente utilizado, por diversos fatores, primeiramente, por seu
espectro de acdo, podendo ser utilizado para diversos cultivos e espécies

patogénicas. Atualmente, o MZ pode ser utilizado em 46 culturas no Brasil, como
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na batata, tomate, beterraba, feijdo e outras, além disso, o MZ possui 34
formulacdes comercializadas no pais e € indicado para controle de 43 espécies
de fungos fitopatogénicos (AGROFIT, 2016). Todos esses fatores, corroboram
para a ampla utilizacdo do MZ no pais. Um estudo realizado pelo IBAMA em 2013

demonstra que foram vendidas 8,3 mil toneladas de Mancozeb no ano do estudo.

2.4.1.1 Mecanismo de Acao

Nas plantas, ocorre a formacdo de uma pelicula protetora na superficie,
impedindo a penetracdo de patdégenos, tendo dessa forma, propriedade de
protecdo de contato. A caracteristica, jA mencionada, do MZ ser utilizada em
diversas culturas se deve ao amplo espectro, além disso, possui multiplos sitios
de acdo, tendo atuacdo no metabolismo lipidico, na respiracao e na producéo da
adenina trifosfato. Essa caracteristica € benéfica, pois com os multiplos
mecanismos de acdo o risco de os fungos criarem resisténcia diminui
(RODRIGUES, 2006).

Outro ponto importante acerca da forma de acdo do MZ é o fornecimento de
nutrientes para as plantas, quando é aplicado o agente nas plantas ocorre
liberacdo da manganés e zinco nas culturas que auxilia no desenvolvimento do
cultivo (PIROZZI et al.,2016). No que se refere ao uso, o mesmo pode ser
utilizado em associagcdo com os fungicidas sistémicos. Estudos realizados no
Brasil demonstraram que a utilizacdo de MZ associado aos sistémicos na
pulverizacao faz com que os fungicidas sistémicos penetrem mais nas plantas,
possivelmente por um efeito sinérgico, sendo este considerado um carreador
(RIBEIRO et al., 2016).

Os mecanismos de agdo em humanos, ndo estd bem elucidado. Sabe-se
gue o MZ reage e inativa os grupos de sulfidrilas inibindo a funcdo enzimatica
adequada, além disso, tem capacidade de quelar metais, ou seja, tem capacidade
de capturar metais no organismo. Ademais, gera disfun¢cao mitocondrial, reducéo
de enzimas de oxidacéo celular gerando a superproducao de EROS (HOFFMAN;
TROMBETTA; HARDEJ, 2016).
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2.4.1.2 Efeitos Neurologicos

Conforme estudos, indica-se que a intoxicacdo pelo MZ pode causar
parkinsonismo, isso se deve pela presenca do Manganés atuando no Sistema
Nervoso Central (SNC). Além disso, outros estudos demonstram que o MZ
apresentou efeitos neurotoxicos, para explicar esse efeito 0s mecanismos
descritos foram a catdlise e oxidacao de catecois como a dopamina, inibicdo do
complexo Il da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons, alteracdo no ciclo
redox celular devido a sua capacidade de quelar metais e aumento da
susceptibilidade ao dano oxidativo, devido a alteragdes no sistema antioxidante
celular (ARBO et al., 2009).

Dessa forma, o MZ destina-se principalmente a enzimas mitocondriais,
perturbando a funcdo mitocondrial e a producéo de adenosina trifosfato (ATP),
reduzindo a respiracdo celular ligada ao NADH e comprometendo o complexo
mitocondrial Ill, causando um impacto no funcionamento do sistema ubiquitina-
proteasoma (MUTHUKUMARAN; LAFRAMBOISE; PANDEY, 2011) (LIU et al.,
2017).

O complexo Il é formado por 2 tipos de citocromo b, pelo citocromo c1, uma
proteina enxofre/ferro e entre 4 a 6 proteinas adicionais. A coenzima q liga-se
aos elétrons que estdo no complexo | e no complexo Il e os transporta para o
complexo Il (RODRIGUES, 2006). O citocromo c faz transporte do complexo Il
para o complexo IV, conforme esquema do transporte de elétrons indicado na

Figura 4.
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Fonte: RODRIGUES, 2016
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Todos esses mecanismos parecem colaborar para alteracbes
neuroquimicas e comportamentais da exposi¢cdo ao Mancozeb. A exposicédo ao
MZ pode corroborar para o desenvolvimento de déficits cognitivos, de memoria e
distarbios no comportamento (MOHANDAS et al., 2017), no entanto, a via que
leva a essas alteracGes ndo estéo claras, os estudos até o0 momento, sugerem
0s possiveis mecanismos. Além dos inseticidas e fungicidas, outra classe que

causa essas alteragbes séo os herbicidas.

2.5 HERBICIDAS - BIPIRIDILICOS

Essa classe faz combate a ervas daninhas que acaba competindo com os
cultivos pelos nutrientes e ainda, essas ervas daninhas podem abrigar pragas e
doencas. Além disso, atuam como agente seletivo, favorecendo o crescimento
de algumas plantas, que seriam os cultivos e de outras ndo, no caso as ervas
daninhas. Os herbicidas s&o classificados de acordo com seu mecanismo de
acdo, época de plantacao, seletividade, dindmica fisiologica e estrutura quimica
(MESQUITA, 2017).

Os herbicidas seletivos sdo mais tolerados por determinadas culturas, um
exemplo destes € a atrazina. Os ndo seletivos atuam de forma indiscriminada
sobre todas as espécies de plantas, sendo o Glyphosate e o Paraquat
representantes dessa classe. Em relacdo a época de plantio, diferencia-se em
pré-plantio e pos-plantio, no pré-plantio o objetivo € controlar a populacgao inicial
de plantas daninhas e no pés-plantio seria o pré-emergéncia e o pés-emergéncia
(MESQUITA, 2017).

Podem também ser classificados como de contato, sendo aplicado na folha,
caule ou solo e tendo atuacdo em um local da planta e/ou cultivo, podendo ser
na folha, flor, fruto, caule. Os sistémicos realizam translocacdo e inibem
processos vitais na planta podendo alterar a mitose, fotossintese, sintese de
aminoacidos ou pigmentos, que € o caso do Paraquat.

Em relagdo ao mecanismo de agédo, existe uma tabela de divisdo que
classifica os herbicidas em letras de acordo com o modo de acéo destes. De
forma geral, os herbicidas podem gerar alteracdo de lipidios e membranas,
causar prejuizo na formacdo de aminoacidos, inibir a fotossintese, alterar a

peroxidacdo lipidica e consequentemente, a formacdo da membrana celular,
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atuar na clorofila e citocromo, inibir a formacao de microtubulos, inibir a divisdo
celular, dentre outros (MESQUITA, 2017).

