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RESUMO

Intoxicagdes por compostos organofosforados sdao muitas vezes acompanhadas por
complicagdes cardiacas, que podem ser graves e até fatais. No entanto, os efeitos
desses compostos sobre os mecanismos cardiovasculares envolvidos na regulagéo
da pressao arterial ndo sao conhecidos. O objetivo desse estudo foi avaliar os
efeitos da administracdo de uma dose subletal (8 mg/kg, i.p.) do organofosforado
metamidofos sobre o reflexo Bezold-Jarisch (RBJ) e sobre o quimiorreflexo, bem
como os efeitos desta administracdo sobre a atividade das enzimas colinesterase
plasmatica (ChE), creatina quinase-MB (CK-MB) e desidrogenase lactica (LDH).
Para os protocolos envolvendo os reflexos cardiovasculares, ratos machos Wistar
foram tratados com injecdes intraperitoniais unicas de metamidofés (8,0 mg/kg;
n=23; grupo MTF) ou solugéo salina (0,9%; n=20; grupo controle, CON). Vinte quatro
horas apds as injegdes, os animais foram submetidos a cateterizagdo da artéria e
veia femorais para registros presséricos e administracdo de drogas,
respectivamente. Os registros cardiovasculares foram realizados 24 horas apds os
procedimentos cirurgicos de cateterizagdo. O quimiorreflexo e o RBJ foram ativados
por administragéo intravenosa (i.v.) aleatéria de doses crescentes de KCN (10, 20,
40 e 80 wuglrato) e fenilbiguanida (FBG; 1,5; 3,0; 6,0; 12 e 24 ug/kg),
respectivamente. As respostas bradicardicas do RBJ foram expressas como % de
queda em relacdo aos niveis basais, enquanto que as respostas do quimiorreflexo
foram expressas em deltas de pressao arterial média e frequéncia cardiaca. Grupos
separados de ratos, submetidos ao mesmo protocolo de tratamento, foram usados
para os protocolos de dosagem das atividades de ChE (n=10/grupo), CK-MB
(n=10/grupo) e LDH (n=9/grupo) e as amostras de sangue coletadas 24 horas apods
o tratamento. A analise estatistica empregada para avaliagdo dos reflexos foi analise
de variancia (ANOVA) de uma via para medidas repetidas, com analise post hoc
pelo teste de Fisher e para as dosagens enzimaticas, o teste t-Student. O
componente bradicardico do quimiorreflexo e RBJ foi significativamente atenuado
em animais tratados com metamidofés. Do mesmo modo, a atividade colinesterasica
foi significativamente reduzida nos animais tratados com este composto. No entanto,
nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes nas atividades de

CK-MB e LDH entre os grupos estudados (CON e MTF). Nossos dados mostram que



o tratamento agudo com o metamidofés prejudica a funcdo de dois reflexos
cardiovasculares, o que poderia contribuir para as complicagcdes cardiovasculares

observadas na intoxicagdo aguda por estes compostos.

Palavras-chave: Metamidofos, reflexo Bezold-Jarisch, quimiorreflexo, funcéao
cardiovascular, colinesterase, CK-MB, LDH.
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ABSTRACT

Poisoning by organophosphate pesticides is often accompanied by cardiac
complications which may be serious and even fatal. However, the effects of these
compounds on the cardiovascular mechanisms involved in blood pressure regulation
remain unknown. The aim of this study was to evaluate the effects of the
administration of a single sublethal dose (8 mg/kg, i.p.) of the organophosphorus
insecticide methamidophos on the Bezold-Jarisch reflex (BJR) and on the
chemoreflex, as well as the effects of this administration on the activity of the plasma
cholinesterase (ChE), creatin kinase-MB (CK-MB) and lactate dehydrogenase (LDH).
For the protocols involving the cardiovascular reflexes, male Wistar rats were treated
with single intraperitoneal injections of methamidophos (8 mg/kg; n=23; MTF group)
or saline (0.9%, n=20; control group, CON). Twenty four hours after the injection
procedure the animals underwent catheterization of the femoral artery and vein to
allow pressure recordings and drugs administration, respectively. Cardiovascular
recordings were performed 24 hours after the catheterization procedures. The
chemoreflex and BJR were activated by intravenous (i.v.) injections randomly
assigned of KCN (10, 20, 40 and 80 ug/rat) and phenylbiguanide (PBG, 1.5, 3, 6, 12
and 24 ug/kg), respectively. The bradycardic responses of the BJR were expressed
as % of fall compared to baseline levels, while the chemoreflex responses were
expressed as delta mean arterial pressure and heart rate. Separated groups of rats
were treated similarly for the protocols involving measurement of the ChE
(n=10/group), CK-MB (n=10/group) and LDH (n=9/group) and blood samples
collected 24 h after the treatment. The statistical analysis used for the cardiovascular
reflexes was one-way ANOVA for repeated measures followed by the Fisher's post
hoc test and for the enzymatic protocols was the Student's t-test. The bradycardic
component of the chemoreflex and of the BJR was significantly attenuated in animals
treated with methamidophos. Similarly, the cholinesterase activity was significantly
reduced in animals treated with this compound. However, no statistical differences
were observed in the CK-MB and LDH activities between the studied groups (CON
and MTF). Our data show that the acute treatment with methamidophos impairs the
function of two cardiovascular reflexes, which could contribute to the cardiovascular

complications observed in the acute poisoning by these compounds.



