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RESUMO

Avaliacdo da toxicidade induzida pelo organofosforado triclorfon em modelo
experimental de insetos

Triclorfon ¢ um organofosforado que inibe a atividade da acetilcolinesterase, tanto em insetos
como em mamiferos. O objetivo deste trabalho foi o de estudar os efeitos toxicologicos
induzidos pelo Triclorfon em insetos. Foram utilizadas baratas e moscas adultas, das espécies
Phoetallia palida e Drosophila melanogaster, respectivamente. Foram realizados testes de
inibicdo In vitro da acetilcolinesterase, determinacdo da DLsy, preparacdo de coragdo semi
isolado, teste de groomin e teste da atividade neurolocomotora. A andlise estatistica foi
realizada usando-se os métodos teste “t” de Student ou Anova. Os resultados foram
considerados significativos quando p<0.05. Nossos dados demostraram que o Triclorfon na
dose de 50uM foi o DLs, encontrada, quando testada em Drosophila melanogaster. Esta dose
¢ menor que a descrita na bula do composto e demonstra que uma superdosagem tem sido
recomendada aos usuarios aumentando a chance de intoxicacdo. Em nossas condig¢des
experimentais, o Triclorfon induziu alteracdes no cronotropismo cardiaco, este efeito foi
antagonizado pela atropina, sugerindo que ndo apenas os nervos estudados para o coracio
podem regular a frequéncia de batimento, mas provavelmente os receptores muscarinicos em
fibras Purkinge devem estar envolvidos. Os efeitos sobre o sistema nervoso central e
periférico também foram evidenciados e demonstraram que em ambos o0s sistemas, existem
enzimas acetilcolinesterase suscetiveis as agdes do Triclorfon. Em conclusdo, o Triclorfon é
um inseticida organofosforado que induziu alteracdes em ambos os sistemas cardiovascular e
nervoso de Phoetallia palida. Esses efeitos estdo associados a inibi¢ao da acetilcolinesterase e
demonstram a presenca de diferentes receptores colinérgicos envolvidos na frequéncia
cardiaca e envolvidos também na neurotransmissdo periférica glutamatérgica.

Palavras- chave: agrotoxicos; acetilcolinesterase; freqliéncia cardiaca; grooming; atropina.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE TOXICITY INDUCED BY THE ORGANOPHOSPHATE
TRICLORFON IN INSECTS EXPERIMENTAL MODEL

Triclorfon is an organophosphate that inhibits the acetylcholinesterase activity in both
insects and mammals. The objective of this work was to study the toxicological effects
induced by Trichlorfon in insects. We used cockroach and adult flies of the species Phoetallia
palida and Drosophila melanogaster, respectively. Tests were conducted in vitro inhibition of
acetylcholinesterase, determining the LD50, semi-isolated heart preparation, test grooming
and test neurolocomotora activity. Statistical analysis was performed using the methods
"t"Student test or ANOVA. Results were considered significant when p <0.05.0ur data
demonstrated that Triclorfon 50uM was the LD50 dose when assayed in Drosophila
melanogaster. This dose is lesser than those described in the compound information and
denotes that a super dosage has been applied by users improving the chance of intoxication. In
our experimental conditions the Triclorfon induced alterations in the cardiac chronotropism.
This effect was antagonized by atropine suggesting that not only the nerves assayed to the
heart can regulate the frequency of beating but probably muscarinic receptors at Purkinge
fibers must be involved. The effects on central and peripheral nervous system were also
evidenced and demonstrated that in both systems there are acetylcholinesterase enzymes
susceptible to the Triclorfon actions. In conclusion Triclorfon is an organophosphate
insecticide that induced alterations in both cardiovascular and nervous systems of Phoetallia
palida. These effects are associated to the acetylcholinesterase inhibition and demonstrated
the presence of different cholinergic receptors involved in the cardiac frequency and also
cholinergic receptors involved in the peripheral neurotransmission other than glutamatergic.

Keywords: pesticides; acetylcholinesterase; heart rate; grooming; atropine.
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2. Introducao

2.1. Pesticidas

Os agrotoxicos estdo entre os principais instrumentos do atual modelo de
desenvolvimento da agricultura brasileira, apesar dos efeitos adversos que podem causar a
exposi¢do humana e ao meio ambiente'. Os agrotdxicos sdo introduzidos no meio ambiente
obedecendo a critérios técnicos, com o objetivo de impedir a acdo ou destruir, direta ou
indiretamente, formas de vida animal ou vegetal prejudiciais a agricultura. Para registro da
formulacdo de um agrotoxico no Brasil, trés ministérios sdo envolvidos: o da Agricultura, da
Pecudria e do Abastecimento, que avalia aspectos agrondmicos; o da Satde, que trata dos
aspectos da toxicologia ao homem, inclusive de residuos de alimentos; € o do Meio Ambiente,
por meio do Ibama, que julga a interagdo do agrotdxico com o meio ambiente e seus
componentes bidticos.?

Até dezembro de 1999, 322 ingredientes ativos tiveram seu uso agricola aprovado no
Pais, com quase 2.000 produtos registrados, os quais incluem inseticidas, fungicidas,
herbicidas, acaricidas, reguladores de crescimento, feromonios, moluscidas e protetores de
sementes.’

Do ponto de vista toxicologico, eles podem ser mais ou menos toéxicos para o homem,
existindo para cada um o estudo da avaliacdo toxicoldgica correspondente. O pardmetro
toxicologico mais comum e importante € a dose letal 50 (DLsy) geralmente estudada em ratos
albinos; uma das mais importantes ¢ a dose aguda oral, havendo ainda a dose aguda dérmica
ou a dose inalatéria. A DLs, ¢ definida como a dose que previsivelmente causara uma resposta
de 50% em uma populacdo na qual se procurard determinar o efeito letal. A exposi¢do ao
toxico pode dar-se em doses subletais, dadas repetidamente, quando entdo se caracteriza a
toxicidade cronica.> O estudo de avaliagdo de risco cronico da ingestdo de pesticidas é o
processo no qual a exposicdo humana a um dado composto por meio de dieta € comparada a
um parametro toxicologicamente seguro. O risco pode existir quando a exposigao ultrapassa o
parametro toxicoldgico.*’

Os inseticidas s3o mais toxicos ao homem e aos animais superiores do que os fungicidas

e herbicidas. Isso se explica pelo fato de que, tanto em insetos como nos animais superiores
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(incluindo-se o homem), os inseticidas tem o mesmo modo e local de acdo, que ¢,
comumente, o sistema nervoso.”