2.5.1 Paraquat

Dentre diversos herbicidas com diferentes mecanismos de acéo, destaca-se
o Paraquat (PQ) que é utilizado em mais de 100 lavouras, inclusive, na de
cereais, sementes, oleaginosas, frutas e legumes que crescem em diversos
climas. O PQ é amplamente utilizado por diversos motivos, devido a acéo rapida,
gue permite que ocorra o plantio de mais de uma lavoura dentro de uma mesma
estacdo, provoca pouca resisténcia das ervas daninhas e por ser ndo-seletivo e
de amplo espectro também diminui a probabilidade de resisténcia das ervas
daninhas (CENTRO, 2013). Além desses pontos positivos para 0 comeércio, existe
também a vantagem do clima. Mesmo quando ocorre chuva apoés a aplicacdo, o
PQ consegue ter quantidade suficiente para sua acdo, sendo eficaz também em
baixas temperaturas (CENTRO, 2013).

Esse agente pertence a classe |, sua homenclatura quimica é 1,1’-dimethyl-
4.4’-bipyridinium, formula bruta com C12H14N2 e sua formula estrutural esta na

Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura Quimica do Paraquat

Fonte: MARTINS, 2013

2.5.1.1 Mecanismo de Acao

O PQ nas plantas tem como forma de atuacao a desidratacdo das partes
verdes das plantas que entra em contato. O local de acao do PQ é o cloroplasto,
nos cloroplastos existem os sistemas fotossintéticos das plantas que absorvem

energia luminosa para produzir agucares, e o PQ é conhecido por agir no sistema
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de membrana fotossintética chamado fotossistema |. Os elétrons livres no
fotossistema reagem com o ion do PQ resultando na forma de radical livre, o
oxigénio reconverte esse radical e produz o superéxido, altamente reativo, que
ataca o0s acidos graxos insaturados das membranas, desidratando as
membranas e tecidos das células (MARTINS, 2013).

O processo ion de PQ se recicla, produzindo maiores quantidades de
superoxido até que o suprimento de elétrons livres acabe e o maior dano causado
pelo estresse oxidativo é a peroxidacdo dos acidos graxos que constituem a
membrana celular que resulta em um desequilibrio no metabolismo aerobio e
representa uma grave ameaca para a homeostase celular (MARTINS, 2013).

As plantas protegem suas células e compartimentos dos efeitos das ROS
provocado ou ndo por herbicidas com auxilio de enzimas antioxidantes como a
superoéxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxiredoxina
catalase que contribuem na resposta da planta ao estresse oxidativo. No entanto,
mesmo com a presenca das enzimas, o nivel e o tipo das ROS sao determinantes
para a resposta. O peroxido de hidrogénio e superéxido podem induzir genes de
defesa e resposta adaptativa, os niveis subletais podem levar as plantas as
condi¢cBes de estresse e reduzir o seu crescimento e em altas concentracdes as
ROS levam a uma programada morte celular controlada geneticamente
(MARTINS, 2013).

No homem, o PQ pode ser reduzido pela enzima NADPH (Fosfato de
dinucledtido de nicotinamida e adenina) - citocromo P450 redutase com a
transferéncia de um elétron, formando o radical Paraquat. Este, por sua vez, em
presenca de oxigénio oxida-se rapidamente produzindo um anion radical
superoxido (O2-) e regenerando o Paraquat. Dessa forma, ciclos repetidos de
reducdo e reoxidacdo do herbicida podem ocorrer gerando uma grande
guantidade de espécies de oxigénio reduzido que levam o organismo ao estresse
oxidativo (SOUZA; MACHADO, 2003).

Os efeitos toxicos do Paraquat séo baseados, de forma geral pela reacéo de
oxidacao-reducdo, ou seja, pela transferéncia de um elétron para o NADP,
formando o NADPH e formas oxidadas potencialmente toxicas como o radical
superoxido. O oxigénio € completamente reduzido por quatro elétrons
transportados ao longo da cadeia respiratéria, gerando duas moléculas de agua.

No entanto, uma pequena parcela dos elétrons escapa da cadeia respiratoria,
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resultando em uma reducéo parcial do oxigénio molecular, levando a producéao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) na forma de oxigénio singleto (*O2),
peréxido de hidrogénio H202, radical hidroxila (*OH) e anion superdxido (O2.)
(SCHMITT et al.,, 2006a). O esquema ilustrativo do mecanismo de acao do

Paraquat esta demonstrado na Figura 6.
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Figura 6- Esquema do mecanismo de acdo do Herbicida Paraquat

Fonte: SCHMITT, 2006

2.5.1.2 Efeitos Neuroldgicos

Diversos estudos demonstram que o PQ tem efeitos neurotoxicos, no
entanto, ndo se sabe 0s mecanismos que levam a esse efeito. Acredita-se que o

PQ tenha acdo no SNC através de transportadores de aminoacidos e
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posteriormente, seja transportado para o interior das células de maneira
dependente do sédio. Dentro da célula, ocorre a inducao do estresse oxidativo e
a inducdo da formacao de agregados de alfa-sinucleina.

Além disso, acredita-se que ocorre disfungao mitocondrial, especialmente no
complexo I, ou seja, a morte programada, autofagia e inibicdo do sistema
ubiquitina-proteassoma tem papeis importantes no mecanismo neurotéxicos do
PQ (SHIMIZU et al., 2001) (BALTAZAR et al., 2014). Os mecanismos propostos
desempenhados pelo PQ para produzir efeitos neurotoxicos estdo dispostos na

Figura 7.
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Figura 7- Mecanismos propostos de neurotoxicidade pelo PQ.

FONTE: BALTAZAR. et al., 2014.

Para reforcar essa hipétese, um estudo realizado por Manning em 2002
demonstra que a exposicdo de PQ aos roedores causam caracteristicas
patolégicas da doenca de Parkinson, incluindo deposicéo intraneural de proteinas
e degeneracdo seletiva de neurdnios dopaminérgicos e como consequéncia a

neurodegeneracéo gera disfuncdo motora (MANNING-BOG et al., 2002). Outro
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estudo realizado por Wang em 2017 demonstrou que o PQ induz
neurodegeneracdo, quando administrado na dose de 10 mg/kg, esse achado foi
confirmado por diminuigdo da tirosina hidroxilase e na redugcdo de neurdnios
dopaminérgicos (WANG et al., 2017).

