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MONTANHA, F.P. Exposicao perinatal ao praguicida fipronil em ratos
Wistar — estudo de efeitos toxicolégicos sobre a geragcdo e o
desenvolvimento da prole. Botucatu, 2015. 151p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos toxicologicos em ratos
Wistar expostos ao fipronil no periodo perinatal. Os animais utilizados foram
adquiridos do Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu e os testes
foram realizados em seus descendentes. Foi avaliado o desenvolvimento fisico
e sensorio-motor e aplicados testes de comportamento, como a Arena de
Campo aberto, para avaliar atividade geral; o Labirinto em Cruz Elevado, para
avaliagdo do comportamento de ansiedade; o Hole-Board, para coordenagéao
motora; os testes Reconhecimento de Novo Objeto e Labirinto Octogonal, para
avaliar memoria cognitiva e espacial, respectivamente; e o teste de
agressividade, de acordo com o paradigma do animal residente/intruso. Por
espectrofotometria, foram dosados os niveis de Acetilcolinesterase, de Cortisol,
de Alanina Aminotransferase e de Aspartato Aminotransferase, e quantificado,
através de analise cromatografica, o fipronil e seus metabdlitos nos cérebros
dos ratos. Fragmentos dos érgéos cérebro e figado foram coletados e avaliados
por técnica de histopatologia. De acordo com os resultados obtidos, o fipronil
alterou o desenvolvimento fisico, aumentou a ansiedade e agressividade,
prejudicou a memodria e a coordenagdo motora, induziu aumento na atividade
da enzima acetilcolinesterase, causou alteragdes histopatologicas no cérebro e
figado dos animais. O fipronil € considerado toxico para o sistema nevoso
central e figado de ratos, jovens e adultos, expostos ao praguicida no periodo

perinatal.

Palavras-chave: Comportamento animal, Fenilpirazdél, Histopatologia,
Marcadores bioquimicos, Pesticidas.
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MONTANHA, F.P. Perinatal exposure of Wistar rats to fipronil -
toxicological effects on the generation and development of offsprings.
Botucatu, 2015. 151p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the toxicological effects in rats Wistar exposed to
fipronil in the perinatal period. The animals used were acquired from the Biotério
Central of UNESP, Botucatu and the tests were performed on their offspring.
Were evaluated the physical and sensory-motor development and applied
behavioral tests, such as the Open Field test, to assess general activity; the Plus
Maze Elevated to assess the anxiety behavior; Hole-Board for motor
coordination; tests Recognition New Object and Octagonal Labyrinth, to assess
cognitive and spatial memory, respectively; and Aggressivity test, according to
the resident/intruder animal paradigm. Were measured Ilevels of
Acetylcholinesterase, Cortisol, Alanine aminotransferase and Aspartate
aminotransferase by spectrophotometry, and quantified fipronil and metabolites
in the brains of rats, by chromatographic analysis. Fragments of organs as brain
and liver were collected and evaluated by histopathology technique. According
to the results, fipronil alter the physical development, increased anxiety and
aggression, impaired memory and motor coordination, induced increase in the
Acetylcholinesterase activity, caused histological changes in the brain and liver
of these animals. Fipronil is considered toxic to the central nervous system and

liver of rats, young and adults, exposed to pesticide in the perinatal period.

Key words: Behavior animal, Biological markers, Phenylpyrazole chemical
family, Pathology, Pesticides.



1. INTRODUCAO

Toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes da
interacdo das substancias quimicas e agentes fisicos com o organismo. A
Toxicologia Veterinaria € uma area do conhecimento que vem despertando
grande interesse no meio cientifico (SPINOSA e SCHWARZ, 2008). O estudo
dos efeitos nocivos causados por agentes toxicos em seus descendentes pode
ser definido como toxicologia do desenvolvimento (GORNIAK et al., 2008).

Praguicidas sdao amplamente utilizados para controlar insetos e pragas
agricolas que causam danos a saude publica. Surtos de intoxicagbes com
inseticidas tém sido relatados, ocorrendo entre animais e humanos, geralmente
por exposi¢ao direta ou indireta através dos alimentos ou agua contaminados
por esses produtos quimicos (GILL e DUMKA, 2013).

Fipronil € um praguicida derivado quimicamente da familia do fenilpirazol
(MANDAL et al., 2014). As caracteristicas do fipronil, como amplo espectro de
acao sobre os insetos e praticamente atoxico para minhocas e diversas
espécies de mariscos aquaticos, permitiu um aumento no uso deste inseticida,
tanto no uso doméstico como na agricultura (AAJOUD et al., 2003).

No entanto, o fipronil & altamente tdxico para peixes e passaros e
moderadamente téxico para pequenos mamiferos. Dessa forma, desenvolveu-
se grande preocupagdo com a toxicidade do fipronil nos animais (AMARAL,
2012), uma vez que, impactos nado intencionais dos praguicidas sobre
organismos nao-alvos tém sido amplamente registrados (GIBBONS et al.,
2014).

A exposicao de fémeas a praguicidas durante a fase reprodutiva pode
levar a alteracbes fisicas no feto e posteriormente, a alteracdes
comportamentais na prole. As consequéncias da exposicdo durante o
desenvolvimento perinatal sdo alvo de preocupagao porque 0S organismos
jovens podem ser mais susceptiveis ao efeito desses produtos (CASTRO,
2006a).

Diante disto, este estudo teve como objetivo estudar em ratos Wistar,
efeitos toxicoldgicos da exposicao in utero e lactacional ao fipronil, avaliando a
geracao e o desenvolvimento fisico, sensorio-motor e neurocomportamental da

prole, e altera¢gdes morfoldgicas e bioquimicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Praguicidas

Praguicida, denominacéo utilizada para designar um grupo de agentes
quimicos toxicos (POPPENGA e OEHME, 2010), também conhecidos por
nomes como agrotoxicos e defensivos agricolas, sdo substancias ou misturas
de substancias que tem como objetivo prevenir, destruir ou combater qualquer
tipo de praga presente em cultivo agricola (AMARAL, 2012).

Séao frequentemente utilizados no meio agropecuario para controlar uma
variedade de insetos e pragas, e nos animais, por via topica ou oral, no controle
de parasitas (POPPENGA e OEHME, 2010).

Praga (do latim plaga) refere-se a tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite
enfermidade as plantas, aos animais e ao homem, como ervas daninhas,
fungos, insetos, carrapatos, aracnideos ou qualquer outra forma de vida vegetal
ou animal considerada danosa a saude e ao bem-estar do homem, a lavoura, a
pecudria e aos seus produtos e matérias-primas alimentares (SPINOSA e
XAVIER, 2008).

Ja o termo praguicida (a terminacéo latina cida significa matar) refere-se a
substancia quimica, natural ou sintética, empregada para matar, repelir ou
mitigar as pragas (SPINOSA e XAVIER, 2008).

O termo xenobidtico (ksénos = estranho; bio = vida) € empregado para
indicar qualquer substéncia estranha ao organismo, qualitativa ou
quantitativamente, nao indicando, necessariamente, que provoca efeito nocivo.
Quando o xenobidtico, por alguma razdo (por exemplo, concentragao
excessiva), provoca algum efeito nocivo, ele é considerado também um
toxicante ou agente tdxico. Porém, nem todo xenobidtico é um toxicante
(SPINOSA e SCHWARZ, 2008).

Os praguicidas sao amplamente utilizados na agricultura, com a finalidade
de aumentar a produtividade agricola e auxiliar no controle de vetores de varias
doencas. Porém, seu uso excessivo e desordenado vem provocando diversos
danos para o meio ambiente, como a contaminagcdo das aguas, solos e
alimentos, e consequentemente trazendo intoxicagcdes e doencas ao homem e
animais (AMARAL, 2012).



3

O emprego de praguicidas trouxe grandes beneficios para a produgao de
alimentos e para a saude humana e animal desde o inicio de sua utilizagao pela
humanidade. Tanto que, ainda hoje, ndao € possivel suspender a utilizagao
desses agentes (SPINOSA e XAVIER, 2008).

As primeiras substancias utilizadas como praguicidas foram agentes
toxicos de origem natural, tais como nicotina, piretro, além de substancias
inorganicas como o mercurio € o enxofre. O uso de praguicidas mais modernos
teve seu inicio por volta de 1940, quando Paul Muller descobriu o inseticida
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). O DDT era muito eficaz, transformando-se
rapidamente no praguicida mais utilizado no mundo. Entretanto, na década de
1960, descobriu-se que o DDT provocava danos a saude de diversas espécies
de aves, prejudicando sua reproducdo e oferecendo grandes riscos a
biodiversidade (AMARAL, 2012).

Muitas sado as substancias quimicas conhecidas em todo o mundo, cerca
de onze milhdes, das quais trés mil sdo produzidas em larga escala.
Anualmente, toneladas de substancias sintéticas e naturais sdo langadas no
meio ambiente (UDO, 2012).

No Brasil, de acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Defesa Vegetal (SINDIVEG), no ano de 2013 houve um consumo de
235.133 toneladas (t) de inseticidas, 487.743t de herbicidas, 102.973t de
fungicidas e 11.481t de acaricidas (SINDIVEG, 2014).

Surtos de intoxicagdes com inseticidas tém sido relatados, ocorrendo entre
animais e humanos, geralmente por exposicdo direta aos praguicidas ou
indiretamente através dos alimentos ou agua contaminados por esses produtos
quimicos (GILL e DUMKA, 2013). Por isso, os praguicidas despertam grande
interesse dentro da toxicologia (SPINOSA e XAVIER, 2008).

Os praguicidas podem exercer seus efeitos sobre organismos, quer
diretamente ou indiretamente (UDO, 2012). Os efeitos diretos podem ocorrer
através da ingestdo de um produto formulado quando, por exemplo, uma ave se
alimenta de uma semente tratada com inseticida ou através da absorcao pela
pele apés um evento de pulverizagdo ou ainda, pela ingestdo de presas
contaminadas (GIBBONS et al., 2014).

Quando se menciona a agao indireta, se refere aos efeitos em organismos

nao alvos e agdes nao esperadas, como, por exemplo, o impacto no aumento
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da mortalidade de besouros, mudangas nos padrdes alimentares de gargas e
mudangas na aprendizagem e memoria, e consequentemente no
comportamento, em abelhas produtoras de mel. Ainda, o homem pode ser
exposto indiretamente, ao consumir leite de vacas alimentadas com sementes
tratadas (UDO, 2012).

Nenhum praguicida € totalmente seguro, por isso, quando utilizado
adequadamente, apresenta o potencial de exercer efeitos nocivos sobre a vida
selvagem, solo e microflora, organismos aquaticos e sobre a saude humana e
animal, uma vez que parte dessa substancia pode atingir e ser nociva para
outros organismos nao-alvo (SPINOSA e XAVIER, 2008).

Praguicidas utilizados anteriormente, por exemplo, organoclorados,
organofosforados e piretroides, foram substituidos mais recentemente por
outros compostos, conhecidos como inseticidas de segunda geragdo, que
trazem uma promessa de serem mais eficientes e seletivos no controle de
pragas. Como exemplo, temos os derivados dos fenilpirazois, cujo uso em
organismos alvos provou ser eficiente, porém, pouco se sabe ainda sobre seus
efeitos nos organismos nao-alvos ou sobre o meio ambiente (FERREIRA, 2010;
FERREIRA et al., 2012, 2012a).

2.1.1 Fipronil

Fipronil, C12H4Cl,FgN4OS - Figura 1 (ANVISA, 2005), cujo nome quimico é
5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluorometil) sulfinil]-1H-pirazol-
3-carbonitrila (MANDAL et al., 2014), e de sinonimia — MB 46030 (UDO, 2012),
€ uma substéncia sintética relativamente recente no mercado (FERREIRA,
2010; GILL e DUMKA, 2013).

E um praguicida derivado quimicamente da familia do fenilpirazol (WILDE
et al.,, 2001) ou fiproles (TERCARIOL, 2007; UDO, 2012) e foi o primeiro
praguicida deste grupo quimico (IKEDA et al., 2001; SILVA, 2008).

Recentemente, foi designado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (United States Environmental Protection Agency — USEPA)
como de 22 geragdo (WILDE et al., 2001; SILVA, 2008; MARTINS, 2009; UDO
et al., 2014).



FIGURA 1. Estrutura quimica do fipronil.
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Fonte: MANDAL et al., 2014.

Possui amplo espectro de agao (GILL e DUMKA, 2013), é extremamente
ativo (TANG et al., 2004; AMARAL, 2012) e altamente eficaz (ZHAO et al.,
2005; GILL e DUMKA, 2013), mesmo aplicado em baixas doses (UDO, 2012).

E classificado como inseticida, formicida e cupinicida (ANVISA, 2005). Foi
descoberto e sintetizado a primeira vez pela transnacional Rhéne-Poulenc Agro
em 1987 (CID, 2012; MANDAL et al.,, 2014), conhecida, atualmente, como
Bayer CropScience (GUNASEKARA et al., 2007), introduzido no mercado em
1993 (TINGLE et al., 2003; UDO et al., 2014) e registrado como um praguicida
nos Estados Unidos da América em maio de 1996 (JACKSON et al., 2009; CID,
2012) pela USEPA (UDO, 2012).

O fipronil, em sua forma pura, € um p6 branco, com massa molar de 437 g
mol™” (TINGLE et al., 2003; AMARAL, 2012) com odor de bolor (TINGLE et al.,
2003). Apresenta ponto de fusdo de 195,5 a 203°C, sua solubilidade de 0,0024
g L em agua no pH 5,0 e 0,0022 g L™ no pH 9,0, sendo altamente soltvel em
solventes organicos (545,9 g L™" em acetona) (AMARAL, 2012).

Desde o seu desenvolvimento, este inseticida se tornou referéncia para
utilizacdo nos programas de controle de insetos em diferentes regides do
mundo, principalmente pela sua ampla eficacia, com resultados satisfatorios
sobre uma gama de pragas em culturas, consideradas importantes
economicamente (ZHAO e SALGADO, 2010), na higiene publica e sobre pragas
na Medicina Veterinaria (LI e AKK, 2008; FERREIRA, 2010).

Devido sua eficiéncia no combate a ectoparasitas, a utilizagao do fipronil

dentro da medicina veterinaria aumenta em escala global, visto que ao ser
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administrado topicamente, apresenta excelente acdo terapéutica e sua
atividade é persistente no combate a pulgas e carrapatos de cédes e gatos
domésticos (FERREIRA, 2010). Pode ser aplicado em doses muito baixas para
conseguir o controle efetivo de pragas (TINGLE et al., 2003).

O fipronil € conhecido em mais de 70 paises e utilizado em mais de 100
diferentes tipos de culturas para o controle de pragas (ZHAO e SALGADO,
2010; AMARAL, 2012).

Foi introduzido na Europa e nos Estados Unidos em meados de 1990 (LI e
AKK, 2008) e autorizado para comercializagdo na Franga em 1994 (BICHON et
al., 2008), porém, por causa de sua possivel implicagdo na mortalidade de
abelhas, desde 2004, a sua utilizagdo como produto fitossanitario foi suspensa
neste pais (OLIVEIRA, 2010).

Nos Estados Unidos, o fipronil ndo é registrado para uso na agricultura no
estado da California (GUNASEKARA et al.,, 2007). Também teve seu uso
proibido nos demais paises da Europa pelo alto grau de toxicidade, comprovado
pelos problemas sérios registrados em organismos expostos (OLIVEIRA, 2010).

No entanto, em alguns paises nao europeus, continua a ser um dos
ectoparasiticidas mais utilizados para animais de estimacido na medicina
veterinaria (LACROIX et al., 2010; ZHAO e SALGADO, 2010). No Brasil, o uso
do fipronil é proibido somente nas lavouras de soja (OLIVEIRA, 2010). Até o
momento, existem poucas avaliagdes de toxicidade do fipronil em organismos
nao-alvos (LACROIX et al., 2010).

A utilizacao incorreta do fipronil causa sérias preocupacgoes, pois no Brasil
existem areas totais sendo pulverizadas, nédo havendo preocupagido com
possiveis contaminacdes e prejuizos aos ecossistemas. Ha registros sobre
reducdo do numero de abelhas em varias partes do pais. A sua utilizacdo deve
ser bem pesquisada com o objetivo de determinar os reais riscos apresentados
ao ambiente (AMARAL, 2012).

Comercialmente, no Brasil, o fipronil pode ser encontrado como Frontline®,
Fiprolex®, Topline®, de uso veterinario, para administragdo em caes, felinos e
bovinos, podendo ou nado estar associado a outras moléculas, como por
exemplo, o metopreno. O fipronil de uso agricola é comercializado como Blitz®,
Klap® e Regent® (MARTINS, 2009).
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Esta disponivel sob forma de “spot-on” (Frontline® Top Spot e Fiprolex®
Drop Spot) e sob a forma de spray (Frontline® Spray). Também esta disponivel
em associacdo com metopreno sob a forma de “spot-on” (Frontline® Plus Top
Spot). Para aplicagcdo em bovinos estao disponiveis duas formulagdes: uma na
forma de “pour-on” (Topline®) com indicagdo contra carrapato (Rhipicephalus
(Boophilus) microplus), mosca do chifre (Haematobia irritans) e berne
(Dermatobia hominis) e outra na forma de spray (Topline® Spray) com indicacéo
para o tratamento preventivo ou curativo de miiases (Cochliomya hominivorax)
(CID, 2012).

O fipronil é utilizado numa vasta gama de formulagbes e cada uma deve
ser considerada separadamente na determinacdo e quantificacdo de riscos
ambientais (TINGLE et al., 2003).

As formulagdes do fipronil no Brasil sdo variadas, indo desde iscas
atrativas para o controle de formigas (Blitz®) até sprays utilizados no controle de
carrapatos e pulgas (Frontline®e Top Spot®), além do controle de pragas da raiz
do milho e do gorgulho aquatico do arroz (Klap®) e também no controle de
insetos e pragas na cultura de cana de actcar (Regent® 800 WG), podendo ser
empregado desde doses baixas até altas (AMARAL, 2012).

Fipronil tem sido recomendado para uso agricola, fitossanitario e
veterinario (CID et al., 2012), e designado como uma alternativa de praguicida
para cupins e formigas, em vez de controle por fogo e organofosforados (DAS
et al., 2006), bem como contra insetos resistentes aos organosfosforados e
outros inseticidas, como piretroides, carbamatos (GUNASEKARA et al., 2007;
MANDAL et al., 2014) e ciclodienos (AAJOUD et al., 2003), sendo efetivo,
mesmo assim, em baixas doses (UDO, 2012; GILL e DUMKA, 2013).

Esta presente em produtos pecuarios e agricolas, principalmente em
gramas e sementes. Domesticamente, o fipronil € utilizado para o controle de
besouros (JACKSON et al., 2009), baratas, formigas (WILDE et al., 2001; UDO,
2012; CRAVEDI et al., 2013) e grilos; na medicina veterinaria é utilizado contra
carrapatos (Rhipicephalus sanguineus), pulgas (Ctenocephalides felis felis)
(TINGLE et al., 2003; CID, 2012; CRAVEDI et al., 2013; GILL e DUMKA, 2013)
e acaros que infestam os animais domésticos, principalmente caes, gatos,
equinos e bovinos (WILDE et al., 2001; TINGLE et al., 2003).
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Ainda, é eficaz para o controle de cupins (CONNELLY, 2001) e, em ampla
escala, contra gafanhotos (AAJOUD et al., 2003; CID, 2012), mosquitos, pulgas
e carrapatos (CID, 2012), tanto para as larvas como para o estagio adulto
(CONNELLY, 2001).

Pode ser utilizado em diversos tipos de cultura de alimentos (TANG et al.,
2004), para controle de insetos de solo (AMARAL, 2012) em plantagdes de
batata, cana de agucar e milho; em sementes de arroz, cevada e feijao; na agua
para irrigagcao de arroz; e em folhas nas culturas de algodao, arroz, cana de
acucar, milho (COUTINHO et al., 2005), legumes e frutas (MANDAL et al.,
2014). E utilizado ainda, como conservador de madeiras (COUTINHO et al.,
2005; AMARAL, 2012).

Na saude publica ¢é utilizado para o combate de vetores de
antropozoonoses, como a larva do mosquito da dengue, o Aedes aegypti
(FERREIRA et al., 2012).

A ampla utilizagao do fipronil tem exposto direta, ou indiretamente, a sua
acao nao soO os organismos-alvo, mas também aqueles ditos n&o-alvos, como é
0 caso das algas, plantas aquaticas, peixes, anfibios, répteis, aves e
mamiferos, bem como o proprio ser humano (FERREIRA, 2010). Efeitos
adversos também ocorrem em muitas situag¢des agricolas, onde a aplicagéo do
fipronil no agro-ecossistema é muito comum (TINGLE et al., 2003).

Seu interesse como inseticida é que é eficaz em doses baixas a muito
baixas, em comparagdo com outras substancias ativas (GAUTHIER et al.,
2008). Como exemplo, fipronil aplicado em sementes de arroz, na dose de 12,5
g de ingrediente ativo por hectare (ia/ha) € mais eficaz que o malation a 300 g
ia’/ha (GUNASEKARA et al., 2007).

Porém, por ser utilizado em aplicagdes domésticas e comercializado,
preocupacdes recentes sobre seu potencial de causar efeitos adversos na
saude publica tém sido levantadas (DAS et al., 2006).

A exposicdo, por um pequeno intervalo de tempo, pode causar sérios
efeitos sobre o desenvolvimento de fetos, tanto de animais como de humanos
e, apos o nascimento sao observadas sequelas, como dificuldade de aprender,
diminuigéo dos reflexos, esterilidade, além do aumento da suscetibilidade para
cancer e outras doengas (AMARAL, 2012).
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O fipronil é classificado toxicologicamente como classe Il (Tabela 1)
(ANVISA, 2005; SILVA, 2008; MARTINS, 2009; UDO, 2012).

TABELA 1. Classificagao toxicolégica dos agrotoxicos

Classe Toxicologica Toxicidade

I Extremamente tdxico
Il Altamente téxico
1l Mediamente toxico

\Y} Pouco téxico

Fonte: BRAIBANTE e ZAPPE, 2012.

E moderadamente toxico para ratos e camundongos (HAINZL e CASIDA,
1996; UDO, 2012). A Dose Letal 50 (DLsp) oral para ratos Wistar € 97 mg/Kg
(CONNELLY, 2001; TINGLE et al, 2003; GUNASEKARA et al.,, 2007;
JACKSON et al., 2009; MARTINS, 2009; FERREIRA et al., 2012a; CID, 2012;
MANDAL et al., 2014), podendo variar entre 40 e 100 mg/Kg (TANG et al.,
2004; UDO, 2012).

Estudos realizados em ratos mostram a DLs, oral, de 92 e 103 mg/Kg de
peso corporal, em machos e fémeas, respectivamente (UDO, 2012). Para
camundongos, a DLsy € de 91 (TINGLE et al., 2003) a 95 mg/Kg (MARTINS,
2009; CID, 2012).

A DLz do fipronil-dessulfinil (primeiro metabdlito por fotodegradacédo) em
ratos € 15 e 18 mg/Kg para fémeas e machos, respectivamente (JACKSON et
al., 2009).

Por via dérmica, o fipronil € levemente toxico para ratos, com uma DLsg
superior a 2000 mg/Kg (CONNELLY, 2001; TINGLE et al., 2003; JACKSON et
al., 2009; MARTINS, 2009; FERREIRA et al., 2012a; UDO, 2012) e 354 mg/Kg
em coelhos (GUNASEKARA et al., 2007; MARTINS, 2009; CID, 2012; MANDAL
et al., 2014).

Por via inalatdria, apresenta alta toxicidade para ratos, com Concentragao
Letal 50 (CLsp) de 0,390 a 0,682 mg/L (CONNELLY, 2001; TINGLE et al., 2003;
SILVA, 2008; CID, 2012).

Por via intraperitoneal (IP), ratos podem ir a ébito em doses acima de 50

mg/Kg. Em camundongos, a DLsy do fipronil € de 41 mg/Kg de peso corporal
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(SILVA, 2008; MARTINS, 2009) e, do composto fipronil sulfonado (metabdlito),
é de 50 mg/Kg (MARTINS, 2009).