Keywords: Methamidophos, Bezold-Jarisch reflex, chemorereceptor reflex,
cardiovascular function, cholinesterase, CK-MB, LDH.
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1 INTRODUGAO

O termo “agrotoxicos”, segundo a Lei Federal n.° 7802, de 11/07/89, é definido
como: “os produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protegao de florestas nativas ou implantadas
e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composigéo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da
acao danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento” (BRASIL, 1989).

Tradicionalmente, os agrotoxicos s&o classificados de acordo com a sua
especificidade de agdo e ao grupo quimico a que pertencem. De acordo com a sua
acao, podem ser classificados em: inseticidas, herbicidas, nematicidas,
carrapaticidas, rodenticidas, fungicidas, molusquicidas. Em cada uma dessas
classes, existe uma ampla diversidade de estruturas quimicas, por exemplo: os
inseticidas s&o classificados de acordo com esse critério em organoclorados,
organofosforados, piretroides e carbamatos (Ecobichon, 2001; OPAS, 1996).

Outra classificagdo para estes compostos, com base na sua toxicidade, é
apresentada pelo Ministério da Saude, Portaria N° 3, de 16 de janeiro de 1992
(BRASIL, 1992), conforme descrigédo abaixo:

Classe | - Produtos Extremamente Téxicos;

Classe Il - Produtos Altamente Toéxicos;

Classe lll - Produtos Medianamente Toéxicos;

Classe IV - Produtos Pouco Toéxicos.
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No Brasil, o consumo de agrotoxicos cresceu bastante nos ultimos anos,
transformando o pais em um dos lideres mundiais no consumo desses compostos.
Segundo a Associagao Brasileira das Industrias de Quimica Fina, Biotecnologia e
suas Especialidades (ABIFINA), o faturamento do setor agroquimico foi de US$ 5,4
bilhdes em 2007 e passou para US$ 7,1 bilhdes em 2008. Neste periodo, as
importagdes de agrotéxicos aumentaram em 55% (ABIFINA, 2009). Seguindo essa
tendéncia, o ano de 2010 foi considerado pela industria de defensivos como o
melhor ano de vendas do setor e conforme o levantamento do Sindicato Nacional da
Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG), o segmento faturou US$ 7,24
bilhdes (SINDAG, 2011).

A crescente utilizagcdo dos agrotéxicos tem causado impacto negativo sobre os
ecossistemas, tais como, contaminagao do solo e da agua (Filho et al., 2003; Neto e
Siqueira, 2005), bem como sobre a saude humana, resultando em intoxicagdes que
podem culminar na morte dos individuos expostos (Bochner, 2007; Caldas et al.,
2008; Recena et al., 2006).

Numa compilacdo de dados do Sistema Nacional de Informagbes Toxico-
Farmacologicas (SINITOX) do periodo de 1999 a 2002, Mendonga e Marinho (2005)
mostraram que os agrotdéxicos de uso agricola, os de uso doméstico, produtos
veterinarios e raticidas configuraram como um dos principais agentes causais de
intoxicagdes, sendo superados somente pelos medicamentos e pelos
envenenamentos por animais pegonhentos. Dados mais recentes mostram que este
mesmo perfil de intoxicagao foi observado em 2009 (SINITOX, 2009).

Uma ampla diversidade de agrotoxicos esta disponivel para utilizagdo em nosso
meio rural, segundo disposto na Portaria N° 10, de 08 de mar¢co de 1985, do
Ministério da Saude (BRASIL, 1985), estando assim o agricultor em situagdo de
extrema vulnerabilidade frente a esses produtos, ja que muitos trabalhadores
utilizam-nos inadequadamente e sem equipamentos de protegdo (Delgado e
Paumgartten, 2004; Oliveira-Silva et al., 2001). Além disso, os agricultores sofrem
com a pressao da industria e do comércio para o uso de produtos de alta toxicidade
e com a precariedade dos mecanismos de vigilancia (Peres e Moreira, 2003). Isso é

agravado pelo baixo nivel socioeconémico e cultural da maior parte desses
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trabalhadores (Delgado e Paumgartten, 2004; Oliveira-Silva et al., 2001). Todavia,
essa exposicao nao fica restrita apenas as populagdes do meio rural, mas também
aos consumidores, que acabam ingerindo residuos de agrotdxicos presentes nos
alimentos (ANVISA, 2006; Caldas e Souza, 2000).

Entre os inseticidas, os organofosforados (OF), agentes anticolinesterasicos, sao
considerados um dos principais responsaveis por intoxicagdes, obitos e tentativas de
suicidios no Brasil (Araujo et al., 2007; Delgado e Paumgartten, 2004; Recena et al.,
2006). O metamidofos € um representante do grupo dos OF, sendo utilizado no meio
rural, principalmente nas culturas de soja, feijdo, legumes, hortalicas e algodao.
Esse composto é extremamente toxico (classe toxicolégica |) e conhecido
comercialmente como: Hamidop, Tamaron, Metafés entre outros (Midio e Martins,
2000). Entretanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), segundo
RDC n° 1, de 14 de janeiro de 2011, determinou o banimento do metamidofés do
mercado brasileiro, sendo a sua utilizagdo permitida somente até junho de 2012
(ANVISA, 2011). De fato, conforme nota técnica do metamidofés publicada pela
ANVISA, esse ingrediente ativo ja foi banido em diversos paises (China, Costa do
Marfim, Japdo, Kwait, Indonésia, Paquistdo), mas em nag¢des como os EUA,
Australia, Canada, Panama e Tailandia, o metamidofés continua sendo utilizado,

embora de maneira restrita.