A utilizacdo dos agrotoxicos no meio rural brasileiro tem trazido uma série de
conseqiiéncias tanto para o ambiente como para a saude do trabalhador rural. Em geral, essas
consequéncias sdo condicionadas por fatores intrinsecamente relacionados, tais como o uso
inadequado dessas substancias, a alta toxicidade de certos produtos, a falta de utilizacdo de
equipamentos de protecdo e a precariedade dos mecanismos de vigilancia. Esse quadro ¢
agravado pelo baixo nivel socioeconomico e cultural da grande maioria desses
trabalhadores.®"

No Brasil, o consumo de agrotoxicos tem sido crescente e ja esta relacionado entre os
paises de maior consumo no mundo. No ambito da América Latina, o Brasil desponta como o
maior consumidor de agrotéxicos, com um consumo estimado em 50% da quantidade
comercializada nesta regido.” O aumento na venda de agrotoxicos no Brasil entre os anos de
1991 e 1998 foi da ordem de 160%.*

Agrotoxicos quando aplicados podem contaminar o solo e os sistemas hidricos,
culminando numa degradacdo ambiental que teria como conseqiiéncia prejuizos a satde e
alteragdes significativas nos ecossistemas. Os agrotoxicos s3o desenvolvidos visando
potencializar suas caracteristicas quimicas de tal forma que sejam toxicos a certos tipos de
insetos, animais, plantas ou fungos. Embora, essa funcdo letal dos agrotoxicos seja
direcionada, estes também podem causar danos fora do seu alvo.’

Mesmo em concentragdes baixas, os agrotoxicos representam riscos para algumas
espécies de organismos vivos que podem concentrar estes produtos at¢ 1000 vezes,
transferindo os efeitos toxicos para outros organismos da cadeia alimentar.'*"!

A toxidez de uma substancia quimica em insetos ndo a qualifica necessariamente como
inseticida. Diversas propriedades devem estar associadas a atividade, tais como eficacia
mesmo em baixas concentragdes, auséncia de toxidez frente a mamiferos e animais
superiores, auséncia de fitotoxicidade, facil obtencdo, manipulacdo e aplicagdo, viabilidade
econdmica e ndo ser cumulativo no tecido adiposo de seres humanos e de animais domésticos.
Fica evidente que as caracteristicas citadas referem-se aquele inseticida tido como ideal, o que
raramente serd o caso.

No Brasil, de acordo com a Portaria n® 518 de 25 de mar¢o de 2004 do Ministério da
Saude, o limite para organofosforados ¢ de 15 ou 20% de inibicdo da acetilcolinesterase,

quando a enzima utilizada for proveniente de insetos ou mamiferos, respectivamente. '
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A seletividade de um inseticida para insetos uteis, como abelhas, é uma caracteristica
que deve ser levada em consideragdo. Infelizmente, em muitos casos ¢ dificil alcangar a
seletividade, dadas as caracteristicas de toxicidade do inseticida, que atua no mesmo local de
a¢do, tanto nos insetos nocivos como dos uteis.?

Estudos realizado nos municipios de Antonio Prado e Ypé no Estado do Rio Grande do
Sul", e no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil " indicaram que a ocorréncia de intoxicagdes
agudas provocadas pela exposi¢cdo aos agrotoxicos estd fortemente associada a prevaléncia de
transtornos psiquiatricos menores, sendo a depressdo e a ansiedade os diagnosticos mais
freqlientes. Tentativas de suicidios estdo relacionadas a esse quadro clinico. A Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) estima que ocorram cerca de trés milhdes de intoxicagdes agudas

por agrotoxicos anualmente no mundo, provocando um total aproximado de 220 mil mortes. '°

2.1.1. Organofosforados

Os primeiros compostos organofosforados foram preparados por alquimistas na Idade
Média, mas seu estudo sistematico teve inicio no século XIX, por Lassaigne em 1820, com a
esterificagdo de acido fosforico'’. A descoberta das propriedades toxicas e inseticidas de
alguns compostos de fosforo por Shrader e colaboradores, em 1930, criou novos compostos
organofosforados nas industrias."®

Os inseticidas organofosforados sdo a classe de maior interesse comercial e
toxicologico, sdo ésteres ou tiois derivados de acidos fosforicos, fosfonico, fosfinico ou

fosforamidico e usualmente tém a estrutura geral descrita na figura 1.

X
|
Ri—p_
R,
X=0,5¢eSe

Ri; Rz = alquil, SR', OR' ou NHR'
L = halogénios; alquil, aril ou heterociclicos

Figura 1- Estrutura quimica basica de inseticidas organofosforados
Fonte: Dos Santos, et al 2007 *°
Os organofosforados sdo ésteres fosforicos amplamente utilizados na agropecuaria como
inseticidas, ocasionando intoxica¢des acidentais em animais ¢ humanos, ¢ mesmo sendo

utilizados em tentativas de suicidio. 2413
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No Sistema de Informagdes sobre Agrotoxicos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estdo registrados 38 ingredientes ativos da classe dos organofosforados,
entre eles, acefato, bromofos, clorpirifds, diazinona, diclorvos, etoprofos, fenclorfos, fentiona,
malationa, metamidofds, parationa metilica, pirimifos e temefos.

A principal razdo para o sucesso dos compostos organofosforados como inseticidas €
sua forte atividade biologica acoplada com sua relativa instabilidade na biosfera, que se traduz
em uma meia-vida em plantas da ordem de 2 até 10 dias.” No meio ambiente estes

compostos organofosforados sdo degradados no periodo de 1 a 12 semanas,”

no entanto,
existe a possibilidade de permanecerem na agua residuos e subprodutos em niveis
relativamente nocivos para o consumo humano.”*

Em casos de intoxicacdo humana com organofosforados ¢ indicada a ingestdo de
Atropina, comumente encontrada na forma de Sulfato de atropina. A atropina ¢ um alcaldide,
encontrado na planta Atropa belladonna e outras de sua familia.” Como antidoto, a atropina
antagoniza as agOes dos inibidores da colinesterase, diminuindo as secreg¢des salivar e

bronquica e o estreitamento dos bronquios® (Figura 2). Em doses elevadas, a atropina

bloqueia as fungdes do sistema nervoso parassimpatico.”