Fipronil é altamente toxico para abelhas (DLsy de 0,004 ug/abelha),
lagartos (DLso para Acanthodactylus dumerili [Lacertidae] é de 30 pg/g peso
corporal) e galinaceos (DLsy de 11,3 mg/Kg para codornizes do Norte) (TINGLE
et al., 2003).

Embora seja considerado moderadamente toxico para ratos e
camundongos, estudos mostram que o fipronil pode ser classificado como
toxico de categoria Il e lll, dependendo da via de administracédo (UDO, 2012).
Os sinais mais comuns de toxicidade nesta espécie sao piloerecédo, postura
arqueada, marcha anormal e diarreia (TINGLE et al., 2003; UDO, 2012).

Para organismos aquaticos invertebrados, peixes e para algumas espécies
de aves o fipronil é altamente toxico, porém nao toxico para aves aquaticas
(DAS et al., 2006) com DLsg superior a 2150 mg/Kg de pato-real (TINGLE et al.,
2003).

2.1.1.1 Toxicocinética do fipronil

Em ratos, apés absorvido, o fipronil é rapidamente metabolizado (TINGLE
et al., 2003; CID, 2012) e seus residuos sdao amplamente distribuido para os
tecidos e se deposita predominantemente em tecidos gordurosos (TINGLE et
al.,, 2003; JACKSON et al., 2009; CID, 2012), onde permanecem em
quantidades significativas, uma semana apos a administracdo oral (TINGLE et
al., 2003; CID, 2012).

Em estudo feito em ratos, apdés administracdo por via oral, o pico
plasmatico foi alcancado 5,5 horas apds o tratamento; a meia-vida de
eliminacao foi de 183 horas em machos e 245 horas em fémeas. O fipronil se
distribuiu por todos os tecidos, com maior predominio no tecido adiposo
(MARTINS, 2009).

Um estudo com o tratamento por via tépica em caes e gatos detectou
fipronil concentrado em glandulas sebaceas, camadas epiteliais que rodeiam os
pelos 2 meses apds o tratamento, sugerindo a difusdo passiva do fipronil no
pelo e pele (JACKSON et al., 2009).
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Devido as suas propriedades lipofilicas, o fipronil pode alcangar o sistema
nervoso durante o desenvolvimento do feto (UDO et al., 2014).

Relativamente, pouco se sabe sobre a capacidade do fipronil ser
metabolizado em vertebrados. Estudos in vivo de mamiferos indicam que a via
metabalica principal para o fipronil envolve a formagéo oxidativa do metabdlito
sulfona (DAS et al., 2006; CID, 2012).

Estudos recentes com microssomas hepaticos humanos e isoformas do
citocromo p450 (CYP) recombinantes demonstraram que a formagao da sulfona
€ quase exclusivamente o resultado da atividade do CYP3A4. Embora limitado,
o0 metabolismo por CYP2C19 também foi relatado. O metabdlito sulfona, assim
como produtos da fotodegradagao, o fipronil-dessulfinil, foram relatados como
sendo mais téxicos para insetos, mamiferos, peixes e aves do que o proprio
composto original (DAS et al., 2006; CID, 2012).

Tang et al. (2004), em seus estudos, concluiram que, o CYP3A4 é a
principal enzima responsavel pelo metabolismo do fipronil. Também
constataram que a principal via metabdlica ocorre por meio da oxidagdo do
grupo tio éter para a formagéo do fipronil-sulfona e a enzima responsavel pela
oxidagao € uma isoforma do citocromo p450.

In vitro, fipronil aumenta atividades de CYP1A1 e 3A4 em hepatocitos
humanos. Em contraste, nenhum efeito claro de fipronil foi evidenciado nas
atividades de microssomas de ratos e coelhos tratados com fipronil (1,2 e 5
mg/kg/d por 4 e 14 dias) (LEGHAIT et al., 2009).

Fipronil € metabolizado, principalmente, em sulfona (CABONI et al., 2003;
SILVA, 2008; MARTINS, 2009; LACROIX et al., 2010), sulfeto, dessulfinil
(CABONI et al., 2003; MARTINS, 2009) e amida por hidrolise (SILVA, 2008;
MARTINS, 2009). Outro metabdlito da transformacéo do fipronil resulta em
acido sulfénico, mas em menor grau (GAUTHIER et al., 2008).

A via predominante do metabolismo do fipronil € a oxidacdo, em sulfona
correspondente. Esta reacdo, principalmente catalisada pelo citocromo p450
isoforma CYP3A4, pode ser considerada como uma via de bioativagdo uma vez
que o metabdlito sulfona é ativo (CRAVEDI et al., 2013).

A sulfona tem seis vezes mais afinidade do que o composto original para
bloquear os receptores GABA no cérebro e vinte vezes maior poténcia em

bloquear os canais de cloreto ativados pelo GABA em mamiferos (JACKSON et
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al., 2009; CID, 2012; CRAVEDI et al., 2013) do que nos insetos (JACKSON et
al., 2009), em comparacédo com o fipronil inalterado. Fipronil-sulfona também é
suspeito de ser mais téxico do que o fipronil em diferentes espécies. Além
disso, o fipronil-sulfona persiste no sangue por muito mais tempo que o proprio
fipronil (CRAVEDI et al., 2013).

Fipronil-dessulfinil, o primeiro metabolito ambiental (fotodegradagéo) do
fipronil, € 9 a 10 vezes mais ativo sobre os canais de cloro de mamiferos do que
o composto original, reduzindo a seletividade entre os insetos e humanos
quando expostos para este metabolito (JACKSON et al.,, 2009; FERREIRA,
2010; FERREIRA et al., 2012, 2012a).

A concentragdo maxima do fipronil no sangue ocorre de 4 a 6 horas apés
sua ingestao (AMARAL, 2012), sendo metabolizado e excretado lentamente em
ratos (CRAVEDI et al., 2013)..

O tempo de meia vida (T'%2) longo do fipronil no sangue, de 150 a 245
horas em alguns casos, pode ser atribuido a liberacdo lenta de residuos de
gordura e pode sugerir potencial de bioacumulagao de produtos metabdlicos do
fipronil (TINGLE et al., 2003; CID, 2012), pois, devido a intensa recirculagéo
éntero-hepatica, possui elevado tempo de meia-via, tornando-se assim, um
fator de acréscimo de sua toxicidade (SILVA, 2008).

Em uma pesquisa com ratos, o fipronil apresentou tempo de meia-vida em
sangue total, apds administragéo oral na dose de 4 mg/Kg, de 6,2 a 8,3 dias
(JACKSON et al., 2009; CID, 2012).

A excrecao do fipronil e de seus metabdlitos € realizada principalmente
através das fezes e em menor quantidade através da urina (AMARAL, 2012).
Em ratos, a excregao do fipronil ocorre 75 % pelas fezes e 25 % pela urina
(TINGLE et al., 2003; JACKSON et al., 2009; UDO, 2012) tanto para machos,
quanto para fémeas (TINGLE et al., 2003).

2.1.1.2 Toxicodinamica do fipronil

Os inseticidas utilizados nos ultimos anos classificados como de segunda

geracao, sdo menos téxicos e eles apresentam maior afinidade com receptores

de insetos do que com os de mamiferos (SZEGEDI et al., 2005). Os
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fenilpirazois, como o fipronil, representam estes inseticidas de segunda geragéao
(GAUTHIER et al., 2008).

A transmiss&o nervosa em vertebrados e invertebrados ocorre através da
liberacdo de neurotransmissores. O acido gama amino butirico (GABA) é o
neurotransmissor inibitério mais comum do sistema nervoso central (SNC) e é
derivado da descarboxilagdo do glutamato por glutamato descarboxilase. O
GABA foi identificado e isolado nos mamiferos primeiramente em 1950 e esta
presente tanto no reino vegetal como no animal e em bactérias. No entanto, tem
sido aceito como um neurotransmissor a partir da década de 1960, depois de
um grande numero de pesquisas, em lagostas e lombrigas (GAUTHIER et al.,
2008).

O GABA regula a excitabilidade dos neurdnios do SNC (IKEDA et al.,
2004; SILVA, 2008; MARTINS, 2009) e por atuar em muitas vias diferentes do
SNC e praticamente todos os neurbnios serem sensiveis aos seus efeitos
(UDO, 2012), tem sido associado a eventos fisiolégicos e fisiopatoldgicos que
envolvem a fungado e/ou a disfuncao cerebral (SILVA, 2008; MARTINS, 2009;
UDO, 2012).

O sistema receptor-GABA € responsavel pela inibicdo da atividade
neuronal anormal e previne o estimulo excessivo dos nervos. Quando a fungao
desse sistema regulador € bloqueada, ocorre hiperexcitagdo neural e
consequentemente morte do inseto (COUTINHO et al., 2005).

O fipronil é um potente desregulador do sistema nervoso central (SNC)
(TINGLE et al., 2003; TERCARIOL, 2007; UDO, 2012). Tem como principal
efeito, atuar diretamente no SNC de mamiferos (OZOE et al., 2000) e insetos
(OZOE et al.,, 2000; AMARAL, 2012) inibindo os receptores do GABA
(COUTINHO et al., 2005), associados a canais de cloreto (SILVA, 2008).

O ingrediente ativo do fipronil tem um modo de agéo unico e exclusivo,
devido a especificidade e precisao do local atingido no SNC. A transmissao do
impulso nervoso nas células do SNC acontece em fungdo da diferenca de
concentracdo de ions dentro e fora dessas células. O estabelecimento do
equilibrio i6nico nas células do SNC é garantido gragas ao GABA, que controla
o fluxo de ions cloreto através da membrana da célula nervosa (AMARAL,
2012).
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O fipronil age antagonizando o GABA (OZOE et al., 2000; AAJOUD et al.,
2003; CID et al., 2012; CRAVEDI et al., 2013; GILL e DUMKA, 2013; UDO et
al., 2014), através da interferéncia com a passagem de ions de cloreto (TINGLE
et al,, 2003; CID et al.,, 2012; GILL e DUMKA, 2013; UDO et al.,, 2014),
alterando o equilibrio i6nico nas células do SNC (AMARAL, 2012). Ligam-se
aos canais de cloreto inibindo o fluxo dos ions CI" para o interior da célula
nervosa resultando na excitagdo excessiva do sistema nervoso, paralisia severa
e morte do inseto (CID, 2012).

Os metabdlitos sulfeto, sulfona e dessulfinil também atuam no receptor
GABA e sao biologicamente ativos (CID, 2012).

2.1.1.3 Efeitos toxicologicos do fipronil

Alguns estudos toxicoldgicos foram desenvolvidos com o fipronil. Ratos e
camundongos expostos ao fipronil em dose unica, por via oral ou inalagao,
apresentaram alteracdes de atividade ou marcha, aparéncia curvada, tremores
e convulsdes (JACKSON et al., 2009).

Ratos alimentados durante 52 semanas com o fipronil apresentaram
apetite reduzido, redugado do ganho de peso, convulsdes e morte, alteragdes
nos hormonios da tiredide, aumento de massas no figado e tiredide, e, efeitos
renais (JACKSON et al., 2009). A menor dosagem a apresentar efeito toxico foi
de 0,059 mg/Kg/d para machos e 0,078 mg/Kg/d para fémeas (CID, 2012).

Outros estudos utilizando metabdlitos do fipronil também foram realizados.
Ratos foram alimentados com fipronil-dessulfinil nas doses 0, 0.5, 2.0, e 10 ppm
por dois anos (0, 0.025, 0.098 e 0.050 mg/Kg/d para machos e 0, 0.032, 0.130,
e 0.550 mg/Kg/d para fémeas). A dose inicial de 10 ppm foi reduzida para 6
ppm nas fémeas, apds 26 semanas, devido ao aumento da mortalidade.
Machos e fémeas apresentaram aumento da incidéncia de agressividade e
irritabilidade ao toque, na dose mais alta testada. Fémeas também
apresentaram aumento da salivagao nas doses de 6 e 10, e convulsdes, nas
doses de 2, 6 e 10 ppm. Além disso, machos na dose de 10 ppm e fémeas nas
doses 2, 6 e 10 ppm, desenvolveram sinais clinicos de toxicidade, sem
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evidéncia de carcinogenicidade. Nenhum efeito foi observado em doses abaixo
de 0.5 ppm (0.025 mg/Kg/d) (JACKSON et al., 2009).

Uma pesquisa foi realizada em ratos machos e fémeas para a avaliagao
aguda da neurotoxicidade do fipronil, utilizando doses entre 0,5 e 50 mg/Kg. Foi
possivel observar, na maior dose testada, morte em até dois dias apos o
tratamento. Na necropsia, notou-se hemorragia cerebral difusa. Sete horas
apo6s o tratamento, os animais apresentaram sinais de depressao (diminuigéo
do numero de levantamentos, diminuicdo dos reflexos e diminuicdo da
temperatura corporal) e de estimulacdo do sistema nervoso central (tremores,
convulsdes ténico-clénicas, mioclonias) (MARTINS, 2009).

Em coelhos, a dose de 10 mg/Kg/dia, por um periodo acima de 21 dias
causou diminuicdo do ganho de peso e consumo de alimento. Caes
alimentados com fipronil na dose de 2,0 mg/Kg/dia apresentaram sinais clinicos
de neurotoxicidade (JACKSON et al., 2009).

Um estudo crénico da agao do fipronil por via oral em caes da raga
Beagle, com dose de 10 mg/Kg/dia, foi reportado perda de apetite, postura
curvada, inatividade, convulsao, tremores no corpo e balangar de cabeca. Nesta
dose também houve a morte da metade do numero de animais expostos (CID,
2012).

Além de causar efeitos neurotéxicos e reprodutivos quando aplicado em
altas doses em espécies de laboratério e problemas nervosos leves em casos
de intoxicacdo aguda de humanos, a exposicdo ao fipronil pode causar
alteragcao na fungao da tiredide em ratos, produzindo neoplasia na glandula
tiredide secundario ao desequilibrio hormonal (CRAVEDI et al., 2013).

Isso ocorre, provavelmente, como resultado da sua capacidade de
melhorar o metabolismo hepatico dos hormoénios tireoidianos e sua excregao
(HURLEY et al., 1998; TINGLE et al., 2003; DAS et al., 2006; MARTINS, 2009).
E possivel que a inducdo de enzimas microssomais possa desempenhar um
papel no desenvolvimento de tumores (HURLEY et al., 1998; DAS et al., 2006).

A capacidade de produtos quimicos induzirem enzimas metabdlicas,
incluindo o citocromo p450 (CYP), tem sido considerada uma das respostas
bioquimica celulares mais sensiveis a agresséo toxica. Estudos recentes com
hepatdcitos humanos e ratos tém demonstrado que os praguicidas sao capazes

de induzir muitas enzimas metabdlicas nestas células (DAS et al., 2006).
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Além destes efeitos, o fipronil também provoca efeitos de toxicidade
reprodutiva (U.S.EPA, 1996), hepatotoxicidade (SOUSA et al., 1997), alteragdes
comportamentais (TERCARIOL e GODINHO, 2011) e desregulagdo enddcrina
(U.S.EPA, 1998; UDO, 2012).

O fipronil foi associado a efeitos reprodutivos em 95,4% dos ratos
alimentados continuamente com 300 ppm de fipronil na dieta. Reducdo do
tamanho da ninhada, diminui¢do do peso corporal, diminuigdo da percentagem
de acasalamento dos animais, reducdo no indice de fertilidade, redugdao da
sobrevivéncia pos-implantagcao e sobrevivéncia dos descendentes pds-parto e
atraso no desenvolvimento fisico foram observados (CID, 2012).

Em vertebrados, em geral, além da sua atuagdo no sistema nervoso, o
fipronil interfere também, na morfologia de outros érgéos, como € o caso do
figado e hipdfise, porém, poucos estudos demonstraram estes tipos de efeitos
do fipronil (FERREIRA, 2010).

Tendo em vista a acdo toxica do fipronil sobre o GABA levando as
alteragdes do funcionamento do sistema nervoso central promovendo
neurotoxicidade e, que avaliagdo neurocomportamental tem sido utilizada como
indicador biolégico de funcdo para estudar neurotoxicidade por agentes
quimicos, estudos que avaliem o comportamento de animais expostos ao
fipronil sdo fundamentais (TERCARIOL, 2007).

2.2 Toxicologia do desenvolvimento

A toxicologia do desenvolvimento € um termo relativamente recente
encontrado dentro da toxicologia reprodutiva (UDO, 2012). No entanto, ela tem
suas raizes relacionadas a teratologia, termo utilizado antigamente para
denominar alteragdes de ordem estrutural no concepto (GORNIAK et al., 2008),
ligadas a perturbagbes do desenvolvimento embrionario ou fetal, estudando
suas anomalias e malformagdes (UDO, 2012).

De modo geral, a toxicologia reprodutiva dedica-se ao estudo de fatores
que possam alterar o sistema reprodutor, o desenvolvimento do embriao e feto

e o desenvolvimento pds-natal da prole (SANTOS, 2011).
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Portanto, toxicologia do desenvolvimento é a area que estuda os efeitos
nocivos causados por agentes téxicos no concepto em desenvolvimento (UDO,
2012) decorrentes da exposicdo a substancias quimicas antes da concepgao,
durante o desenvolvimento pré-natal ou pds-natal, até a puberdade. Os efeitos
gerados pela exposi¢cao pré e perinatal podem levar a disturbios irreversiveis,
pois as alteragdes sao produzidas durante a formagao ou diferenciagdo dos
orgaos (GEHLEN, 2003).

De acordo com a toxicologia, toda substancia pode ser considerada um
agente téxico, dependendo das condi¢bes de exposicdo (GEHLEN, 2003;
RIGHI et al., 2008), como a dose administrada ou absorvida, tempo e
frequéncia de exposicao (dose unica ou multipla) e via de aplicagdo (BRANCO,
2009), incluindo ainda, as propriedades fisico-quimicas e suscetibilidade
individual (RIGHI et al., 2008). O nivel de agado de um teratdgeno esta ancorado
em trés principios: periodo critico do desenvolvimento; dosagem da droga ou do
composto quimico; e constituicao génica do embridao (FERNANDES, 2009).

Uma substancia teratogénica € definida como aquela que aumenta a
ocorréncia de anormalidades funcionais ou estruturais da prole, em decorréncia
da administragdo de uma substancia quimica as maes antes da concepcao,
durante a prenhez ou diretamente no organismo fetal em desenvolvimento
(RIGHI et al., 2008).

Sabe-se que o tipo de efeito teratogénico produzido pelos agentes
quimicos deve-se, em parte, a quantidade do agente ao qual o organismo é
exposto, principalmente no periodo da gestagcdo e, consequentemente, no
estagio de evolugao do feto quando se administra esse composto (RIGHI et al.,
2008).

A toxicidade de uma substédncia a um organismo vivo pode ser
considerada como a capacidade de Ihe causar algum desequilibrio, dano grave
ou morte (GEHLEN, 2003; BRANCO, 2009), ou seja, o efeito promovido por um
agente toxico em um determinado animal esta basicamente relacionado com a
concentragdo do téxico no sitio de acdo ou tecido (FLORIO e SOUSA, 2008).

Os efeitos de um agente ambiental sobre o embrido ou o feto dependem
da natureza fisica ou quimica do agente, além de varios outros fatores, como a

dose, via e periodo de exposicdo e da gestagcdo, a susceptibilidade genética
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materna ou embriofetal e a presenca e natureza de exposi¢des simultaneas
(ROMAN, 2011).

As manifestagdes do desenvolvimento anormal podem ir desde um
disturbio funcional até a morte (FAVERO, 2006). Malformag¢des nao significam
apenas anormalidades em tecidos, mas também anormalidades bioquimicas.
Atualmente a teratologia também abrange as manifestagbes no retardo do
crescimento, alteragdes funcionais e comportamentais e/ou morte da prole
(UDO, 2012).

Entre os efeitos tdéxicos no desenvolvimento de animais apds exposi¢ao as
diferentes substancias teratogénicas, estdo: malformagdes geniturinarias,
criptorquidismo, hipoplasia dos digitos, baixo peso ao nascer, fenda palatina,
anormalidades esqueléticas, malformagdes oculares, exoftalmia, microftalmia,
anomalias faciais, anomalias do cranio, defeitos no tubo neural, dano no VIl par
de nervos cranianos (surdez, desequilibrio — antibidticos aminoglicosideos —
ototoxicidade), retinopatia, ictericia neonatal, malformagdo mandibular,
hemorragias cerebrais, hidrocefalia, microcefalia, anormalidades do sistema
nervoso central, abortos ou reabsor¢cbes, anormalidades cardiacas,
hemorragias, braquignatia, retardo de crescimento e embrioletalidade
(GEHLEN, 2003).

As anomalias do sistema nervoso central, dos 6rgaos reprodutivos e do
sistema imune ocorrem com frequéncia decorrente da exposigao a teratégenos.
Neste sentido, o defeito observado seria, por exemplo, de disturbios
comportamentais ou mentais, deficiéncia motora, queda na fertilidade e
imunodeficiéncia ou aparecimento de doencas autoimunes (GORNIAK et al.,
2008).

A presenca das anomalias 6sseas € bem provavel, pois o periodo de
organogénese do esqueleto é longo (GEHLEN, 2003).

A resposta ao teratdbgeno € amplamente dependente do gendtipo do
embrido. A talidomida, por exemplo, é teratogénica para humanos, coelhos e
macacos e nao ao rato. Outro exemplo é metotrexato, sendo este teratogénico
para ratos e néo para macacos e humanos (GEHLEN, 2003).

Nem todas as espécies animais sao igualmente suscetiveis ou sensiveis
ao efeito toxico de determinada substancia quimica. Neste sentido, deve-se

considerar que uma substancia que atua causando malformacdo em uma
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espécie pode ter pouco ou nenhum efeito deletério em outra (GORNIAK et al.,
2008).

Considera-se, ainda, que a substancia quimica pode produzir efeitos
similares em diferentes espécies animais, embora essas alteragcées variem na
frequéncia. Além disso, uma substancia que produz determinada alteragdo em
uma espécie animal pode acarretar alteragdes completamente diferentes em
outras (GORNIAK et al., 2008).

A exposicdo materna a agroquimicos durante a fase reprodutiva pode
levar a altera¢gdes no desenvolvimento animal. Embora o organismo materno
possa transformar o quimico ou pelo menos reduzir sua concentragéo, a grande
maioria das substancias pode atravessar a barreira placentaria (CASTRO,
2006).

Antigamente, acreditava-se que o utero era intransponivel a agentes
externos e que a placenta constituia-se em verdadeira barreira entre o
organismo materno e o organismo fetal. O conceito de que o feto estaria pouco
exposto a substancias utilizadas pela gestante foi abalado apenas no inicio da
década de 60, pela “tragédia da talidomida”, sedativo usado para diminuir as
nauseas em mulheres gravidas. Quantidades pequenas, como as referentes a
uma simples dose, foram suficientes para causar defeitos significativos ao
nascimento. Os fetos apresentaram intestinos malformados, defeitos na
audicdo, agenesia de orelhas, anomalias renais e oculares (FAVERO, 2006).

No entanto, o fendtipo que mais chamou a atencdo foi a focomelia,
sindrome caracterizada pela aproximagao ou encurtamento dos membros junto
ao tronco do feto. Como seu uso havia se mostrado seguro em varias espécies
animais, foram necessarios varios anos e altas taxas de malformacgdes (20 a
30%) para a confirmagao dos seus efeitos adversos em humanos (FAVERO,
2006).

Atualmente, sabe-se que compostos toxicos, presentes no sangue
materno, facilmente atravessam a barreira placentaria e atingem a corrente
sanguinea do feto (FAVERO, 2006; ROMAN, 2011).

Embora o organismo materno seja capaz de alterar uma substancia
quimica ou pelo menos, reduzir sua concentragdo, sabe-se que as funcgbes

protetoras da placenta sao limitadas. Neste sentido, determinados xenobiéticos,
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alem de afetarem diretamente o desenvolvimento pré-natal, podem causar
sequelas que so serdo detectadas na vida adulta do animal (ROMAN, 2011).

A placenta, constituida por membrana lipidica, permite a transferéncia de
substancias de maneira bidirecional entre o compartimento fetal e o materno.
Embora existam diferencgas significantes nos tipos de placenta, considerando-se
as varias espécies animais, essas diferencas parecem nao exercer papel
preponderante na passagem das diferentes substancias quimicas através da
placenta (GORNIAK et al., 2008).

