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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdo a ser
submetida e dividida em sec¢des da seguinte maneira: Introducdo, Objetivos,
Revisdo da Literatura, Artigo cientifico a ser submetido presente no Capitulo |,

Discusséo, Conclusao, Referéncias Bibliogréficas e Anexos.

A Introducgdo apresenta de uma forma geral o embasamento tedrico no
qual a proposta deste trabalho foi construida. Os Materiais e Métodos,
Resultados e as Referéncias Bibliograficas pertinentes a publicacao especifica
encontram-se dentro do Capitulo I.

A secéao Discussao contém a interpretacéo geral dos resultados obtidos.
A secao Concluséo aborda as conclusdes gerais da dissertacao.

A secao Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas se¢des

Introducéo e Discusséo

A secdo “Anexo” contém a carta de aprovagdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFRGS.






RESUMO

Até a década de 90, as principais classes de agrotoxicos comercializados eram
carbamatos, organofosforados e piretréides, porém diversos organismos vinham
tornando-se resistentes aos mesmos, entdo foi necessario o desenvolvimento de
uma nova classe. Portanto, em 1991, foi langado o imidacloprido (IMI), o primeiro
inseticida neonicotinoide. O IMI € amplamente utilizado para protecao de culturas
contra pragas, tem uso residencial em jardins e aplicacdes veterinarias para
controle de doengas em animais. O mecanismo de acédo do IMI é o agonismo de
receptores nicotinicos pos-sinapticos de acetilcolina (hHAChRs), sendo 565 vezes
mais especifico para NnAChRs de insetos, embora haja relatos de toxicidade em
mamiferos e outras espécies. Os estudos sobre a neurotoxicidade e toxicidade
sistémica de IMI ndo séo conclusivos, portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos toxicos subcronico de uma formulagdo comercial a base de IMI em
ratos. Ratos Wistar machos adultos foram divididos em 4 grupos, 0 grupo
controle recebeu agua e 0s grupos tratados receberam suspenséo do inseticida
MUCH® (Albaugh Agro Brasil Ltda) em agua nas concentracdes de 1,5; 5 e 15
mg/kg. O tratamento foi administrado por via oral e teve duracéo de 45 dias. A
toxicidade comportamental foi avaliada em testes de coordenacéo e atividade
motora, memoria, atencéo e aprendizado. A toxicidade sistémica foi avaliada por
meio de analises hematoldgicas, bioquimicas e de estresse oxidativo. Os
resultados apontam para prejuizos comportamentais por aumento no rearing, no
tempo dispendido na periferia no teste de atividade locomotora e diminuicdo no
tempo para completar a tarefa do OX Maze (p<0,05; ANOVA/Bonferroni). Além
disso, foi observada uma diminuicdo na hemoglobina corpuscular média e na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (p<0,05; ANOVA/Bonferroni) e
aumento na atividade da butirilcolinesterase  sérica  (p<0,001;
ANOVA/Bonferroni). Assim, observamos que a administragcdo subcrénica do
agrotoxico MUCH®, contendo IMI na sua composicdo, causa alteracdes
comportamentais e sistémicas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
elucidar os mecanismos de neurotoxicidade e possiveis danos em 6rgdos como

baco, coracéo, figado e rins.

Palavras-chave: IMI, toxicidade subcronica, atividade locomotora, OX Maze,

hemoglobina, butirilcolinesterase.






ABSTRACT

Until the 90s the pesticide market was centered on carbamates,
organophosphates and pyrethroids, however several organisms had or were
developing resistance, thus it was necessary to develop a new class of
pesticides. Therefore, in 1991, imidacloprid (IMl) was launched as the first
neonicotinoid insecticide. IMI is widely used for crop protection against pests, has
residential use in gardens and veterinary applications to animal diseases control.
IMI is an agonist of postsynaptic nicotinic acetylcholine receptors (nAChRS),
being 565 times fold more specific for insects’ nAChRs, although there are reports
of toxicity in mammals and other species. Studies on IMI neurotoxicity are not
conclusive, therefore the aim of this study was to evaluate subchronic toxic
effects of an IMI based commercial pesticide on rats. Male Wistar adult rats were
divided on 4 groups, control group received distilled water and the treated groups
received suspension of MUCH® (Albaugh Agro Brasil Ltda) pesticide on water in
the concentrations of 1.5; 5 and 15 mg/kg. The treatment was administrated by
oral route for 45 days. Behavioral toxicity was evaluated using motor coordination
and activity, memory and learning tasks. Systemic toxicity was assessed using
hematological, biochemical and oxidative stress analysis. Our results pointed to
behavioral impairments by increase in rearing and time spent in periphery in
locomotor activity test and decrease in time to finish the OX Maze task (p<0.05;
ANOVA/Bonferroni). Systemic toxicity was demonstrated by decrease in mean
corpuscular hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration
(p<0.05; ANOVA/Bonferroni) and increase on serum butyrylcholinesterase
(p<0.001; ANOVA/Bonferroni). Therefore, it was observed that subchronic
administration of pesticide containing IMI causes behavioral and systemic
impairments. However, further studies are needed to elucidate the mechanisms
of neurotoxicity and possible damages in organs such as spleen, heart, liver and

kidneys.

Keywords: imidacloprid, subchronic toxicity, locomotor activity, OX Maze,

hemoglobin, butyrylcholinesterase.
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INTRODUCAO







Agrotoxicos séo utilizados com a finalidade de prevenir, remover ou
exterminar pragas e sao amplamente utilizados para proteger plantacdes na
agricultura e para combater vetores de doencas na saude publica (KIM; KABIR;
JAHAN, 2017). Em 2018, foram comercializadas 549.280,44 toneladas de
ingrediente ativo de agrotoxicos no Brasil segundo relatorio do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). O Rio Grande
do Sul foi o segundo estado que mais comercializou ingredientes ativos de
agrotoxicos, totalizando 11,66% deste montante, ficando atras apenas de Sao
Paulo, sendo este o dado mais atual até entdo (IBAMA, 2019).

O mercado de agrotéxicos, até 1990, era centralizado em trés classes:
carbamatos, organofosforados e piretréides. No entanto, diversos organismos ja
desenvolveram ou estavam desenvolvendo resisténcia aos mesmos, portanto
fez-se necessario o desenvolvimento de uma nova classe de agrotoxicos. A partir
desta demanda foram elaborados os inseticidas neonicotindides (ELBERT et al.,
2008). O imidacloprido (IMI) foi o primeiro representante da classe dos
neonicotinoides a ser lancado em 1991 pela Bayer CropScience (JESCHKE et
al., 2011) e desde entdo é extensivamente utilizado devido a sua ampla gama
de atuacdo, desde a agricultura, uso residencial para controle de pragas e
também aplicacdo em uso veterinario para controle de doencas em animais
(BUCKINGHAM et al., 1997; NAGATA et al., 1998). Este foi o décimo ingrediente
ativo de agrotéxico mais comercializado no Brasil em 2019 totalizando 9.214,45
toneladas em vendas (IBAMA, 2019) sendo este o dado mais atualizado

referente ao Brasil.