& oetileolina |}>| IX::]
™ |°
o o

0 Atropina

Figura 2. Bloqueio dos receptores muscarinicos da Acetilcolina pela Atropina.

Disponivel em: Larini 1993%

Existe um outro grupo de farmacos que pode ser usado no tratamento da intoxicagao
colinérgica e tem como objetivo a regereragdo da acetilcolinesterase destruida pelos
anticolinesterasicos. Trata-se do grupo das oximas, incluindo a pralidoxima, a diacetilmoxima
e a obidoxima (Figura 3). A pralidoxima regenera especialmente a colinesterase da placa
mioneural. Por ser carregada positivamente, a pralidoxima ndo consegue atravessar a barreira
hematoencefafilca, ndo sendo capaz de converter os efeitos de intoxicacao ao nivel do sistema
nervoso central. A diacetilmoxina ¢ uma oxima que atravessa a barreira hematoencetfilica,

sendo capaz de regenerar grande parte da colinesterase central, em animais experimentais.*
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Figura 3. Inibicao e Regeneracdo da Acetilcolinesterase.

Disponivel em:http://neuromed87.blogspot.com/*’

Os organofosforados exercem sua agdo principalmente por inibi¢do enzimética, o que
determina sua toxicidade. Dentre as enzimas, as esterases e, mais especificadamente, a
acetilcolinesterase, constituem o principal alvo da toxicidade. **

A acetilcolina ¢ sintetizada em neuronios a partir da acetilcoenzima A e da colina
(Figura 4). E inativada por hidrélise sob agdo da acetilcolinesterase, com formagao de colina e

acido acético que, por sua vez, sdo reutilizados para formagio da acetilcolina. *

Influxo
—

Proteina-Ach Ach |—» | Receptor |—p Efeito
— Acetilcolinesterase

Col . Coenzima A
olina ‘ I Acido Mg

i Acético K*
Colina v
< Acetilcoenzima A

Acetilase

Figura 4 — Sintese e hidrolise da acetilcolina
Fonte: Schvartsman, S. 1991

A acetilcolina ¢ o mediador quimico necessario para transmissao do impulso nervoso
em todas as fibras pré ganglionares do SNA, todas as fibras parassimpaticas pos-ganglionares
e algumas fibras simpaticas poOs-ganglionares (Figura 5). Ainda € o transmissor neuro-
humoral do nervo motor do musculo estriado (placa mioneural) e algumas sinapses
interneurais do SNC. Para que haja a transmissao sinaptica € necessario que a acetilcolina seja
liberada na fenda sinaptica e se ligue a um receptor pos-sindptico. Em seguida, a acetilcolina
disponivel ¢ hidrolizada pela acetilcolinesterase. Quando ha a inibi¢do da acetilcolinesterase,
ocorre um acumulo de acetilcolina na fenda, faz com que a transmissdo colinérgica pos-

sindptica ndo cesse no tempo adequado, levando a uma hiperestimulagio colinérgica. **!
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O sitio alvo da acetilcolinesterase ¢ composto por uma triade catalitica composta por
residuos de aminodcidos serina, histidina e glutamato. O mecanismo de hidrolise envolve o
ataque nucleofilico da serina ao carbono carbonilico da acetilcolina, gerando um
intermedidrio tetraédrico estabilizado por ligacdes de hidrogénio, o qual produz colina livre e
serina acetilada. Ao final a hidrolise do grupo acetila da serina pela agua, recupera o sitio

catalitico da enzima. *?

Microvesiculas de ACh 1 - Liberagdio de
¢ acetileolina na fenda

1 sindptica
Fibra nervosa &) B o+ 2 2 - Ligaggo de

= . acetilcolina com
receptores pos-

T Receptores de ACh  sindpticos

3 = Acdio hidrolitica da

acetilcolinesterase

(AChase) na

acetilcolina liberada

Figura 5 — Transmissdo do impulso nervoso pela acetilcolina

Fonte: Larini, L. 1979 33

[
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Os organofosforados inibem a acetilcolinesterase através da interagdo do sitio ativo da
serina para formar um derivado fosforilado. A reagcdo ¢ andloga aquela com o subtrato
acetilcolina, exceto que o derivado ¢ muito mais resistente a hidrolises subsequentes que o
derivado acetilado e a inibi¢do ¢é, basicamente, irreversivel. %

Na presenca de alguns inibidores, este acido ¢ hidrolisado lentamente, levando dias ou
semanas, ou podendo durar meses, sendo determinada pelo tempo requerido para a sintese de
novas moléculas de acetilcolinesterase. A freqliéncia de reativacao varia de acordo com a
estrutura quimica do organofosforado, localizacdo celular e forma da enzima. Existem
diferentes formas polimorficas da acetilcolinesterase mesmo em uma mesma espécie, cada
qual com seu padrio de inibi¢do e reativagdo. *** Quando ha inibi¢do prolongada, ocorrem

alteracdes nos grupos basicos, e a enzima fosforilada ndo pode ser recuperada com a ajuda de

reativadores. Este fenomeno é conhecido como envelhecimento.?®

2.1.1.1. Triclorfon
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O Triclorfon (dimetil 2,2,2,tricloro-1-hidroximetil fosfonato) (Figura 6) ¢ um inseticida
e acaricida organofosforado, soliivel em dgua, amplamente utilizado no controle de varias

pragas em campos, lares, plantas e contra parasitas em animais domésticos e comerciais. *°

0
[
CI,C CHP(OCH,),
|
OH

Figura 6- Estrutura quimica do Triclorfon
Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA , 2007 3

No ambiente, o Triclorfon possui curta duracdo e ¢ degradado rapidamente em solos
aerébios, com meia vida estimada entre 3 e 27 dias. Apresenta baixa persisténcia no solo, nao
sendo adsorvido, e desta forma, tende a migrar para terras subterraneas. E solavel em 4gua e
estavel em condigdes acidas, apresentando meia-vida de 31 minutos em pH 9, de 34 horas em
pH 7 e de 104 dias em pH 5. *** E importante conhecer o comportamento dos agrotoxicos em
funcdo do pH de suas solugdes ou suspensdes aquosas, a fim de reduzir a perda da atividade
inseticida e, ainda, controlar eventuais problemas de intoxicacdes pelo aumento da
toxicidade™ . Segundo a ANVISA o Triclorfon € classificado como de classe toxicologica IT —
altamente toxico ao meio ambiente. 3