Um estudo realizado por SU e colaboradores em 2015 avaliaram o efeito das
administracdes de Clorpirifés, Mancozeb e Paraquat nas doses de 3 mg/kg, 30 e
10 mg/kg por dia intraperitoneal uma vez por semana por 4 semanas. Os animais
submetidos a esse protocolo, apresentaram sintomas semelhantes aos
observados na DP (SU; NIU, 2015). No entanto, essa via de exposi¢cdo nao é a

mesma que os individuos e/ou trabalhadores estdo expostos.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito comportamental da administracdo do Paraquat isoladamente

e das associacdes com o Mancozeb e Clorpirifés em ratos Wistar machos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se a administracdo de Paraquat isoladamente e associacfes s&o
capazes de causar alterac6es na memoria social e declarativa observadas no
teste de reconhecimento social e de objetos;

e Avaliar se a administracdo de Paraquat isoladamente e associacfes sdo
capazes de causar sinais do tipo depressivos no teste de preferéncia a
sacarose e natacéo forcada;

e Avaliar se a administracdo de Paraquat isoladamente e associacfes sdo
capazes de causar sinais do tipo ansiogénicos no teste de labirinto em cruz
elevado;

e Avaliar se a administracdo de Paraquat isoladamente e associacfes sdo

capazes de causar comprometimento motor observados pelo teste de campo

aberto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

O estudo utilizou ratos machos da linhagem Wistar com trés meses de idade
e com peso inicial aproximado de 290 gramas. Os animais foram mantidos em
ambiente climatizado (22 = 2°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (ciclo claro
inicia as 07h) e foram mantidos com agua e racéo a vontade. Foram utilizados 48
animais (Controle N=12; Paraquat N=12; Paraquat + Mancozeb N=12; Paraquat
+ Clorpirifés N=12). A manipulagdo da amostra seguiu o protocolo de
recomendacdes da COBEA (Cédigo Brasileiro de Experimentagcédo Animal) e esse
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UEPG (protocolo
040/2016).

4.2 DIVISAO DOS GRUPOS E TRATAMENTO

A divisdo dos grupos ocorreu de acordo com o tratamento, sendo eles:
controle/agua (veiculo), Paraquat 1 mg/kg (herbicida), Paraquat 1mg/Kg e
Mancozeb 3mg/Kg (herbicida e fungicida) e Paraquat 1 mg/Kg e Clorpirifés 0,3
mg/Kg (herbicida e inseticida), totalizando dessa forma, 4 grupos no estudo. As
administracdes se deram por via oral (gavagem) e a solugdo com os tratamentos
foi preparada diariamente assim como a administragdo. O tratamento durou 4

semanas. Para calculo da dose a ser administrado, foi usado a seguinte

2ml

formula: Dose = —
1000g peso do animal

A divisdo dos grupos e o numero de animais presentes em cada grupo esta
disposto no Quadro 3. ApoOs as administracbes foram realizados os testes
comportamentais, a ordem cronolégica destes durante o estudo esta na Figura 8
e 9.
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Dose a ser
Tratamento e
administrada
l. Agua (N=12)
Il. Paraquat 1 mg/kg (N=12)
Il. Paraquat 1 mg/kg e Mancozeb 3 mg/kg 2 mi/1000g
I\ Paraquat 1 mg/kg e Clorpirifés 0,3
' mg/kg

Quadro 3 - Relacao dos grupos, tratamento e dose a ser administrada.

Fonte: A AUTORA

DO D29

D38

Inicio do Testes

tratamen- Comporta-
to descrito mentais

1. Preferéncia a sacarose;
2. Reconhecimento social;
3.Campo Aberto;
4.Reconhecimento de
Objetos

5. Labirinto em cruz
elevado;

6. Natacdo forcada.

Figura 8 - Ordem cronoldgica das etapas realizadas no estudo

Fonte: A AUTORA
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4 dias (1 dia)
Testen de_ Teste de Rec. Teste de
Preferéncia Campo

a Sacarose Sz Aberto

2 exposicoes de 5
minutos e calculo do
RID.

4 fases: Adaptacdo, Peso
Inicial, Inversdo das
Garrafas e Peso Final.
Calculo da Preferéncia

Parametros: Niumero de
Linhas e rearings

1 dia (1 dia)
Teste de Teste de Teste de

Rec. de Labirinto em Natacgédo
Objetos Cruz Elevado forcada

Calculo da porcentagem Analise do tempo (em
(%) de tempo no brago segundos) de natacdo,
fechado. escalada e imobilidade.

Calculo do Escore de
Discriminagédo (ED):
Novo objeto (b);
Objeto ja conhecido (a);
Soma dos 2 objetos (e2)
ED = b-a/e2.

Figura 9- Sequéncia de testes comportamentais

Fonte: A autora

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

ApOs o periodo do tratamento (28 dias), os animais foram submetidos aos
testes comportamentais que ocorreram na ordem citada nos proximos subitens e

tiveram intervalo de 24 horas entre o0s mesmos.

4.3.1 Teste de Preferéncia a Sacarose

O primeiro teste a ser realizado foi o teste de preferéncia a sacarose, esse
teste foi escolhido como medida de anedonia, que é a perda da capacidade de

sentir prazer.

O teste foi constituido de quatro etapas, cada uma com duragéo de vinte e

guatro horas. Inicialmente, os animais s&o isolados em uma caixa moradia com
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acesso livre a racéo e a dois bebedouros dispostos em lados opostos. Essa fase
tem intuito de adaptar os animais nesse novo ambiente. Durante a segunda fase
um bebedouro de agua é substituido por uma solugédo de sacarose a 0,8% e o
peso inicial de cada bebedouro é determinado. Na terceira fase os bebedouros
séo trocados de lado para evitar efeitos de perseveranca. Na quarta e ultima fase,
séo determinados os pesos finais dos bebedouros. Apos o decorrer dessas fases
€ calculado o indice de consumo que € definido de acordo com estudo realizado
por Slaterry em 2007:

consumo de sacarose

% de preferéncia a sacarose =
pref consumo total x 100

4.3.2 Teste de Reconhecimento Social

O teste ocorreu 24 horas apoés o teste de preferéncia a sacarose, onde os
ratos ainda estavam separados em cada caixa moradia, com livre acesso a agua e
racao. O teste foi realizado conforme descrito por Dantzer e colaboradores em 1987
e padronizado por Prediger e colaboradores em 2006.

O teste de reconhecimento social teve como objetivo a avaliacdo da memoaria
de curta-duracdo. O teste é caracterizado por duas apresentacdes sucessivas entre
um rato adulto e um rato jovem (1 més). Cada exposicao tem duragéo de 5 minutos

e intervalo de 30 minutos.

Durante as apresentacdes, foi registrado o tempo que o rato adulto investiga
o rato jovem (cheirar, lamber, aproximacé&o). No final de cada apresentacédo, o rato
jovem foi retirado da gaiola do rato adulto. Apés o intervalo de 30 minutos, ocorreu a
segunda exposicdo. Segundo Prediger e colaboradores, quando é utilizado um
tempo inferior a 40 minutos, o animal é capaz de reconhecer o que foi apresentado
para ele anteriormente, verificando-se uma diminuicdo do tempo de exploragéo na

segunda exposicao.

Para interpretacdo dos dados, os resultados foram expressos atraves da
razao entre a segunda e a primeira exposicao (Ratio of Investigation Duration - RID).

