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1. Apresentacio e Motivacoes para Reavaliacao

A Nota Técnica visa cumprir uma das etapas da reavaliacdo toxicoldgica,
prevista na RDC n°® 10/2008 e detalhada na RDC n° 48/2008. Esta nota foi elaborada
por especialistas da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. A partir da data de sua
publicacdo, a mesma ficarda em Consulta Publica por 30 dias, conforme disposto na
RDC n° 48/2008, e as contribui¢des, apds consolidadas, serdo analisadas conjuntamente
pela comissao de reavaliacdo integrada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria), IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis) e MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento).

O controle da producao, da comercializagao e do emprego de técnicas, métodos e
substancias que comportem risco para a vida, para a qualidade de vida e para meio
ambiente, sdo incumbéncias de Estado, atribuidas pelo artigo 225 da Constitui¢do
Federal, e regulamentado no caso especifico dos agrotoxicos, pela Lei n°® 7.802, de 11

de julho de 1989.

De acordo com a Lei n°® 7.802/89, os agrot6xicos, como o nome aduz, sdao
substancias que comportam risco a vida e a saude, tanto para os trabalhadores expostos
a essas substincias, quanto para os consumidores de alimentos oriundos de culturas
tratadas e para a populacdo em geral. Estes produtos necessitam de uma completa
avaliacdo para obtencao de registro, a qual € procedida pelos Ministérios da Agricultura,

da Sadde e do Meio Ambiente, cada um em suas respectivas atribuicdes.

O legislador reconheceu a possibilidade de efeitos danosos dos agrotoxicos ao
estabelecer, no § 6° do art. 3° da Lei n° 7.802/89, as proibicdes de registro e restricoes
de uso. Dessa forma os agrotéxicos, para a obtencdo do registro, sdo avaliados quanto

aos impactos a saide humana, ao meio ambiente e a agropecudria e pesca.

A ANVISA € o o6rgio responsavel no ambito do Ministério da Sadde pela
avaliacdo da toxicidade dos agrotoxicos e seus impactos a saide humana, emitindo um
parecer toxicoldgico no ambito da satide, considerando a potencial exposicao individual
e ou coletiva para a concessao ou manutencdo do registro. Os estudos exigidos para
efetuar a avaliacdo toxicoldgica dos agrotoxicos seguem parametros e metodologias
adotadas internacionalmente especialmente pela ONU/OMS - Organizagdo Mundial de

Saide, ONU/FAO — Food and Agriculture Organization, OECD - Organization for



Economic Co-operation and Development, USA/EPA — Environmental Protection
Agency e a Unido Européia. Mas também as medidas adotadas por outros paises

mediante seus 6rgios regulatorios.

No Brasil, uma vez concedido o registro para determinado agrotéxico, nao ha
uma previsao de qualquer prazo para renovagdo ou revalidacio do mesmo, tendo o
mesmo validade ad eternum. Como o conhecimento técnico cientifico sobre os
ingredientes ativos avanca, especialmente sobre o surgimento de perigos, riscos e danos
na sadde e no ambiente associados ao uso, a Lei n°® 7.802/89 e o Decreto n°® 4.074/02

prevéem a reavaliacdo toxicoldgica.

A reavaliacdo de agrotéxicos ocorre quando hé evidéncias a serem consideradas
de perigo ou risco a saide humana e ao meio ambiente que ndo o foram durante a
concessao de registro. Essas evidéncias podem ser constatadas mediante o avango dos
conhecimentos  cientificos, alertas em funcdo de observacdes clinicas,
anatomopatoldgicas, laboratoriais ou epidemiolégicas em humanos ou por estudos que
apontem novas situagdes nao observadas ou ndao detectadas inicialmente nos estudos

experimentais conduzidos em animais de laboratdrio, entre outras possibilidades.

A ANVISA, diante de alertas de efeitos adversos do triclorfom, que se
configuram dentre os proibitivos de registro, publicou a reavaliacdo deste Produto

Técnico cuja andlise é o objeto da presente nota.

2. Introducao

Os organofosforados (OP) sdo de grande importincia para a saide publica em
decorréncia de sua elevada toxicidade, tendo sido historicamente usados como
inseticidas e como agentes quimicos de guerras.

O triclorfom, assim como diversos outros compostos inseticidas, pertence ao
grupo quimico dos OP, que s@o inibidores da acetilcolinesterase (AChE) e provocam
efeitos toxicos sobre os diferentes sistemas dos seres vivos expostos (EDWARDS;
TCHOUNWOU, 2005).

Os primeiros compostos OP foram preparados por alquimistas na Idade Média,
mas seu estudo sistematico teve inicio no século XIX, por Lassaigne em 1820, com a
esterificacdo do 4cido fosférico. Vinte e cinco anos mais tarde, uma série de derivados

de fosfinas foi preparada por Thinard e colaboradores e a partir destes trabalhos o
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progresso da investigacdo dos compostos de fésforo foi acelerado (SANTOS et al,
2007).

A partir da segunda metade do século XIX, seu desenvolvimento foi dominado
por pesquisadores britanicos e alemaes (TOY, 1976; STODDART, 1979). A descoberta
das propriedades toxicas e inseticidas de alguns compostos de fésforo por Schrader e
colaboradores, em 1930, criou novos compostos OP nas industrias (STODDART,
1979).

Observou-se durante a I Guerra Mundial que individuos asfixiados com o gés
mostarda, bis (2- cloroetil) sulfeto tinham como conseqiiéncias danos na medula dssea e
nos linfécitos. Estudos em animais durante a II Guerra Mundial demonstraram que a
exposi¢cdo a mostarda nitrogenada, andloga ao composto bis (2-cloroetil) amino, a
mecloretamina, destruia os linfocitos (TEICHER; SOTOMAYOR, 1994).

A qualidade inseticida dos OP foi primeiramente observada na Alemanha
durante a II Guerra Mundial em um estudo de gases (Sarin, Soman e Tabun),
extremamente toxicos para o sistema nervoso (ROSATI et al, 1995).

Os compostos OP foram introduzidos como biocidas na década de 1970,
inicialmente apresentados como substitutivos dos organoclorados por serem menos
persistentes, porém com alta toxicidade (WOODWELL et al., 1967; PEAKALL et al.,
1975; MURPHY, 1986). Foi também a partir dessa época que aumentou de forma
dréstica o nimero de casos de intoxicacdo por OP, mesmo em baixas doses (ARAUJO
et al, 2007).

Os OP sdo ésteres fosforicos compostos por um dtomo de fosforo pentavalente,
derivado do acido fosférico, do acido tiofosforico ou do acido ditiofosférico (BRASIL,

1997). Sua estrutura quimica esté representada na figura 1.
S(0)
RO\ |
P—X
R.O
Figura 1: Estrutura quimica geral dos organofosforados (OP).

O atomo de fésforo da molécula do OP € polarizavel e os radicais R1 e R2 sdo
grupos aril ou alquil que se ligam diretamente ao atomo de fésforo, formando

fosfinatos, ou através de um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfatos e



fosforotioatos (HOLLINGWORTH, 1976; CHAMBERS, CARR, 1995; COCKER et al,
2002).

O R1 pode estar diretamente ligado ao d&tomo de fésforo e o R2 pode estar ligado
por um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfonatos ou tiofosfonatos. Ainda,
os fosforamidatos apresentam no minimo um grupo -NH2 na molécula. Os grupos
amino dos fosforamidatos podem ser: ndo-substituidos, mono ou di-substituidos. Os
atomos que podem formar ligacdo dupla com o fésforo podem ser: oxigénio, enxofre,
selénio, cloro, fldor e os cianofosforados, como, sarin, soman € tabun
(HOLLINGWORTH, 1976; CHAMBERS, CARR, 1995; ECOBICHON, 1996).

Cocker et al (2002) estudaram a importincia das caracteristicas estruturais dos
compostos OP e mostraram que estdo relacionadas com suas diferentes atividades
téxicas, tais como o tipo de heterodtomo ou grupo funcional ligado ao d&tomo de fésforo
e seu estado de oxidagdo. Assim, na estrutura geral dos OP a parte ‘X’ da molécula (ver
figura 1) possibilita a sua diferenciagdo em produtos especificos. Os insecticidas OP sdao
usados frequentemente na forma “thio” (P=S) que por dessulfuracio metabdlica
oxidativa produz a forma P=0.

Foi comprovado que a toxicidade elevada de diversos OP para a espécie humana
estd relacionada as ligacoes P=O presentes em sua estrutura molecular ou em seus
metabolitos. Esta ligacdo possibilita maior transferéncia de elétrons do fésforo para o
oxigénio, resultando em cargas mais intensas nos dois elementos e, como consequéncia,
interagdes mais fortes entre 0 OP com o centro esterdsico da enzima acetilcolinesterase

(COCKER et al, 2002).

2.1 Identidade quimica e propriedades fisico-quimicas

O triclorfom € um OP, classe II (altamente t6xico) com propriedades inseticida,
acaricida e anti-helmintico, empregado na agricultura, na veterindria, no domissanitario
e em populacbes humanas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 20009;

INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 2000).

Nome técnico ou comum: Triclorfom (trichlorfon)
Numero CAS: 52-68-6
Nome quimico: dimethyl 2,2,2-trichloro-1-hydroxyethyl phosphonate

Formula estrutural:



i
Cl,CCHP(OCH),
OH

Sinonimia: DEP; DETF; TCF

Densidade: 1,73

Pressio de vapor (20 °C): 7,8 x 10° mmHg

Coeficiente de particao, log Pow: 5,75

Peso molecular: 257.4 g mol™"

Ponto de fusao: 75-79 C; 83-84°C

Ponto de ebulicao: 100 °C (0,1 mmHg)

Volatilidade: 0.11 mg/m’® a 20°C

Solubilidade na agua: 120,000 mg/L a 20 °C; 15,4 g/100 ml a 25°C
Grupo quimico: Organofosforado

Classe: Inseticida

Classificacao toxicologica: Classe II

Ingestao Diaria Aceitavel (IDA): 0,01 mg/kg p.c.

Fonte: (ANVISA, 2007; INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL
SAFETY, 1971)

2.2 Producao e uso

A utilizacdo dos agrotéxicos no Brasil tem trazido sérias conseqiiéncias, tanto
para o ambiente como para a saude do trabalhador rural. Essas conseqiiéncias sdo, na
maioria das vezes, condicionadas por fatores como alta toxicidade dos produtos, uso
inadequado e falta de utilizacdo de equipamentos de protecdo coletiva e individual,
entre outros. Esta situacdo é agravada pelas precérias condicdes socioecondmicas e
culturais da grande maioria dos trabalhadores rurais, o que amplia sua vulnerabilidade
frente a toxicidade dos agrotoxicos (SILVA et al, 1999; SOBREIRA; ADISSI, 2003).

O Brasil estd entre os paises com maior consumo de agrotdéxicos no mundo,

sendo estimado em 2,5 a 3 milhdes de toneladas por ano (MOREIRA et al, 2002). Eo
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maior consumidor da América Latina, com consumo estimado em 50% da quantidade
comercializada nesta regido (MMA, 2003). O triclorfom também ¢ utilizado em
medicina veterindria no controle de endo e ectoparasitas e na aquicultura no controle de
1éndea de salmdo (FONNUM; LOCK, 2004).

O triclorfom vem sendo utilizado em aplicacdo foliar das seguintes cuturas:
abacate, abacaxi, abdbora, alface, alfafa, algoddo, ameixa, amendoim, arroz, banana,
berinjela, brécolis, cacau, café, caju, cana-de-agucar, caqui, cenoura, chicoria, citros,
coco, couve, couve-flor, cravo, ervilha, feijao, figo, fruta-de-conde, girassol, goiaba,
macd, manga, marmelo, melancia, meldo, milho, pastagens, pepino, péra, péssego,
pimentdo, repolho, rosa, seringueira, soja, tomate, trigo e uva (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2009).

2.3. Relevancia para a satude publica

A partir do uso disseminado dos OP, vérios efeitos adversos foram descritos em
populacdes humanas e em outras espécies animais (GALLOWAY; HANDY, 2003).
Dentre os efeitos toxicos associados aos OP estdo a neurotoxicidade, a imunotoxicidade,
a carcinogenicidade, a desregulacdo enddcrina e alteracdes no desenvolvimento do
individuo.

Algumas condi¢des como idade, género, via e dose de exposi¢ao contribui para
uma maior suscetibilidade individual, de maneira que criancas, idosos e mulheres em
idade fértil constituem grupos populacionais de especial risco aos agrotoxicos
(OLIVEIRA, 2004).

Regides onde ndo existe infra-estrutura suficiente para regular e controlar
eficazmente o uso de agrotéxicos, como a América Latina, Africa e Asia, problemas
decorrentes do uso de agrotéxicos na agricultura sd@o ainda mais graves (NUNES;
RIBEIRO, 1999).

Garcia (2001) encontrou uma relacdo direta entre as curvas de crescimento de
registro de intoxicacdes e as vendas de agrotoxicos, no Brasil. Alves Filho (2002)
corrobora estes dados de relacdo entre a quantidade de agrotdxicos utilizada com os
valores das vendas dos produtos e os indices de intoxicagdo.

Em relacdo ao contexto de vulnerabilidades quanto a exposicdo, hd grande
subnotificacdo de intoxicagdes por agrotéxicos no Brasil. Estima-se que para cada caso

registrado de intoxicacdo por agrotéxico ocorrem outros 50 sem notificacdo, ou com



notificacdo erronea (OPAS, 1996; SOBREIRA; ADISSI, 2003). Segundo estimativas da
OMS, 70% das intoxicacdes por agrotoxicos ocorridas no mundo sdo devido a
exposi¢oes ocupacionais (OLIVEIRA-SILVA, 2001). Segundo dados do IBGE (2004),
das 84.596.294 pessoas com mais de 10 anos ocupadas no Brasil, 17.733.835 (cerca de
20%) tinham o trabalho agricola como principal ramo de atividade, revelando o grande
potencial de exposi¢do a substancias toxicas na populacdo brasileira do campo.

Com relagdo aos obitos registrados no SINITOX - Sistema Nacional de
Informagdes Toxico-Farmacoldgicas, do MS e da ANVISA, (disponibilizado pela
FIOCRUZ desde 1996 e uma das fontes de informacgdo sobre notificacdo de casos de
intoxicacdes por agentes quimicos) os trés principais agentes quimicos responsaveis por
intoxicagdes sdo agrotoxicos de uso agricola, raticidas e medicamentos. O percentual de
letalidade por agrotéxicos, no periodo de 1997 a 2001 foi em torno de 3% (SINITOX,
2003).

Com relagdo aos casos de intoxica¢do ocupacional por agrotéxicos, o percentual
de intoxicagdes foi bem maior, em média 28% do total de casos nos anos apresentados,

revelando a enorme vulnerabilidade dos trabalhadores (Tabela 1) (SINITOX, 2007).

Tabela 1: Distribui¢do do nimero de casos de intoxica¢des por agrotéxicos e letalidade
no periodo de 1997-2007, no Brasil, segundo dados do SINITOX (Série 1997- 2007)

Ano Casos de intoxica}gﬁo Casos em circunsténcias Letalidade
humana por agrotéxicos ocupacionais (%)
2007 6.179 1.514 24.70
2006 6.757 1.926 28,50
2005 6.870 1.745 25,40
2004 6.034 1.744 28,90
2003 5.945 1.748 31,40
2002 5.591 1.788 28,50
2001 5.384 1.378 25,44
2000 5.127 1.378 26,87
1999 4.674 1.499 32,07
1998 5.268 1.663 31,57
1997 5.474 1.457 26,62

Fonte: Série SINITOX, 1997 - 2007 (http://www.fiocruz.br/sinitox).

Os trabalhadores sdo um dos grupos populacionais mais afetados pelos
agrotoxicos, e muito disso se deve ao contexto produtivo. Um estudo realizado por
Waichman (2008) em municipios do Estado do Amazonas (Manaus, Iranduba, Careiro

da Varzea e Manacapuru) verificou que os agricultores vém usando intensivamente os
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agrotoxicos na producdo de hortalicas. O estudo concluiu que os agricultores nao
estavam preparados para o uso adequado desta tecnologia, ignorando os riscos dos
agrotoxicos para saide humana e para o ambiente.

Um estudo realizado em seis propriedades produtoras de tomate em Camocim de
Sao Félix — PE revelou que 13,2 % (n=159) dos trabalhadores entrevistados informavam
ter sofrido algum tipo de intoxicagdo. Desses, 45 referiram mal-estar durante a aplicacdo
de produtos, 70% das mulheres citaram problemas na gestacdo acarretando perda do
feto e ainda 39,4% fizeram referéncia a perda de um filho no primeiro ano de vida
(ARAUJO, NOGUEIRA ¢ AUGUSTO, 2000).

Em Minas Gerais, entre 1991 e 2001, um estudo realizado por Soares et al
(2003) apontou o alto grau de risco de agravos a saide a que estdo sujeitos
trabalhadores rurais em contato com agrotoxicos, encontrando 50% dos entrevistados
(n=1064) moderadamente intoxicados.

Oliveira-Silva (2001), em estudo realizado em Nova Friburgo — RJ, identificou
que 10% dos trabalhadores investigados apresentavam sinais e sintomas de intoxicagao.
Esse mesmo autor estimou que o numero esperado de intoxicagdes agudas por
agrotoxicos entre trabalhadores agricolas brasileiros seria de 360.000 casos a cada ano
somente no meio rural.

A exposicao aos OP ocorre tanto em dreas rurais quanto em zonas urbanas, o que
coloca a populagdo geral exposta aos danos causados por essas substancias. Exemplo de
exposicao urbana € dado por um estudo de coorte retrospectivo que apontou o uso de
OP em orquidério na drea urbana de Petrépolis (RJ) como responsdvel pela intoxicagdo
de pelo menos 16 moradores de locais préximos ao orquiddrio. Esse mesmo estudo
aponta que pessoas que ficaram mais tempo expostas as substancias, por passarem mais
tempo em casa, tiveram mais chance de se intoxicar (OLIVEIRA; GOMES, 1990).

No meio urbano do Estado do Rio de Janeiro foram registrados 12,6% de casos
fatais de intoxicacdes pelo Instituto Médico Legal (IML) entre os anos de 2000-2001,
com evidéncias cientificas de associacdo com agrotoxicos (OLIVEIRA-SILVA et al,
2003).

No Rio Grande do Sul, um estudo de base populacional, descreveu o perfil
socio-demografico e a prevaléncia de algumas morbidades. Entre os resultados obtidos
destaca-se que 75% dos trabalhadores utilizavam agrotéxicos, a maioria OP (FARIA et
al, 2000). A utilizacdo caracterizou-se como intensa durante sete meses do ano (em 85%

dos estabelecimentos); o tipo de agrotoxico utilizado variou conforme a cultura e 12%
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dos trabalhadores que utilizavam estes produtos referiram intoxica¢do pelo menos uma
vez na vida e a prevaléncia de transtornos psiquidtricos foi de 36%. Nas propriedades
maiores (25 a 100 ha) e onde se utilizavam mais agrotoxicos, observou-se um aumento
do risco para intoxicagdes. Nesse mesmo Estado, um estudo transversal sobre satude
mental de agricultores da Serra Gaicha mostrou uma forte associacio entre intoxicagdes
por agrotoxicos e o desenvolvimento de transtornos psiquidtricos menores (FARIA et
al, 1999).

Pires, Caldas e Recena (2005) estudaram no Mato Grossso do Sul, no periodo de
1992 a 2002, as intoxicagdes provocadas por agrotoxicos na microrregido de Dourados.
Foi observada correlagdo entre a prevaléncia de intoxicacdes e de tentativas de suicidio
pela exposi¢do a agrotoxicos, principalmente nas culturas de algoddo e feijao. Os
municipios de Dourados, Fatima do Sul e Vicentina se apresentaram como mais criticos
na microrregido de Dourados. Os inseticidas foram a principal classe de agrotoxicos
envolvidos nas ocorréncias, principalmente OP e carbamatos, corroborando outros
estudos (SENANAYAKE; PEIRES, 1995; SAADEH et al, 1996; SOTH;
HOSOKAWA, 2000; SOARES; ALMEIDA; MORO, 2003).

A literatura cientifica internacional tem registrado evidéncias de intoxicacdes
por agrotoxicos em populacdes, que envolvem dois mecanismos principais: a eXxposi¢ao
ocupacional direta e a exposicao por proximidade da atividade ocupacional. Em revisao
de literatura desenvolvida por Sterman-Smith (2008) demonstrou que os estudos
analisados registraram elevados niveis de concentracdo de OP em amostras que
analisaram desde poeira e solo domiciliar, o que pode representar contaminagdo, pelas
roupas ou sapatos, um importante vetor domiciliar.