A hidrélise do Triclorfon ocorre rapidamente, gerando o metabolito diclorvos, que ¢ um
organofosforado altamente toxico, devido a sua alta atividade anticolinesterasica. O
metabolito diclorvos, e ndo o triclorfon, é o agente potencialmente toxico.”® O diclorvos,
formado a partir da desidrocloracao do triclorfon, sofre posteriormente processo de hidrolise

reduzindo sua acao toxica pela formagao de produtos nao-tdxicos, como mostra a equagao C

da Figura 7. %
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Figura 7 - Transformagdes estruturais na molécula de Triclorfon
Fonte: Hirata et al, 2003

O triclorfon, utilizado preferencialmente no controle de formas adultas de nematddeos
gastrintestinais de ruminantes, foi introduzido na década 1950 como ectoparasiticida e
posteriormente empregado como anti-helmintico. Atualmente, seu uso ¢ limitado, por sua
toxicidade. * Apesar dos efeitos toxicos do triclorfon em mamiferos serem bem estudados, os
efeitos residuais em insetos foram pouco descritos, tornando o seu uso perigoso do ponto de

vista da falta de seletividade.

2.2. Resisténcia em insetos

A resisténcia € o desenvolvimento da habilidade em uma linhagem de um organismo em
tolerar doses de toxicos que seriam letais para a maioria da populacdo normal (suscetivel) da
mesma espécie. O processo determinante no desenvolvimento da resisténcia ¢ a pressdo
continua de selecdo, ou seja, o uso freqiiente de determinado pesticida. A resisténcia ¢ uma
caracteristica hereditaria.” Desse modo, popula¢des de insetos, dcaros e outros artropodes
podem, naturalmente, apresentar uma proporc¢ao de individuos que tenham alelos que lhes

confiram resisténcia a um determinado produto quimico. Cepas resistentes podem surgir
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como resultado do uso persistente de pesticidas que matam individuos com alelos suscetiveis
¢ ndo matam aqueles que possuam alelos resistentes.*!

Apesar dos varios estudos documentados sobre a resisténcia, o0 nimero de mecanismos
envolvidos ¢ bastante pequeno e inclui diminuicdo da taxa de penetragdo pela cuticula,
detoxificagdo metabodlica aumentada ¢ diminui¢do da sensibilidade do sitio alvo. Todos esses
mecanismos sao inespecificos e, geralmente, conferem resisténcia cruzada a outro inseticida
estruturalmente relacionado.*

O processo de resisténcia ¢ multifatorial, um mecanismo bem caracterizado ¢ a
superexpressdo da glicoproteina P, Esta proteina funciona como uma bomba de efluxo
dependente de energia, capaz de transportar drogas para o exterior da célula, diminuindo a
concentragdo intracelular a niveis subletais.® O bombeamento de drogas e xenobidticos
realizado por essas proteinas conferem ao organismo a caracteristica de resisténcia a
multidrogas (MDR) ou multixenobioticos (MXR).*

Desde a década de 1990, vem se alertando que o uso intensivo dos compostos quimicos
¢ o fator mais importante para o aparecimento da resisténcia parasitaria.* Mais de 540
espécies de insetos e acaros resistentes a pelo menos uma classe de composto quimico ja
foram documentadas até o final da década de 90. A resisténcia ja foi detectada para
praticamente todos os grupos de inseticidas incluindo o DDT, ciclodienos, organofosforados,
carbamatos, piretroides, etc. >

Dentre as consequéncias drasticas da evolucdao da resisténcia, estdo: a aplicagdo mais
freqliente de inseticidas; aumento da dosagem do produto; uso de misturas indevidas de

produtos e substitui¢do por um outro produto, geralmente de maior toxicidade. *

2. 3. Consideracoes sobre as espécies estudadas

2.3.1. Insetos

O nuimero de espécies de insetos descritas € estimado em aproximadamente um milhao,
das quais cerca de 10% sao pragas, prejudicando plantas, animais domésticos e o proprio
homem. A Classe Insecta difere das demais classes de artrépodes com 3 pares de pernas, pelo
aparato bucal ectognato (pegas bucais fora da cavidade bucal). O corpo dos insetos ¢ dividido

em 3 regides tipicas e distintas: cabeca, torax e abdome.>*®
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A cabecga apresenta um par de antenas, dois olhos compostos, nenhum ou até 3 ocelos,
armadura bucal composta de 1abios superior e inferior, mandibulas, maxilas, epi e hipofarige.
O torax é composto por trés segmentos, todos com um par de pernas, além de apresentarem
ou ndo asas no 2° e 3° segmentos. Pelo nimero de pernas sdo considerados hexapodes (6
pernas), ¢ pelo nimero de asas podem ser apteros (sem asas), dipteros (duas asas) ou
tetrapteros (4 asas); o abdome com 6 a 11 segmentos verdadeiros, termina ou nao com

apéndices sensoriais, locomotores e genitais. >*

2. 3. 1. 1. Aparelho circulatorio

O sistema circulatorio em insetos serve principalmente como um meio de trocas
quimicas entre os orgaos do corpo, funcionando no transporte de materiais nutritivos,
produtos de excrecdo, hormonios, etc., o meio circulante se chama hemolinfa. O aparelho
circulatorio consta de um vaso que percorre o inseto dorsal e longitudinalmente, chamado
vaso dorsal, tecidos associados a esse, além de o6rgdos pulsateis acessorios. O vaso dorsal
apresenta um tubo mais ou menos simples, fechado em sua extremidade posterior e aberto em
sua extremidade anterior, formado por fibras musculares envolvidas por uma cobertura de
tecido fibroso. O coragdo mostra evidéncia de segmentacao( Figura 8). A aorta que ¢ a
porc¢do anterior do vaso dorsal, abre-se diretamente na cabega, sendo o cérebro livremente

banhado pela hemolinfa. >**

Figura 8 — Coracao de barata
Fonte: ADIYODIL K.G. 1981 *
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2. 3. 1. 2. Sistema nervoso

O sistema nervoso ¢ composto por células nervosas conhecidas por neurdnios. Um outro
importante componente do sistema nervoso sdo as cé€lulas gliais. O sistema nervoso dos
insetos estd localizado ventralmente e consiste no cérebro localizado na regido da cabega, que
estd conectado por um par de nervos ao redor do estomodeu a uma série de ganglios da corda
nervosa ventral. Tipicamente, cada segmento do corpo possui um par de ganglios ligados por
comissuras € unidos aos ganglios dos segmentos adjacentes por conectivos (Figura 9). O
sistema nervoso dos insetos € constituido do sistema nervoso central, sistema nervoso visceral
e sistema nervoso periférico. Nenhum dos ganglios contém centro absolutamente vital, razao
pela qual um inseto decapitado ainda pode caminhar. Acetilcolina, glutamato, octopamina e