Dessa forma, a maior importancia nesse aspecto reside na possibilidade
dessas substancias serem transportadas e chegarem até o feto, devendo ser
considerado as propriedades fisico-quimicas dos toxicantes, como
lipossolubilidade, peso molecular, ligagdo proteica, enzimas placentarias que
realizam biotransformacao do xenobidtico, entre outras (GORNIAK et al., 2008).

Por mais que a placenta forneca protecdo ao feto, produtos quimicos
industriais como praguicidas, podem atravessa-la e concentrar-se no sistema
nervoso fetal, por vezes, em concentragdes ainda mais elevadas do que no
organismo materno. Alguns destes produtos quimicos s&o lipofilicos e, por
conseguinte, tendem a ser mantidos em 6rgdos com elevada concentracdo de
lipidios, tais como o encéfalo (JULVEZ e GRANDJEAN, 2009).

Quando uma gestante ingere ou recebe qualquer medicamento, dois
organismos serao afetados, sendo que um deles, o organismo embriofetal,
ainda nao tem a mesma capacidade de metabolizar as substancias que a mae,
pois ndo possui o0s sistemas corporais plenamente desenvolvidos, estando,
portanto, sujeito a efeitos negativos ndo esperados (FAVERO, 2006).

Embora os embrides de mamiferos estejam bem protegidos no utero,
agentes ambientais teratogénicos podem causar perturbacbes no seu
desenvolvimento apds a exposi¢cao da mae a eles (FERNANDES, 2009).

A avaliagcdo dos possiveis efeitos decorrentes da exposicdo aos
agroquimicos € importante de ser realizada em diferentes periodos de
desenvolvimento, devido a possivel influéncia na morfologia e conexao
sinaptica nos alvos neuronais (CASTRO, 2006a).

Atualmente, nos estudos de toxicologia do desenvolvimento é importante
também considerar a teratologia comportamental, segundo a qual, a exposi¢ao

a diversos fatores ambientais durante o desenvolvimento ou maturacéo cerebral
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do individuo, pode ocasionar alteracbes comportamentais tardias, manifestadas
no decorrer da vida pos-natal. Por isso, avalia-se também o desenvolvimento
fisico, sensorial e comportamental do individuo (UDO, 2012).

A suscetibilidade a alteragbes morfolégicas aumenta a medida que as
camadas germinativas comecam a se diferenciar, ocorrendo com maior
probabilidade no inicio da organogénese, fim do primeiro tergo da gestagéo
(GEHLEN, 2003).

As alteracgdes funcionais afetam processos homeostaticos ou metabdlicos,
como exemplo, o desenvolvimento e ativagdo de uma enzima especifica, e
ocorre apos o final da organogénese. As alteragdes funcionais podem
acontecer sem alteragdes morfolégicas detectaveis (GEHLEN, 2003).

Como todos os efeitos téxicos, os efeitos teratogénicos geralmente séo
dose-dependentes (GEHLEN, 2003), logo, aumentando a dose, deve-se
verificar um aumento da toxicidade. Dessa forma, o feto pode ndo demonstrar
nenhum efeito ou apresentar um efeito mais grave, como o ébito (efeito letal)
(GORNIAK et al., 2008).

O toxicante deve produzir seus efeitos embriotéxicos em niveis de doses
que nao provoquem toxicidade para a mae, pois se houver toxicidade materna,
a dismorfogénese podera decorrer do efeito primario toxico materno, o que nao
€ considerado teratogenicidade (GORNIAK et al., 2008).

Os agentes quimicos podem afetar o ciclo reprodutivo em qualquer fase
podendo causar alteragcbes parentais e também efeitos teratogénicos na prole
(UDO, 2012). O periodo de desenvolvimento do embrido e do feto consiste em
diversas mudancas, sendo estas, marcadas por fases (GEHLEN, 2003).

E fundamental o conhecimento das etapas do desenvolvimento
embrionario, pois alguns estagios do desenvolvimento s&do mais vulneraveis que
outros. E importante salientar que normalmente os agentes atuam n3o apenas
em uma estrutura especifica, mas em um grande numero de estruturas que
estao se definindo durante determinado momento (FAVERO, 2006).

A exposicdo a agentes toxicos durante poucas horas apoés a fertilizagao
pode produzir malformacao fetal. Ha casos em que a exposicdo ao toxicante
durante a fase de pré-implantagdo leva as malformacdes. Sao exemplos, a

administragcao de metilnitrosurea a camundongos, entre os dias dois e quatro de
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gestacdo, e a administragdo de ciproterona, no segundo dia de prenhez
(GORNIAK et al., 2008).

A gestagao do rato dura aproximadamente 21 a 23 dias, sendo dividido em
trés periodos: pré-implantagdo, abrange do 1° ao 5° dias de gestacéo,
caracterizado pela formacdo do blastocisto e inicio da implantagao;
organogénico, do 6° ao 15° dias de gestacdo, havendo o término da
implantacédo e periodo de formagao dos tecidos e 6érgaos; fetal, do 16° ao 21°
dias de gestagdo, no qual o feto ja com os 6rgaos formados, inicia seu
crescimento intrauterino, com maturagdo funcional dos o¢rgdos (GRANCE,
2007).

O periodo critico do desenvolvimento para o aparecimento de
malformagdes é o periodo da organogénese, quando tecidos e 6rgaos estao se
diferenciando rapidamente, ficando susceptiveis a interferéncia de agentes
externos capazes de alterar seu desenvolvimento (GRANCE, 2007).

Para cada estrutura formada, existem picos de susceptibilidade ao
aparecimento das malformagdes (UDO, 2012). No rato, por exemplo, o acido
acetilsalicilico s6 é capaz de produzir fenda palatina se o feto for exposto entre
0 10° e 16° dias de gestacéo, periodo em que se forma o palato. Quanto maior
for o periodo de formagao de um determinado sistema maior sera o risco de seu
desenvolvimento ser afetado por um determinado agente (GEHLEN, 2003).

Na organogénese ocorre a formagao da placa neural, diferenciagdo das
camadas de células e a formagédo de orgaos (UDO, 2012). Os medicamentos,
quando utilizados no periodo de organogénese, podem levar a teratogénese, se
a lesao for compativel com a vida do animal; ou a embrioletalidade, caso nao
seja (GEHLEN, 2003).

Neste periodo podem ocorrer as anormalidades maiores (olhos, cérebro,
coragdo e arcos adrticos, esqueleto axial, palato, sistema urogenital). Elas
exigem tratamento cirirgico ou deixam sequelas funcionais importantes
(GEHLEN, 2003).

No periodo fetal podem ocorrer defeitos estruturais ou defeitos funcionais
provocados pela lesdo (GORNIAK et al., 2008). Neste periodo podem ocorrer
anormalidades morfolégicas menores e funcionais, pois os 6rgaos ja estao
formados. Este é o periodo de maturagao e diferenciacdo do cérebro, que vai

do final da organogénese até o periodo neonatal (GEHLEN, 2003).
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Nos ratos, no periodo neonatal, que ocorre apds o0 nascimento e se
estende do 1° ao 21° dia (lactagdo) ocorrem a maturagcdo de receptores,
diferenciagao sexual do encéfalo, formagao de sistemas enzimaticos (GEHLEN,
2003) e ganho de peso corporal, os quais podem sofrer prejuizos com a
exposicdo a substancias quimicas. O periodo mais importante do
desenvolvimento cerebral do rato ocorre nas duas primeiras semanas pos-
natais (CASTRO, 2006).

Apesar da diversidade de estudos existentes, os efeitos dos agroquimicos
na saude nem sempre sdo bem conhecidos. Muitos desses agentes afetam o
sistema reprodutor, efeitos esses confirmados em testes experimentais
incluindo gestacgao, parto, lactagdo, desmame, crescimento e desenvolvimento
da prole. Sabe-se, por exemplo, que a exposi¢gdo da fémea a agroquimicos
durante a prenhez e a lactacdo pode causar alteracdes refletidas em aspectos
fisicos e comportamentais, de acordo com o periodo do desenvolvimento
animal (TERCARIOL, 2007).

As manifestagcbes de toxicidade, quando organismo sdo expostos a
agentes quimicos durante o seu desenvolvimento, ou seja, no periodo perinatal,

podem ser observadas em qualquer momento da vida do animal (UDO, 2012).

2.3 Biomarcadores e bioindicadores

O biomarcador compreende toda substdncia ou seu produto de
biotransformacao ou qualquer alteragao bioquimica precoce cuja determinagao
possa ser realizada nos fluidos biologicos, tecidos ou ar exalado (CASTRO,
2006). Ja os estudos de alteracbes fisioldégicas, comportamentais ou de
sobrevivéncia em um organismo, ou em uma populagédo, constituem-se como
bioindicadores (JONSSON e CASTRO, 2005). Esta determinacdo deve
estabelecer a relagcdo entre a exposicao a agentes quimicos e o efeito toxico
refletida em alteragdes pré-clinicas e agravos a saude ou ainda permitir
entender os mecanismos relacionados a agao toxica e o grau de resposta nos
individuos (CASTRO, 2006).
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Os organismos, quando expostos a situagbes de ameaga e perigo,
respondem com uma seérie de respostas adaptativas, fisicas e mentais que se
opde aos estimulos estressores na tentativa de manter a homeostasia
(BENETTI, 2005).

2.3.1 Desenvolvimento fisico e sensdrio-motor

Segundo dados prévios da literatura, a exposicdo de fémeas aos
praguicidas durante a prenhez e a lactagdo pode causar alteragdes refletidas
em aspectos fisicos e comportamentais, de acordo com o periodo do
desenvolvimento animal (KIMMEL, 1998; CHELONIS et al., 2004; COSTA et al.,
2004).

O periodo neonatal representa a fase final do periodo perinatal, tem seu
inicio ao nascimento da prole e é finalizado com o término da lactagao. Nesse
periodo ocorre o ganho de peso corporal (Figura 2), peso este que pode sofrer
reducdo com a exposig¢ao as substancias quimicas (CASTRO, 2006a).

A observagcdo da presenca ou auséncia dos parametros de
desenvolvimento fisico e sensoério-motor sdo importantes em estudos
toxicolégicos. Sao observados, por filhote, os dias respectivos em que
ocorrerem, por exemplo, aparecimento de pelo (Figura 3), erupgao dos dentes
incisivos (Figura 4), descolamento de orelha (Figura 5), abertura dos olhos
(Figura 6) e descida dos testiculos (Figura 7) (CASTRO 2006). Efeitos pos-
natais mediados por agentes quimicos encontrados no leite materno podem
provocar desenvolvimento fisico alterado nos filhotes (SALVATORI et al., 2004).

A preensdo palmar (Figura 8) € um reflexo medular que tende a
desaparecer no decorrer da vida pés-natal dos filhotes. Por sua vez, os ajustes
posturais sdo regulados por trés sistemas: o vestibular, exteroceptivo e
proprioceptivo. O reflexo postural (Figura 9) e a geotaxia negativa (Figura 10)
de ratos jovens refletem o desenvolvimento motor e atividades controladas pelo
sistema vestibular. A integridade do sistema vestibular também pode ser

avaliada por meio da atividade motora geral do animal (UDO, 2012).



FIGURA 2. Pesagem dos filhotes.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 3. Aparecimento de pélos.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 4. Erupgao dos dentes incisivos.

Fonte: Arquivo pessoal.
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FIGURA 5. Descolamento de orelha.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 6. Abertura dos olhos.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 7. Descida dos testiculos.

Fonte: Arquivo pessoal.
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FIGURA 8. Reflexo de preensao palmar.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 9. Reflexo postural/endireitamento.

Fonte: Arquivo pessoal.

FIGURA 10. Reflexo geotaxia negativa.

w

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.3.2 Avaliagao neurocomportamental

Investigagcdes neurofisioldégicas podem ser importantes, nos casos em que
0S animais ou os seres humanos sao expostos quer a baixas doses de produtos
quimicos para um longo periodo de tempo, ou para uma unica dose elevada,
durante um acidente (SZEGEDI et al., 2005).

A avaliagdo neurocomportamental é realizada através de meétodos para
avaliar as fungdes cognitivas como a aprendizagem e a memdéria. Ha varias
evidéncias experimentais mostrando que, na progressdao de doengas
neurotoxicas, os eventos bioquimicos precedem as alteragbes estruturais e
danos permanentes ao sistema nervoso central (CASTRO, 2006).

O estudo do desenvolvimento comportamental dos filhotes permite a
avaliacdo da maturidade dos sistemas que controlam os diversos reflexos
(UDO, 2012).

Comportamento tem sido utilizado como um bioindicador de fungao para
estudar efeitos toxicos de agentes quimicos. Alteragdes do comportamento em
animais expostos a um determinado agente quimico podem servir como
indicativo de que a substancia provoca neurotoxicidade. A importancia de
estudos neurocomportamentais reside no fato de que comportamento é
considerado como um produto final funcional de varios processos sensoriais,
motores e integrativos, que ocorrem no sistema nervoso (TERCARIOL, 2007).

Embora varios estudos procurem compreender os mecanismos da
toxicidade neuronal dos praguicidas em mamiferos, ha poucos relacionados aos
efeitos neurocomportamentais e estes podem ser Uteis para avaliar os efeitos
das exposi¢des as substancias quimicas (MARTINS, 2009).

Um dos comportamentos estudados relacionados a neurotoxicidade por
agentes quimicos € o de aprendizagem-memoaria. Aprendizagem é o processo
através do qual o organismo adquire conhecimento sobre o mundo. Ja& memoaria
€ o processo pelo qual o conhecimento é codificado, retido e, posteriormente,
recuperado (AZEVEDO, 2010). A capacidade de formar, manter e utilizar as
memorias é uma propriedade fundamental do cérebro (BAVARESCO, 2008).

Evidéncias na literatura apontam para o envolvimento do glutamato,
GABA, bem como de proteinas cinases nos processos iniciais de formacao da

memodria, seguidos de mecanismos hormonais e neuro-humorais. Lesdes em
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estruturas centrais, como, o estriado, podem alterar as fases de aquisicao,
consolidagéo e evocagdo da memoria (BAVARESCO, 2008).

O sistema GABAérgico estd envolvido em processos cognitivos como
aprendizado e memoria. Assim, drogas que atuam no sistema GABAérgico
promovem prejuizo na formagdo da memoria, quando administradas
diretamente no ventriculo lateral, prosencéfalo basal, hipocampo e amigdala
(AZEVEDO, 2010).

Prejuizos cognitivos como deficiéncia no aprendizado e memoaria espacial
sao frequentemente atribuidos a danos em estruturas diencefalicas e corticais,
como talamo, hipocampo e cortex pré-frontal. Além disso, a severidade da
deficiéncia de aprendizado e memoria espacial sdo dependentes do grau de
lesdo diencefalica e cortical. O cértex pré-frontal possui papel fundamental na
memoria, pois em modelos animais, lesées nesta estrutura ocasionam piora na
recuperacao e ordenamento temporal de memoarias. O hipocampo, estrutura do
lobo temporal medial, € uma area que desempenha fungdo importante no
processo de memoéria dos mamiferos e torna-se especialmente relevante
quando € necessario combinar e relacionar informagdes de multiplas fontes
para tarefas de memodria espacial. Em humanos, macacos e roedores, danos na
regido hipocampal provocam prejuizos no desempenho em uma variedade de
tarefas de aprendizado e meméria (AZEVEDO, 2010).

Para estudar os mecanismos envolvidos com a memoaria, diversas tarefas
experimentais tém sido propostas (BAVARESCO, 2008), tais como teste de
reconhecimento de objetos e teste do labirinto octogonal.

O teste de reconhecimento de objetos (Figura 11) € um teste de memoaria
com base na propensao natural dos roedores para explorar novidade, que
confere aos animais a capacidade de discriminar entre o que é familiar e o que
€ novo. A consolidagdo da memoria ocorre principalmente no hipocampo,
embora outras estruturas do cérebro e uma variedade de neurotransmissores
desempenham um papel no processamento da memoéria (SILVEIRA et al.,
2013).

Este teste € muito usado para avaliar a capacidade de memorizar e
reconhecer objetos novos e ja conhecidos (NEVES, 2010). E especialmente
adequado para testar os efeitos de intervencbes farmacoldgicas sobre a

aprendizagem e memoria (SILVEIRA et al., 2013).
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FIGURA 11. Reconhecimento de Novo Objeto.

Fonte: Arquivo pessoal.

A formagao do hipocampo medeia varios aspectos da fungdo cognitiva,
incluindo a aprendizagem espacial, a formacéo e a recuperagao de memodrias.
Estudos tém mostrado que, quando as lesbes que englobam o hipocampo
forem superior a 75%, o reconhecimento é significativamente prejudicado,
confirmando assim que o hipocampo desempenha um papel crucial no
reconhecimento de objetos (STANLEY et al., 2012).

Glutamato, GABA e acetilcolina (ACh) desempenham um papel importante
na formagcdo da memoéria no hipocampo, como €& evidenciado pelo
comprometimento da aprendizagem apds a administracdo de antagonistas para
0s seus respectivos receptores (STANLEY et al., 2012).

No teste do labirinto octogonal (Figura 12) onde a utilizagdo pelo animal,
de pistas visuais colocadas estrategicamente na sala, permite-lhe aprender e
memorizar espacialmente como reconhecer um trajeto para um brago onde esta
colocado determinado tipo de reforgo, como um alimento, por exemplo (OLTON,
1987). Os animais sdo treinados a reconhecer o aparelho e, numa segunda
etapa, induzidos a encontrar o reforco. Os ratos apresentam relativo
aprendizado em diferenciar os bragos ja visitados daqueles nao visitados
(memoria de trabalho) enquanto aprendem a localizar o brago onde sempre
esta a comida (memoaria de referéncia) (STOLBERG, 2005).
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FIGURA 12. Labirinto Octogonal.

Fonte: Arquivo pessoal.

Outro dos aspectos da neurotoxicidade que podem ser estudados através
dos testes comportamentais é o da ansiedade/emocionalidade. Algumas tarefas
experimentais tém sido utilizadas para estudar este componente
comportamental.

A arena de campo aberto (Figura 13) € o mais antigo dos testes de
ansiedade que sao baseados na exploracdo espontanea de um novo ambiente
(BEHR et al., 2009). O campo aberto foi criado em 1934 e é utilizado para
avaliar a atividade locomotora, exploragdo e emocionalidade de roedores
(MARTINS, 2009). Nele, o animal com ansiedade elevada demora para utilizar
o centro do aparelho, ja que deambular junto as paredes Ihe traz maior sentido
de protegao (MARTINS, 2009).

Um dos fatores relevantes na observagao do comportamento do animal é
a sua tendéncia a movimentar-se, conhecida como atividade geral. A
quantificacdo dessa locomogao pode refletir o comportamento, uma vez que o
animal permanecera imével (freezing) quando apresentar alto grau de
ansiedade. Nesse sentido, a exploragao do roedor € inversamente proporcional
ao medo ou emocionalidade (UDO, 2012).

Além da locomogao, o comportamento de levantar (animal apoiado nas
patas traseiras, eleva o tronco para farejar o ambiente verticalmente) € a
manifestagdo de um processo exploratério de aproximagdao das regides
modificadas do ambiente (SILVA, 2008; MARTINS, 2009; UDO, 2012).
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FIGURA 13. Arena de Campo Aberto.

Fonte: Arquivo pessoal.

O comportamento de auto-limpeza (grooming) observado no campo
aberto, tem sido tomado como a expressdo de um decréscimo na
emocionalidade e mostra independéncia das situagbes de medo (MARTINS,
2009; UDO, 2012).

O teste de campo aberto é considerado como um indicador do estado
emocional do animal e € comumente utilizado para triagem farmacologica de
drogas que atuam sobre o sistema nervoso central (TERCARIOL, 2007).

O teste de labirinto em cruz elevado (LCE) (Figura 14) foi criado por
Montgomery em 1955 e € um dos principais modelos usados no estudo da
ansiedade. Esse teste € baseado no comportamento exploratério de locais
novos € na observacdo de respostas comportamentais em situacdes que
poderiam ou nao provocar perigo; ele consiste em analisar o grau de aversao
do animal aos bragos abertos, em conflito com o comportamento exploratorio
(UDO, 2012), ja que ambientes abertos, sem protecéo lateral, sdo naturalmente
aversivos para o roedor (MARTINS, 2009).

A exposicdo aos bracos abertos do LCE produz significativamente mais
ansiedade quando comparada a exposigdo aos bragos fechados. Drogas
ansioliticas elevam o tempo gasto pelos roedores nos bragos abertos quando
comparados com o tempo gasto nos bragos fechados e, em contraste, drogas
ansiogénicas diminuem o tempo gasto nos bragos abertos (SILVA, 2008;
MARTINS, 2009).
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FIGURA 14. Labirinto em Cruz Elevado.

Fonte: Arquivo pessoal.

O LCE é um excelente modelo para avaliar as drogas com acgao
GABAérgica e via glutamato (MARTINS, 2009). O GABA tem sido associado
com amplo espectro de fungdes fisioldgicas e em estados de doencas incluindo
ansiedade e depresséo (SILVA, 2008; MARTINS, 2009). O labirinto foi validado
farmacologicamente por Pellow em 1985 (MARTINS, 2009).

Os comportamentos ofensivos e defensivos de ratos tém elos comuns com
a agressao humana, sendo utilizados tanto em estudos de neurofisiologia e
neurofarmacologia da agressao, como em modelos de transtornos psiquiatricos
(POVOA, 2007).

Os comportamentos agressivos de ratos podem ser induzidos por
estimulagdo do hipotdlamo lateral ou lesbes do bulbo olfatério, nucleo
amigdaloide, regido septal e hipotdlamo. Os efeitos das lesdes sobre
comportamentos agressivos variam conforme a localizacéo da lesdo (POVOA,
2007).

O comportamento agressivo pronunciado de ratos de laboratério é
acompanhado por um elevado nivel de atividade neuronal dentro do nucleo
paraventricular (BEIDERBECK et al., 2012). De acordo com estes autores, os
maiores niveis de agressao em ratos de laboratério machos sdo acompanhados
por uma atividade neuronal excessiva. Além disso, de acordo com Serra (2010),
com o aumento no nivel de cortisol ocorre também um aumento da

agressividade. O modelo do paradigma do rato residente-intruso foi utilizado
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para avaliagdo da agressividade de acordo com o descrito em Tercgariol et al.
(2011). Esse método permite a observacdo da interagdo social e
comportamento ofensivo do animal residente bem como elementos defensivos
do intruso refletindo a agressao intraespecifica (KOOLHAAS e BOHUS, 1991).

O aparelho Hole-Board (Figura 15) oferece um método simples de medir
as respostas de um rato a um ambiente novo e tem sido amplamente utilizado
para avaliar os efeitos de drogas (FILE e WARDILL, 1975). Trata-se de um
aparelho que tem sido utilizado para avaliar comportamentos de coordenacgao
motora e comportamento exploratorio frente a exposicdo de agentes quimicos
neurotéxicos (KUC et al., 2006; GODINHO et al. 2014).

FIGURA 15. Hole-Board.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.3.3 Perfil bioquimico

Com frequéncia, a avaliagado bioquimica sérica é utilizada para avaliar a
saude de pacientes mamiferos ndo domésticos (THRALL, 2006). Na
experimentagdo animal, esta avaliagdo pode ajudar a entender e as vezes
caracterizar a relagado de processos danosos que compdem o quadro geral de

intoxicagao.
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2.3.3.1 Acetilcolinesterase (AChE)

A AChE é a enzima envolvida na hidrolise de acetilcolina, localizada
preferencialmente em neurbnios e axbnios. A atividade da AChE tem sido
relacionada com agdes colinérgicas e nao colinérgicas tais como, por exemplo,
o crescimento axonal e a sinaptogénese, bem como em processos
neurodegenerativos (BAVARESCO, 2008). Além disso, modificagcbes nas
fungdes colinérgicas parecem estar associadas a prejuizos na
memoria/aprendizado (BAVARESCO, 2008; GONCALVES, 2012).

As concentragbes de acetilcolina (ACh), como os inibidores da
acetilcolinesterase (AChE), sado ferramentas terapéuticas conhecidas para
melhorar deficiéncias cognitivas associadas com doencas neurodegenerativas
(SILVEIRA et al., 2013).