Os compostos organofosforados séo ésteres do acido fosforico ou fosforotidicos. A
estrutura quimica geral desses compostos esta representada na figura 1A. Os
radicais X e Y podem ser grupos alquila, alquéxi e amido e o radical Z, arila, alquila e
alquoxi  (Ecobichon, 2001). O metamidofés, cuja nomenclatura quimica é
fosforoamidotioato de O, S-dimetila (International Programme on Chemical Safety,
1993; Midio e Martins, 2000), apresenta em sua estrutura um grupamento amido,

conforme representado na figura 1B.
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Figura 1: Formulas estruturais. (A) Estrutura quimica geral dos organofosforados,
(B) Estrutura quimica do metamidofés. Fonte: (A) Ecobichon, 2001, (B)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metamidof%C3%B3s.

O metamidofés, assim como outros OF, pode ser absorvido pelas vias dérmica,
gastrointestinal e respiratoria, resultando em marcantes efeitos tdxicos sistémicos
(California Environmental Protection Agency, 2005; Food And Agriculture
Organization Of The United Nations, 1996; International Programme On Chemical
Safety, 1993). Um reconhecido perigo ocupacional € a inalagdo de compostos OF
durante a pulverizacdo, mistura ou fabricacdo, embora, o contato com a pele e
subsequente absorgéo seja a principal via de exposi¢gao ocupacional. A ingestao nao
€ comum no ambiente de trabalho, mas pode ocorrer acidentalmente em
trabalhadores com pouca higiene pessoal, tais como aqueles que ndo removem a
roupa contaminada ou deixam de lavar as maos apdés a manipulagdo destes
compostos. Nestes casos, as intoxicagbes sao geralmente leves. No entanto,
intoxicagao grave por absorg¢ao gastrointestinal pode ser observada apds a ingestao
deliberada de um inseticida OF (Vale, 1998). Como a maioria dos inseticidas OF séo
lipofilicos, sua absorgdo apoOs inalagdo ou ingestdo se processa rapidamente.
Embora, a absorgdo dérmica seja lenta, a exposigdo prolongada pode ocasionar

intoxicagdes graves (Vale, 1998).

Posteriormente a absor¢cdo, os OF se acumulam rapidamente no tecido adiposo,
figado, rins e glandulas salivares (Vale, 1998). Entretanto, este padrdo de
bioacumulagdo nao parece ser confirmado pelos dados de solubilidade do
metamidofds. Por outro lado, esse composto possui a capacidade de atravessar

tanto a barreira placentaria (Salama, 1990), quanto a hematoencefalica, provocando



27

pela transposi¢ao desta ultima, marcantes manifestagées neuroldgicas (Jokanovic e
Kosanovic, 2010).

Os OF sao inibidores da acetilcolinesterase (anticolinesterasicos). Todavia, os
esteres fosforotidicos (P=S) necessitam ser biotransformados por um processo de
dessulfuragdo oxidativa em seus analogos fosfatos (P=0) para tornarem-se
biologicamente ativos (Vale, 1998). Eto e colaboradores (1977) propuseram uma via
de bioativagdo do metamidofés, envolvendo a S-oxidagdo. Ja Mahajna e Casida
(1998) analisaram outra via metabolica de bioativagdo para o metamidofos (Figura
3). Nesta via o composto sofre uma N-hidroxilagdo como alternativa para a S-
oxidagdo, anteriormente proposta por Eto e colaboradores (1977). Todavia, os
metabdlitos gerados por essas vias apresentam menor poténcia em inibir a
acetilcolinesterase do que o proprio metamidofés, provavelmente devido a rapida
hidrolise destes compostos (Mahajna e Casida, 1998; Eto et al., 1977). De fato, Gray
e colaboradores (1982), por meio de estudos com o metamidofés radiomarcado,
mostraram que o proprio metamidofés parece ser responsavel pela toxicidade direta

sobre a acetilcolinesterase.

CH:0 «_ ©
>P -NH,
CH,(0)S

v 0O [O Sulfoxido-metamidofés
CH;0 \ C Oy
P - NH,

CH-S Q

i CH;0

Metamidofoés Il
P-NHOH
CH;S

N-hidroxi-metamidofds

Figura 2: Mecanismos candidatos para bioativagdo do metamidofos: S e N-
oxidagao. Fonte: figura adaptada de Mahajna e Casida, 1998.



28

O processo de biotransformagao envolve também reag¢des que culminam com a
inativagdo dos agentes toxicos. Dependendo do grupo quimico substituinte do
“‘esqueleto” basico dos OF, sua biotransformagdo pode ser obtida por meio de
reacoes de fase | (oxidagdo, hidrélise, reducao) e reagdes de fase Il (sintese e
conjugacao) (Ecobichon, 2001). O metamidofos, particularmente, sofre reacbes de
hidrolise e desmetilagdo (via metabolica em ratos proposta por Crossley e Tutass em
1969) (figura 2). O processo se inicia com hidrélise da ligagao P-N, formando amdnia
e 0O,S-dimetil-fosforotioato. Esse ultimo metabdlito sofre desmetilacdo, formando
metil-dihidrogénio fosfato, o qual também pode ser desmetilado, formando acido
fosforico. Os produtos da biotransformagdo do metamidofés em mamiferos sao
toxicologicamente insignificantes (International Programme on Chemical Safety,
1993).

CHO CHO0 \_ @ CHO | ©
>P-I\'H:—> >P-OH—?\’I{3—> >P-OH —> H;PO,

CH;S CH;S HO
Metamidofos 0,S-dimetil- Amonia Metil-dihidrogénio Acido
fosforotioato fosfato fosférico

Figura 3: Via metabodlica do metamidofés em ratos (Crossley & Tutass, 1969).
Fonte: figura adaptada de California Environmental Protection Agency, 2005.