O mecanismo de acédo do IMI é baseado no agonismo de receptores
nicotinicos de acetilcolina pés-sinapticos (nAChRs) (MATSUO; TOMIZAWA;
YAMAMOTO, 1998; TOMIZAWA; CASIDA, 2005), sendo 565 vezes mais
especifico para receptores nAChRs de insetos em relacdo a de mamiferos e
outras espécies vertebradas (CHAO; CASIDA, 1997; TOMIZAWA; CASIDA,
2005; ZHANG et al., 2000; SIMON-DELSO et al.,, 2015). Além disso, a
seletividade do IMI por receptores de insetos é ainda maior do que outras classes
de agrotoxicos como por exemplo metilcarbamatos, organofosforados e
organoclorados (TOMIZAWA; CASIDA, 2005).
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No entanto, hé relatos de toxicidade de IMI em diversas espécies: danos
em prole de ratas e peixes-zebra tratados (ABOU-DONIA et al., 2008; CROSBY
et al., 2015), acimulo de metabdlitos de biotransformacdo em cérebro de lagarto
(Eremias argus) (WANG et al., 2018), diminuicdo na atividade locomotora
espontanea e limiar de dor em ratos Wistar (LONARE et al., 2014), indicios de
efeito excitatdrio em cultura celular de neur6nios cerebelares de ratos neonatos
(KIMURA-KURODA et al.,, 2012) e em neurbnios humanos (a482) com
receptores nicotinicos (LI; ANN; AKK, 2011).

Diversos estudos demonstram que agrotoxicos sao nocivos tanto para os
trabalhadores do campo quanto para consumidores via alimentos e bebidas
(DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011; KIM; KABIR; JAHAN, 2017),
podendo estar ligado a doencas metabdlicas (FOLEY et al., 2018; JIN et al.,
2018), imunotoxicidade ( DI PRISCO et al., 2013; DAISLEY et al., 2017; LIU; FU;
JIN, 2017; LEUNG-GURUNG et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018), disturbios
endocrinos e reprodutivos (JIN et al.,, 2012, 2013; HOCINE et al., 2016;
CREMONESE et al., 2017; SAMTANI; SHARMA; GARG, 2018; BERNIERI et al.,
2019), neurotoxicidade (LI; ANN; AKK, 2011), céancer (ZHAO et al.,, 2012;
VOPHAM et al., 2017), aléem de afetar a microbiota intestinal (YUAN et al., 2019).

O IMI tem substituido a utilizacdo de outras classes de agrotoxicos por
sua seletividade, porém diversos estudos tém apontando para uma possivel
toxicidade apesar de sua aparente seguranca para mamiferos e outras espécies
nao alvo (TOMIZAWA; CASIDA, 2005). Neste sentido, considerando sua
potencial toxicidade, este estudo contribui para o avan¢co da compreensao dos
efeitos comportamentais, bioguimicos, hematoldgicos e de estresse oxidativo

causados pela utilizacdo de IMI em ratos Wistar apds administracao subcronica.
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OBJETIVOS







. OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da toxicidade subcronica da formulagdo comercial MUCH®,
cujo ingrediente ativo € o IMI, em ratos Wistar adultos.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da administracdo de formulacdo comercial de IMI sobre
a locomocgéao e coordenacao motora dos animais;

Avaliar os efeitos da administracéo de formulacdo comercial de IMI sobre
a memoaria, atencéo e aprendizado;

Avaliar os efeitos da administracdo de formulacdo comercial de IMI em
parametros bioquimicos séricos;

Avaliar os efeitos da administracdo de formulagdo comercial de IMI em
parametros hematologicos;

Avaliar os efeitos da administracdo de formulacdo comercial de IMI em

biomarcadores do estresse oxidativo periféricos.
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REVISAO DA LITERATURA







1. Neonicotinoides

Os neonicotinoides foram desenvolvidos baseados na estrutura do alcaloide
(S)-nicotina, presente no extrato aquoso de tabaco, que antigamente era
utilizado como inseticida natural (JESCHKE et al., 2011). Atualmente, estéo
disponiveis no mercado sete compostos neonicotinoides: imidacloprido,
nitempiram, acetamiprido, tiametoxam, tiacloprido, clotianidina e dinotefurano
(JESCHKE et al., 2011).

Os neonicotinoides sao utilizados para controlar pragas de insetos em uma
variedade de ambientes agricolas, comerciais, residenciais e veterinarios
(BUCKINGHAM et al., 1997; NAGATA et al., 1998), sendo uma das classes com
maior crescimento de uso no mundo (ABOU-DONIA et al., 2008). Atualmente,
dentre os inseticidas disponiveis, sdo a classe mais relevante e eficaz e possuem
registro em mais de 120 paises e com utilizacdo em cerca de 140 cultivos
(NAUEN; JESCHKE; COPPING, 2008; JESCHKE et al., 2011).

O IMI foi o primeiro representante da classe, lancado em 1991 pela Bayer
CropScience. Este foi sucedido pelo nitempiram (Sumitomo Chemical Takeda
Agro Co.) e pelo acetamiprido (Nippon Soda), ambos introduzidos no mercado
em 1995. O tiametoxam (Syngenta) foi introduzido ao mercado em 1998, seguido
pelo tiacloprido (Bayer CropScience) em 2000 e pela clotianidina (Sumitomo
Chemical Takeda Agro Co./Bayer CropScience) em 2001. Por fim, em 2002, foi
apresentado o dinotefurano (Mitsui Chemicals), sendo este o Ultimo
representante da classe até entdo (JESCHKE et al., 2011; BASS et al., 2015;).
A figura 1 esquematiza os lancamentos dos neonicotinoides e o respectivo

laboratorio responsavel em uma linha do tempo.

Clotianidina
Imidacloprido Tiametoxam Sumitomo/Bayer
Bayer CropScience Syngenta CropScience

I 1991 1995 1998 2000 2001 2002 >

/\

Nitempiram Acetamiprido
Sumitomo Chemical Nippon Soda
Takeda Agro Co.

Tiacloprido Dinotefurano
Bayer CropScience Mitsui Chemicals

31



Figura 1. Linha do tempo referente ao ano e laboratério responsavel pelo

langamento dos inseticidas neonicotinoides.

A comercializacdo de IMI movimentou o montante de $2,632 bilhdes de
dolares em 2009, representando aproximadamente 41,5% de todo o comércio
de neonicotinoides (JESCHKE et al.,, 2011). A comercializagdo de IMI,
tiametoxam e clotianidina foi responsavel por quase 85% do total de vendas de
neonicotinoides em 2012. Em 2014, os neonicotinoides totalizaram mais que
25% das vendas totais de inseticidas (BASS et al., 2015). Em 2019, foi o décimo
ingrediente ativo de agrotdxico mais comercializado no Brasil com o total de
vendas de 9.214,45 toneladas (IBAMA, 2019) sendo este o dado mais atualizado

referente ao Brasil.