Com semelhante preocupacdo, Simcox et al (1995) em estudo transversal para
avaliar a exposicdo de criangas oriundas de familias de agricultores, encontraram
significancia estatistica para os altos niveis de concentracdo de OP na poeira domiciliar
e solo de residéncias onde pelo menos um dos moradores era trabalhador rural, quando
comparado com outros domicilios de controle, localizadas em area distante e cujos pais
ndo eram envolvidos na atividade agricola. Esse estudo, desenvolvido em &rea agricola
do Estado de Washington, contou com amostras coletadas do solo de drea onde as
criancas brincavam em 59 residéncias, sendo 26 de fazendeiros, 22 de trabalhadores
rurais e 11 de familias ndo rurais. Todos os compostos OP foram identificados em 62%
das amostras e dois ter¢cos dos domicilios apresentaram um OP em nivel superior a

1000ng/g. A concentracdo de compostos OP foi significativamente inferior nos
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domicilios de referéncia. Esse estudo demonstra que criangas de familias de agricultores
apresentam alto potencial de exposicio a OP, com elevado risco de provével
intoxicagao por esse composto.

Para avaliar a relagdo entre exposicdo cronica a agrotéxicos e os efeitos
neurocomportamentais entre trabalhadores agricolas, comparando com outros
trabalhadores, Rothlein et al (2006), fizeram anéalises dos niveis de metabdlitos como o
dialquil-fosfato urindrio, andlises de poeira domiciliar, informacgdes sobre as préticas de
trabalho, aplicando em seguida um teste de avaliacdo neurocomportamental (Behavioral
Assessment and Research System — BARS). Os trabalhadores agricolas estavam
expostos a varios OP, identificados em 96% das amostras domiciliares. O estudo
demonstrou significante correlacdo entre os niveis de metabdlito urindrio e baixo
desempenho no teste neurocomportamental.

Em estudo para avaliar a exposi¢do ocupacional a agrotoxicos, seus riscos para a
saude e os mecanismos de regulacdo do Estado da Califérnia, Woodruff et al (1994)
compararam a dose estimada de 41 compostos como indicadores de toxicidade aguda,
pela DLsy e os efeitos cronicos, pela dose de referéncia. Os autores destacam que as
doses estimadas de agrotéxicos absorvidos pelos trabalhadores representam
significantes percentagens de medidas de toxicidade, especialmente para efeitos
cronicos, que se apresentaram mais elevados do que os agudos. Essa questdo se torna
mais importante ao observar que esse grupo populacional geralmente apresenta
dificuldades de acesso a recursos tecnolégicos de controle e monitoramento de riscos e
danos a saide. Além disso, constata-se dificuldade em se estabelecer relacdo direta entre
exposicdo e os efeitos cronicos, o que demanda o desenvolvimento de estudos
epidemioldgicos para analisar os efeitos cronicos decorrentes da exposi¢do a

agrotoxicos.

3. Toxicocinética

3.1 Vias de absorcao

Os agrotoxicos inibidores da colinesterase sao bem absorvidos por todas as vias

de exposicdo em decorréncia da alta lipossolubilidade desses compostos. Por serem de

constitui¢do lipoprotéica, as membranas bioldgicas sdo facilmente transpostas por
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compostos lipossoliveis tais como os OP (RISHER; MINK; STARA, 1987; FERRER,
2003).

Nos mamiferos, o triclorfom é rapidamente absorvido, independente da via de
exposi¢do (oral, dérmica e inalatéria) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1971;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991; WORLD HEALTH ORGNIZATION,
1992; EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK, 1996; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000).

Diversos fatores podem interferir na absor¢do dos OP, modificando a
toxicocinética e toxicidade desses compostos. A temperatura ambiental elevada e alta
umidade relativa aumentam a absorcdo cutinea, possivelmente em consequéncia do
aumento da taxa de respiracdo, da frequéncia e do fluxo sanguineo para os tecidos que
ocorrem nestas condi¢des. Fatores genéticos ou comportamentais, como ingestdo de
bebidas alcodlicas, também modificam a absor¢do e distribuicdo desses compostos
(CALIFORNIA DEPARTMENT OF PESTICIDE REGULATION, 1999;
ATHANASOPOULOS; KYRIAKIDIS; STAVROPOULQOS, 2004).

3.2 Distribuicao

Os compostos OP atravessam facilmente a barreira hematoencefélica,
provocando manifestacdes neuroldgicas (FERRER, 2003). Também tém a capacidade
de transpor facilmente a placenta (VILLENEUVE et al, 1972; ABU-QARE et al, 2000),
atingindo o feto e produzindo efeitos como teratogénese e alteracdes no
neurodesenvolvimento e na maturacdo comportamental (AHLBOM; FREDRIKSSON;
ERIKSSON, 1995; ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA, 1999; COSTA, 2006).

Nos mamiferos, o triclorfom € rapidamente distribuido para os tecidos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1971; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991;
WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992; EXTENSION TOXICOLOGY
NETWORK, 1996; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). As maiores
concentracdes de triclorfom sdo detectadas no figado, rins e pulmdes de mamiferos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; EXTENSION TOXICOLOGY
NETWORK, 1996). A medula 6ssea é também um dos principais 6rgaos-alvo do
triclorfom (EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK, 1996). O diclorvés, um

produto de degradacdo do triclorfom, foi detectado no cérebro aproximadamente 15
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minutos apds uma injecdo intraperitoneal de 125 mg/kg de triclorfom em camundongo
(NORDGREN et al, 1978 apud WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

Em uma mulher de 70 anos de idade que morreu de envenenamento agudo em
decorréncia da ingestdo de triclorfom, os niveis desse composto nos 6rgaos foram de
310 pg/g no sangue, 487 ng/g no figado, 465 pg/g no cérebro, 416 pg/g nos rins e 2.249
pg/g na urina. Aproximadamente 7,2 g de triclorfom foram encontrados no contetdo
gastrico (YASHIKI; KOJIMA; UNE, 1982 apud WORLD HEALTH ORGNIZATION,
1992).

Pequenas quantidades de triclorfom podem permanecer no organismo por
periodos prolongados, possivelmente armazenadas no tecido adiposo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1971).

O triclorfom também pode ser secretado no leite poucas horas apds ser
administrado a mamiferos, independente da via de exposicio (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1971; JOINT MEETING ON PESTICIDE RESIDUES, 1978;
EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK, 1993; EXTENSION TOXICOLOGY
NETWORK, 1996; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

3.3 Biotransformacao

Os principais metabdlitos do triclorfom sao dimetil triclorfom, dimetil diclorvés,
dimetil hidrogénio fosfato, metil hidrogénio fosfato e &4cido fosférico (HASSAN;
ZAYED; HASHISH, 1965; BULL; RIDGWAY, 1969; MIYATA; SAITO, 1973 apud
INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1992).

As principais vias de degradagdo do triclorfom sdo demetilagdo, clivagem da
ligacdo fésforo-carbono e hidrdlise de éster INTERNATIONAL PROGRAMME ON
CHEMICAL SAFETY, 1992).

Em condig¢des fisioldgicas o triclorfom sofre deidroclorinacio e forma diclorvds
(LORENZ; HENGLEIN; SCHRADER, 1955; METCALF; FUKUTO; MARCH, 1959;
NORDGREN et al, 1978; HOFER, 1981; NORDGREN, 1981; MIYAMOTO, 1959). A
conversdo do triclorfom em diclorvés pode ocorrer de maneira ndo enzimaética segundo
os estudos de Villén (1990) e Adbi e Villén (1991). A formacdo de diclorvés a partir de
triclorfom foi demonstrada em estudos in vivo (METCALF et al, 1959; NORDGREN et
al, 1978; DEDEK, 1981; ARTHUR; CASIDA, 1957; BULL; RIDGWAY, 1969;
MIYATA & SAITO, 1973; OTTO et al, 1980 apud INTERNATIONAL
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PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1992) e também foi comprovada em
humanos (ADEN ABDI, 1990 apud INTERNATIONAL PROGRAMME ON
CHEMICAL SAFETY, 1992; NORDGREN, 1981).

Durante o seu metabolismo o triclorfom sofre conjugacdo com o &cido
glucurdnico como demonstrado em estudos com cdes e coelhos (ARTHUR; CASIDA,
1957; MIYAMOTO, 1961 apud INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL
SAFETY, 1992).

Ap6s a formacdo de diclorvés, este € metabolizado no figado em desmetil
diclorvés, através da acdo da glutationa e do complexo enzimético do citocromo P450
(CYP). O desmetil diclorvés € transformado em dicloroacetaldeido por enzimas
hepdticas e, posteriormente a dcido dicloroacético ou dicloroetanol pela enzima alcool
desidrogenase (HODGSON; CASIDA, 1962). Sugere-se que a toxicidade do triclorfom
deva-se ao metabdlito dicloroacetaldeido (CASIDA et al, 1962). A biotransformacao do
diclorvés mediada por CYP, foi confirmada em estudos com ratos tratados com
indutores de CYP (YAMANO; MORITA, 1992). Consequentemente, a exposi¢ao
concomitante ao triclorfom e a outros indutores de CYP, como medicamentos,
poluentes, cigarro e dlcool, pode aumentar a toxicidade desse agrotoxico.

Alteracdes fisiologicas e bioquimicas associadas a gravidez também podem
resultar em modificacdes na farmacocinética dos OP. Durante a gravidez ocorre uma
redug@o no metabolismo de diversas enzimas e proteinas relacionadas a degradac¢ao dos
OP, resultando em aumento da concentracdo e circulacdo desses compostos. Esses
eventos resultam na inibi¢cdo exacerbada da AChE, provocando hiperestimulagdo

colinérgica, tanto na mae quanto no feto (ABU-QARE et al, 2000).

3.4 Excrecao

O triclorfom € rapidamente excretado em mamiferos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1971; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991; WORLD
HEALTH ORGNIZATION, 1992; EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK, 1996;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). A principal via de eliminacdo do
triclorfom e seus metabdlitos € a urina. O triclorfom e seus produtos de degradagdo sao
eliminados em menor propor¢do através das fezes e do ar expirado (CO,) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1971; WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).
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Cerca de 80-90% do triclorfom € excretado durante as primeiras 24 horas apds a
exposicdo (WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992; EXTENSION TOXICOLOGY
NETWORK, 1996; ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1997; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2000). Ap6s administra¢do oral em vacas, 66% da dose
foi eliminada dentro de 12 horas (ROBBINS et al, 1956 apud WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1971). Um estudo demonstrou que apds administracdo
intraperitoneal em ratos, 71% da dose total foi eliminada na urina nas primeiras 16
horas (BULL; RIDGEWAY, 1969 apud WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1971).
Arthur e Casida (1958) apud World Health Organization (1971) demonstraram que
produtos de hidrélise representam a maioria dos compostos excretados na urina de ratos

tratados com triclorfom.

4. Avaliacao Toxicologica

4.1 Aspectos gerais das manifestacoes clinicas em seres humanos

Os disttirbios clinicos da exposicao a multiplos agrotéxicos podem se manifestar
por uma grande variedade de sintomas e sinais que dificultam o diagndstico, o
tratamento e as medidas de prevenc¢do. Para tanto sdo requeridas capacitacdo e ateng¢ao
especial para conduzir o cuidado das pessoas em situacdo de risco de exposicao aos
agrotoxicos, sejam de forma involuntéria (na atividade de trabalho, na vida cotidiana, na
ingesta de alimentos ou dgua contaminada, por acidentes, poluicao do ar) ou voluntéria
(tentativa de suicidio ou de homicidio). (KALOYANOVA-SIMEONOVA, 1977).

Em geral, os efeitos agudos dos OP surgem poucas horas apds a exposicdo. O
quadro clinico dessas intoxicag¢des pode variar quanto a gravidade, rapidez de instalacao
e/ou duragdo dos sintomas, dependendo da via de absor¢do e da magnitude da exposi¢ao
(ECOBICHON, 2001; KAMANYIRE; KARALLIEDDE, 2004).

Os distirbios neurocomportamentais sdo os mais frequentemente observados em
individuos cronicamente intoxicados. Os sintomais do tipo neuro-comportamentais em
geral s@o insOnia, sonambulismo, sono excessivo, ansiedade, retardo de reagdes,
dificuldade de concentracdo e uma variedade de sequelas neuropsiquidtricas, labilidade
emocional, distirbios de linguagem, apatia, irritabilidade, alucinagdes, delirios,

tremores, reagdes esquizofrénicas, alteracdes no EEG, neuropatia periférica, parestesias,
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hiporreflexia, defici€éncia na coordenacdo neuro-motora e depressio (KLAASSEN,

1991; ALMEIDA; SOARES, 1992; BRASIL, 1997; ECOBICHON, 2001).

4.2. Toxicidade aguda

Os mecanismos de acdo dos OP e sua toxicidade aguda sao bem conhecidos e
caracterizam-se pelos efeitos muscarinicos (ou colinérgicos), nicotinicos e neuroldgicos.
O principal efeito da exposicdo aguda se relaciona a inibi¢do da enzima AChE e seu
consequente acimulo nas fendas sindpticas (ECOBICHON, 2001).

Conforme Kamanyire e Karalliedde (2004), embora a inibicdo da AChE seja o
principal mecanismo na toxicologia dos OP, a suscetibilidade individual, a inibi¢do de
outros sistemas enzimaticos e os efeitos diretos dos OP nos tecidos também sdo
importantes. As consequéncais da inibicdo de outros sistemas enzimaticos por
compostos OP ainda s3o incertos, entretanto ja se tem conhecimento do
comprometimento de carboxiesterases tissulares no soro, figado, intestino e outros
tecidos. As carboxiesterases parecem contribuir para a degradacao metabdlica dos OP e
a inibi¢do dessas enzimas contribui para potencializar sua toxicidade.

Esses autores citam alguns efeitos ja evidenciados em animais e que também
podem acometer humanos:

¢ [Inativagao por fosforilacdo de beta esterase;

e Alteracdo da recomposicdo de neurotransmissores, como, por exemplo, o

GABA e glutamato;

¢ Aumento do nimero de receptores GABA e dopaminérgicos;

e Atuacdo como agonista dos receptores muscarinicos M2/M4;

¢ Inibicdo de enzimas mitocondriais e da geracdo de ATP;

® Inducdo a degranulacdo celular, provavelmente causando a liberacdo de

histamina e compostos histaminicos;

® Inibigdo de 6xido nitrico;

¢ Interferéncia com o surfactante nos pulmdes;

¢ Inibicao da fosfolipase A2;

¢ Interferéncia na imunidade celular e humoral, por exemplo, na funcdo dos

linfécitos T.
Os sinais e sintomas das intoxicagdes agudas por OP variam em relag¢do ao tipo

de acdo e ao 6rgdo alvo. No sistema nervoso autonomo, os efeitos muscarinicos

16



ocorrem no aparelho digestivo, com perda de apetite, nduseas, vOmitos, dores
abdominais, diarréia e defecacdo involuntdria; no aparelho respiratério com rinorréia,
hiperemia de vias aéreas superiores, broncoespasmo e aumento da secre¢cao bronquica,
edema pulmonar; no sistema circulatéorio com bradicardia, bloqueio auriculo-
ventricular; no sistema ocular com lacrimejamento, dor ocular, congestdao da conjuntiva,
distirbio de visdo, espasmo ciliar, dor no supercilio e miose; no aparelho urinario com
diurese frequente e involuntéria; nas glandulas exdcrinas com transpiragdo excessiva e
salivacdo extrema. Outras alteracdes observadas sdo: micg¢do involuntdria, sudorese,
erecao peniana, bradicardia e hipotensdao (ECOBICHON, 2001).

Na sindrome nicotinica, o quadro clinico se constitui geralmente pela presenca
de fadiga e fraqueza generalizada, caimbras, contracdes involuntdrias, fasciculacdes
disseminadas e paralisia muscular, incluindo dos musculos respiratérios, e hipertensao
arterial transitéria (ECOBICHON, 2001).

A acdo no sistema nervoso central (SNC) leva aos sintomas de distdrbios do
sono, dificuldade de concentracdo, comprometimento da memdria, ansiedade, agitagao,
tremores, disartria, confusdo, ataxia, fala indistinta, perda dos reflexos, convulsdes
generalizadas, torpor, depressdo respiratOria, paralisia respiratéria central com
respiragdo de Cheyne-Stokes e coma. Observa-se também acdo vasomotora em outros
centros cardiovasculares e no bulbo que provocam hipotensdo, podendo evoluir para
coma e morte (KLAASSEN, 1991; BRASIL, 1997; ECOBICHON, 2001).

A maioria dos casos de intoxicacdo aguda em humanos decorrentes da
intoxicacdo por triclorfom registrado na literatura estd relacionada a ingestdo desse
composto, inclusive em casos em que esse OP foi administrado para o tratamento de
esquistossomose. Jamnadas e Thomas (1979) registraram um desses casos em crianca
de oito anos de idade submetida a esse tipo de tratamento, seguido de intoxicagdo
aguda.

Ferreira et al (2008), ao analisar os aspectos clinicos e epidemioldgicos de
intoxicagdes por OP e carbamatos na regido noroeste do estado do Parand, identificaram
171 casos de intoxicagdes por OP, dos quais se observou associagdo de OP em nove
casos e o triclorfom foi responsédvel por trés casos. Dentre os sujeitos intoxicados, a
maioria dos casos foi de intoxicagdo ocupacional, entretanto dentre os casos acidentais a
maioria correspondeu a criangas com idade de 1 a 14 anos, sendo que aquelas com 2

anos de idade corresponderam ao grupo mais acometido.
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Embora ndo haja muitos estudos demonstrando associacdo do triclorfom com
nefrotoxidade, Wu e Deng (2009) relatam caso de hemdlise aguda e comprometimento
da funcido renal causados por exposi¢ao incidental ao triclorfom em um adulto de Taiwa
(Coréia do Sul).

Yamashita et al (1997) avaliaram a mortalidade decorrente de intoxicacdes por
OP entre 130 pacientes hospitalizados e observaram que o triclorfom foi responsédvel
por 8 casos, sendo 3 mortes. Os autores apontaram que as mortes relacionaram-se,
principalmente, a retardo na descoberta e transporte dos pacientes, o suporte respiratorio

inadequado e patologias associadas.

4.2 Toxicidade subcronica

Ap06s exposi¢oes agudas ou cronicas a OP podem ser desencadeadas trés tipos de
sequelas neuroldgicas: a sindrome intermedidria, a polineuropatia retardada e efeitos
neurocomportamentais (FALK et al, 1999; RAY, 1998; RAY; RICHARDS, 2001).

A sindrome intermedidria tem sido descrita como uma complicacdo tardia de
casos de intoxicacdo aguda. O sintoma principal € uma paralisia que afeta
principalmente miusculos flexores do pescoco, musculos proximais dos membros
superiores ou inferiores e musculos respiratorios. Acontece também diarréia intensa,
com perda severa de potdssio, complicando ainda mais o quadro de intoxicacdo. Esta
sindrome apresenta risco de morte, devido a depressdo respiratéria associada
(JAYAWARDANE et al, 2008; FALK et al, 1999). Conforme destacam a sindrome
intermedidria é a principal causa de morte por faléncia respiratéria decorrente de
intoxicagdo aguda por OP.

Embora Ray (1998) refira que essa sindrome apareca entre 5 e 18 dias, outros
autores tétm demonstrado que o quadro se instala predominantemente num periodo em
torno de 24 a 96 horas apds a intoxicacdo (SENANAYAKE; KARALLIEDDE, 1987;
JAYAWARDANE et al, 2008; KAMANYIRE; KARALLIEDDE, 2004).

Senanayake e Karalliedde (1987) avaliaram 10 individuos que desenvolveram a
sindrome ap6s um quadro bem definido de efeitos colinérgicos de intoxicacdo aguda.
Os autores observaram que a sindrome evoluiu com paralisia de musculos proximais,
flexores cervicais, nervos motores cranianos e respiratérios, num periodo entre 24 a 96
horas apds a intoxicagdo. Os sintomas de paralisia evoluiram por até 18 dias. A

eletromiografia evidenciou redu¢do da forca muscular em estimulacdes de baixa
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freqiiéncia e auséncia apos fasciculagcdo pds-tetancica, sugerindo uma deficiéncia pds-
sinaptica.

Jayawardane et al (2008), consideram essa sindrome como sendo parte da
intoxicagdo aguda, referindo que ela pode aparecer em um periodo que varia desde antes
de 24 horas até 96 horas apds a exposicdo. Esse estudo envolveu a avaliagdo
eletrofisioldgica de 78 individuos com sintomas definidos de intoxicacdo aguda por OP
e evidenciou que o diagnéstico da sindrome intermedidria pode se dar a partir do
comprometimento dos seguintes grupos musculares: flexores cervicais, proximais dos
membros superiores ou inferiores, extraocular, facial. Nesse estudo, a maioria dos casos
evoluiu para o quadro de sindrome intermedidria 24 horas apds a exposicdo. O
desenvolvimento de um padrdo decrescente da forca muscular, especialmente dos
flexores do pescogco e proximais dos membros, indica que a faléncia respiratéria €
iminente.

