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RESUMO 

 

PRIETO, Carla Soares de Lima. Neurotoxicidade de pesticidas organofosforados 
durante o desenvolvimento: alterações bioquímicas e comportamentais. 2013. 103 f. 
Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 
 

Pesticidas organofosforados são amplamente usados e seu uso constitui um 
grave problema de saúde pública. A ação clássica destes compostos é a inibição 
irreversível da acetilcolinesterase, promovendo acúmulo de acetilcolina nas sinapses 
e hiperestimulação colinérgica. No entanto, as consequências da exposição a baixas 
doses podem se estender a outros mecanismos de ação e sistemas 
neurotransmissores. Considerando que crianças constituem um grupo 
particularmente vulnerável aos efeitos de pesticidas, neste trabalho investigamos os 
efeitos da exposição aos organofosforados metamidofós (MET) e clorpirifós (CPF) 
durante o desenvolvimento sobre os sistemas colinérgico e serotoninérgico e sobre 
o comportamento de camundongos. Para isso, camundongos suíços foram expostos 
a injeções subcutâneas de MET, clorpirifós ou veículo do terceiro (PN3) ao nono 
(PN9) dias de vida pós-natal. As doses de exposição foram previamente escolhidas 
através da construção de uma curva dose-resposta que identificou como mais 
adequadas para este estudo as doses de 1mg/kg de MET e 3mg/kg de CPF, as 
quais promoveram em torno de 20% de inibição da acetilcolinesterase. Em PN10, 
parte dos animais foi sacrificada e foram avaliados os sistemas colinérgico e 
serotoninérgico no tronco encefálico e córtex cerebral. De PN60 a PN63, os animais 
foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais. Em seguida, estes 
animais também foram sacrificados tendo sido avaliados os sistemas colinérgico e 
serotoninérgico. Em PN10, MET e CPF causaram alterações que sugerem aumento 
da atividade colinérgica respectivamente no tronco e córtex em fêmeas. No sistema 
serotoninérgico, apenas CPF promoveu alterações, aumentando a ligação ao 
receptor 5HT1A e transportador 5HT em fêmeas e diminuindo na ligação ao 5HT2. 
Em PN63, a atividade da acetilcolinesterase foi reestabelecida em todos os grupos. 
Ainda assim, MET diminuiu a atividade da colina acetiltransferase no córtex e a 
ligação ao transportador colinérgico no tronco. Quanto aos efeitos do CPF, no 
tronco, houve redução da atividade da colina acetiltransferase em fêmeas e aumento 
em machos. Sobre o sistema serotoninérgico, MET e CPF promoveram diminuições 
no 5HT1A respectivamente no tronco e córtex das fêmeas e CPF aumentou a ligação 
no córtex de machos. A ligação ao 5HT2 foi aumentada após o tratamento com MET 
e ao transportador 5HT foi diminuída em fêmeas após o tratamento com clorpirifós. 
Sobre o comportamento, identificamos comportamento associado à depressão em 
animais expostos a MET e aumento dos níveis de ansiedade, além de prejuízo de 
aprendizado/memória após exposição à CPF. Desta forma, nossos resultados 
indicam que a exposição à metamidofós e clorpirifós durante o desenvolvimento é 
capaz de alterar, de diferentes formas, a atividade colinérgica e serotoninérgica, 
mesmo que as doses de exposição sejam toxicologicamente equivalentes. Foram 
verificados efeitos nas vias neuroquímicas logo após a exposição e após um longo 
período de interrupção do tratamento, indicando efeitos tardios em sistemas 
importantes que podem estar associados às alterações comportamentais. 
Finalmente, o presente estudo reforça a associação epidemiológica entre pesticidas 



 

e alterações psiquiátricas e a capacidade da programação de alterações a longo-
prazo quando a exposição se dá durante o desenvolvimento. 

Palavras-chave: Organofosforados. Desenvolvimento. Sistema colinérgico. Sistema 

serotoninérgico. Comportamento. 



 

ABSTRACT 

 

Organophosphate pesticides are widely used and its use consist on a severe 
public health problem. The classic effect of these compounds involve irreversible 
inhibition of the enzyme acetylcholinesterase, causing an accumulation of 
acetylcholine at cholinergic synapses and, consequently, cholinergic 
hyperstimulation. However, when the doses of exposure are low, other the 
mechanisms of action may play a role and other neurotransmitter systems may be 
affected. Considering that children are particularly vulnerable to effects of these 
compounds, in this study we investigated the effects of methamidophos and 
chlorpyrifos organophosphate exposure during development on cholinergic and 
serotonergic systems and behavior. For this purpose, Swiss mice received 
subcutaneous injections of methamidophos or chlorpyrifos, or vehicle from the third 
to the nineth postnatal day (PN3 - PN9). Initially, a dose-response study was 
performed and the doses of 1mg/kg methamidophos and 3mg/kg chlorphrifos, which 
promoted 20% inhibition of acetylcholinesterase activity in brain were chosen to be 
used in the next set of experiments. At PN10, one day after exposure, a group of 
animals was sacrificed and the brainstem and cortex collected and stored to further 
analysis of cholinergic and serotonergic systems. From PN60 to PN63 the animals 
were submitted to behavioral tests in order to evaluate: anxiety, locomotor activity, 
decision making, depressive-like behavior and learning/memory. After the last test, 
the animals were sacrificed and the brainstem and cortex collected and stored to 
further analysis of cholinergic and serotonergic systems. At PN10, methamidophos 
and chlorpyrifos promoted alterations that suggest an increase of cholinergic activity 
respectively on the brainstem and cortex of females. As for the serotonergic system: 
only chlorpyrifos elicited alterations: There were increases in 5HT1A receptor and 
5HT transporter binding in females and a decrease in 5HT2 receptor binding. At 
PN63, the activity of acetylcholinesterase had returned to control levels. Despite that, 
methamidophos elicited a decrease in the activity of choline acetyltransferase in the 
cortex and in choline transporter binding in the brainstem. As for the serotonergic 
system, methamidophos and chlorpyrifos promoted decreased 5HT1A receptor 
binding respectively in the brainstem and cortex of females and chlorpyrifos 
increased its binding in males. Methamidophos exposure elicited increased 5HT2 
binding whereas chlorpyrifos exposure decreased female 5HT transporter binding.  
Methamidophos elicited behavioral alterations suggestive of increased depressive-
like behavior while chlorpyrifos exposure was associated to increased anxiety levels 
and memory/learning deficits. Our results indicate that metamidophos and 
chlorpyrifos exposure during development  distinctively affect the cholinergic and 
serotonergic systems even at toxicologically equivalent doses. There were immediate 
and late-emergent neurochemical effects that may play a role on the behavioral 
outcomes. Finally, the present study reinforces the epidemiologic association 
between pesticides exposure and mood disorders and suggest that organophosphate 
exposure during early development programs for late effects. 

 

Keywords: Organophosphate. Development. Cholinergic system. Serotoninergic 

system. Behavior. 
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INTRODUÇÃO 

 

 Pesticidas organofosforados  

 

A utilização de pesticidas ou agrotóxicos (termo mais recomendado atualmente 

para designar o caráter tóxico destas substâncias (Araújo et al., 2007), representa 

um verdadeiro problema de saúde pública, especialmente para os países com 

economia baseada no agronegócio, como o Brasil (Araújo et al., 2007). Apesar de 

serem reconhecidamente tóxicos para os seres humanos, a eficiência no combate e 

controle de pragas agrícolas e o consequente lucro gerado, torna os pesticidas 

compostos amplamente produzidos e comercializados, muitas vezes de maneira 

exagerada. Segundo a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos, mais de 

18 mil tipos de pesticidas estão licenciados para uso neste país e a cada ano são 

aplicados em torno de 1 bilhão de litros de pesticidas na agricultura, parques, 

florestas, residências e escolas (U.S. EPA, 2002). Atualmente os pesticidas da 

classe dos organofosforados estão entre os mais comumente utilizados. Antes de 

seu emprego como pesticidas ou praguicidas esses compostos foram utilizados 

como armas químicas na Alemanha nazista (Domingos et al., 2003). Após o período 

de guerra, estes agentes sofreram modificações estruturais no sentido de diminuir 

sua toxicidade para o homem e serem usados como pesticidas (Domingos et al., 

2003).  

A classe de pesticida que antecedeu os organofosforados no combate a pragas 

agrícolas foi a dos organoclorados, dentre os quais o mais conhecido e utilizado foi o 

DDT (diclorodifeniltricloroetano), descoberto em 1939 pelo entomologista suíço Paul 

Müller, que recebeu por isso o Prêmio Nobel de Medicina (D’Amato et al., 2002). 

Este composto foi amplamente produzido e comercializado com propósitos agrícolas 

por cerca de 30 anos até que graves problemas ambientais decorrentes de sua 

utilização fossem denunciados em 1962. A partir de então a produção deste 

pesticida vem sendo fortemente restringida em países em desenvolvimento 

(Resolução RDC nº 216 / 2004; Dispõe sobre Regulamento Técnico de Boas 

Práticas para Serviços de Alimentação, ANVISA, 2004) ou mesmo proibida em 

países desenvolvidos (U.S. EPA 2002).  
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As restrições impostas ao uso dos organoclorados contribuíram para o 

aumento do emprego de compostos organofosforados. Assim, a partir da década de 

70 os organofosforados passaram a ser os agrotóxicos mais utilizados no mundo. 

No caso do Brasil em particular, nesta mesma década, os pesticidas foram incluídos 

compulsoriamente nos financiamentos agrícolas, junto com adubos e fertilizantes 

químicos, o que culminou na utilização em larga escala destes produtos (Araújo et 

al, 2001).  

A ação clássica dos compostos organofosforados é a inibição irreversível da 

enzima acetilcolinesterase (promovendo a fosforilação de um resíduo de serina no 

centro ativo da enzima). A acetilcolinesterase (AChE), presente no sistema nervoso, 

plasma e fígado, é responsável por catalisar a hidrólise do neurotransmissor 

acetilcolina nas fendas sinápticas. A inibição desta enzima acarreta um acúmulo de 

acetilcolina nas fendas e uma consequente hiperestimulação colinérgica. Nos casos 

em que ocorre uma intoxicação por altas doses de organofosforados e a inibição 

promovida resultante atinge níveis em torno de 60% da atividade enzimática, surgem 

os sintomas característicos da intoxicação aguda por organofosforados: a síndrome 

colinérgica (Abou-donia, 1992; Clegg e van Gemert, 1999).  

Os sintomas da síndrome colinérgica aguda podem ser divididos em três 

grupos: muscarínicos, nicotínicos e centrais. Os sintomas muscarínicos são 

salivação e transpiração excessivas, lacrimejamento, aumento de secreções nasais 

e brônquicas, miose (diminuição do diâmeto pupilar), diarréia e bradicardia. Os 

efeitos nicotínicos incluem palidez, taquicardia, hipertensão, fraqueza e 

fasciculações. Os sintomas relacionados ao sistema nervoso central incluem 

ansiedade, insônia, dor de cabeça, tremores, confusão, falta de concentração, 

convulsões e depressão respiratória. A morte geralmente é devida à paralisia 

respiratória que pode ter origem central ou periférica (Kandel et al., 1991). 

 Os organofosforados podem ser usados como inseticidas, rodenticidas e 

fungicidas e são quimicamente classificados como fosforados orgânicos ou ésteres 

fosfóricos. Apresentam baixa estabilidade química e são mais tóxicos para os 

vertebrados quando comparados aos clorados.  

 Hoje, as inúmeras agressões à saúde humana decorrentes da utilização de 

pesticidas vão muito além da intoxicação aguda. Exposições a baixas doses de 

pesticidas durante períodos prolongados podem silenciosamente causar uma série 
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de alterações que vão desde desordens neurocomportamentais (Rothlein et al., 

2006) e imunotoxicidade (Thomas, 1995) a efeitos teratogênicos (Arbuckle et al., 

2001; Meyer et al., 2004; Qiao et al., 2004) e câncer (Blair and Zahm, 1995). Esta 

variedade de efeitos sugere que os mecanismos de ação através dos quais estas 

substâncias atuam podem ir além, ou ainda, serem independentes da inibição da 

AChE, pois esta inibição torna-se insuficiente para explicar os variados efeitos. 

 

 Depressão e pesticidas  

 

Os mecanismos capazes de explicar as causas da depressão, embora não 

estejam completamente elucidados, envolvem fatores genéticos, neurobiológicos e 

ambientais (Nestler et al., 2002; Heim et al., 2004). Após a descoberta dos 

mecanismos de ação dos antidepressivos, as pesquisas e explicações 

neuroquímicas sobre a fisiopatologia da depressão ganharam maior destaque. As 

principais teorias relacionadas às bases biológicas da depressão envolvem os 

sistemas neurotransmissores monoaminérgicos e a dessensibilização de receptores. 

A hipótese das monoaminas baseia-se na deficiência das aminas biogênicas, 

particularmente noradrenalina, serotonina e dopamina, como causa da depressão. A 

primeira hipótese aminérgica de Schildkraut (1965) e Bunney e Davis (1965) foi 

denominada hipótese catecolaminérgica, pois propunha que a depressão se 

associava a um déficit das catecolaminas, principalmente noradrenalina. 

Posteriormente surgiram a hipótese serotoninérgica, de Van Praag e Korf (1971), 

que teve grande impulso com o desenvolvimento da classe de antidepressivos 

chamados Inibidores Seletivos da Recaptação de Serotonina (ISRS), e a hipótese 

dopaminérgica de Wilnner (1990), devido à implicação da dopamina nos fenômenos 

de recompensa cerebral, estando envolvida na fisiopatologia da anedonia (Gorwood, 

2008; Stein, 2008) e de estudos demonstrando que o uso continuado de 

antidepressivos aumenta os níveis de dopamina no núcleo acumbens (Dremencov et 

al., 2005).  

Apesar da relevância da hipótese das monoaminas na investigação da 

depressão, existe uma certa resistência para sua aceitação, especialmente devido 

ao fato de que todos os medicamentos antidepressivos aumentam, de imediato, as 

monoaminas nas fendas sinápticas, porém seu efeito clínico só ocorre algumas 
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semanas após sua administração (Oswald et al., 1972). Outras substâncias, como 

por exemplo a cocaína, também elevam os níveis das monoaminas mas não 

apresentam efeito antidepressivo (Stahl, 1998). Como consequência, o foco das 

hipóteses neuroquímicas da depressão deslocou-se para os receptores dos 

neurotransmissores. 

O conhecimento dos receptores cerebrais evolui constantemente, já tendo sido 

identificados 4 subtipos de receptores noradrenérgicos, 7 subtipos de receptores 

serotoninérgicos e 5 subtipos de receptores dopaminérgicos. Alguns desses 

subtipos são ainda subclassificados em diferentes isoformas de acordo com as 

características farmacológicas e moleculares (Stahl, 1998). Mudanças na função dos 

neurotransmissores podem ocorrer através da mudança na sensibilidade de 

receptores pré e pós-sinápticos, sem alteração da quantidade do próprio 

neurotransmissor (Lafer e Vallada, 1999). Esta observação permitiu que a hipótese 

de deficiência de neurotransmissores fosse modificada e, em segundo lugar, fosse 

proposta a hipótese de dessensibilização de receptores (Lafer e Vallada, 1999). Tal 

hipótese propõe que o atraso no aparecimento dos efeitos terapêuticos de 

antidepressivos está relacionado a alterações no número e sensibilidade dos 

receptores monoaminérgicos, que pode demorar dias ou semanas para ocorrer.  