Quanto ao processo de excre¢cdao do metamidofés, sabe-se que acontece
principalmente pela urina e pelos pulmdes e, em menor proporcado, pelas fezes
(Gray et al., 1982; Internacional Programme on Chemical Safety, 1993). Gray e
colaboradores (1982) observaram que 24 horas apos a administragdo de
metamidofés radiomarcado ["“CHsS] em ratos Sprague-Dawley, 47% da
radioatividade foram recuperados na urina, ao passo que 34% foram eliminados
pelos pulmdes sob a forma de '*CO,. Ja a taxa de recuperagado nas fezes foi menor
do que 5%, mas perdurou por mais de 7 dias. Do mesmo modo, Crossley e Tutass
(1969) notaram que, apos administragdo de metamidofés radiomarcado (*P
metamidofds), pequenas quantidades podiam ser recuperadas nas fezes por mais

de 28 dias. Deste modo, pode-se observar por estes estudos que a principal via de
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excregao dos metabdlitos do metamidofés acontece por via renal e em menor

proporcao pela fecal, embora, por esta ultima, a eliminacido perdure por mais tempo.

Em relacdo aos mecanismos de toxicidade, conforme ja mencionado, a acgao
principal dos OF consiste na inibicdo das enzimas hidrolases de éster carboxilicos.
Estas enzimas incluem a acetilcolinesterase, também chamada de colinesterase
verdadeira, encontrada nos tecidos nervoso, muscular e nas membranas celulares
de eritrocitos (colinesterase eritrocitaria), e a butirilcolinesterase, também conhecida
como colinesterase plasmatica ou pseudocolinesterase, presente no plasma,
pancreas, coragéo, figado e cérebro (Clark, 2006; Kwong, 2002; Namba et al.,
1971).

O mecanismo molecular de inibigdo da acetilcolinesterase por estes agrotdxicos
consiste na fosforilagdo da cadeia lateral (grupo hidroxil) do residuo de serina do
sitio ativo dessa enzima. O composto intermediario resultante desta fosforilagéo
pode sofrer hidrélise com regeneragdo da enzima ou sofrer um processo
denominado de “envelhecimento” (“aging”) (figura 4) (Kwong, 2000). A regeneragao
espontanea da acetilcolinesterase alquilfosforilada depende da estrutura quimica
dos compostos organofosforados, sendo mais comum naqueles que apresentem
dois grupos metila (ex.: dimetoato, malation) ou dois grupos etila (ex.: diazinon,
paration). No processo conhecido como “envelhecimento” (“aging”), as enzimas
fosforiladas perdem um grupo alquila em aproximadamente 48 horas. A enzima
“‘envelhecida” permanece fosforilada e ndo pode ser regenerada por hidrolise
espontanea.  Nesse estagio, a regeneragdo nao € possivel nem pelo uso de
antidotos a base de oxima, os quais agem reativando a acetilcolinesterase
fosforilada (Vale, 1998).
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Figura 4: Mecanismo de inibicdo da acetilcolinesterase por compostos
organofosforados. Fonte: figura adaptada de Kwong, 2002.

A atividade colinesterasica plasmatica e eritrocitaria é utilizada para o diagnostico e
monitoramento de intoxicagdes por organofosforados (Coye et al., 1987; Eddleston
et al.,, 2008). Estas enzimas apresentam cinéticas diferentes frente a inibicdo por
agentes anticolinesterasicos, sendo que as alteragdes mais precoces sao
observadas na atividade da colinesterase plasmatica (Gray et al., 1982; Kwong,
2002). Adicionalmente, alguns agrotoxicos inibem mais eficientemente a
butirilcolinesterase do que a acetilcolinesterase (Eddleston et al., 2005). Embora, a
atividade da butirilcolinesterase nao esteja relacionada com a gravidade do
envenenamento (Nouira et al, 1994); essa pode ser usada como um marcador
sensivel de exposigao para a maioria dos compostos organofosforados, bem como,

de outros agentes anticolinesterasicos (Eddleston et al., 2008).

A acéo téxica dos OF sobre a acetilcolinesterase resulta em excesso de acetilcolina
tanto em sinapses muscarinicas e nicotinicas do sistema nervoso periférico quanto
em receptores de acetilcolina do sistema nervoso central. A hiperestimulacdo
muscarinica pode resultar em vémito, diarréia, colicas abdominais, lacrimejamento,
salivagdo, sudorese, micgdo, defecacdo, broncorréia, broncoconstricdo, miose,
hipotensao, bradicardia e disturbios de conducédo, enquanto que as manifestagdes
nicotinicas incluem fraqueza muscular, fasciculagdo, hipertensdo, paralisia,

taquicardia e parada cardiorrespiratéria. Ja os efeitos no sistema nervoso central
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incluem tremor, cefaléia, sonoléncia, confusdo, convulsées e coma (Ecobichon,
2001; O’'Malley, 1997).