1.1lmidacloprido

A ANVISA concedeu registro ao IMlI em 1994 para utilizacdo no Brasil e
atualmente existem 37 produtos comerciais registrados contendo IMI como
ingrediente ativo, correspondendo a 12 diferentes formulacdes. A sua aplicacao
abrange mais de 40 culturas, desde sementes como amendoim, arroz, aveia,
feijdo, milho, soja e trigo; na aplicacdo da area foliar de diversas frutas e
verduras, e ainda no solo das culturas de cana-de-acucar, café, fumo e uva
(IBAMA, 2019). Paises europeus como lItalia, Alemanha e Francga proibiram sua
utilizacdo como agrotoxico devido a sua possivel relacdo com Disturbio de
Colapso de Coldnia (CCD), caracterizado pelo abandono subito das abelhas de
suas colmeias (HENRY et al.,, 2012; WHITEHORN et al.,, 2012). Além de
representar uma possivel ameaca a diversas espécies animais (HALLMANN et
al., 2014; VIJVER; BRINK, 2014; GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015; PISA
et al., 2015; RABY et al., 2018; PARKINSON; GRAY, 2019), incluindo humanos
(WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2018).

Assim como o0s demais neonicotinoides, 0 mecanismo de acéo do IMI é o
agonismo de receptores nicotinicos pos-sinapticos de acetilcolina (nAChRS)
(MATSUO; TOMIZAWA; YAMAMOTO, 1998; TOMIZAWA; CASIDA, 2005),

apresentando especificidade 565 vezes maior para receptores nAChRs de
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insetos em relacdo a de mamiferos e outras espécies vertebradas,
especialmente pelo nAChRs do subtipo a4p2 (CHAO; CASIDA, 1997; ZHANG et
al., 2000; TOMIZAWA; CASIDA, 2005; SIMON-DELSO et al., 2015). Apesar da
sua expressiva seletividade, ha relatos de toxicidade relativamente baixa em
mamiferos, demonstrando uma significativa margem de seguranca (TOMIZAWA,
CASIDA, 2005), devido a sua baixa penetracdo pela barreira hematoencefélica
(YAMAMOTO et al., 1995).

Exposicao a baixas doses (100 pg/kg) de IMI e dois de seus metabdlitos
a gafanhotos (Locusta migratoria) afetou a capacidade de voo e o
comportamento de evitamento de colisdo, sugerindo neurotoxicidade
(PARKINSON; GRAY, 2019). Exposicao a IMI a peixes-zebra (Danio rerio) em
baixa concentracdo alterou parametros de estresse oxidativo e a microbiota
intestinal (LUO; WANG; YUANXIANG, 2021). Wang (2018) relatou que a
biotransformacdo do IMI em lagarto (Eremias argus) causa acumulo de
metabalitos no cérebro e estresse oxidativo em tecidos, especialmente no rim.
Ha estudos demonstrando que o IMI causou danos ao desenvolvimento
neurocomportamental de ratos adolescentes apds exposicéo durante a gestacao
(ABOU-DONIA et al., 2008) e ha indicios que a administracéo de IMI nas doses
45 e 90 mg/kg a ratos Wistar machos diminui atividade locomotora espontanea
e estimula a sensacédo de dor junto com alteracdes cerebrais (LONARE et al.,
2014).

2. Avaliacdo comportamental em roedores

Modelos animais s&o utilizados para avaliacdo comportamental pela
possibilidade de correlacdo entra a neurobiologia animal e humana. A avaliacédo
de comportamentos animais e sua correspondéncia com o comportamento
humano €& baseado em publicacbes de Charles Darwin que observou a
semelhanca entre o estado mental de humanos e animais e expresséao do estado
da mente pelos mesmos movimentos. Ou seja, a expressdo emocional de

humanos e outros mamiferos é preservada filogeneticamente (DARWIN, 1872).

Portanto, modelos animais foram desenvolvidos para mimetizar condicbes

fisiol6gicas e patologicas humanas e a partir destes resultados € possivel estudar
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estados emocionais, etiologia de doencas e potenciais tratamentos
farmacolégicos de modo preliminar. Ademais, o estudo de comportamento em
animais permitiu elucidar a patogenia, mecanismo de acdo de medicamentos,
efeitos toxicos, teratogénese, entre outros. Porém, € inegavel que estes modelos
sédo limitados, tendo em vista a complexidade biolégica e genética de humanos.
A translacédo de dados obtidos em animais para humanos é um desafio, porém
estes estudos em animais forneceram uma base e um ponto inicial importante
(LISTER, 1990).

Os estudos comportamentais na toxicologia tém como objetivo avaliar efeito
da exposicao a alguma substancia possivelmente toxica e a geracao de efeitos
gue excedem a capacidade do organismo de se ajustar e identificar a natureza
destas disfuncdes. Além disso, fornece informacdes sobre efeitos de uso agudo
e prolongado e ajuda a estabelecer limites de seguranca como 0s niveis nos
guais ndo € observado efeitos, auxiliando a apontar seguranca na utilizacéo
destas substancias em humanos (RUSSEL, 1991).

A anélise comportamental € uma medida néo invasiva, pois ndo depende de
coleta de fluidos e tecidos para avaliar a acdo de uma substancia quimica no
cérebro, inclusive podem ser aplicados repetidamente para estudar efeitos
progressivos. A utilizacdo de animais tem importante papel pois os testes com
humanos para avaliacdo comportamental € drasticamente limitada por motivos
éticos (RUSSEL, 1991).

2.1 Rota-rod

O teste do rota-rod (fig. 2) foi desenvolvido por Jones & Roberts (1968) para
avaliar coordenacao motora e equilibrio quando o roedor € posicionado em uma
barra em rotacdo (CURZON, 2009). O equipamento permite a configuracdo de
velocidade e diversas opcfes de rotacdo por minuto (RPM) e quanto maior a
RPM, mais dificil torna-se o teste. E importante a realizac&o prévia de um treino
para habituacdo do animal ao aparato novo pois este parametro pode afetar os

resultados obtidos.
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O teste é utilizado para avaliar comportamentalmente o cerebelo que é
essencial para que a funcéo e coordenagdo motora existam. O rota-rod € descrito
na literatura inclusive como uma ferramenta para exclusdo de animais com
grandes anormalidades motoras que possam interferir em testes

comportamentais conduzidos posteriormente (CRAWLEY, 1999).

O teste de rota-rod foi utilizado para avaliar a coordenacdo motora em ratos
expostos a administracdo subcroénica de levamisol, demonstrando impacto na
laténcia para cair do aparato (LAURENTINO et al., 2021). Animais tratados com
dizocilpine, composto utilizado para mimetizar modelo de esquizofrenia,
apresentaram desempenho inferior na tarefa do que animais controle (ANDRABI
et al., 2019).

Figura 2. Equipamento Rota-rod para ratos (Insight Equipamentos Ltda,

Ribeirdo Preto, Brasil). Fonte: <https://insightltda.com.br/produto/eff-411-rota-

rod-para-ratos/>

2.2 Atividade locomotora

O teste do campo aberto foi criado por Hall (1934) e logo tornou-se um dos

testes comportamentais mais utilizados para avaliacdo psicolégica e de
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comportamento espontaneo de roedores (WALSH; CUMMINS, 1976). O primeiro
aparato de campo aberto € descrito como uma arena circular circunscrita por
uma parede, impedindo o contato do animal com o exterior do experimento e
diminuindo possiveis variaveis no experimento. O aparato pode ser circular ou
guadrado, sendo este Ultimo 0 mais comum atualmente. O animal é posicionado
proximo a parede e seus movimentos na arena que era dividida em areas era
observado (WALSH; CUMMINS, 1976).