2.3.3.2 Perfil hepatico

As enzimas presentes em amostras séricas ou de plasma comumente
utilizadas no diagndstico de doenga hepatica em roedores incluem Fosfatase
Alcalina (ALP), y-glutamiltransferase (GGT), Aspartato Aminotransferase (AST),
Alanina Aminotransferase (ALT) Lactato Desidrogenase (LDH) e Sorbitol
Desidrogenase (SDH). A concentragédo sérica ou plasmatica dessas enzimas
aumenta quando ha maior producdo, maior liberagdo ou menor clearance da
enzima (THRALL, 2006).

AST é uma enzima citosolica e mitocondrial com alta atividade no figado,
no coragdo, no musculo esquelético e nos rins. O aumento da atividade
plasmatica ou sérica de AST geralmente esta associado a lesdo de figado,
musculo cardiaco ou musculo esquelético (THRALL, 2006).

A ALT é utilizada como marcadora da funcdo hepatica. O aumento da
atividade sérica desta enzima é considerado indicador de danos nas células do
figado de mamiferos (SILVA, 2010).

Na maioria dos roedores, a atividade sérica ou plasmatica de ALT
aumenta com lesao hepatocelular; a enzima parece ser especifica de figado de

ratos e camundongos. Em ratos, existe correlagado entre o aumento da atividade
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sérica de ALT e o grau de necrose hepatica. Como curiosidade, verifica-se o
aumento de trés vezes na atividade plasmatica de ALT de camundongos
contidos manualmente pelo corpo, em comparagado com aqueles seguros pela
cauda (THRALL, 2006).

2.3.3.3 Cortisol

A resposta primaria de estresse € a ativagao dos centros cerebrais, o que
resulta em liberacdo de catecolaminas e corticosteroides, este ultimo
representado pelo cortisol. A elevagdo do cortisol no sangue pode ser
considerada um indicador de estresse (SERRA, 2010).

A presenca de estresse agudo leva a alteracdo na concentragcdo
plasmatica do cortisol. Em resposta a este estimulo ocorre aumento na
secrecao deste hormdnio, e os seus niveis plasmaticos podem atingir valores
até seis vezes superiores em relagao ao valor basal, sendo que esta elevagao é
proporcional a gravidade do desequilibrio da homeostase (MELLO, 2007).

De acordo com Dietrich et al. (2013), em criangas niveis maiores de
cortisol estdo relacionados com a ansiedade e niveis mais baixos de cortisol

associados com a agressao.

2.3.4 Avaliagao histopatologica

A analise histolégica é uma importante ferramenta nos estudos
toxicologicos, uma vez que alteragdes na estrutura e organizagado das células,
tecidos e 6rgaos permitem a identificagao da lesao tissular e organica, essencial
na definicdo dos padrdées morfoldgicos e clinicos da doenga (GRANCE, 2007).

A utilizacdo de técnicas de histopatologia na verificacdo de alteragdes
causadas pela acao de produtos téxicos tem se mostrado muito eficaz e uma
importante ferramenta na avaliacdo dos danos causados por esses produtos
nos sistemas dos organismos estudados. Conforme o aumento da
concentragédo do produto quimico utilizado, maiores sao os danos causados no

organismo; como exemplo, em estudos realizados previamente, as alteragdes
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ultraestruturais dos hepatécitos expostos ao fipronil foram proporcionais ao
aumento da concentragdo do produto (FERREIRA, 2010).

Existe associacdo entre histopatologia hepatica e alteracbes séricas de
ALT. A interagdo entre o estudo histologico e a avaliagdo bioquimica é
particularmente uma vantagem para o toxicologista, colaborando efetivamente
na identificacdo da intoxicagcdo (GRANCE, 2007).
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RESUMO

Exposicdo perinatal a praguicidas tem sido associada com alteragdes no desenvolvimento
neurocomportamental da prole. Este estudo teve como objetivo avaliar os comportamentos de
ansiedade e agressividade em filhotes de ratas Wistar expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Para isto, ratas gestantes foram distribuidas em cinco grupos (n=15) assim constituidos:
controle (Ct) e expostas - gestagdo (G), lactagdo (L), gestacdo mais lactacdo (G+L) 7-14 e
gestacdo mais lactagdo (G+L) 1-21. Ansiedade foi avaliada utilizando-se o Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) e agressividade, utilizando-se o paradigma do animal residente/intruso. Foram
quantificados o nivel do cortisol no sangue e o fipronil e metabdlitos (sulfona e dessulfinil) no
cérebro dos filhotes dos diferentes grupos. Os resultados obtidos mostram que houve aumento
nos comportamentos de ansiedade e agressividade principalmente no grupo lactagéo; a
dosagem de cortisol aumentou na prole jovem, mas ndo na adulta; fipronil e fipronil sulfona
foram detectados no cérebro da prole jovem e ndo no da adulta. Conclui-se que a exposi¢ao
perinatal ao fipronil aumentou os comportamentos de agressividade e ansiedade, confirmando
sua toxicidade sobre o neurodesenvolvimento da prole, principalmente na fase jovem da vida
dos animais.

Palavras-chave: Cortisol, Fenilpirazél, Labirinto em Cruz Elevado, Metabdlitos, Sulfona,
Dessulfinil.

ABSTRACT

Perinatal exposure to pesticides has been associated with changes in neurobehavioral
development of the offspring. This work aimed to evaluate anxiety and aggressive behavior in
Wistar rat offspring, exposed to fipronil in the perinatal period. For this, pregnant rats were
distributed into five groups (N = 15) constituted as follows: control (Ct) and exposed - gestation
(G), lactation (L), gestation and lactation (G + L) 7-14, gestation and lactation (G + L) 1-21.
Anxiety was assessed using the Elevated Plus Maze (LCE) and aggression, using the paradigm
of rat resident/intruder. The level of cortisol in the blood and fipronil and their metabolites
(sulfone and dessulfinil) were quantified in the brain of the offspring of different groups. The
results show that there was an increase in anxiety and aggression behaviors, especially in the
lactation group; the cortisol increased in young offspring, but not in adults; fipronil and fipronil
sulfone were detected in the brains of young pups and not in adults. It is concluded that perinatal
exposure to fipronil increased anxiety and aggression behavioral, confirming the toxicity on
offspring neurodevelopment, especially in the young stage of life of the animals.

Keywords: Cortisol, Phenylpyrazole, Elevated Plus Maze, Metabolites, Sulfone, Dessulfinil.
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1. Introdugao

Recentemente, relatos cientificos tém evidenciado que é elevado o
potencial de toxicidade dos praguicidas para animais e humanos e a associagéo
do uso indiscriminado destas substancias com alteragdes do
neurodesenvolvimento em criangas, tem chamado a atengdo para os varios
problemas decorrentes da sua utilizagdo e as exposicbes que ocorrem no
periodo perinatal [1-3].

A exposicdo a praguicidas por um pequeno intervalo de tempo pode
causar sérios efeitos sobre o desenvolvimento de fetos, tanto de animais como
de humanos e, apos o nascimento tem sido observados sequelas como
dificuldade de aprender, diminuicdo dos reflexos, esterilidade, além do aumento
da suscetibilidade para cancer e outras doencgas [4,5].

Fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]- 4-[(trifluoro-
methyl) sulfinyl] -1H-pyrazole -3-carbonitriie) € um praguicida, derivado
quimicamente da familia do fenilpirazol ou fiproles que tem como alvo o
receptor do acido gama amino butirico (GABA) [6]. Possui amplo espectro de
agao [7], é extremamente ativo [8] e altamente eficaz [7,9].

E usado na agricultura contra uma grande variedade de pragas que
infestam alimentos [6,10,11], controle das pragas veterinarias [12], tendo sido
designado pela agéncia de protegdo ambiental (EPA) como alternativa ao uso
de organofosforados para o controle de cupins e formigas. No entanto, varias
questdes foram levantadas sobre os efeitos adversos do fipronil na saude
publica, por ser largamente comercializado e utilizado no ambiente doméstico
[12,13].

Apesar de sua propagada seletividade contra insetos [14-16], o fipronil
também se liga a receptores GABAérgicos de mamiferos [15,17-19]. O principal
metabdlito sulfona, bem como seu produto de fotodegradacao dessulfinil, sdo
considerados mais téxicos a insetos, mamiferos, peixes e passaros, do que o
composto original [20].

Apesar da neurotoxicidade dos fenilpirazéis ser bem caracterizada e seu
mecanismo de agdo em mamiferos ser conhecido, seu potencial para provocar
efeitos comportamentais ainda ¢é desconhecido. Recentemente, foi

demonstrado que fipronil pode interferir com a atividade neurocomportamental
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em animais experimentais [21,22]. Como uma das fun¢des neuroldgicas para a
qual os efeitos adversos de praguicidas neurotoxicos tem sido mostrado
repetidamente € a comportamental, conhecer os efeitos do fipronil sobre esta
funcdo do sistema nervoso, em animais e humanos, torna-se uma necessidade
frente ao seu uso hoje em larga escala.

Comportamento é considerado parametro de avaliagdo funcional de
varios processos sensoriais, motores e integrativos, que ocorrem no sistema
nervoso e tem sido utilizado modernamente como bioindicador para avaliar
efeitos toxicos de agentes quimicos. Alteragbes comportamentais em animais e
humanos, expostos de forma aguda ou crénica as substancias quimicas, podem
servir como indicativo do seu carater de neurotoxicidade [21,23].

A funcdo de neurotransmissores como moléculas sinalizantes depende
de receptores especificos nos quais cada um deles age na fenda sinaptica.
Essas moléculas sido fatores chave relacionados a varios tipos de
comportamentos, incluindo os comportamentos de agressao e ansiedade.
Exemplos de neurotransmissores incluem serotonina, dopamina, GABA,
norepinefrina e acetilcolina, entre outros [24-27].

Dados de literatura, apresentados por Adams et al. [28] e Greg e Siegel
[29], discutem as estruturas cerebrais e os neurotransmissores envolvidos no
comportamento agressivo, sugerindo ambos, um papel do GABA neste
comportamento. Adicionalmente Miczeck et al. [30] propdem uma relagao entre
a atividade do receptor GABAA € 0 comportamento agressivo. Tendo em vista
estas informagdes e, como o praguicida fipronil atua através da inibicao da
atividade gabaérgica, é possivel aventar que ele possa influenciar os
comportamentos de agressividade e ansiedade.

Relatos de alteragbes bioquimicas por agado de praguicidas em peixes e
mamiferos, incluindo alteracbes do nivel de cortisol, tém sido descritos na
literatura [31]. E sinalizam sobre uma relagdo entre o cortisol e desordens
emocionais, incluindo agressividade e ansiedade [32-34]. Segundo Dietrich et
al. [35], alteragbes nos niveis de cortisol em criangas, podem causar desvios de
comportamento relacionados a ansiedade e a agressao, sendo que niveis
maiores de cortisol estao relacionados com a ansiedade e niveis mais baixos de

cortisol associados com a agressao.
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O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de ansiedade e de
agressividade na prole de ratas Wistar, expostas ao praguicida fipronil em
diferentes fases do periodo perinatal e uma possivel relagdo com o nivel do

cortisol sérico.

2. Materiais e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/FMVZ-UNESP (protocolo numero 59/2012).

2.1 Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar fémeas e machos, obtidos da
colénia do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
campus de Botucatu, os quais foram retirados do Biotério Central logo apos o
desmame (22 dias) e alocados no biotério do Centro de Assisténcia
Toxicologica (CEATOX), sob condi¢des controladas de temperatura (24+2°C) e
umidade relativa (55+5), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustao
continua, recebendo agua e ragdo sem restricdo, até atingirem a idade
necessaria para acasalamento. Durante todo o experimento, as gaiolas de
polipropileno foram higienizadas a cada 3 dias, com troca da forragem de

maravalha e lavagem da caixa.

2.2 Procedimento experimental

Os animais com 80 dias de idade foram acasalados colocando-se, numa
mesma gaiola, 3 fémeas com um macho. Permaneceram assim, até
confirmacé&o gestacional ou num prazo maximo de 5 dias.

Para a confirmacéo gestacional, a cada 24 horas, foi realizado um lavado
vaginal para identificacdo das gestantes. Um cotonete de algodao embebido em
solucao fisiolégica foi utilizado para coletar a secregcao vaginal das fémeas.
Posteriormente foi feito um esfregagco em lamina para leitura em microscopio e
a observacdo da possivel presenca de espermatozoides no material;, se

detectados, a rata foi considerada prenhe.
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As fémeas confirmadas gestantes foram separadas em caixas isoladas,
sendo este considerado o dia zero do periodo de gestagdo. As gestantes foram
separadas aleatériamente em 5 grupos de 15 animais, denominados
respectivamente: controle (Ct), gestacao (G), lactacéo (L), gest/lact 7-14 (G+L
7-14) e gest/lact 1-21 (G+L 1-21). A cada trés dias, as ratas prenhes de cada
grupo foram pesadas.

Para os experimentos o fipronil foi utilizado na forma de um dos seus
produtos comerciais, o Topline® (fipronil a 1% - Merial do Brasil). A dose de
exposicao utilizada foi a de 1 mg/kg/dia, por via dermal (tépica), na regido
dorsal do pescogo proxima a cabega, apos tricotomia da regido. Os animais
controle receberam 0,2 mL de 6leo de milho durante os periodos de gestacao e
lactacdo do 7° ao 14° dias; os grupos G, L e G+L 7-14 foram expostos ao
fipronil do 7° ao 14° dias da gestagédo e/ou lactagédo; o grupo G+L 1-21 foi
exposto ao fipronil do 1° ao 21° dias da gestagéao e lactacéo.

Para todos os grupos, imediatamente apds o nascimento dos filhotes foi
feito a sexagem selecionando-se oito filhotes do sexo masculino, de cada rata,
para padronizagdo do tamanho das ninhadas. Os filhotes permaneceram com
suas respectivas méaes até o DPN21, quando foi feito o desmame.

Para a formagao dos grupos dos animais utilizados para o experimento
propriamente dito, um filhote macho, de cada méae/ninhada foi utilizado,

totalizando 15 animais para cada grupo experimental.

2.3 Avaliagéo do comportamento

A avaliacdo da ansiedade nos animais foi realizada na prole jovem (DPN
25-30) e adulta (DPN 75-80) segundo metodologia descrita em Trombini et al.
[36], utilizando-se o labirinto em cruz elevado, aparelho construido conforme
especificado por Pellow e Chopin [37], convalidado por Pellow e File [38], para o
estudo de drogas ansioliticas e ansiogénicas em ratos. Este teste
comportamental fundamenta-se na aversédo dos roedores a espacgos abertos e
altos, o que acarreta estimulacdo tanto dos centros do medo como da
exploragéo, sendo interpretado como indutor da ansiedade. O aparelho consiste
em um labirinto em cruz, com dois bragos fechados (50x10x40 cm), e este
elevado a 50 cm do chéao.
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O animal foi colocado no espaco central do labirinto com a cabecga voltada
para o espaco aberto e foram registrados através de filmagem, o numero de
vezes e 0 tempo em segundos em que o0 animal entrou e permaneceu nos
bracos abertos e fechados, por um periodo de 5 minutos. Apds o teste o animal
foi retirado do aparelho e neste foi passado algoddo embebido em alcool etilico
a 5% para limpeza e para disfargar o cheiro do animal precedente.

A avaliacdo do comportamento de agressividade foi realizada nos
animais adultos (DPN 80), utilizando o paradigma do rato residente/intruso. Os
animais intrusos ndo receberam nenhum tratamento e permaneceram durante
todo o momento pré-teste naturalmente agrupados nas gaiolas, sendo utilizados
uma unica vez ao dia para os testes e nunca voltavam ao mesmo animal
residente. Os animais residentes foram os animais expostos (controle e fipronil).

Ao atingirem a idade de 50 dias, os filhotes controle e os expostos foram
separados em caixas isoladas, permanecendo assim por 30 dias e, apods isso,
foi realizado o teste de agressividade. Neste periodo, a higienizagcado das caixas,
foi realizada sem lavagem, fazendo apenas a troca da cama de maravalha,
sendo que na ultima semana antecedente ao teste, ndo foi realizada a
higienizagao das gaiolas.

Para a avaliacao da agressividade, um animal intruso foi colocado na
gaiola do residente e durante 15 minutos foram observados, o tempo de
laténcia para o primeiro ataque, o numero total de ataques e o tempo total de
episodios de ataque (compreendendo desde explosdes de mordida, ameagas
laterais, dominar o outro animal com as patas ou o corpo e limpeza mais

intensa). Todos os testes foram filmados para posterior avaliagao.

2.4 Analises bioquimica e cromatografica

ApOs os testes comportamentais, os animais foram anestesiados
(solugao de xilazina — 10mg/Kg, mais cetamina — 80mg/Kg, IP) para coleta de
sangue através de puncgao cardiaca direta e em seguida eutanasiados (excesso
de anestésico) para coleta do cérebro.

O sangue foi centrifugado a 2.500 rpm por 5 minutos e o soro coletado foi
utilizado para dosagem do nivel de cortisol, através de kit comercial (Cortisol —
ELISA-DRG, USA), em espectrofotobmetro Ultrospec 2000 — Pharmacia Biotech.
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Para a comprovagao da exposi¢cado da prole e sua relagdo com possiveis
efeitos toxicos, a dosagem dos niveis de fipronil e seus principais metabdlitos
(sulfona e dessulfinil) no cérebro foi realizada por cromatografia de alta
eficiéncia (HPLC Shimadzy, modelo Prominence — Espectrdmetro de Massas
do tipo Triploquadrupolo, MS/MS AB Sciex, modelo 4500), utilizando padrbes
Sigma-Aldrich de referéncia, a partir de metodologia preconizada por Xavier et
al. [39]. O limite de deteccao (ppb) do aparelho é respectivamente: para o

fipronil=0,051, para o fipronil sulfona=0,013 e para o fipronil dessulfinil=0,050.

2.5 Analise estatistica dos resultados

Os dados coletados foram analisados estatisticamente utilizando analise
de variancia (One-Way ANOVA) através de software Instat 3.0 (Graph Pad
Software). O teste de Tukey-Kramer Multiple Comparisons foi utilizado para
identificar diferengas entre os grupos. A comparagdo entre os grupos foi

considerada significativamente diferente quando p<0,05.

3. Resultados

Nao foram observados nas maes gestantes sinais de intoxicacdo pelo
fipronil.

A prole jovem exposta ao fipronil no periodo de lactagado apresentou uma
diminuicao significativa (p<0,05) no numero de entradas nos bragos abertos do
LCE, em relagcado aos animais controle (Figura 1). A prole adulta ndo apresentou
alteragdes significativas (p>0,05) no numero de entradas nos bracgos abertos do
LCE. Nao houve alteragdes significativas (p>0,05) no niumero de entradas nos
bracos fechados do LCE, tanto para a prole jovem quanto para a adulta, em
relagao ao controle.

Em relacdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE,
observa-se que houve uma diminuigao significativa (p<0,05) da prole jovem do
grupo lactagédo quando comparado ao controle (Figura 2), enquanto a prole
adulta do grupo G+L 7-14 teve um aumento significativo (p<0,05) da
permanéncia nos bragos abertos do LCE, em relagado ao controle (Figura 3). A
figura 4 mostra que a prole jovem do grupo lactagdo aumentou

significativamente (p<0,001) a permanéncia nos bracos fechados do LCE em
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relacdo aos filhotes controle. Prole adulta do grupo G+L 7-14 permaneceu
significativamente menos tempo (p<0,05) nos bragos fechados do LCE, quando
comparado aos controles (Figura 5).

No experimento para avaliagdo de agressividade foi observado que os
filhotes do grupo lactagdo apresentaram uma diminuigao significativa (p<0,05)
no tempo de laténcia para o primeiro ataque, no comportamento de
agressividade, em relagado ao controle (Figura 6) enquanto que a duracgéo total
de ataques e o numero total de ataques n&o apresentaram alteragéo
significativa (p>0,05) em relagdo ao controle (Figura 7).

A Figura 8 mostra que o nivel sérico do cortisol aumentou
significativamente (p<0,01) na prole jovem do grupo G+L 7-14. Nao houve
diferenca significativa no nivel sérico do cortisol analisado na prole adulta.

A Tabela 1 mostra os valores da quantificacdo do fipronil e seu
metabdlito fipronil sulfona nos cérebros dos filhotes dos varios grupos
experimentais. Observa-se que houve um aumento significativo (p<0,05) da
quantidade do fipronil e do fipronil sulfona no cérebro dos filhotes, em relagao
ao controle, que é relacionado ao periodo de exposi¢cao e que confirma a
exposicao da prole por exposicdo perinatal parental. O metabdlito dessulfinil

nao foi detectado no cérebro da prole jovem nem adulta.

4. Discussao

O conjunto dos resultados obtidos nos experimentos demonstram que a
exposicao ao fipronil, no periodo perinatal, provoca alteracbes no
comportamento de agressividade e ansiedade da prole jovem e adulta. Estes
resultados sugerem que o desenvolvimento neurocomportamental dos
descendentes foi alterado pela exposicao in utero e principalmente durante a
lactagao.

Um dos o6bvios sinais de toxicidade materna é a perda de peso [40] e,
alteracbes na homeostase materna, poderia indiretamente interferir com o
desenvolvimento dos filhotes [41,42]. A ndo ocorréncia de sinais de toxicidade
materna nos leva a supor que qualquer alteragao ocorrendo com os filhotes foi,

portanto exclusivamente devido a exposicéo ao fipronil.
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Segundo dados prévios da literatura, a exposicdo da fémea a
agroquimicos durante a prenhez e a lactagdo pode causar alteragdes refletidas
em aspectos fisicos e comportamentais, de acordo com o periodo do
desenvolvimento animal [43-45]. A exposig¢do perinatal pode envolver efeitos
latentes que sé sdo observados tardiamente, mesmo nos casos em que a
exposi¢cao ocorra em doses menores que aquelas que promovem efeitos
evidentes em adultos, ja que o organismo em formagao ndo possui 0 mesmo
nivel de defesas do organismo adulto.

O comportamento do animal no LCE €& considerado um modelo
experimental de ansiedade e um excelente modelo para avaliar as drogas com
acao GABAérgica e via glutamato [46]. GABA ¢é o principal neurotransmissor
inibitorio e tem sido associado com amplo espectro de fungdes fisioldgicas e em
estados de doencas incluindo ansiedade e depressao [27]. Nos presentes
resultados obtidos no LCE, a prole jovem, exposta ao fipronil no periodo de
lactag@o, entrou menos vezes e permaneceu menos tempo nos bragos abertos
e ainda, permaneceu mais tempo nos bragos fechados. Como aversao pelos
bracos abertos demonstra um efeito ansiogénico [47] € possivel afirmar que o
efeito da exposicao ao fipronil durante a lactacdo aumentou o comportamento
de ansiedade da prole jovem.

De outro modo a prole adulta do grupo Gest/Lact 7-14, permaneceu mais
tempo nos bracos abertos e menos tempo nos bragos fechados do LCE,
sugerindo que a exposi¢cdo perinatal ao fipronil pode ter influenciado
diferentemente os filhotes quando na idade adulta. Este efeito bifasico nao foi
descrito na literatura para agentes do tipo do fipronil e ndo existe uma
explicacédo plausivel para ele, a ndo ser a de que a presencga do fipronil e seu
metabdlito sulfona no cérebro da prole jovem e a auséncia na adulta, sejam os
responsaveis por esta inversao de efeitos, sendo que no adulto funcionaria
como uma sequela ou alguma forma de imprinting, da presenca anterior do
agente quimico no tecido cerebral.

Silva [48], ao expor ratos Wistar, machos adultos, ao fipronil por via oral
(gavagem), durante 28 dias, as doses 0,1; 1; e 10 mg/Kg de peso corporeo, néo
observou diferencas significantivas entre os grupos controle e tratados em
relacdo ao numero de entradas nos bracos fechados e abertos do labirinto em

cruz elevado. As diferencas com os presentes resultados podem ser, além da
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dose e do produto comercial utilizado, também por causa da via de
administracdo ja que na administracdo oral, devido ao efeito de primeira
passagem, a cinética do agente quimico é diferente.

Nossos resultados parecem corroborar com os de Udo [49], que ao expor
ratas Wistar ao fipronil, nas doses de 0,1; 1,0 e 10,0 mg/Kg, por gavagem, do 6°
ao 20° dia de gestacgéao, observou na prole, quando estes estavam com 75 dias
de idade, que os animais expostos a dose de 10 mg/Kg apresentaram uma
diminuigdo no numero de entradas nos bracos abertos, e em todas as doses,
para os filhotes machos, houve uma diminui¢cdo significativa na permanéncia
nos bracos abertos.