Dentre este amplo espectro de sinais e sintomas, despertam um particular interesse
€ preocupacgao, as consequéncias dos envenenamentos por OF sobre o sistema
cardiovascular. De fato, diversos estudos clinicos evidenciam essa realidade (Anand
et al.,, 2009; Roth et al., 1993; Saadeh et al., 1997; Yurumez et al., 2007). As
manifestagdes cardiovasculares presentes em intoxicagbes por esses compostos
refletem efeitos mistos sobre o sistema nervoso autonémico (Clark, 2006). Em
pacientes intoxicados, pode-se observar: hipertensdo, hipotensdo, taquicardia
sinusal, bradicardia sinusal e anormalidades no eletrocardiograma (Anand et al.,
2009; Karki et al., 2004; Namba et al., 1971; Roth et al., 1993; Saadeh et al., 1997,
Yurumez et al.,, 2007). Adicionalmente, alguns estudos tém demonstrado que
intoxicagdes por organofosforados podem levar até mesmo a danos musculares (De
Bleecker, 1995; Jeyarasasingam et al., 2000; John et al., 2003), inclusive sobre o
tecido cardiaco (Roth et al., 1993). Necrépsia de dois pacientes envenenados por
OF mostraram dano miocardico difuso (Chharba et al.,, 1970). Em uma série de
casos de envenenamentos por organofosforados, Kiss e Fazekas (1979) relataram
que alguns pacientes apresentaram caracteristicas transitorias de infarto do
miocardio. Neste sentido, além das marcantes alteragdes eletrocardiograficas
observadas no atendimento de pacientes intoxicados por OF e carbamatos, alguns
apresentaram um aumento significativo na atividade das enzimas creatina quinase
fraggo MB (CK-MB) e lactato desidrogenase (LDH) (Saadeh et al., 1997). Estas
enzimas constituem importantes marcadores de lesdo do musculo cardiaco, sendo
usadas principalmente no diagndstico do infarto do miocardio (Godoy et al., 1998). A
CK-MB é uma das trés isoformas do dimero CK, creatina quinase, e esta presente
principalmente no musculo cardiaco e em menor grau no musculo esquelético. Ja a
LDH é encontrada em todas as células do organismo, mas predominantemente no
figado, coracao, rim, musculo esquelético e eritrocitos. Ambas sdo encontradas no
citosol celular, portanto, aumento na atividade destas enzimas esta associado a

eventos que caracterizam dano celular (Moss e Henderson, 1998).

Os sintomas observados pela agao dos OF sobre o sistema cardiovascular podem

também estar acompanhados por disturbios respiratérios (Eddleston et al., 2006;
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Karki et al., 2004; Saadeh et al., 1997). Dentre os efeitos dos OF sobre este sistema,
podemos observar broncorréia, broncocontricao e até mesmo paralisia dos musculos
respiratorios, este ultimo efeito sendo resultante da acdo dos OF sobre a atividade
muscular esquelética (Clark, 2006). A paralisia dos musculos respiratérios em
combinagao com a broncorréia, broncoconstricido e depressao respiratéria, em parte,
centralmente mediada, levam a hipoxemia e parada respiratoria (Clark, 2006).
Sendo assim, a combinacdo da agao sobre estes dois sistemas, cardiovascular e
respiratério, aumenta a chance de 6&bito do paciente intoxicado por parada

cardiorrespiratoria (Clark, 2006; Yurumez et al., 2007).

A despeito destes relatos de marcantes desordens clinicas observadas apdés o
envenenamento agudo por OF, o mecanismo exato envolvido na toxicidade desses
compostos ndo esta completamente esclarecido. Particularmente, nenhum estudo
até o presente momento investigou o impacto destas intoxicacbes sobre os
mecanismos neurais de regulacdo da presséo arterial. Uma vez que a inibicdo da
colinesterase pelos OF, com consequente acumulo de acetilcolina, pode resultar em
ativagdo de ganglios simpaticos e parassimpaticos, bem como, de nucleos centrais
envolvidos na regulacdo da pressdo arterial (PA), ndo € improvavel que estes
mecanismos de regulacdo sejam alterados na intoxicacdo por OF. E importante
ressaltar ainda que, apesar das inumeras evidéncias mostrando que o
envenenamento agudo severo promove sérias mudancas na PA e freqléncia
cardiaca (FC), n&o se sabe se a exposigao a doses subletais pode exercer prejuizo
sobre os mecanismos basicos de regulagdo cardiovascular ou até mesmo produzir
lesdes detectaveis sobre o tecido cardiaco, que poderiam contribuir para a
toxicidade sobre este sistema. Deste modo, estudos experimentais avaliando os
efeitos da exposicdo a doses subletais destes compostos sobre os mecanismos
neurais de regulacdo da PA poderiam contribuir para a elucidagdo dos efeitos

cardiotdxicos dos OF.

Sabe-se que a manutencdo da PA em niveis normais, necessaria para uma perfusao
tecidual adequada, € um pré-requisito fundamental para a sobrevivéncia do
individuo. Os mecanismos de ajuste da PA envolvem a regulagéo a curto-prazo e a
regulacdo a longo-prazo. O controle a curto-prazo € efetuado por mecanismos

reflexos neurais, que promovem uma estabilizacdo rapida e eficiente da PA a cada
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batimento cardiaco. Assim, esses reflexos sejam eles arteriais ou nao-arteriais
detectam e corrigem alteracbes na pressao arterial (barorreflexo), no volume
sanguineo ou na composi¢cao quimica (reflexos cardiopulmonares) e na tensao de
oxigénio, gas carbbnico e pH (quimiorreflexo) (ver Vasquez et al., 1997 para

revisao).

Dentre estes reflexos, o barorreflexo constitui uma importante ferramenta no controle
da PA por promover ajustes rapidos nesse parametro. Essa ag¢ao se inicia por meio
de mecanorreceptores localizados nas paredes do arco adrtico e do seio carotideo.
Esses receptores sdo sensiveis as alteragdes de tensdo produzida na parede dos
vasos pelas ondas de presséao sistolica ou por elevagdes subitas da PA. A ativagao
destes receptores gera potenciais de agdo, os quais sao transmitidos ao sistema
nervoso central por meio de aferéncias barorreceptoras que caminham juntamente
com os nervos vago e glossofaringeo. Quando ocorre um aumento subito da PA, a
ativagdo barorreflexa promove simultaneamente uma elevagdo da atividade
parassimpatica para o coragao e uma diminuicdo da atividade simpatica tanto para
os vasos de resisténcia quanto para o coragao (Spyer, 1990). Isto resulta em
bradicardia, redu¢cao da contratilidade cardiaca, redugdo da resisténcia vascular
periférica e consequentemente, uma diminuicdo do débito cardiaco e da PA. Em
contrapartida, a queda da PA é compensada por um decréscimo na descarga
aferente barorreceptora, promovendo alteragbes exatamente opostas as acima

descritas para os componentes autonémicos.