O monitor de atividade IR (fig. 3) foi desenvolvido como uma automagéo e
aperfeicoamento do teste do campo aberto. Os movimentos do roedor sao
captados por sensores de infravermelho e convertidos em dados como distancia
percorrida, velocidade meédia, rearing, grooming e movimentos circulares horario

e anti-horario por um software.

O rearing € considerado um comportamento exploratorio no qual o corpo do
animal € verticalizado, as patas dianteiras sédo elevadas, permanecendo
temporariamente sustentado pelas patas traseiras. O rearing tem como funcgéo
principal ampliar, quando exposto a um novo ambiente, ou atualizar, quando re-
exposto ao mesmo ambiente, a coleta de informacbes sobre o mesmo,
auxiliando na formacdo de um mapa cognitivo espacial. Ademais, esta
exploracédo fornece informacdes importante para decisédo de defesa do animal no
ambiente pela aproximacédo ou afastamento de algum local (LEVER; BURTON;
O’KEEFE, 2006).

O grooming € um comportamento inato de roedores com objetivo de limpeza
da pele e da pelagem em movimentos estereotipados. Este comportamento
acontece em condicbes normais e também em condi¢cdes de estresse. Em
condi¢cBes normais, ratos apresentam o grooming de modo cefalocaudal de
maneira organizada e estereotipada. Em condi¢cdes de estresse, como no teste
do campo aberto, os animais podem expressar grooming de maneira ininterrupta
em sequéncia desorganizada a depender do nivel de ansiedade (BOLLES, 1960;
SPRUIJT; VAN HOOFF; GISPEN, 1992).

O teste de atividade locomotora apontou aumento na distancia total

percorrida por ratos apés tratamento subcrénico com benzo(a)pireno (MACIEL
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et al., 2014). Animais tratados com morfina também apresentaram aumento na
atividade locomotora (ZHANG; KONG, 2017).

Figura 3. Equipamento monitor de atividade IR (Insight Equipamentos Ltda,
Ribeirdo Preto, Brasil). Fonte: <https://insightltda.com.br/produto/ep-149-

monitor-de-atividades-ir/>

2.3 Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos (fig. 4) foi desenvolvido por Ennaceur
and Delacour (1988) para avaliar a memoria de reconhecimento que € a
habilidade de distinguir objetos novos e objetos familiares (KINNAVANE;
ALBASSER; AGGLETON, 2015). O teste consiste em inserir 0 rato em uma
arena retangular aberta na qual estédo dispostos dois objetos idénticos (objeto A)
por um determinado tempo. O animal tende a explorar os objetos por ser um
novo estimulo até que eles se tornam familiares e o tempo dispendido diminui.
Entdo o animal é removido da arena e um dos objetos A é trocado por um novo
objeto (objeto B) (DELLU et al., 1992; ANDREWS et al., 1995). Os animais
normalmente gastardo mais tempo explorando o novo objeto em detrimento ao
objeto antigo quando retornarem a arena (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

O teste foi popularizado e tornou-se amplamente utilizado por ser simples,

efetivo e ndo necessitar de privacdo de agua ou alimento, portanto avalia a
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memoria ndo associativa pois ndo depende de um estimulo positivo nem
aversivo. Inclusive é possivel avaliar memoéria de curta e longa duragéo alterando
o intervalo de tempo entre a habituag&o e a reintroducao do animal no aparato
(KINNAVANE; ALBASSER; AGGLETON, 2015).

O teste de reconhecimento de objetos aplicado em ratos submetidos a
tratamento subcrénico com cafeina e taurina em associacdo demonstrou
melhora na memoria de curto prazo (VALLE et al., 2018). O antidepressivo
agomelatina administrada em dose Unica por via intraperitoneal em ratos
melhorou a performance no teste de reconhecimento de objetos (BERTAINA-
ANGLADE et al., 2011).

w ma

Figura 4. Esquema do teste de reconhecimento de objetos. Habituac&o inicial

aos objetos (1). Teste de reconhecimento de objetos realizado apés a habituacéo

).

2.4 OX Maze

O teste OX Maze (fig. 5) foi desenvolvido por Wood e colaboradores em
2011 com obijetivo inicial de ser utilizado como enriquecimento ambiental para
camundongos em modelos de doenca de Huntington. Esta doenca tem como
parte de sua manifestacdo a degeneracao progressiva do estriado e do cértex
causando perda de funcdo cognitiva e motora (REDDY; HEMACHANDRA;
TAGLE, 1999). O teste OX Maze é diferenciado dos demais testes de atencao e

aprendizado existentes pois foi projetado para ter pouca movimentagao corporal,
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devido a dificuldade locomotora dos animais no modelo de doenca de Huntington

e utilizar pistas visuais.

Principios descritos por Skinner (1988) sobre aprendizagem demonstra
gue uma ac¢ao ou resposta quando seguida de um estimulo positivo ajuda este
comportamento acontecer mais frequentemente, enquanto um estimulo negativo
reforca o detrimento de um comportamento. O aprendizado e memorizagédo no
OX Maze acontecem apenas por refor¢o positivo, pois o teste utiliza como base
recompensas em forma de alimento com um pellet (Froot loops®, Kellogs) mais
palatavel que o alimento de consumo usual do animal. Portanto, ndo ha
necessidade de jejum para realizacdo do teste para que o animal esteja com
fome e consuma a comida dentro do ambiente do teste (WOOD; GLYNN;
MORTON, 2011).

O labirinto para o teste OX Maze é disposto no aparato onde foi executado
previamente o teste de atividade locomotora. Os blocos utilizados no teste
contém um orificio em cada lateral, cada orificio é circunscrito por um simbolo
(O, X, =, | ]). O orificio circunscrito pelo simbolo O contém uma recompensa,
portanto cada bloco contém apenas uma recompensa. Logo, cada animal pode
encontrar até quatro recompensas por dia de teste. Quatro blocos séao dispostos
no aparato como descrito na figura 5. O teste é realizado por 10 dias
consecutivos para possibilitar o entendimento da tarefa e a consolidacdo do

aprendizado.

Durante este periodo os quatro blocos onde se encontram as
recompensas sao girados em sentido horario. Desta forma ndo ha associacéo
entre a localizacdo da recompensa em relacdo ao aparato e a sala onde é
realizado o teste e sim a pista visual representada pelo simbolo circunscrito na

posicédo onde é colocado recompensa.

Atualmente existem apenas quatro artigos publicados aplicando o teste
do OX Maze. Apés o seu desenvolvimento por Wood e colaboradores em 2011,
este foi aplicado em duas ocasifes para avaliar o impacto nha memoéria e
aprendizado de ratos submetido a hipéxia neonatal (WOOD; GLYNN; MORTON,
2011; ROJAS et al., 2015; DENIZ et al., 2018). Posteriormente Valle e

colaboradores em 2018 utilizaram o mesmo para avaliar o impacto de bebida
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energética e seus constituintes na memoéria, aprendizado e atencao de ratos
(VALLE et al., 2018).

oL igH

Figura 5 — Esquema do teste do OX Maze. Os quadrados laranja
representam os quatro blocos dispostos na arena do teste. O circulo roxo
representa a localizacédo da pista visual O circunscrita na lateral, onde é colocada

arecompensa.