H4 um consenso, entretanto, de que a sindrome se instala apds a recuperacdo da
sindrome colinérgica e antes de um esperado aparecimento da polineuropatia.

Segundo Ray (1998), a polineuropatia retardada decorre do comprometimento
dos axOnios distais dos neur6nios sensoriais, motores e autondmicos, bem como do
SNC. Kamanyire e Karalliedde (2004) referem que o quadro, no periodo entre 7 a 21
dias apds a exposicao ao OP, decorre do comprometimento de longos nervos, tratos
nervosos ou do sistema nervoso como um todo, causando fraqueza muscular periférica
que acomete membros superiores e inferiores, com um varidvel grau de reducdo da
capacidade sensorial. Essa incapacidade pode se tornar permanente, entretanto, ha casos
de recomposicdo. Conforme Ray (1998) o quadro aparece cerca de 10 a 14 dias apds a
exposi¢do e evolui com fraqueza progressiva e ataxia das pernas, podendo evoluir até
paralisia flacida.

Os efeitos neurocomportamentais sdo considerados efeitos subagudos resultantes
de intoxicag¢do aguda, ou de exposi¢Oes continuas a baixos niveis de agrotéxicos OP,
que sofrem acumulacdo. Eles se apresentam em muitos casos como efeitos cronicos
sobre o sistema nervoso central, especialmente do tipo neurocomportamentais como
insdnia ou sono conturbado, ansiedade, retardo das reagdes, dificuldade de concentragao
e uma variedade de sequelas psiquidtricas: apatia, irritabilidade, depressdo e
esquizofrenia. Os principais sintomas sdo perda de concentragdo, dificuldade de
raciocinio e, especialmente, falhas de memdria, acompanhados de quadros de depressao

(FALK et al, 1999).
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Conforme destacam Ray e Richards (2001) € importante distinguir o potencial
de efeitos decorrentes de exposicdo a baixas doses, a altos niveis que levam a crises
colinérgicas agudas, a sindrome intermedidria e a polineuropatia retardada. Estas outras
formas de toxicidade a altas doses sdo bem caracterizadas. Assim, o grau de inibi¢ao
requerido para levar a polineuropatia apds exposi¢oes repetidas € apenas discretamente
menor do que aquela que ocorre apds uma tnica exposi¢ao. Além do mais, a sindrome
intermedidria é detectada apds a recuperacgdo clinica de um quadro colinérgico severo,
nao havendo registros de seu surgimento apos exposi¢ao a niveis moderados.

Ray e Richards (2001) referem que vdrios estudos tém demonstrado efeitos
biologicos decorrentes de exposicdo a baixas doses, mas que ndo foram ainda
completamente elucidados. Entretanto, dois efeitos relacionados a consequéncias da
inibicdo da AChE foram observados: tolerdncia colinérgica e degeneracdo de placa
motora. O primeiro, relacionado a tolerancia colinérgica que ocorre em resposta a
exposicdo prolongada a OP. Este provavelmente resulta de down regulation tanto da
liberacdo de acetilcolina quanto da sensibilidade dos receptores (um efeito controlador
negativo em que hd redug¢do do nimero de receptores celulares). Para produzir essa
tolerncia aguda a dose do OP deve estar acima do limite necessério para produzir sinais
colinérgicos, porém com uma dose subcrdnica, em que a tolerancia possa ser produzida
em baixas doses, ainda insuficiente para levar a sinais clinicos. O segundo, decorrente
da acdo téxica sobre a placa motora muscular, parece estar relacionada a excitotoxidade
local em resposta a despolarizacdao prolongada, levando ao actimulo de acetilcolina na
plana motora. Para os OP, o limiar de dose estd acima daquele necessdrio para produzir
fasciculagao muscular.

Outras sequelas decorrentes da exposicdo ocupacional a OP t€m sido
demonstradas em diversos estudos: Hermanowicz e Kossman (1984) relataram casos de
infeccao respiratdria em trabalhadores expostos a OP que evoluiram com diminuicao da
colinesterase plasmadtica e eritrocitdria; Murray, Wiseman e Dawling (1992) registraram
casos de sintomas compativeis com infec¢do viral por influenza; complicacdes cardiacas
tém sido associadas a intoxicagdes por OP, em decorréncia dos quadros de hipotensio,
hipertensdo, arritmias e até quadro de cardiomiopatia congestiva seguida de exposi¢ao
prolongada a OP (KISS; FAZEKAS, 1979). Karalliedde e Senanayake (1989) referem
quadros de diarréia profusa em individuos intoxicados por ingestdo de OP; e, Hantson,

Hainaut e Vander Stappen (1996), registram presenca de quadro febril prolongado, e
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destaca caso de paciente que manifestou termorregulacdo bifasica logo apds a exposi¢ao

seguida de hipertermia persistente por 48 horas que surgiu apds 18 dias.

4.3 Toxicidade Cronica

Na fisiopatologia dos efeitos cronicos decorrente da exposicdo aos agrotoxicos
estdo envolvidos, além dos aspectos toxicoldgicos proprios de cada produto, as
caracteristicas da exposi¢do, tais como a intensidade, a duracdo e a interacao com outros
produtos quimicos, com os quais pode haver potencializagdo da acdo tdxica, e outros
condicionantes envolvidos biosociais do exposto.

A exposicdo cronica aos OP também estd relacionada, entre outros, ao cancer,
efeitos teratogé€nicos, neuropatias periféricas tardias e toxicidade reprodutiva

(CALDAS; SOUZA, 2000).

4.3.1 Estudos de carcinogenicidade e genotoxicidade

4.3.1.1 Carcinogenicidade

A mutacdo no DNA € a alteracdo genuina do processo de carcinogenicidade
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). Essa mutacdo pode ser causada por
agentes quimicos, como os agrotoxicos, que podem induzir o cncer por mecanismos
variados como genotoxicidade e promo¢do de tumores (RODVALL; DICH;
WIKLUND, 2003).

A maioria dos carcinégenos apresenta uma propriedade em comum: sio
eletrofilicos altamente reativos que interagem com locais nucleofilicos na célula;
sendo o DNA o alvo preferencial (CLARKE; OXMAN, 2000). Nessa ligacdo, os
adutos de DNA sdo formados por ligacdes covalentes. Essa formacdo pode mutar
protooncogenes ou genes supressores de tumor e iniciar o processo de carcinogénese
(KINZLER; VOGELSTEIN, 1996, apud LOUREIRO; MASCIO; MEDEIROS,
2002). Apo6s essa mutacdo ocorrem alteragdes no processo de divisdo celular que
resultam na perda de -caracteristicas funcionais e na formacdo de tumores
(CUNNINGHAM; MATTHEWS, 1995).

A correlacdo entre cancer e agrotoxico estd mais bem caracterizada nos

canceres de pulmdo, de mama, dos testiculos, da tiredide, da préstata, do ovério, e do
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sistema hematopoiético (linfomas ndo-Hodgkin, leucemias e mieloma multiplo)
(PIMENTEL, 1996).

O IPCS descreve dois trabalhos apontando o efeito carcinogénico do triclorfom.
No primeiro a administracdo subcutidnea desse agrotoéxico em ratos, resultou no
aparecimento de sarcoma (PRUESSMAN, 1968 apud INTERNATIONAL
PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1971). Ja Gilbert et al (1971 apud
INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1971) descreve o
surgimento de papilomas, sarcomas abdominais e carcinomas em ratos e camundongos
tratados com triclorfom. Em 1978 em uma reavaliagcdo da carcinogenicidade desse
agrotoxico o IPCS apontou que alguns dados sobre a alquilacio do DNA em estudos
com triclorfom podem ser indicativos de carcinogenicidade, porém afirma que, estudos
de carcinogenicidade de longa duracdo em ratos e hamster ndo mostram surgimento de
tumores (INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1978).

LIU, CHANG e WU, 2009 apontam que o triclorfom induz apoptose celular em
linhagem de neuroblastoma humano (SH-SYS5Y) tratadas com 200 uM desse
agrotoxico. Também segundo Dieter et al (1992) a administracdo desse ingrediente

ativo em ratos por 6 a 8 semanas pode ter sido a causa de leucemia.

4.3.1.2 Genotoxicidade

Dados na literatura indicam que varios OP sdao mutagénicos (MOHAMMED,
1999; MATSUSHITA; MATSUIL; MATSUI, 2005; MATSUSHITA et al, 2005). Entre
os dados apresentados destaca-se a mutagenicidade dos metabdlitos dos
organofosforados (CORTEZ-ESLAVA et al, 2001; MATSUSHITA; MATSUI
MATSUI, 2005; MATSUSHITA et al, 2005), que muitas vezes sao mais mutagénicos
do que o principio ativo.

Ensaios bioldgicos in vitro e in vivo, mediante andlise genotdxica e
carcinogénica de OP apontam efeitos decorrentes de mutagdes génicas, cromossdomicas
e de lesdes na estrutura bioquimica do DNA humano, mostrando assim o potencial
mutagénico e/ou carcinogénico desse grupo de agrotoxicos.

H4 muitos estudos na literatura sobre a genotoxicidade do triclorfom. O IPCS

(2000) descreve cerca de 70 estudos, que podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2: Numero e desfechos de estudos sobre a genotoxicidade do triclorfom

Desfecho N Resultados positivos | Resultados negativos
In vitro 34 20 14
Interacdo com DNA 2 2 0
Mutagdo génica 17 6 11
Crossing over mitdtico 1 1 0
Mutagdo progressiva 5 4 1
Danos no DNA 2 0 2
Trocas entre cromatides 4 4 0
irmas
Erros cromossomicos 3 3 0
In vivo 30 08 22
Mutacao reversa 2 1 1
Mutacdo letal recessiva 1 0 1
Trocas de cromatides irmas 1 1
Erros cromossomicos 26 7 19

Fonte: IPCS (2000)

Como os desfechos sdo mais positivos nos testes in vitro, embora exista um
maior nimero de resultados negativos nos testes in vivo, segundo o IPCS, o triclorfom
tem risco improvdvel de genotoxicidade (INTERNATIONAL PROGRAMME ON
CHEMICAL SAFETY, 2000).

Segundo Ranaldi et al (2008) estudos de aneuploidias associadas ao triclorfom
diferem em experimentos in vivo e in vitro, sendo necessdria a andlise dos dois tipos
para a avaliagdo de risco.

A ndo disjuncdo cromossOmica causada pelo triclorfom é mostrada por vérios
autores. Cukurcam et al (1994) e Yin et al (1998) estudaram ovdcitos de hamster,
tratados com 50 e 100 pg/ml desse agrotoxico, e observaram nao disjuncdo. Tian,
Ishikawa, Yamauchi (2000) também apontam esses resultados em camundongos
fémeas, porém na dosagem de 0 a 20 pg/ml. A ndo disjun¢do cromossOmica também é
vista em linfoblastos humanos (20 pg/ml) (DOHERTY, 1996). Sun (2000) descreve
aneuploidias em espermatdcitos de ratos nas dosagens de 200, 300 e 405 mg/kg.

De 15 nascimentos em um vilarejo na Hungria (1989 a 1990), 11 criancas foram
afetadas por anomalias congénitas. Quatro dessas criancas nasceram com sindrome de
Down. Os autores associam que as mulheres gravidas da regido tenham sido expostas ao
triclorfom através da alimentagdo com peixes contaminados, testes apontaram altas
concentracdes desse agrotoxico nos peixes, cerca de 100 mg/Kg (CZEIZEL et al. 1993).

Bao et al (1974 apud IPCS, 2000) relataram caso de intoxicagdo por triclorfom

em cinco pessoas que evoluiram com aumento da incidéncia de quebra de
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cromossomos, cujos efeitos foram observados imediatamente apds a exposi¢do e 1 més
mais tarde.

Kiraly et al (1979 apud IPCS, 2000) registraram que 17 trabalhadores expostos
ao triclorfom por pelo menos 6 meses mostraram aumento da incidéncia de quebra de
crométides nos linfécitos, quando comparados a um grupo de ndo expostos.

Entre os OP, também ¢é destacado que muitas vezes seus metabdlitos sdao mais
téxicos que o ingrediente ativo. O diclorvés, por exemplo, € apontado como
genotoxico tanto em estudos in vitro, em bactérias e células de mamiferos, quanto em
estudos in vivo (INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY,
1992). Assim como o dicloroacetaldeido e o acido metil ester 2,2-dicloro-1,1-diidroxi-
etanefosfonico foram positivos para o teste de dominancia letal em camundongos na
concentracdo de 1,6 mmol/Kg (FISCHER, SCHNEIDER, SCHEUFLER, 1977,
INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1992).

Estudos descritos na literatura, in vitro € in vivo com o triclorfom demostram
mutacdes génicas, aberragdes cromossomicas, indu¢ao de micronicleos, danos ao DNA,

entre outras acdes genotoxicas.

4.4  Toxicidade sobre o sistema enddcrino, reprodutivo e desenvolvimento

4.4.1 Toxicidade sobre o sistema enddcrino

A toxicidade enddcrina ou desregulacdo enddcrina é um efeito adverso que
interfere com uma ou mais das diversas fungdes desempenhadas pelo sistema enddcrino.
Esse sistema desempenha func@o essencial nos processos metabdlicos do organismo
como 0s processos nutricionais, comportamentais, reprodutivos, funcdes
cardiovasculares, renais e intestinais.

Os desreguladores enddcrinos (DE) sdo definidos como quaisquer substancias
(ou misturas) exégenas que alteram fungdes do sistema enddcrino e, consequentemente
causam efeitos adversos em um organismo, sua prole ou (sub) populacdes (Goldman et
al., 2000; IPCS, 2002).

Os mecanismos pelos quais os DE desencadeiam os efeitos téxicos sao bem
variados e abrangem a interferéncia com a produgdo, liberacdo, transporte,

metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonios naturais responsaveis pela

24



manuten¢do da homeostase e regulacao de processos do desenvolvimento (Kavlock et
al, 1996). Alguns agrotéxicos t€m o potencial de produzir alteracdes no sistema
enddcrino através da ligacdo a receptores especificos de hormdnios esterdides, como o
estradiol, a testosterona e a progesterona, antagonizando ou estimulando o sistema
enddcrino (Kavlock et al., 1996). Além disso, os DE podem diminuir ou aumentar a
sintese dos hormonios naturais.

O triclorfom € considerado um desregulador enddcrino pela agéncia federal de
meio-ambiente da Alemanha (UMWELTBUNDESAMT, 2001; HONG ET AL, 2007a)
pelos seus efeitos no sistema reprodutivo como diminuicdo do numero de
espermatozoéides, do volume de liquido seminal, da motilidade e viabilidade de
espermatozéides (ENDS, 1999; HANNA ET AL, 1966; LEBRUN; CERF, 1960) e de
perdas embriondrias, anormalidades fetais, diminuicdo do nimero de fetos vivos, taxas
de gravidez, auséncia de foliculos primarios (HALLENBECK; CUNNINGHAM-
BURNS, 1985; DOULL, 1962).

O triclorfom inibe a produgdo de progesterona na linhagem de células humanas
luteina-granulosas (hGLC). Essa inibi¢do ocorreu de maneira dose-dependente, nas
concentracdes de 5, 25 e 125 umol/l por 24 horas. O efeito observado ndo ocorreu
devido a citotoxicidade do triclorfom uma vez que a viabilidade celular foi maior que
98% (HONG ET AL; 2007a). Os autores demonstraram que o triclorfom inibiu a
sintese de progesterona através da supressdo do gene que codifica a proteina regulatdria
esteroidogénica aguda (StAR) (HONG ET AL; 2007a).

A via de biossintese de hormdnios esterdides € composta de uma cascata de
sinais. Resumidamente as gonadotrofinas se ligam a recptores acoplados a proteina G,
produzindo AMPciclico (AMPc) e a ativacdo de proteinas quinases dependentes de
AMPc (PKA - proteinas quinases dependentes de AMPc) (LEUNG; STEELE, 1992;
RICHARDS, 1994; CHIN; ABAYASEKARA, 2004). Essas PKA ativadas fosforilam
diversas proteinas envolvidas na esteroidogénese incluindo a StAR (STOCCO;
CLARK, 1993). A StAR, por sua vez, desempenha papel importante no transporte do
colesterol da membrana mitocondrial externa para a interna (STOCCO; CLARK, 1996;
LINGAPPA; MELLON, 2004).

ApOs o transporte para a membrana interna da mitocondria, ocorre a clivagem do
colesterol formando pregnenolona, através da acdo da enzima P450scc (LINGAPPA;

MELLON, 2004; MILLER, 1988; HANUKOGLU, 1992) que, finalmente, é convertida
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a progesterona pela agdo da enzima 3-B-hidroxiesteréide desidrogenase (PENNING,
1997; LINGAPPA; MELLON, 2004).

Além da inibi¢do de producdo da proteina StAR, como descrito anteriormente no
estudos com células hGLC, o triclorfom inibiu a atividade da enzima P450scc em uma
linhagem de células tumorais de Leydig de camundongos (MLTC-1) (HONG ET AL,
2007b).

A diminui¢dao da producdo de progesterona durante a exposi¢do ao triclorfom
pode ser um dos fatores responsdveis pelos efeitos adversos na gravidez, viabilidade
fetal e fertilidade feminina (COURTNEY et al.,, 1986; WHO, 1992; WHO 2000;
MEHL, 1994; BERGE, 1996).

Outros efeitos menos explorados por estudos cientificos, foram as alteragdes
estruturais na tiredide e adrenais demonstradas apds a exposi¢do ao triclorfom (10
ppm/dia durante 90 dias) de ratos (NICOLAU, 1983). Efeitos adversos nesses 6rgaos
podem influenciar o desenvolvimento, a maturagdo e regulacdo do metabolismo de
hormonios esterdides, de acucares, de lipidios e de proteinas, a producdo de hormonios
relacionados ao estresse, fluxo de energia, temperatura corpdrea e equilibrio hidrico e

ainda a regulagdo de processos inflamatoérios e imunolégicos.

4.4.2 Efeitos adversos sobre o sistema reprodutivo

A toxicidade reprodutiva pode ser definida como a ocorréncia de efeitos
adversos no sistema reprodutivo apds a exposicdo a uma substincia quimica. A
toxicidade pode ser direcionada aos 6rgdos reprodutivos e/ou ao sistema enddcrino. A
manifestacdo da toxicidade pode ser identificada como altera¢cdes no comportamento
sexual, fertilidade, desfechos da gravidez ou modificagdes em outras fungdes que
dependem da integridade do sistema reprodutivo de maneira geral (AGENCY FOR
TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2001).

4.4.2.1 Estudos de toxicidade reprodutiva: multigeracao

Ratos
Um estudo multigeracdo foi realizado para avaliar a toxicidade reprodutiva do

triclorfom. Grupos de ratos FB compostos de 10 machos e 20 fémeas receberam as
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concentracdes de 100, 300, 1000, ou 3000 mg de triclorfom/kg na dieta durante trés
geragOes, com duas ninhadas por geracdo. As fémeas da geracdo Fy expostas a 1000 e
3000 mg/kg na dieta apresentaram diminui¢do significativa no ganho de peso. O
tamanho da ninhada Fj, foi reduzida nos animais expostos a doses > 1000 mg/kg na
dieta, enquanto o crescimento dos filhotes e a sobrevivéncia durante o periodo de
lactagdo foram prejudicados na concentragdo de 3000 mg/kg. O acasalamento da
geracdo Fj, resultou em baixa taxa de gestacdo nos grupos expostos a 1000 e 3000
mg/kg na dieta. O tamanho da ninhada, a sobrevivéncia e crescimento dos filhotes
também estavam reduzidos nos grupos expostos a 3000 mg/kg, e todos os animais
desse grupo morreram antes do acasalamento para produzir a geracdo F,. Durante o
resto do estudo, nenhum efeito foi encontrado sobre a fertilidade ou o tamanho e o peso
da ninhada. Os grupos F,,, Fa,, F3i, € Fs, que receberam 1000 mg/kg na dieta
apresentaram reducdo do ganho de peso corporal durante o periodo de lactagdo. Nao
foram observadas malformacgdes fetais em nenhum grupo e a avaliagdo dos adultos das
geragdes Fy, Fip, e Fo, ndo revelou alteracdes microscopicas ou macroscopicas. O
NOEL foi fixado na concentragdo de 300 mg/kg, equivalente a 30 mg/kg pc/dia
(LOSER, 1969; SPICER & URWIN, 1971 apud WHO, 1992; 2000).