O interesse a respeito da importância dos receptores na etiologia da depressão 

derivou dos seguintes achados: a depleção de monoaminas provoca um aumento 

compensatório do número de receptores pós-sinápticos (suprarregulação) (Graeff e 

Brandão, 1993); estudos post mortem, em cérebros de pacientes suicidas 

encontraram um aumento no número de receptores 5HT2 no córtex frontal (Graeff e 

Brandão, 1993); a ativação de alguns subtipos do mesmo receptor provoca efeitos 

diversos e até mesmo opostos, como no caso dos receptores 5HT1A e 5HT2 (Graeff 

e Brandão, 1993). Este último achado levou Deakin e colaboradores (1991) a 

postular a hipótese da depressão com base no desequilíbrio de receptores 

serotoninérgicos, sugerindo um déficit na neurotransmissão dos receptores 5HT1A e 

um excesso na neurotransmissão dos receptores 5HT2. Sabe-se que a distribuição 

desses receptores no cérebro se dá de forma diversa, havendo predomínio dos 

receptores 5HT2 na amígdala e dos receptores 5HT1A no hipocampo, ambos 

estruturas do sistema límbico (Graeff e Brandão, 1993).  
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Pressupondo anormalidades funcionais em alguns receptores, esta hipótese 

obteve um suporte significativo vindo das pesquisas com ligantes marcados 

radioativamente, evidenciando que, após o uso de antidepressivos por algumas 

semanas, ocorrem no cérebro de pacientes deprimidos alterações nos receptores 

noradrenérgicos, principalmente uma redução de receptores beta-adrenérgicos pós-

sinápticos (infraregulação) (Graeff e Brandão, 1993; Leonard, 1997).  

A área de pesquisa sobre a implicação dos receptores deverá se aprofundar, 

identificando mais detalhadamente as características de cada subtipo de receptor e 

abrindo dois outros caminhos na elucidação dos fenômenos biológicos da 

depressão: o conhecimento do que ocorre no interior do neurônio pós-sináptico 

depois da estimulação do receptor e a investigação, através de técnicas 

moleculares, de possíveis anormalidades na expressão genética de enzimas e 

receptores cerebrais. 

Em humanos, a exposição contínua a baixos níveis de organofosforados tem 

como consequências uma variedade de sequelas psiquiátricas: apatia, irritabilidade, 

esquizofrenia e depressão. Os quadros de depressão, segundo a Organização 

Mundial da Saúde estão entre os efeitos comportamentais prevalentes (Rosenstock 

et al., 1990). 

Estudos epidemiológicos indicam um aumento no risco de depressão e suicídio 

em trabalhadores rurais expostos a pesticidas (van Wijngaarden, 2003; London et 

al., 2005; Jaga and Dharmani, 2007).  Esta associação vem sendo fortalecida 

através de estudos em modelos animais, os quais identificaram comportamento 

associado à depressão em roedores após exposição a organofosforados (Aldridge et 

al., 2005; Lima et al., 2009). 

 

Ansiedade e pesticidas  

 

Ansiedade pode ser definida como um sentimento vago e desagradável de 

medo, apreensão, caracterizado por tensão ou desconforto derivado de antecipação 

de perigo, de algo desconhecido ou estranho (Swedo et al., 1994). O que difere a 

ansiedade normal da ansiedade patológica é basicamente avaliar se a reação 

ansiosa é de curta duração, auto-limitada e relacionada ao estímulo do momento ou 

não (Castillo et al., 2000). Os transtornos ansiosos são quadros clínicos em que 
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estes sintomas são primários, ou seja, não são derivados de outras condições 

psiquiátricas como depressão, psicoses, transtornos do desenvolvimento, etc. 

(Castillo et al., 2000). Sintomas ansiosos são freqüentes em outros transtornos 

psiquiátricos e por isso muitas vezes o transtorno ansioso típico é confuso e difícil de 

diagnosticar. Em adição, podem ocorrer casos em que vários transtornos estão 

presentes (comorbidades) tornando impossível estabelecer qual sintoma é primário 

e qual não é (Castillo et al., 2000). 

O fenômeno comportamental conhecido como ansiedade está associado a uma 

inter-relação entre o sistema límbico e estruturas corticais (Bergink et al., 2004). 

Entre estas regiões, as projeções eferentes que partem da amígdala 

especificamente desempenham um papel de extrema importância na ansiedade e 

estão envolvidas na aquisição, consolidação e expressão do medo condicionado 

(Walker e Davis, 2002). 

Entre os neurotransmissores já descritos como envolvidos no transtorno 

ansioso estão a noradrenalina, o ácido gama-aminobutírico (GABA), a serotonina, o 

glutamato (Castillo et al., 2000) e a acetilcolina (para revisão: Zarate e Manji, 2008). 

Vários estudos reportam uma associação entre transtornos da ansiedade e 

exposição ocupacional a organofosforados (Jamal et al., 2002; Salvi et al., 2003), 

assim como aumento dos níveis de ansiedade em modelos animais de exposição 

(Sanchez-Amate et al., 2001; Brocardo et al., 2007). 

 

Cognição e pesticidas  

 

Aprendizado é definido como o processo pelo qual adquirimos conhecimento 

sobre o mundo, assim como habilidades necessárias à sobrevivência (Kandel, 

2000). Entre estas habilidades podemos citar as motoras, que possibilitam o 

desenvolvimento psicomotor e social e as linguagens, imprescindíveis à transmissão 

de conhecimento ao longo das gerações. Entende-se por memória o processo pelo 

qual o conhecimento e as habilidades são codificados, consolidados, registrados e, 

posteriormente, recuperados, ou seja, aprendidos (Kandel, 2000). Os tipos de 

memória podem ser classificados de acordo com o modo como a informação é 

armazenada e reutilizada. Assim, ela pode ser implícita (não-declarativa) ou explícita 

(declarativa), cada uma apresentando subdivisões. De acordo com o tempo que tais 
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informações ficam disponíveis para reutilização, ela pode ser de curto-

prazo/recente ou de longo prazo (Kandel, 2000). 

Existem fortes evidências da associação entre agrotóxicos e déficits cognitivos. 

Há indícios, por exemplo, de que a exposição a pesticidas está associada à 

demência e à doença de Alzheimer (Santibanez et al., 2007). Estudos prévios em 

modelos animais demonstram que a exposição perinatal a pesticidas causa 

prejuízos na memória e piora no desempenho dos animais em testes 

comportamentais de avaliação cognitiva que podem persistir até a idade adulta 

(Timofeeva et al., 2008a). Já foram descritos, particularmente, prejuízos cognitivos 

após a exposição aos pesticidas organofosforados clorpirifós, diazinon e paration 

(Levin et al., 2001; Timofeeva et al., 2008b; Levin et al., 2010). Estes prejuízos 

parecem estar fortemente co-relacionados a alterações na função sináptica 

colinérgica (Levin et al., 2001; Slotkin, 2005). 

 

Clorpirifós  

 

O pesticida clorpirifós [O,O-dietil-O-(3,5,6-tricloro-peridil)-fósforo-tioato], 

pertence ao grupo dos inseticidas organofosforados altamente tóxicos (Classe II). É 

utilizado no controle de diversas pragas em muitas culturas, entre as quais milho, 

soja, trigo, feijão, café, algodão, maça, banana, cenoura, tomate, couve e fumo 

(Pena et al., 2003).  

Seu uso vem sofrendo várias restrições e, no Brasil, é proibido para uso 

doméstico desde 2005 (Resolução RDC nº 226;2004). Nos Estados Unidos, está 

sendo severamente restrito devido principalmente à sua neurotoxicidade durante o 

desenvolvimento (U.S. EPA, 2002). Devido à sua elevada lipossolubilidade, 

clorpirifós pode ser absorvido pelo organismo humano por várias vias como a pele, 

membranas mucosas e via respiratória (Pena et al., 2003). Assim como os demais 

compostos organofosforados inibe as serino-hidrolases. 

A meia-vida plasmática do clorpirifós é curta, da ordem de 1 hora ou menos 

(para revisão: Eaton et al., 2008). O processo de biotransformação que se passa nos 

organismos animais é ilustrado na figura 1. A etapa de dessulfuração a clorpirifós-

oxon é particularmente importante, pois clorpirifós em sua forma original é incapaz 

de inibir significativamente a AChE (Chambers, 1992). O clorpirifós-oxon é 
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enzimaticamente ou espontaneamente hidrolizado até a forma dietifosfato e 3,4,6-

tricloro-2-piridinol (TCPy). Além da transformação em clorpirifós-oxon, clorpirifós é 

oxidado por citocromos da família P-450 a um metabólito instável que sofre hidrólise 

espontânea e forma dietiltiofosfato e TCPy. Estes metabólitos são excretados na 

urina ou formam conjugados sulfatados e glucuronideos que também são excretados 

(para revisão: Eaton et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Biotransformação do clorpirifós. Modificado de Eaton et al 2008. 

 

Estudos experimentais em modelo animal demostram que, devido a sua 

característica lipofílica, as maiores concentrações de clorpirifós são encontradas no 

tecido adiposo, além de se ligar a proteínas plasmáticas como a albumina. Isso 

diminui a concentração de clorpirifós livre no sangue. O metabólito inibidor da AChE, 

clorpirifós-oxon, tem a característica de ser menos lipofílico e, portanto, se acumula 

relativamente menos nos adipócitos e se distribui melhor para órgãos como cérebro, 

fígado e rim. 

Clorpirifós é o pesticida organofosforado mais estudado e cujos efeitos são 

melhor conhecidos. Mesmo em exposições que não promovem inibições 

significativas da AChE, clorpirifós é capaz de alterar diversos padrões do 

funcionamento cerebral (Barone et al., 2000; Gupta, 2004). Uma indicação disso é a 

observação de que embriões de rato em cultura, quando expostos a clorpirifós, 
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apresentam anomalias mitóticas e apoptose durante o estágio de fechamento do 

tubo neural (Roy et al., 1998), sendo que a enzima responsável pela síntese de 

acetilcolina só estará presente no cérebro mais tardiamente durante o 

desenvolvimento (Lauder e Schambra, 1999).  Adicionalmente, clorpirifós causa 

inibição do crescimento de neuritos em células de feocromocitoma de ratos (PC12), 

apesar destas células não apresentarem as enzimas necessárias para a produção 

de clorpirifós-oxon, o metabólito ativo do clorpirifós que inibe a AChE (Li e Casida, 

1998). A constatação de que há componentes da neurotoxicidade de clorpirifós que 

não estão diretamente associados à AChE, chama a atenção para  a importância de 

se estudar outros mecanismos e sistemas de neurotransmissores que possam ser 

alvos deste e de outros pesticidas desta classe. 

 

Metamidofós  

 

O Metamidofós (O,S-dimetilfosforamidotioato; C2H8NO2PS), conhecido 

comercialmente como Monitor, Tam, Nitofol, Swipe, Nuratron, Vetaron, Filitox, 

Patrole, Tamanox, SRA 5172 ou Tamaron, é um pesticida (inseticida e acaricida) 

organofosforado de amplo espectro de ação, que apresenta vários riscos à saúde 

humana e aos animais devido à sua elevada toxicidade. É obtido como subproduto 

do Acefato (Gray et al., 1982; Rhodes et al., 2004). 

Apesar de estar sofrendo restrições em alguns países (Rotterdam Convention: 

Database of Notifications of Final Regulatory Action, 2012), o pesticida metamidofós 

é, ainda, extensivamente usado. Em um estudo anterior dos efeitos da exposição 

sub-crônica a metamidofós em camundongos já adultos, nosso grupo de pesquisa 

detectou comportamento associado à depressão em camundongos (Lima et al., 

2009) e alterações sobre marcadores neuroquímicos da função serotoninérgica 

(Lima et al., 2011) mesmo com níveis baixos de inibição da AChE (15%) ou após a 

completa recuperação da sua atividade. Entretanto, ainda não conhecemos as 

consequências de uma exposição sub-crônica no período de maior vulnerabilidade 

do sistema nervoso, os primeiros dias de vida pós-natal dos roedores.  

Na agricultura brasileira, a partir do início da década de 90, verificou-se 

crescente aumento no uso do Metamidofós. Amplamente empregado em todo o país 

para proteção de diferentes culturas, já foram registrados casos de uso abusivo e 
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indiscriminado em Minas Gerais e casos de contaminação em culturas de 

hortaliças em São Luís (MA) (Araújo et al., 2001). 

 

Exposição a pesticidas organofosforados durante o desenvolvimento  

 

Além dos sintomas causados pela intoxicação aguda a organofosforados, uma 

série de outras silenciosas alterações fisiológicas podem ser observadas após 

exposições a níveis abaixo dos necessários para causar toxicidade sistêmica. E 

quando se trata de uma exposição perinatal ou durante a infância, o problema se 

torna particularmente grave, pois é sabido que este período do desenvolvimento 

cerebral é mais vulnerável aos danos promovidos por pesticidas (Moser, 1999).  Um 

dos maiores problemas causados por organofosforados para a saúde humana é a 

capacidade destes agentes de promover neurotoxicidade durante o período de 

desenvolvimento, mesmo quando se trata de exposições abaixo do limiar para 

causar sinais de toxicidade sistêmica (Pope, 1999; Landringan, 2001). O período de 

surto de crescimento cerebral (brain growth spurt), que em roedores compreende os 

dez primeiros dias de vida pós-natal (Quinn, 2005; Clancy et al., 2007), é o período 

crítico para neurogênese no hipocampo e cerebelo e para a sinaptogênese (Dobbing 

and Sands, 1979; Bandeira et al., 2009).  Este é também o período de entrada das 

fibras colinérgicas no córtex e o período no qual a expressão dos principais 

componentes do sistema colinérgico atingem o seu máximo em várias regiões 

cerebrais (para revisão: Dwyer et al., 2008; Abreu-Villaça et al., 2011). De fato, 

durante este período, o cérebro é altamente vulnerável aos efeitos de vários agentes 

neurotóxicos (Dribben et al., 2011; Nunes et al., 2011; Nunes-Freitas et al., 2011; 

Pohl-Guimaraes et al., 2011) incluindo organofosforados (Aldridge et al., 2003; 

2005b, Slotkin and Seidler, 2007; 2008; Levin et al., 2010). Além disso, o fato de 

crianças pequenas não apresentarem muitos dos sinais de toxicidade sistêmica, 

contribui para dificultar os registros rápidos dos casos de contaminação e para 

agravar o problema (Litovitz et al., 1997).  

Estudos com clorpirifós, um dos organofosforados mais amplamente 

estudados, indicam que este pesticida afeta processos básicos do desenvolvimento 

cerebral através de mecanismos que não estão necessariamente associados à 

inibição da AChE ou mecanismos colinérgicos, tais como a interrupção da replicação 
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e diferenciação das células nervosas, os processos de sinaptogênese e 

axogênese e função sináptica (Barone et al., 2000; Casida e Quistad, 2004; Gupta, 

2004). Vários estudos indicam que um mecanismo molecular de ação de clorpirifós 

pode ser a interferência sobre a atividade da adenilato-ciclase, enzima que controla 

a síntese de AMP cíclico (cAMP) (Meyer et al., 2003). Finalmente, um potente efeito 

apontado como não-colinérgico, é a capacidade de afetar a fosforilação e a função 

de fatores de transcrição nucleares que controlam o processo de diferenciação 

celular e que são dependentes de cAMP (Schuh et al., 2002, Meyer et al., 2003 

Aldridge et al., 2003), sendo que estes efeitos muitas vezes contribuem para o 

surgimento de efeitos neurocomportamentais que persistem até a idade adulta 

(Levin et al., 2002; Icenogle et al., 2004).  