3. O papel da acetilcolina no Sistema Nervoso Central

A acetilcolina (ACh) foi identificada por Henry Hallett Dale em 1914 e sua
funcdo como neurotransmissor foi descrita por Otto Loewi em 1921. O Prémio
Nobel em Fisiologia e Medicina foi concedido a ambos de 1936 por elucidar a
funcdo da ACh e sua relacdo com a transmissao quimica de impulsos nervosos
(TANSEY, 2006).

A ACh apresenta importante papel em funcbes essenciais como a
transmissao quimica na juncdo neuromuscular, funcdo autonédmica no sistema
nervoso periférico e processos cognitivos mediados pelo sistema nervoso central
(SNC), como atencdo, aprendizagem, memoéria e plasticidade (PEPEU;
GIOVANNINI, 2004; CONNER; CHIBA; TUSZYNSKI, 2005; BERTRAND;
WALLACE, 2020). Nos ganglios autonémicos e juncdes neuromusculares a ACh
€ um neurotransmissor de acdo rapida, e no cérebro a ACh participa da
neuromodulacdo da liberacdo de neurotransmissores e na excitagcdo dos

neurdnios, coordenando o disparo dos mesmos (CHANGEUX, 2010).
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O papel do sistema colinérgico foi elucidado a partir de pesquisas usando
modelos animais com lesBes colinérgicas e pela manipulacdo genética para
estudo da farmacologia do receptor e sua conexdo com atengao, aprendizagem
e memoria (BERTRAND; WALLACE, 2020). O papel da neurotransmissao
colinérgica para o funcionamento do SNC também é estudado a partir da
fisiopatologia, evolugcdo clinica e possiveis tratamentos para doengas como
Alzheimer, esclerose lateral amiotréfica e miastenia gravis que causam
degeneracao progressiva das fungbes neurais (BLUSZTAJN; BERSE, 2000;
KOTHARI, 2004). Os neurdnios colinérgicos presentes no SNC deste sistema
neurotransmissor podem ser classificados de acordo com sua topografia das
projecdes nervosas e caracteristicas celulares em oito grupos de Chl a Ch8.
Neurénio dos grupos Ch1l e Ch2 fornecem inervacgao colinérgica para o complexo
hipocampal, Ch3 para o bulbo olfatério, Ch4 para o cortex cerebral e amigdala,
Ch5 e Ch6 para o talamo, Ch7 para o nucleo interpeduncular e Ch8 para o
coliculo superior (MESULAM et al., 1983).

A ACh pode se ligar a dois diferentes receptores colinérgicos: muscarinico e
nicotinico. Estes foram nomeados por Henry Dale em 1914 baseado na sua
capacidade intrinseca de ligar-se a muscarina e nicotina respectivamente,
causando ativacdo colinérgica (DALE, 1914). Os receptores muscarinicos de
acetilcolina (MAChRSs) pertencem a uma superfamilia de receptores acoplados
a proteina G presente no sistema nervoso periférico e central. Os receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) pertencem a familia de receptores
ionotrépicos e quando ativos tornam-se um canal aberto permeavel a ions de
sédio e potassio e estdo presentes no sistema nervoso periférico e central, na
juncé@o neuromuscular, nos neurénios dos ganglios parassimpaticos e em células
nao neuronais (VERMA et al., 2018; BERTRAND; WALLACE, 2020).

A ACh é concentrada em vesiculas sinpticas pois faz parte das sinapses
colinérgicas. Quando ha sinalizacdo, estas vesiculas fundem-se com a
membrana dos terminais sinapticos no axénio dos neurbnios. Receptores
presentes na parte exterior da vesicula e na porcéao interior da membrana dos
terminais sinapticos do axdnio coordenam a fusdo (POHANKA, 2020). Alguns
componentes com uma fungdo importante nesta fusdo sdo N-etilmaleimida,

sinaptotagmina, sinaptobrevina e proteina-25 associada a sinaptossomas
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(MCMAHON et al., 1995; SEARL; SILINSKY, 2006). O calcio interage com a
sinaptotagmina e permite a interacdo da sinaptobrevina com a proteina-25
associada a sinaptossomas promovendo a fusdo da membrana da vesicula a
membrana do neurénio (SHARRAD; GAI; BROOKES, 2013).

A neurotransmissdo € finalizada quando a ACh é hidrolisada pela
acetilcolinesterase (AChE) em &cido acético e colina, pois ambos ndo possuem
funcdo neurotransmissora (POHANKA, 2020). Novas moléculas de ACh s&o
sintetizadas pela enzima colina-acetiltransferase a medida que o percursor
colina é bombeada pelo transportador de colina acoplado ao sédio para dentro
do terminal pré-sinaptico (DOBRANSKY; RYLETT, 2005).

A AChE é expressa principalmente em tecidos que recebem inervacao
colinérgica, como neurdnios, células musculares e células do sistema nervoso e
esta presente nas fibras motoras e sensoriais exercendo maior atividade nos
neurdnios motores do que nos neurbnios sensoriais (ZIMMERMAN; SOREQ,
2006). A AChE estéa presente em menor quantidade na membrana de eritrécitos,
linfocitos e plaguetas (ASSIS et al., 2018).

A AChE é o alvo para agrotoxicos como os organofosforados e os
carbamatos (KAKANI et al., 2011). Os mesmos causam a inibicdo da AChE
gerando acumulo de ACh na fenda sinaptica, causando estimulagdo permanente
da membrana pos-sinaptica e podendo levar a morte (AYGUN et al., 2002). No
entanto, os inibidores da AChE também sédo usados na terapéutica da doenca
de Alzheimer e miastenia gravis, contribuindo para retardar a evolucédo destas
patologias e melhorar a qualidade de vida dos pacientes (STONE et al., 2011;
MEHNDIRATTA; PANDEY; KUNTZER, 2014).

A butirilcolinesterase (BUChE) é a outra enzima da familia das colinesterases,
também conhecida como pseudocolinesterase ou colinesterase néo especifica,
enquando a AChE também é chamada de colinesterase verdadeira (POHANKA,
2020). AChE e BuChE tém diferentes papéis no organismo embora possuam
similaridade estrutural de 54% (FRANJESEVIC et al., 2019). O papel da AChE
esta relacionado com a regulacdo da neurotransmissao e esta principalmente

presente no sistema nervoso (POHANKA, 2020). A BUChE é sintetizada no
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figado e continuamente exportada para a corrente sanguinea (ASSIS et al.,
2018).

O papel da BUChE segue sem ser completamente compreendido, entretanto
acredita-se que suas principais fun¢des séo a eliminacdo de substancias toxicas
e auxilio na transmissdo sinaptica como backup da AChE (MASSON;
LOCKRIDGE, 2010). H& outras hipéteses para sua funcdo como na
morfogénese, citogénese e tumorgénese, além de converter a proteina R3-
amiléide em formas mais toxicas em pacientes com Alzheimer. Entretanto,
nenhuma destas funcdes foi determinada de forma conclusiva (SJOQVIST,
1960; HOLMSTEDT; SOREQ); LAPIDOT-LIFSON; ZAKUT, 1991; GUILLOZET et
al., 1997; GIACOBINI, 2001). A BuChE tem capacidade de metabolizar mais
compostos que a AChE pois possui um sitio ativo de 13 A, enquanto a AChE
possui sitio ativo de 6 A. O sitio ativo da BUChE possui apenas 8 residuos de
aminoacidos aromaticos, enquanto a AChE possui residuos de 14 aminoacidos
aromaticos. (FRANJESEVIC et al., 2019). Além disso, a BUChE esta envolvida
em reacOes de detoxificacdo de fase | e consegue hidrolisar diversos
componentes toxicos como metabolitos de plantas e drogas como cocaina,

lidocaina, bupivacaina, succinilcolina e acido acetilsalicilico (POHANKA, 2020).
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CAPITULO | (ARTIGO):
Imidacloprid based commercial pesticide causes behavioral,

biochemical and hematological impairments in Wistar rats.