Um menor valor da RID, significa um menor tempo de investigacao e reflete a
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capacidade de o animal lembrar do que foi apresentado para ele anteriormente. A
ilustracdo da investigacdo do animal do teste investigando o rato jovem esta
disponivel na Figura 10.

Figura 10- llustracé@o da exploracdo durante o teste de reconhecimento social.

Fonte: A AUTORA

4.3.3 Teste de Campo Aberto

O teste ocorreu 24 horas apoés o teste de reconhecimento social. O teste de
campo aberto tem como objetivo avaliar a capacidade exploratéria do animal.
Esse teste foi desenvolvido por Hall em 1934 e vem sendo amplamente utilizado
até hoje. Para a realizacdo do teste, o animal é posicionado no centro de uma
arena de madeira (100 cm x 100 cm) com paredes de 30 cm de altura. O piso da
caixa foi dividido em 25 quadrados (20 cm x 20 cm) longitudinais e transversais.

Os parametros avaliados no teste foram o nimero de linhas cruzadas com
as patas traseiras e o niumero de atos de levantar, que é o apoio apenas pelas
patas traseiras (rearing). O animal permaneceu nesse ambiente por cinco
minutos e foi avaliado os parametros supracitados. A presenca do animal na
arena de madeira cruzando as linhas e realizando rearing esta presente na figura
11.
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Figura 11 - llustracdo do teste de campo aberto

FONTE: A AUTORA

4.3.4 Teste de Reconhecimento de Objetos

Esse teste foi realizado 24 horas ap0s o teste de campo aberto. O teste de
reconhecimento de objetos foi adaptado a partir do trabalho realizado por
ENNACEUR e DELACOUR em 1992 e posteriormente padronizado para
PRICKAERTS em 2002. O objetivo desse teste no estudo € a avaliacdo a
memoria de reconhecimento desses animais.

Previamente ao teste, foi realizado uma adaptacdo dos animais no aparato
do teste (caixa de madeira medindo 100 cm x 100 cm). Nessa adaptacdo, 0s
animais permaneceram nesse local por cinco minutos, sem a presenca de
nenhum objeto. Apés vinte e quatro horas de adaptacdo, ocorreu o teste
propriamente dito e 0o mesmo se deu em duas etapas.

Na primeira etapa foram colocados dois objetos idénticos no aparato, cada
objeto em um dos lados da caixa a uma distancia de 10 centimetros das paredes
do aparato. Os animais na situacdo descrita, permaneceram trés minutos para
investigar esses objetos. A investigacdo foi considerada quando o animal
aproximou dois centimetros a narina do respectivo objeto. Apés no maximo 40

minutos da primeira etapa, o animal foi recolocado no aparato, no entanto, um
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dos objetos utilizados na primeira etapa foi substituido por outro e o animal
novamente teve trés minutos para investigacdo. A ilustracdo do animal exposto

aos dois objetos em diferentes exposi¢cdes esta disposta na Figura 12.

A partir desses valores referentes ao tempo de investigacdo no segundo
periodo do teste foi possivel calcular o escore de discriminagdo (ED). O escore
foi obtido a partir da mensuracao do tempo gasto pelos animais na exploracao do
novo objeto (b), do tempo do objeto ja conhecido (a), pelo tempo total de

exploracdo  desses dois objetos (e2), seguindo a férmula:

ED =22
e2

A partir isso, espera-se que o animal que ndo tenha comprometimento na
capacidade de reconhecimento, lembre-se do objeto que foi colocado na primeira
exposicdo. Com isso, o tempo de exploracdo do novo objeto sera maior que o
tempo de exploracdo do objeto ja conhecido.

Figura 12 - llustracéo do teste de reconhecimento de objetos.

A. Primeira exposicao, caracterizada pela presenca de dois objetos iguais. B. Segunda
exposi¢cdo, mudanca de um dos objetos.

FONTE: A AUTORA

4.3.5 Teste de Labirinto em Cruz Elevado

O teste de labirinto em cruz foi realizado vinte e quatro horas apos o teste de
reconhecimento de objetos. Esse teste teve como objetivo avaliar a capacidade do
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animal de explorar ambientes desconhecidos e evitar situacdes potencialmente
perigosas. O modelo foi validade por Pellow e colaboradores em 1985 e ainda é um

dos mais empregados como modelo de ansiedade.

Nesse teste, os animais sao alocados em um aparato com dois bracos
abertos (30cm x 5cm x 0,25 cm), dois bracos fechados (30cm x 5cm x 15 cm) e uma
plataforma central (5cm x 5 cm), o aparato fica elevado ao chao (60cm) por meio de
um suporte central. Como parametro, sera utilizado a porcentagem (%) de tempo no
braco fechado. A ilustracdo do animal no aparato do labirinto em cruz elevado esta

disposta na Figura 13.

Figura 13 - llustracdo do teste de labirinto em cruz elevado.

FONTE: A AUTORA

4.3.6 Teste de Natacdo Forcada Modificado

O teste ocorreu vinte e quatro horas apés o teste de labirinto em cruz
elevado. Esse teste tem o0 objetivo de avaliar sintomas do tipo depressivos e o
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comportamento motor do animal. O teste utilizado foi modificado, originalmente
descrito por PORSOLT e colaboradores (1978).

Para o desenvolvimento do teste, os animais foram colocados em um cilindro
de plastico opaco (diametro: 20 cm, altura: 50 cm e contendo agua até 30 cm na
temperatura de 23 + 25°C). Esse teste se deu em duas etapas. No primeiro momento,
ocorreu a sesséo treino, onde 0s animais permaneceram nesse ambiente descrito
por 15 minutos, para adaptacdo. Apos vinte e quatro horas, ocorreu a sessao teste
propriamente dita, nessa etapa foi posicionada uma camera acima do cilindro para
filmar o comportamento dos animais no teste, 0os animais permaneceram no
ambiente descrito por cinco minutos. Apés as sessfes descritas, os animais foram
secos e colocados em ambiente aquecido por duas horas antes de retornar a caixa

moradia.

Foram avaliados trés tipos de comportamentos na sesséo teste, o tempo de
natacdo, que é o tempo que o animal permanece realizando movimentos circulares
no cilindro. O tempo de escalada, tempo em que o animal permanece realizando
movimentos verticais com as patas dianteiras na parede do cilindro e o tempo de
imobilidade onde o animal permanece flutuando na agua, realizando apenas
movimentos minimos, a agua de cada cilindro foi trocada entre cada animal. A
ilustracdo do animal e os parametros avaliado no teste de natacdo forcada estéo

dispostos na Figura 14.
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Imobilidade Nado Escalada

Figura 14 - llustracdo do teste de natacdo forcada modificada

FONTE: SLATERRY, MARKOU; CRYAN, 2007

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos através da média = erro padrdo da média
(EPM). Primeiramente, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a
normalidade dos dados, caso fossem paramétricos, era realizado a analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste post-hoc de Tukey. Caso os
dados fossem ndo paramétricos, era realizado o teste de Kruskall-Wallis com
post-hoc de Dunns. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significantes quando p < 0,05. Os dados foram analisados utilizando o software

estatistico GraphPad Prism 5.0.1.
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5. RESULTADOS

Os resultados a serem apresentados referem-se a analise das
administracdes dos pesticidas apresentados nesse estudo (item 4.2). Os dados a
serem demonstrados foram apés todo periodo de administragdo. Todos os testes

comportamentais foram realizados com os 48 animais.