Astroff et al (1998) realizaram um estudo de toxicidade multigeracdo para
avaliar os efeitos de cinco compostos organofosforados em ratos Sprague-Dawley
adultos e neonatos. Foram usados 120 machos e 120 fémeas com aproximadamente 7 a
8 semanas de vida. O triclorfom foi administrado nas seguintes concentracdes/periodo:
10, 36 ou 144 mg/kg no periodo pré-acasalamento; 7, 29 ou 126 mg/kg no periodo de
gestacdo e 20, 72 ou 233 mg/kg no periodo de lactagdo. Os animais foram sacrificados
no final do periodo de lactacdo. Foi observada uma diminuicdo do indice de
nascimento e do tamanho médio da ninhada da geraciao F; na menor na maior dose
e, também, foi observado redugdo do peso corporal dos filhotes da geracao F; e F,. Na
geracdo parental pré-acasalamento foi observado diminuicdo da atividade
colinesterasica plasmatica nas duas maiores doses e eritrocitdria na maior dose, na
geragdo F; pré-acasalamento as atividades colinesterdsicas plasmadtica e eritrocitdria
estavam diminuidas nas duas maiores doses e, na geracdo F,, a atividade colinesterdsica
cerebral estava diminuida na maior dose. Os resultados indicam que apesar dos efeitos
sobre 0s neonatos serem menores que os efeitos téxicos sobre a mae, o triclorfom tem o

potencial de causar efeitos toxicos reprodutivos (ASTROFF, 1998; SHEETS, 2000).
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4.4.2.2 Efeitos adversos sobre o desenvolvimento

A toxicidade do desenvolvimento refere-se aos efeitos adversos no organismo
em formacao que ocorrem apds a exposicao a substancias quimicas antes da concepgao,
durante o desenvolvimento pré-natal, pds-natal até a maturacdo sexual. Efeitos adversos
no desenvolvimento podem ser detectados em qualquer momento da vida de um
individuo (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY,
2001).

Camundongos
Courtney et al (1986) realizaram um estudo para avaliar a toxicidade sobre
desenvolvimento do triclorfom em camundongos CD-1. Os animais (15-24 fémeas
/grupo) receberam 200, 300, ou 400 mg/kg pc/dia triclorfom (98% de pureza) por via
oral (gavagem) entre os dias 7 e 16 de gestacdo e foram sacrificados no dia seguinte a
administracao da dltima dose. Os animais expostos as duas maiores doses apresentaram
aumento da taxa de mortalidade e em todas as outras doses foi observado diminuicao
do ganho de peso materno. Foi observada uma diminui¢ao no nimero de fetos vivos
e no peso fetal nos animais expostos a 400 mg/kg pc/dia. No menor nivel de dose, no
qual ndo foi observada toxicidade materna, foi encontrado retardo no desenvolvimento
fetal, como indicado pela calcificacao reduzida em varias areas do esqueleto, variagdes
nas costelas e aumento na incidéncia de alargamento na pélvis renal. O triclorfom foi
teratogénico, fetotoxico e letal para o organismo materno, nas duas maiores doses
estudadas, nas quais causou, também, mortalidade maternal (COURTNEY et al., 1986).
Um estudo verificou a embriofetotoxicidade do triclorfom em 33 camundongos
AS/Jena ap6s injecdo 360 mg triclorfom/kg intaperitonealmente no dia 1° de gestagdo.
A frequéncia de perdas poés-implantacdo estava aumentada em doses tnicas de 60,
120, ou 240 mg/kg pc no dia 9 (13-15 animais /grupo) e nas doses de 120 ou 240 mg/kg
pc nos dias 1-7 (25-30 animais por grupo), o efeito foi mais pronunciado na dose de 240
mg/kg pc nos dias 7-14 (23 animais). Nao foram observadas malformagdes severas
(SCHEUFLER, 1975 apud WHO, 1992; 2000).
Tian et al (2009) avaliaram a toxicidade reprodutiva e sobre o desenvolvimento
em fémeas de camundongos ICR tratadas com triclorfom. As fémeas gravidas
receberam baixas doses (12,5, 25, ou 50 mg/kg pc/dia) de triclorfom durante o periodo

de organogénese, isto €, do dia 6 ao dia 15 de gestacdo e foram sacrificadas no dia 17 de
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gestacdo. Os desfechos reprodutivos e a teratogénese foram avaliados no presente
estudo. A exposicdo a baixas doses do triclorfom ndo afetou o ganho de peso corporal
materno, peso dos 6rgaos, nimero de cérpos liteos e sitios de implantacdo. Na menor
dose estudada foi observada uma diminuic¢ao significativa da média do ganho de peso
fetal. Nao foram encontradas evidéncias de anomalias externas ou esqueléticas. O autor
descreve que embora a exposi¢do a doses menores que 50mg/kg de triclorfom ndo tenha
causado efeitos embriofetotéxicos, ndo se pode afirmar a auséncia de toxicidade
reprodutiva do composto (TIAN, Y. et al, 2009).

Camundongos CD-1 receberam 300, 400, 500, ou 600 mg triclorfom/kg pc/dia,
pela via oral (gavagem), entre os dias 6-10 (3-25 fémeas/grupo) ou entre os dias 10-14
(4-21 fémeas/grupo) de gestacdo e foram sacrificados no dia 18. A ingestdo de alimento
e o ganho de peso das maes estavam reduzidos em todas as doses, mas o efeito nao foi
dose-relacionada. O peso corporal fetal estava menor nos animais expostos a doses >
400 mg/kg pc/dia, enquanto a frequéncia de malformagdes fetais (fenda palatina)
estava aumentada nos fetos expostos in vtero a 500 ou 600 mg/kg pc/dia entre os dias
10-14 de gestagdo. Nos grupos tratados com a maior dose, 600 mg/kg pc/dia, Foi
observado aumento na frequéncia de fenda palatina no ultimo grupo. O NOEL foi
fixado em 300 mg/kg pc/dia (STAPLES & GOULDING, 1979 apud WHO, 1992 e
2000).

Ratos

Courtney et al (1986) realizaram um estudo para avaliar a toxicidade sobre o
desenvolvimento do triclorfom em ratas CD. Os animais receberam 50, 100, ou 200 mg
de triclorfom/kg pc/dia (98% de pureza) por gavagem do 7° ao 19° dia de gestacdo
(estudo I; 10-20 fémeas/grupo) ou do 8° ao 20° dia de gestacdo (estudo II; 15-18
fémeas/grupo). Os animais foram sacrificados um dia apds receberem a ultima dose. A
maior dose foi letal para as maes tanto no estudo I quanto no estudo II e, também,
diminuiu o ganho de peso materno. Foi encontrado atraso no desenvolvimento,
calcificagcdo reduzida em varias areas do esqueleto, nos fetos expostos a menor € maior
dose do triclorfom do estudo I, indicando fetotoxicidade. No estudo II, o triclorfom foi
considerado teratogénico, pois causou um aumento da incidéncia de malformacoes no
sistema urinario (COURTNEY et al., 1986).

Grupos de 11 ratas fémeas Wistar foram expostos a dose tnica de 80 mg de

triclorfom por kg/pc/dia no 9° ou no 13° dia de gestagdo ou 10 fémeas Wistar foram
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expostas a 8 mg triclorfom/kg pc/dia, diariamente, durante todo o periodo de gestacdo.
Os animais foram sacrificados no 19° de gestacdo. Foi observado um aumento na
frequéncia de mortes pés-implantacao e malformacoes fetais tais como exencefalia e
palpebras nao fechadas nos animais expostos a dose unica no dia 13 de gestagdao. Nao
foram observados efeitos sobre o desenvolvimento nas outras formas de tratamento
(MARTSON; VORONINA, 1976 apud WHO, 1992; 2000).

Foi realizado um estudo para avaliar a toxicidade do desenvolvimento do
triclorfom em ratas fémeas CD. Grupos de 9-26 fémeas CD receberam 76, 140, 380,
430 ou 520 mg triclorfom/kg pc/dia (98,5% de pureza) na dieta entre os dias 6-15 de
gestacdo, os animais foram sacrificados no dia 21. Foi observada reducao da ingestao
de alimentos e do peso corporal materno, ¢ do peso fetal nas duas maiores doses,
enquanto que o niumero de mortes fetais estava aumentado nos animais expostos a
430 mg/kg pc/dia. Malformagdes esqueléticas e externas foram encontradas em fetos
expostos a 430 e 520 mg/kg pc/dia, e alteracdes esqueléticas menores foram observadas
na dose de 380 mg/kg PC/dia. As malformagdes mais predominantes foram alteracoes
no cranio e no sistema nervoso central (exencefalia, meningocele e hidrocefalia),
alteracOes nas patas (sindactilia, ulna e radio marcantemente curtos e digitais perdidas),
micrognatia, fenda palatina, hematomas faciais, edema generalizado e defeitos nas
grandes veias. As alteracdes esqueléticas menores foram vértebras centrais duplas,
costelas tortas, osso supra-occipital fenestrado e hérnia umbilical. O NOEL foi fixado
em 140 mg/kg pc/dia (STAPLES et al., 1976 apud WHO, 1992; 2000).

Grupos de 9-30 fémeas CD receberam 50, 75, 150, 200, ou 250 triclorfom mg/kg
pc/dia por gavagem entre os dias 6-15 de gestacdo. Nos animais expostos a 150, 200, e
250 mg triclorfom/kg foi observado mortalidade materna, com sinais de toxicidade na
maior dose. As fémeas que sobreviveram foram sacrificadas no 21° dia de gestagao. Foi
observada reducao significativa do peso corporal fetal nas doses > 75 mg/kg. O
NOEL foi fixado em 50 mg/kg pc/dia (STAPLES et al., 1976 apud WHO, 2000).

Grupos de 34 ratos CD foram expostos a 480 mg/kg de Triclorfom por gavagem
do 6° ao 15° dia de gestac@o. As seguintes alteracdes foram observadas: redu¢io do peso
fetal, taxa de mortalidade fetal alta e malformagdes, tais como edema generalizado,
herniacao do cérebro, hidrocefalia, micrognatia, fenda palatina e alteracoes
esqueléticas. Uma dose tnica de 480 mg/kg, por gavagem, foi administrada nos dias 8

ou 10 de gestacdo a 14 fémeas por grupo, apds isso foi observado diminui¢do do
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consumo de alimento materno, mas ndo foram observados efeitos sobre o
desenvolvimento fetal (STAPLES; GOULDING, 1979 apud WHO, 1992 e 2000).

Ratas fémeas Long-Evans (25/grupo) receberam 10, 30, ou 100 mg triclorfom
/kg pc/dia, por gavagem entre os dias 6-16 de gestacdo e foram sacrificadas no 20° dia
de gestacdo. Nao foram observadas mortes, mas alguns animais expostos a maior dose
apresentaram diarréia. O NOEL para toxicidade materna foi fixado em 30 mg/kg
(MACHEMER, 1979a apud WHO, 1992 e 2000).

Um estudo avaliou a toxicidade sobre o desenvolvimento do triclorfom em
grupos de 33 fémeas de ratas Charles River Crl:CD BR. Os animais receberam dieta
contendo as seguintes concentragdes de triclorfom 500, 1100, ou 2500 triclorfom mg/kg
entre os dias 6-15 de gestacdo. Na maior dose, foi observada reducao do ganho de peso
corporal dos animais. A andlise da atividade colinesterasica de cinco animais por
grupo sacrificados no 16° dia de gestacdo mostrou inibicao das enzimas plasmaticas,
eritrocitarias e cerebrais. Quando as maes restantes foram sacrificadas no 20° dia de
gestacdo, somente a atividade da acetilcolinesterase cerebral estava inibida. Nao foram
observados efeitos sobre o nimero de reabsor¢des, fetos vivos, peso corporal fetal ou
frequéncia de malformacdes. Foi observado retardo no crescimento fetal através do
aumento da incidéncia ossificacido ndo calcificada e curvada, e, costelas onduladas nos
animais expostos a 2500 mg/kg na dieta. Também foi verificada diminuicdo da
atividade acetilcolinesterdsica cerebral em todos os grupos expostos ao triclorfom

(KOWALSKI et al., 1987 apud WHO, 1992 e 2000).

Hamsters

Foi realizado um estudo com grupos de 5-30 fémeas de golden hamster para
avaliar os efeitos do triclorfom sobre desenvolvimento. Os animais receberam 100, 200,
300, ou 400 mg de triclorfm /kg pc/dia por gavagem do 7° ao 11° dia de gestacdo, e
foram sacrificados no 15° dia de gestagcdo. Trés dos 30 hamster que receberam a maior
dose morreram e sinais de inibicdo colinesterasica foram observados com dose-
relacionada nas duas maiores doses (300 e 400 mg). O consumo de rag¢do, o ganho de
peso materno e o peso corporal fetal estavam reduzidos nos animais expostos a doses
de 300 e 400 mg/kg. Foi observado aumento da frequéncia de malformacdes, tais como
edema, fenda palatina e costelas fundidas, em fetos expostos a maior dose. A dose
unica de 400 mg/kg administrada no 8° dia de gestagcdo a 16 fémeas reduziu o consumo

de ragdo e aumentou a taxa de mortes fetais. O NOEL foi fixado em 100 mg/kg para
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toxicidade materna e 200 mg/kg para efeitos sobre o desenvolvimento (STAPLES;

GOULDING, 1979 apud WHO, 1992 e 2000).

Coelhos

Grupos de 15 coelhas fémeas Himalaia receberam 3, 15, ou 45 mg triclorfom/kg
por gavagem do 6° ao 18° dia de gestacdo e foram sacrificados no 29° dia de gestacao. O
ganho de peso corporal estava reduzido em todos os grupos tratados e foram
observados dois abortos nos animais expostos a dose de 45 mg/kg. O desenvolvimento
fetal ndo foi avaliado (MACHEMER, 1979b apud WHO, 1992 e 2000).

Foi realizado um estudo de toxicidade do desenvolvimento com grupos de 20
coelhas fémeas American Dutch. Os animais receberam 10, 35, ou 110 triclorfom
mg/kg por gavagem entre os dias 6-18 de gestagdo e foram sacrificados no dia 28 de
gestacdo. A maior dose estudada resultou em mortes, sinais de toxicidade e reduciao
do ganho de peso corporal. Também foram observados sinais de toxicidade, uma
morte e um aborto nos animais expostos a dose de 35 mg/kg. A atividade colinesterdsica
eritrocitaria estava inibida no 19° dia de gestacdo nos animais expostos a 35 e 110
mg/kg, e no 28° dia de gestacdo a atividade colinesterdsica cerebral estava inibida
nesses mesmos niveis de doses. Os animais expostos a 110 mg/kg apresentaram
aumento no nimero de reabsorc¢oes, diminuicdo do peso da placenta e dos fetos e
retardo na ossificacdo. O NOEL para toxicidade materna foi fixado em 10 mg/kg e em

35 mg/kg para embriofetotoxicidade (CLEMENS et al., 1990 apud WHO, 1992 e 2000).

4.5 Neurotoxicidade

Neurotoxicidade € uma alteracdo adversa na estrutura ou funcdo do sistema
nervoso central e/ou periférico apds a exposicdo a um agente fisico, quimico ou
bioldgico (TILSON, 1990). Efeitos neurotdxicos funcionais incluem alteragdes adversas
nas fungdes somadticas/autondmicas, sensoriais, motoras e/ou cognitivas. Efeitos
neurotoxicos estruturais sao definidos como alteracdes neuro-anatdmicas que ocorrem
em qualquer nivel da organizacdo do sistema nervoso; alteragdes funcionais sdo
definidas como efeitos neuroquimicos, neurofisiolégicos ou comportamentais.

Os quimicos podem ser distribuidos em quatro classes: aqueles que atuam sobre
o sistema nervoso central, nas fibras nervosas periféricas, nos misculos ou outros

tecidos (ALBERT, 1973). Alteracdes na funcdo podem resultar em toxicidade sobre
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outros sistemas ou a 6rgaos especificos, e essa alteracdo indireta pode ser considerada
adversa. Por exemplo, exposi¢do a alta dose de um quimico pode causar dano ao figado,
resultando em mal-estar geral e diminuicdo de um desfecho funcional tal como
atividade motora.

Efeitos neurotoxicos podem ser observados em vdarios niveis de organizacdo do
sistema nervoso, incluindo neuroquimico, anatdomico, fisiolégico ou comportamental.
No nivel neuroquimico, o agente neurotéxico pode inibir a sintese de transmissores ou
macromoléculas, alterar o fluxo de fons através da membrana celular, ou impedir a
liberacdo de neurotransmissores no terminal nervoso. Alteracdes anatdomicas podem
incluir alteracdes no corpo celular, no ax6nio, ou na bainha de mielina. No nivel
fisiolégico, o quimico pode alterar o limiar para ativacdo neural ou reduzir a velocidade
de neurotransmissdo. Alteracdes de comportamento podem incluir alteracdes
significativas na visdo, audi¢do, ou tato; alteracdes de reflexos simples e complexos e
funcdes motoras; alteracdes nas funcgdes cognitivas como aprendizado, memoria ou
atencdo; e alteracoes no humor como medo ou raiva, desorientacio como pessoa, tempo
ou espaco, ou distor¢des de pensamentos e sentimentos, tal como delirio e alucinacdes.

O principal efeito prejudicial associado a exposi¢dao a OP envolve efeitos, em

nivel neuroquimico, sobre o sistema nervoso e suas consequéncias.

4.5.1 Mecanismos de acao

Os organofosforados agem inibindo a atividade da acetilcolinesterase (AChE),
enzima responsdvel por mediar a hidrélise da acetilcolina em &4cido acético e colina.
Através da fosforilacdo dessa enzima, os organofosforados bloqueiam a atividade
catalitica da AChE, interrompendo a transmissdo do impulso nervoso nas sinapses
colinérgicas do sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso autdbnomo (SNA) e da
juncdo neuromuscular. A inativacdo da AChE provoca uma hiper-estimulagdo
colinérgica pelo acimulo de acetilcolina na fenda sindptica (TAFURI; ROBERTS,
1987; PRUETT et al, 1992; KECIK et al, 1993; BEACH et al, 1996; SHEETS et al,
1997; RAY, 1998; ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA, 1999; RAY; RICHARDS,
2001; MOSER et al, 2004; COSTA, 2006; KELLAR, 2006; JAMESON; SEIDLER,
SLOTKIN, 2007; NARAVANENI; JAMIL, 2007; ALON et al, 2008; BJORLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008; DAVIES; EDDLESTON;
BUCKLEY, 2008; LAETZ et al, 2009).
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Os agrotoxicos organofosforados inibem a AChE de modo similar tanto em
espécies alvo quanto em espécies ndo-alvo. Essa propriedade toxicoldgica, aliada a
certas propriedades toxicocinéticas, torna esses compostos perigosos em termos de
exposi¢des ocupacionais, acidentais e intencionais. (CARVALHO, 1993; BOUCHARD
et al, 2003; REY; RICHARDS, 2001).

A acdo inibitéria do triclorfom sobre a AChE ¢ lenta, uma vez que nos
mamiferos esse OP nao é convertido enzimaticamente a diclorvés. Como resultado, a
acdo inibitdria do triclorfom deve-se ao seu metabdlito diclorvés, que é um inibidor
potente e irreversivel da AChE (AVERBOOK; ANDERSON, 1983; SLOTT;
ECOBICHON, 1984; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1992; HINZ; GREWIG; SCHMIDT, 1996; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2000; WU; DENG, 2009). De acordo com Hofer (1981),
a atividade anticolinesterasica do diclorvés € 100 vezes maior que a do triclorfom.

Devido a lenta conversdo do triclorfom a diclorvds, os sinais e sintomas de
toxicidade podem manifestar-se tardiamente, apds um periodo de laténcia, e apresentar
uma evolucdo crescente mesmo depois de cessada a exposicio (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1991; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992; WU; DENG,
2009).

A exposicdo continua ao triclorfom pode levar a alteracdes cumulativas na
funcdo nervosa. O triclorfom afeta significativamente a excitabilidade da membrana
nervosa, sendo capaz de induzir alteracdes na funcdo nervosa que podem se acumular
apos exposicao continua (AVERBOOK; ANDERSON, 1983).