Um aspecto intrigante da exposição a baixas doses de compostos 

organofosforados é que eles podem diferir substancialmente em sua rede de efeitos 

no desenvolvimento cerebral e performance comportamental, que não 

necessariamente estão ligados a inibição colinesterásica. Numa série de estudos 

com exposições toxicodinamicamente equivalentes em ratos neonatos foi 

demonstrado que os pesticidas organofosforados clorpirifós, diazinon e paration 

causam anormalidades comportamentais relacionadas aos sistemas colinérgico e 

serotoninérgico, mas estas podem ser diferentes de acordo com o organofosforado 

administrado (Roegge et al., 2008; Slotkin, 2005; Slotkin et al., 2008b; Slotkin et al., 

2009). Como exemplo, podemos citar o fato que o pesticida paration, embora seja 

reconhecidamente mais tóxico sistemicamente, não causou prejuízos cognitivos, 

analisados através do labirinto aquático radial, como foi demonstrado para os outros 

dois organofosforados na adolescência e idade adulta (Slotkin et al. 2008b; 

Timofeeva et al., 2008a). 

 

Estudo comparativo  

 

Como dito acima, além do conhecido efeito anti-colinesterásico, a exposição a 

pesticidas organofosforados pode promover uma série de outras alterações no 

cérebro em desenvolvimento que podem refletir consequências da ação destas 

substâncias em outros sistemas neurotransmissores que não o colinérgico. De 

maneira interessante, o alvo, a forma e a intensidade com que estas exposições 
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afetam o sistema nervoso são sugestivamente diferentes entre os vários 

pesticidas desta classe (Pope, 1999; Gupta, 2004; Aldridge et al., 2005a; Timofeeva 

et al., 2008a). Não obstante, a capacidade de atuação de vários compostos 

organofosforados sobre sistemas-chave para o desenvolvimento cerebral são ainda 

pouco estudados, enquanto o impacto da exposição ao pesticida clorpirifós no 

período de desenvolvimento já é relativamente bem conhecido e, por isso, o controle 

do uso desta substância já é uma realidade em todo o mundo. 

Desta forma, a análise dos efeitos da exposição a outros compostos da mesma 

classe e de até que ponto estes efeitos são semelhantes aos efeitos do clorpirifós é 

de extrema importância para a determinação dos riscos do uso indiscriminado 

destes compostos à espécie humana. Assim como já foram descritos diversos 

efeitos adversos para o uso de clorpirifós mesmo a doses muito inferiores àquelas 

necessárias para causar sintomas de síndrome colinérgica, é provável que também 

outros organofosforados ofereçam iguais ou maiores consequências, inclusive 

apresentando efeitos inexistentes na exposição a clorpirifós. A comparação entre os 

organofosforados tem o potencial de ajudar profissionais da área a selecionar 

aqueles que são menos prejudiciais à população. 

  Um desafio para a realização da comparação entre os dois pesticidas usados 

neste estudo (clorpirifós e metamidofós) foi a escolha de uma dose de exposição 

para as duas substâncias que fosse toxicologicamente equivalente. A escolha da 

dose equivalente nos permite comparar resultados neuroquímicos e 

comportamentais obtidos devido à exposição a diferentes pesticidas.  Para isso, no 

presente estudo, foi realizada uma etapa preliminar de construção de uma curva 

dose resposta de inibição da  AChE na qual se buscou identificar uma dose para 

cada um dos pesticidas que causasse o mesmo nível de inibição enzimática nas 

duas regiões cerebrais estudadas. Nosso objetivo, baseado em estudos anteriores, 

foi identificar a dose de cada pesticida que causasse aproximadamente 20% de 

inibição da AChE um dia após o término do período de exposição, sendo que esta 

dose seria utilizada nos experimentos seguintes onde alterações em sistemas de 

neurotransmissores centrais e o comportamento animal seriam avaliados. Esta 

escolha foi baseada em estudos que utilizaram organofosforados como diazinon, 

clorpirifós e paration, nos quais foi demonstrado que este nível de inibição causa 

alterações em diferentes sistemas de neurotransmissores e no comportamento.  
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Como descrito em detalhe na sessão de Resultados, tivemos sucesso em 

identificar uma dose de metamidofós e outra de clorpirifós que causassem em média 

20% de inibição da AChE, no entanto, a análise mais detalhada dos dados 

demonstrou que o grau de inibição variou em relação ao sexo e à região cerebral. 

Apesar da dose do pesticida metamidofós que causou uma inibição da 

atividade enzimática de cerca de 20% não ter variado em função da região cerebral 

e do sexo, a exposição a clorpirifós promoveu níveis de inibição diferentes para 

machos e fêmeas. As fêmeas expostas a clorpirifós tiveram a atividade da enzima 

mais afetada que os machos. Adicionalmente, os machos tiveram inibições 

diferentes de acordo com a região analisada. Não obstante as doses escolhidas 

terem causado níveis variáveis de inibição, estas podem ser consideradas baixas 

em relação a esse parâmetro. Assim, como descrito nas sessões de Métodos e 

Resultados, optamos por analisar e apresentar em separado os resultados obtidos. 

Contudo, mantivemos a discussão comparativa dos dados, ressaltando que em 

algumas situações, as inibições da AChE não foram semelhantes entre os 

pesticidas, o que pode ter influenciado os resultados.  

 

Importância da avaliação dos sistemas colinérgico e serotoninérgico  

 

Ainda hoje, pouco se sabe sobre a natureza da relação entre transtornos 

psiquiátricos e exposição a organofosforados.  Contudo, sabe-se que alterações no 

sistema serotonérgico são críticas uma vez que estão associadas tanto com 

transtornos da ansiedade quanto com comportamento depressivo (Risch e Nemeroff, 

1991; Nemeroff, 1998; Courtet et al., 2001; Nutt, 2002; Olausson et al., 2002; Gross 

e Hen 2004; White et al., 2005; Celine et al., 2006;).  Além disso, existem fortes 

evidências do envolvimento do sistema colinérgico central e de interações entre o 

sistema colinérgico e o serotoninérgico na modulação da ansiedade (File et al., 

2000; Degroot e Treit, 2002; 2003). 

A avaliação do sistema colinérgico é de extrema importância no presente 

estudo. Os pesticidas organofosforados têm como alvo indiscutível a inibição da 

AChE e, portanto, se espera que hajam alterações colinérgicas como conseqüência 

da sua exposição. No entanto, nós selecionamos doses de exposição que causam 

níveis baixos de inibição enzimática para cada pesticida. Assim, caso haja 
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alterações colinérgicas diretamente decorrentes da atividade colinesterásica, 

estas devem ser proporcionais às inibições encontradas para cada pesticidas 

utilizado neste trabalho e, caso contrário, alterações outras, não associadas à 

inibição da AChE podem ser investigadas. Não obstante, tanto as alterações 

colinesterásicas como outras possíveis ações sobre o sistema colinérgico podem 

acarretar disfunções de outros sistemas neurotransmissores, já que o sistema 

colinérgico participa da modulação de várias outras vias no sistema nervoso. 

Receptores nicotínicos da acetilcolina (nAChRs) pré-sinápticos modulam a liberação, 

além da própria acetilcolina, de outros neurotransmissores como  noradrenalina, 

GABA, serotonina, glutamato (Wonnacott, 1997) assim como neuropeptídeos, entre 

eles o hormônio adrenocorticotrópico (ACTH), o hormônio liberador de corticotropina 

(CRH) e o neuropeptídeo Y (NPY).  Adicionalmente, estudos anteriores demonstram 

que estes neurotransmissores participam da fisiopatologia da ansiedade (Bergink et 

al., 2004). Além disso, os nAChRs também estão envolvidos com o processo de 

retenção de memória. Nos quadros de demência ou disfunções cognitivas, há um 

declínio da transmissão colinérgica (Dani, 2001; Newhouse et al., 2004). 

Em relação ao sistema serotoninérgico, é indiscutível a relevância da sua 

participação nos mecanismos fisiológicos tanto da depressão e quanto da 

ansiedade. A hipótese serotoninérgica da depressão de Korf e van Praag (1971) 

sugere que a depressão maior resulta de uma considerável deficiência de serotonina 

ou uma ineficiência dos receptores serotoninérgicos. 

Em adição, diversas alterações tanto sobre o sistema colinérgico quanto o 

serotoninérgico foram descritas após exposição a pesticidas organofosforados, 

particularmente durante o período de desenvolvimento.  
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1 OBJETIVOS 

 

Este estudo tem como objetivos principais verificar se a exposição a baixas 

doses dos pesticidas organofosforados metamidofós e clorpirifós durante o 

desenvolvimento causa alterações colinérgicas e/ou serotoninérgicas de curto prazo 

no sistema nervoso central e se há diferenças na resposta à exposição a baixas 

doses de diferentes pesticidas da mesma classe. 

Além dos efeitos de curto prazo, pretendemos avaliar os efeitos 

comportamentais persistentes ou programados que possam ser observados na 

idade adulta, manifestados em desordens do humor, cognitivas ou locomotoras e 

determinar até que ponto estas alterações comportamentais refletem efeitos de 

longo prazo nos sistemas colinérgicos e/ou serotoninérgicos para cada pesticida. 

 

Objetivos específicos: 

 

Produzir baixos níveis de inibição da enzima AChE:  

Uma vez que este estudo visa avaliar os efeitos de cada um dos dois pesticidas 

avaliando as contribuições relativas da inibição da AChE versus outros mecanismos 

associados a eventos do desenvolvimento do sistema nervoso central afetados por 

pesticidas, é crucial que as doses dos pesticidas a serem utilizadas neste estudo 

sejam bem inferiores ao limiar para ocorrência de toxicidade sistêmica. Assim, nosso 

primeiro objetivo específico foi identificar quais doses dos pesticidas em questão 

produziriam níveis baixos de inibição da atividade colinesterásica, em torno de 20%.  

 

Avaliar se a exposição a baixas doses de pesticidas organofosforados 

durante o desenvolvimento pós-natal recente causa alterações colinérgicas 

e/ou serotoninérgicas de curto prazo no sistema nervoso central e se há 

diferenças na resposta à exposição a diferentes pesticidas da mesma classe: 

 

Após a escolha da dose de cada pesticida que causa níveis baixos de inibição 

da AChE, verificamos se a exposição aos diferentes pesticidas causa efeitos 

distintos nos sistemas colinérgico e serotoninérgico centrais um dia após o término 

da exposição. Como forma de avaliação do sistema colinérgico, dosamos a atividade 
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das enzimas acetilcolinesterase, colina-acetiltransferase e do transportador pré-

sinaptico de colina; e, como forma de avaliar o sistema serotoninérgico, 

quantificamos a ligação de marcadores específicos aos receptores  serotoninérgicos 

5HT1A, 5HT2 e ao transportador pré-sináptico de serotonina. 

 

Avaliar se a exposição a baixas doses de pesticidas organofosforados 

durante o desenvolvimento pós-natal recente causa alterações do humor, 

cognitivas ou locomotoras e até que ponto estas alterações comportamentais 

refletem efeitos de longo prazo nos sistemas colinérgicos e/ou 

serotoninérgicos. 

Com o objetivo de verificar se a exposição aos diferentes pesticidas causa 

alterações comportamentais distintas quando administrados a baixas doses, 

selecionamos testes normalmente utilizados para acessar níveis de ansiedade, 

comportamento associado à depressão, aprendizado e memória e atividade 

locomotora. Os animais foram testados na idade adulta. Nestes animais, verificamos 

também se a exposição aos pesticidas causa efeitos distintos nos sistemas 

colinérgico e serotoninérgico centrais. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a declaração de 

Helsinki e com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals adotado e 

promulgado pelo National Institutes of Health. O projeto foi aprovado pela Comissão 

de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes da UERJ (CEA) sob o número de protocolo 

CEUA/006/2011. 

 

 

2.1 Animais 

 

 

Os animais foram criados e mantidos sob temperatura controlada, em um ciclo 

de 12 horas de claro e 12h de escuro (as luzes acendiam às 2:00 e apagavam às 

14:00 horas com objetivo de viabilizar os testes realizados na fase escura, 

mimetizando o período noturno) e o acesso à água e comida era livre. Foram 

utilizadas apenas ninhadas de camundongos da cepa Swiss com número de filhotes 

entre 8 e 12, que está em torno da média de animais por ninhada geralmente 

observada para esta cepa, para que as possíveis diferenças de desenvolvimento 

oriundas do padrão nutricional a que eles foram submetidos desde a gestação 

fossem minimizadas. Foram usados para de 7 a 10 animais por sexo e por grupo 

para cada etapa do estudo. 

 

 

2.2 Desenho experimental 

 

 

O período de exposição dos animais neonatos utilizados neste projeto está 

compreendido dentro de um dos períodos considerados de maior vulnerabilidade do 

cérebro de roedores a agentes neurotóxicos, os primeiros dias de vida pós-natal. Em 
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relação ao desenvolvimento do sistema nervoso, este período corresponde ao 

terceiro trimestre de gravidez, em humanos (Quinn, 2005; Clancy et al., 2007). 

Considerando o dia do nascimento dos animais como PN1 (ou seja, primeiro 

dia de vida pós-natal), o período de exposição estendeu-se do terceiro dia de vida 

(PN3) ao nono dia de vida (PN9). Neste período os animais receberam injeções 

subcutâneas diárias de metamidofós (MET), clorpirifós (CPF) ou dimetilsulfóxido (ou 

DMSO, veículo de diluição das drogas).  

Numa etapa preliminar do estudo, foram administradas 3 diferentes doses para 

cada um dos organofosforados para a construção de uma curva dose-resposta de 

inibição da AChE. Tanto para o metamidofós quanto para clorpirifós foram usadas  

as doses de 0,25mg/kg (dose menor ou  DMenor), 1mg/kg (dose intermediária ou 

DInt) e 3mg/kg (maior dose ou DMaior). Estas doses foram escolhidas com base em 

estudos prévios da inibição colinesterásica causada pela exposição à 

organofosforados em modelo animal (Whitney, et al. 1995; Moser, 1999; Slotkin et 

al., 2006). 

Cada animal de cada ninhada recebia apenas uma dose de um dos compostos 

organofosforados ou DMSO (animais controle, CT) em uma injeção subcutânea 

diária, de maneira que as diferentes doses eram aplicadas em cada ninhada mas 

somente havia exposição a um dos organofosforados em cada ninhada, evitando 

contaminações cruzadas entre pesticidas. Assim, o tratamento dos animais foi 

realizado conforme esquematizado abaixo (Fig 2). O volume de solução injetado era 

sempre 1mL/kg e para diferenciar os grupos (tratado ou controle) e as doses 

(DMenor, DInt e DMaior), os animais receberam marcações com uma solução 

atóxica de violeta de genciana (cloreto de pararosanilina), que eram reforçadas 

todos os dias logo após a injeção da droga. Os animais controle também eram 

pintados para manter o padrão de manipulação e estresse o mais homogêneo 

possível. No dia seguinte ao término do tratamento, os animais foram sacrificados 

por decapitação e os cérebros foram dissecados para a realização do ensaio 

enzimático da atividade da AChE e construção da curva dose-resposta. Foram 

utilizadas as regiões do córtex cerebral (região rica em projeções colinérgicas e 

serotoninérgicas) e tronco encefálico (região que contém a maioria dos corpos 

celulares colinérgicos e serotoninérgicos). 
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Figura 2. Primeira etapa: Linha temporal da etapa de construção da curva dose-resposta  

 

Estudos anteriores verificaram que a exposição a baixas doses de OPs como 

clorpirifos, diazinon e paration, as quais resultaram em inibições de até 20% da 

atividade da AChE, causaram alterações em diferentes sistemas de 

neurotransmissores assim como alterações comportamentais durante o 

desenvolvimento e na idade adulta (Slotkin et al., 2006b; 2008c; 2009; Slotkin and 

Seidler, 2007). Assim, com base nos resultados obtidos a partir da curva dose-

resposta, escolhemos as doses de MET e CPF que geraram inibições próximas de 

20% no córtex e tronco cerebral para serem utilizadas nas etapas seguintes deste 

estudo. Como descrito em detalhes na sessão de Resultados, as doses escolhidas 

foram 1mg/kg para MET e 3mg/kg para CPF. 