5.1 TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE

A partir do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, os dados foram
considerados paramétricos. Posteriormente, foi realizado ANOVA de uma via, onde
nao foram encontradas diferencas significativamente estatisticas entre os grupos
controle e 0s expostos ao Paraquat e as associacdes com Paraquat e Mancozeb [F
(1,504 =0,09302; p=0,2266], os dados foram apresentados a partir porcentagem (%)

de preferéncia a sacarose. Os resultados estdo dispostos na Figura 15.

Teste de Preferéncia a Sacarose
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Figura 15- - Resultados referentes ao teste de preferéncia a sacarose.

Dados apresentado pela % de preferéncia a sacarose, que foi calculada pela seguinte formula:
% de preferéncia  sacarose = SRS de3ACATO% | o yagte ocorreu apds a Ultima exposicdo ao
consumo total x 100

Paraquat isoladamente ou as combinac¢des com Mancozeb e Clorpirifds durante 4 semanas (28
dias). Grupo controle (N=12), Paraquat (N=12), Paraquat e Mancozeb (N=12) e Paraquat e
Clorpirifés (N=12). Foi realizado teste de Shapiro-Wilk, os dados foram considerados
paramétricos, dessa forma, a analise foi feita por ANOVA e ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos p = 0,05.
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5.2 TESTE DE RECONHECIMENTO SOCIAL

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, os dados apresentaram-se nao
paramétricos. Posteriormente, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis onde foi
verificado que os grupos tinham diferenca estatistica e posteriormente comparacao
multipla de Dunns. Com isso, observamos que houve diferenca significativamente
estatistica entre o grupo controle quando comparado ao grupo Paraquat (p < 0,01),
Paraquat e Mancozeb (p < 0,01) e Paraquat e Clorpirifés (p< 0,001), porém, nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre as associa¢cdes. Demonstrando
dessa forma, que a exposicdo a esses agentes causa um pior déficit na memoria
social, porém, nenhuma associacdo realizada foi capaz de potencializar e/ou

minimizar esse efeito.

Os dados foram apresentados de acordo com a razao entre as investigacoes
(RID). O menor valor do RID reflete a capacidade de lembrar do que foi apresentado
anteriormente. Os resultados do teste de Reconhecimento Social estao dispostos na

Figura 16.

Teste de Reconhecimento Social
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Figura 16 - Resultados referentes ao teste ao teste de reconhecimento social.

Dados apresentados de acordo com a raz&o entre as investigagfes 20 exposi¢do (em segundos)

dividida pelo tempo da 1o exposicdo. O teste ocorreu apés vinte e quatro horas da Ultima etapa
do teste de preferéncia a sacarose. Os valores apresentados sdo dos grupos controle/agua
(N=12), Paraquat (N=12), Paraquat e Mancozeb (N=12) e Paraquat e Clorpirifés (N=12). Foi
realizado Kruskal-Wallis e analise de Dunns. O grupo Paraquat, Paraquat e Mancozeb e Paraquat
e Clorpirifés teve diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle
(**p=<0,01; * p=<0,01e** p=<0,001), respectivamente.
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5.3 TESTE DE CAMPO ABERTO

No teste de campo aberto foram avaliados o niumero de linhas cruzadas com
as patas traseiras e 0 numero de rearings que significa o ato de levantar, ou seja,
apoio apenas pelas patas traseiras de cada animal. As andlises desses parametros

ocorreram durante 0s cinco minutos de teste.

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, os dados apresentaram-se
paramétricos. Posteriormente, foi realizado ANOVA de uma via, onde foi encontrado
diferenca estatisticamente significante no nimero de linhas e no ato de levantar [F
(6,989) =0,3227; p = 0,0355]; [F(3,662) = 0,1998; p= 0,0168 ], respectivamente. Para

comparacao entre 0s grupos, foi realizado post-hoc de Tukey.

Em relagdo ao numero de linhas cruzadas, foi verificado que os animais do
grupo Paraquat e Mancozeb (p < 0,001) e Paraquat e Clorpirifés (p < 0,05) tiveram
menor de linhas cruzadas quando comparadas ao controle e ainda, o grupo Paraquat

e Mancozeb (p<0,05) teve diferenca comparado ao grupo Paraquat.

No que se refere ao numero de rearings, 0S animais expostos a
administracdo de Paraquat (p< 0,05) e ao Paraquat e Mancozeb (p< 0,05) tiveram
menor numero quando comparada ao controle. Porém, o grupo Paraquat e
Clorpirifés ndo teve diferenca estatisticamente significativa e ndo houve diferenca

entre as associacoes. Esses resultados estdo demonstrados na Figura 17.

Esses resultados apontam que a exposi¢cdo ao Paraquat e as associagdes
causaram déficits motores. E ainda, em relacdo ao niumero de linhas, a associagao
com o Mancozeb foi capaz de potencializar o efeito do Paraguat administrado
isoladamente. No que se refere ao nimero rearings, 0S animais expostos ao
Paraquat e Paraquat e Mancozeb tiveram menor nimero de atos de levantar,

apontando déficit motor e comportamento do tipo ansiogénicos.
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Figura 17- Resultados referente ao teste de campo aberto.

Imagem A faz referéncia a andlise da quantidade de linhas percorridas e letra B ao nimero
de rerings no teste de campo aberto. Os valores foram obtidos a partir do grupo Controle (N=12),
Paraquat (N=12), Paraquat e Mancozeb (N=12) e Paraquat e Clorpirifés (N=12). Os dados foram
analisados através da ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Tukey. Em relagdo ao niumero
de linhas, o grupo Paraquat e Mancozeb e Paraquat e Clorpirifés teve diferenga estatisticamente
significativa quando comparada ao grupo controle (***p < 0,001; * p <0,05), respectivamente.
Houve diferenca também entre o Paraquat e Mancozeb quando comparada ao grupo Paraquat
(#p <0,05) No que se refere ao nimero de rearings houve diferenca estatistica entre o grupo
Paraquat e Paraquat e Mancozeb quando comparadas ao controle (*p<0,05).
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5.4 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

No teste de reconhecimento de objetos foi avaliado o escore de
discriminacdo (ED) que é obtido a partir da mensuracdo do tempo gasto pelos

animais na exploracao do novo objeto (b), do tempo do objeto ja conhecido (a), pelo

tempo total de exploracdo desses dois objetos (e2), seguindo a formula:ED = %.