A exposicao cronica a agrotoxicos organofosforados, ainda que em baixas doses,
pode produzir efeitos neurotoxicos (RAY; RICHARDS, 2001; SLOTKIN; LEVIN;
SEIDLER, 2006; BJ@RLING-POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008;
SLOTKIN et al, 2008). A exposi¢do a baixas doses durante o desenvolvimento fetal
também pode produzir neurotoxicidade (HARNLY et al, 2005; SLOTKIN; LEVIN;
SEIDLER, 2006; JAMESON; SEIDLER, SLOTKIN, 2007; SLOTKIN; SEIDLER,
2007). A exposi¢ao pré-natal a organofosforados foi demonstrada através da deteccao
desses compostos e de seus metabdlitos no mecdnio, o conteido intestinal do recém-
nascido, em decorréncia da absorcdo através do corddo umbilical, difusdo através da
superficie da placenta e ou degluti¢do do liquido amnidtico pelo feto (WHYATT et al,
2001 apud BURATTTI; LEONI; TESTAI 2007).
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Estudos demonstram que a exposi¢do continua de animais, ainda em fase de
desenvolvimento, a baixas doses de organofosforados pode afetar adversamente o
crescimento e a maturacdo neurocomportamental (AHLBOM; FREDRIKSSON;
ERIKSSON, 1995; COSTA, 2006; ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA, 1999). A
exposicdo a baixas doses de organofosforados in utero ou em recém-nascidos pode levar
a deficiéncia nas habilidades cognitivas dos bebés (BERKOWITZ et al, 2004 apud
BURATTI; LEONI; TESTAIL 2007). O fato da exposicdo aos organofosforados
provocar alteracdes durante o desenvolvimento cerebral, mesmo sem haver inibi¢ao da
AChE, comprova esse argumento, reforcando ainda a incapacidade desse marcador para
a avaliacdo da exposicdo ou dos efeitos relacionados a neurotoxicidade (SLOTKIN;
LEVIN; SEIDLER, 2006; SLOTKIN et al, 2008). Também foi demonstrado que
criangas em geral sdo mais suscetiveis aos organofosforados devido aos altos niveis de
exposicao e ou a imaturidade do metabolismo (MILLER et al, 1996 apud BURATTI;
LEONI; TESTALI 2007; COLE et al, 2003 apud BURATTTI; LEONI; TESTAL 2007).

O triclorfom reduz o crescimento de células neuronais (FLASKOS et al, 1999).
A exposicdo ao triclorfom durante o periodo gestacional pode levar a reducgdo
considerdvel do tamanho do cérebro e do cerebelo dos fetos e provocar danos ao SNC,
afetando o neurodesenvolvimento (BERGE; NAFSTAD, 1986; BERGE; NAFSTAD;
FONNUM, 1986; BERGE; FONNUM; BRODAL, 1987; BERGE et al, 1987). As
atividades de neurotransmissores essenciais também podem ser reduzidas em algumas
regides (BERGE; NAFSTAD; FONNUM, 1986).

Os danos neurolégicos induzidos por organofosforados podem durar muito
tempo, podendo persistir por mais de dez anos apds o desaparecimento dos sintomas de
intoxicagdo aguda, o que sugere dano residual permanente (KAMEL; HOPPIN, 2004;
KAMEL et al, 2005). Mesmo exposi¢des moderadas podem resultar em sequelas

neuroldgicas de longo prazo (WESSELING et al, 2002; KAMEL; HOPPIN, 2004).

4.5.2 Manifestacoes Clinicas

Os inibidores de colinesterases causam trés quadros clinicos de envenenamento
no homem e em animais: toxicidade aguda; sindrome intermediaria e
polineuropatia retardada. Os efeitos decorrentes da exposi¢do aos organofosforados

variam de acordo com fatores que podem modificar a toxicidade a esses agrotéxicos,
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incluindo o tipo de organofosforado utilizado, a dose, duracdo da exposicdo, via de
absor¢do, 6rgdo atingido, fatores sdcio-econdmicos e culturais e condi¢des ambientais
(RAY, 1998).

O bloqueio irreversivel da AChE pelos organofosforados desencadeia um quadro
neurotoxico agudo em decorréncia da hiper-estimulacdo colinérgica (KAUSHIK;
ROSENFELD; SULTATOS, 2007; BJ@RLING-POULSEN; ANDERSEN;
GRANDIJEAN, 2008). O actimulo de organofosforados no organismo devido a inibi¢ao
da atividade colinesterdsica provoca efeitos subagudos e cronicos. Em casos brandos, ou
quando o composto € prontamente eliminado, os sintomas podem desaparecer
rapidamente, porém a AChE pode levar meses para retornar aos niveis normais
(CARVALHO et al, 1993).

Estudos epidemioldgicos também sugerem que a exposicdo a organofosforados
estd associada a desordens psiquidtricas, particularmente depressdo e suicidio. A
exposicao a estes compostos pode levar ao desenvolvimento de depressdo, um fator
importante nos suicidios (STEENLAND et al, 1994; STEPHENS et al, 1995; AMR et
al, 1997; FIEDLER et al, 1997; LONDON et al, 1997; VAN WIJNGAARDEN, 2003;
LONDON et al, 2005; JAGA; DHARMANI, 2007; BESELER; STALLONES;
HOPPIN, 2008). Ha evidéncias de que pacientes cronicamente expostos a
organofosforados podem manifestar depressdao e déficit cognitivo, sugerindo um
incremento no risco de suicidio entre os expostos a esses compostos (PARRON;

HERNANDEZ; VILLANUEVA, 1996; PELEGRINO et al, 2006).

4.5.3 Neurotoxicidade aguda — Sindrome Colinérgica

A inibi¢do da AChE por compostos organofosforados desencadeia um quadro
neurotoxico agudo conhecido como sindrome colinérgica. Essa sindrome ¢
caracterizada por uma ampla gama de sinais e sintomas resultantes da exacerbacdo da
funcdo colinérgica (KAUSHIK; ROSENFELD; SULTATOS, 2007; BJ@RLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008).

A intoxicacdo aguda por anticolinesterases produz uma mistura complexa de
sinais muscarinicos e nicotinicos. Sinais e sintomas nicotinicos resultam da acumulagdo
da acetilcolina nas terminacdes nervosas da musculatura esquelética e ganglios

autdbnomos. Os receptores muscarinicos para a acetilcolina sdo encontrados
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primariamente nos musculos lisos, coracdo e glandulas exdcrinas, e suas manifestagoes
clinicas ocorrem nos sistemas circulatério, ocular, urindrio e nos aparelhos digestivo e
respiratério (CARVALHO, 1993; STOKES et al, 1995; BEACH et al, 1996; KELLAR,
2006).

Sintomas precoces de envenenamento agudo por organofosforados dependem da
via de exposicdo e geralmente ocorrem nas primeiras 12 horas. Quando inalado, os
primeiros efeitos geralmente sdo respiratérios e frequentemente incluem sangramento
nasal ou rinorréia, tosse, dor tordcica e dificuldade respiratéria, além de dor de cabeca.
Se ingerido, os sinais precoces mais comuns incluem ndusea, vOmitos, diarréia e
caimbras. Sudorese e contragdo muscular sdao observadas na exposi¢do através da pele.
O contato com a mucosa ocular pode causar dor, lacrimejamento, visdo embagada,
miose e sangramentos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 1996).

As manifestagdes clinicas mais comuns decorrentes da intoxicacao aguda por

triclorfom estio descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Manifestacdes clinicas da intoxicacdo aguda por triclorfom
LOCAL MANIFESTACOES CLINICAS REFERENCIA

Cefaléia, tontura, confusdo mental,
comprometimento da memdria, ansiedade,
agitacdo, irritabilidade, dificuldade de
Sistema Nervoso | concentragdo, distdrbios no sono,
Central sonoléncia, pesadelos, sonambulismo,
insOnia, convulsdes tOnico-clénicas,
tremores, disartria, torpor, ataxia,
depressﬁo respirat(’)ria’ coma World Health Organization, 1971,
Gastrointestinais: ndusea, vomito, colicas |J amnadas e Thomas, 1979;
abdominais, defecagdo involuntdria, Aden-Abdi et al, 1990;
diarréia De Freitas et al, 1990;

Respiratérias: sangramento nasal, tosse, | World Health Organ%zat%on, 1991,
sibilancia,  dor  tordcica,  rinorréia, | World Health Qrganlzatlon, 1992;
broncoconstricgdo, broncorréia, dispnéia, Extension Toxicology Network,

edema pulmonar 1993;

Extension Toxicology Network,
Cardiovasculares: hipotensdo, bradicardia, 1;9661?31% oxicology Networ

parada cardiaca

Efeitos World Health Organization, 2000;
Muscarinicos Oculares: dificuldade de acomodagéo | Arao et al, 2002;
visual, epifora, hiperemia da conjuntiva, | Roberts et al, 2005;
miose, visdo embagada e perda de visdo Wu; Deng, 2009.

Sistema urindrio: diurese frequente e
involuntaria; incontinéncia urindria, disuria

Glandulas exdcrinas: salivagdo (sialorréia),
lacrimejamento e sudorese excessiva
(diaforese) que pode provocar desidratagdo
e hipovolemia, resultando em choque
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Contragdao muscular involuntdria, cadimbras,
fraqueza, mialgia, fasciculagdo muscular e
paralisia dos mdsculos respiratorios
seguida de morte

Efeitos Nicotinicos

A crise colinérgica aguda causada pela inibi¢do da AChE pode levar a morte em
minutos (HSIEH et al, 2001). A causa imediata de morte em sindromes colinérgicas por
organofosforados  resulta da  faléncia respiratéria (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1991; EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK, 1993;
EXTENSION TOXICOLOGY NETWORK, 1996; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000; DAVIES; EDDLESTON; BUCKLEY, 2008). Contribuem
para este fato a acdo muscarinica de broncoconstricio e de aumento das secre¢des
bronquiais, a a¢ao nicotinica de paralisia dos musculos respiratorios e a acdo do SNC de
paralisia do centro respiratério (CARVALHO, 1993; PELEGRINO et al, 2006).

No caso do triclorfom, a perda de consciéncia é desproporcionalmente comum e
prolongada e a incidéncia de perturbacdes mentais € alta (HAYES, 1982 apud WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1992).

A intoxicacdo aguda por organofosforados tem grande importancia
epidemioldgica para humanos e animais. Casos de envenenamento por triclorfom t€ém
sido observados em humanos. Wegner (1970) apud World Health Organization (2000)
revisou dados de mais de 6000 pessoas, obtidos em sua maioria na América do Sul e
Africa do Sul, que foram tratadas com triclorfom para vérios parasitas (Ancylostoma,
Ascaris, Strongyloides, Trichocephalus e Schistosoma), em doses variando de 5 a 70
mg/kg/dia por até 12 dias. Os sintomas de intoxicacdo aguda incluiram depressdao da
atividade da AChE, fraqueza, ndusea, diarréia e dor abdominal. Uma dose de 24 mg/kg
causou mais sintomas graves como taquicardia, salivacdo, cdlicas, vOmitos, ndusea,
fadiga, tremores e sudorese.

Pacientes com diferentes niveis de insuficiéncia renal foram tratados com uma
dose oral tnica de um comprimido de 50 mg de triclorfom. As avalia¢des clinicas foram
realizadas em O (antes do tratamento), 1, 2, 3, 4, 12 e 24 horas apds o tratamento. Os 24
participantes (15 homens e 09 mulheres com idade de 45 a 75 anos e pesando de 45 a 95
kg) foram divididos em quatro grupos de acordo com as taxas de clearence de
creatinina. Foram observados sinais de intoxica¢do aguda tais como diarréia, cefaléia,
aumento da atividade das enzimas amilase e lipase e fraqueza. O clearance renal do

triclorfom e do diclorvés diminuiu na propor¢do da gravidade da insuficiéncia renal. A

38



atividade da colinesterase plasmdtica foi inibida em 60-80% uma hora apds a
administracdo do triclorfom (DINGEMANSE et al, 1999 apud JOINT FAO/WHO
EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES, 2001).

Em Taiwan, um homem de 54 anos de idade apresentou sintomas de intoxicagao
aguda apds entrar em contato com um inseticida formulado a base de triclorfom. O
homem apresentou dor abdominal e quatro horas apds o surgimento do primeiro
sintoma ele apresentou ndusea severa e vomitos. Um dia apds o inicio dos sintomas o
paciente apresentou febre, calafrios, tontura e fraqueza generalizada. As pupilas
estavam isocoricas (2mm). Durante o periodo de internac@o o paciente apresentou, além
dos sintomas iniciais, irritacdo dérmica (WU; DENG, 2009).

Liu e colaboradores (2003) apud Wu e Deng (2009) relataram um caso de
anemia hemolitica autoimune por anticorpos frios induzido por triclorfom. A paciente
foi uma menina chinesa de seis anos de idade tratada com 5 g de um inseticida
formulado a base de triclorfom diluido em 4gua para combater piolhos. No dia seguinte
a exposicdo a paciente apresentou tontura, fadiga e dor abdominal intermitente.
Desenvolveu posteriormente ictericia, com urina de cor escura e febre alta.

Jamnadas e Thomas (1979) descrevem um caso de envenamento por triclorfom
em um menino de oito anos de idade. A intoxicagdo ocorreu apds a ingestdo da dose
terapéutica de um medicamento formulado a base de triclorfom recomendado para o
tratamendo de esquistossomose. A crianca deu entrada em uma clinica local
apresentando vOmitos, transpiragdo profusa e salivagdo excessiva. Também foi
observada miose, bradicardia e fasciculacio muscular ao redor da boca e nas
panturrilhas do paciente. Os niveis de pseudocolinesterase estavam marcadamente
reduzidos. A crianga apresentou melhora apds tratamento com atropina, fato que,
juntamente com o quadro clinico geral e a reduc¢do dos niveis de pseudocolinesterase,
indicaram envenenamento por organofosfato.

Aden-Abdi et al (1990) realizaram estudo para avaliar, dentre outros aspectos, 0s
efeitos colaterais decorrentes da ingestdo de um medicamento a base de triclorfom para
tratamento da esquistossomose. Dezesseis voluntarios suicos do sexo masculino com
idades entre 20-49 anos (média de 31 anos) e pesos variando de 62 a 90 quilos (média
74 kg) participaram do estudo. Todos os individuos eram ndo fumantes e gozavam de
boa saude. Nos sete dias que antecederam o estudo nao foi permitido o uso de qualquer
tipo de droga. Dos 16 voluntarios, 11 apresentaram efeitos colaterais como nduseas,

vOmitos, dores abdominais, diarréia, dor de cabeza e tontura.
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Um homem de 50 anos de idade foi achado morto em um cemitério,
apresentando sialorréia. Baseando-se nos achados da necrdpsia e nos resultados da
andlise toxicoldgica, os autores do estudo assumiram como causa da morte a
intoxica¢do aguda provocada pela ingestdo de triclorfom e metidatiom (ARAO et al,
2002).

Uma paciente de 19 anos de idade desenvolveu um quadro colinérgico agudo
apoés a ingestdo intencional de triclorfom (80%) e propoxur 1% (carbamato). Dois dias
apés a tentativa de suicidio a paciente desenvolveu sindrome intermedidria, com
comprometimento dos musculos proximais dos membros e dos musculos respiratorios,
havendo necessidade de ventilacdo mecinica (KARADEMIR; ERTURK; KOCAK,
1990).

Na Tanzania, 63 criangas (54 do sexo masculino e 09 do sexo feminino) com
idades varando de 07 a 18 anos foram submetidas a um tratamento para
esquistossomose com metrifonato (triclorfom). As criangas foram distribuidas
aleatoriamente em trés grupos e as doses foram administradas oralmente e ajustadas de
acordo com o preso corporal (7,5; 10,0 e 12,5 mg/kg). Cinco criangas apresentaram
sintomas de intoxica¢do aguda apds o tratamento, e os sintomas reportados foram dor
abdominal, vOmito, tontura, ndusea e tremores. Algumas horas apds a medicacdo a
colinesterase plasmdtica foi quase que completamente inibida, independente da dose
administrada, e a colinesterase eritrocitaria foi inibida em 40-60% (comparada aos
niveis pré-tratamento), e essa variacdo foi dose-relacionada (PLESTINA; DAVIS;
BAILEY, 1972).

Em um hospital localizado na Austrdlia um paciente apresentou tremores,
hipotensdo e diarréia severa ao dar entrada na unidade. Os sintomas foram atribuidos a
exposicao cronica a baixas doses de triclorfom (ROBERTS et al, 2005).

De Freitas e colaboradores (1990) relataram um caso de exposi¢do ocupacional
ao triclorfom onde um homem apresentou, 24 horas apds o envenenamento, vOmitos e
diarréia por varios dias. Trés meses depois ele desenvolveu neuropatia periférica.

Diversos estudos descrevem parkinsonismo em individuos apds exposi¢ao aguda
a agrotoxicos organofosforados (DAVIS; YESAVAGE; BERGER, 1978; BHATT;
ELIAS; MANKODI, 1999; MULLER-VAHL; KOLBE; DENGLER, 1999; ARIMA et
al, 2003; KAMEL; HOPPIN, 2004; HANCOCK et al, 2008). A despeito desse fato, a

maioria desses estudos nao foi capaz de discriminar especificamente qual agrot6xico
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organofosforado que levou ao desenvolvimento dos sintomas (KAMEL; HOPPIN,
2004).

Hancock e colaboradores (2008) estudaram 319 casos de Parkinson, comparando
os pacientes desse grupo com 296 controles, composto por 252 parentes proximos aos
casos e os 44 restantes conjuges ou ndo parentes, a fim de determinar uma possivel
relacdo entre a exposi¢do a agrotoxicos organofosforados e a doenca de Parkinson. O
estudo relacionou positivamente o uso de organofosforados a doenga de Parkinson, uma
vez que este agravo estava fortemente relacionado a exposicdo aos agrotoxicos
organofosforados.

Arima et al (2003) descreveram um caso de parkinsonismo apds severa sindrome
colinérgica por exposi¢ao a organofosforados em uma mulher de 81 anos.

Bhatt, Elias e Mankodi (1999) descreveram cinco casos onde os pacientes
apresentaram parkinsonismo apds exposi¢ao a agrotoxicos organofosforados, indicando
que a sindrome representa um efeito toxico da exposi¢do a esses compostos.

Miiller-Vahl, Kolbe e Dengler (1999) descreveram uma tentativa de suicidio,
onde um homem de 56 anos ingeriu uma quantidade desconhecida de um agrot6xico
organofosforado, desenvolvendo uma sintomatologia compativel com quadro de
sindrome colinérgica, seguida por parkinsonismo severo. O estudo levou a conclusdo de
que o parkinsonismo deve ser considerado uma seqiiela de intoxica¢do aguda por
organofosforados, mesmo ap6s a reversao da sindrome colinérgica.

Em um estudo de caso, Davis, Yesavage e Berger (1978) relataram uma
exposi¢ao ocupacional de um agricultor que aplicava agrotéxicos organofosforados em
diferentes culturas com auxilio de avido. O paciente ja havia apresentado inimeros
episddios de intoxicacdo aguda a organofosforados, estando cronicamente exposto a
esses compostos. Tais achados levantaram a hipétese de relacdo entre o parkinsonismo e
organofosforados, onde a exposicdo ocupacional pode estar relacionada a um maior
risco de desenvolvimento da doenca.

Tais estudos fortalecem a evidéncia epidemioldgica de que a exposi¢do a
agrotoxicos organofosforados deve ser considerada um fator de risco para a doenga de

Parkinson e o parkinsonismo.
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4.5.4 Sindrome Intermediaria

Outra manifestacio da intoxicacdo por organofosforados € a sindrome
intermedidria, descrita como uma complicacdo tardia em alguns casos de severa
intoxicacdo aguda (SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; RAY; RICHARDS, 2001).
Acredita-se que a sindrome intermediaria seja resultado da dessensibilizacao dos
receptores colinérgicos em virtude da persisténcia da acetilcolina na juncio
neuromuscular (KAMEL; HOPPIN, 2004; JAYAWARDANE et al, 2008).

Os sintomas aparecem entre 24 e 96 horas apdés o quadro colinérgico
desencadeado por organofosforados e duram varios dias. Observacdes clinicas incluem
fraqueza e paralisia muscular que afeta predominantemente os musculos flexores do
pescoco, musculatura dos membros e musculos respiratorios, podendo haver faléncia
respiratdria aguda (SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; PELEGRINO et al, 2006).

Uma mulher de 19 anos de idade foi hospitalizada apds ter ingerido 20 g de
triclorfom em uma concentracio de 80% e 20 g de propoxur 1% (carbamato). A
paciente apresentou sindrome colinérgica e confusdo mental. Aproximadamente 40
horas apés a tentativa de suicidio, a paciente apresentou dificuldade respiratdria, sendo
realizada traqueostomia. A paciente apresentou fraqueza dos musculos respiratorios,
havendo necessidade de ventilagdo mecanica por 07 dias, além de fraqueza dos
musculos proximais dos membros e diminuicdo dos reflexos dos tenddes. A paciente
permaneceu internada por 19 dias, tendo desenvolvido severa pneumonia

(KARADEMIR; ERTURK; KOCAK, 1990).