Adicionalmente resultados obtidos por Tercariol e Godinho [21], ao
exporem ratos Wistar machos adultos a dose de 280 mg/Kg de fipronil, por via
tépica, observaram que néo houve diferenga significativa entre os grupos, na
avaliagdo do numero de entradas e na permanéncia em bragos abertos e
fechados, mas sim na emocionalidade, medo e atividade locomotora. A
diferenga poderia ser por causa do perfil experimental e da dose utilizada, ja
que a via de exposicao € a mesma.

O conjunto dos resultados aqui obtidos com o LCE evidenciando que o
fipronil pode influenciar no estado de ansiedade dos animais corrobora com
resultados obtidos nos estudos desenvolvidos pela U.S.EPA [50], mostrando
que o fipronil € capaz de provocar aumento do comportamento de ansiedade.

Em estudo realizado com ratos, que foram alimentados com um dos
metabdlitos do fipronil, o fipronil-dessulfinil, nas doses de 0; 0,5; 2 e 10 ppm (0;
0,025; 0,098 e 0.050 mg/Kg/d para machos e 0; 0,032; 0,130 e 0,550 mg/Kg/d
para fémeas), durante dois anos, foi observado que tanto os machos, como as
fémeas, apresentaram aumento da incidéncia de agressividade na dose mais
alta testada [51]. Os presentes resultados corroboram com este estudo da
influéncia do fipronil sobre a agressividade, uma vez que aqui os filhotes
expostos no periodo da lactagado apresentaram uma diminui¢ao significativa no
tempo de laténcia para o primeiro ataque e um aumento, embora nao
significativo, do numero total de ataques. As presentes observagdes podem ser
inéditas uma vez que até agora nao foram encontrados dados da literatura
sugerindo efeito da exposicao perinatal do fipronil sobre o comportamento

agressivo de filhotes.
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Os comportamentos ofensivos e defensivos de ratos tém elos comuns
com a agressividade em humanos, sendo utilizados tanto em estudos de
neurofisiologia e neurofarmacologia da agressdo, como em modelos de
transtornos psiquiatricos [52]. De acordo com Beiderbeck et al. [53], os maiores
niveis de agressao em ratos machos de laboratério sdo acompanhados por
uma atividade neuronal excessiva dentro do nucleo paraventricular. Podem ser
induzidos também, por estimulagao do hipotalamo, hipotalamo lateral ou lesdes
do bulbo olfatério, nucleo amigdaloide e regiao septal. Os efeitos das lesdes
sobre comportamentos agressivos variam conforme a localizagdo da leséo [54].
O efeito bloqueador Gabaérgico pelo fipronil poderia se traduzir, nesta regiao,
por um efeito estimulante e estar assim envolvido com um maior estado de
agressividade.

Segundo a hipétese serotoninérgica da agresséo proposta por Nelson e
Chiavegato [55], o neurotransmissor serotonina pode ser o principal mediador
endogeno central envolvido com o comportamento de agressividade. Aqui nao €
possivel excluir que o fipronil possa influenciar os mecanismos neurofisiolégicos
que controlam a serotonina no sistema nervoso central, o que pode ser o
objetivo de estudos futuros.

Por outro lado, Adams et al. [28] demonstraram que o antagonista de
GABA picrotoxina provoca agressao quando injetado na mesma area
hipotaldmica onde a estimulacdo elétrica promove comportamento de ataque
em ratos, sugerindo um papel deste neurotransmissor no comportamento de
agressao animal. Adicionalmente, Greg e Siegel [29] também apresentaram
elementos e discutiram as estruturas cerebrais e o0s neurotransmissores
envolvidos no comportamento agressivo, sugerindo um papel do GABA neste
comportamento. Mais recentemente, Lee e Gammie [56] discutiram o
envolvimento do GABA na agressao maternal em camundongos.

Como o fipronil age como antagonista do GABA, nao é possivel excluir,
portanto, uma agao sobre este mediador central no efeito sobre a agressividade
aqui observado. Como a acéao téxica do fipronil ocorre por bloqueio competitivo
do GABA, uma desregulagédo do equilibrio entre excitagao/inibicdo do sistema
nervoso central através da acdo em neurotransmissores envolvidos, poderia

estar ocorrendo e ser a responsavel por tais efeitos.
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Um papel do nerotransmissor GABA no comportamento de agressividade
ainda é controverso. Estudos manipulando diretamente os niveis de GABA
apontam para uma correlagdo inversa com comportamento agressivo [30];
contudo, estudos utilizando moduladores alostéricos positivos de GABA, tais
como o alcool, tem relatado comportamento agressivo aumentado [57].

De outro modo, de acordo com Dietrich et al. [35], niveis maiores de
cortisol em criancas estdo relacionados com a ansiedade e niveis mais baixos
de cortisol associados com a agressao. Estas informagdes ndo se confirmam
com os resultados encontrados no presente estudo, onde os animais que
apresentaram nivel de cortisol elevado (prole jovem do grupo Gest/Lact 7-14),
nao se apresentaram mais ansiosos; 0S animais que se apresentaram mais
ansiosos (prole jovem do grupo lactagcao), ndo apresentaram o nivel de cortisol
aumentado; nos animais que se apresentaram mais agressivos (lactagdo), nao
houve diminuigdo no nivel de cortisol; e nos animais menos ansiosos (prole
adulta do grupo G+L 7-14), ndo se observou diminuicao no nivel de cortisol.

Finalmente, o fato de ndo se encontar o fipronil ou metabdlitos na prole
adulta e, ainda assim existir alguma alteragdo de comportamento, leva-nos a
supor que a presenga do agente quimico e/ou metabdlitos no periodo perinatal
pode deixar marcas (imprinting) no neurodesenvolvimento da prole, que
permanecem e que necessitam ser mais bem estudadas, talvez através de
estudos epigendémicos.

Os presentes resultados juntos sugerem que a exposigao perinatal de
ratas Wistar ao fipronil, principalmente no periodo da lactagdo, aumenta os
comportamentos de agressividade e ansiedade na prole, mais especificamente
durante a fase jovem da vida destes animais; sugere-se que este efeito ocorra
devido a presenca e a interferéncia do fipronil e seu metabdlito sulfona, no
cérebro dos filhotes. O nivel do cortisol sérico aumentado na prole jovem pode
nao estar relacionado a maior agressividade observada ja que a avaliagao
ocorreu na prole adulta, quando o nivel de cortisol ja estava normal. O fato de
algumas alteragdes no comportamento terem sido observadas nos ratos adultos
na auséncia do fipronil ou seu metabdlito sulfona pode sugerir uma possivel

acao por imprinting, cuja causa merece ser melhor investigada.
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Figura 1. Numero de entradas nos bragos abertos, do Labirinto em Cruz Elevado, pela
prole jovem, de ratas expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (n=15). * p<0,05 em relagcédo ao Controle.
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Figura 2. Tempo de permanéncia nos bragos abertos, do Labirinto em Cruz Elevado,
da prole jovem, de ratas expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (n=15). * p<0,05 em relagao ao Controle.
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Figura 3. Tempo de permanéncia nos bracos abertos, do Labirinto em Cruz Elevado,
da prole adulta, de ratas expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a meédia + E.P.M. (n=15). * p<0,05 em relagéo ao Controle.
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Figura 4. Tempo de permanéncia nos bragos fechados, do Labirinto em Cruz Elevado,
da prole jovem, de ratas expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (n=15). *** p<0,001 em relag¢édo ao Controle.
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Figura 5. Tempo de permanéncia nos bracos fechados, do Labirinto em Cruz Elevado,
da prole adulta, de ratas expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a meédia + E.P.M. (n=15). * p<0,05 em relagcéo ao Controle.
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Figura 6. Tempo de laténcia para o primeiro ataque, no comportamento de
agressividade, em filhotes de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (n=15). * p<0,05 em relacao ao controle.
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Figura 7. Numero total de ataques, no comportamento de agressividade, em filhotes de
maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (n=15).
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Figura 8. Dosagem do cortisol sérico na prole jovem de maes expostas ao fipronil no
periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (n=8). ** p<0,01 em relagéo ao controle.
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Tratamento Ct G L G+L 7-14 G+L 1-21
Fipronil 0,00 0,33+0,18* 0,65+1,30* 0,15+0,08* 2,67+0,24*
Fipronil Sulfona 0,00 314,3+14,00* 331,4+36,90* 560,6+95,00* 1.105,4+119,2*

Tabela 1. Dosagem do fipronil (ug/g de tecido) e de seu metabdlito fipronil sulfona, no
cérebro de filhotes expostos ao praguicida no periodo perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (n=8). * p<0,05 em relacao ao Controle.

NOTA: Nos ratos adultos nao foi detectada a presenca de fipronil e seus metabdlitos. O
metabdlito dessulfinil ndo foi detectado nas amostras de cérebros dos filhotes, jovens e
adultos. Ct — Controle; G — Gestacao; L — Lactacao; G+L 7-14 — Gest/Lact 7-14; G+L 1-21 —
Gest/Lact 1-21.
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RESUMO

Exposicao perinatal a praguicidas tem sido associada com alteragées neurotéxicas que podem
ocorrer durante o desenvolvimento da prole. Este estudo teve como objetivo avaliar o
comportamento de memoaria na prole jovem e adulta, de ratas Wistar expostas ao fipronil no
periodo perinatal. Para isto, ratas gestantes foram distribuidas em cinco grupos (n=15) assim
constituidos: controle (Ct) e expostas - gestagdo (G), lactagdo (L), gestagdo mais lactagéo
(G+L) 7-14 e gestacado mais lactagao (G+L) 1-21. O comportamento de memoaria foi avaliado
utilizando-se os testes de Reconhecimento de Novo Objeto (RNOb) e do Labirinto Octogonal
(LO). Adicionalmente foi quantificada a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) sérica e
feita a analise morfolégica do tecido cerebral. Os resultados obtidos mostram que houve
prejuizo na memoéria cognitiva e espacial dos filhotes expostos ao fipronil associado com
alteracdo na atividade da AChE sérica e alteracdes morfolégicas no tecido cerebral dos
animais. Conclui-se que exposi¢ao ao fipronil no periodo perinatal promove danos ao sistema
nervoso central incluindo diminuicdo do comportamento de memdria cognitiva e espacial,
alteragdo da AChE sérica e lesbes teciduais.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, Fenilpirazoél, Labirinto Octogonal, Morfologia do cérebro,
Reconhecimento de Novo Objeto.

ABSTRACT

Perinatal exposure to pesticides has been associated with neurotoxic changes that may occur
during the development of the offspring. This work aimed to evaluate the memory behavior in
young and adult offspring from Wistar rats exposed to fipronil in the perinatal period. For this,
pregnant rats were distributed into five groups (N = 15) constituted as follows: control (Ct) and
exposed - gestation (G), lactation (L), gestation and lactation (G + L) 7-14, getation and lactation
(G + U) 1-21. The memory behavior was assessed using the new object recognition (RNOb) and
octagonal labyrinth (LO) tests. Additionally was quantified the activity of the blood
acetylcholinesterase enzyme (AChE) in blood and made the morphological analysis of brain
tissue. The results show that was decrease of cognitive and spatial memory of offspring exposed
to fipronil associated with changes in the activity of blood AChE and morphological changes in
the brain tissue of animals. It is concluded that exposure to fipronil during perinatal period
promote damage to the central nervous system including decreased cognitive and spatial
memory performance, impaired AChE and tissue injury.

Keywords: Acetylcholinesterase enzyme, Phenylpyrazole, Octagonal Labyrinth, Brain
morphology, New Object Recognition.
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1. Introducgao

Nas ultimas décadas as novas tecnologias utilizadas visando aumento de
produtividade, tanto na agricultura quanto na pecuaria, tém estimulado o uso de
um grupo de agentes quimicos, denominados praguicidas, que sao
potencialmente perigosos a saude do meio ambiente, animal e humana
(Ecobichon, 2001).

Se por um lado os praguicidas tém beneficiado a vida humana
melhorando os produtos da agricultura e controlando doengas infecciosas, por
outro lado, seu uso extensivo tem prejudicado a saude humana com a
contaminagao ambiental e exposi¢cdes ocupacionais. O contato em longo prazo
com os praguicidas pode prejudicar a vida humana e pode perturbar a funcéo
de diferentes sistemas organicos no corpo, incluindo o nervoso, o enddécrino, o
imune, o reprodutivo, o renal, o cardiovascular e o respiratorio (Souza et al.,
2011; Mostafalou e Abdollahi, 2012).

Recentemente, relatos cientificos tém evidenciado que é elevado o
potencial de toxicidade dos praguicidas para animais e humanos e a associagao
do uso indiscriminado destas substdancias com alteragdes do
neurodesenvolvimento em criangas, tem chamado a atengdo para os varios
problemas decorrentes da sua utilizagdo e as exposi¢bes que ocorrem no
periodo perinatal (Shafer et al., 2005; Bouchard et al., 2011).

O praguicida fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-
4-[(trifluoro-methyl) sulfinyl] -1H-pyrazole -3-carbonitrile), derivado da familia
quimica fenilpirazol tem como alvo de acédo o receptor do acido gama amino
butirico (GABA) (Wilde et al., 2001). Possui amplo espectro de acao (Gill e
Dumka, 2013), é extremamente ativo (Tang et al., 2004) e altamente eficaz
(Zhao et al., 2005; Gill e Dumka, 2013).

E usado na agricultura contra uma grande variedade de pragas que
infestam alimentos (Scharf e Siegfried, 1999; Ngim e Crosby, 2001; Wilde et al.,
2001) e no controle das pragas veterinarias (Jennings et al.,, 2002). Foi
designado pela agéncia de protegdo ambiental (EPA) como alternativa ao uso
de organofosforados para o controle de cupins e formigas, porém, varias
questdes sobre efeitos adversos do fipronil na saude publica foram levantadas
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por ser largamente comercializado e utilizado inclusive no ambiente doméstico
(Jennings et al., 2002; Tingle et al., 2003).

Apesar de sua propagada seletividade contra insetos (Cole et al., 1993;
Hainzl e Casida, 1996; Matsuda et al., 2001) o fipronil também se liga a
receptores GABAérgicos de mamiferos (Hainzl e Casida, 1996; Hainzl et al.,
1998; lkeda et al., 2001; Ratra et al., 2002). O principal metabdlito sulfona bem
como seu produto de fotodegradacédo dessulfinil foram relatados serem mais
téxicos a insetos, mamiferos, peixes e passaros, do que o composto original
(Das et al., 2006).

Apesar da neurotoxicidade dos fenilpirazbis ser bem caracterizada e seu
mecanismo de agdo em mamiferos ser conhecido, seu potencial para provocar
efeitos comportamentais ainda ¢€é desconhecido. Recentemente, foi
demonstrado que fipronil pode interferir com a atividade neurocomportamental
em ratos (Tercgariol e Godinho, 2011; Udo et al., 2014). Como uma das fungdes
neuroldgicas para a qual os efeitos adversos de praguicidas neurotéxicos tem
sido mostrado repetidamente € a comportamental, conhecer os efeitos do
fipronil sobre esta fungéo do sistema nervoso, em animais e humanos, torna-se
uma necessidade frente ao seu uso hoje em larga escala.

Comportamento é o produto da integracdo de vias como a sensorial, a
motora e de varias fungcbes associadas ao sistema nervoso, e a hipbétese é que
as substancias neurotoxicas podem adversamente afetar uma ou mais destas
fungdes, desregulando processos de aprendizagem e memoria, ou causar
outros efeitos comportamentais prejudiciais (IPCS/WHO, 2001).

Evidéncias na literatura apontam o envolvimento do GABA nos
processos iniciais de formacdo da memodria, seguidos de mecanismos
hormonais e neuro-humorais. Lesdes no sistema nervoso central podem alterar
as fases de aquisicéo, consolidacédo e evocacdo da memoria (Cammarota et al.,
2005).

O glutamato, o acido gama amino butirico (GABA) e a acetilcolina (ACh)
desempenham um papel importante na formacdo da memadria no hipocampo,
como é evidenciado pelo comprometimento da aprendizagem apos a
administragcao de antagonistas para os seus respectivos receptores (Stanley et
al., 2012). Apesar da sugestdo de que o GABA poderia estar relacionado com

processos de formacdo da memodria ainda ha poucos estudos sobre a
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relevancia do GABA para os processos de aprendizado e memoria (Menzies et
al., 2007). Recentemente foi demonstrado que a diminuigdo do GABA no cortex
pré-frontal causou um atraso nas tarefas feitas por macacos (Michels et al.,
2012). Como o fipronil inibe o sitema gabaérgico, tona-se importante investigar
se sua agao neurotdxica teria relacdo com o comportamento de memodria.
Assim, a proposta do presente estudo foi avaliar comportamentos de
memoria cognitiva e espacial em filhotes de ratas Wistar expostas ao praguicida
fipronil, em diferentes fases do periodo perinatal e se ha relagcdo com a

atividade da AChE sérica e com a morfologia.

2. Materiais e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/FMVZ-UNESP (protocolo numero 59/2012).

2.1 Animais

Ratos Wistar fémeas e machos foram adquiridos da colénia do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu,
retirados do Biotério Central logo apés o desmame (22 dias) e alocados no
biotério do Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX), sob condi¢oes
controladas de temperatura (24+2°C) e umidade relativa (655), ciclo de luz de
12 horas claro/escuro, exaustdo continua, recebendo agua e ragdo sem
restricdo, até atingirem 80 dias de vida, idade necessaria para acasalamento.
Durante todo o experimento, foram feitas higienizacbes a cada 3 dias das
gaiolas de polipropileno, com troca da forragem de maravalha e lavagem da

caixa.

2.2 Procedimento experimental

Os animais foram acasalados colocando-se, numa mesma gaiola, trés
fémeas e um macho. Fémeas com presenca do espermatozoide no lavado
vaginal foram consideradas prenhes e separadas em caixas isoladas, sendo
este considerado o dia zero do periodo de gestagdo. As gestantes foram

separadas aleatériamente em 5 grupos de 15 animais, denominados
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respectivamente: controle (Ct), gestacao (G), lactacéo (L), gest/lact 7-14 (G+L
7-14) e gest/lact 1-21 (G+L 1-21). Foi realizada a pesagem das gestantes a
cada trés dias.

Para os experimentos, foi utilizado o Topline®, produto comercial da
Merial do Brasil, contendo o fipronil como principio ativo na concentracéo de
1%. A dose utilizada foi 1 mg/kg/dia, por via dermal (topica), na regido dorsal do
pescogo apods tricotomia. Os animais controle receberam 0,2 mL de d6leo de
milho durante os periodos de gestagao e lactagao do 7° ao 14° dias; os grupos
G, L e G+L 7-14 foram expostos ao fipronil do 7° ao 14° dias da gestagao e/ou
lactacdo; o grupo G+L 1-21 foi exposto ao fipronil do 1° ao 21° dias da gestacéo
e lactacgao.

Apods o nascimento dos filhotes, foram selecionados oito filhotes do sexo
masculino de cada rata para padronizagdo do tamanho das ninhadas. Os
filhotes permaneceram com suas respectivas maes durante todo o periodo de
amamentacado, até o DPN21. Para a formacdo dos grupos dos animais
utilizados para o experimento propriamente dito, um filhote macho, de cada

mae/ninhada foi utilizado, totalizando 15 animais para cada grupo experimental.

2.3 Avaliagéo de comportamento

Para a avaliagdo do comportamento de memoaria foi utilizado o teste de
reconhecimento de novo objeto (RNOb), segundo Dix e Aggleton (1999), em
animais jovens (DPN23) e adultos (DPN80) e o labirinto radial octogonal, de
acordo com Olton (1987), em animais no DPN65.

Para a realizacdo do RNOb foi utilizada uma arena de campo aberto
construido de madeira impermeabilizada, medindo para os filhotes 40x25x15
cm e para os adultos 58x43x39 cm. Para os experimentos os ratos foram
submetidos a uma sessdo de habituacdo a arena, por 5 minutos. No dia
seguinte os ratos retornaram a arena para uma sessao de treinamento de 5
minutos sendo apresentados agora a dois objetos idénticos, de madeira (A1 e
A2), semelhantes em tamanho, cor e textura, e tendo formas iguais. Os objetos
foram posicionados em dois cantos adjacentes e a 9 cm das paredes.

No teste de retengcdo de memdéria em curto prazo (MCP), 1,5 horas apos
a sessao de treinamento, os ratos foram colocados a explorar a arena por 5

minutos na presencga de dois objetos: o objeto familiar A e um objeto diferente
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B, colocados nos mesmos locais como no treinamento. No teste de retencao de
memoria a longo prazo (MLP), realizado 24 horas apos sessao de treinamento,
os ratos foram colocados a explorar a arena por 5 minutos na presenca do
objeto familiar A e de um terceiro objeto C diferente. Exploragao foi definida
como o tempo gasto em cheirar ou tocar o objeto com o nariz; sentar sobre o
objeto ndo foi considerado exploragdo. Os mesmos animais foram usados para
os testes de MCP e MLP. Os testes foram filmados para posterior quantificagao
de cada comportamento exibido pelos animais. Apds o teste, o animal foi
retirado do aparelho e neste foi passado algodao embebido em alcool etilico a
5% para limpeza e para disfarcar o cheiro do animal precedente.

Utilizando os dados obtidos, um indice de reconhecimento do novo
objeto (IRNODb), para cada animal, foi calculado, como a taxa: TN/(TF + TN),
onde TF = tempo gasto explorando o objeto familiar (A), TN = tempo gasto
explorando o objeto novo (B ou C) (Dix e Aggleton, 1999).

O labirinto octogonal utilizado nos experimentos foi construido em
madeira impermeabilizada e consiste de uma plataforma central circular (20 cm
de altura x 47 cm de diametro) acoplada, a oito bragos idénticos, do mesmo
tamanho (47x11x18 cm), distribuidos simetricamente a sua volta, todos
recobertos com acrilico transparente.

No primeiro dia os animais foram colocados durante cinco minutos
diretamente na plataforma central do aparelho para fazer seu reconhecimento.
A partir do segundo dia e por trés dias, os animais fizeram treinos de
reconhecimento dos bracos. No primeiro dia de treinamento os animais ficaram
por 15 minutos no aparelho independentemente do numero de bragos
frequentados; nos dias subsequentes de treino o animal foi retirado do labirinto
assim que completou pelo menos uma entrada em cada brago ou tendo ficado
15 minutos no aparelho. Por ultimo, o rato colocado previamente de jejum, foi
estimulado a procurar uma porgdo de alimento colocada no final de um dos
bragos do aparelho (sempre 0 mesmo).

Na sala onde foi mantido o aparelho havia varias pistas a volta que
serviram de orientagdo espacial aos animais para entrada preferencial em
algum dos bragos. Uma entrada num brago se refere a caminhada da
plataforma circular central até o final da extensao daquele braco.
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Para o teste da memodria, o animal foi colocado na extremidade de um
braco prefixado, diferente daquele em que esteve no periodo de treinamento, e
deveria encontrar e interagir com o alimento. Toda a movimentagao dos animais
foi monitorada através de filmagem e foram registrados: a) niumero de bragos
visitados incorretamente; b) numero de bragos revisitados; c) tempo gasto para
encontrar o alimento.

Ao final de cada sessdo com cada animal no labirinto octogonal o
aparelho foi higienizado com algoddo embebido em &lcool etilico (5%) para

eliminar os vestigios do animal antecessor.

2.4 Testes bioquimico e histopatolégico

Apos os testes comportamentais, os animais foram anestesiados com
solugao de xilazina, dose de 10mg/Kg, e cetamina, dose de 80mg/Kg, por via IP
para coleta de sangue por meio de puncdo cardiaca direta e em seguida
eutanasiados (excesso de anestésico) para coleta do cérebro.

O sangue foi centrifugado a 2.500 rpm por 5 minutos e o soro coletado foi
utilizado para dosagem espectrofotométrica (Espectrofotdmetro Ultrospec 2000—
Pharmacia Biotech) da atividade da enzima AChE (Kit Biotécnica-Brasil).