GABA sio os principais neurotransmissores envolvidos na condug¢io de impulso nervoso. **

ganglio conectivo ganglio conectivos ganglio
hipocerebral circumesofageano subesofageano longitudinais caudal
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Figura 9 - Sistema nervoso central de um Orthoptera
Fonte: Romoser e Stoffolano, 1998 ¥

2.3.2. Baratas

Sdo pertencentes a ordem Blattodea, descrita por Brunner, 1882. Possuem corpo
ovalado, deprimido. O tamanho varia de alguns milimetros a alguns centimetros. Em geral

tem coloragdo parda, marrom ou negra. Cabega curta, subtriangular; olhos grandes;
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geralmente, dois ocelos. Antenas filiformes ou setdceas inseridas entre os olhos compostos.
Aparelho bucal mastigador. Pronoto largo, achatado, cobrindo a cabeca. Pernas ambulatorias,
coxas grandes, fémures e tibias com espinhos; tarsos em geral pentdmeros. Asas anteriores do
tipo tégmina e as posteriores membranosas, geralmente com area anal bem desenvolvida.
Abdome séssil, alargado e deprimido, em geral, com 10 segmentos. >

As baratas (Figura 10) constituem um grupo de insetos muito utilizados em bioensaios
para identificagdo de novas substidncias com atividade inseticida ou repelente, havendo a
possibilidade de se avaliar a atividade inseticida por contato, ingestio ou ainda como
reguladora de crescimento. A facilidade de criagdo com baixo custo e o elevado potencial

reprodutivo contribuiram para o uso destes insetos na presente pesquisa.’

As baratas, no
entanto, possuem também papel importante em satide publica, transportam diversos agentes
patogénicos®’ que ficam aderidos ao corpo, principalmente, em pélos e cerdas das pernas,
sendo transportados mecanicamente de uma 4rea contaminada para a uma éarea limpa.™

O coragdo da barata tem sido objeto de estudos em bioensaios de agentes
farmacologicos e hormonios. Frequentemente a preparacdo de coragdo semi-isolado de barata
¢ empregada, apos a remocdo da cabega, térax e dos 6rgdos internos. O coragdo exposto,
anexado a cuticula dorsal ¢ banhado em solug¢do salina que devera conter os compostos a
serem testados. Assim até o momento foram descritos os efeitos de varias drogas como a
acetilcolina, 5-hidroxitriptamina, dopamina, sinefrina, octopamina, triptamina, aminofilina, e
prostaglandinas cujos respectivos receptores devem estar presentes nesse Orgido > - E mais

recentemente foi testado o veneno de Rhinella icterica. >*

© josef dvorak 2001

Figura 10 - Phoetallia palida
Disponivel em: www.insect.cz **


http://www.insect.cz/
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2.3.3. Moscas

Sdo pertencentes a ordem Diptera, descrita por Linnaeus em 1758. *

Quanto a sua morfologia, Drosophila melanogaster (Figura 11) apresenta o corpo
dividido em cabeca, torax e abdome. Na cabeca, distinguem-se as antenas, os olhos ¢ as pecas
bucais; no torax, que ¢ constituido por 3 segmentos, apresenta 3 pares de patas; no abdome,
possui uma nitida segmentacgdo e € este que constitui o centro de nutri¢do. O uso da mosca da
fruta como modelo experimental tem como principais vantagens: facil cultivo no laboratdrio;
ciclo de vida curto; reduzidas dimensdes (3 a 4 mm); produz grande descendéncia; apresenta
dimorfismo sexual, sendo fécil a distingdo dos sexos; as culturas ocupam pouco espaco; facil

manuseamento e observagdo.’®

Figura 11 - Drosophila melanogaster
Disponivel em: http://www.biology-blog.com/blogs/permalinks/7-2007/fruit-fly-gene-from-out-of-

nowhere.html %’


http://www.biology-blog.com/blogs/permalinks/7-2007/fruit-fly-gene-from-out-of-nowhere.html
http://www.biology-blog.com/blogs/permalinks/7-2007/fruit-fly-gene-from-out-of-nowhere.html

23

3. Objetivos

Estudar os efeitos toxicoldgicos induzidos pelo Triclorfon sobre paramentros biologicos,

farmacoldgicos e bioquimicos em modelo experimental de insetos.

3.1. Objetivos especificos

1- Determinar a dose letal minima (DL50) do composto Triclorfon em moscas da
espécie Drosophila melanogaster (mosca das frutas);

2- Determinar a neurotoxicidade central induzida pelo Triclorfon por meio do
teste de “grooming” em insetos da espécie Phoetallia palida;

3- Determinar a neurotoxicidade periférica induzida pelo Triclorfon por meio da
avaliagdo da atividade neurolocomotora em insetos da espécie Phoetallia palida;

4- Determinar os efeitos cronotropicos induzidos pelo organofosforado Triclorfon
em preparagdo coracao semi isolado de Phoetallia palida.

5- Avaliar o efeito da atropina na resposta cronotropica ao Triclorfon em

preparacdo coracao semi-isolado de Phoetallia palida.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Soluc¢ao Nutritiva para insetos

Solucao fisioldgica para insetos (pH 7,4) — composi¢cdo em 15 puM- NaCl. Origem do
sal: Quimibréds Industrias Quimicas Rio de Janeiro. As solugdes testes foram preparadas

imediatamente antes dos experimentos.

4.2. Reagentes

No presente trabalho foi utilizada a formulagdo comercial do pesticida organofosforado
triclorfon (dimetil 2,2,2 tricloro-1-hidroximetil fosfonato C,HsCL;O.4P), marca comercial
Triclorvet® - Allvet. (Foto 12).

Santropina, ou Sulfato de atropina , disponivel na dose de 0,5 mg- 2 ml, gentilmente

cedido pelo Hospital Militar de Sdo Gabriel — RS.