4.5.5 Polineuropatia retardada

A polineuropatia retardada induzida por organofosforados (OPIDP -
organophosphate-induced delayed polyneuropathy) é uma neuropatia motora distal
decorrente da exposicao a alguns organofosforados e caracterizada pela degeneracao de
axonios com desmielinizacao secundaria nos sistemas nervosos central e periférico
(SHEETS et al, 1997; RAY, 1998; KELLNER; SANBORN; WILSON, 2000; VIDAIR,
2004; LOTTI; MORETTO, 2005; DOHERTY, 2006; PELEGRINO et al, 2006;
BJORLING-POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008).

A inducdo da neuropatia tardia parece estar associada a inibi¢do de uma

carboxiesterase neuronal, a esterase neuropatica alvo (NTE - neuropathy target
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esterase) (SHEETS et al, 1997; RAY, 1998; McCONNELL et al, 1999; VIDAIR, 2004;
LOTTI; MORETTO, 2005; DOHERTY, 2006; PELEGRINO et al, 2006; BIORLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008). O mecanismo de inibicdo da NTE
pelos compostos organofosforados envolve a fosforilagdo da NTE seguida pela perda do
potencial de reativagdo da enzima, onde a clivagem de um grupo ligado ao fésforo
resulta em um residuo fosforil ionizado. Acredita-se que esse residuo fosforil liga-se a
membrana neural, causando a neuropatia tardia (LOTTI et al, 1993). A inibicdo dessa
enzima presente no sistema nervoso pode resultar em danos permanentes (JOHNSON,
1990; MOSER et al, 2004; LOTTI; MORETTO, 2005).

O quadro neuroldgico subsequente a inibi¢do da NTE ocorre entre 1 e 4 semanas
apds uma dnica exposicao a compostos organofosforados, quando os sintomas cldssicos
da sindrome colinérgica ja diminuiram ou desapareceram (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1996; RAY, 1998;
McCONNELL et al, 1999; LOTTI; MORETTO, 2005; PELEGRINO et al, 2006).
Casos humanos dessa neuropatia t€m sido observados majoritariamente como
conseqii€éncia de severa intoxica¢do aguda (RAY; RICHARDS, 2001).

Os sintomas cldssicos da polineuropatia retardada incluem dor, formigamento de
pés e maos, seguido de perda da sensibilidade, fraqueza muscular progressiva,
espasmos, hiperreflexia e ataxia que pode evoluir para uma paralisia flacida,
estendendo-se para as extremidades dos membros superiores e inferiores, com perda da
coordenag¢do motora. Mesmo quando a lesdo nos nervos periféricos se estabiliza, danos
a medula espinhal podem persistir com quadros espdsticos, ataxia ou quadriplegia.
(SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; CARVALHO, 1993; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1996; MOSER et
al, 2004; LOTTL, MORETTO, 2005; PELEGRINO et al, 2006). A recuperagdo pode
levar anos apds o inicio dos sintomas, podendo haver dano residual permanente
(SENANAYAKE; JOHNSON, 1982; SENANAYAKE; KARALLIEDE, 1987; FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1996).

Virios estudos apontam o triclorfom como um importante agente causador de
neuropatia tardia em humanos (RAYNER et al, 1972; SHIRAISHI et al, 1977 apud
WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992; HIERONS; JOHNSON, 1978 apud
WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992; VASILESCU; FLORESCU, 1980;
JOHNSON, 1981; HAYES, 1982 APUD WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992;
SHIRAISHI et al, 1983; VASILESCU; ALEXIANU; DAN, 1984; AKIMOV;
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KOLESNICHENKO, 1985; CSIK; MOTIKA; MAROSI, 1986; BATORA et al, 1988
apud WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992; ABOU-DONIA; LAPADULA, 1990;
DE FREITAS et al, 1990; SHEETS et al, 1997; YASHIMITA et al, 1997; LOTTI,
MORETTO, 2005).

Em aproximadamente 21% dos casos de envenenamento por triclorfom ocorre
polineuropatia tardia, sendo a maioria dos casos apds a recuperacdo dos efeitos agudos
(HAYES, 1982 APUD WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992).

O estudo de Lotti e Moretto (2005) aponta 157 casos confirmados de OPIDP
descritos na literatura cientifica em decorréncia da exposi¢do ao triclorfom (29
tentativas de suicidio, 24 exposicdes acidentais, 18 exposi¢des ocupacionais e 100 ndo
tiveram o tipo de exposi¢do caracterizada). Estes autores destacam que 0s casos
geralmente eram caracterizados por sindrome colinérgica inicial, com duragdo de 4 a 7
dias, seguida por quadro de polineuropatia retardada que surge entre 1-3 semanas. O
envolvimento dos membros superiores foi frequentemente observado. Na evolugdo dos
casos geralmente observa-se melhora dos sintomas nos membros superiores e
agravamento do comprometimento dos membros inferiores. Os sinais predominantes
sdo0: a degeneragdo axonal e reducdo de fibras nervosas.

Em um caso de envenenamento por triclorfom, uma mulher de 21 anos tentou
suicidio ingerindo por volta de 50 ml de uma formula¢do com triclorfom. Ela perdeu a
consciéncia por 8 horas. Duas semanas apds a ingestdo a paciente desenvolveu uma
sensacdo de formigamento em todas as extremidades, seguida de fraqueza nos membros
inferiores e joelhos, caracterizando uma polineuropatia motora (SHIRAISHI et al, 1977
apud WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992).

Em uma tentativa de suicidio apds a ingestdo de uma quantidade desconhecida
de um produto formulado a base de triclorfom (80%), um homem de 20 anos
desenvolveu neuropatia progressiva 2 a 8 semanas apos intoxicagdo aguda. Os sintomas
clinicos eram tipicos de polineuropatia retardada causada por OP (HIERONS;
JOHNSON, 1978 apud WORLD HEALTH ORGNIZATION, 1992).

Um homem de 42 anos entrou em coma profundo apds a ingestao de 100-200 ml
de um produto formulado a base de triclorfom (25%), necessitando de respiracdao
artificial por 37 dias. A AChE plasmatica diminuiu significativamente. Trés semanas
apds a ingestdo o paciente desenvolveu fraqueza profunda nos membros inferiores. A
eletromiografia (realizada aos 40 e 70 dias e apds 04, 06, 09 e 14 meses) indicou

denervacdo nas extremidades inferiores e lesdes moto neuronais periféricas nas
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extremidades dos membros superiores. Vinte € um meses depois do envenenamento
houve uma pequena melhora na mobilidade e o paciente foi capaz de andar sozinho por
uma pequena distincia (BATORA et al, 1988 apud WORLD HEALTH
ORGNIZATION, 1992).

Akimov e Kolesnichenko (1985) apud World Health Organization (1992)
examinaram as mudancas morfolégicas no sistema nervoso de 14 pacientes que
morreram de envenenamento agudo por um produto formulado a base de triclorfom.
Eles encontraram congestdo nos vasos sanguineos com edema perivascular e
degeneracdo das fibras de coldgeno e elastina das paredes vasculares. Mudancgas
celulares difusas tais como alteragdes de inchaco e isquémicas foram encontradas no
cérebro, medula espinhal e ganglios vegetativos. Houve destruicdo moderada nas
bainhas de mielina nas colunas laterais da medula espinhal e nos pedinculos cerebrais, e
mudangas estruturais nos axoénios dos nervos periféricos.

Csik, Motika e Marosi (1986) reportaram 09 casos de neuropatia tardia apds
intoxicagdo por triclorfom. Durante os anos de 1971 a 1983 foram observados 70 casos
de intoxicagdo por triclorfom (representados majoritariamente por tentativas de
suicidio). Destes, 25 foram reexaminados no ano de 1984. Quatro pacientes
apresentaram parestesia e fraqueza nas maos de dois a trés meses apds o
envenenamento, porém durante a reavaliacdo ndo apresentaram sintomas. Outros oito
pacientes apresentavam um quadro severo de polineuropatia tardia. De 1,5 a 09 anos
apos a intoxicagdo, 07 pacientes apresentavam dificuldades de dorsiflexdo, distirbios de
marcha, atrofia dos musculos distais, especialmente nos membros inferiores, e
hiporreflexia do tendao de Aquiles. A eletromiografia revelou acentuada denervacao
distal nos musculos dos membros inferiores. Um paciente apresentava reflexo patelar
marcante, clonus patelar e sinal de Babinski dois anos apds o envenenamento; seus
membros inferiores apresentavam acentuada espasticidade, deixando o paciente
praticamente incapaz de andar. Dos pacientes reexaminados, 36% (n=09) apresentavam
severos sinais residuais de polineuropatia tardia, principalmente do tipo motor distal.
Em um dos casos os sinais de lesdo no SNC persistiram.

Um caso de neuropatia provocada por um produto formulado com o ingrediente
ativo triclorfom foi descrito por Vasilescu e Florescu (1980). Uma mulher de 33 anos se
intoxicou apds manusear um composto a base de triclorfom em um ambiente fechado,
sem ventilacdo adequada. As possiveis vias de absor¢do foram a inalatéria e/ou a

dérmica. Duas semanas apds a exposi¢do a paciente apresentou parestesia e fraqueza
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motora distal, principalmente nos membros inferiores. Ainda foram observados
dificuldades na dorsiflexdo e hipotonia muscular. A paciente ndo conseguia se
locomover sem auxilio. O déficit motor foi acompanhado por auséncia de reflexos no
tenddo de Aquiles. Os dados clinicos e eletrofisiol6gicos apontam para uma neuropatia
motora distal que pode ter como causa principal a degeneracdo neuronal e axonal,
corroborando com os estudos de Vasilescu (1979).

Shiraishi e colaboradores (1983) descreveram trés casos de polineuropatia tardia
em decorréncia da intoxicaca@o por triclorfom. Todos os casos apresentaram um estagio
inicial de encefalopatia aguda, seguido por uma recuperacdo sem sintomas residuais e,
finalmente, duas a trés semanas apds O envenenamento, OS pacientes apresentaram
neuropatia tardia. A avaliacdo histolégica do nervo sural mostrou altera¢des axonais em
todos os casos.

No primeiro caso descrito por Shiraishi e colaboradores (1983), uma mulher de
21 anos de idade ingeriu intencionalmente 50 ml de um produto formulado a base de
triclorfom. Ela foi encontrada inconsciente, tendo recobrado os sentidos oito horas apds,
sem apresentar sintomas residuais. Duas semanas depois, ela apresentou formigamento
nas extremidades e fraqueza nas pernas. Quatro meses apds o incidente o exame
neurolégico revelou paralisia fldcida com atrofia muscular moderada na porc¢do distal
dos membros inferiores e hiporreflexia do tenddao de Aquiles.

No segundo caso de polineuropatia tardia descrito por Shiraishi e colaboradores
(1983), uma mulher de 50 anos de idade ingeriu aproximadamente 60 ml de uma
solugdo a base de triclorfom em uma tentativa de suicidio. Ela foi encontrada
inconsciente e 10 horas apds nao apresentava sintomas de intoxicag¢do. Catorze dias
apods o episddio ela apresentou formigamento e fraqueza muscular nas extremidades do
corpo. A fraqueza muscular progrediu lentamente e foi mais severa nos membros
inferiores. A sensacdo de formigamento permaneceu na por¢do distal das extemidades
dos membros. O exame neuroldgico realizado 45 dias apds a intoxicagdo demonstrou
paralisia flacida e atrofia muscular nas extremidades. Foram constatadas diminui¢c@o dos
reflexos radial e patelar e hiporreflexia do tenddo de Aquiles. Uma leve perda de
sensibilidade foi notada na porcdo distal das extremidades inferiores. Uma bidpsia
realizada nos nervos surais 49 dias apds a ingestdo mostrou redu¢do moderada na
densidade das fibras mielinicas grandes. Nao foram evidenciadas alteracdes na
densidade das fibras mielinicas pequenas e em fibras nao mielinizadas. Houve aumento

na freqiiéncia de fibras mielinizadas mostrando degeneracdo axonal.
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Shiraishi et al (1983) descreveram um terceiro caso onde uma mulher de 42 anos
de idade ingeriu acidentalmente 12 g de um produto formulado a base de triclorfom. Ela
rapidamente perdeu a consciéncia, permanecendo nesse estado por sete dias. Ao
recobrar a consciéncia, a paciente se recuperou quase que completamente, nao
apresentando sintomas residuais. Apds um intervalo de 10 dias, a paciente desenvolveu
uma paralisia flicida em todas as extremidades acompanhada de dor e sensacdo de
queimacgdo. Trés meses apOs a ingestdo, o exame neurolégico revelou quadriplegia
flaicida com atrofia muscular que se manifestou mais severamente nas porcoes distais
das extremidades. A paciente também desenvolveu distirbios sensoriais, bexiga
neurogénica autbnoma e automatismo espinhal. A eletromiografia revelou padroes
neurogénicos no biceps e musculos tibiais anteriores. A bidpsia dos nervos surais
mostrou severa degeneracdo axonal. O histograma das fibras nervosas demonstrou
profunda reducdo das fibras mielinizadas e preservagdo das fibras ndo mielinizadas. Um
ano depois a paciente ainda apresentava espasticidade nas extremidades dos membros
inferiores com reflexo de Babinski positivo.

Yamashita et al (1997) relataram 130 casos de envenenamento em humanos
devido a exposicdo a organofosforados. Destes, 121 foram tentativas de suicidio (31
obitos) e 09 foram exposi¢cOes acidentais, ocorrendo uma morte. Os principais
compostos envolvidos foram fenitrotion (47 casos; 10 mortes), malation (20 casos, 05
mortes), diclorvos (16 casos; 05 mortes), triclorfom (08 casos; 03 mortes) e
fenitrotion/malation (07 casos; 02 mortes). A média de idade dos pacientes foi de 55
anos, com idades variando de 14 a 86 anos. A proporcao homens/mulheres foi de 8:5, e
a mortalidade foi de 25% (32/130). 72 pacientes necessitaram de ventilacdo mecanica.
Outros sintomas de envenemamento por organofosforados nao foram descritos.

Vasilescu, Alexianu e Dan (1984) descreveram 04 casos de envenenamento
acidental por um inseticida formulado a base de triclorfom. Todos desenvolveram
polineuropatia tardia, com neuropatia periférica e manifestagdes piramidais. A
eletromiografia revelou denervacdo dos miusculos distais dos membros inferiores em
todos os pacientes. Nos quatro casos os pacientes apresentaram parestesia nos membros
inferiores, fraqueza muscular, principalmente nas pernas, dificuldades nas dorsiflexdo,
na marcha e hipotonia muscular, além de hiporreflexia do tenddo de Aquiles. Outras
manifestacdes piramidais como o clonus patelar, perda de reflexos cutaneo-abdominais
e sinal de Babinski surgiram em dois ou mais meses apOs a exposi¢do. A estimulagcdo

dos nervos demonstrou falha na transmissao neuromuscular.
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No primeiro caso descrito por Vasilescu, Alexianu e Dan (1984), uma mulher de
19 anos de idade ingeriu 20 g de um inseticida contendo o ingrediente ativo triclorfom.
Trinta minutos apds a ingestdo a paciente apresentou dores abdominais, tontura,
distirbios de visdo, diarréia, vomitos e hipotensdo, permanecendo em estado comatoso
por 01 hora. Apesar da administracdo de tranquilizantes, a paciente ndo conseguiu
dormir por 04 noites e experimentou alucinacdes visuais. Duas semanas apds a
intoxica¢do aguda, paciente apresentou sensa¢do de formigamento e queimacdo na
regido plantar e nos dedos dos pés, impossibilitando-a de andar. Apds a administra¢io
de medicamentos os sintomas desapareceram. Trés semanas apds o envenenamento,
apareceram sintomas como dificuldade de dorsiflexdo e distdrbios na marcha,
dificultando novamente a habilidade de andar. A paciente apresentava hiporreflexia do
tenddo de Aquiles. Também foi observada atrofia muscular nos membros inferiores,
clonus patelar, perda de reflexos cutdneo-abdominais e sinal de Babinski do lado direito.
A eletromiografia revelou denervacdo severa nos membros inferiores, denervacio
parcial nos membros superiores e falha na transmissao neuromuscular.

O segundo caso descrito por Vasilescu, Alexianu e Dan (1984) foi o de um
homem de 22 anos que ingeriu concomitantemente 20 g de um inseticida contendo o
ingrediente ativo triclorfom e 0,5 litros de alcool (brandy). O paciente entrou em um
estado comatoso por 05 dias. Duas semanas apds a intoxica¢do o paciente apresentou
sensacao de formigamento na regido plantar e nos dedos dos pés, que desapareceram
apo6s tratamento. Uma semana depois a neuropatia impedia o paciente de andar. Houve
hiporreflexia do tendao de Aquiles. Seis meses apds a ingestdo do composto, o paciente
apresentava uma neuropatia motora distal (dificuldade de dorsiflexdo, distirbios no
ortostatismo, distirbios de marcha, hiporreflexia do tendao de Aquiles e atrofia dos
musculos distais, predominantemente nos musculos dos membros inferiores) e
manifestagdes piramidais nos segmentos proximais (clonus patelar, perda de reflexos
cutaneos-abdominais e espasticidade muscular). O paciente foi acometido ainda pelo
fenomeno de Raynauld nos membros inferiores (distalmente) com aumento da
transpiracdo nos membros superiores e inferiores. Durante um ano e meio o paciente
submeteu-se a fisioterapia e reabilitacdo intensivas, mas alguns sintomas como fraqueza
nos membros inferiores persistiram, apesar de terem apresentado redugao.

Em um terceiro caso, Vasilescu, Alexianu e Dan (1984) reportaram o caso de
uma mulher de 32 anos de idade que se intoxicou com aproximadamente 25 g do

composto. A paciente permaneceu em estado comatoso por quatro dias. Duas semanas
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apos a exposicdo ela desenvolveu parestesia dos membros inferiores e sensacdo de
formigamento na planta dos pés. Apds outras duas semanas a paciente apresentou sinais
de neuropatia periférica (dificuldades na marcha, dificuldade de dorsiflexdo,
hiporreflexia do tenddo de Aquiles, fraqueza nos membros superiores e inferiores,
principalmente nas regides distais do corpo, e fendmeno de Raynauld nos membros
inferiores, principalmente nas extremidades). Seis meses apds a intoxicagdo a paciente
apresentou manifestacdes piramidais como redugdo dos reflexos cutaneo-abdominais.

Um homem de 38 anos se intoxicou apds ingerir aproximadamente 20 g de
inseticida a base de triclorfom. Uma semana apds o envenenamento o paciente foi
admitido em um hospital com gastrite aguda induzida pelo composto. Cinco semanas
apds a intoxicagdo o paciente desenvolveu neuropatia periférica (membros inferiores),
com dores na panturrilha. Ele apresentava dificuldades para se locomover e
hiporreflexia do tenddo de Aquiles. Duas semanas apds a ingestdo o paciente apresentou
clonus patelar (VASILESCU; ALEXIANU; DAN, 1984).

Um grande nimero de neuropatias induzidas por triclorfom ocorridas na antiga
Uniao Soviética tém sido discutidos. Doses estimadas de triclorfom de 200 a 500 mg/kg
estavam relacionados a um quadro colinérgico agudo mais grave, durando de 4 a 7 dias,
com fnicio entre 1-3 semanas. Dados eletrofisioldgicos e histopatoldgicos (quando
disponiveis) eram consistentes com OPIDP. O envolvimento dos membros superiores
foi freqlientemente observado. Em vérios casos houve melhora na neuropatia dos
membros superiores com desenvolvimento simultineo de espaticidade nos membros
inferiores (JOHNSON, 1981).

Vinte e quatro horas ap6s exposicdo ocupacional ao triclorfom, um agricultor de
69 anos apresentou sintomas de intoxicacdo aguda por varios dias. Trés meses depois
ele desenvolveu polineuropatia sensitivo-motora, com parestesias e fraqueza nos
membros inferiores, levando-o a andar amparado. Concomitantemente ele desenvolveu
a mesma sintomatologia nas maos, dificultando-o no segurar dos objetos. O exame
neurolégico revelou amiotrofia dos interésseos das maos, com flexdo dos dedos. A
marcha era do tipo escarvante bilateral. A forca estava diminuida nas extremidades dos
quatro membros, com predominio da musculatura extensora. Os reflexos superficiais e
profundos estavam abolidos, exceto os tricipitais. Havia diminui¢do das sensibilidades
tatil, térmica e dolorosa dos joelhos e dos cotovelos para baixo. A sensibilidade
profunda estava abolida nos membros inferiores. A eletromiografia evidenciou aumento

da atividade de poés-inser¢do, com quadro mais intenso nos muscluos distais. As

49



velocidades de condugdo nervosa motoras e sensitivas estavam bem reduzidas nos
nervos dos membros inferiores (mais de 50% de reducdo) e menos nos nervos dos
membros superiores, com sinais de denervacdo. A biopsia do nervo sural mostrou
degeneracdo axonal e transformacdo granular do axoplasma com perda dos
neurofilamentos e neurotibulos e mitocondrias degeneradas. Foram também observados
macréfagos contendo no citoplasma material eletrodenso fagocitado, sugerindo
desturicao completa dasfibras, inclusive da mielina. O exame de fibras isoladas mostrou
fibras mielinicas de grande calibre fragmentadas e retraidas, caracterizando degeneragao
Walleriana (DE FREITAS et al, 1990).