Todavia, o controle reflexo da circulagdo nao depende somente do barorreflexo, mas
também, em grande parte, dos reflexos cardiopulmonares (Zanchetti e Mancia,
1991). Os receptores envolvidos na ativacdo dos reflexos cardiopulmonares estédo
localizados nos atrios, ventriculos, vasos pulmonares e parénquima pulmonar
(Krayer, 1961; Kappagoda et al.,, 1972). Estes receptores sao ativados por
mudangas na pressao de enchimento cardiaco e por agentes quimicos (Zucker,
1989). A ativacédo dos receptores ventriculares, mais especificamente do ventriculo
esquerdo (Dawes, 1947; Paintal, 1973), por agentes quimicos refere-se ao reflexo
Bezold-Jarisch (RBJ). O RBJ é um epbnimo para uma triade de respostas,
compreendendo apnéia, bradicardia e hipotensédo, observadas apds a injegéo

intravenosa de alcaléides do veratrum em animais experimentais. Os primeiros
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relatos sobre esse reflexo foram feitos por Von Bezold e Hirt, sendo posteriormente
confirmados em 1938-1940 por Jarisch (Aviado e Aviado, 2001). Além desses
alcaldides, outras substancias tais como a bradicinina, as prostaglandinas, a
serotonina e a fenilbiguanida também séo capazes de ativar estas terminagdes
quimiossensiveis (Verberne et al., 2003). Uma vez ativadas estas terminagdes, os
sinais induzidos s&o conduzidos principalmente por fibras aferentes vagais nao-
mielinizadas do tipo C (Coleridge et al., 1964; Krayer, 1961; Muers e Sleight, 1972;
Paintal, 1955). A ativacédo dos receptores quimiosensiveis induz apnéia, bradicardia
e hipotens&o por inibicdo vasomotora simpatica (Chein, 1979; Verberne e Guyenet,
1992; Campagna e Carter, 2003) e um aumento simultaneo do tono vagal para o
coragao. Essa ativagdo também acarreta uma diminuicdo da atividade simpatica

para o nervo renal (DiBona, 1989; Kashihara et al., 2004).

Apesar de ser ainda incerto qual o papel fisiolégico do RBJ, estudos de Chianca Jr.
e Machado (1994) demonstraram um aumento na sensibilidade do RBJ tanto em
animais desnervados (regido sinoadtica) agudamente quanto cronicamente,
sugerindo um papel fisiolégico para este reflexo na regulagdo cardiovascular. Em
contrapartida, estudos apontam para uma importante regulagdo circulatéria
desempenhada por este reflexo em situagdes patoldgicas, como isquemia
miocardica aguda (Meyrelles et al., 1996; Robertson et al., 1985). Nestas situacgoes,
uma potente estimulagdo dos quimiorreceptores cardiacos exerce um efeito
cardioprotetor ao induzir hipotensdo e bradicardia, reduzindo assim o esforco
excessivo do musculo cardiaco (Schultz, 2001). Dados da literatura também
demonstram alteragdes no RBJ em animais experimentais hipertensos (Araujo et al.,
1998; Peotta et al., 2001), com hipertrofia cardiaca (Meyrelles et al., 1998 ; Uggere
et al., 2000) e em casos de infarto do miocardio (Meyrelles et al.,1997).

Outro mecanismo neural que participa ativamente da regulagao cardiorrepiratéria € o
quimiorreflexo (Machado, 2001; Marshall, 1994; Schultz e Li, 2007; Spyer, 1990).
Varias evidéncias na literatura indicam que os quimiorreceptores periféricos
participam tanto do controle da ventilagdo, quanto dos mecanismos neurais
envolvidos na regulacdo da PA (Spyer, 1990; Felder e Mifflin, 1994). Estes
receptores encontram-se distribuidos em corpusculos carotideos e adrticos,

localizados  bilateralmente na bifurcagdo da artéria carétida comum
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(quimiorreceptores carotideos) ou em pequenos corpusculos espalhados entre o
arco adrtico e a artéria pulmonar (quimiorreceptores aorticos) (Sapru e Krieger,
1977). A presenca destes receptores depende da espécie dos animais, estando os
corpusculos adrticos geralmente ausentes no coelho, rato e camundongo (Easton e
Howe, 1983). Os corpusculos carotideos sdo formados por dois tipos celulares, as
células do tipo | (células glomais ou quimiossensiveis), intimamente associadas aos
capilares sanguineos, e pelas células do tipo Il (células de sustentagdo) (Kock,
1951). As células glomais sao altamente especializadas, capazes de detectar
alteragcdes da pressado parcial de oxigénio (pO;), pressao parcial de dioxido de
carbono (pCO,) e concentrac&o hidrogenidnica do sangue (pH) (Biscoe, 1971).