Assim, após esta etapa inicial, as ninhadas passaram a ser distribuídas apenas 

entre controles e tratados (desta vez com uma única dose do pesticida). Porém os 

animais das ninhadas foram subdivididos também de acordo com o período de 

avaliação experimental. Uma parte deles foi destinada à avaliação neuroquímica na 

fase de desenvolvimento e, portanto, foi sacrificada em PN10. A outra parte foi 

destinada às análises comportamentais e neuroquímicas e foi mantida com a mãe 

até o período do desmame (PN21), quando os filhotes eram separados por sexo e 

mantidos em grupos de 2 a 4 animais por gaiola até completarem PN60. Na idade 

adulta, de PN60 a PN63, os animais foram submetidos aos testes comportamentais 

e em seguida foram sacrificados (PN63), de acordo com a sequência esquematizada 
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na Fig 3. Os animais neonatos foram sacrificados por decapitação, através de 

corte único com tesoura cirúrgica e os adultos foram sacrificados por deslocamento 

cervical. Em ambos os casos, o cérebro foi dissecado e as regiões de interesse 

foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -45ºC para 

posterior análise. 

 

 

Figura 3. Segunda etapa: Estudo dos efeitos neuroquímicos e comportamentais de baixas 
doses de MET e CPF 

 

 

2.3 Avaliação da atividade colinesterásica 

 

 

A atividade da acetilcolinesterase foi medida através do modo 

espectrofotométrico descrito por Ellman (Ellman et al., 1961). O tronco encefálico 

(mesencéfalo+ponte+bulbo) e o córtex cerebral de cada animal foram pesados e 

homogeneizados (aproximadamente a 90 mg/mL) em tampão fosfato de sódio 

(0.12M, pH 7.6) em um homogeneizador tipo Ultra-Turrax T10 basic. A seguir, em 

uma cubeta de 1 mL, foram adicionados 0.1 mL do tecido homogeneizado a uma 

solução contendo 709μL de tampão fosfato de sódio a 0.12M (pH=7.6), 177 μL de 

ácido ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB, 0.63mM em tampão fosfato 0.12M, pH7.6) e 

177 μL de acetiltiocolina (acetylthiocholine iodide, 6.6mM em água destilada). 

Imediatamente após a adição do tecido homogeneizado, a solução foi lida a 412nm, 
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em modo cinético a cada 5 segundos, durante 2 minutos. A absorbância do 

branco foi subtraída dos valores finais de leitura.  

Para obtermos os valores de atividade da acetilcolinesterase em nmoles de 

produto formado por unidade de tempo, fizemos uma correlação com uma curva 

padrão de L-cisteína, previamente construída. 

A curva padrão de L-cisteína (dados não apresentados) foi construída a partir 

da utilização de diferentes concentrações do aminoácido L-cisteína, o qual reage 

diretamente com o DTNB sem que seja necessária a hidrólise da molécula ou 

qualquer reação enzimática. 

 

 

2.4 Medidas bioquímicas de avaliação da função colinérgica e serotoninérgica 

 

 

Todas as medidas bioquímicas realizadas em animais em PN10 ou PN63 

foram corrigidas pela concentração de proteína total presente no tecido (no caso das 

enzimas ensaiadas) ou de proteínas de membrana presentes no preparado de 

membrana (no caso dos receptores analisados). As proteínas foram medidas por 

ensaio do ácido bicinconínico (BCA).  

Preparação tecidual:  Os tecidos foram descongelados, e homogeneizados em 

tampão Tris a 50mM na diluição de 20x (19 volumes de tampão por massa de 

tecido) utilizando um homogeneizador tipo Ultra-Turrax T10 basic. Uma alíquota 

deste homogenado foi separada para o ensaio da atividade da colina acetil 

transferase (ChAT) e para quantificação do teor total de proteínas presente no 

tecido. Somente em PN63, uma segunda alíquota deste homogenado foi utilizada 

para medir a atividade da AChE. O restante do tecido homogeneizado foi então 

sedimentado através de centrifugação a 39000 x g durante 15 min. O pellet gerado 

foi ressuspendido com adição do mesmo volume de tampão que o originou e 

novamente homogeneizado. A seguir o tecido foi novamente centrifugado e 

novamente ressuspendido no mesmo tampão, mas desta vez com ¼ do volume 

original e utilizando um pistilo de teflon (Teflon pestle). O homogenado final, 

chamado de fração de membrana, foi utilizado para a quantificação de proteinas de 

membrana e obtenção das demais medidas colinérgicas: Ligação ao transportador 
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colinérgico pré-sináptico; e serotoninérgicas: Ligação ao receptor 5HT1A, ao 

receptor 5HT2 e ao transportador serotoninérgico pré-sináptico, descritas abaixo. 

 

 Ligação ao transportador colinérgico pré-sináptico: Ligação do Hemicolinium-3 

(HC3) marcado radioativamente (HC-3 tritiado ao transportador pré-sináptico de 

colina  

 Após o processo de homogeneização tecidual e obtenção da fração de 

membrana, uma parte do homogenado foi separada para quantificação do 

transportador pré-sináptico de colina. A partir desta alíquota, amostras iguais foram 

diluídas e distribuídas a quatro tubos de ensaio, duas das quais receberam uma 

solução TOTAL (contendo apenas o ligante específico do transportador, [3H]HC-3 e 

a solução de tamponamento de pH a 7,4) e outras duas que receberam uma solução 

NÃO-ESPECÍFICA (que, além do HC-3 acoplado ao trítio radioativo, contém uma 

alta concentração do ligante HC-3 não-tritiado). Todas as amostras foram incubadas 

por 20min a 20ºC em tampão fosfato (pH 7,4) e 150mM de NaCl com adição de 2nM 

de [3H]HC-3 em volume final de 1mL. Após o período de incubação, as amostras 

foram submetidas à ultra-filtração no Cell Harvester (Brandel, Gaithersburg, 

Maryland, EUA) para que os complexos ligante-proteína presentes nas membranas 

celulares ficassem presos a filtros aderentes. Os papéis de filtro foram previamente 

tratados com solução de polietilanamina a 0,1% por, no mínimo, 30 minutos. As 

porções de filtro referentes a cada amostra foram coletadas e guardadas em tubos 

plásticos com adição de 5mL de líquido cintilográfico por pelo menos 12h. A leitura 

da emissão radioativa é realizada por espectrometria de cintilação líquida.  

A função da solução NÃO-ESPECÍFICA é o preenchimento de todos os sítios 

específicos de ligação presentes no transportador com o HC-3 não-tritiado, para 

garantir que a leitura de emissão radioativa nestes tubos, ao final do experimento, 

seja decorrente apenas de ligações inespecíficas do HC-3 tritiado a outras proteínas 

membranares. Assim, a ligação especificamente ao transportador pré-sináptico é 

dada pela diferença entre a média das duas primeiras amostras e o valor obtido na 

segunda, ou seja: leitura TOTAL menos NÃO-ESPECÍFICA. O valor encontrado para 

marcação específica é corrigido pela concentração de proteínas de membrana 

presente na amostra. Desta forma, os valores finais são apresentados como 

marcação específica por miligrama de proteína de membrana.  
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Atividade da colina acetiltransferase: Para avaliação da atividade da ChAT, 

amostras contendo 44 µL do homogenato geral, ou seja, da suspensão obtida na 

primeira homogeneização tecidual, foram diluídas em tampão fosfato (pH 7,9) e 

distribuídas em triplicatas. A cada tubo da triplicata foi adicionada uma mistura 

(“MIX”) contendo NaCl a 200mM, MgCl2 a 17mM, EDTA a 1mM, Triton X-100 a 0,2% 

em tampão, fisostigmina a 0,12mM,  albumina de soro bovino a 0,6mg/ml, cloreto de 

colina a 20mM e  [14C]acetil-coenzima A a 50mM. Aos “brancos” da reação, foi 

adicionado tampão de diluição no mesmo volume de tecido que foi adicionado às 

triplicatas do ensaio, mais o “MIX”. Todos os tubos, entre amostras e brancos, em 

triplicata, foram pré-incubados por 15min a 4ºC e em seguida foram incubados por 

30min a 37ºC. Sob estas condições a reação enzimática se passa durante o período 

de incubação e a ChAT presente no tecido catalisa a reação de síntese da 

acetilcolina a partir da [14C]acetil-coenzima A e colina fornecidas às amostras. Uma 

vez que o substrato de ação da enzima está marcado radioativamente, o produto da 

reação medido ao final também está, ou seja, há formação de moléculas de 

acetilcolina acopladas ao átomo de  14C. A fração contendo acetilcolina marcada foi 

extraída por centrifugação e o sobrenadante foi transferido para tubos plásticos 

especiais (vials) e a eles foi adicionado líquido cintilográfico. A emissão radioativa foi 

mensurada por espectrometria de cintilação líquida. A atividade da enzima foi 

expressa em relação à concentração de proteínas totais presentes no tecido. 

 

Ligação ao receptor 5HT1A: Para ligação ao receptor 5HT1A, as amostras de 

tecido, subdivididas em alíquotas que receberam ou solução TOTAL ou solução 

NÃO-ESPECÍFICA foram incubadas com [3H]8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina 

([3H]8-OH DPAT) na concentração de 1nM a 25ºC por 30 minutos em tampão Tris a 

50mM (pH 8) contendo MgCl2 a 0,5 mM e ascorbato de sódio a 0,5 mM. A solução 

NÃO-ESPECÍFICA contém serotonina em alta concentração (100 µM) para deslocar 

o sítio de ligação específico.   

 

Ligação ao receptor 5HT2: Para a ligação ao receptor 5HT2, as amostras foram 

incubadas com [3H]ketanserina a 0,4nM a 37ºC durante 15 minutos em tampão Tris, 
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50 mM (pH7,4). Para deslocar o sítio de ligação específico do receptor foi 

adicionado metilsergídeo em alta concentração (10µM). 

 

Ligação ao transportador 5HTT:  Para a ligação ao transportador pré-sináptico 

de serotonina, as amostras de tecidos foram incubadas com [3H]Paroxetina a 85pM 

por 2horas a 20ºC em tampão Tris, 50mM (pH 7,4) contendo NaCl a 120mM e KCl a 

5mM. Da mesma forma que para o ensaio do receptor 5HT1A, a solução NÃO-

ESPECÍFICA contém serotonina em alta concentração (100 µM) para deslocar o 

sítio de ligação ao transportador. 

Todas as reações para avaliação do sistema serotoninérgico foram 

interrompidas por adição do tampão de incubação gelado e as amostras foram 

submetidas à ultra-filtração no Cell Harvester (Brandel, Gaithersburg, Maryland, 

EUA). Os papéis de filtro referentes a cada amostra foram coletados e a eles foram 

adicionados 5mL de líquido cintilográfico. A leitura da emissão radioativa foi 

realizada por espectrometria de cintilação líquida. 

De forma análoga à quantificação da atividade do transportador pré-sináptico 

de colina, os valores de ligação específica aos receptores e transportador 

serotoninérgico foram calculados a partir da diferença entra a solução TOTAL menos 

a NÃO-ESPECÍFICA e os valores apresentados foram corrigidos pela concentração 

de proteínas de membrana. 

 

 

2.5 Medidas comportamentais 

 

 

Os animais a partir de PN60 foram submetidos aos testes comportamentais 

que avaliam alterações do humor (labirinto em cruz elevado, campo aberto, teste do 

nado forçado e teste da suspensão pela cauda), cognitivas (teste da esquiva 

inibitória e labirinto em cruz elevado) e locomotoras (caixa de atividade). Os testes 

comportamentais eram realizados na seguinte sequência: Primeiro dia: Labirinto em 

cruz elevado, sempre realizado à tarde; segundo dia: teste da caixa de atividade ou 

campo aberto pela manhã e teste do nado forçado à tarde (com intervalo de 4 horas 

entre os testes); terceiro dia: teste da suspensão pela cauda, realizado à tarde; 
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quarto dia: teste da esquiva inibitória, com uma primeira etapa realizada pela 

manhã e  a segunda etapa realizada a tarde. 

 

 

2.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

 

 

O teste do labirinto em cruz elevado é uma das formas de detecção de 

alterações nos níveis ansiedade mais amplamente utilizado em modelo animal 

(Carobrez e Bertoglio, 2005). O teste consiste em colocar o animal em um aparelho 

acrílico de cor cinza constituído por 2 plataformas estreitas, perpendiculares entre si 

e em formato de cruz, compondo 4 braços. Dois destes braços, dispostos de modo 

especular, têm as laterais e extremidades fechadas por paredes acrílicas opacas 

(braços fechados) enquanto os outros dois são livres da presença de paredes 

(braços abertos). Desse modo os animais podem explorar livremente qualquer 

braço, cruzar de um lado para outro ou ainda permanecer no centro (ponto de 

interseção entre os 4 braços). As expressões comportamentais observadas no LCE 

representam uma combinação de comportamentos exploratórios e de esquiva, assim 

como de atividade geral (Carobrez e Bertoglio, 2005). O aparelho tem como medidas 

31cm de altura. Os braços apresentam 6cm de largura, 67cm de comprimento e, no 

caso dos braços fechados, as paredes apresentam 16cm de altura (a partir da base 

do braço). 

O animal é colocado no centro do aparelho, com a cabeça voltada para um dos 

braços fechados e seu comportamento é monitorado por uma câmera de vídeo por 

10 minutos. 

A partir das imagens gravadas, foram quantificados o tempo de permanência 

dos animais nos braços abertos e braços fechados assim como número de entradas 

nos braços abertos e braços fechados; para tal foi utilizado o programa ACC PlusM 

102 Avaliação Computadorizada de Comportamento (desenvolvido no Laboratório 

de Neurofisiologia/DCF/IBRAG/UERJ). A partir destas medidas, foram quantificados 

o percentual de tempo nos braços abertos e o percentual de entradas nos braços 

abertos. 
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O percentual de tempo nos braços abertos (BA) e o percentual de entradas 

nos braços abertos foram utilizados como medidas de ansiedade (Pellow et al., 

1985; Lal et al., 1991). A avaliação do comportamento associado à ansiedade 

baseia-se na observação de que o BA constitui um ambiente aversivo para o animal, 

no qual ele está sujeito à queda e desprotegido, e a permanência nesta condição 

indica que o animal está menos ansioso e, portanto, se arrisca mais explorando 

todos os braços do aparelho. O número de entradas nos braços fechados (BF) foi 

utilizado como medida de atividade, enquanto que o tempo em que os animais 

permaneciam no centro do aparelho foi utilizado como indicação de comportamento 

de tomada de decisão (Rodgers et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Teste do labirinto em cruz elevado 

2.5.2 Caixa de atividade ou teste do campo aberto 

 

O teste da caixa de atividade ou campo aberto consiste em colocar o animal 

em uma caixa retangular, a qual ele pode explorar livremente por 10 minutos. A 

caixa tem como dimensões externas 50cm de comprimento, 48cm de altura e 50cm 

de profundidade. Este teste é amplamente empregado para avaliar atividade motora 

e exploratória dos animais e, secundariamente, é capaz também de identificar 

comportamento associado à ansiedade.  

A atividade locomotora dos animais é realizada através do registro automático 

da distância em centímetros percorrida por cada animal a cada minuto durante 10 

minutos. O aparelho registra o deslocamento dos animais através de feixes de luz 

infravermelho que ao serem interrompidos pelo corpo do animal determinam sua 
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localização na área do aparelho a todo momento. O aparelho possui 16 saídas de 

raios infravermelhos de dois lados do aparelho, posicionados de forma ortogonal. 