Roberts e colaboradores (2005) descreveram um caso de polineuropatia tardia
em um paciente, cinco semanas apds um quadro colinérgico agudo em decorréncia a
exposicao cronica a baixas doses de triclorfom.

Polineuropatia retardada progressiva foi descrita em um homem em 2-8 semanas
apos a ingestdo de uma grande quantidade de um OP formulado a base de triclorfom.
Apds envenenamento agudo o paciente apresentou sintomas tipicos de neuropatia
causada por OP (HIERONS; JOHNSON, 1978).

Rayner et al (1972) evidenciaram alta incidéncia de hiporreflexia do tenddo de
Aquiles em trabalhadores expostos cronicamente a OPs, inclusive o triclorfom,
sugerindo que a avaliacdo do reflexo desse tendao possa ser utilizado como um dos
parametros de avaliacdo de intoxica¢do decorrente de exposi¢des prolongadas.

Estudos desenvolvidos por Sheets et al (1997) para avaliar efeitos subcronicos
de seis OP evidenciaram que o triclorfom € responsdvel pela ocorréncia de
desmielinizacdo das raizes dos nervos espinhais, todavia sem comprometimento dos
axoOnios. Essa caracteristica da lesdo merece estudos mais acurados, uma vez que
diferencia-se do mecanismo usualmente presente na fisiopatologia da polineuropatia

retardada, onde a les@o dos axonios esta presente.

4.5.6 Estudos experimentais de neurotoxicidade

4.5.6.1 Estudos de Neurotoxicidade

Estudos neuroquimicos

Um estudo de neurotoxicidade dosou as colinesterases plasmadtica e cerebral e a

esterase neuropdtica alvo cerebral (NTE) em trés diferentes linhagens de galinhas.
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Galinhas Babcock foram tratadas com 800 mg/kg de fosfato de triortocresil (TOCP) ou
80mg/kg de triclorfom. Todas as aves receberam uma dose oral tinica dos compostos
entre 8 e 9h. O grupo tratado com TOCP apresentou 82% de inibicado da NTE cerebral
quando comparado com o grupo controle, e nenhuma ave exibiu sintomas clinicos de
neuropatia tardia induzida por organofosforado (OPIDIN). As galinhas da linhagem Hy-
line w36 receberam 1600 mg/kg TOCP e apesar da alta dose, a inibicdo de NTE
cerebral foi similar a apresentada pelas galinhas Babcock. Galinhas Isabrown receberam
1600 mg/kg TOCP ou 80 mg/kg triclorfom. Em 36h todas as galinhas tratadas com
triclorfom apresentaram de 80 a 90% de inibicAo da colinesterase plasmatica e
cerebral, quando comparado ao grupo controle. No entanto, a NTE cerebral estava
inibida menos de 20% e ndo foram observados sinais de OPIDIN. Todas as galinhas
isabrown testadas apresentaram mais que 80% de inibicao da NTE cerebral enquanto
que uma delas exibiu sinais claros de OPIDIN, e duas ficaram totalmente paralisadas. O
autor informa que esses dados sugerem que a linhagem da galinha foi importante no
aparecimento do OPIDIN. Além disso, que 70-80% de inibicdo da NTE foi necessaria,
mas ndo suficiente para produzir OPIDIN em galinhas, uma vez que as galinhas
babcock e hy-line w36 exibiram 70-80% de inibicdo de NTE sem sinais clinicos de
OPIDN (HONORATO DE OLIVEIRA et al, 2002).

Abdelsalam (1999) avaliou o potencial neurotéxico do triclorfom, fosmete,
diclorvos, fosfamidon e coumafés através de da inibicao da atividade NTE cerebral em
galinhas adultas. O leptofés foi usado como agente neurotoxico de referéncia. Todos os
compostos foram administrados em dose tnica alta via oral e as atividades da NTE e
da AChE foram medidas 24h e 6 semanas depois. Todos os compostos produziram
sinais colinérgicos severos associados com inibi¢do da AChE > 80% em 24 h. Por outro
lado, a atividade da NTE cerebral foi inibida 86% pelo leptofos € em menor extensao
pelo triclorfom (76%), fosfamidon (74%), coumafds (70%) e diclorvés (70%). No
entanto, nenhum dos compostos produziu neurotoxicidade tardia clinica como
observado com o leptofés. O autor concluiu que o triclorfom, fosfamidon, coumafés e
diclorvés sdo potencialmente neurotéxicos devido as suas capacidades de inibir a
atividade da NTE cerebral, mas o alcance de inibi¢do necessdria para o
desenvolvimento de neurotoxicidade tardia clinica (> 80%) provavelmente ndo ocorreu
com esses compostos devido as suas atividades colinérgicas severas.

Um estudo realizado por Xie et al (1998) comparou a concentracdo tecidual do

dipterex (ingrediente ativo: triclorfom) e a inibi¢do da NTE entre grupos de galinhas
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(n=8), que foram tratados, por via oral (vo), intravenosa (iv) ou subcutanea (sb), com o
inseticida dipterex. A concentracdo tecidual do dipterex no grupo sc foi maior que nos
grupos expostos via iv e vo. Quando expostos subcutaneamente, a concentragao tecidual
do dipterex foi maior no cérebro, cordao espinhal e musculos pelas 3h subsequentes.
Apoés a exposicdo intravenosa e oral, o dipterex estava disperso em varios tecidos.
Todas as galinhas tratadas com dipterex apresentaram sinais de neurotoxicidade aguda
15 min apds a exposi¢do. As galinhas expostas por via iv se recuperaram da intoxicagao
dentro de um periodo de 3h, e as galinhas expostas oralmente recuperaram-se em 6 h,
enquanto as galinhas tratadas subcutaneamente recuperaram-se apds 24h do tratamento.
Uma galinha do grupo sc exibiu sequelas neuroldgicas agudas. Nao foram observadas
diferencas na atividade de NTE entre o cérebro e o cerebelo. No cérebro e no
mesencéfalo, a atividade de NTE no grupo vo foi menor que no grupo tratado por via
iv e sc, e nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos iv e sc. No cerebelo, a
inibicdo da atividade no grupo sc¢ foi maior que nos grupos iv e vo. Esses resultados
indicam que o tratamento com dipterex por via sc resulta em uma maior
neurotoxicidade quando comparado com o tratamento por via iv e vo.

Varsik et al (2005) realizaram um estudo de neurotoxicidade com codornas
(Coturnix coturnix japponica). Neuropatia periférica foi induzida nos animais apds
exposi¢do cronica a OP. Apds 04 semanas, 0s animais apresentaram oS primeiros
sintomas de envenenamento pds OP (apatia, diarréia). Durante o segundo més de
administracdo didria da substincia téxica, uma aparente neuropatia periférica e
autonoma com ataxia foi desenvolvida. Distirbio téxico do sistema nervoso foi
confirmado pelo exame do potencial somatosensorial cortical e espinhal (SEP)
produzido apds estimulacdo do nervo tibial. O prolongamento do tempo de condugdo
periférica confirmou a les@o nervosa periférica. Os autores sugerem que essas alteracoes
eletrofisioldgicas e clinicas reveladas por distirbios do sistema nervoso sdo causadas
pelo fluxo axonal vagaroso e parado, transporte de proteinas e outras substancias, bem

como demielinizacdo do axonio.

Estudo neuro-comportamental

Sheets et al (1997) realizaram um estudo para avaliar os efeitos neurotoxicos de
seis organoforforados (sulprofos, disulfoton, azinphos-methyl, metamidofés, triclorfom
e tebupirimfés) em ratos FISHER 344. Os animais, separados em grupos com 4 niveis

de doses, receberam os OP através da dieta durante 13 semanas. Para cada estudo, 12
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ratos/sexo/nivel de dieta participaram do teste de comportamento, onde foi usado o teste
bateria observacional funcional (FOB), medida da atividade automdtica e observacgoes
clinicas detalhadas, e metade dos animais foram perfundidos para avaliacdo
microscopica dos tecidos neurais e nervosos. Grupos separados de animais satélites
(6/sexo/nivel de dieta) foram usados para medir o efeito do tratamento sobre a atividade
da colinesterase cerebral (ChE), eritrocitaria (RBC) e plasmdtica. Os resultados
mostraram que a medida da atividade da ChE foi o indice de exposi¢do mais sensivel e
ajudou na interpretacdo dos achados. O autor sugere que os achados neuro-
comportamentais relacionados ao tratamento foram atribuidos a toxicidade colinérgica,
ocorrendo em niveis que produziram mais que 20% de inibicdo da atividade

colinesterdsica plasmatica, eritrocitdria e cerebral.

Estudos in vitro

Um estudo realizado por Ehrich et al (1997) demonstrou linhagens de células
neuroblastoma (SH-SY5Y humana e NB41A3 murina) que podem ser usadas para
diferenciar os OP neuropdticos (i.e., aqueles que inibem a NTE e causam neuropatia
tardia induzida por organofosforados) e os OP neurotéxicos agudos (i.e., aqueles
altamente capazes de inibir a AChE). Esses experimentos demonstraram que a
capacidade para inibir a AChE foi 100x maior que a capacidade para inibir NTE por
téxicos agudos, OP neuropdticos (paraoxon e malaoxon) em ambas as linhagens
celulares. A inibicdo da AChE foi maior que a inibi¢do do NTE para os OP que sdo
mais provaveis de causar efeitos neurotoxicos agudos in vivo (clorpirifés-oxon,
diclorvos e triclorfom). Em contraste, a concentracdo de inibicdo da AChE e NTE
coincidiu com os OP que causam neuropatia. Por exemplo, o valor de IC50 aparente
para a inibi¢dao de NTE foi menor que 9,6-vezes que o valor IC50 aparente para inibi¢ao
da AChE quando as células foram expostas a OP indutores de neuropatia. Em todos os
casos, a inibi¢do da esterase ocorreu em concentragdes menores que aquelas necessarias
para citotoxicidade. Esses resultados sugerem que as linhagens celulares de
neuroblastoma humana e murina podem ser consideradas um modelo in vitro ttil para

distinguir OP neurotoxicos inibidores de esterase.

4.5.6.2 Estudos de Neurotoxicidade do Desenvolvimento

Cobaias
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Berge et al (1986) avaliaram os efeitos da exposicdo pré-natal ao triclorfom
sobre o cérebro de cobaias. Grupos de 10 cobaias fémeas brancas receberam seis doses
de 100 mg triclorfom/kg por gavagem entre os dias 36-38 e 51-53 de gestacdo. Um
grupo controle foi formado com sete fémeas e todos os animais deram a luz
naturalmente. O niimero de abortos e fetos nascidos mortos estava aumentado e o peso
corporal fetal estava diminuido nos animais pertencentes a todos os grupos tratados com
triclorfom. Os filhotes das maes tratadas desenvolveram distirbios locomotores e
tremores. Foi realizada a necrépsia dos animais nos dias 2-3 pds-natal e o peso total do
cérebro, cerebelo, medula, cortex cerebral, hipocampo, tdlamo e coliculo estavam
reduzidos. O cerebelo apresentou redugcdo das camadas moleculares e granulares
externas, com auséncia regional das células de Purkinge. As atividades das enzimas
neurotransmissoras AChE e glutamato carboxilase no cerebelo estavam
diminuidas quando comparado com o grupo controle (BERGE et al, 1986).

Mehl et al (1994) realizaram um estudo para avaliar o efeito do triclorfom e
outros organofosforados sobre o desenvolvimento pré-natal do cérebro de cobaias. As
cobaias receberam os seguintes OP entre os dias 42 e 46 de gestacdo: triclorfom,
diclorvés (metabdlito do triclorfom), dimetoato, somam, triortocresilfosfato (TOCP) e
andlogo dietoxi-triclorfom (O, O-diethyl 2,2,2-trichloro-1-hydroxyethylphosphonate,
ethyl-trichlorfon). Foi realizada andlise dos filhotes ao nascimento, na qual se observou
severa reducdo do peso do cérebro dos animais expostos ao triclorfom e diclorvoés.
Essa reducdo do peso foi mais pronunciada no cerebelo, na medula oblongata, no
tdlamo/hipotdlamo e na lamina quadrigémina. O efeito foi menos marcante no cortex
cerebral e hipocampo. Uma vez que o somam, um potente anticolinesterasico, e TOCP,
um inibidor da NTE, ndo apresentou qualquer efeito, excluindo que a hipoplasia
cerebral possa ter sido causada pela inibi¢ao dessas duas enzimas. Além disso, a falta de
efeito com o etil-triclorfom pode ajudar na elucidagdao do envolvimento do triclorfom na
formacgdo da hipoplasia. Sugere-se que a alquilacdo do DNA pode estar envolvida no
desenvolvimento da lesdo. Portanto, a possivel consequéncia de um efeito teratogénico
causado pelo triclorfom e diclorvos para os humanos deve ser discutida.

Hjelde et al (1998) realizaram um estudo de neurotoxicidade do
desenvolvimento para avaliar a dose e o periodo de exposi¢cdo de maior sensibilidade
responsavel por produzir hipoplasia cerebral em filhotes de cobaias expostos durante a
gestacdo. Diferentes doses de triclorfom foram administradas as cobaias durante 3 dias

consecutivos da gestacdo, em diferentes periodos, via subcutdnea ou por entubagdo
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géastrica. Os filhotes foram sacrificados imediatamente apds a cesdrea, e diferentes
regides do cérebro foram dissecadas e pesadas. Os resultados mostraram que a dose
minima necessaria por trés dias consecutivos ¢ de 100mg triclorfom/kg, e que para o
cerebelo o periodo mais sensivel foi do dia 42 a 44 de gestagdo e para o cortex cerebral
o periodo gestacional mais vulnerdvel foi do dia 48 a 50 de gestacdo. A substancia pode
ser administrada por via oral ou subcutinea e quase todas as regides do cérebro
apresentaram redugdo de peso. O cerebelo foi a regido mais vulnerdvel, mas a medula e
o hipotdlamo também apresentaram acentuada reducdo do peso. O mecanismo
responsdvel por esse efeito teratogénico, até o momento desse estudo, ainda ndo era
conhecido, mas o autor especulou sobre a alquilacio do DNA ou que efeitos sobre o
mecanismo de reparo podiam ser os responsaveis.

E sabido que o tratamento de cobaias gravidas com triclorfom do dia 42 de
gestacdo ao dia 47 de gestacdo, periodo de répido crescimento cerebral e de
desenvolvimento das células granulares cerebrais, causa hipoplasia cerebelar nos
filhotes. Um estudo de neurotoxicidade in vitro foi realizado por para verificar qual o
fator € responsavel pela hipoplasia cerebral em cobaias apds a exposi¢ao ao triclorfom.
Células granulares de ratos morreram apds a exposicao in vitro ao triclorfom e diclorvds
por 24h, enquanto que a exposi¢cdo ao tricloroetanol ndo apresentou efeito. No entanto,
quando as células foram expostas ao triclorfom e diclorvés por 3 horas, somente o
diclorvos apresentou efeito letal indicando que este metabdlito é mais potente que o
triclorfom. Cultura de células granulares cerebelar também € sensivel a outros agentes
alquilantes de DNA tal como metilazoximetanol e sulfonato metilmetano e O6-
benzilguanina; um inibidor especifico e potente da DNA alquiltransferase. Os
compostos organofosforados também causam inibi¢do da alquiltransferase e os efeitos
letais dos compostos testados sobre a cultura de células granulares se correlacionaram
bem como poténcia da inibi¢do. Em sistema teste bacteriano o diclorvés demonstrou ter
forte efeito de alquilagdo do DNA. Os autores sugerem que os resultados indicam que a
alquilacio do DNA e a inibicdo do seu reparo podem contribuir para a hiperplasia
cerebral observada apds a exposi¢do ao triclorfom e diclorvés durante o periodo de
desenvolvimento (MEHL et al, 2000).

Fonnum e Lock (2000) descreveram que as células de Purkinje e as células
granulares sdo os principais alvos no cerebelo para substancias toxicas. As células de
Purkinje estdo entre as maiores células neuronais no cérebro e sdo muito sensiveis a

isquemia, bilirrubina, etanol e difenilidantoina. As células granulares sdo pequenas e
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aparecem como sendo sensiveis a perda da glutationa intracelular, sendo sensiveis a
tiofeno, metilmercurio, acido 2-cloropropionico e ao triclorfom. As células de Purkinje
aparecem no cérebro dos ratos entre os dias 14 e 16 pré-natais, enquanto que as células
granulares aparecem no periodo pds-natal. Ambas as células sdo sensiveis a quimicos
citotoxicos e também a efeitos sobre 0 DNA e seus mecanismos de reparo.

Mehl et al (2007) realizaram um estudo para verificar os efeitos do triclorfom
sobre o desenvolvimento do cerebelo de cobaias. Os animais foram expostos a 125
mg/kg triclorfom do dia 42 ao dia 44 de gestagcdo. O triclorfom causou hipoplasia no
cérebro dos filhotes sem nenhuma reducio significativa do peso corporal. A hipoplasia
pode ter sido causada pelo triclorfom ou pelo seu metabdlito, o diclorvés. Esse periodo
de desenvolvimento coincide com o periodo de crescimento cerebral das cobaias. As
maiores alteracdes ocorreram no cerebelo e o exame realizado através da microscopia
eletronica do cortex cerebelar mostrou o aumento de células mortas por apoptose na
camada de células granulares apds o tratamento com o triclorfom. Também foi
observada reducdo da espessura da camada germinativa externa do cértex cerebelar e
uma quantidade aumentada de células picnéticas e cariorrexia na camada de células
granulares. Observou-se reducdo significativa das atividades da AChE, glutamato
descarboxilase e colina acetiltransferase no cerebelo, indicando uma forte

neurotoxicidade do triclorfom e do diclorvés durante o periodo do desenvolvimento.

Porcos

Tremores congénitos t€m sido descritos em rebanhos nos quais as porcas foram
tratadas com preparacdes contendo triclorfom entre os dias 45 e 63 de gestacdo.
Clinicamente, a sindrome caracterizou-se por ataxia, tremores, pronunciada hipoplasia
do cerebelo e reducdo do tamanho da medula espinhal (WHO, 1992). Essa sindrome foi
reproduzida experimentalmente em porcas que receberam dietas com uma a quarto
doses de 50-100 mg/kg pc/dia do dia 55 de gestacdo ao dia 98 de gestacdo. Os filhotes
apresentaram alta incidéncia de sinais neurolégicos e hipoplasia cerebelar. O exame
histopatoldgico revelou perdas irregulares das células de Purkinje no cerebelo. No
periodo pds-natal, a taxa de aumento do peso do cérebro foi similar a do controle, mas
esses animais nao alcangaram mais que 35 dias de vida pds-natal (KNOX et al, 1978;

POPE et al, 1986; BERGE et al, 1987a,b apud WHO, 1992; 2000).
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O triclorfom, assim como outros compostos organoforforados, tem elevado
potencial neurotoxico. Diversos estudos publicados na literatura cientifica
(HONORATO DE OLIVEIRA et al, 2002; ABDELSALAM, 1999; XIE et al, 1998)
descrevem a capacidade do triclorfom de inibir as atividades da colinesterase
plasmatica, eritrocitaria e cerebral, bem como de inibir a atividade da esterase
neuropatica alvo (NTE). Como conseqiiéncia dessa toxicidade, isto é, desses efeitos
adversos a nivel neuroquimico, o triclorfom pode causar, também, alteracoes
comportamentais (SHEETS et al, 1997), tais como alteragdes significativas nas
sensacdes da visdo, audi¢do, ou tato; alteracdes de reflexos simples e complexos e
funcdes motoras; alteracdes nas fungdes cognitivas tal como aprendizado, memoria ou
atencdo.