Para avaliagcao histopatologica os cérebros foram fixados em solugao de
formalina tamponada a 10%, durante 72 horas e em seguida processados
dentro de cassetes, em histotécnica, para confeccdo dos blocos de parafina.
Destes foram obtidos cortes de 4um de espessura consecutivamente e
montados em laminas de vidro histolégicas para esta finalidade. As laminas

foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e avaliadas ao microscoépio.

2.5 Analise estatistica dos resultados

Os dados coletados foram analisados estatisticamente utilizando-se
analise de variancia (One-Way ANOVA) através de software Instat 3.0 (Graph
Pad Software). O teste de Tukey-Kramer Multiple Comparisons foi utilizado para
identificar diferengas entre os grupos. A comparagao entre os grupos foi

considerada significativamente diferente quando p<0,05.
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3. Resultados

Nas maes gestantes ndo foram observados sinais de intoxicagdo pelo
fipronil.

A avaliagdo da prole jovem no teste RNOb, demonstrou que n&o houve
diferenga estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos analisados para
a memoéria a curto prazo — MCP, porém, quanto a meméria a longo prazo -
MLP, os filhotes do grupo lactagdo apresentaram uma diminui¢ao significativa
(p<0,05) em relagéo ao controle (Figura 1).

A avaliagédo da prole adulta no teste RNOb, demonstrou que houve uma
diminuicao significativa (p<0,05) na MCP para os filhotes do grupo lactacédo em
relacdo ao controle (Figura 2). Adicionalmente, a Figura 3 mostra que os filhotes
do grupo lactagédo apresentaram uma diminuig¢ao significativa (p<0,001) na MLP
em relagao ao controle.

Os filhotes do grupo lactacéo tiveram um aumento significativo (p<0,05)
no tempo para encontrar alimento no LO, em relagdo ao grupo Controle (Figura
4), demonstrando uma falha no comportamento de memoéria espacial. A Figura
5 mostra que os filhotes dos grupos lactagédo e G+L 7-14 apresentaram um
aumento significativo (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) no numero de visitas
incorretas aos bracos do LO, em relagdo ao controle, confirmando a falha na
memoria, observada anteriormente. Na Figura 6 observa-se que houve um
aumento significativo (p<0,05) no numero de revisitagdes do grupo lactagédo em
relagdo ao controle, resultado este que vai ao encontro aos dois anteriores.

Na dosagem da atividade da AChE nao houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,05) entre os grupos analisados na prole jovem. A Figura 7
mostra os valores da dosagem da atividade da AChE para a prole adulta;
observa-se que os filhotes dos grupos gestacéo, lactacédo e gest/lact 1-21
apresentaram um aumento estatisticamente significante (p<0,05) na atividade
da AChE, em relagao ao controle.

A Tabela 1 e as Figuras 8-11 representam as observag¢des obtidas na
avaliagao morfolégica do cérebro dos filhotes dos varios grupos. A prole jovem
do grupo Gest/Lact 7-14 apresentaram congestdo vascular (Figura 8), no
cérebro, de moderada a intensa. O grupo gestacdo apresentou a mesma

alteragao com intensidade leve a moderada, enquanto que os grupos Controle e
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Gest/Lact 1-21 apresentaram a alteracdo de forma leve. O grupo Lactagdo ndo
apresentou esta alteracdo histopatoldgica (Tabela 1-A). Na prole adulta, a
congestao vascular ocorreu nos grupos gestacao, lactacdo e gest/lact 7-14 de
moderada a intensa. Ja os grupos controle e gest/lact 1-21 ndo apresentaram
esta alteragéo (Tabela 1-B).

Houve a presenga de edema (Figura 9) nos cortes histologicos dos
cérebros de ratos jovens e adultos expostos ao fipronil. Nos jovens, os grupos
Lactacao e Gest/Lact 1-21 apresentaram esta alteracdo de moderada a intensa
(Tabela 1-A). Nos adultos (Tabela 1-B), o grupo Gestacao apresentou edema
intenso, enquanto os demais grupos apresentaram de modo leve a moderada.

O grupo Gest/Lact 7-14, jovens, apresentou satelitose de moderada a
intensa (Tabela 1-A — Figura 10).

Com excecgao do grupo Controle (jovens), todos os grupos apresentaram
vacuolizagcédo (Figura 11) no sistema nervoso central, sendo que, nos ratos
jovens (Tabela 1-A), no grupo Gestacao a alteragao foi intensa e nos demais
grupos moderada a intensa. Nos adultos (Tabela 1-B), o grupo Controle
apresentou a alteragdo de modo leve a moderada, o grupo Gestacdo de

moderada a intensa e os demais grupos, intensa.

4. Discussao

Num experimento de exposi¢cdo perinatal a agentes quimicos, um dos
Obvios sinais de toxicidade materna é a perda de peso (Chernoff et al., 2008),
além de alteracbes na homeostase materna, o que poderia interferir
indiretamente com o desenvolvimento dos filhotes (Smart e Dobbing, 1971;
Salvatori et al., 2004). A n&do ocorréncia de sinais de toxicidade materna no
presente experimento nos leva a supor que, qualquer alteragao ocorrendo com
os filhotes foi, portanto exclusivamente devido a exposicao ao fipronil.

Os resultados obtidos nos experimentos demonstraram que a exposigao
ao fipronil, no periodo perinatal, provocou alteragdes no comportamento de
memoria dos ratos jovens e adultos, sugerindo que o desenvolvimento
neurocomportamental dos descendentes foi alterado pela exposicao in dtero e

durante a lactagao.
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Segundo dados prévios da literatura, a exposicdo da fémea a
agroquimicos durante a prenhez e a lactagdo pode causar alteragdes refletidas
em aspectos fisicos e comportamentais, de acordo com o periodo do
desenvolvimento animal (Kimmel, 1998; Chelonis et al., 2004; Costa et al.,
2004). A exposigao perinatal pode envolver efeitos latentes que sO séo
observados tardiamente, mesmo nos casos em que a exposicdo ocorra em
doses menores que aquelas que promovem efeitos evidentes em adultos.

Os testes no LO mostrando aumento no tempo para encontrar o
alimento, no numero de visitas incorretas e no numero de revisitagoes,
demonstram claramente um prejuizo ao comportamento de memoria dos
filhotes expostos através das maes. Os resultados mostram ainda que o
periodo da lactagcédo parece ser o mais critico para estes efeitos observados.

A memdria é a retengdo da informagao aprendida (Lynch, 2004), sendo
um processo que requer a atividade integrada de diferentes regides do encéfalo
e sistemas de neurotransmissao (Hu et al., 2005). Ja o aprendizado pode ser
definido como o mecanismo pelo qual novas informagdes ou conhecimentos
sdo adquiridos, ou seja, é a aquisicao de novas informacgdes, sendo o primeiro
estagio da memoria (Lynch, 2004).

Como lesdes no sistema nervoso central podem alterar as fases de
aquisigao, consolidacao e evocacdo da memdria e a consolidagdo da memoria
ocorre principalmente no hipocampo (Silveira et al., 2013), sendo o sistema
GABAérgico fundamental, tanto para o desenvolvimento quanto para
manutengdo, da memoria no hipocampo (Stanley et al., 2012), os resultados
obtidos aqui com o fipronil, um antagonista dos receptores do GABA , poderiam
sugerir que sua acgao toxica de diminuicdo do comportamento de memoria,
talvez atue sobre esta area cerebral.

Estudos tém mostrado que, quando as lesdes que englobam o hipocampo
sao superiores a 75%, a memoria é significativamente prejudicada (Stanley et
al., 2012). Apesar da avaliagao morfologica no presente estudo nao ter sido
realizada especificamente para o hipocampo, as lesdes evidenciadas nos
cérebros dos animais podem corroborar com esta afirmacgao destes autores.

No teste de reconhecimento de novo objeto ndo houve diferenca
significativa entre os grupos analisados para a memoria a curto prazo nos ratos

jovens. Porém, para memoaria a longo prazo, os ratos jovens do grupo lactagao
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apresentaram uma diminuigdo significativa em relagdo ao grupo controle. Nos
ratos adultos, houve uma diminuig&o significativa na memoria a curto prazo e a
longo prazo do grupo lactagdo em relagdo ao grupo controle. Estes resultados
confirmam, de certo modo, o que foi observado no LO com a memoria espacial.

Os testes do RNOb e LO sao especialmente adequados para testar os
efeitos de intervengbes farmacologicas e agentes quimicos sobre os
comportamentos de aprendizado e memoéria. O que é novidade induz a
excitagao e tem efeitos motivacionais que sao utilizados como um reforgo para
induzir a aprendizagem (Silveira et al., 2013).

De acordo com McEown e Treit (2010), drogas que ativam o sistema
GABAérgico promovem prejuizo na formacdo da memoéria, quando
administradas no ventriculo lateral, prosencéfalo basal, hipocampo e amigdala.
Nossos resultados parecem sugerir o contrario do que é afirmado por estes
autores, uma vez que o fipronil é inibidor do sistema do GABA. As diferencas
podem ser causadas pela forma e via de administracao, ja que McEown e Treit
fizeram administracdo direta em locais especificos do SNC enquanto que os
presentes resultados sdo devido a exposicao perinatal.

Em roedores, os testes para acessar a memoéria de reconhecimento de
um novo objeto sdo baseados na tendéncia natural dos animais em explorar o
novo (Ennauceur, 2010). A partir da maior exploracdo de um objeto nao familiar
em detrimento do ja conhecido, é possivel calcular um indice de discriminagao
utilizando a proporgéo de tempo que o animal despende investigando um novo
objeto comparado aquele familiar. Uma extensa linha de evidéncias obtidas dos
estudos com lesbes em roedores implica o cortex perirrinal como a regiao
cerebral necessaria para o reconhecimento de um novo objeto, baseada em
sugestdes visuais (Albasser et al., 2010) enquanto que detec¢do de novo objeto
baseada em sugestbes espaciais, requer utilizagdo da fungdo do hipocampo,
coértex parahipocampal e cortex entorrinal (Barker e Warburton, 2011). Seguindo
esta linha de raciocinio, as evidéncias obtidas com este teste em nossos
experimentos, ndo excluem uma agao do fipronil afetando a regido do cortex
cerebral perirrinal ja que o teste realizado utilizou-se de provas visuais.

Ha muito tempo dados de estudos neurofisioldgicos incluindo ambos,
lesdo e avaliagdes eletrofisiolégicas em humanos e animais, ja tém mostrado

que certas areas do cérebro ricas em receptores GABA (por exemplo amigdala,
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septo, hipocampo e cortex entorrinal) tém fungdo importante em processos de
memoria (Rawlins, 1987; Davis, 1994).

Ha evidéncias experimentais mostrando que, na progressdo de doencgas
neurotoxicas, os eventos bioquimicos precedem as alteragbes estruturais e
danos permanentes ao sistema nervoso central (Kamel e Hoppin, 2004). As
concentragdes de acetilcolina (ACh), como os inibidores da acetilcolinesterase
(AChE), sédo ferramentas terapéuticas conhecidas para melhorar deficiéncias
cognitivas associadas com doengas neurodegenerativas (Silveira et al., 2013).

No presente estudo, houve aumento significativo (p<0,05) na atividade da
AChE na prole adulta dos grupos gestacéo, lactagcdo e gest/lact 1-21 em
relagdo ao grupo controle.

Alteragbes da dindmica e da atividade em varios neurotransmissores
dentro da formagdo hipocampal evidenciam que alguns mediadores do
processo de aprendizado e memoria, incluindo acetilcolina, jogam um
importante papel na formagdao da memoria no hipocampo. Isto foi possivel de
ser descoberto através do impedimento do aprendizado/memdéria em seguida a
administracdo de antagonistas dos respectivos receptores destes mediadores
(Dere et al., 2007). De acordo com Schmatz et al. (2009), modificacbes na
atividade da AChE tem sido associadas a danos nos processos de memoria e
aprendizagem.

Os dados da literatura quanto ao efeito do fipronil sobre alteragdes
bioquimicas, incluindo a atividade da AChE, séo raros. Gill e Dumka (2013) ao
exporem bezerros de bufalos ao fipronil, na dose de 0,5 mg/Kg/dia, por via oral,
durante 98 dias, ndo observaram alteragao significativa na atividade da AChE
enquanto que Gupta et al. (2014) ao exporem carpas (Cyprinus carpio) ao
fipronil, em concentragdes de 0,01; 0,1; 1,0 e 10.0 mg/L™", observaram reducéo
significativa (aproximadamente 50%) da AChE no cérebro deste animais.
Apesar das diferencas no perfil dos experimentos, os resultados obtidos no
presente estudo com filhotes expostos perinatalmente ao fipronil, nao
corroboram com os dados obtidos por Gupta et al. (2014) e por Gill e Dumka
(2013).

No presente estudo o aumento da atividade da AChE levando a uma
reducdo de acetilcolina nos ratos adultos poderia prejudicar o comportamento

da memoadria, como constatado nos testes do LO e RNOb.



71

Agentes neurotoxicos podem causar lesdo no cérebro, especialmente se
as exposi¢des ocorrerem durante o periodo de desenvolvimento precoce. Se os
processos de desenvolvimento do sistema nervoso do feto imaturo sé&o
prejudicados, os efeitos tendem a ser duradouros e, possivelmente,
permanentes (Julvez e Grandjean, 2009). Esta poderia ser a situagao ocorrida
em nosso experimento de exposigao perinatal ao fipronil.

No presente estudo, a avaliagdo histolégica no cérebro dos filhotes
expostos ao fipronil mostrou que tanto os animais jovens quanto os adultos
tiveram alteragbes morfologicas distintas, incluindo congestéo vascular, edema,
satelitose e vacuolizagao. Estas alteragdes morfologicas ocorrendo em diversas
areas do cérebro poderiam levar ao prejuizo das fungdes cerebrais, inclusive
daquelas relacionadas ao comportamento de memoria. A inexisténcia de dados
de literatura relativos ao fipronil, neste sentido, prejudica uma comparagdo dos
nossos resultados, porém, por outro lado engrandece o carater inédito do

presente estudo.

5. Conclusao

Fipronil alterou o desenvolvimento neurocomportamental de ratos jovens e
adultos, expostos durante o periodo perinatal, causando prejuizos a memoria
espacial e a memoria cognitiva, a curto e a longo prazo, demonstrando um efeito
neurotdxico duradouro.

Fipronil alterou fungdes do sistema colinérgico que podem influenciar o
comportamento de meméoria.

As lesdes histopatolégicas desenvolvidas no cérebro pelo fipronil podem

estar relacionadas a este efeito neurotdxico.
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Figura 1. indice de reconhecimento de um novo objeto (IRENOb) para meméria a longo
prazo na prole jovem (MLPJ), de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). * p<0,05 em relacdo ao Controle.

Figura 2. indice de reconhecimento de um novo objeto (IRENOb) para meméria a curto
prazo na prole adulta (MCPA), de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). * p<0,05 em relagédo ao Controle.
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Figura 3. indice de reconhecimento de um novo objeto (IRENOb) para meméria a longo
prazo na prole adulta (MLPA), de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). *** p<0,001 em relacdo ao Controle.
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Figura 4. Tempo para encontrar alimento, no comportamento de memdaria, no labirinto
octogonal, em filhotes de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). * p<0,05 em relagao ao Controle.



77

o
J

»
1

N
1

Visitas incorretas (n°)
F =N

o

Figura 5. Numero de visitas a bracos incorretos, no comportamento de memdaria, no
labirinto octogonal, em filhotes de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). * p<0,05 e *** p>0.001 em relagéo
ao Controle.
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Figura 6. Numero de revisitagoes a bragos incorretos, no comportamento de meméria,
no labirinto octogonal, em filhotes de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). * p<0,05 em relagédo ao Controle.
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Figura 7. Dosagem da enzima acetilcolinesterase sérica na prole adulta de mées
expostas ao fipronil no periodo perinatal.
Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). * p<0,05 em relagdo ao Controle.

Tabela 1A.
Alteragao Controle Gestacao Lactacao Gest/Lact 7-14 Gest/Lact 1-21
Patolégica
Congestéo + ++ s.a. +++ +
vascular
Edema s.a. s.a. +++ s.a. +++
Satelitose s.a. s.a. s.a. +++ s.a.
Vacuolizagao s.a. ++++ +++ +++ +++
Tabela 1B.
Alteragao Controle Gestacao Lactacao Gest/Lact 7-14 Gest/Lact
Patolégica 1-21
Congestéo s.a. +++ +++ +++ s.a.
vascular
Edema ++ ++++ ++ ++ +
Satelitose s.a. s.a. s.a. s.a. s.a.
Vacuolizagao ++ +++ ++++ ++++ ++++

Tabela 1. Alteragdes histopatoldgicas no cérebro da prole de ratos Wistar (jovens — 1A
e adultos — 1B) de maes expostas ao fipronil no periodo perinatal.

NOTA: s.a (sem alteragao); + (alteragao leve); ++ (alteragdo leve a moderada); +++
(alteragdo moderada a intensa); ++++ (alteragao intensa).



79

Figura 8. Congestao vascular no cérebro de filhotes de ratas expostas ao fipronil
no periodo perinatal. Aumento de 400x.

Figura 9. Edema no cérebro de filhotes de ratas expostas ao fipronil no periodo
perinatal. Aumento de 100x
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Figura 10. Satelitose no cérebro de filhotes de ratas expostas ao fipronil no
periodo perinatal. Aumento de 400x.

Figura 11. Vacuolizagdo no cérebro de filhotes de ratas expostas ao fipronil no
periodo perinatal. Aumento de 40x.
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RESUMO

A larga utilizagdo de praguicidas a nivel mundial tem trazido beneficios para a producdo
especialmente na agricultura e na pecuaria, porém, a contaminagdo ambiental e os danos a
saude animal e a humana, tém suscitado fortes reflexdes a respeito de sua utilizagdo
desenfreada. Este estudo teve como objetivo avaliar os comportamentos de coordenacgdo
motora, exploragdo e locomogéo, na prole jovem e adulta de ratas expostas ao fipronil no
periodo perinatal. Para este estudo, ratas gestantes foram distribuidas em cinco grupos com 15
animais cada, respectivamente controle, gestagéo, lactagao, gest/lact 7-14 e gest/lact 1-21. Os
ratos jovens (25-30 dias) e adultos (75-80 dias) foram avaliados para coordenagdo motora e
exploragao utilizando-se o hole-board (HB) e para locomogéo, utilizando-se da arena de campo
aberto (ACA). O fipronil e seu metabdlito ativo sulfona foram quantificados no cérebro da prole
jovem e adulta. Os resultados dos experimentos mostraram que houve diminuicdo da
coordenagdo motora na prole jovem, sem alteragdo das capacidades de exploragdo e
locomogéao. Ainda, que os danos causados pelo praguicida parecem ser dependentes da sua
presenca e de seu metabdlito ativo sulfona, no tecido cerebral. Conclui-se que fipronil causou
diminuicdo da coordenagdo motora na prole na idade jovem, sugerindo toxicidade sobre os
nervos motores.

Palavras-chave: Arena de Campo Aberto, Fenilpirazol, Hole-Board, Toxicidade, Fipronil sulfona.

ABSTRACT

The widespread use of pesticides in the world has brought benefits to the production especially
in agriculture and livestock but, environmental contamination and damage to animal and human
health, has raised strong reflections on their wild use. This study aimed evaluate the behavior of
motor coordination, exploration and locomotion in offsprings and adult rats exposed to fipronil in
the perinatal period. For this study, pregnant rats were distributed into five groups of 15 animals
each, respectively control, gestation, lactation, gest/lact 7-14 and gest/lact 1-21. The young (25-
30 days) and adults (75-80 days) offsprings were evaluated for motor coordination and
exploration using the hole-board (HB), and locomotion, using the open field arena (ACA).
Fipronil and its active metabolite sulfone were measured in the brains of young and adult
offspring. The experimental results showed that there was decreased motor coordination in
young offspring and no change of exploration and locomotion capabilities. Still, that the damage
caused for the pesticide appear to be dependent on their presence and its active metabolite
sulfone, in brain tissue. It is concluded that fipronil caused decreased motor coordination in the
offspring at a young age, suggesting toxicity on motor nerves.

Keywords: Open Field test, Phenylpyrazole, Hole-Board, Toxicity, Sulfone.
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1. Introducgao e objetivo

Modernamente, a utilizagcdo de praguicidas pelo homem tem sido
implementada com a visdo de que muitos beneficios podem ser obtidos,
principalmente melhorando a produgdo com diminuigdo dos prejuizos
(Ecobichon, 2001).

Nas ultimas décadas, tem se percebido que o contato em longo prazo
com oOs praguicidas, através da exposi¢cao pelo meio ambiente contaminado e
exposi¢cao ocupacional, pode prejudicar a vida humana e perturbar a fungao de
diferentes sistemas organicos no corpo, incluindo o nervoso, o enddcrino, o
imune, o reprodutivo, o renal, o cardiovascular e o respiratério (PAHO, 2002;
Kamel e Hoppin, 2004; Andersen et al., 2015).

Dados epidemioldgicos, relatos clinicos e estudos de laboratorio tém
evidenciado que o uso generalizado de compostos praguicidas em agricultura,
pecuaria e a nivel doméstico tem levantado muitas questdes acerca da
seguranga do uso destes compostos por humanos, quando se trata das
exposi¢des ocupacionais principalmente, e daquela provocada pelos hobbies,
como jardinagem, por exemplo (Maroni et al., 2000; Franklin e Worgan, 2005;
Rodriguez et al., 2006; Rothlein et al., 2006).

Recentemente, relatos cientificos tém evidenciado que é elevado o
potencial de toxicidade dos praguicidas para animais e humanos e a associagao
do uso indiscriminado destas substancias com alteragdes do
neurodesenvolvimento em criangas, tem chamado a atengdo para os varios
problemas decorrentes da sua utilizagdo e as exposi¢des que ocorrem no
periodo perinatal (Garcia et al., 2003; Shafer et al., 2005; Bouchard et al., 2011;
Gonzalez-Alzaga et al., 2014).

Fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]- 4-[(trifluoro-
methyl) sulfinyl] -1H-pyrazole -3-carbonitriie) € um praguicida, derivado
quimicamente da familia do fenilpirazol ou fiproles que tem como alvo o
receptor do acido gama amino butirico (GABA) (Wilde et al., 2001). Possui
amplo espectro de acao (Gill e Dumka, 2013), é extremamente ativo (Tang et
al., 2004) e altamente eficaz (Zhao et al., 2005; Gill e Dumka, 2013).

E usado na agricultura contra uma grande variedade de pragas que
infestam alimentos (Scharf e Siegfried, 1999; Ngim e Crosby, 2001; Wilde et al.,



83

2001). Também ¢é usado em outras aplicagbes que incluem o controle das
pragas veterinarias (Jennings et al., 2002). Além disso, o fipronil foi designado
pela agéncia de protecdo ambiental (EPA) como alternativa ao uso de
organofosforados para o controle de cupins e formigas, porém, varias questdes
sobre efeitos adversos do fipronil na saude publica foram levantadas por ser
largamente comercializado e utilizado inclusive a nivel doméstico (Jennings et
al., 2002; Tingle et al., 2003).

Apesar de sua propagada seletividade contra insetos (Cole et al., 1993;
Hainzl e Casida, 1996; Matsuda et al., 2001) o fipronil também se liga a
receptores GABAérgicos de mamiferos (Hainzl e Casida, 1996; Hainzl et al.,
1998; |Ikeda et al., 2001; Ratra et al., 2002). O principal metabdlito sulfona bem
como seu produto de fotodegradacado dessulfinil foram relatados serem mais
toxicos a insetos, mamiferos, peixes e passaros, do que o composto original
(Das et al., 2006).

Apesar da neurotoxicidade dos fenilpirazois ser bem caracterizada e seu
mecanismo de agdo em mamiferos ser conhecido, seu potencial para provocar
efeitos comportamentais ainda ¢é desconhecido. Recentemente, foi
demonstrado que fipronil pode interferir com a atividade neurocomportamental
em ratos (Tergariol e Godinho, 2011; Udo et al., 2014). Como uma das fungdes
neurolégicas para a qual os efeitos adversos de praguicidas neurotoxicos tem
sido mostrado repetidamente € a comportamental, conhecer os efeitos do
fipronil sobre esta fungéo do sistema nervoso, em animais e humanos, torna-se
uma necessidade frente ao seu uso atual em larga escala.