T

Figura 12 — Forma comercial do Triclorfon utilizado nos experimentos - Triclorvet®
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4.3. Animais

4.3.1. Baratas

Foram utilizadas baratas adultas, de ambos os sexos, da espécie exotica Phoetallia
palida, compradas de criadouro legalizado (Insetos on-line, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil) e acondicionadas em caixa especial para insetos medindo 30cmx20cm. Os animais
foram alimentados com ragao de cachorro (Purina®) e agua potavel ad libitum e mantidos em

temperatura ambiente até o0 momento dos experimentos.

4.3.2. Moscas

Foram utilizadas moscas-da-fruta, Drosophila melanogaster. Conservadas em estufa a
25 £2° C e 90 = 3% de umidade, cerca de 300 moscas Drosophila melanogaster foram

mantidas em frascos de vidro (250 mL) contendo meio nutritivo preparado.

4.4. Ensaio Bioquimico

4.4.1. Medida da atividade anticolinesterasica

A inibicdo in vitro da Acetilcolinesterase foi avaliada de acordo com os ensaios
descritos por ELMANN et al (1961)*® com algumas modificagdes (FRANCO et al, 2009)*°.
Os animais tiveram suas cabegas removidas e homogeneizadas em tampao fosfato salina fria
(pH 7,0) e centrifugado a 500 rpm por 5 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi utilizado para
determinacdo da atividade da acetilcolinesterase em espectofotometro a 412 nm.( Thermo

Scientific Evolution 60S UV - Visible Spectrophotometer, Espectofotometro NanoVue Plus)
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4.5. Preparacao biologica

4.5.1. Determinag¢io da Dlsodo Triclorfon em ensaios com Drosophila melanogaster

Nas determinagdes da DL50 foram preparadas solu¢des do inseticida em vérias
concentracdes. Para cada concentracdo, aliquotas de 500 pL destas solugdes foram
distribuidas em papel-filtro colocado sobre a superficie interna de frascos de vidro de 12 cm
de altura por 5 cm de didmetro interno. A cada teste realizado, foi preparado um frasco
controle contendo 500uL de sacarose. As moscas, anestesiadas com baixas temperaturas,
foram distribuidas nos frascos em nimero de 50 (sexol:1) e, em seguida mantidos em estufa a
25 £2° C e 90 £+ 3% de umidade. As percentagens de mortalidade foram determinadas apds

24 ¢ 48 horas de exposicao e, para se estabelecer os valores da DL50 a partir da mortalidade.
38

4.5.2. Preparacio coracio semi isolado de barata

A cardiotoxicidade do composto foi observada em preparacdo coragdo semi-isolado de
barata.” As baratas adultas (Phoetallia palida) sdo anestesiadas com algumas gotas de éter
etilico e imobilizadas com alfinetes entomolédgicos, com o lado ventral para cima. As margens
laterais do abdome sdo cortadas ao longo de cada lado, com o auxilio de uma tesoura cirurgica
e apds a remocdo da cuticula abdominal com a ajuda de uma pinga, expondo as visceras que
sdo afastadas com a ajuda de alfinetes para expor o coragdo (Figura 13). O coracdo foi
banhado em solucdo salina 15uM em temperatura ambiente. Apds 5 minutos iniciais para
estabilizacdo da freqiiéncia cardiaca, as diferentes concentracdes do composto foram
adicionadas sobre o cora¢do, em um volume final de 150ul/animal. A freqiliéncia cardiaca foi
monitorada durante 30 minutos com a ajuda de um microscopio estereoscopio (Olympus,
Damstat, Alemanha). E apds esse tempo a preparagao foi lavada com solugdo salina para ver

se ha recobro na freqiliéncia cardiaca.
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- - -~ 3 _ _ .
Figura 13 — Preparagdo Coragdo semi isolado de barata

4.5.3.Teste de grooming

O comportamento de grooming ¢ tipico de insetos e se reflete no ato do animal limpar as
antenas e as patas com a boca varias vezes ao dia (Figura 14). Esse habito tem sido
caracterizado como um reflexo da estimulagdo do sistema nervoso central pela liberacdo de
neurotransmissores monoaminérgicos.®’ Dessa forma, durante um periodo de 30 minutos
oservou-se 0s animais € o numero de groomings foi anotado antes e apos o tratamento com o
pesticida, num volume final de 20 pl/g animal. Para tal foi usada uma caixa de plastico
(29x18x13 cm) com tampa transparente removivel. Os animais nunca usaram a caixa
anteriormente, e, portanto, serd um ambiente novo em todos os casos. A temperatura na sala

de ensaios se foi mantida em 25 a 30°C.
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Figura 14 - Atividade de grooming em baratas

4.5.4. Teste de atividade neurolocomotora

O teste da atividade neurolocomotora foi realizado como descrito por KAGABU et al
(2007)%* adaptado para nossas condigdes experimentais. Dessa forma, as baratas da espécie
P.palida foram colocadas em um recipiente preenchido com agua (2L). A 4gua consiste em
um estimulo estressante para o animal fazendo com que o mesmo movimente as patas
posteriores intermitentemente. Esse movimento foi observado durante 3 minutos, para o
controle e para o animal tratado. O animal foi injetado, num volume final de 20ul/animal,
com diferentes concentragdes de Triclorfon e as modificagdes no comportamento (hiper ou

hipocinesia) foram anotadas.
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4.6. Analise estatistica

Os dados foram plotados ponto a ponto como média e erro padrao de dos experimentos,
com auxilio do programa Microsoft Excell (Microsoft Windows 97. A analise estatistica foi
realizada usando-se os métodos teste “t” de Student ou Anova para medidas repetidas por
meio do software OriginPro 8 (OriginLab Co, Northampton, MA, USA). ). Os resultados

foram considerados significativos quando p<0.05.
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5. Resultados

5.1. Analise bioquimica

5.1.1. Analise da atividade anticolinesterasica

A medida da atividade da enzima colinesterase demonstrou que o organofosforado
Triclorfon inibe reversivelmente essa enzima, nas concentragdes testadas. Quando os
homogenados de cabega de barata foram incubados com Triclorfon (0,6uM; 1,2 uM e 2,4uM)
uma alteracdo significativa na dose de 1,2 uM foi observada quando comparada ao controle

sem veneno. (n=3 p <0,05. Figura 15).
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Figura 15 - Analise da atividade da enzima Acetilcolinesterase em substrato de cérebro de barata da

espécie Phoetallia palida. O grafico representa a média dos tratamentos. * significancia para p<0.05.
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5.2. Ensaios Biologicos

5.2.1.Determinac¢do da DLs)em Dhosophila melanogaster

Dose Letal 50 - DLs, que ¢ a quantidade de uma substancia quimica que, quando ¢
administrada em um grupo de animais, produz a morte de 50% dos individuos em um periodo
de observacao de 24 e 48 horas. Os resultados dos testes de avaliagdo de DLs, estdo expressos

na figura 16.
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Concentragdo de Triclorfon

Figura 16 - Determinacdo da DLs, em moscas da fruta (Drosophila melanogaster) administradas com
diferentes concentracdes de Triclorfon apds 24 e 48 horas. * significancia para p<0.05
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Em preparagdo CSIB, o Triclorfon em doses de 0,6uM; 1,2uM e 2,4uM por animal

induziu um efeito dose e tempo-dependente sobre a freqiiéncia cardiaca. Experimentos

controle somente com solucao salina também foram realizados.