Outros estudos publicados pela WHO (2000) e sumarizados na tabela 4
demonstram os efeitos neurocomportamentais do triclorfom. Em um estudo, ratos que
receberam 200mg/kg de triclorfom durante 13 semanas apresentaram diminui¢do da
atividade locomotora e perda da coordenacdo (AVERBOOK; ANDERSON, 1983),
enquanto ratos que receberam 30mg/kg de triclorfom por 3 semanas mostraram
aumento da locomoc¢do (agitacdo) e diminui¢do da capacidade de aprendizado e
velocidade de conducgdo nervosa. Vérios estudos em galinhas demonstraram efeitos
neurotéxicos do triclorfom apds uma tnica dose, sendo fraqueza nas pernas, capacidade
de andar prejudicada e diminui¢do da atividade, os principais efeitos vistos logo apds o
tratamento. Apds a exposicao de macacos a dose unica de 250mg/kg de triclorfom por
dia, foi observado dano na conducdo nervosa quatro semanas apds o tratamento e,
também foram encontradas evidencias histoldgicas de demielinizagdo dos nervos e
degeneragdo axonal.

Estudos in vitro indicam também que o triclorfom em capacidade de causar
efeitos neurotdxicos a nivel anatdmico, como alteragdes nos axdnios (FLASKOS et al,
1999).

Os estudos de neurotoxicidade do desenvolvimento sdo realizados com o
objetivo de revelar dados sobre o potencial prejuizo morfolégico e funcional ao sistema
nervoso central, que podem surgir em filhotes apds a exposicdo materna a substancias
quimicas durante o periodo de gestacdo e/ou lactacdo. Diferentes estudos cientificos
relacionados aos efeitos adversos sobre o neuro-desenvolvimento de cobaias e porcos
expostos ao triclorfom foram publicados (BERGE et al., 1986; MEHL et al, 1994;
HIJELDE et al, 1998; MEHL et al, 2000; FONNUM; LOCK, 2000; MEHL et al, 2007).
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Esses estudos descreveram distirbios locomotores e tremores, diminuicao do peso
total do cérebro, cerebelo, medula, cortex cerebral, hipocampo e talamo, o aumento
de células mortas por apoptose na camada de células granulares do cértex cerebral,
acentuada hipoplasia cerebelar, entre outros efeitos neurotdxicos, em cobaias expostos
ao triclorfom in utero.

BERGE et al (1987a,b apud WHO, 2000) observaram tremor congénito com
marcante hipoplasia cerebelar em porquinhos cujas maes foram tratadas com triclorfom,
e a sindrome foi reproduzida experimentalmente. Os porquinhos expostos in utero a 50-
100 mg/kg de triclorfom por dia apresentaram sinais neuroldgicos e hipoplasia e perda
das células de Purkinje no cerebelo.

O conjunto de dados descritos acima indica que o triclorfom tem elevada
capacidade de causar efeitos neurotéxicos de cardter neuroquimico e
neurocomportamental, danos anatomicos celulares e, principalmente, efeitos

neurotoxicos sobre os animais em desenvolvimento.
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Tabela 4: Resumo dos estudos de neurotoxicidade do triclorfom (adaptado do WHO, 2000)

Espécies Tratamento Resultados Referencias
Ratos 30 mg/kg por via oral Locomogado aumentada, diminui¢do do desempenho no rotor, da capacidade de aprendizado e da | Lehortzky  (1982)  apud
velocidade de condugdo nervosa. WHO, 2000
Ratos 0, 85, 438 ou 2275 ppm na | 2275 ppm: reducdo da atividade motora e locomotora, reposta levemente descoordenada, 30- | Sheets; Hamilton (1995)
dieta durante 13 semanas 80% de inibicdo da AChE cerebral, eritrocitdria e plasmadtica, e demielinizacio da raiz do nervo | apud WHO, 2000
espinhal. 438 ppm: 20-30% da inibigdo da atividade colinesterasica eritrocitdria e plasmatica.
Galinhas 90 mg/kg dose tnica por via | Fraqueza nas pernas por dois dias, ndo teve paralisia tardia. Witter; Gaines (1993) apud
sc WHO, 2000
Galinhas 25-500 mg/kg dose unica por | As aves que sobreviveram a toxicidade aguda do triclorfom nfio apresentaram sinais de | Lorke; Kimmerle (1996)
via oral; ou 75-500 mg/kg via | neurotoxicidade em 6-10 semanas. apud WHO, 2000
1p
Galinhas 100-5000 ppm na dieta por 30 | Perda de peso corporal > 500ppm. Diminui¢cdo de 40-60% da atividade colinesterasica | Lorke; Kimmerle (1996)
dias sanguinea em todas as doses, mas nio foi observado sinais de neurotoxicidade e degeneracdo do | Hobik (1967), FAO/WHO
tecido nervoso. (1972) apud WHO, 2000
Galinhas 200 mg/kg dose tnica por via | Uma galinha morreu 1,5h apés a exposi¢do, quando 46% NTE foi inibido no cérebro e 17% no | Hierons; Johnson (1978)
SC corddo espinhal. apud WHO, 2000
Galinhas Dose unica de 50 e 100mg/kg | Mortes doses-relacionadas somente ap6s dose oral. Todos os tratamentos apresentaram efeitos | Olajos et al (1979) apud
via oral; 50, 100 e 200mg/kg | agudos; ataxia a partir do dia 11-17 ap6s o tratamento. 40-60% diminuicao da NTE cerebral na | WHO, 2000
via sc; ou 200 +100mg/kg via | maior dose por via sc, e 20% <100mg/kg. Alteracdes degenerativas vistas no cerebelo,
sc 3 dias a parte brainstem e estriato em altas doses.
Galinhas 185mg/kg via oral, | Sinais de intoxicacdo aguda sem alterag¢des patoldgicas do tecido nervoso. Thyssen et al (1982) apud
sobreviventes receberam 167 WHO, 2000
mg/kg por mais 21 dias
Galinhas 100 ou 300 mg/kg via SC Marcante inibicdo da atividade da colinesterase plasmadtica, cerebral e corddo espinhal (50- | Slott; Ecobichon (1984)
60%). apud WHO, 2000
Galinhas 100 mg/kg via sc todas as 72h | 10-60% inibicdo da atividade da colinesterase plasmadtica, cerebral e corddao espinhal, e | Slott; Ecobichon (1984)
por seis doses capacidade andar prejudicada. apud WHO, 2000
Galinhas 3, 9 ou 18mg/kg por gavagem | 18mg/kg: Sinais de ataxia e diminui¢do da atividade. Atividade colinesterasica diminuida em | Hayes; Ramm (1987) apud
durante 3 meses todos os grupos, mas sem dano ao tecido nervoso. WHO, 2000
Galinhas Dose tnica (gavagem) de | Sinais agudos de intoxicac¢do, mortes e marcante (90%) inibi¢do da atividade da colinesterase | Bomann; Kaliner (1996)
340mg/kg, 220 mg/kg (-) — | cerebral. <50% inibi¢cdo NTE no cérebro, corddo espinhal e nervo cidtico; nenhuma alteragdo no | apud WHO, 2000
enantiomero, ou 400 mg/kg | andar e no tecido nervoso.
(+) —enantiomero
Macacos 250mg/kg dose tnica por | Fraqueza nas extremidades no dia 24 e defeito na condug@o nervosa no dia 28. No dia 37, | Shiraishi et al (1983) apud

(M. fuscata)

gavagem

demielinizagao do nervo sural e tibial com aumento da degeneracdo axonal.

WHO, 2000

59



4.6 Imunotoxicidade

Os agrotoxicos organofosforados, a exemplo do triclorfom, desregulam o
sistema imune e afetam mecanismos imunoldgicos especificos (humorais) e nao
especificos (celulares). A exposicdo cronica a baixas doses durante periodos
prolongados pode reduzir as respostas imunes humorais. Barnett, 1994 apud Repetto;
Baliga, 1996 demonstrou que os agrotéxicos também reduzem a resisténcia do
hospedeiro a infeccao viral e bacteriana em animais. Essas altera¢des estdo descritas na
Tabela 5.

Os compostos organofosforados tem um efeito imunossupressor sobre os
sistemas celulares dos seres humanos e dos animais (NEWCOMBE, 1992a).

Estudos realizados por Rodgers e colaboradores (1985a, 1985b, 1985c, 1987)
focaram o impacto do metabdlito trialquilfosforotioato O,O,S-trimetilfosforotioato
(OOS-TMP) no sistema imunolégico de roedores. A OOS-TMP apresenta varios efeitos
imunotoxicos. Foi observada uma resposta dose-dependente para supressao da
imunidade humoral e da incapacidade de gerar citotoxicidade em linfécitos T. Também
foram encontradas alteracdes de macrofagos e atividade esterdsica que contribuiram
para o surgimento de doencas pulmonares em ratos.

Em outro estudo, os efeitos imunotéxicos da OOS-TMP incluiram a supressao
da producgdo de anticorpos e de linfocitos T citotéxicos e uma reduc@o na apresentacao
de antigenos por parte dos macréfagos. Investigacdes indicam que a redugdo na
apresentacdo de antigenos e na atividade dos linfécitos T citotéxicos sdo observadas
porque os compostos organofosforados inibem a atividade de enzimas, como diversas
esterases associadas a monocitos, c€lulas exterminadoras naturais e outras células
imunocompetentes (NEWCOMBE, 1992b).

Hermanowicz e Kossman (1984) examinaram a fung¢do de neutréfilos e a
prevaléncia de doengas respiratorias infecciosas em trabalhadores expostos
ocupacionalmente a agrotoxicos organofosforados em estudos epidemioldgicos do tipo
caso-controle. A inibi¢do de colinesterase plasmatica e eritrocitdria foi correlacionada
com diferentes niveis de exposi¢do. Também foi observada uma correlacdo positiva
entre a incidéncia de infeccao e a amplitude da exposi¢ao.

Alguns estudos apresentados na Tabela 5 revelam que a exposi¢do aos
organofosforados reduz significativamente a resisténcia as infec¢des virais, bacterianas

e fungicas e diminui a resisténcia ao crescimento de tumores em animais.
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Tabela 5: Estudos para avaliagcdo da imunotoxicidade de associados ao Triclorfom

Desfecho observado op Espécie .(Vj ade Diregf?lo
exposicao) do efeito
Proliferacdo linfécitos T | carbofenotiona, crufomato, | homem, d
diclorvés, malation, parationa | camundongo, carpa
metilica, mevinfds triclorfom (in vitro)
Atividade de macréfagos, |diclorvos, naled, tetracorvinfos, |homem (in  vitro), | |
neutréfilos e células EN | triclorfom carpa (oral e
dérmica)
Fagocitose de macréfagos | diazinon, EPN, fenitrotion, | camundongo e rato |
fention, triclorfom (oral), carpa
(dérmica)
Resisténcia do hospedeiro | diazinon, EPN, fenitrotion, | camundongo (oral) |{
(células tumorais) fention, triclorfom

SC: subcutanea.
Fonte: Modificado de REPETTO; BALIGA, 1996.

4.6.1 Efeitos Imunotéxicos desencadeados pela exposicao ao Triclorfom

Por ser utilizado no tratamento de ectoparasitas de peixes, existem alguns
estudos dos efeitos do triclorfom nessa espécie. O triclorfom provocou imunosupressao
em peixes expostos a concentracdes de 0,2 e 0,4 mg/L durante 144 horas. Os peixes da
espécie Macrobrachium rosenbergii foram inoculados com o patégeno Lactococcus
garvieae. Alguns pardmetros imunoldgicos com a atividade fagocitica e a
susceptibilidade a infeccdo ao patdgeno estavam diminuidos, indicando efeito
imunosupressor do triclorfom (Chang et al, 2006).

Peixes da espécie Cyprinus carpio foram expostos ao triclorfom (10.000 e
20.000 ppm). Foram observados efeitos sugestivos de imunosupressio como
leucopenia, diminuicdo da capacidade fagocitica de neutréfilos, do indice fagocitico e
dos niveis de lisozimas séricas (SIWICKI et al, 1990).

Outra questdo de crucial relevancia € a transformacgao do triclorfom em diclorvés
no organismo. Consequentemente alguns efeitos imunotoxicos induzidos pelo diclorvos
devem ser considerados quando da avalia¢do do potencial imunotéxico do triclorfom.

Em um estudo in vitro com células de peixes expostas ao triclorfom ou ao
diclorvés foram observados efeitos supressores dose-dependentes (DUNIER; SIWICKI;

DEMAEL, 1991). Em outro estudo in vitro, realizado somente com o diclorvés, foi
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observada uma inibicdo significativa da proliferacdo de células de camundongos
dependentes de interleucina-2 (IL-2) (CASALE et al, 1993).

Em coelhos expostos a doses baixas de diclorvos (40, 20 e 10 vezes abaixo da
DL50), a resposta a vacinacao foi estudada de modo a avaliar a resposta imune humoral
e resposta imune mediada por células. Nos animais expostos ao triclorfom foi observada
uma diminui¢do dos anticorpos séricos de maneira dose-dependente (DESI; VARGA;
FARKAS, 1980). Em estudo anterior ja havia sido observada a diminui¢do da resposta
imune induzida por Salmonella typhi em soro de coelhos expostos ao diclorvés (DESI;

VARGA; FARKAS, 1972).

5. Aspectos regulatdrios — a situacio internacional do registro do triclorfom

Tabela 6: Situacdo Internacional do registro dos produtos a base de triclorfom

Pais Status Regulatério
Alemanha Banido
Austrélia Prioridade 1 para ser revisado devido ao

alto potencial de causar danos a saide
humana e ao meio ambiente

Canada Uso restrito

Outros Fora do Anexo I da Diretiva 91/414/EEC
da Unido Européia.

6. Conclusoes e Recomendacoes

Pela Lei brasileira N° 7.802/89 de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1989), um
agrotoxico pode ter seu registro banido quando: da auséncia de métodos para
desativacdo do produto; da auséncia de antidoto ou tratamento eficaz; quando sdo
teratogénicos, carcinogénicos ou mutagénicos, de acordo com os resultados atualizados
de experiéncias da comunidade cientifica; quando provoca distirbios hormonais ou

danos ao aparelho reprodutor, de acordo com procedimentos e experi€ncias atualizadas
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na comunidade cientifica; que se revele mais perigoso para o homem do que em
animais; e cujas caracterisicas causem danos ao ambiente.

As pesquisas cientificas tém demonstrado que o triclorfom apresenta efeito
téxico sobre diferentes 6rgaos e sistemas em humanos.

O triclorfom tem elevada capacidade de causar efeitos neurotoxicos de cardter
neuroquimico e neurocomportamental, danos anatdomicos celulares e, principalmente,
efeitos neurotdxicos sobre os animais em desenvolvimento gestacional.

O principal mecanismo de neurotoxicidade do triclorfom decorre da inibi¢do da
acetilcolinesterase, enzima essencial para a transmissdao normal do impulso nervoso. A
intoxicacdo aguda por triclorfom induz uma série de efeitos deletérios sobre a satude de
humanos e animais. H4 evidéncias cientificas de que a ac@o do triclorfom sobre a
acetilcolinesterase em mamiferos se manifesta de forma lenta, devido principalmente a
sua biotransformacdo em diclorvés. Como consequéncia, o quadro sintomatoldgico
pode se manifestar mais tardiamente, ap6s um periodo de laténcia, e evoluir de maneira
crescente, mesmo depois de cessada a exposi¢ao.

As manifestacdes clinicas geralmente se relacionam aos efeitos colinérgicos.
Podem ocorrer manifestacbes como vOmito, diarréia, sudorese excessiva, salivacdo,
lacrimejamento, miose, broncoconstri¢do, cdlicas abdominais, taquicardia, dor de
cabeca, tontura, cansaco, ansiedade, confusdo mental e visdo turva. Em casos mais
graves pode ocorrer depressdao do centro respiratorio. Ha registros importantes de casos
de hemolise aguda e comprometimento da fungdo renal decorrentes da exposi¢do ao
triclorfom.

Os efeitos neurotoxicos cronicos provocados pela exposi¢do ao triclorfom
manifestam-se através da inibicdo da esterase neuropdtica alvo que foi observada em
doses abaixo da DLsy. Portanto o triclorfom tem o potencial de causar neuropatia
retardada. Nesta pode haver perda da sensibilidade, fraqueza muscular progressiva,
espasmos, hiperreflexia, ataxia e paralisia flacida que pode se estender para os membros
superiores e inferiores, com perda da coordenacdo motora. Mesmo quando a lesdo nos
nervos periféricos se estabiliza, danos a medula espinhal podem persistir com quadros
espasticos, ataxia ou quadriplegia.

A literatura cientifica mundial tem registrado a ocorréncia de inimeros casos de
polineuropatia retardada associada a exposi¢do ao triclorfom. Estima-se que a
polineuropatia retardada se manifesta em cerca de 21% dos casos de envenenamento por

triclorfom, apds a recuperagdo do quadro sintomatoldgico da intoxicacao aguda.
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Estudos comparativos entre humanos e animais, que desenvolveram intoxicagao
aguda seguida a exposi¢ao ao triclorfom, tém demonstrado que o efeito neurotoxico
desse agrotoxico se manifesta de maneira mais agressiva em humanos do que em
animais, conformando assim uma situagdo passivel de banimento desse ingrediente
ativo no produto no Brasil, conforme destaca a Lei 7.802/89.

Os estudos experimentais encontrados na literatura cientifica apontam que o
triclorfom, assim como o diclorvés, seu principal produto de biotranformagao,
provocam a diminuicdo da resposta imunolégica mediada por células e imunidade
humoral. Esses efeitos imunosupressores podem aumentar a suscetibilidade de
individuos expostos ao triclorfom a infec¢des por patégenos e aumentar a incidéncia
de neoplasias.

O triclorfom pode desencadear um desequilibrio do hormonio progesterona, ¢
como consequéncia levar a ciclos menstruais irregulares, aumento do fluxo sanguineo
menstrual, inducdo de endometriose e utero fibrdide, irritabilidade, alteracdes de humor
e infertilidade. Esses efeitos sao extremamente deletérios, repercutindo na saude fisica e
mental dos seres humanos, refletindo no seu desempenho reprodutivo.

A andlise dos estudos de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento
apresentados anteriormente permite concluir que o triclorfom apresenta elevada
toxicidade materna, efeitos embriofetotéxicos e teratogénicos em diferentes espécies
animais. Os principais sinais de toxicicidade observados em estudos experimentais
foram: redu¢do da fertilidade, diminui¢do das ninhadas, redu¢do do peso corporal dos
filhotes, diminuicdo do peso da placenta, marcante reducdo na taxa de gestacdo,
aumento da taxa de mortalidade dos filhotes, efeitos teratogénicos como, por exemplo,
fenda palatina, alteracdes morfoldgicas do cranio, sistema nervoso central e patas,
micrognatia, hematomas faciais, edema generalizado e malformacdes no sistema
urinario, costelas fundidas.

Uma das razdes que proibe o uso de agrotéxicos segundo o artigo 3° da lei
7.802/89, descrita na alinea d, refere-se aqueles que “sdo teratogénicos, que provoquem
distirbios hormonais, danos ao aparelho reprodutor, de acordo com procedimentos e
experiéncias atualizadas na comunidade cientifica”.

Essa mesma Lei destaca ainda que a comprovacdo de mutagenicidade génica
e/ou cromossdmica de um agrotéxico € também suficiente para proibicdo de seu
registro. A genotoxicidade do triclorfom descrita na literatura foi avaliada em sistemas

in vitro e in vivo com observacdes de mutacOes génicas, aberragdes cromossOmicas,
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indu¢do de micronucleos, danos o DNA, entre outros. A genotoxicidade desse composto
ndo se restringe apenas ao ingrediente ativo, mas também a alguns de seus metabolitos:
o diclorvds, o dicloroacetaldeido e o dacido metil ester 2,2-dicloro-1,1-diidroxi-
etanefosfonico.

E importante destacar que estudos do triclorfom apontam esse composto como
indutor da ndo disjun¢d@o cromossOmica, que pode levar a distirbios genéticos como o
caso da sindrome de Down em criangas de populagdes cujas maes foram expostas a
altas doses desse agrotoxico ao se alimentarem com peixes contaminados.

O triclorfom apresenta alta toxicidade, particularmente, no que concerne aos
seus efeitos adversos sobre a reproducdo e o sistema hormonal (desregulacio
endocrina), efeitos genotoxicos, imunotdxicos, teratogénicos, neurotoxicos,
provocando hipoplasia cerebelar, assim como o fato de ser um agrotéxico com
potencial de provocar danos neurolégicos maiores para os seres humanos do que
para os animais, como demonstrado pela neuropatia retardada. Considerando o
disposto na legislacdo brasileira especifica para agrotoxicos, tais caracteristicas
corroboram para o banimento imediato desse principio ativo no Brasil, inclusive seu
uso domissanitario.

Ainda, informa-se que a Unica empresa detentora de registro desse agrotoxico
indicou em reunido presencial que ingressard na ANVISA com pedido de cancelamento
do Informe de Avalia¢do Toxicoldgica dos produtos a base de triclorfom e que a mesma

jé efetuou pedido nesse sentido junto ao 6rgdo de meio ambiente.
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