Em adição à medida de atividade locomotora, neste teste, o tempo de 

permanência no centro foi usado como indicador de comportamento associado à 

ansiedade. Essa medida é frequentemente relacionada ao comportamento ansioso e 

se basea na observação de que o aumento do tempo que o animal permanece no 

centro do aparelho (local que oferece mais riscos e no qual o animal encontra-se 

mais desprotejido) sugere uma diminuição de ansiedade e vice-versa (Prut and 

Belzung, 2003; Filgueiras et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Caixa de atividade  

 

2.5.3 Teste do nado forçado 

 

 

No teste no nado forçado (forced swimming test), cada camundongo foi 

submetido a uma sessão de 10 minutos de nado forçado. O procedimento do teste é 

descrito em detalhes em Filgueiras et al. (2006). Neste teste, cada camundongo foi 

colocado em um recipiente de plástico (diâmetro=21cm, altura=23cm) preenchido 

com água (altura da coluna d’água=16cm) a uma temperatura de aproximadamente 

25ºC. O comportamento do animal foi continuamente registrado ao longo da sessão 

através de uma câmera de vídeo.  

A imobilidade dos animais foi medida a partir do material gravado. O tempo que 

os animais permaneciam flutuando com as patas e a cauda imóveis representou a 
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medida de imobilidade e foi utilizada como medida de comportamento associado à 

depressão. O tempo que os animais permanecem imóveis pode representar uma 

perda de motivação semelhante à encontrada como sintoma clássico do quadro 

depressivo humano e é classicamente considerado um indicador de comportamento 

depressivo em modelo animal. 
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Animal nadando ativamente                             Animal imóvel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Teste do nado forçado 

 

2.5.4 Teste da suspensão pela cauda 

 

 

No teste da suspensão pela cauda (tail suspension test) os camundongos 

foram individualmente suspensos pela cauda, que era presa em uma haste de ferro 

com o auxílio de uma fita adesiva cirúrgica (Steru et al., 1985; Shaw et al., 2007). A 

imobilidade dos animais foi medida a partir do material gravado. O tempo que os 

camundongos permaneciam com as patas e o tronco imóveis representou a medida 

de imobilidade e foi utilizada como medida de comportamento associado à 

depressão. De forma análoga ao teste do nado forçado, o aumento do tempo que os 

animais permanecem sob a condição imóvel, indica uma possível apatia e perda de 

motivação, que pode ser interpretada como comportamento depressivo. 
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              Animal em movimento de escape                   Animal imóvel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Teste da suspensão pela cauda 

 

2.5.4 Teste da esquiva inibitória 

 

 

O teste da esquiva inibitória (Step-down Passive Avoidance) é realizado em 

uma caixa (25cm x 30cm) com uma plataforma circular com diâmetro de 6,5cm e 

altura de 2cm, posicionada centralmente sobre uma grade metálica (espaçamento 

de 1 cm entre as barras de 2 mm de diâmetro). No primeiro teste, os animais são 

individualmente colocados sobre a plataforma e, imediatamente após colocarem as 

quatro patas na grade metálica, recebem um choque de 0,2 mA durante 2 segundos. 

No segundo teste, os animais são recolocados na plataforma 3h após o primeiro 

teste. As latências de descida da plataforma (L0 e L3) são medidas nos dois 

momentos sendo que quanto maior o aumento na latência do 1º para o 2º teste 

melhor a medida de memória/aprendizado. Como forma de corrigir as diferenças de 

latência para descida apresentadas pelos animais já no primeiro teste, foi utilizada a 

medida de correção para comparação entre os grupos: (L3 – L0)/ L0. 
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Figura 8. Teste da esquiva inibitória 

 

2.6 Análise estatística  

 

 

Atividade da AChE: A analise dos dados obtidos pela exposição a metamidofós 

e a clorpirifós foi realizada de forma independente. Tanto para os animais expostos a 

metamidofos como a clorpirifos no período neonatal (PN10), os dados foram 

avaliados por uma análise de variância (ANOVA), na qual a Dose (DMaior, DInt ou 

DMenor e CT MET ou CT CPF), a Região Cerebral (córtex e tronco encefálico) e o 

Sexo foram usados como fatores. Para os animais avaliados na idade adulta (PN63), 

foram realizadas  ANOVAs com todos os fatores- Tratamento (MET e CT MET ou 

CPF e CT CPF), Região Cerebral (córtex e tronco) e Sexo. 

Biomarcadores colinérgicos e serotoninérgicos. A análise estatística dos dados 

obtidos dos grupos MET e CT MET foi realizada de forma independente daquela 

realizada para os grupos CPF e CT CPF. Os resultados foram avaliados primeiro por 

ANOVAs com medidas repetidas (rANOVAs) com todos os fatores: Tratamento 

(MET e CT MET ou CPF e CT CPF), Idade (PN10 e PN63), (Região Cerebral (córtex 

e tronco) e Sexo. Para cada OP, a primeira rANOVA, as Medidas colinérgicas (ChAT 

e Ch transporter) foram consideradas como fator de repetição. Para a segunda 

rANOVA, as Medidas serotoninérgicas (receptor 5HT1A, receptor 5HT2 e 

transportador 5HTT) foram considerados como fator de repetição. 

Testes comportamentais. A análise estatística dos dados obtidos dos grupos 

MET e CT MET foi realizada de forma independente daquela realizada para os 
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grupos CPF e CT CPF. Os resultados foram avaliados por ANOVAs. O 

Tratamento e o Sexo foram considerados fatores na análise. Para o Labirinto em 

Cruz Elevado (LCE), as medidas Percentual do tempo nos braços abertos (%Tempo 

BA) e de Percentual de entradas nos braços abertos (%Ent BA), foram consideradas 

como fator de repetição. Foram realizadas ANOVAs separadas das Entradas no 

braço fechado e do Tempo no centro. Para o teste do Campo Aberto foram 

realizadas ANOVAs com a distância percorrida pelos animais e o tempo de 

permanência no centro (cada uma em um momento) sendo consideradas como 

variáveis. Para o Teste do Nado Forçado (FST) e da Suspensão pela Cauda (TSC), 

ANOVAs separadas do Tempo de imobilidade foram realizadas. Para o Teste da 

esquiva inibitória, foi realizada uma ANOVA para o índice (L3-L0)/L0.  

 

Sempre que as ANOVAs indicavam efeitos do tratamento que diferissem entre 

os vários  fatores, regiões cerebrais, idade e/ou sexo, os dados eram re-examinados 

separadamente usando ANOVAs de menor ordem.  Os dados foram log-

transformados sempre que a variância era heterogênea. Todos os resultados 

significativos foram descritos na sessão de resultados, no entanto, apenas o 

resultado direto das análises de menor ordem foi representado nas figuras. A 

significância foi assumida quando o valor de prova (P) era menor do que 0,05 para 

os efeitos de Tratamento, o fator de maior interesse. Para interações entre 

Tratamento e os demais fatores, visando avaliar se os efeitos eram mantidos após a 

subdivisão dos fatores da interação, realizávamos ANOVAs de menor ordem quando 

P < 0,1, (Snedecor and Cochran, 1967). Após esta subdivisão dos fatores, P < 0,05 

era assumido como nível de significância para os efeitos de Tratamento. 

Todos os resultados da exposição a MET ou a CPF são apresentados como 

percentuais do seu respectivo grupo controle (controles das ninhadas do MET ou CT 

MET e controle das ninhadas do CPF ou CT CPF). A despeito disto, os dados foram 

avaliados estatisticamente a partir dos valores brutos originais de cada medida 

bioquímica ou comportamental. Estes valores originais dos grupos controle são 

apresentados nas Tabelas  2 e 3 . 
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3 RESULTADOS  

 

 

3.1 Primeira etapa: curva dose-resposta de inibição da AChE após exposição 

neonatal a metamidofós e clorpirifós (Tabela 1)  

 

 

3.1.1 Metamidofós 

 

 

A ANOVA univariada com todos os fatores (Dose, Região Cerebral e Sexo) 

detectou uma inibição dose-dependente da atividade da AChE  (Dose: F3,109=61.0, 

P<0.001), medida 24 horas após a exposição a metamidofós no período neonatal. 

Não houve diferenças significativas entre as inibições de machos e de fêmeas. Para 

verificar os efeitos específicos sobre cada região, foram realizadas ANOVAs de 

menor ordem para cada região em separado. A exposição à metamidofós promoveu 

uma inibição enzimática proporcional às doses usadas tanto no córtex cerebral 

(Dose: F3,55=40.8, P<0.001) quanto no tronco encefálico (Dose: F3,54=25.7, 

P<0.0010). Em ambas as regiões, a Dose Intermediária e a Maior Dose de 

metamidofós causaram inibições significativas quando comparadas ao seu 

respectivo grupo controle (P<0.001) para todas as comparações), enquanto a 

inibição promovida pela Menor Dose de metamidofós foi significativa apenas no 

tronco encefálico (P=0.005). 

A Dose Intermediária de metamidofós promoveu 20% de inibição da AChE no 

córtex e 18.7% no tronco. Em fêmeas, a inibição promovida no córtex foi de 23.4% e 

em machos de 18% e no tronco as inibições atingiram 23.6% e 16% em fêmeas e 

machos, respectivamente. Deste modo, a Dose Intermediária promoveu um 

percentual de inibição de cerca de 20% da atividade enzimática e, por isso, foi 

selecionada para ser usada na etapa seguinte do estudo, na qual outros aspectos da 

função colinérgica, a função serotoninérgica e alguns comportamentos dos animais 

foram avaliados. 
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3.1.2 Clorpirifós 

 

 

Para a exposição neonatal à clorpirifós, analisada também através de ANOVA 

univariada considerando a Dose, a Região Cerebral e o Sexo como fatores, houve 

uma interação significativa entre a Dose administrada e o Sexo (F3,78=6,2, P=0,0008) 

e também entre a Dose e a Região (F3,78=3,4, P=0,021). Nós então subdividimos os 

dados por Sexo e por região e reexaminamos os resultados por ANOVAs de menor 

ordem. Detectamos assim interações significativas entre a Dose e o Sexo tanto no 

córtex cerebral (F3,38= 2,9, P=0,045) quanto no tronco encefálico (F=3,40=4,5, 

P=0,008). No córtex cerebral, a DMaior causou inibição significativa em relação ao 

controle (P=0,011) e no tronco encefálico, todas as doses usadas causaram 

inibições significativas em fêmeas (DMenor: P=0,0045; DInt:P=0,035; DMaior: 

P<0,0001) enquanto em machos a maior dose administrada causou inibição 

significativa em relação ao grupo controle (P=0,047).  

A maior dose de clorpirifós administrada promoveu 18% e 22% de inibição da 

atividade enzimática no córtex e tronco encefálico respectivamente. As fêmeas 

expostas a esta dose tiveram níveis maiores de inibição: em torno de 30%, tanto no 

córtex quanto no tronco. E os machos tiveram aproximadamente 4% no córtex e 

14% no tronco. Optamos, então, por utilizar esta dose nas etapas seguintes do 

estudo, uma vez que as inibições encontradas, embora diferentes para machos e 

fêmeas, foram abaixo da dose necessária para detectar sintomas de crise 

colinérgica. 
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Tabela 1. Atividade da AChE 24h após o término do tratamento 

 

 Atividade enzimática durante a exposição a MET 

 DMenor  DInt  Dmaior 

 Fêmea Macho Ambos  Fêmea Macho Ambos  Fêmea Macho Ambos 
Córtex -11,6±4,6 -3,4±2,7 -3,5±3,1  -23,4±2,9 -18,0±2,1 -19,9±1,7  -34,2±2,9 -32,9±1,9 -33,4±1,6 

Tronco -16,0±5,4 -6,5±1,8 -9,8±2,9  -23,6±3,7 -16,0±3,1 -18,7±2,3  -32,4±3,5 -22,5±2,8 -26,2±2,1 

 Atividade enzimática durante a exposição a CPF 

 DMenor  DInt  Dmaior 

 Fêmea Macho Ambos  Fêmea Macho Ambos  Fêmea Macho Ambos 

Córtex -13,5±4,1 -2,7±4,9 -7,9±3,1  -18,1±3,1 4,8±3,8 -6,3±3,0  -28,6±4,1 -3,9±3,7 -18,1±3,8 
Tronco -17,0±3,7 -10,7±3,7 -22,0±3,2  -12,0±2,1 -10,5±4,0 -0,3±2,3  -30,4±2,7 -13,9±7,4 -22,0±3,2 

 
Efeitos da exposição neonatal a Metamidofós ou a Clorpirifós sobre a atividade da AChE 
apresentados em percentual do grupo controle. Os valores marcados em negrito indicam as 
inibições promovidas pelas doses escolhidas de cada pesticida. DMenor: menor dose usada 
(0.25mg/kg); DInt: dose intermediária (IntD, 1mg/kg); DMaior: maior dose usada no estudo 
(3mg/kg); MET, metamidofos; CPF, clorpirifós. 

 

 

Os resultados bioquímicos e comportamentais apresentados no presente 

estudo são apresentados como percentuais do controle. No entanto, para efeitos de 

visualização das dimensões das medidas analisadas, os valores brutos dos grupos 

controle relativos a cada pesticida (grupos CT MET e CT CPF) são apresentados 

como MÉDIA±EPM nas tabelas 2 e 3. 
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Tabela 2. Valores brutos dos biomarcadores colinérgicos, biomarcadores 

serotoninérgicos e medidas comportamentais para o grupo CT MET 

 

Córtex 

 PN10  PN63 

 Fêmeas Machos Ambos  Fêmeas Machos Ambos 
 

AChE 295,0±24,0 292,2±9,2 293,2±9,6  840,9±26,1 795,1±23,8 819,5±18,2 
ChAT 0,23±0,02 0,22±0,01 0,22±0,01  1,40±0,05 1,26±0,06 1,33±0,04 
ChT 43,4±1,6 44,2±1,5 43,8±1,1  103,5±4,6 111,2±3,7 107,3±3,0 
5HT1A 32,8±2,8 27,2±0,6 29,7±1,6  45,3±0,8 39,4±1,1 42,3±1,0 
5HT2 29,3±1,5 23,2±0,9 25,9±1,3  59,6±1,7 56,4±2,0 58,0±1,3 
5HTT 139,3±3,6 141,1±7,6 140,3±4,3  183,2±5,3 172,0±7,2 177,6±4,5 
        

Tronco 

 PN10  PN63 

 Fêmeas Machos Ambos  Fêmeas Machos Ambos 
 

AChE 432,7±16,7 385,9±4,9 401,5±8,5  100,5±3,5 97,5±2,2 98,9±2,0 
ChAT 0,45±0,01 0,47±0,03 0,46±0,02  0,63±0,02 0,57±0,02 0,60±0,02 
ChT 34,5±1,5 41,9±1,4 38,7±1,4  24,3±0,6 25,6±0,5 25,0±0,4 
5HT1A 12,9±1,2 14,7±0,7 14,1±0,7  23,2±0,7 22,1±0,7 22,7±0,5 
5HT2 27,7±3,0 26,7±2,1 27,0±1,7  7,5±0,2 4,9±0,4 6,2±0,4 
5HTT 211,4±5,4 219,7±13,1 216,9±8,7  109,6±4,3 108,7±4,6 109,2±3,1 
        

Comportamento 

  Fêmeas Machos Ambos 

LCE 

%Tempo BA 4,1±1,2 1,7±0,5 2,8±0,7 
%Entradas BA 10,5±2,9 6,8±2,1 8,6±1,8 
Tempo Cen 82,8±10,9 82,5±9,7 82,6±7,2 
Entradas BF 9,6±1,2 8,9±0,9 9,2±0,7 

     

CA 
Ambulação CA 1716,9±149,7 1830,5±151,8 1763,2±106,7 
Tempo Cen CA 32,4±4,5 31,3±6,3 31,9±3,6 