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, os dados apresentaram-se
paramétricos. Posteriormente, foi realizado ANOVA de uma via, onde foi encontrado
diferenca estatisticamente significativa [F (20,80) = 0,5867; p=0,010]. Para
comparacao entre os grupos, foi realizado post-hoc de Tukey. Com isso, foi
verificado que os animais do grupo Paraquat (p< 0,001), Paraquat e Mancozeb (p<
0,001) e Paraquat e Clorpirifés (p<0,001) tiveram menor escore de discriminacao
gquando comparado ao grupo controle. No entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as associacdes. Esses resultados estédo
discriminados na Figura 18. Esses resultados demonstram que a exposicdo ao
Paraquat e as associacfes causaram déficits no escore de discriminacéo,
demonstrando que, esses animais tiveram pior desempenho em reconhecer o objeto
familiar do objeto novo, ou seja, pior escore cognitivo e de aprendizado desses

animais.

Teste de Reconhecimento de Objetos
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Figura 18- Resultados referentes ao teste de Reconhecimento de Objetos.
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Resultados expressos a partir do escore de discriminacdo. Os valores foram obtidos a partir do
grupo Controle (N=12), Paraquat (N=12), Paraquat e Mancozeb (N=12) e Paraquat e Clorpirifés
(N=12). Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Tukey.
Podemos observar que, o grupo Paraquat, Paraquat e Mancozeb e Paraquat e Clorpirifos teve
diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle (***p < 0,001). No
entanto, ndo houve diferenca entre as associagées.

5.5 TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O parametro avaliado foi a porcentagem de tempo no braco fechado durante
os 5 minutos (300 segundos) de teste. Para essa andlise, foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk, os dados apresentaram-se ndo paramétricos. Posteriormente, foi
realizado o teste de Kruskal- Wallis onde foi verificado que os grupos tinham

diferenca estatistica e posteriormente comparacao multipla de Dunns.

Foi verificado que os animais do grupo Paraquat (p< 0,01), Paraquat e
Mancozeb (p< 0,01) e Paraquat e Clorpirifés (p< 0,001) tiveram maior tempo em
porcentagem no braco fechado quando comparado ao controle. No entanto, nédo

houve diferenca estatisticamente significativa entre as associacgoes.

Esses resultados demonstram que a exposicdo ao Paraquat e as
associacfes causaram o desenvolvimento de sinais do tipo ansiogénicos, no
entanto, nenhuma associacéo foi capaz de minimizar ou potencializar esses efeitos.

Esses resultados descritos estéo ilustrados na Figura 19.
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Figura 19- Resultados referentes ao teste de labirinto em cruz elevado.

Resultados demonstrados pela porcentagem de tempo no braco fechado. Os valores foram
obtidos a partir do grupo Controle (N=12), Paraquat (N=12), Paraquat e Mancozeb (N=12) e
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Paraquat e Clorpirifés (N=12). Os dados foram analisados através da Kruskal-Wallis e
comparacao multipla de Dunns ***p<0,001; **p<0,01.

5.6 TESTE DE NATACAO FORCADA

Para analise dos resultados, foi contabilizado o tempo de imobilidade,
natacdo e escalada em segundos. Em relacdo a interpretacdo dos parametros, o
maior tempo de imobilidade é preditivo de sinais do tipo depressivo, enquanto o
tempo de natacdo faz referéncia a aspecto motor. No entanto, é necessario
relacionar com outros testes como o campo aberto para diferenciar se € resultado de
um aspecto depressor e/ou motor. O tempo de escalada se refere ao sistema
noradrenérgico e a sinais do tipo ansiogénicos. As analises desses parametros

ocorreram durante 0s cinco minutos da sessao teste.

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, os dados apresentaram-se nhao
paramétricos. A partir disso, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis onde foi verificado
gue os grupos tinham diferenca estatistica e posteriormente comparacédo mdultipla de

Dunns.

Em relacdo ao tempo de imobilidade, o grupo Paraquat (p< 0,01), Paraquat
e Mancozeb (p< 0,001) e Paraquat e Clorpirifés (p < 0,001) tiveram maior tempo
guando comparado ao grupo controle, porém, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as associactes. No que se refere ao tempo de natacdo, o grupo
Paraquat (p<0,01), Paraquat e Mancozeb (p< 0,001) e Paraquat e Clorpirifos
(p=<0,001) tiveram menor tempo de natacdo quando comparado ao grupo controle,
no entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as associacoes.
E ainda, no tempo de escalada, o grupo Paraguat e Mancozeb (p< 0,01) e Paraquat
e Clorpirifés (p< 0,05) tiveram menor tempo de escalada quando comparada ao
grupo controle. O grupo Paraquat ndo teve diferenca estatisticamente significativa e
nao houve diferencga entre as associa¢des. Esses resultados estdo demonstrados na

Figura 20.

Esses resultados demonstram que o Paraquat e as associacbes foram
capazes de causar sinais do tipo depressivos, que pode ser observado pelo maior
tempo de imobilidade e menor tempo de natacdo quando comparado ao controle.
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Figura 20- Resultados referentes ao teste de natagéo forcada.
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A figura A faz referéncia ao tempo de imobilidade, figura B ao tempo de natacéo e figura C ao
tempo de escalada. Os valores foram obtidos a partir do grupo controle/agua (N=12), Paraquat
(N=12), Paraquat e Mancozeb (N=12) e Paraquat e Clorpirifos (N=12). Foi realizado Kruskal-
Wallis e andlise de Dunns. Em relacdo ao tempo de imobilidade, o grupo Paraquat, Paraquat e
Mancozeb e Paraquat e Clorpirifés tiveram diferenca estatisticamente significativa quando
comparada ao grupo controle (**p< 0,01;*** p< 0,001), respectivamente. No que se refere ao
tempo de natacdo, o grupo Paraquat, Paraquat e Mancozeb e Paraquat e Clorpirifés tiveram
diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao grupo controle (**p< 0,01; *** p
<0,001). No que se condiz ao tempo de escalada, o grupo Paraquat e Mancozeb e Paraquat e
Clorpirifos tiveram diferencga estatisticamente significativa quando comparada ao controle (**p<

0,01; *p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Dentre os resultados obtidos, foi demonstrado um prejuizo na memoria
social, avaliada pelo teste de reconhecimento social, isso pode ser observado
pelo maior RID, que reflete que o animal tem um prejuizo em lembrar o que foi
apresentado para ele anteriormente (rato jovem). Lembrando que o RID é a razéo
entre as identificacbes, entdo, quanto menor o RID, maior a capacidade em
lembrar o que foi apresentado. Os animais expostos ao PQ e combinacfes
apresentaram maior RID quando comparado ao controle, no entanto, nenhuma

associacgéao foi capaz de potencializar e/ou minimizar esse efeito.