Esses receptores quando estimulados por redugao dos niveis de pO, ou pH ou ainda
aumento da pCO, encaminham sinais ao bulbo, onde induzem mudangas nas vias
simpatica e parassimpatica, modulando o coragao e vasos sanguineos, bem como
no nervo frénico, controlando a atividade pulmonar (Spyer, 1990). A estimulacao dos
receptores promove tanto aumento da atividade do sistema nervoso simpatico
vascular, induzindo vasoconstriccdo, aumento da resisténcia periférica e
consequente aumento da pressao arterial, quanto da atividade do sistema nervoso
parassimpatico cardiaco, induzindo bradicardia (Franchini e Krieger, 1993; Haibara
et al., 1995). Além disso, a resposta respiratéria do quimiorreflexo ocorre,
basicamente, pela ativacdo de neurdnios respiratérios localizados no bulbo,
aumentando a frequéncia de disparos do nervo frénico, levando ao aumento da
frequéncia e da amplitude do padrao respiratério. Portanto, em situagdes de hipdxia,
esses receptores sao ativados para promover ajustes cardiorrespiratorios, mantendo

orgaos vitais adequadamente perfundidos (Kara et al., 2003).

Varios autores tém demonstrado uma forte relagcdo entre os ajustes mediados pelos
quimiorreceptores periféricos e a hipertenséo (Fukuda et al., 1987; Somers et al.,
1988a; Trzebski et al.,, 1982). Fletcher e colaboradores (1992) demonstraram que
ratos expostos cronicamente a curtos periodos de hipdxia apresentaram aumento da
pressao arterial, ndo sendo o mesmo efeito observado em ratos submetidos a
desnervacdo do nervo do seio carotideo. Adicionalmente, foi demonstrado que
pacientes com apnéia do sono apresentaram aumento na resposta do quimiorreflexo

periférico induzida por hipoxia (Narkiewicz et al., 1998). Outros estudos também
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mostram que, na hipertensio arterial cronica, os quimiorreceptores periféricos, em
particular os carotideos, podem apresentar alteracbes morfolégicas e bioquimicas
(Trzebski, 1992; Habeck, 1991). Este fato é representado pelo trabalho de Smith e
colaboradores (1984), no qual se observou que ratos espontaneamente hipertensos

apresentavam um aumento no tamanho dos corpos carotideos.

Dada a relevancia destes dois reflexos na manutencdo da PA e considerando,
conforme relatado, que a exposi¢ao aguda aos OF promove mudangas marcantes
no plano cardiorrespiratério e que nenhuma pesquisa, até o presente, avaliou os
efeitos dos OF sobre esses reflexos, nosso estudo se dedicou a avaliar esta

questao.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A abordagem proposta neste trabalho visou avaliar o efeito da exposicdo aguda a
uma dose subletal do inseticida metamidofés em ratos sobre os reflexos
cardiovasculares, sobre a integridade cardiaca e atividade da colinesterase

plasmatica.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a curva de letalidade do metamidofds por via intraperitonial,
e Avaliar as atividades das enzimas colinesterase plasmatica, LDH e CK-MB no
soro de ratos submetidos ao tratamento agudo com uma dose subletal de

metamidofos;

e Verificar o efeito do tratamento agudo com uma dose subletal de metamidofés

sobre os niveis basais de pressao arterial média e frequéncia cardiaca;

e Avaliar o efeito do tratamento agudo com uma dose subletal de metamidofés

sobre o reflexo Bezold-Jarisch e o quimiorreflexo.



MATERIAIS E METODOS



40

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para os ensaios biologicos foram utilizados camundongos machos da linhagem
Swiss, pesando entre 20 e 25 g e ratos Wistar machos, pesando entre 300 e 350g.
Ambas as espécies foram cedidas pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com
dimensdes de 27 x 18 x 13 cm, alocando no maximo quatro animais por gaiola, com
agua e ragao ad libitum em ciclo claro/escuro de 12 h. Os experimentos foram
desenvolvidos segundo as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEUA-UFES n ° 058/2010).

3.2 LETALIDADE DO METAMIDOFOS

Uma curva de letalidade do metamidofds foi determinada em camundongos, com o
objetivo de estimar uma dose subletal que pudesse ser utilizada para tratamento dos
animais envolvidos nos protocolos cardiovasculares. Para isso, os camundongos
foram submetidos a 12 horas de jejum e receberam doses crescentes (3, 8, 11, 12,
13, 14 e 25 mg/kg de peso corporal) de metamidofés (fosforamidotioato de O,S-
dimetila; 60% m/v, Tamaron, Bayer) contidas em 0,5 mL de solugéo fisiolégica
(NaCl; 0,9%) via intraperitonial (i.p.). Foram utilizados 20 camundongos por dose
(n=20) e o total de mortes por dose foi computado ao longo de 24 horas apés
injecoes. A letalidade do metamidofés foi avaliada por uma andlise de regressao
logistica da proporgao de mortes computadas. Com base nesse ensaio foi escolhida
a dose de 8 mg/kg para a realizagdo dos experimentos enzimaticos e

cardiovasculares.

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para os protocolos enzimaticos e cardivasculares, foi utilizado um total de 63 ratos

divididos em dois grupos:
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e Grupo tratado (MTF, n=33): os animais receberam uma dose unica de 8 mg/kg de
metamidofés (fosforamidotioato de O,S-dimetila; 60% m/v, Tamaron, Bayer) diluido
em solucao de NaCl 0,9%, por via intraperitonial (volume injetado 0,5 mL).

e Grupo controle (CON, n=30): os animais receberam apenas veiculo (0,9% de

solugao de NaCl, volume injetado 0,5 mL) por via intraperitonial numa unica injegao.