Assim, um efeito cronotropico positivo maximo de 15 + 4% foi observado ja aos 4 min

apos a aplicagdo da droga (0,6uM/animal; n=3, p<0,05). Por outro lado, apds a administracdo

do Triclorfon (2,4uM) houve uma diminui¢do gradativa da freqliéncia cardiaca que atingiu 50

+ 1% aos 15 min ndo havendo recobro em 30 min (n=3, p<0,05). Em todos os testes a

substitui¢do da droga por solug¢do salina ao final do experimento recobrou a freqiiéncia

cardiaca aos niveis controle (Figura 17).
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Figura 17 - Média dos efeitos cronotropicos induzidos pelo organofosforado Triclorfon em preparacdo coragdo
semi isolado de Phoetallia palida. O grafico apresenta a média = erro padréo dos trés experimentos.

W: lavagem da preparagdo com solucao salina
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5.2.3. Atividade da Atropina em Coracio semi isolado de barata

A administracdo de atropina em mamiferos serve como antidoto, atuando como
antagonista as acdes da acetilcolina sobre receptores muscarinicos. Assim, o objetivo desse
protocolo foi o de avaliar o efeito da Atropina sobre a freqiiéncia cardiaca da barata tratada
com Triclorfon. Dessa forma, quando a atropina foi administrada 9uM/animal observou-se
um recobro da frequéncia cardiaca aos niveis iniciais, de antes da adi¢do do Triclorfon (Figura
18). A retirada da droga por meio da substituicdo da solugdo salina (wash) foi eficaz em
retornar os batimentos cardiacos ao nivel do controle. Esses resultados demonstram a

presenga de receptores metabotropicos colinérgicos responsivos a atropina em baratas.
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Figura 18 - Avaliagdo dos efeitos cronotropicos induzidos pelo Triclorfon + Atropina em preparagao de
coracdo semi isolado de Phoetallia palida. O grafico apresenta a média + erro padrdo. W: Lavagem da
preparacao com solugdo salina para insetos. * significancia para p<0.05.
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5.2.4. Avaliacdo do efeito do Triclorfon sobre o sistema nervoso central de

Phoetallia palida, através do teste de grooming

O grooming em insetos serve como o comportamento de limpar a superficie exterior do
corpo. O triclorfon, como um inibidor da acetilcolinesterase, aumenta a quantidade do
neurotransmissor acetilcolina no sistema nervoso central do inseto. Neste protocolo observou-
se um aumento significativo do comportamento de grooming nas trés doses administradas
(0,6uM; 1,2uM e 2,4uM/animal) em um volume total de 20ul por animal (n=5 p<0.05
Figura 19). Assim, quando a dose de 1,2uM/animal foi administrada houve um aumento

maximo de 380 +5% na taxa de grooming quando comparado com o controle (p<0.0, n=5).
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Figura 19 - Avaliacdo do comportamento de grooming em baratas da espécie Phoetallia palida tratadas
com diferentes concentragdes de triclorfon. * significancia para p<0.05.
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5.2.5. Avaliacao do efeito do triclorfon sobre o sistema neurolocomotor de barata

O glutamato ¢ o neurotransmissor excitatorio presente em jun¢des neuro-musculares de
insetos. Existem alguns inibidores competitivos que inibem a despolarizacao, induzida por
glutamato, em membranas pos-sindpticas. Contudo, ndo existem ainda produtos comerciais
que tenham como sitio de ac¢do os receptores de glutamato.”” O triclorfon sendo um
organosforado legitimo, inibe a acetilcolinesterase, resultando numa hiperestimulag¢do causada
pelo acumulo do neurotransmissor acetilcolina nas membranas pds-sinapticas. Nesse
protocolo observou-se que o tempo de bloqueio neuromuscular diminui em animais tratados

com triclorfon, ou seja, ha uma facilitacdo dos movimentos. (Figura 20)

L1-1-]

B Controle

B0 Sphianimal
E1 2puhianimal
A2 dphdfanimal

Termpo (zegurxios)

il-1-]

N
ui

Figura 20 — Avaliacdo do efeito sobre a atividade neurolocomotora em Phoetallia palida apds a
administragdo do Triclorfon.
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6. Discussao

Nesse trabalho foi evidenciado o efeito do organofosforado Triclorfon como inibidor da
atividade da enzima colinesterase em insetos. Esse efeito pode ser evidenciado como um
aumento no desenvolvimento do grooming, da atividade neurolocomotora bem como uma
altera¢do no cronotropismo cardiaco. Os detalhes inerentes a essa inativacao nesses diferentes
sistemas serdo discutidos abaixo.

Acetilcolinesterase (AchE), uma serina hidrolase, vital para a regulagdo do
neurotransmissor acetilcolina em mamiferos e em insetos, tem sido usada como alvo para os
inseticidas organofosforados e carbamatos. Estes ultimos, reagem com um residuo de serina
no sitio catalitico, desativando assim a fun¢do da AchE.” Em testes bioquimicos realizados
por nds foi demonstrado que o Triclorfon inibe a AchE principalmente nas doses de 0,6 e
1,2uM/animal. Por outro lado, na concentracdo de 2,4pM/animal houve uma inibicdo de 6%
da atividade da enzima, possivelmente devido a ativagdo de algum mecanismo para a
expressdo de genes, para a produ¢do de mais enzimas de AchE.** Esse mecanismo poderia
demonstrar um efeito compensatorio para o animal.