Além disso, houve prejuizo na memaria declarativa que pode ser observada
pelo teste de reconhecimento de objetos. Esse teste tem como parametro de
avaliacdo o escore de discriminacdo, quanto maior esse escore, melhor é a
capacidade em lembrar do objeto que foi apresentado anteriormente. Os grupos
expostos ao PQ e associagdes, tiveram um menor ED quando comparados ao
controle, ou seja, tiveram dificuldade em reconhecer o objeto que foi apresentado
anteriormente. No entanto, nenhuma associacédo foi capaz de minimizar e/ou

potencializar esse efeito.

Esse efeito observado nos testes de memoria pode estar envolvido com o
hipocampo. O PQ causa déficits na memodria e aprendizado, no entanto, o
mecanismo desse efeito € incerto, uma das hipéteses € que exista o envolvimento
do hipocampo que é uma das regifes responsaveis pela memaria e aprendizado.
Um estudo realizado por PINO em 2017 demonstrou que a exposicdo ao
Paraquat causou alteracdo na transmissao colinérgica e glutamatérgica e ainda,
perda neuronal no hipocampo. Outro estudo realizado em 2017 foi o de LI que
teve como objetivo conhecer a via que causa essas alteracbes na memoaria.
Nesse estudo foi verificado que as administragdes de PQ na dose de 1,25 mg/kg
por via intraperitoneal em ratos causaram inibicdo da proliferacdo de células
progenitoras alterando a formacao de novas células no hipocampo, prejudicando

dessa forma a neurogénese nessa regiao.

Além disso, um estudo realizado por LI em 2016 avaliou os efeitos da
exposicao do PQ e Maneb (MB) na dose 10 e 15 mg/kg, respectivamente, por via
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oral (gavagem). A administracdo ocorria duas vezes na semana nas ratas
prenhas, porém, foram avaliados a prole destas ratas. Nesse estudo foi verificada
diferengas morfologicas nos neurdnios do hipocampo, tendo como mecanismo a
via CAMP-PKA-CREB. A combinacdo de PQ +MB faz com que cAMP reduza a
producdo de PKA o que reduz a fosforilagdo do CREB que inibe também a
ativacdo do BDNF, c-jun e c-fos. Porém, existem outros mecanismos propostos,
um estudo realizado por CHAN em 2010 afirmou que o PQ exerce influéncia no
hipocampo dos camundongos, tendo como mecanismo a lesdo mitocondrial

induzido por estresse oxidativo.

Além dos déficits de memdria, foi demonstrado no nosso estudo que a
administracdo do Paraquat e das associagbes causaram sinais do tipo
ansiogénicos, isso pode ser observado pelo teste de labirinto em cruz elevado.
Nesse teste, o animal € colocado no aparato durante cinco minutos, para analise
do comportamento é utilizado a porcentagem de tempo no braco fechado. A maior
permanéncia do animal no brago fechado, caracteriza um sinal do tipo
ansiogénico, pois, em condicdes fisioldgicas o animal explora todas as regifes
do aparato e ainda tem preferéncia pelo braco aberto. Como resultado, os
animais do nosso estudo tiveram maior % de tempo no braco fechado quando

comparados ao controle, o que caracteriza um sinal do tipo ansiogénico.

Foi manifestado também nos animais presentes no nosso estudo, sinais do
tipo depressivos, isso pode ser analisado no teste de natacao forcada. Durante o
teste, é contabilizado o tempo de natacdo, escalada e imobilidade, sendo este
ultimo preditivo de sinais do tipo depressivos, pois, o tempo de imobilidade é
caracterizado pela realizagdo de movimentos minimos do animal, quando o
animal se movimenta apenas para garantir a sobrevivéncia. Em condigbes
fisioldgicas, o animal passa maior tempo realizando natacdo ou escalada, que
sdo os movimentos de e fuga da situacao aversiva que o teste proporciona, no
entanto, 0os animais expostos ao PQ e associa¢cbes apresentaram maior tempo
de imobilidade quando comparados ao controle, o que caracteriza um sinal do

tipo depressivo.

Além das alteragbes comportamentais citadas anteriormente, foi
manifestado também alteracdes motoras que foi evidenciada pelo teste de

Campo Aberto. A analise do padrdo motor do animal € dada pelo numero de
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linhas cruzadas durante os cinco minutos de teste. O animal que é colocado no
campo aberto, em condi¢des normais, tem o instinto de explorar o ambiente novo.
No entanto, o animal que tem comprometimento motor, ndo explora tanto esse
ambiente. Os animais que foram expostos a associacdo com MZ e CPF
apresentaram esse comprometimento, observado pelo menor nimero de linhas

cruzadas quando comparados ao controle.

Além disso, o grupo PQ e MZ apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparados ao grupo PQ, ou seja, a associacdo com MZ foi
capaz de potencializar o efeito do PQ. Esse achado corrobora com o estudo
realizado por MANNING-BOG (2002) onde foi verificado que o Maneb parece
interagir de forma sinérgica com o PQ. Isso ocorre devido a um aumento na
concentracdo do Maneb devido a reducéo do clearence do PQ (DUTY; JENNER,
2011).

No que se refere as toxinas, foi realizado um estudo por QIU em 2017 que
avaliou o impacto da exposicdo do CPF em peixes (Oryzias Latipes) a exposicao
durou 3 semanas e 0 agente téxico ficou no aquério na dose de 0,024 mg/ml.
Como resultado, eles encontraram que a expoSiCcdo causou prejuizo na
locomocgéo no 70 dia e a manifestacdo dos sinais do tipo ansiogénicos ocorreu

no 4° dia.

Um estudo realizado por SILVA em 2017 avaliou os efeitos na prole da
exposicéo gestacional ao CPF nas doses de 0,01, 0,1 e 1 mg/kg diariamente por
via oral e foi verificado que a prole apresentou sinais do tipo ansiogénicos, porém,
nao do tipo depressivos ou motores. Sugere-se que além da causa ser pela
hiperexcitabilidade muscarinica ocorra alteragdo no hipocampo e que 0s outros
sintomas do tipo depressivos e motores ndo foram observados devido a

neuroplasticidade.

Ademais, outra pesquisa corrobora com os achados do nosso estudo, uma
pesquisa realizada por SANCHEZ em 2001 demonstra que inje¢cdes por via
subcutanea (SC) de diferentes doses de CPF séo capazes de induzir sinais do
tipo ansiogénicos demonstrados no teste de labirinto em cruz elevado. Além
disso, quando expostos a doses de 10mg/kg apresentaram maior tempo de

imobilidade no teste de natacao forcada.
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Em relacdo ao PQ isoladamente, foi realizado um estudo por
CZERNICZYNIEC em 2011 que avaliou em ratos o efeito da exposi¢cao de PQ na
dose de 10 mg/kg semanalmente durante um més por via IP. Nesse estudo foi
manifestado comportamentos do tipo ansiogénicos, depressivos e motores e
estes, foram associados a disfuncdo mitocondrial, aumento de espécies reativas

a oxigénio que ativa uma cascata de neurodegeneracao.