     
TNF Tempo de Imob 7,8±4,6 22,9±8,5 15,7±5,2 
     
EP (L3-L0)/L0 2,3±0,7 1,3±0,3 1,9±0,5 

 

Marcadores bioquímicos: AChE (nmoles/min/mg de proteína); ChAT, (fmol/mg de 
proteína/min); ChT, 5HT1A, 5HT2 and 5HTT (fmol/mg de proteína). AChE, 
acetilcolinesterase; ChAT, colina acetiltransferase; ChT, transportador pré-sináptico de 
colina de alta afinidade; 5HTT, transportador 5HT.  
Medidas comportamentais: Tempo Cen (segundos); Ambulação (centímetros); Tempo de 
Imob (segundos). LCE: Labirinto em Cruz Elevado; CA: Campo Aberto; TNF: Teste do Nado 
Forçado; EP: teste da Esquiva passiva. %Tempo BA: percentual de tempo nos braços 
abertos; %Entradas BA: percentual de entradas nos braços abertos; Tempo Cen: tempo no 
centro; Tempo de Imob: tempo de imibilidade. 
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Tabela 3. Valores brutos dos biomarcadores colinérgicos, biomarcadores 
serotoninérgicos e medidas comportamentais para o grupo CT CPF 
 
 

Córtex 

 PN10  PN63 

 Fêmeas Machos Ambos  Fêmeas Machos Ambos 
AChE 254,3±25,3 228,6±5,1 240,3±11,8  745,8±35,08 749,2±39,7 747,4±25,4 
ChAT 0,22±0,01 0,22±0,01 0,22±0,01  1,17±0,04 1,21±0,05 1,19±0,03 
ChT 36,7±2,3 43,9±3,4 40,3±2,2  89,3±4,4 90,5±3,6 89,9±2,7 
5HT1A 26,5±1,3 28,3±2,2 27,5±1,3  50,9±2,0 38,3±1,8 44,7±2,1 
5HT2 29,9±2,6 28,8±2,0 29,3±1,5  63,5±3,2 53,9±2,1 58,7±2,2 
5HTT 142,8±6,6 149,4±7,5 146,8±5,07  181,2±7,0 165,4±4,4 173,3±4,5 
        

Tronco 

 PN10  PN63 

 Fêmeas Machos Ambos  Fêmeas Machos Ambos 
AChE 422,3±24,1 356,6±12,8 383,9±15,3  476,0±21,1 472,58±21,8 474,2±14,6 
ChAT 0,44±0,02 0,46±0,02 0,45±0,02  0,68±0,02 0,53±0,02 0,60±0,02 
ChT 34,2±2,8 39,8±2,5 37,4±1,9  23,0±0,6 21,8±0,9 22,4±0,5 
5HT1A 12,9±0,5 12,6±0,6 12,8±0,4  17,0±0,5 16,7±0,9 16,8±0,5 
5HT2 36,1±1,5 28,6±2,5 32,7±1,7  8,2±0,5 6,8±0,3 7,5±0,3 
5HTT 259,0±25,7 189,5±6,6 220,3±16,5  119,2±3,8 102,5±4,1 110,8±3,5 
        

Comportamento 

  Fêmeas Machos Ambos 

LCE 

%Tempo BA 3,5±1,2 5,7±1,6 4,5±0,9 
%Entradas BA 11,8±2,7 10,0±2,5 11,0±1,8 
Tempo Cen 50,6±4,4 75,6±8,4 62,2±5,1 
Entradas BF 9,1±1,6 15,8±1,8 12,3±1,3 

     

CA 
Ambulação CA 1627,6±61,9 1862,5±171,9 1737,2±87,8 
Tempo Cen CA 25,0±4,6 31,6±2,8 28,3±2,7 

     
TNF Tempo de Imob 15,5±3,8 14,3±3,8 14,9±2,7 
     
EP (L3-L0)/L0 5,9±1,4 0,9±0,3 3,7±0,9 

 
Marcadores bioquímicos: AChE (nmoles/min/mg de proteína); ChAT, (fmol/mg de 
proteína/min); ChT, 5HT1A, 5HT2 and 5HTT (fmol/mg de proteína). AChE, 
acetilcolinesterase; ChAT, colina acetiltransferase; ChT, transportador pré-sináptico de 
colina de alta afinidade; 5HTT, transportador 5HT.  
Medidas comportamentais: Tempo Cen (segundos); Ambulação (centímetros); Tempo de 

Imob (segundos). LCE: Labirinto em Cruz Elevado; CA: Campo Aberto; TNF: Teste do Nado 

Forçado; EP: teste da Esquiva passiva. %Tempo BA: percentual de tempo nos braços 

abertos; %Entradas BA: percentual de entradas nos braços abertos; Tempo Cen: tempo no 

centro; Tempo de Imob: tempo de imobilidade. 
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3.2 Segunda etapa: estudo dos efeitos neuroquímicos e comportamentais de 

baixas doses de MET e CPF  

 

3.2.1 Efeitos sobre o peso corporal dos animais 

 

A ANOVA de repetição, considerando o Dia de injeção do pesticida como fator 

de repetição, não identificou alterações no peso corporal dos animais durante o 

período de exposição a 1mg/kg de metamidofós. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Variação de peso corporal durante a exposição a metamidofós 

 

De modo semelhante, a exposição diária a 3mg/kg de clorpirifós também não 

alterou o ganho de peso dos neonatos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Variação de peso corporal durante a exposição a clorpirifós 
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3.2.2 Análises globais dos biomarcadores colinérgicos e serotoninérgicos 

 

 

Exposição a metamidofós: 

Para a exposição à metamidofós, a ANOVA de repetição (rANOVA) do sistema 

colinérgico considerando como fatores os biomarcadores colinérgicos (ChAT e 

transportador colinérgico), os tratamentos, as regiões cerebrais, as idades e os 

sexos, identificou interações entre Tratamento e Idade (F1,142 = 4,2; P = 0,04), 

Tratamento, Medida Colinérgica e Sexo (F1,142 = 4,9; P = 0,03) e entre Tratamento, 

Medida Colinérgica, Região e Sexo (F1,142 = 2,9; P = 0,09).  A rANOVA para as 

medidas do sistema serotoninérgico considerando os mesmos fatores como 

medidas de repetição, detectou interações significativas entre Tratamento, Idade e 

Sexo (F1,238 = 3,7; P = 0,071), entre Tratamento, Região, Idade e Sexo (F1,238 = 3,3; P 

= 0,055), entre Medida Serotoninérgica, Tratamento, Idade e Sexo (F2,238 = 2,9; P = 

0,055) e Medida Serotoninérgica, Tratamento, Região, Idade e Sexo (F2,238 = 3,7; P = 

0,026). 

 

Exposição a clorpirifós:  

Para as animais expostos a clorpirifós, da mesma forma que para os expostos 

a metamidofós, foram considerados para a análise global dos dados os tratamentos, 

as regiões cerebrais, as idades e os sexos na rANOVA tanto para avaliação do 

sistema colinérgico como para o sistema serotoninérgico. Foram detectadas 

interações significativas, no sistema colinérgico, entre o Tratamento, Idade e Sexo 

(F1,145= 8,9; P = 0,032), entre Tratamento, Região e Sexo (F1,145= 2,7; P = 0,098) e 

entre Medida colinérgica, Tratamento e Sexo (F1,145= 3,0; P = 0,085). No sistema 

serotoninérgico, foram detectadas interações significativas entre o Tratamento, 

Medida Serotoninérgica e Idade (F2,238= 2,9; P = 0,052) e entre Tratamento, Medida 

Serotoninérgica, Idade e Sexo (F2,238= 3,9; P = 0,021). 

 

Devido às interações identificadas em ambas as rANOVAs e para ambos os 

pesticidas, nós separamos os dados pelas medidas colinérgicas e serotoninérgicas 

individuais, pelas regiões cerebrais e pelas idades e os reexaminamos. Após as 

subdivisões dos dados, nós incluímos mantivemos o Sexo como fator nas análises. 
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3.2.3 Efeitos durante o desenvolvimento sobre o sistema colinérgico 

 

 

A exposição neonatal aos pesticidas metamidofós e clorpirifós não alterou a 

atividade da ChAT em relação ao controle (FIGURA 11) nas regiões cerebrais 

analisadas neste estudo, logo após o final da exposição aos pesticidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Atividade da ChAT no período neonatal  

 

Conforme apresentado na FIGURA 12, a ligação ao transportador pré-sináptico 

de colina foi significativamente aumentada no tronco encefálico logo após exposição 

a metamidofós apenas em fêmeas (F1,13= 21,6; P=0,0005). A exposição a clorpirifós, 

por outro lado, promoveu aumento significativo da ligação ao transportador 

colinérgico apenas no córtex cerebral das fêmeas (F1,14= 8,3; P=0,012), enquanto 

machos apresentaram uma tendência de redução da atividade quando comparados 

aos controles (F1,14= 3,3; P=0,088). 
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Figura 12. Ligação ao transportador pré-sináptico colinérgico no período neonatal 

 

3.2.4 Efeitos durante o desenvolvimento sobre o sistema serotoninérgico 

 

 

Não foram detectadas alterações significativas na ligação ao receptor 

serotoninérgico 5TH1A logo após a exposição a metamidofós nas regiões 

analisadas. Ao passo que a exposição a clorpirifós causou um aumento significativo 

da ligação ao receptor 5TH1A no tronco encefálico das fêmeas em relação ao 

controle (F1,9= 6,7; P=0,03) (FIGURA 13). No córtex cerebral, clorpirifós também não 

causou alterações significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Ligação ao receptor serotoninérgico 5HT1A no período neonatal 
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Em relação à ligação ao receptor 5HT2, metamidofós não promoveu alterações 

significativas nas regiões cerebrais avaliadas. A exposição a clorpirifós, entretanto, 

causou uma diminuição da ligação ao receptor 5HT2 no tronco encefálico de 

machos e fêmeas (F1,18= 4,6; P=  0,045) (FIGURA 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Ligação ao receptor serotoninérgico 5HT2 no período neonatal 

 

A exposição neonatal a metamidofós não alterou a ligação ao transportador 

pré-sináptico serotoninérgico nas regiões cerebrais analisadas. Já a exposição a 

clorpirifós promoveu um aumento da ligação ao transportador no córtex cerebral das 

fêmeas expostas em relação ao controle (F1,7= 5,7; P=0,047) (FIGURA 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Ligação ao transportador pré-sináptico 5HT no período neonatal 
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3.2.5 Efeitos na idade adulta sobre o sistema colinérgico 

 

A avaliação da atividade colinesterásica na idade adulta mostrou que a 

atividade enzimática estava reestabelecida na idade adulta dos animais. A TABELA 

4 mostra os percentuais de atividade em relação aos respectivos grupos controle na 

idade adulta. As variações em relação ao controle não foram significativas. 

 

Tabela 4. Atividade da AChE na idade adulta  
 

Atividade enzimática após exposição a MET 
 Fêmea Macho Ambos 

    
Córtex -6,1±2,2 -2,4±3,9 -4,5±2,1 
Tronco -9,2±3,6 2,9±3,5 -3,1±2,7 

Atividade enzimática após exposição a CPF 
 Fêmea Macho Ambos 
Córtex -6,4±4,4 6,6±4,2 -0.7±3.4 
Tronco -2,2±3,8 12,6±6,3 5.6±4.1 

 

 

A exposição neonatal a metamidofós, avaliada na idade adulta (PN63), 

promoveu uma diminuição significativa da atividade da ChAT no córtex cerebral de 

machos e fêmeas em relação aos animais controle (F1,27= 8,7; P=0,0066), enquanto 

o tronco encefálico não foi afetado. Já o tratamento com clorpirifós causou uma 

diminuição significativa da atividade da ChAT no tronco das fêmeas tratadas em 

relação ao controle (F1,14= 16,2; P=0,0012) e um aumento significativo da atividade 

da ChAT no tronco encefálico dos machos (F1,14= 9,4; P=0,0083). O tratamento com 

clorpirifós não alterou a atividade enzimática no córtex (FIGURA 16). 
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Figura 16. Atividade da ChAT na idade adulta 

 

A ligação ao transportador pré-sináptico de colina foi diminuída na idade adulta 

após tratamento com metamidofós no tronco encefálico de machos e fêmeas (F1,28= 

9,7; P=0,004) (FIGURA 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Ligação ao transportador pré-sináptico colinérgico na idade adulta 
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3.2.6 Efeitos na idade adulta sobre o sistema serotoninérgico 

 

O tratamento neonatal com metamidofós promoveu uma diminuição da ligação 

ao receptor serotoninérgico 5HT1A no tronco encefálico de fêmeas (F1,14= 5,2; 

P=0,038). Já o tratamento com clorpirifós alterou de forma sexo-dependente a 

ligação ao 5HT1A no córtex cerebral: houve diminuição da ligação em fêmeas (F1,14= 

12,2; P=0,0036) e aumento em machos (F1,14= 4,7; P=0,048) (FIGURA 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Ligação ao receptor serotoninérgico 5HT1A na idade adulta 

 

 

 

Em relação à ligação ao receptor serotoninérgico 5HT2, houve um aumento 

significativo da ligação após exposição neonatal à metamidofós no córtex cerebral 

de machos e fêmeas (F1,28= 4,8; P=0,037) e no tronco encefálico dos machos (F1,14= 

28,8; P<0,0001) (FIGURA 19).  

A exposição a clorpirifós, por sua vez, não alterou a ligação ao receptor 5HT2 

em ambas as regiões analisadas. 
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Figura 19. Ligação ao receptor serotoninérgico 5HT2 na idade adulta 

 

Para a ligação ao transportador pré-sináptico de serotonina, não houve efeitos 

na idade adulta após a exposição neonatal a metamidofós.  