A ser submetido para publicacdo na revista Toxicology and Applied
Pharmacology
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DISCUSSAO







A seguinte dissertacdo avaliou a toxicidade do agrotéxico Much®, cujo
componente ativo é IMI, apds tratamento subcronico de 45 dias. Os dados
obtidos no teste de atividade locomotora ndo demonstraram diferenca entre os
grupos tratados e o grupo controle na locomocéo espontanea horizontal, como
distancia total percorrida e velocidade média. Entretanto o grupo IMI 15 mg/kg
apresentou aumento na frequéncia e duracdo de rearing, que se refere a
movimentos verticais quando o animal eleva seu corpo e permanece apenas com
as patas traseiras no solo. O aumento ou diminuicdo na frequéncia ou tempo
dispendido em rearing esta relacionada com elevacao ou diminui¢do do nivel de
ansiedade respectivamente. A ansiedade € compreendida biologicamente como
a preparacao do organismo para enfrentar estimulos ambientes relacionados a
sobrevivéncia, portanto o aumento de rearing pode estar relacionado com a
observacédo ampla do ambiente e preparacdo para possiveis ameacas (GRAY;
MCNAUGHTON, 2000). Ratos adultos tratados com agrotoxico comercial
contendo IMI nas doses 45 e 90 mg/kg apresentaram diminuicdo na atividade
locomotora horizontal e vertical, ou seja, este tratamento diminuiu o
comportamento de rearing (LONARE et al., 2014). Diminuicdo na distancia
percorrida e tempo de deambulacdo no teste de atividade locomotora foi
observado em ratas Wistar fémeas tratadas com IMI de grau técnico nas doses
de 5, 10 e 20 mg/kg por 90 dias (BHARDWAJ et al., 2010). Estes dados apontam
para diminuicdo na atividade locomotora relacionado com o aumento da dose de
IMI presente em agrotoxico comercial e em IMI de grau técnico em doses

similares as utilizadas neste trabalho.

H& dados apontando que o numero de rearings apresentados por ratos
Wistar em um teste de campo aberto apresentou correlacdo com o aumento de
ACh hipocampal durante o teste (THIEL; HUSTON; SCHWARTING, 1998).
Animais knock-out do receptor muscarinico M1, no qual a ACh liga-se,
apresentam comportamento de hiperatividade geral e maior atividade
locomotora horizontal e mais eventos de rearing (MIYAKAWA et al., 2001). Estes
dados demonstram a relevancia da quantificacdo de ACh em estruturas

cerebrais, trazendo um campo de estudo a ser explorado.

7

O teste do campo aberto é utilizado para diversas avaliagcbes de

comportamento animal e dentre estas também para avaliar a ansiedade. Em
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roedores, 0 comportamento do tipo ansiedade é descrito como menos tempo
gasto no centro do aparelho do campo aberto (CONTO; DE CARVALHO;
BENEDITO, 2005). O teste de atividade locomotora realizado neste estudo é
muito semelhante ao teste do campo aberto, a principal diferenca consiste em
um software conectado com barras com sensores de infravermelho que
capturam os movimentos do animal e convertem em dados. Ratos Sprague
Dawley adultos machos tratados com 0,5 e 1 mg/kg de IMI de grau técnico por
60 dias passaram menos tempo gasto no centro da arena de campo aberto
(KHALIL et al., 2017). Dados semelhantes foram observados neste estudo com
0s grupos tratados com IMI 1,5 e 5 mg/kg, apontando evidéncias para um
comportamento de ansiedade causado pelo IMI em baixas doses apés

tratamento subcroénico.

O labirinto aquético de Morris € um dos testes desenvolvido por Richard
Morris em 1981 para avaliacdo de aprendizado e memaria espacial, no qual o
animal localiza um objeto baseado em pistas distais localizadas no ambiente, e
gue nao foi explorado anteriormente por visdo, audicdo ou olfato. Este teste foi
aplicado em camundongos tratados com IMI em grau técnico nas doses de 5 e
20 mg/kg por 28 dias. O periodo de aprendizado utilizado foi de seis dias e no
sétimo dia foi realizado o teste, ndo sendo observada diferenca entre 0os grupos
(ZHENG et al., 2020). A diferenca do resultado deste estudo e dos achados no
teste do OX Maze pode estar relacionado com o0 menor tempo de aquisicao do

aprendizado no labirinto aquatico de Morris.

O teste do OX Maze foi utilizado neste estudo para avaliar aprendizado e
atencao apos tratamento subcrénico de ratos com IMI na dose de 1,5, 5 e 15
mg/kg. Até entdo existem somente quatro artigos publicados com este teste. A
primeira publicacao foi de Wood (2011) com objetivo de utilizar o OX Maze como
um enriguecimento ambiental para camundongos modelo de Doenca de
Huntington pois uma das manifestacfes desta doenca é a degeneracao
progressiva do estriado e do cértex causando perda de fungéo cognitiva e motora
(REDDY; HEMACHANDRA,; TAGLE, 1999). Entdo este teste foi adaptado por
Rojas et al. (2015) para avaliagdo de memdria e aprendizado em ratos modelos
para hipoxia isquémica neonatal. Posteriormente Deniz et al. (2018) que utilizou

para o teste para mesma finalidade. O ultimo trabalho publicado com o teste do
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OX Maze foi de Costa-Valle et al. (2018) que avaliou aprendizado, atencéo e
memoaria de ratos adultos submetidos a tratamento com bebida energética (Red
Bull®) e seus constituintes. Este foi o trabalho mais similar em relagéo ao teste
do OX Maze realizado em nosso estudo por utilizar ratos Wistar adultos
saudaveis, porém néo foi utilizado IMI ou outro inseticida neonicotinoide com

mecanismo de agao similar.

As variaveis previamente citadas trazem desafios para comparacao e
discussao dos resultados obtidos com 0 OX Maze, pois os dados ja publicados
pouco se assemelham com os resultados deste estudo. Entretanto é importante
ressaltar que este trabalho é o primeiro a avaliar atencéo e aprendizado de ratos
pelo teste do OX Maze apos tratamento subcrénico de agrotoxico comercial
contendo IMI como ingrediente ativo até a presente data.

Neste trabalho, os ratos tratados com IMI 5 mg/kg encontraram as quatro
recompensas do teste mais rapido que 0s outros grupos, portanto, completaram
a tarefa em menos tempo. Um padrédo semelhante foi encontrado em ratos que
receberam cafeina e taurina isoladas e em combinacdo (Valle et al. 2018),
sugerindo, junto com os resultados do campo aberto, que o IMlI em uma dose de
5 mg/kg poderia auxiliar na cognicdo e no aprendizado. Entretanto este
comportamento néo foi observado no grupo de 15 mg/kg, mesmo com o0 aumento

de 3 vezes na dose.