Em nossas condigdes experimentais evidenciou-se uma DLsy de 50uM, inferior a
indicada na bula do pesticida (97g/100ml). Esse dado reflete a superdosagem prescrita
freqiientemente nas bulas o que provavelmente tenha o objetivo de diminuir a incidéncia de
resisténcia em insetos. A utilizagdo de pesticidas anticolinesterasicos tem sido limitada por
problemas de resisténcia em insetos, por exemplo, em mosquitos da espécie Anopheles
gambiae existe uma AchE mutante, como o G119S que ¢ resistente aos organofosforados.®
Enquanto que no mosquito Culex quinquefasciatus altos niveis de resisténcia foram
associados a elevada produgdo de esterases,” em simulideos, é a elevada atividade de
esterases que tem sido associada a resisténcia aos organofosforados. ®*67:686

A preparagdo coragdo semi-isolado de barata tem sido usada em bioensaios de agentes
farmacoldgicos e hormdnios.Varias drogas ja foram testadas at¢ o momento e seus efeitos
cardiomoduladores descritos.* A Acetilcolina, um colinérgico de agdo direta sobre os
receptores nicotinicos € muscarinicos, acelera a frequéncia cardiaca, provavelmente por atuar
nos nervos cardiacos laterais.” Em preparagdo CSIB o Triclorfon induziu um efeito dose €
tempo-dependente sobre a freqiiéncia cardiaca. Nos dados obtidos, na preparagdo coracao
semi isolado mostram que o composto quando administrado diretamente sobre o 6rgao alvo

produz um efeito diferente do esperado, baseando-se na inibigdo da acetilcolinesterase. Isso
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ocorreu porque o coragdo ¢ um Orgdo muito sensivel, e como foi exposto tornou-se mais
suscetivel a agdo da droga. A dose de 1,2uM nao alterou a frequéncia cardiaca do animal. Ja
na dose de 2,4 puM ocorreu uma diminuicdo da frequéncia cardiaca, possivelmente, por
intoxica¢do colinérgica. E associando esses dados, com a Dls, encontrada, mostra-se que
possivelmente com uma dose acima de 2,4 uM o animal, desenvolva algum mecanismo
compensatorio, por exemplo, induzindo o animal a expressar genes que produzam mais
enzimas acetilcolinestares, ®* até chegar a um limite onde o animal ndo reage mais a droga,
que acaba sendo letal. Dessa forma torna-se claro o papel da acetilcolina como substancia
moduladora da freqiiéncia cardiaca nesses animais, provavelmente por atuar em ambos os
nervos, em receptores nicotinicos, e diretamente nas fibras de Purkinge, em receptores
muscarinicos.”

A atropina ¢ o principal antidoto para intoxicacdes por inibidores da atividade
colinesterasica como os organofosforados e carbamatos. Na literatura, a atropina ¢é citada
somente para casos de intoxicagdes em mamiferos, mostrando-se um antidoto eficaz quando
administrada logo apds os primeiros sinais de intoxica¢do. Com o objetivo de evidenciar o seu
efeito em insetos a atropina foi administrada apds a administragdo do Triclorfon no coracio
semi isolado de barata. A Atropina diminuiu a hiperestimulagdo, demonstrada através do
aumento da freqiiéncia cardiaca, com o antidoto a freqiiéncia cardiaca voltou aos niveis
iniciais, antes da administragdo do triclorfon. Esse ¢ mais um dado importante e que evidencia
a presenca de receptores muscarinicos envolvidos também na modulacdo da freqiiéncia
cardiaca em insetos.

O grooming em insetos, ¢ uma atividade que tem a func¢dao de limpar a superficie
exterior do corpo. Na barata, uma rotina de aliciamento de resposta consiste em algumas das
atividades a seguir: limpeza das antenas, palpos e pernas com o bucais; fric¢do da cabega e
dos segmentos basais do antenas com os anteriores; friccdo do abdome e cercos com as patas
traseiras, e esfregando a parte inferior das asas com abdomem.” Em nossas condi¢des
experimentais ficou evidenciado que a acetilcolina é um neurotransmissor também envolvido
no processo de grooming, ja que houve aumento sigificativo dessa fungdo apds a aplicacdo do
Triclorfon.

O triclorfon sendo um organofosforado legitimo inibe a acetilcolinesterase, o que ficou
comprovado nesse estudo através de testes bioquimicos. Quando esse composto ¢
administrado em concentragdes ideais causa uma hiperestimulacdo em insetos pela inativacdo
da AchE e consequente acimulo de acetilcolina nas terminagdes nervosas. Em jungdes

neuromusculares de insetos o neurotransmissor excitatorio presente ¢ o glutamato. Pode-se
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notar através do teste de atividade locomotora, que o Triclorfon ndo age sobre o glutamato.
Mas sim atua atraves da hiperestimulacdo demostrando em todas as doses administradas que
houve uma facilitagdo nos movimentos, demonstrados pelo menor tempo de bloqueio
neuromuscular. Nao foi possivel em nossas condi¢des experimentais determinar a maneira
pela qual o Triclorfon atua sobre a jun¢do neuromuscular de Phoetallia palida. Por outro lado,
ndo podemos descartar a presenga de grupos musculares colinérgicos também nas jungdes
neuromusculares de insetos.

As evidéncias obtidas nesse trabalho demonstram que bioensaios com insetos sdo
eficazes na determinacdo do mecanismo de acdo de drogas e compostos quimicos. Ficou
também demonstrado o perigo no uso indiscriminado de agentes organofosforados, pela falta
de seletividade dentre espécies animais e risco de contaminagdo e resisténcia quanto ao uso
como inseticidas.

Conclue-se que o Triclorfon determina tanto agdes em nivel central como periférico em
insetos € que essas agdes juntamente com o importante efeito cardiotoéxico, sdo oriundas da

inativa¢cdo da enzima acetilcolinesterase.
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7. Conclusoes

Os ensaios bioquimicos e bioldgicos realizados com o organofosforado Triclorfon
permitem concluir que:

¢ O triclorfon inibe a enzima Acetilcolinesterase;

* A atropina atua como antidoto para organofosforados também em insetos;

* O triclorfon produz uma modulacdo do cronotropismo cardiaco possivelmente por
atuar tanto em nervos como diretamente na fibra muscular cardiaca de Phoetallia palida;

* O triclorfon atua diretamente sobre os sistema nervoso central e periférico de insetos
demonstrando a presenca de enzimas colinesterases sensiveis a acdo desse composto nesses

sistemas.
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