Já os animais expostos a clorpirifós apresentaram, na idade adulta, uma 

diminuição significativa da ligação ao transportador 5HT no tronco encefálico das 

fêmeas (F1,14= 9,1; P=0,009) (FIGURA20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Ligação ao transportador pré-sináptico 5HT na idade adulta 
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3.2.7 Efeitos comportamentais 

 

A análise do comportamento (FIGURA 21) dos animais no Teste do Nado 

Forçado detectou um aumento significativo do tempo de imobilidade nos animais 

tratados com metamidofós em relação ao seu correspondente grupo controle, 

independente do sexo (F1,44= 5,1; P= 0,029). Este aumento no tempo de imobilidade, 

conforme elucidado na descrição metodológica, é um indicativo de comportamento 

associado à depressão em modelos animais. No Teste da Suspensão pela Cauda, 

não foram detectados efeitos significativos após a exposição a metamidofós. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efeitos da exposição a metamidofós sobre o tempo de imobilidade 
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Em relação ao tratamento com clorpirifós (FIGURA 22), não houve efeitos 

significativos detectados pelo Teste do Nado Forçado ou pelo Teste da Suspensão 

pela Cauda no tempo de imobilidade dos animais em relação ao grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efeitos da exposição a clorpirifós sobre o tempo de imobilidade 

 

 

A análise do comportamento associado à ansiedade representada pelo 

percentual de tempo e de entradas no Braço Aberto (BA) do Labirinto em Cruz 

Elevado, assim como pelo tempo de permanência dos animais no centro do Campo 

Aberto é mostrada nas FIGURAS 23 e 24. O tratamento com metamidofós não 

promoveu alterações significativas em nenhum dos parâmetros avaliados como 

indicativos de ansiedade em modelo animal. Já a análise do tratamento com 

clorpirifós (FIGURA 24), detectou um efeito sexo-dependente no percentual de 

entradas no BA, no qual machos não apresentaram alterações enquanto as fêmeas 

apresentaram uma diminuição significativa do percentual de entradas no BA de mais 

de 50% em relação ao grupo controle (F1,29= 4,6; P=0,039), o que sugere aumento 

de comportamento associado à ansiedade em fêmeas. 
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Figura 23. Efeitos da exposição a metamidofós sobre o comportamento associado à 

ansiedade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Efeitos da exposição a clorpirifós sobre o comportamento associado à ansiedade 

 

 

 

A avaliação da atividade locomotora mostrada nas FIGURAS 25 e 26, foi 

realizada tanto pelo número de entradas nos braços fechados do Labirinto em Cruz 
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Elevado quanto pela distância percorrida no Teste do Campo Aberto. E exposição 

neonatal a metamidofós (FIGURA 25) ou a clorpirifós (FIGURA 26) não alterou os 

parâmetros da atividade locomotora avaliados neste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Efeitos da exposição a metamidofós sobre a atividade locomotora 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efeitos da exposição a clorpirifós sobre a atividade locomotora 

 

A avaliação dos efeitos sobre a tomada de decisão dos animais (FIGURA 27) 

mostrou efeitos inversos para animais expostos a metamidofós ou clorpirifós. Os 

animais expostos a metamidofós apresentaram uma diminuição significativa do 
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tempo de permanência no centro do Labirinto em Cruz Elevado em relação ao 

grupo controle (F1,63= 5,0; P=0,029), sugerindo uma melhora na capacidade de 

tomada de decisão ou, como outra possível interpretação, um aumento da 

impulsividade, enquanto os animais expostos a clorpirifós apresentaram, ao 

contrário, um aumento do tempo de permanência no centro em relação ao seu 

respectivo grupo controle (F1,53= 4,5; P=0,038), sugerindo um prejuízo na 

capacidade de tomada de decisão destes animais, que também pode ser 

interpretado como diminuição da impulsividade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Efeitos da exposição a metamidofós ou a clorpirifós sobre o tempo no centro do 

Labirinto em Cruz Elevado 

 

 

 

 

 

A análise do índice corrigido (L3-L0)/L0 no teste da Esquiva Passiva, indicou 

que as fêmeas expostas a clorpirifós apresentaram um desempenho pior do que os 

animais controle (P=0.0457) embora os machos não tenham apresentado efeitos 

 

-40

-20

0

20

40

P
e
rc

e
n

tu
a

is
 d

o
 c

o
n

tr
o

le

Tempo dos animais Tempo dos animais 

expostos a expostos a metamidofmetamidofóóss

*

-40

-20

0

20

40

P
e
rc

e
n

tu
a

is
 d

o
 c

o
n

tr
o

le

Tempo dos animais Tempo dos animais 

expostos a expostos a metamidofmetamidofóóss

-40

-20

0

20

40

P
e
rc

e
n

tu
a

is
 d

o
 c

o
n

tr
o

le

Tempo dos animais Tempo dos animais 

expostos a expostos a metamidofmetamidofóóss

*

 

-40

-20

0

20

40

Tempo dos animais Tempo dos animais 

expostos a expostos a clorpirifclorpirifóóss
P

e
rc

e
n

tu
a
is

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

*

-40

-20

0

20

40

Tempo dos animais Tempo dos animais 

expostos a expostos a clorpirifclorpirifóóss
P

e
rc

e
n

tu
a
is

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

-40

-20

0

20

40

Tempo dos animais Tempo dos animais 

expostos a expostos a clorpirifclorpirifóóss
P

e
rc

e
n

tu
a
is

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

*



 64 

significativos. Este resultado sugere que houve um prejuízo na 

memória/aprendizado das fêmeas expostas. 

A exposição a metamidofós não promoveu alterações significativas nos animais 

testados nesta idade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Efeitos da exposição a metamidofós ou a clorpirifós sobre aprendizado no Teste 

da Esquiva Passiva 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Escolha das doses de exposição 

 

 

A proposta original do presente estudo envolvia a investigação global dos 

efeitos da exposição, em um período crítico do desenvolvimento cerebral, a dois 

agentes neurotóxicos amplamente utilizados: metamidofós e clorpirifós. Em um 

estudo anterior do nosso grupo, havíamos detectado efeitos relacionados à 

depressão, através também de testes comportamentais em modelo animal, após 

exposição sub-crônica ao pesticida metamidofós na idade adulta (Lima et al., 2009). 

Em outro estudo complementar, observamos alterações no sistema serotoninérgico 

destes mesmos animais expostos a metamidofós quando adultos (Lima et al., 2011).  

Já em relação ao período do desenvolvimento, quando o cérebro é particularmente 

vulnerável a agentes neurotóxicos, os efeitos da exposição a metamidofós são 

desconhecidos.  

Um pouco melhor conhecidos são os efeitos promovidos por clorpirifós, o 

pesticida mais amplamente estudado. Porém, não sabíamos qual seriam os efeitos 

observados devido a exposição a clorpirifós no período exato do desenvolvimento 

que investigamos aqui ou ainda com a espécie e a cepa de animais experimentais 

usada.  Por isso, expusemos dois diferentes grupos de animais neonatos a injeções 

diárias dos dois pesticidas a fim de comparar seus efeitos. Desta forma, nosso grupo 

fecharia um estudo mais completo dos efeitos e elucidação dos riscos impostos a 

adultos e crianças expostos a metamidofós e, assim como acontece há tempos com 

o uso de clorpirifós, poderíamos contribuir para maior conscientização e reforçar a 

necessidade de restrições ao uso e comercialização desta substância. 

Para isso, buscamos encontrar uma dose para cada pesticida, que fosse 

equivalente em relação ao parâmetro toxicológico clássico quando se trata de 

exposição a organofosforados: a inibição da atividade da AChE. No entanto, as 

doses de exposição usadas para cada pesticida promoveram níveis de inibição 

diferentes para fêmeas e machos, em geral as inibições foram maiores em fêmeas.  
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Desse modo, embora as inibições promovidas tenham sido equivalentes para 

as doses escolhidas de metamidofós e clorpirifós quando colabamos os dois sexos, 

ao analisarmos machos e fêmeas separadamente os dois pesticidas não causaram 

inibições equivalentes entre si. Para as fêmeas, a dose escolhida de metamidofós, 

1mg/kg, causou aproximadamente 23% de inibição da AChE no córtex e no tronco 

enquanto as fêmeas tratadas com clorpirifós, 3mg/kg, tiveram cerca de 30% da 

atividade enzimática inibida. Nos machos, a dose escolhida para metamidofós 

causou 18 e 16% de inibição no córtex e tronco respectivamente, enquanto a dose 

escolhida de clorpirifós causou 4 e 14% de inibição no córtex e tronco, 

respectivamente. 

Assim, as comparações dos efeitos entre metamidofós e clorpirifós, devem ser 

feitas com cautela pois as inibições promovidas sobre a AChE, parâmetro que nós 

usamos para estabelecer uma equivalência toxicológica entre os dois pesticidas, não 

foram equivalentes entre os dois sexos.  

Com esses níveis de inibição enzimática não foram notados sinais de 

intoxicação aguda como tremores, alterações de peso corporal ou lacrimejamento. 

Uma vez que os animais tratados eram muito jovens, sintomas como ataxia e 

dilatação pupilar não foram possíveis de ser observados. 

 

 

4.2 Efeitos da exposição a metamidofós e a clorpirifós durante o 

desenvolvimento sobre o sistema colinérgico 

 

 

No presente estudo, além da inibição da AChE cerebral, nós avaliamos outros 

parâmetros da atividade colinérgica, tais como atividade da colina acetil transferase, 

ChAT, e a ligação ao transportador pré-sináptico de colina de alta afinidade. 

Sobre a atividade da ChAT, avaliada no dia seguinte ao término do tratamento, 

a exposição neonatal a metamidofós e a clorpirifós não promoveu alterações 

significativas. Este resultado vem ao encontro de estudos prévios sobre efeitos de 

clorpirifós durante o desenvolvimento. Richardson e Chambers, em seus estudos 

publicados em 2003 e 2004 investigaram os efeitos da exposição pré-natal a 

clorpirifós e avaliaram os impactos e a permanência dos efeitos sobre a atividade da 
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ChAT, entre outros marcadores do sistema colinérgico. Nestes estudos, foi 

observado que a exposição a clorpirifós durante a gestação (a partir do sexto até o 

vigésimo dia de gestação), com doses que chegaram a promover aproximadamente 

45% de inibição da AChE no primeiro dia de vida pós-natal dos filhotes, foi incapaz 

de alterar a atividade da ChAT nos primeiros dias de vida pós-natal (Richardson e 

Chambers, 2003). Nos referidos trabalhos, a inibição da AChE foi persistente nos 

filhotes até o sexto (Richardson e Chambers, 2004) e o nono (Richardson e 

Chambers, 2003) dias de vida pós-natal, enquanto a atividade da ChAT não foi 

afetada neste período. De forma interessante, alguns dias após a interrupção da 

exposição, em ambos os estudos, houve uma diminuição de cerca de 10% da 

atividade da ChAT (avaliada no nono e no décimo segundo dias de vida pós-natal, 

respectivamente), quando a atividade colinesterásica já havia sido recuperada.  Ou 

seja, a atividade da ChAT pode não estar alterada durante a exposição ao pesticida, 

quando a inibição colinesterásica é significativamente alta, mas isto não significa que 

a função desta enzima permanecerá inalterada a médio ou longo prazo. Uma 

alteração tardia da atividade desta enzima que participa da síntese de ACh pode se 

manifestar após a recuperação da atividade da AChE (Richards e Chambers, 2003; 

2004). Aparentemente, a alteração promovida pelos pesticidas sobre a atividade da 

AChE no período de desenvolvimento é bastante transitória, em decorrência da alta 

taxa de síntese protéica e formação de novas enzimas, mas os impactos posteriores 

sobre outros parâmetros colinérgicos podem ser mais duradouros ou mesmo surgir 

em outra etapa da vida. 

Sobre a ligação ao transportador pré-sináptico de colina de alta afinidade, 

observamos aqui que 24 horas após a interrupção do tratamento, houve alterações 

de maneira região e sexo-dependentes. No córtex cerebral observamos aumento da 

ligação ao transportador colinérgico nas fêmeas tratadas e uma tendência de 

redução nos machos após o tratamento com clorpirifós, enquanto no tronco 

encefálico os machos não apresentaram alterações e tivemos novamente aumento 

da ligação em fêmeas, porém este aumento ocorreu após exposição a metamidofós. 

Este resultado sugere que as alterações observadas sobre o transportador 

colinérgico acompanham as alterações colinesterásicas. As inibições 

colinesterásicas se mostraram maiores nas fêmeas tratadas no presente estudo, 

para o tratamento com clorpirifós, e o aumento na ligação ao transportador 
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aconteceu de forma significativa exclusivamente sobre as fêmeas. Uma possível 

explicação para esta relação é que a diminuição da concentração de colina nas 

fendas sinápticas pode ter induzido um aumento na atividade do transportador, no 

sentido de compensar esta diminuição e manter os níveis intracelulares deste 

substrato da síntese de ACh. Neste sentido, já foi demonstrado, a partir de estudos 

com sinaptossomos cerebrais de ratos, que altos níveis de colina extracelulares 

promoveram rápida diminuição da expressão do transportador colinérgico na 

superfície celular devido à aceleração da sua internalização (Okuda et al., 2011). Da 

mesma forma, a resposta inversa é possível de ser observada e, conforme no 

presente estudo, poderia ocorrer um aumento da expressão do transportador em 

função da depleção de colina nas fendas sinápticas colinérgicas. 

 

 

4.3 Efeitos da exposição à metamidofós e a clorpirifós durante o 

desenvolvimento do sistema serotoninérgico 

 

 

No presente estudo, não foram identificadas alterações sobre o sistema 

serotoninérgico 24 horas após a exposição neonatal ao pesticida metamidofós. Após 

a exposição a clorpirifós, entretanto, houve várias alterações observadas durante o 

período de desenvolvimento. A maioria destas alterações foi sexo-dependente, 

evidenciando uma maior vulnerabilidade específica para as fêmeas.  

Os resultados de clorpirifós observados aqui corroboram estudos anteriores 

que identificaram efeitos diferenciais para machos e fêmeas que podem se estender 

desde medidas bioquímicas até alterações comportamentais (Dam et al., 2000; 

Aldridge et al., 2005a; 2005b, , Levin et al., 2010). Alguns parâmetros, como 

alterações no reflexo de endireitamento, podem ser mais afetados em fêmeas e 

outros parâmetros, como diminuição da atividade locomotora, podem ser mais 

afetados em machos (Dam et al., 2000). Em adição, foi demonstrado que a 

exposição a clorpirifós durante o desenvolvimento teve efeitos sexo-seletivos no 

Labirinto em Cruz Elevado, com aumento do tempo nos braços abertos observado 

apenas em machos (Aldridge et al,. 2005a). Em relação às medidas bioquímicas, a 

exposição neonatal a clorpirifós pode promover uma diminuição geral do conteúdo 
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de serotonina nas fendas sinápticas, efeitos que pode se apresentar somente nas 

fêmeas (Aldridge et al., 2005b). Estes resultados, somados aos nossos, revelam a 

multiplicidade de efeitos dos organofosforados durante o desenvolvimento e a sua 

capacidade de afetar de formas diferentes o desenvolvimento cerebral.  

As ações sexo-dependentes dos compostos organofosforados podem ser 

associadas à taxa de detoxificação hepática, que mostra-se mais rápida em ratos 

adultos machos (Chambers et al,. 1994). Além disso, os organofosforados podem 

afetar distintamente fêmeas e machos por influências hormonais, pois já foi 

demonstrado que eles afetam os hormônios pituitários e sexuais (Recio et al,. 2005). 

Observamos, no presente estudo, um aumento da ligação ao receptor 5HT1A 

no tronco encefálico de fêmeas após exposição a clorpirifós. Este efeito já havia sido 

observado em um modelo parecido de exposição a clorpirifós em um período mais 

recente do desenvolvimento (animais expostos de PN1 a PN4) em ratos (Aldridge et 

al., 2003). Porém, quando se trata de alterações sobre a ligação ao receptor 5HT1A, 

os efeitos de diferentes organofosforados quando administrados em baixas doses 

podem ser diversos. Em uma exposição pré-natal ao pesticida organofosforado 

diazinão de PN1 a PN4, por exemplo, houve um efeito semelhante ao nosso, com 

aumento da ligação ao 5HT1A, avaliado 24 horas após o término do tratamento 

(Slotkin et al., 2006). Mas, no mesmo estudo, foi identificada uma significativa 

redução da ligação ao mesmo receptor, principalmente em fêmeas, quando ratos 

neonatos foram expostos ao pesticida paration (Slotkin et al., 2006). Metamidofós, 

no entanto, conforme nossos resultados indicam, não foi capaz de alterar a ligação a 

este receptor no período analisado no presente estudo.  

Sobre o receptor 5HT2, por sua vez, nós detectamos com nosso modelo de 

exposição a clorpirifós, uma diminuição significativa da ligação no tronco encefálico 

dos camundongos, ao contrário do aumento da ligação a este receptor verificado 

após exposição neonatal a clorpirifós (Aldridge et al., 2003) e após exposição a 

diazinão (Slotkin et al., 2006).  

Já sobre o transportador pré-sináptico de serotonina, nós verificamos um efeito 

imediato de aumento da ligação, particularmente sobre o córtex cerebral das 

fêmeas. Um estudo prévio da exposição a clorpirifós, também com exposições que 

se estenderam de PN1 a PN4, havia descrito resultados em fêmeas diferentes dos 

nossos, com diminuições da ligação ao transportador 5HT em regiões corpos 
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celulares serotoninérgicos e um aumento da ligação no prosencéfalo, região rica 

em projeções (Raines et al., 2001). Neste mesmo estudo os machos apresentaram 

diminuições persistentes da ligação ao transportador em ambas as regiões. 