O teste hole-board foi empregado para avaliacdo de ansiedade em ratos
Sprague Dawley que receberam 1 mg/kg de IMI de grau técnico por 30 dias
(ABD-ELHAKIM; MOHAMMED; MOHAMED, 2018). O teste consiste em avaliar
a exploracdo nas aberturas de um tabuleiro horizontal no qual o animal é
posicionado, portanto animais que exploram menos as aberturas séao
considerados mais ansiosos (PELLOW et al.,, 1985; KARL; PABST; VON
HORSTEN, 2003). A utilizacdo de agentes ansioliticos aumenta
significativamente o namero de aberturas exploradas no teste pelos animais
(PELLOW et al., 1985). Os animais tratados com IMI exploraram menos o
tabuleiro, portanto, apresentaram mais ansiedade que os animais do grupo
controle. Embora trate-se de um teste diferente dos realizados neste trabalho e

de uma dose menor por um periodo inferior de tempo, é importante ressaltar que
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foi observado mais ansiedade nos animais tratados com IMI assim como no teste
de OX Maze.

A massa corporal dos animais tratados com IMI presente na formulacéo
comercial Much® 600 nas doses de 1,5; 5 e 15 mg/kg nao foi afetada durante os
45 dias de teste. Porém ha relatos de menor ganho de massa corporal em ratos
tratados com 2,25 mg/kg de IMI em grau técnico por 28 dias (KATIC et al., 2021).
Bem como em ratos tratados com doses elevadas, 45 e 90 mg/kg, de uma
formulagédo comercial contendo IMI por 45 dias (EL-ELA; ABO; ABDEL-AZIZ,
2019). Estes dados sugerem maior impacto no ganho de massa corporal com a
utilizacdo de IMI em grau técnico mesmo em doses baixas. Entretendo ha
indicios que formulacdes comerciais impactam na massa corporal quando

administradas em maiores doses.

A hemoglobina (Hb) € uma proteina globular tetramérica que possui
guatro cadeias e cada uma destas possui um grupamento heme, onde o oxigénio
se liga. Esta estrutura e conformacéao é essencial para desempenhar o transporte
de oxigénio do pulméo para os tecidos periféricos e transporte de dioxido de
carbono dos tecidos periféricos para o pulmdo (PERUTZ et al., 1987). A
interacdo da Hb com IMI foi estudada usando espectroscopia de fluorescéncia e
dicroismo circular, demonstrando que ocorre alteracdes estruturais e funcionais
na Hb, impactando seu estado fisiolégico e consequentemente em seu
funcionamento (DING et al., 2010). Posteriormente, observou-se que o IMI induz
uma perda parcial da a-hélice, alterando sua conformacéo (DING; PENG, 2015).
Estes dados podem explicar a reducao significativa dependente da dose no HCM

em todos os grupos tratados e no CHCM na dose mais elevada.

Parametros hematolégicos como Hb, eritrécitos e hematdcrito de ratas
Wistar fémeas nédo apresentaram diferenca do grupo controle apos tratamento
com IMI em grau técnico nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg por 90 dias (BHARDWAJ
et al., 2010). O maior tempo de tratamento e a pureza do IMI em grau técnico
surpreendentemente ndo afetaram os parametros hematolégicos em contraste
com os achados deste estudo que utilizaram IMI presente em formulacao
comercial e com tratamento de menor duracdo. Entretanto, os animais tratados

com IMI de grau técnico por 90 dias apresentaram claros sinais de toxicidade
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como diarreia, salivacéo, dispneia, piloerecdo e perda de peso, especialmente
na dose de 20 mg/kg.

A avaliacdo de parametros hematoldgicos apés administracdo de IMI foi
realizada com outras espécies. Peixe Carpa Rohu (Labeo rohita) foi exposto a
doses subletais na concentragédo de 120 mg/L por 2, 4, 8, 16, 32 e 64 dias. Os
peixes expostos por 8 dias apresentaram diminuicdo na Hb e em eritrécitos,
porém ndo apresentaram alteracdo em HCM e CHCM (QADIR et al., 2014). Os
outros grupos expostos por diferentes tempos ndo apresentaram alteracdes
hematolégicas. Os parametros hematoldgicos ap6s administracdo de IMI em
galos filhotes nas doses de 1.25; 1.67 e 2.5 mg/kg por 28 dias ndo apresentaram
alteracoes (BALANI; AGRAWAL; THAKER, 2011).

Malondialdeido (MDA) é um produto de lipoperoxidacao utilizado
habitualmente como biomarcador de estresse oxidativo (BARRERA et al., 2018).
A reacdo de MDA com acido tiobarbittrico (TBA) forma substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), cromdégeno de cor rosada, que pode ser
guantificado por colorimetria. MDA pode ser quantificado pela técnica de TBARS
assim como foi realizado neste trabalho. Aumento no nivel de MDA em plasma
e tecido hepatico foi observado apdés tratamento de ratas Wistar fémeas adultas
com IMI de grau técnico via intraperitoneal em dose Unica de 26 mg/kg
(DUZGUNER; ERDOGAN, 2010). Em contraste com estes achados, nao foi
observado alteracdo no TBARS plasmatico em nosso estudo, porém a
administracdo por via intravenosa e a pureza do IMI em grau técnico pode ter

acentuado a possivel toxicidade do IMI.

Ratos tratados com IMI em grau técnico por 28 dias com a dose de 0,06
mg/kg apresentaram aumento no TBARS plasmatico, contudo os animais que
receberam as doses de 0,8 e 2,25 mg/kg néo apresentaram tal alteracéo (KATIC
et al., 2021). Este achado corrobora nossos resultados pois a dose na qual foi
observada elevacdo em TBARS é menor do que a minima dose utilizada em
nosso estudo, que € 1,5 mg/kg. O mesmo estudo ndo observou alteracdo em

tidis totais sanguineos, assim como nossos resultados.

Ha diversos relatos de aumento de AST, ALT, LDH e FAL em roedores

tratados com IMI de grau técnico em doses altas, médias e baixas e por
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diferentes periodos de tempo (LONARE et al., 2014; VOHRA; KHERA; SANGHA,
2014; KHALIL et al., 2017; MAHAJAN et al., 2018; EL-ELA; ABO; ABDEL-AZIZ,
2019; NDONWI et al., 2019; ZHENG et al., 2020). Estes parametros bioquimicos
ndo apresentaram alteracdo neste estudo, sendo assim, ha indicios que IMI em
grau técnico tem mais impacto em marcadores bioquimicos assim como tem

maior impacto em ganho de massa corporal.

Ha relato de aumento em na atividade da AST em ratas fémeas tratadas
com o agrotoxico comercial Confidor® em doses de 9 e 45 mg/kg (TOOR;
SANGHA; KHERA, 2013). Aumento no LDH foi observado em ratos adultos
machos tratados com 10 e 20 mg/kg de Confidor® por 60 dias e aumento de
AST, ALT e FAL na dose de 20mg/kg (CHAKROUN et al., 2017). Apesar da
similaridade de doses, estes estudos utilizaram um agrotoxico que contém um
ingrediente ativo além do IMI, o piretroide ciflutrina, e além disso pode conter
diferentes adjuvantes na sua formulacao, justificando a diferenca entre estes

resultados e nossos achados.