No que se refere a exposi¢cdo associada do PQ e MB, um estudo realizado
por TINAKOUA em 2015 avaliou a exposicdo da administracdo de PQ e MB nas
doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente. Com isso foi verificado que os
animais submetidos a essa exposi¢cao apresentaram sinais do tipo ansiogénicos
no labirinto em cruz elevado, do tipo depressivos no teste de natacao forcada e
comprometimento motor, observados pelo menor nimero de linhas cruzadas no
teste de campo aberto. Esse achado foi associado com morte de neurdnios

dopaminérgicos no estriado e mudancgas neuronais no ndcleo subtalamico.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a exposi¢cdo combinada do
PQ e MB representa um risco ainda maior para o desenvolvimento da DP, quando
comparados a administracdo desses compostos isoladamente. O PQ atravessa
a barreira hematoencefélica e afeta neurdnios dopaminérgicos e de forma similar,

o MB também causa morte desses neuronios.

Ademais, foi verificado em um estudo realizado por LIYAN em 2017 que o
PQ associado com o MB por via IP na dose de 10 mg/kg e 30 mg/kg,
respectivamente, causa degeneracdo de neurdnios noradrenérgicos do locus
coeruleus e essa regido precede a perda dopaminérgica, sendo responsavel pela
manifestacéo de sintomas ndo motores. Além desse mecanismo, a exposi¢ao a
toxinas pode implicar em um perfil de inflamacdo cronica, causando uma
neuroinflamacéo com ativagdo da microglia e isso, libera fatores inflamatorios que
causam neurodegeneracdo dopaminérgica. Além disso, o PQ e o MB ativam
NADPH e consequentemente, ocorre a formacdo de ROS que amplifica a
resposta neuroinflamatoria resultando em maior dano neuronal sendo o NADPH

0 responsavel por manter esse processo ativo.

Além do PQ atravessar a barreira hematoencefalica por transportadores de

aminoacidos, ter preferéncia por células da via nigroestriatal, inibir o complexo |
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da cadeia mitocondrial, entrar no ciclo redox e produzir superéxido, um estudo
realizado por KUMAR em 2016 demonstrou que a exposicéo a associacao de PQ
e MB na dose de 10 e 30 mg/kg respectivamente foi capaz de causar a formagéo
de agregados de a-sinucleina nos animais expostos e sabe-se que essa proteina
esta presente em algumas doencas neurodegenerativas. O primeiro mecanismo
proposto é a alteracdo do ubiquitina proteassoma, quando este esta modificado,
ocorre predisposicao a formacao de agregados de proteinas, formando entéo,

estes agregados em neurdnios dopaminérgicos.

Um estudo realizado com outro modelo, por MARTIN em 2014 verificou a
exposicao em Drosophilla de PQ e MB em associacgéo e isolados por via IP. Como
resultado, foi verificado a perda de neurdnios dopaminérgicos apés 6 semanas
de exposicdo, no entanto, apenas na associacdo, a exposicdo isolada nédo
causou esse efeito. O mecanismo proposto € que o PQ + MB causam a inibicédo
da E1 da ubiquitina-proteassoma, gerando estresse oxidativo.

Normalmente, os individuos estdo expostos a diversos pesticidas, iSso se
deve a necessidade de combate a diversos tipos de pragas na lavoura. Uma
pesquisa realizada pela PARA verificou que de 2013 a 2015, 58% apresentavam
residuos de pesticidas e que dentro desse numero, 38,3% estavam dentro do
limite maximo e 3% estavam acima do limite maximo. Além disso, foi verificado
que 18,3% apresentavam residuos de pesticidas ndo autorizados para aquela
cultura. Ademais, algumas amostras apresentaram varios residuos simultaneos,
1% da amostra apresentava 10 ingredientes ativos diferentes. Ou seja, naquela
amostra tinha varios pesticidas com mecanismos semelhantes ou diferentes que
poderia causar a potencializacdo da toxicidade exercida sobre o organismo
(ANVISA,2016).

Com base na exposicao simultanea a diversos pesticidas, foi realizado um
estudo por SU em 2015 que avalia a exposicédo a PQ, MZ e CPF na dose de 10,
30 e 3 mg/kg, respectivamente por via IP duas vezes na semana durante 4
semanas. Nesse estudo, as exposi¢des ndo geraram a formacgéo de agregados
de a-sinucleina. Na associacdo com o CPF houve também aumento de outros
parametros, o que demonstrou que a associacdo deste foi mais prejudicial do

que o PQ isolado ou associado com o MB.



61

Os resultados deste estudo sdo comportamentais e demonstram a presenca
de alguns sinais, no entanto, se fazem necessario analises bioquimicas para
averiguar se as alteracdes comportamentais manifestadas nesse estudo séo
devido a alteracBes a nivel de SNC e caso seja, se seriam manifestacdes
semelhantes as observadas na DP ou a manifestacdes presentes no escopo dos

sintomas relacionados a exposicao.

Essas vias propostas nos estudos citados anteriormente s&o invasivas,
sendo normalmente IP o até mesmo IC e ndo se relaciona com a forma de
exposicao do morador e/ou trabalhador da zona rural que normalmente séo por

via cutanea ou oral.

Nosso trabalho buscou verificar a interagcdo da exposicao oral (gavagem)
com o desenvolvimento de alteracdes comportamentais, buscando mimetizar a
exposi¢cdo do trabalhador/morador da zona rural. Os estudos epidemiol6gicos
relacionam a exposicéo dos pesticidas com DP, demonstrando que pode existir
algum mecanismo que ligue esses 0s pesticidas com alteracdes
comportamentais, no entanto, quando as administracdes sao realizadas por vias

invasivas ndo ha como provar essa relacao.

Nosso estudo encontrou alteracdes comportamentais que podem ter como
via de inducdo os mecanismos aqui citados, no entanto, € necessario avaliacdo
bioquimica para compreender os mecanismos de inducdo dessas alteraces

comportamentais.
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7. CONCLUSAO

Com o presente estudo, pode-se notar que a exposicdo ao Paraquat e
associacdes com o Mancozeb e Clorpirifés foi capaz de causar déficits na memoria
social e declarativa, sinais ansiogénicos e do tipo depressivos além de
comprometimento motor. Esses achados corroboram com alguns estudos presentes
na literatura. No entanto, se faz necessario andlises bioquimicas para compreender

a via e a etiologia dessas alteracdes.
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