Assim, deduz-se que os diferentes pesticidas organofosforados são capazes de 

promover alterações variadas sobre os marcadores serotoninérgicos durante o 

desenvolvimento e que o sexo, a cepa animal, o período de exposição e o tempo de 

duração, podem todos ser decisivos para a definição do tipo de efeito apresentado. 

 

 

4.4 Efeitos da exposição neonatal a metamidofós e clorpirifós sobre o sistema 

colinérgico avaliados na idade adulta 

 

 

A atividade da AChE foi restabelecida após o longo período de interrupção da 

exposição aos pesticidas. Assim, os valores de atividade colinesterásica, medidos 

em PN63, não foram diferentes dos valores do grupo controle, tanto para os animais 

tratados com metamidofós quanto para os tratados com clorpirifós.  

A atividade da ChAT, no entanto, mostrou-se afetada na idade adulta tanto pelo 

tratamento com metamidofós como pelo tratamento com clorpirifós. Conforme 

colocado no item 6.2, a atividade da ChAT não foi diferente do grupo controle, 

quando avaliada no dia seguinte ao término das exposições, porém foi diminuída no 

grupo tratado com metamidofós no córtex cerebral e pelo grupo tratado com 

clorpirifós no tronco encefálico das fêmeas. De modo contraditório, houve um 

aumento da sua atividade no tronco encefálico dos machos tratados com clorpirifós. 

Estes resultados reforçam as evidências prévias descritas por Richardson e 

Chambers (2004 e 2005) de que alterações na atividade da ChAT podem surgir 

após a interrupção do tratamento peri-natal com organofosforado, quando os níveis 

de atividade da AChE já retornaram aos valores normais.  Tanto nossos resultados 

de diminuição da atividade promovida no córtex por metamidofós quanto a 

diminuição observada no tronco das fêmeas por clorpirifós são consistentes com os 

resultados destes estudos prévios, os quais descreveram também reduções na 

atividade da ChAT após exposições durante a gestação (Richardson e Chambers, 

2004) ou nos primeiros dias da vida pós-natal (Richardson e Chambers, 2005). Isto 
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sugere que a exposição a estes dois pesticidas apresenta efeitos semelhantes 

neste aspecto da função colinérgica e que a alteração promovida em determinadas 

etapas do desenvolvimento deste sistema pode ser observada mesmo após o 

período de recuperação colinesterásica. 

O aumento da atividade da ChAT observado aqui após tratamento com 

clorpirifós se manifestou pontualmente no tronco encefálico dos machos. Isto sugere 

que, além da forma como os pesticidas organofosforados afetarem os circuitos 

cerebrais ser diferente para machos e fêmeas, a região avaliada também pode 

responder a este tipo de exposição de forma diferente. E estas diferenças inerentes 

à região, não puderam ser observadas por Richardson e Chambers, pois em seus 

estudos o cérebro foi analisado por inteiro.  

Em relação ao transportador colinérgico de alta afinidade, nós não 

encontramos alterações significativas promovidas por clorpirifós. Isto sugere que a 

alteração encontrada no período neonatal após exposição a clorpirifós foi revertida 

durante o decorrer do desenvolvimento dos animais neste modelo de exposição. 

Como hipótese de interpretação desta recuperação, é possível que uma vez que no 

período neonatal, a atividade do transportador estivesse aumentada supostamente 

como resultado da inibição colinesterásica e conseqüente diminuição da 

concentração de colina nas fendas, uma vez recuperada a atividade da AChE, a 

ligação ao transportador de colina também retornou aos níveis normais. 

Já os animais tratados com metamidofós, apresentaram diminuição da ligação 

ao transportador no tronco encefálico (em cerca de 10%), o qual logo após a 

interrupção da exposição se apresentava aumentada nas fêmeas. Este efeito já 

havia sido observado após exposição a clorpirifós durante o desenvolvimento 

gestacional a curto (Richardson e Chambers, 2004) e longo  (Qiao et al., 2003) 

período após o tratamento em várias regiões cerebrais. 
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4.5 Efeitos da exposição neonatal a metamidofós e a clorpirifós sobre o 

sistema serotoninérgico avaliados na idade adulta 

 

 

Na idade adulta, após 54 dias de interrupção da exposição neonatal aos 

pesticidas organofosforados metamidofós e clorpirifós, o sistema serotoninérgico dos 

animais apresentou-se afetado em relação aos vários parâmetros avaliados. A 

exposição a metamidofós, que não tinha causado alterações nesta via logo após a 

exposição, na idade adulta promoveu alterações sexo e região-dependentes sobre 

os receptores avaliados, mas não sobre o transportador 5HT. A exposição a 

clorpirifós, por sua vez, causou alterações sexo-dependentes sobre o receptor 5HT1A 

e sobre o transportador serotoninérgico, mas nenhuma alteração foi verificada na 

ligação ao receptor 5HT2.  

A exposição neonatal a clorpirifós já foi relativamente bem estudada e efeitos 

sexo-seletivos já foram descritos sobre o sistema serotoninérgico em animais 

tratados nos primeiros dias de vida pós-natal e avaliados quando adultos, após um 

longo período de interrupção do tratamento (Aldridge et al., 2005b), com efeitos 

preponderantes sobre fêmeas. 

Aqui, as fêmeas expostas a clorpirifós apresentaram, no córtex cerebral, 

diminuição da ligação ao receptor 5HT1A e os machos, aumento; e sobre o 

transportador pré-sináptico de serotonina houve diminuição da ligação no tronco 

encefálico de fêmeas. Já o animais expostos a metamidofós apresentaram 

diminuição da ligação ao receptor 5HT1A no trono encefálico de fêmeas e aumento 

da ligação ao 5HT2 no córtex e tronco dos machos.  Estes resultados, comparados 

às alterações verificadas no período neonatal, sugerem que as diferenças oriundas 

da diferenciação sexual ao longo do desenvolvimento, podem contribuir para a 

programação das alterações e a maneira como as mudanças sobre o 

desenvolvimento deste sistema vão ocasionar alterações a longo prazo.  

As alterações sobre este sistema, somadas às alterações colinérgicas 

observadas na idade adulta, quando foram feitos os testes comportamentais, são 

interessantes para ajudar a esclarecer as alterações comportamentais observadas 

aqui, devido ao fato de que estes sistemas são extensamente associados a 

alterações de humor e cognitivas. 
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4.6 Efeitos da exposição neonatal a metamidofós e a clorpirifós sobre o 

comportamento dos animais 

 

 

No presente estudo, foi verificado um aumento do tempo de imobilidade na 

idade adulta pelo teste do nado forçado, nos animais expostos ao pesticida 

metamidofós, enquanto os animais expostos a clorpirifós não apresentaram 

alterações significativas. Este teste é o mais amplamente usado para detecção de 

efeitos de drogas antidepressivas e comportamento depressivo em modelos animais 

alterados geneticamente e é baseado na observação de que roedores, quando 

submetidos a um ambiente cilíndrico e inescapável, cheio de água, desenvolvem 

inicialmente movimentos orientados em tentativa de escape e, a seguir, apresentam 

uma postura imóvel (Cryan et al., 2005). Se drogas antidepressivas são 

administradas antes do teste, os animais permanecem significativamente mais 

tempo nadando em movimento de escape do que os animais controle. 

Em relação à exposição a metamidofós, o aumento do tempo de imobilidade 

verificado no presente estudo, corrobora as evidências prévias que indicam uma 

associação entre a exposição a pesticidas organofosforados e a indução de 

desordens psiquiátricas, especialmente depressão (Amr et al., 1997; Salvi et al., 

2003). Além disso, estendem para este crucial período do desenvolvimento os 

efeitos relacionados a esta desordem de humor que nós já havíamos antes 

observado com exposição sub-crônica a metamidofós na idade adulta (Lima et al., 

2009). 

Já a exposição a clorpirifós no nosso modelo não foi capaz de afetar o 

comportamento associado à depressão, conforme avaliado pelo teste do nado 

forçado e da suspensão pela cauda. Este resultado vai de encontro ao estudo prévio 

dos efeitos de clorpirifós durante os primeiros dias de vida pós natal em ratos com a 

dose de 1mg/kg, o qual detectou comportamento associado a depressão em ratos 

através do teste de anedonia (Aldridge et al., 2005a). Este resultado reforça a 

constatação de que um mesmo organofosforado pode ter ações distintas sobre o 

comportamento de acordo com a duração e o período de desenvolvimento 
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específico dos animais. Além da observação de que diferentes espécies de 

roedores podem não apresentar os mesmos padrões de resposta. 

De forma interessante, o efeito de aumento do tempo de imobilidade e, 

portanto, de comportamento associado à depressão verificado aqui após a 

exposição neonatal a metamidofós não foi detectado pelo segundo teste de 

comportamento depressivo baseado em tempo de imobilidade que nós usamos: o 

teste da suspensão pela cauda. De fato, nós já havíamos observado no estudo 

prévio de avaliação dos efeitos de metamidofós quando a exposição ocorre na idade 

que os dois testes parecem detectar alterações comportamentais que são resultado 

de vias biológicas ou sistemas diferentes. 

A diferença mais importante entre os dois testes é que o teste do nado forçado 

não tem sido tradicionalmente visto como um modelo sensível e consistente para 

detecção da ação dos antidepressivos inibidores da recaptação de serotonina, 

enquanto o teste da suspensão pela cauda é mais eficaz para detecção dos efeitos 

antidepressivos por esta via de ação (Cryan et al., 2005). Além disso, foi 

demonstrado que animais “knockout” para o receptor GABAB ou que receberam 

tratamento com antagonista seletivo para este receptor, apresentaram diminuição do 

comportamento associado à depressão, ou seja efeito anti-depressivo, no teste do 

nado forçado, porém não apresentaram nenhuma modificação no teste da 

suspensão pela cauda (Mombereau et al., 2004). 

 Assim, é possível que as vias pelas quais o pesticida metamidofós está 

atuando no presente estudo, estejam levando a um tipo de alteração 

comportamental que é detectada com eficiência por um teste e não pelo outro. 

Finalmente, apesar das alterações sobre o sistema serotoninérgico observadas 

aqui terem sido divergentes nos dois sexos e nas duas regiões analisadas, não 

podemos descartar a hipótese de que as alterações do funcionamento deste sistema 

estejam relacionadas ao aumento do comportamento associado à depressão. 

Nós verificamos que a exposição neonatal a clorpirifós promoveu uma 

diminuição do percentual de entradas dos animais nos braços abertos do labirinto 

em cruz elevado, apenas em fêmeas, o que sugere que houve um efeito ansiogênico 

dependente do sexo. Este resultado corrobora um recente estudo desenvolvido em 

camundongos por Braquenier e colaboradores que identificou aumento do 

comportamento associado à ansiedade após exposição perinatal a clorpirifós, 
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exclusivamente sobre fêmeas (Braquenier et al., 2010). Estes resultados reforçam 

as evidências de maior susceptibilidade das fêmeas no que se refere a alterações de 

ansiedade.  

Nós observamos também alterações contrárias promovidas por metamidofós e 

clorpirifós em relação ao comportamento de tomada de decisão, detectado pelo 

tempo de permanência dos animais no centro do labirinto em cruz elevado. 

Enquanto os animais expostos a metamidofós apresentaram uma melhor 

capacidade de tomar decisão, os animais expostos a clorpirifós apresentaram esta 

capacidade prejudicada. A resposta de tomada de decisão é um parâmetro 

secundário na análise do comportamento dos animais pelo labirinto em cruz 

elevado, que detecta com maior especificidade comportamento associado à 

ansiedade e a diminuição do tempo no centro e, portanto, da tomada de decisão tem 

sido associada com diminuições de ansiedade (Clément et al., 2007) pois está 

relacionada ao fato dos animais explorarem mais os braços abertos, ambiente onde 

o animal está submetido a maior risco. Neste sentido, as alterações observadas 

após o tratamento com clorpirifós são consistentes com a hipótese levantada por 

Clément e colaboradores, pois as resposta contrárias, de aumento do tempo no 

centro e aumento de ansiedade foram detectadas com o nosso modelo de 

exposição, apesar do efeito ansiogênico de clorpirifós ter sido observado apenas em 

fêmeas. 

No que se refere à análise de aprendizado/memória dos animais, avaliada pelo 

teste da esquiva passiva, nós observamos um desempenho piorado das fêmeas que 

foram expostas a clorpirifós. Em relação à memória de trabalho, são clássicas as 

diferenças relacionadas ao sexo no teste do labirinto aquático, no qual as fêmeas 

controle têm significativamente mais erros, e portanto pior desempenho, que os 

machos (Icenogle et al., 2004, Levin et al 2001; 2002). Porém, em estudo prévio da 

exposição neonatal a clorpirifós, Aldridge e colaboradores (Aldridge et al., 2005a) 

detectaram efeito inverso ao observado aqui, com tendência de prejuízo de 

desempenho de aprendizado nos machos tratados mas não em fêmeas. Esta 

contradição nos leva a supor que os efeitos da exposição a clorpirifós sobre a 

cognição são sexo-dependentes, porém o tipo de efeito apresentado é variável e 

pode ser dependente da fase em que a exposição ocorre. 
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Sobre os parâmetros locomotores avaliados no presente estudo, nós não 

encontramos nenhuma alteração significativa após a exposição a metamidofós ou a 

clorpirifós, o que indica que as alterações centrais colinérgicas não foram capazes 

de atingir as vias periféricas a ponto de afetar o desempenho locomotor dos animais. 

É possível que as alterações comportamentais observadas aqui estejam sendo 

direta ou indiretamente influenciadas pelas modificações que nós detectamos nos 

sistemas neurotransmissores colinérgico e serotoninérgico, porém estas relações 

não estão completamente claras. O desconhecimento dos impactos de nossos 

tratamentos sobre as próprias concentrações dos neurotransmissores envolvidos 

dificulta uma interpretação mais completa dos resultados. Assim, estudos 

posteriores destes e de outros sistemas neurotransmissores ainda são necessários 

para completar a elucidação dos efeitos da exposição a estas duas substâncias 

nesta etapa do desenvolvimento e suas consequências. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados indicam que a exposição neonatal a metamidofós e a clorpirifós é 

capaz de alterar a atividade colinérgica a curto e longo prazo. Em relação aos efeitos 

sobre o sistema serotoninérgico, metamidofós não alterou os parâmetros avaliados 

aqui, indicando que este período pode não ser o de maior vulnerabilidade aos efeitos 

deste pesticida. Na idade adulta, no entanto, os animais expostos a metamidofós 

apresentaram alterações sobre os receptores serotoninérgicos, indicando que 

mesmo que o efeito não se apresente no momento da exposição, as mudanças 

causadas nesta etapa podem culminar no desenvolvimento de anormalidades 

tardias. Clorpirifós, por sua vez, promoveu alterações em ambos os sistemas tanto 

durante o desenvolvimento quanto na idade adulta, reforçando os impactos da 

exposição neonatal a este pesticida já evidenciado por outros estudos. A observação 

de que mesmo após um longo período de interrupção das exposições, quando a 

atividade da acetilcolinesterase já havia sido recuperada, os sistemas colinérgico e 

serotoninérgico estarem alterados, indica que os efeitos de organofosforados vão 

além da inibição enzimática classicamente verificada. As alterações 

comportamentais observadas aqui, embora diferenciais para os dois pesticidas, 

reforçam as evidências epidemiológicas de que existe uma associação entre a 

exposição a organofosforados e desordens psiquiátricas. Assim, o presente estudo 

contribui para reforçar as preocupações com os impactos da exposição, mesmo que 

a doses que não causam sinais de toxicidade sistêmica, de pesticidas 

organofosforados na espécie humana, particularmente quando se trata do período 

de desenvolvimento.  
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