Comportamento é o produto da integracdo de vias como a sensorial, a
motora e de varias fungbes associadas ao sistema nervoso, e a hipbétese é que
as substancias neurotoxicas podem adversamente afetar uma ou mais destas
funcdes, desregulando varios processos de aprendizagem e memoria, ou
causar outros efeitos comportamentais prejudiciais (IPCS/WHO, 2001).

A importancia de estudos neurocomportamentais reside no fato de que
comportamento € considerado como um produto final funcional de varios
processos sensoriais, motores e integrativos, que ocorrem no sistema nervoso.
Por isso, avaliagao de alteragbes comportamentais tem sido reconhecida como

um indicador padrao de toxicidade em humanos e animais, expostos a agentes
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quimicos considerados por terem potencial neurotoxicante (Tergariol e Godinho,
2011).

Dados da literatura tem ralatado que praguicidas clorados sao capazes de
provocar alteragcbes no desenvolvimento motor em animais e humanos
(Koopman-Esseboom et al., 1996; Dallaire et al., 2012; Forns et al., 2012; Jin et
al., 2015). Adicionalmente, recentemente Godinho et al., (2014) observaram
que o piretroide permetrina, provoca incoordenagdo motora em ratos adultos e
esta acao parece estar relacionada ao efeito de ions calcio e os canais com os
quais ele esta envolvido. A semelhanca do fipronil, alguns destes pesticidas
clorados e também permetrina interferem com o acido gama amino butirico
(GABA) na sua agao toxica.

Os objetivos deste estudo foram avaliar os comportamentos de
coordenagao motora, exploragao e locomogao, na prole jovem e adulta de ratas

expostas ao fipronil no periodo perinatal.

2. Materiais e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/FMVZ-UNESP (protocolo numero 59/2012).

2.1 Animais

Rratos Wistar fémeas e machos, obtidos da coldnia do Biotério Central
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, foram os
animais utilizados no presente estudo. Foram retirados do Biotério Central com
22 dias de vida, logo apds o desmame, e alocados no biotério do Centro de
Assisténcia Toxicolégica (CEATOX), sob condi¢cdes controladas de temperatura
(24£2°C) e umidade relativa (5515), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro,
exaustao continua, recebendo agua e ragcao sem restricdo, até os 80 dias de
vida, quando atingiram a idade de acasalamento. Durante todo o experimento, a
cada trés dias, foram feitas trocas de forragem de maravalha e lavagem das

gaiolas de polipropileno.
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2.2 Procedimento experimental

Para o acasalamento, os animais foram colocados numa mesma gaiola,
na proporcgao de trés fémeas para um macho. Apds lavado vaginal, realizado a
cada 24 horas do periodo de acasalemento, fémeas que apresentaram
espermatozoide no canal vaginal foram consideradas prenhes e separadas em
caixas isoladas, sendo este o dia zero da gestagdo. As gestantes foram
separadas aleatériamente em 5 grupos de 15 animais, denominados
respectivamente: controle (Ct), gestacao (G), lactacéo (L), gest/lact 7-14 (G+L
7-14) e gest/lact 1-21 (G+L 1-21). A cada trés dias, as ratas prenhes foram
pesadas.

Para os experimentos foi utilizado o fipronil na forma de um dos seus
produtos comerciais, o Topline® (concentracido a 1% - Merial do Brasil). Os
animais foram expostos a 1 mg do principio ativo por quilograma de peso por
dia, por via dermal (tépica), na regido dorsal do pescogo, apos tricotomia. Os
animais do grupo controle receberam 0,2 mL de o6leo de milho durante os
periodos de gestagao e lactagdao do 7° ao 14° dias; os grupos G, L e G+L 7-14
foram expostos ao fipronil do 7° ao 14° dias da gestagao e/ou lactagao; o grupo
G+L 1-21 foi exposto ao fipronil do 1° ao 21° dias da gestagao e lactagéo.

Para todos os grupos, em seguida ao nascimento dos filhotes foi feito a
sexagem dos mesmos, selecionando oito filhotes machos de cada rata, para
padronizacao do tamanho das ninhadas. Estes permaneceram com suas
respectivas maes até o DPN21, ou seja, durante a amamentagéo. Apds isso,
um filhote macho, de cada méae foi utilizado, totalizando 15 animais para cada

grupo experimental propriamente dito.

2.3 Avaliagéo de comportamento
Todos os testes comportamentais foram realizados em filhotes na idade

jovem (25-30 dias de idade) e adultos (75-80 dias de idade) de todos os grupos.

Coordenacao motora e atividade de exploracao:

Foram avaliadas utilizando o Hole-board (HB) descrito por Meyer e Caston
(2005) o qual consiste de uma caixa quadrada de madeira impermeabilizada,
sendo o assoalho pintado de branco e contendo orificios de mesmo tamanho,

distribuidos simetricamente em toda a plataforma. Uma tampa de acrilico
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recobre a caixa, para permitir flmagem do interior da caixa. Durante cinco
minutos, para cada animal foram avaliados o numero de vezes que uma pata
escorregou e desapareceu num orificio (paw-dip) e o numero de vezes que o
animal colocou a cabecga para explorar um orificio (head-dip). O teste foi flmado
e observado posteriormente. Ao final de cada sessdo com cada animal, o
aparelho foi higienizado com algoddao embebido em alcool etilico (5%) para

eliminar os vestigios do animal antecessor.

Atividade Locomotora:

Foi avaliada segundo metodologia descrita em Trombini et al. (2001) por
meio de observacdo em arena de campo aberto (ACA), durante 3 minutos. O
teste foi filmado para avaliagdo posterior. Ao final de cada sessdo com cada
animal o aparelho foi higienizado com algodao embebido em alcool etilico (5%)

para eliminar os vestigios do animal antecessor.

2.4 Dosagem do fipronil

A dosagem dos niveis de fipronil e seus principais metabdlitos, sulfona e
dessulfinil, no cérebro foi realizada por cromatografia de alta eficiéncia (HPLC
Shimadzy, modelo Prominence - Espectrdbmetro de Massas do tipo
Triploquadrupolo, MS/MS AB Sciex, modelo 4500) para confirmar a exposi¢cao
da prole e sua relagao com possiveis efeitos toxicos. Foram utilizados padrdes
Sigma-Aldrich de referéncia, a partir de metodologia preconizada por Xavier et
al. (2014). O limite de deteccao em ppb do aparelho para o fipronil, fipronil

sulfona e fipronil dessulfinil € 0,051, 0,013 e 0,050, respectivamente.

2.5 Analise estatistica dos resultados

Os dados coletados foram analisados estatisticamente utilizando-se
analise de variancia (One-Way ANOVA) através de software Instat 3.0 (Graph
Pad Software). O teste de Tukey-Kramer Multiple Comparisons foi utilizado para
identificar diferengas entre os grupos. A comparagdo entre os grupos foi

considerada significativamente diferente quando p<0,05.
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3. Resultados

Durante todo o experimento, nédo houve alteragbes nas gestantes que
pudessem indicar sinais de intoxicagao pelo fipronil.

Na Figura 1 observa-se que na avaliagdo do comportamento de
coordenagcdo motora no Hole-board, a prole jovem, do grupo lactagao,
apresentou aumento significativo (p<0,05) em relagdo ao controle, no numero
de enfiada de patas. Nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05)
da coordenag&o motora entre os grupos, para a prole adulta (Figura 2).

A avaliacdo do comportamento de exploragcdo, no Hole-board, mostrou
que nao houve diferencga significativa (p>0,05) entre os grupos, para os ratos
jovens ou adultos.

A avaliacdo do comportamento de locomocéo, na Arena de Campo Aberto,
mostrou que nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos, para os
ratos jovens ou adultos.

O resultado da dosagem do fipronil e metabdlitos no cérebro dos filhotes
esta mostrado na Tabela 1. Observa-se que houve um aumento significativo
(p<0,05) da quantidade do fipronil e do fipronil sulfona no cérebro da prole
jovem, em relagdo ao controle, que € relacionado ao periodo de exposigao e
que confirma a exposi¢ao da prole por exposicao perinatal parental. Na prole
adulta ndo foi detectada a presenca de fipronil e seu metabdlito. O metabdlito

dessulfinil ndo foi detectado no cérebro da prole jovem e adulta.

4. Discussao

Num experimento de exposi¢cdo perinatal a agentes quimicos, um dos
Obvios sinais de toxicidade materna € a perda de peso (Chernoff et al., 2008),
além de alteracbes na homeostase materna, o que poderia interferir
indiretamente com o desenvolvimento dos filhotes (Smart e Dobbing, 1971;
Salvatori et al., 2004). A n&do ocorréncia de sinais de toxicidade materna no
presente experimento nos leva a supor que, qualquer alteragao ocorrendo com

os filhotes foi, portanto exclusivamente devido a exposigao ao fipronil.
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Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a exposigdo ao
fipronil no periodo perinatal, promove danos a atividade dos nervos motores nos
filhotes, sem modificar sua atividade exploratéria ou a locomogao.

Segundo dados prévios da literatura, a exposi¢cao da fémea a praguicidas
durante os periodos de gestagao e lactacdo pode causar alteragdes refletidas
em aspectos fisicos e comportamentais, de acordo com o periodo do
desenvolvimento animal (Kimmel, 1998; Chelonis et al., 2004; Costa et al.,
2004).

Na avaliagdo da coordenagao motora, os ratos jovens, do grupo lactagéo,
apresentaram aumento significativo no numero de enfiadas de patas. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos quando os ratos adultos foram
avaliados. Este resultado é semelhante aos obtidos por Tergariol e Godinho
(2011), os quais estudando a atividade neurocomportamental de ratos adultos
expostos ao fipronil (0, 70, 140 e 280 mg/kg, por via dermal), observaram que
ratos recebendo a dose de 70 mg/Kg, ndo apresentaram alteragcbes de
coordenagao motora enquanto que com a dose de 140 e 280 mg/k, houve
diminuicdo da coordenagdo motora dos animais, sugerindo um efeito dose
dependente do fipronil sobre o comando neural dos nervos motores.

Em acordo com o observado anteriormente, pesquisa realizada por Stehr
et al., (2006), demonstraram que o fipronil também causou defeitos motores em
embrides de peixes e larvas, ampliando com seus resultados a faixa de
organismos susceptiveis aos efeitos motores do fipronil .

Godinho et al. (2014) estudando a coordenagao motora de animais adultos
expostos ao piretroide permetrina, também um antagonista de GABA a
semelhanga do fipronil, observaram incoordenacdo motora pelo efeito do
praguicida, efeito este atribuido a acdo do piretroide sobre os canais que
controlam o movimento celular de calcio. Mecanismo este bem distinto da agao
antagbnica gabaérgica (Alvina e Khodakhah, 2008). Nas ac¢bes prejudiciais ao
sistema motor observadas aqui pelo fipronil poderia ser estudado a importancia
deste mecanismo como parte da toxicidade deste praguicida sobre o SNC.

De acordo com Adzu et al. (2002) a redugéao ou o aumento da enfiadas de
cabeca no aparelho HB estdo relacionados com a atividade geral do SNC,
sendo que a diminuicédo se relaciona a depressao e o aumento se relaciona a

estimulacdo do SNC. Nos presentes experimentos, foi observado que os
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filhotes tanto jovens quanto adultos, expostos perinatalmente ao fipronil, ndo
tiveram alteragées do comportamento de exploragdo no aparelho HB, sugerindo
que nao houve depressdo nem estimulagdo geral do SNC pelo fipronil. Porém,
nao se exclui, somente por isso, que alguma area do cérebro ou algum
mecanismo neuronal especifico estejam sendo particularmente afetados pela
agao do agente quimico nos filhotes expostos através das suas maes.

Uma funcgao principal do cerebelo é coordenar o movimento e manter a
postura do corpo e o balancgo corporal (Ito, 1984). O cerebelo consiste em duas
estruturas anatdmica distintas: o cortex e os nucleos profundos. Os circuitos
cerebelares do cortex recebem e integram uma quantidade grande de
informacdo sensorial e cortical enquanto que os neurbnios dos nucleos
cerebelares profundos (NCP) codificam os sinais cerebelares requeridos para a
coordenacdo do movimento (Raman et al., 2000). Alteracbes da atividade
intrinseca dos neurdnios dos NCP afetam adversamente a fungao cerebelar
causando ataxia (Shakkottai et al. 2004). Como uma explicagao seria a de que
a falta de coordenacdo motora provocada pelo fipronil nos animais esteja
relacionada a uma acgao toxica do agente quimico sobre a funcédo cerebelar,
futuros experimentos devem ser realizados para evidenciar esta hipétese.

Em relacdo ao comportamento de locomocdo na ACA, no presente
estudo nado houve diferenga significativa entre os grupos de filhotes, tanto
jovens quanto adultos. Este resultado esta em acordo com observagdes de
Tercariol e Godinho (2011), que também ndo observaram alteragdo do
comportamento de locomogao de animais expostos ao fipronil. O resultado da
coordenacao testado no HB poderia ser influenciado pela atividade locomotora
dos animais (Meyer e Caston, 2005), porém, o fato de na ACA nao ter sido
observado alteragao na atividade de locomocgéo, reforca a influéncia tdxica do
fipronil sobre os nervos motores.

Por fim, como o efeito de incoordenagao motora foi observado apenas nos
ratos jovens e nao nos adultos e a presenca do fipronil e seu metabdlito ativo
sulfona foi detectada apenas na prole jovem, isto nos leva a sugerir que o dano
motor provocado pelo fipronil nos animais foi dependente da presenca do agente
quimico nas estruturas cerebrais. Uma sugestao para confirmar esta hipotese

seria a de realizar a dosagem do agente e metabdlito ativo em estruturas
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possivelmente implicadas no efeito motor aqui observado, principalmente o
cerebelo.

Conclui-se que a exposicao perinatal de ratos ao fipronil causou
diminuicdo da coordenagdo motora na prole na idade jovem, sugerindo
toxicidade sobre os nervos motores. O efeito de incoordenagdo motora parece
ser dependente da presenga do agente toxico e seu metabdlito ativo sulfona e
pode ocorrer por algum efeito especifico em alguma area cerebral que controla

0s movimentos motores, como, por exemplo, a area cerebelar.
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Figura 1. Numero de enfiadas de patas, no comportamento de coordenagdo motora no
aparelho Hole-board, pela prole jovem de ratas expostas ao fipronil no periodo
perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (n=15). * p<0,05 em relacédo ao Controle.
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Figura 2. Numero de enfiadas de patas, no comportamento de coordenagao motora no
aparelho Hole-board, pela prole adulta de ratas expostas ao fipronil no periodo
perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (n=15).



95

Tratamento Ct G L G+L 7-14 G+L 1-21
Fipronil 0,00 0,37+0,20* 0,73+1,46* 0,16+0,09* 3,01+0,27*
Fipronil 0,00 355,1+15,82* 374,4+41,69* 633,4+107,35* 1.248,6+134,6*
Sulfona

Tabela 1. Dosagem do fipronil (ug/g de tecido) e de seu metabdlito fipronil sulfona, no
cérebro de ratos jovens de ratas expostas ao praguicida no periodo perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (n=7). * p<0,05 em relagédo ao Controle. Ct -
Controle; G — Gestacgéao; L — Lactagéo; G+L 7-14 — Gest/Lact 7-14; G+L 1-21 — Gest/Lact 1-
21.
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RESUMO

Praguicidas s&o agentes quimicos que atuam causando prejuizos em varios niveis dos
organismos e por isto, atualmente, a exposigdo a estes agentes tem levantado varias questdes
sobre a saude animal e a saude humana. Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade
do fipronil utilizando parametros do desenvolvimento de filhotes de ratas expostas ao praguicida
em diferentes fases do periodo perinatal. Para isto, ratas gestantes foram distribuidas em cinco
grupos com 15 animais cada, respectivamente controle, gestagéo, lactacdo, gest/lact 7-14 e
gest/lact 1-21. Na prole jovem (25-30 dias) e adulta (75-80 dias) foram avaliados paradmetros
relacionados ao desenvolvimento fisico e sensério-motor; relacdo peso 6rgao/animal;
comportamento geral em arena de campo aberto (ACA), e parametros bioquimicos e
histolégicos. Foi observado diminuigdo do tempo para erupgao dos dentes incisivos e aumento
do peso do figado da prole jovem; aumento do cortisol sérico na prole jovem e alteragbes
histoldgicas no figado da prole jovem e adulta. Segundo os pardmetros de avaliagéo utilizados
os resultados confirmam a toxicidade do fipronil a filhotes de ratas expostas no periodo
perinatal.

Palavras-chave: Arena de Campo Aberto, Desenvolvimento fisico, Desenvolvimento sensorio-
motor, Relag&o peso 6rgao/animal.

ABSTRACT

Pesticides are chemicals that act causing damage at various levels of organisms and therefore
currently the exposure to these agents raised several questions on the animal and human
health. This study aimed to evaluate the toxicity of fipronil using parameters of the development
of young and adult rats exposed to pesticide at different stages of the perinatal period. For this,
pregnant rats were distributed into five groups of 15 animals each, respectively control,
gestation, lactation, gest/lact 7-14 and gest/lact 1-21. In young (25-30 days) and adults (75-80
days) offsprings were evaluated parameters related to physical and sensory-motor; weight ratio
organ/animal of organs; general behavior in the open field arena (ACA), and biochemical and
histological parameters. Were obsrved decreased time for eruption of the incisors and increased
for the weight of liver of young offspring; increased seric cortisol in young offspring and
histological changes in the liver of young and adult offspring. According to the parameters used
the results confirm the toxicity of fipronil on offsprings of female rats exposed in the perinatal
period.

Keywords: Open Field test, Physical development, Sensory-motor development, Weight ratio
organ/animal.
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1. Introducgao

Dados epidemiolégicos, relatos clinicos e estudos de laboratério tém
evidenciado que o0 uso generalizado de compostos praguicidas em agricultura,
pecuaria € no ambiente doméstico tem levantado muitas questdes acerca da
seguranga do uso destes compostos por humanos, quando se trata
principalmente das exposi¢bes ocupacionais, e daquela provocada pelos
hobbies, como jardinagem, por exemplo, ja que tem aumentado muito nos
ultimos anos a utilizagdo doméstica destes agentes quimicos [1-4].

Relatos cientificos descritos na literatura tem engrandecido o elevado
potencial de toxicidade dos praguicidas para animais e humanos.
Adicionalmente, a associacdo do uso indiscriminado destas substancias com
alteracdes do neurodesenvolvimento em criangas, tem chamado a atencéo para
os varios problemas decorrentes da sua utilizacdo e as exposi¢cdes que ocorrem
no periodo perinatal [5-8].

Efeitos sutis provocados in dtero podem se traduzir em varios tipos de
alteracbes que podem se expressar durante o desenvolvimento pds-natal do
individuo, com prejuizos tansitérios e/ou permanentes a saude dos animais
jovens em desenvolvimento. Por mais que a placenta fornega protecao ao feto,
produtos quimicos industriais como praguicidas, podem atravessa-la e
concentrar-se no sistema nervoso fetal. Alguns destes produtos quimicos séo
lipofilicos e, por conseguinte, tendem a ser mantidos em érgédos com elevada
concentracao de lipidios, tais como o encéfalo [9]. Sabe-se ha muito tempo que
a exposigcao a agentes toxicos durante poucas horas apds a fertilizagdo pode
produzir malformacao fetal [10].

Fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]- 4-[(trifluoro-
methyl) sulfinyl] -1H-pyrazole -3-carbonitriie) €& um praguicida, derivado
quimicamente da familia do fenilpirazol ou fiproles que tem como alvo o
receptor do acido gama amino butirico (GABA) [11]. Possui amplo espectro de
acao [12], é extremamente ativo [13] e altamente eficaz [12,14].

E usado na agricultura contra uma grande variedade de pragas que
infestam alimentos [11,15-16]. Também €& usado em outras aplicagdes que
incluem o controle das pragas veterinarias [17]. Além disso, o fipronil foi

designado pela agéncia de protegdo ambiental (EPA) como alternativa ao uso
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de organofosforados para o controle de cupins e formigas, porém, varias
questdes sobre efeitos adversos do fipronil na saude publica foram levantadas
por ser largamente comercializado e utilizado inclusive a nivel doméstico [17-
18].

Apesar de sua propagada seletividade contra insetos [19-21] o fipronil
também se liga a receptores de mamiferos [20,22-24]. O principal metabdlito
sulfona, bem como seu produto de fotodegradacao dessulfinil foram relatados
serem mais téxicos a insetos, mamiferos, peixes e passaros, do que o
composto original [25].

Como os praguicidas conhecidos e utilizados tem geralmente efeitos
téxicos sobre as fungdes neuroldgicas, a fungao neurocomportamental tem sido
a mais extensamente estudada, porém, varios outros parametros toxicoldgicos
como alteragdes fisicas, bioquimicas e morfologicas, por exemplo, também sao
utilizadas como marcadores da toxicidade de agentes quimicos [26].

Apesar da neurotoxicidade dos fenilpirazois ser bem caracterizada e seu
mecanismo de agdo em mamiferos ser conhecido, seu potencial para provocar
efeitos no organismo em desenvolvimento, ainda é desconhecido [37].

A importancia de maiores estudos comprovando a toxicidade de
praguicidas modernos, como o fipronil, sobre os varios aspectos do
desenvolvimento in utero e pés-natal, bem como sobre processos sensoriais,
motores e integrativos que ocorrem no desenvolvimento do sistema nervoso,
reside no fato de que o elo final da cadeia trofica, o ser humano, deve estar
sempre protegido [27].

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar em filhotes de ratas expostas ao
fipronil durante o periodo perinatal, parametros que pudessem confirmar a

toxicidade deste agente sobre o organismo dos animais em desenvolvimento.

2. Material e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/FMVZ-UNESP (protocolo numero 59/2012).
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2.1 Animais

Para o experimento, foram utilizados ratos Wistar (fémeas e machos),
adquiridos da colénia do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Botucatu, que foram retirados do Biotério Central logo
apds o desmame, com 22 dias, e alocados no biotério do Centro de Assisténcia
Toxicologica (CEATOX), sob condi¢gdes controladas de temperatura (24+2°C) e
umidade relativa (555), ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, exaustao
continua, recebendo agua e racdo sem restrigao, até atingirem a idade de 80
dias, necessaria para acasalamento. A cada trés dias, durante todo o
experimento, as gaiolas de polipropileno foram higienizadas, fazendo troca da

forragem de maravalha e a lavagem das caixas.

2.2 Procedimento experimental

Para o acasalamento, numa mesma gaiola, foram colocados trés fémeas
e um macho por um periodo total de 5 dias, sendo que a cada 24 horas, foi
realizado um lavado vaginal para detec¢cdo de espermatozoides. FEmeas com
presenca do espermatozoide no canal vaginal foram consideradas prenhes e
separadas em caixas isoladas, sendo este considerado o dia zero do periodo
gestacional. As gestantes foram separadas aleatériamente em 5 grupos de 15
animais, denominados respectivamente: controle (Ct), gestacédo (G), lactacéo
(L), gest/lact 7-14 (G+L 7-14) e gest/lact 1-21 (G+L 1-21). A cada trés dias, as
ratas prenhes de cada grupo foram pesadas.

O fipronil foi utilizado na dose de 1mg/Kg/dia, por via dermal (tépica), na
regido dorsal do pescogo proxima a cabega, apos tricotomia da regido. O
produto utilizado foi o Topline® (fipronil a 1% - Merial do Brasil), produto
comercial. Os animais controle receberam 0,2 mL de 6leo de milho durante os
periodos de gestagao e lactagdo do 7° ao 14° dias; os grupos G, L e G+L 7-14
foram expostos ao fipronil do 7° ao 14° dias da gestagao e/ou lactagéo; o grupo
G+L 1-21 foi exposto ao fipronil do 1° ao 21° dias da gestagao e lactacao.

Imediatamente apds o nascimento dos filhotes foi feito a sexagem
selecionando-se oito filhotes do sexo masculino, de cada rata, para
padronizagdo do tamanho das ninhadas de todos os grupos. Os filhotes foram
mantidos juntamente com suas respectivas mées até a idade de 21 dias
(DPN21), quando foi feito o desmame. Para a formagéo dos grupos dos animais



100

utilizados para o experimento propriamente dito, um filhote macho, de cada

mae/ninhada foi utilizado, totalizando 15 animais para cada grupo experimental.