O principal mecanismo de acdo do IMI esta relacionado com a
neurotransmisséo colinérgica que € responsavel por funcdes fisiolégicas como
contracdo muscular, secrecao glandular periférica, cognicdo e comportamento.
Esta neurotransmissédo é baseada na ligacdo da ACh em receptores nicotinicos
e muscarinicos de ACh. A ACh é hidrolisada preferencialmente pela AChE
porém pode também ser hidrolisada pela BUuChE, apos seu desligamento dos
receptores (NORDBERG et al.,, 2013). A principal atividade do BuChE em
humanos e ratos permanece desconhecida, embora uma funcdo importante seja
a desintoxicacao de diversos compostos prejudiciais, como drogas e metabdlitos
vegetais e, portanto, estd presente principalmente na corrente sanguinea
(POHANKA, 2020). Entretanto, ha estudos demonstrando sua presenca em
diversas regides cerebrais em humanos como hipocampo e cortex, porém em
menor concentracdo do que a AChE, mas apontando novamente para um
possivel papel na neurotransmissdo (MESULAM; GEULA, 1991; MASSON;
LOCKRIDGE, 2010;; NORDBERG et al., 2013).

O mecanismo de acdo do IMI é baseado na ligagdo e bloqueio de
receptores pos-sinapticos de acetilcolina no sistema nervoso (DEGLISE;
GRUNEWALD; GAUTHIER, 2002). Portanto, o neurotransmissor ACh possui
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menos receptores para se ligar, acumulando-se na fenda sinaptica.
Consequentemente, o aumento da atividade da BUuChE sérica ocorre para

metabolizar o excesso de acetilcolina.

Estudos de docking molecular identificaram que o IMI e outros seis
inseticidas neonicotinoides se conectam com o sitio ativo da BUuChE humana,
que é 200 A maior que a AChE humana, podendo justificar sua maior afinidade
por ligagdo com BuChE (SAXENA et al., 1997; TERALI, 2018). Embora existam
estudos demonstrando diferencas entre o sitio ativo de BUChE humana e de
ratos (BOECK; SCHOPFER; LOCKRIDGE, 2002), ndao ha dados de docking

molecular de IMI e outros inseticidas neonicotinoides com a BUChE de ratos.

Ha dados demonstrando que ndo ha alteracdo em BuChE sérica em ratos
tratados com 0,06 mg/kg, 0,8 mg/kg e 2,25 mg/kg de IMI por 28 dias (KATIC et
al., 2021), porém estas doses administradas sdo mais baixas do que a dose de
15 mg/kg que apresentou aumento na atividade de BuChE neste estudo. Ha
inclusive relatos de aumento de BuChE sérica em ratos machos adolescentes
proveniente de prole de fémeas tratadas com injecéo intraperitoneal de 337
mg/kg de IMI (ABOU-DONIA et al., 2008), apontando para consequéncias
transgeracionais. Ratas fémeas apresentaram diminuicdo na atividade da AChE
no soro e em homogeneizado de cérebro, apontando para uma possivel inibicao
da mesma, apoés tratamento com IMI em grau técnico na dose de 20 mg/kg por
90 dias (BHARDWAJ et al., 2010). A inibicdo da AChE pode estar relacionada
com o aumento da expressao da BUChE e o aumento da sua atividade no soro

como foi observado nos resultados deste trabalho.

Ha& estudos demonstrando que o soro e cérebro de ratos possuem
aproximadamente a mesma quantidade de AChE e BuChkE (BOECK;
SCHOPFER; LOCKRIDGE, 2002) e que ocorre aumento na expressao de AChE
em situacdes de estresse oxidativo e processo apoptotico (Xl et al., 2015), porém
nao existem estudos demonstrando se estes achados podem ser extrapolados
para BUChE em ratos. Embora as quantificacdes de AChE sérica e cerebral e de
BuChE cerebral ndo foram realizadas neste trabalho, estes dados demonstram

a importancia de realizar estas avaliacdes em estudos futuros.
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O papel proximo e complementar de AChE e BUChE na neurotransmissao
anteriormente citada demonstra a importancia da avaliacdo da atividade destas
duas enzimas em estruturas cerebrais isoladas de ratos para elucidar o papel de
ambas e como o IMI pode afetar as sinapses colinérgicas. Estas avaliacdes
inclusive ajudariam a esclarecer os achados comportamentais ja citados neste

trabalho.

Nosso estudo tem algumas limitagc@es, porém fornece uma visdo geral de
efeitos neurotéxicos e sistémicos de uma formulacdo comercial contendo IMI
como ingrediente ativo. A principal limitagdo é a falta de informacgdes sobre os
outros componentes da formulagcéo comercial, pois estas poderiam aumentar ou
diminuir a toxicidade. Portanto, a discussao dos nossos resultados com estudos
realizados com IMI padréo também é um desafio e uma limitagdo. Embora
estudos com agrotoxicos comerciais S840 escassos, € importante ressaltar a sua
importancia tendo em vista sua utilizacdo na agricultura e em outras aplicacdes

anteriormente citadas.
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CONCLUSAO







A administragdo subcrdnica de agrotdxico comercial MUCH® na dose de
15 mg/kg por 45 dias causa aumento no numero de eventos e tempo total
de rearing, indicando efeito tipo-ansiogénico nesses ratos;

A administracao de 1,5 mg/kg e 5 mg/kg do agrotéxico comercial MUCH®
por 45 dias diminuiu o tempo de permanéncia no centro do aparato no
teste de atividade locomotora, indicando efeito tipo-ansiogénico nesses
ratos;

Os ratos tratados com 5 mg/kg do agrotéxico comercial MUCH® por 45
dias apresentaram menor tempo médio global para finalizar a tarefa do
OX Maze, indicando melhora na atencéo e cognicéo destes animais;

Foi observado aumento de duas vezes na atividade da BuChE sérica no
grupo tratado com 15 mg/kg do agrotoxico comercial MUCH® por 45 dias,
gue poderia ser correlacionada com niveis de AChE no SNC e estar
relacionada com alteracdes de comportamento nessas doses de modo
diferente que as outras duas doses;

Foi observado diminuicdo na HCM em todos os grupos tratados com o
agrotoxico comercial MUCH® por 45 dias, podendo estar relacionada a
alteracdes que levem a anemia;

Foi observado diminuicdo de CHCM no grupo tratado com 15 mg/kg do
agrotoxico comercial MUCH® por 45 dias, podendo estar relacionada a

alteracoes que levem a anemia;
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PERSPECTIVAS







Avaliar niveis de acido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC), &acido
homovanilico (HVA), acetilcolina, dopamina, GABA, glutamato,
glutamina e serotonina em amostras de cerebelo, hipocampo,
hipotalamo e cértex por cromatografia liqguida em tandem acoplada a
espectrometria de massas;

Avaliar a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial em tecido
cerebral e hepatico;

Avaliar dano ao DNA por ensaio de micronucleo e cometa alcalino;
Avaliar estresse oxidativo em baco, coracao, figado e rins;

Avaliar histologia de baco, cérebro, coracao, figado e rins.
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