2.3 Desenvolvimento fisico e sensorio-motor

Apo6s o nascimento e durante o periodo da lactagao, foram realizados
nos filhotes: avaliagdo fisica (ganho de peso, aparecimento de pélos, abertura
dos olhos, erupgao dos incisivos, descolamento de orelhas, descida dos
testiculos); e avaliagdo sensorio-motora (reflexos de preensao palmar,

endireitamento ou postural e geotaxia negativa).

2.4 Comportamento

Para o comportamento utilizou-se o teste da arena de campo aberto
(ACA), segundo metodologia descrita em Trombini et al. (2001), para avaliar a
atividade geral dos filhotes na idade jovem (25-30 dias - DPN25-30) e adulta
(75-80 dias - DPN75-80). O aparelho consiste em uma arena circular de
madeira impermeabilizada dividida em trés circulos concéntricos, os quais sao
subdivididos em 18 espacos similares, separados por linhas pintadas de preto
no assoalho do aparelho, sobre um fundo branco. Para o teste o animal foi
colocado no centro da arena e foram avaliados durante 3 minutos, os seguintes
parametros: locomocgao, levantar (apoiar-se sobre as patas traseiras com as
dianteiras levantadas, apoiadas ou nao na parede lateral), congelamento
(tempo total de imobilidade sobre as quatro patas, sempre com os olhos abertos
e dilatados e respiracao irregular, apos ter permanecido imével por pelo menos
um segundo) e limpeza (lamber ou limpar as patas, corpo, genital, focinho ou
cabeca, agitar a cabecga). Apds o teste o animal era retirado da ACA e feita a
limpeza com algodao embebido em alcool etilico a 5% para disfargar o cheiro
do animal precedente.

Apos o teste comportamental, os animais tanto jovens quanto adultos,
foram pesados, anestesiados (xilazina — 10mg/Kg, mais cetamina — 80mg/Kg,
IP) para coleta de sangue por pungédo cardiaca direta e eutanasiados com
excesso de anestésico para coleta de tecidos (cérebro, figado, rins, bago e

testiculos).
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2.5 Relagao peso érgdo/animal

Os orgaos coletados da prole adulta, como cérebro, figado, rins, bago e
testiculos foram pesados e seus pesos a fresco relacionados com o peso do
animal através do célculo de relagdao peso 6rgao/peso animal, onde o peso do

orgao foi multiplicado por 100 e dividido pelo peso do animal.

2.6 Analises bioquimicas

O sangue foi centrifugado a 2.500 rpm durante 5 minutos e o soro foi
utilizado para dosagem de enzimas alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato
aminotransferase (AST) e cortisol, utilizando espectrofotdmetro (Ultrospec 2000—

Pharmacia Biotech) e kits comerciais (Biotécnica-Brasil).

2.7 Avaliagdo histopatologica

Para posterior avaliagado histopatoldgica, o figado coletado foi fixado em
solugao de formalina tamponada a 10% por 3 dias e em seguida processado
em histotécnica para confeccdo dos blocos de parafina. Destes foram obtidos
cortes de 4um de espessura consecutivamente e montados em laminas de
vidro histologicas para esta finalidade. As laminas foram coradas com

Hematoxilina e Eosina (HE) e avaliadas ao microscépio.

2.8 Analise estatistica dos resultados

Os dados coletados foram analisados estatisticamente utilizando-se
analise de variancia (One-Way ANOVA) através de software Instat 3.0 (Graph
Pad Software). O teste de Tukey-Kramer Multiple Comparisons foi utilizado para
identificar diferencas entre os grupos. A comparagao entre os grupos foi

considerada significativamente diferente quando p<0,05.

3. Resultados

Maes:

Durante todo o experimento n&do foram observados nas fémeas gestantes
e lactantes qualquer alteragao fisica ou clinica que pudessem indicar quadro de
intoxicagao pelo fipronil.
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Filhotes:
Desenvolvimento fisico e sensdério-motor:

O ganho de peso dos filhotes variou significativamente (p<0,05) entre os
grupos analisados (Figura 1), porém nao houve alteragdo no numero total de
filhotes nascidos por rata, assim como no numero de natimortos (p>0,05).

N&o houve variagéo significativa (p>0,05) no desenvolvimento fisico dos
filhotes relacionado aos parametros: descolamento das orelhas, abertura dos
olhos, descida dos testiculos e aparecimento de pélos. Com relagdo ao tempo
para erupcado dos dentes incisivos, houve uma diminuicdo significativa nos
grupos gestacdo (p<0,001), lactacdo (p<0,01), Gest/Lact 7-14 (p<0,001) e
Gest/Lact 1-21 (p<0,001), em relagéo ao controle (Figura 2).

O desenvolvimento sensério-motor dos filhotes ndo mostrou variagao
significativa (p>0,05) entre os grupos analisados nos parametros: aquisigao do
reflexo postural, perda do reflexo de preensao palmar e aquisicdo do reflexo de

geotaxia negativa.

Comportamento:
No comportamento na ACA observou-se que nao houve diferencas
estatisticamente significantes (p>0,05) entre os grupos analisados, nos

parametros locomocgéo, levantamento, limpeza e congelamento.

Relacao peso 6rgdo/animal:

Nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) na relagao
peso o6rgao/animal, nos animais adultos, entre os grupos analisados para
cérebro, rins, baco e testiculos. A relagcdo do peso calculado para o figado
apresentou um aumento significativo (p<0,01) no grupo gestagdo, em relagéo

ao controle (Figura 3).

Avaliagdo bioquimica:

Na avaliagado bioquimica na prole jovem e adulta, observou-se que nao
houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos analisados nos seguintes
parametros: ALT e AST.

A quantificagcdo do cortisol sérico mostrou-se elevada de forma

significativa (p<0,01) nos filhotes da Gest/Lact 7-14 e de forma n&o significativa
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nos da lactagdo (Figura 4). Na prole adulta ndo houve alteragdo no nivel do

cortisol sérico.

Avaliagdo histopatoldgica:

Na avaliagdo histopatoldgica do figado foram observadas alteragbes dos
tipos congestao vascular, degeneragao hidropica e infiltrado linfocitico nos ratos
jovens (Tabela 1A); nos adultos, congestao vascular, degeneragao gordurosa,

degeneracgao hidropica e infiltrado linfocitico (Tabela 1B, Figuras 5-8).

4. Discussao

Num experimento de exposi¢ao perinatal a agentes quimicos, um dos
Obvios sinais de toxicidade materna é a perda de peso [29], além de alteragdes
na homeostase materna, o que poderia interferir indiretamente com o
desenvolvimento dos filhotes [30-31]. A ndo ocorréncia de sinais de toxicidade
materna no presente experimento nos leva a supor que, qualquer alteragao
ocorrendo com os filhotes foi, portanto exclusivamente devido a exposi¢cao ao
fipronil.

De acordo com Jackson et al. [32], ratos recebendo administracdo unica
de fipronil, por gavagem, nas doses 0, 2,5; 7,5 e 25 mg/Kg tiveram diminui¢cao
do ganho de peso 7 dias apds a administracdo da dose unica de 7,5 mg/Kg. Gill
e Dumka [12], ao exporem bezerros de bufalos ao fipronil, na dose de 0,5
mg/Kg/dia, por via oral, durante 98 dias, observaram que o fipronil induziu uma
diminuicdo do ganho de peso corporal nos animais, além de outros sinais
clinicos de intoxicagao.

Contrariamente a estes dados, neste estudo durante o periodo de
desenvolvimento inicial dos filhotes, foi observado ganho de peso aumentado
no 14° e 21° dias de vida, nos grupos lactagdo e gestagao mais lactagédo 1-21 e
diminuicdo do tempo para o aparecimento dos incisivos, em todos os grupos de
exposicao ao fipronil. Efeitos pds-natais mediados por agentes quimicos
encontrados no leite materno podem provocar desenvolvimento fisico alterado
nos filhotes [31]. E provavel que a carga corpérea do praguicida nos filhotes,
recebida cinéticamente através das méaes, possa provocar alteragdes sobre a

homeostasia e maturagado do organismo dos mesmos.
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Adicionalmente, efeitos do praguicida sobre o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) e sobre glicocorticoides, poderiam provocar alteragdes durante o
desenvolvimento do filhote [31,33]. Corroborando com esta hipétese, existe o
fato de que a concentracédo do cortisol sérico na prole jovem foi aumentada, o
que poderia sugerir a possibilidade de um efeito desregulador enddécrino. A
questao da desregulacédo endocrina por agentes praguicidas que contaminam o
meio ambiente vem sendo discutida nos ultimos anos, sendo muitos deles
classificados positivamente neste sentido [34], inclusive o fipronil [35].

Neste estudo a avaliacdo de comportamento dos filhotes na ACA, um
teste comportamental comumentemente utilizado para triagem farmacologica de
drogas que atuam sobre o sistema nervoso central [36], ndo demonstrou
alteracao pelo fipronil. Estes resultados sao diferentes daqueles observados por
Tercariol e Godinho [37] os quais demonstraram que fipronil, em dose mais
elevadas, pode interferir na emocionalidade, medo e atividade exploratéria dos
animais na ACA. As diferencas podem ser por causa dos niveis de dose
elevados utilizados por estes autores e o diferente perfil experimental, ja que
expuseram ratos adultos agudamente.

A capacidade de produtos quimicos induzirem enzimas metabdlicas,
incluindo o citocromo p450 (CYP), tem sido considerada uma das respostas
bioquimica celulares mais sensiveis a agressao toxica, uma vez que muitas
ocorrem em doses muito menores do produto quimico do que aquelas
conhecidas por causar efeitos toxicos evidentes e letalidade [38]. A relagao
peso orgao/animal calculada para o figado dos filhotes do grupo gestacéao foi
aumentada pelo fipronil sugerindo um efeito indutor enzimatico hepatico. Este
resultado corrobora com dados prévios apresentados por Tang et al. [13] e Das
et al. [25], sugerindo que fipronil aumenta a atividade das enzimas microsomais
hepaticas.

As enzimas ALT e AST sao comumente utilizadas no diagndstico de
doencas hepaticas em roedores, porém, ndao ha muita informagao disponivel
referente a toxicidade de fipronil nas respostas bioquimicas [39]. No presente
estudo, a quantificacdo das enzimas marcadoras de lesao hepatica, ALT e AST,
mostrou niveis normais das mesmas nos filhotes expostos ao fipronil. Gupta et
al. [39], ao exporem carpas (Cyprinus carpio) ao fipronil, em diferentes

concentragdes (0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 mg/L), observaram que, as atividades de
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AST, tanto em figado e musculo foram significativamente maiores nos peixes
expostos ao fipronil, em relagdo ao controle. No entanto, ndo encontraram
mudancgas significativas no nivel de ALT no tecido hepatico. A diferencga
observada pode ser por causa das diferencas nos modelos experimentais
utilizados.

Os ratos, expostos ao fipronil, apresentaram, na avaliagdo histopatologica
do figado, congestao vascular mais intensa do que a encontrada nos ratos
controle. A degeneragao hidropica foi identificada em todos os grupos de
animais. Outras alteragdes histopatoldgicas no figado foram diagnosticadas nos
grupos expostos ao fipronil, como infiltrado linfocitico e degeneragao gordurosa.
Quando os animais do grupo controle apresentaram essas alteragdes, houve
uma tendéncia destas serem menos intensas, 0 que sugere que a exposi¢cao ao
fipronil, pode ter agravado alteragdes ja existentes.

A degeneragao hidropica € a expressao mais comum e fundamental de
lesdo celular. Manifesta-se como aumento do tamanho e do volume celular a
partir de uma sobrecarga de agua, causada pela faléncia da célula e falta de
manutencdo da homeostasia normal em regular a entrada e saida de agua. E
acompanhada pela modificagdo e degeneragao das organelas [40]. Como uma
das provaveis organelas atingidas pelo fipronil no figado pode ser o reticulo
endoplasmatico liso, experimentos futuros necessitam ser realizados para
confirmar essa sugestao.

Conclui-se que a exposicao perinatal de ratos ao fipronil interferiu em
parametros do desenvolvimento fisico e hormonal dos filhotes, mas nao
modificou comportamentos relacionados ao medo e emocionalidade dos
mesmos. Apesar da normalidade das enzimas marcadoras de lesédo hepatica, a
avaliagdo histologica do figado aponta efeitos teciduais negativos pela
exposicao ao fipronil, que poderiam interferir na homeostasia deste 6rgéao e
modificar sua capacidade de metabolizacdo hepatica. Todos juntos, estes

parametros confirmam a toxicidade da exposi¢ao perinatal ao fipronil.
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Figura 1. Efeito do fipronil sobre o ganho de peso dos filhotes de ratas expostas ao
praguicida no periodo perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (N=8). * p<0,05 em relagéo ao controle. D =
dia da avaliacido do peso dos animais.
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Figura 2. Numero de dias para a erupg¢ao dos dentes incisivos em filhotes de ratas
expostas ao fipronil no periodo perinatal.

Os valores representam a média + E.P.M. (N=15). ** p<0,01 e *** p<0,001 em relagao
ao Controle.
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Figura 5. Congestéo vascular no figado de filhotes de ratas expostas ao fipronil no
periodo perinatal. Aumento de 100x.

Figura 6. Degeneragao hidropica no figado de filhotes de ratas expostas ao fipronil
no periodo perinatal. Aumento de 400x.



Figura 7. Infiltrado linfocitico no figado de filhotes de ratas expostas ao fipronil no

periodo perinatal. Aumento de 400x.
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Figura 8. Degeneragao gordurosa no figado de filhotes de ratas expostas ao fipronil

no periodo perinatal. Aumento de 400x.
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Alteragao Controle Gestagao Lactacao Gest/Lact Gest/Lact
Patologica 7-14 1-21
Congestéao ++ +++ s.a. +++ +++
vascular

Degeneragdo ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
hidropica

Infiltrado s.a. + + s.a. s.a.
linfocitico

1B — Adultos

Alteracao Controle Gestacgao Lactacao Gest/Lact Gest/Lact
Patologica 7-14 1-21
Congestao ++ +++ s.a. +++ ++++
vascular

Degeneragao s.a. s.a. + + s.a.
gordurosa

Degeneracdo +++ ++++ ++++ ++++ ++++
hidrépica

Infiltrado + + ++ +++ S
linfocitico

Tabela 1. Alteragdes histopatoldgicas no figado de filhotes (jovens — 1A e adultos — 1B)
de ratas expostas ao fipronil no periodo perinatal.
NOTA: s.a (sem alteracao); + (alteragao leve); ++ (alteragdo leve a moderada); +++

(alteracao moderada a intensa); ++++ (alteracao intensa).
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3. DISCUSSAO GERAL

A soma das alteracbes observadas e descritas em cada capitulo, deste
trabalho de tese, sugere que o praguicida fipronil produziu varios niveis de
toxicidade perinatal, como evidenciado pela exposicdo dos resultados.

Como observado pelos resultados, as alteragdes observadas no presente
estudo nao seguiram um padrao de ocorréncia sempre para 0S mesmos grupos
de exposic¢ao, porém, fica claro que o periodo de tratamento lactagcao foi o que
mais apresentou prejuizo as avaliagdes realizadas.

Apesar de alguns resultados obtidos serem completamente inéditos ja
que nao foram ainda descritos na literatura pertinente, o conjunto dos
resultados obtidos esta em acordo com dados de varios estudos prévios da
literatura, os quais sugerem que a exposi¢cao da fémea a agroquimicos durante
a prenhez e a lactacdo pode causar alteracdes refletidas em aspectos fisicos e
comportamentais, de acordo com o periodo do desenvolvimento animal
(KIMMEL, 1998; CHELONIS et al., 2004; COSTA et al., 2004).

Este estudo teve como foco principal o desenvolvimento
neurocomportamental e foi possivel observar que as alteracbes provocadas
pelo fipronil, podem interferir severamente na homeostasia do tecido cerebral.
Além disso, que outros érgaos como o figado e tecidos como o sitema nervoso
motor periférico, por exemplo, também podem ser prejudicados pela agao toxica
do praguicida estudado.

Alguns dos efeitos observados tenderam a ser permanentes enquanto que
outros foram transitérios. Agentes neurotéxicos podem causar lesdo no cérebro,
especialmente se as exposi¢gdes ocorrerem durante o periodo de
desenvolvimento precoce. Segundo JULVEZ e GRANDJEAN (2009) se os
processos de desenvolvimento do sistema nervoso do feto imaturo forem
prejudicados, os efeitos tendem a ser duradouros e, possivelmente,
permanentes por causa da maior sensibilidade dos tecidos em formacéo e
maturacao.

Uma vez que o mecanismo de ag¢ao do fipronil ocorre no sistema nervoso
central, através da inibicdo do sistema GABA, seria esperado que alteracbes
comportamentais e de desenvolvimento fisico e sensoério-motor estejam

presentes nos animais expostos a este praguicida segundo este mecanismo de
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acao, porém, foi observado que outros niveis e mecanismos podem estar
envolvidos na neurotoxicidade pelo fipronil, que ndo os gabaérgicos.

Alguns dos efeitos observados neste estudo podem ser sugestivos de
desregulacao enddcrina pelo fipronil no periodo perinatal.

Atualmente, poucas referéncias estdo disponiveis na literatura a respeito
dos efeitos do fipronil nos animais, diferente do que se vé com vegetais, cujo
assunto é mais explorado. Devido a sua ampla utilizagdo no meio ambiente e a
essa escassez da literatura quando se busca por estudos que demonstrem os
efeitos deste praguicida nos animais, s&0 necessarias mais pesquisas sobre 0s
aspectos toxicoldgicos do fipronil.

Este estudo comprova o que muitos pesquisadores ja vém observando,
que é o fato de que muitas das doengas que sao observadas na populagao
humana podem ter sua origem na exposi¢cado alimentar e ocupacional, ja que,
esta vias, permitem o contato direto com agentes quimicos praguicidas, desde
baixas até altas doses, dependendo do tempo e da via de exposigao.

E importante frisar que os resultados aqui obtidos ocorreram devido a
uma dose baixa e esta se assemelha aquela a qual a maioria dos humanos
pode estar sendo exposta, o que traz uma grande preocupagao aos organismos

regulatérios que controlam a liberagc&o e o uso de tais produtos.
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4. CONCLUSAO GERAL

A exposicao perinatal ao praguicida fipronil, em periodos da gestagao e
lactacdo, influencia o desenvolvimento fisico e neurocomportamental da prole
de ratos nas idades jovem e adulta do seu desenvolvimento.

De modo geral, os animais expostos ao fipronil, no presente estudo,
apresentaram-se mais ansiosos, agressivos, com memoria prejudicada e com
deficiéncia motora, devido a exposi¢do em um ou mais dos periodos escolhidos
para tal, demonstrando claramente o alto poder de neurotoxicidade do
praguicida.

Os efeitos téxicos do fipronil podem ser devido a sua agcdo em areas
cerebrais diferentes ja que comportamentos relacionados a diferentes areas
apresentaram-se alterados em algum aspecto.

Os efeitos aqui observados devem ser mais estudados para uma melhor
compreensao dos mecanismos mais intimos pelos quais a agao tdxica ocorre,
pois outros sistemas que nao o do GABA, que esta envolvido diretamente na

agao neurotodxica do fipronil, podem ter uma agéo aditiva ou sinérgica.
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6. ANEXOS

- Normas para formatag&o dos artigos conforme as revistas:

Capitulo 2. Revista: Pesticide Biochemistry and Physiology

INTRODUCTION

Pesticide Biochemistry and Physiology will publish original research papers in English, dealing
with the biochemistry and physiology of insecticides, herbicides fungicides, acaricides,
nematocides, rodenticides and similar compounds, including nonlethal pest control agents such
as antifeeding compounds and chemosterilants as well as, for example, the biosynthesis of
pheromones, hormones and plant resistance agents. Topics of interest include the effects of
these agents on the biochemistry and physiology of both target and non-target organisms, and
the biochemical transformations of the agents themselves. The mechanisms of resistance, and
interactions such as synergism and antagonism, are also suitable topics.

The journal does not encourage papers devoid of biochemical or physiological content, e.g.,
reports of toxicity testing, or chemical synthesis, or analysis of residues (except when used as a
tool for elucidation of metabolic pathways), or of the efficacy of pesticide treatments.
Nevertheless, suitability is based on the purpose or rationale of the study, and not only upon the
technique used.

In addition to full-length manuscripts containing original data, the Editor will consider occasional
publication of concise reviews describing up-to-date and timely analysis of specific research
areas of interest to readers of the journal. The recommended length of each "minireview" is four
to seven published pages, including references, presented in a format identical to that used in
regular contributions. They will be reviewed for their scientific merit in the same manner as full-
length articles.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may
be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the article
in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors
must provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image
should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred
file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: lllustration
Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their
first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout
the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI).
If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
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research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol,
or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Capitulo 3. Revista: Environmental Toxicology and Pharmacology

Environmental Toxicology and Pharmacology publishes the results of studies concerning toxic
and pharmacological effects of (human and veterinary) drugs and of environmental
contaminants in animals and man.

Areas of special interest are: molecular mechanisms of toxicity, biotransformation and
toxicokinetics (including toxicokinetic modelling), molecular, biochemical and physiological
mechanisms explaining differences in sensitivity between species and individuals, the
characterisation of pathophysiological models and mechanisms involved in the development of
effects and the identification of biological markers that can be used to study exposure and
effects in man and animals.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may
be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.
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Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

+ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself. Abstract must not exceed 150 words.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be
readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: lllustration
Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, type 3-6 keywords or short phrases suitable for indexing. If
possible. keywords should be selected from Index Medicus or Excerpta Medica Index. First
category key-words (e.g. Hyperphagia; G-Strophantidin; Fiber shortening) will all be listed and
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cross-indexed. Second category keywords (e.g. Rat, Cold, Metabolite) will only be listed under
the index entry for the first category keywords. Use American spelling and avoid general and
plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These terms will
be printed at the end of the abstract. If the editors feel that keywords should be adjusted to the
standards of the journal this will be done without consultation of the author(s).

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their
first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout
the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI).
If other quantities are mentioned, give their equivalent in Sl. You are urged to consult IUPAC:
Nomenclature of Organic Chemistry: http://www.iupac.org/ for further information.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol,
or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Capitulo 4. Revista: Toxicology

Toxicology, an international journal, publishes only the highest quality original research and
critical reviews dealing with the adverse effects of xenobiotics on the health of humans and
animals. The goal of the journal is to advance the scientific understanding of mechanisms of
toxicity. Emphasis will be placed on toxic effects observed at relevant exposures, which have
direct impact on safety evaluation and risk assessment. All manuscripts published in Toxicology
are subject to rigorous peer review.

Article structure

Manuscripts should be typewritten double spaced.
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may
be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

+ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.
» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be
readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: lllustration
Service.
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Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article.
Highlights are optional and should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points

(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.
Keywords

Immediately after the abstract, provide 3 to maximum 6 keywords that include the full chemical
name(s). Use British spelling and avoid general and plural terms and multiple concepts (avoid,
for example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in
the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their
first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout
the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

+ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol,
or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Capitulo 5. Revista: Reproductive Toxicology

Drawing from a large number of disciplines, Reproductive Toxicology publishes timely, original
research on the influence of chemical and physical agents on reproduction. Written by and for
obstetricians, pediatricians, embryologists, teratologists, geneticists, toxicologists, andrologists,
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and others interested in detecting potential reproductive hazards, the journal is a forum for
communication among researchers and practitioners. Articles focus on the application of in vitro,
animal and clinical research to the practice of clinical medicine.

All aspects of reproduction are within the scope of Reproductive Toxicology, including the
formation and maturation of male and female gametes, sexual function, the events surrounding
the fusion of gametes and the development of the fertilized ovum, nourishment and transport of
the conceptus within the genital tract, implantation, embryogenesis, intrauterine growth,
placentation and placental function, parturition, lactation and neonatal survival. Adverse
reproductive effects in males will be considered as significant as adverse effects occurring in
females. To provide a balanced presentation of approaches, equal emphasis will be given to
clinical and animal or in vitro work. Typical end points that will be studied by contributors include
infertility, sexual dysfunction, spontaneous abortion, malformations, abnormal histogenesis,
stillbirth, intrauterine growth retardation, prematurity, behavioral abnormalities, and perinatal
mortality.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may
be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should
be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Theoryl/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
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avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself. The abstract should contain no more than 150 words.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be
readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: lllustration
Service.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article.
Highlights are optional and should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points

(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.
Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 8 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their
first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout
the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.
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* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source
files.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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