3.4 DOSAGENS ENZIMATICAS

As atividades das enzimas colinesterase plasmatica (ChE) (n=10/grupo), creatina
quinase fragdo MB (CK-MB) (n=10/grupo) e desidrogenase lactica (LDH) (n=9/grupo)
foram dosadas no soro de animais controle (CON) e tratado com metamidofos
(MTF).

Para esse procedimento, amostras de sangue foram coletadas de animais
submetidos a decapitacdo 24 horas apds o tratamento. O soro foi obtido por
centrifugagcdo a 2000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Para dosagem das atividades
da ChE e da LDH, as amostras de soro foram armazenadas a - 80°C até o
momento da dosagem. Ja, para a dosagem da atividade da CK-MB, as amostras

foram armazenadas a 4°C no periodo de até uma semana apos a coleta.

3.4.1 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA COLINESTERASE PLASMATICA (CHE)

A atividade colinesterasica foi determinada segundo o método colorimétrico descrito
por Dietz et al. (1977) com algumas modificagdes, usando kit para a determinagao
da colinesterase da marca DOLES (Goiania, Brasil). A determinagdo da atividade
dessa enzima teve como obijetivo avaliar a eficacia do tratamento com o inseticida

metamidofds.

O principio da técnica, mostrado na figura 5, baseia-se na hidrolise da
propioniltiocolina pela colinesterase plasmatica, produzindo acido propidnico e
tiocolina. O grupo tiol livre (SH) da tiocolina reage com acido 5,5-bisditio-2-
nitrobenzéico (DTNB), levando a formagdo de um croméforo amarelo (5-tio-2-

nitrobenzoato), o qual possui absorgdo maxima a 410 nm.
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Figura 5: Reacgdo de hidrélise do substrato propioniltiocolina pela colinesterase
plasmatica e formagéo do cromaoforo 5-tio-2-nitrobenzoato. Fonte: figura adaptada de
Dietz et al., 1977.

Para determinagdo da atividade, aliquotas de 250 pyL de substrato (iodeto de
propioniltiocolina — solugéo 0,134 M) e 750 pL do reagente de cor (solugado de 0,423
M de DTNB em tampao fosfato pH 7,6), foram pré incubadas em banho-maria
termostatizado a 37°C, durante 3 minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo de 10 pL
da amostra (soro de animais do grupo CON e MTF) e paralisada, apds um periodo
de 2 minutos e 30 segundos, pela adi¢ao de 750 uL de solugéo inibidora (solugao de
sulfato de quinidina 0,5%). A absorbéancia do cromdéforo formado foi lida a 410 nm e

as dosagens foram realizadas em duplicata.

Para eliminar interferentes de aspectos fisicos das amostras (ictericia, lipemia, entre

outros), foi preparado um branco para cada amostra, contendo todos os reagentes
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nas quantidades da reagcdo acima, sendo, todavia, a solugao inibidora adicionada

antes da amostra.
A atividade foi expressa em U.l./mL, (uma U.l. de colinesterase é a quantidade de
enzima que hidrolisa um pmol de substrato/minuto/mL de soro, 37°C), utilizando uma

curva padrao preparada conforme tabela abaixo.

Tabela 1: Procedimento para a preparagao dos padrdées com a finalidade de calcular

o fator.

Atividade (U./mL)  Agua destilada Padrao Reagente de cor
7,00 U.l./mL 1 mL 5puL 750 pL
3,50 U.l./mL 2 mL 5uL 1500 L
1,75 U.l./mL 4 mL 5uL 3000 uL

3.4.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA CREATINA QUINASE FRACAO MB
(CK-MB)

A atividade da CK-MB foi avaliada utilizando kit CK-MB BIOCLIN (Minas Gerais,
Brasil), o qual utiliza o método cinético otimizado por Szasz e colaboradores (1976).

O principio da técnica consiste nas reagdes mostradas abaixo, que envolvem: (i)
fosforilagdo da ADP (adenosina difosfato) pela transferéncia de um grupo fosforila da
creatina fosfato com formacédo de ATP (adenosina trifosfato) e creatina, catalisada
pela creatina quinase (CK); (ii) reacdo da glicose com o ATP, catalisada pela
hexoquinase (HK), produzindo glicose-6-fosfato e ADP; (iii) oxidacdo da glicose-6-
fosfato pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) NADP* dependente
formando 6-fosfogliconato e NADPH. A atividade da CK é proporcional aos
surgimentos do NADPH, o qual apresenta absor¢do em 340 nm.

CK
(i) Creatina Fosfato + ADP — > Creatina + ATP
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HK
(i) ATP + Glicose —  Glicose-6-fosfato + ADP

G-6-PDH
(iii) Glicose-6-fosfato + NADP* ————  6-Fosfogliconato + NADPH + H*

Tabela 2: Reagente 01 do kit CK-MB (enzimas e substratos).

Reagentes Concentragao
Creatina Fosfato 2000 U/L
Glicose-6-Fosfato desidrogenase 30 mmol/L
ADP 2 mmol/L
AMP (*) 5 mmol/L
Diadenosina pentafosfato (*) 10 mmol/L

(*) inibidores da adenilato cinase (AK), enzima encontrada em concentragdo razoavelmente alta em todos os
tecidos, incluindo as hemacias.

Tabela 3: Reagente 02 do kit CK-MB.

Reagentes Concentragao
Acetato de Imidazol (pH 6,7) 100 mmol/L
Glicose 20 mmol/L
EDTA (**) 2 mmol/L
NADP* 2 mmol/L
Hexoquinase 3500 U/L
Acetato de Magnésio 10 mmol/L
N-acetilcisteina (**) 20 mmol/L

Quantidade suficiente para inibir até 2000

Anticorpo policlonal anti-CK-M (***)
U/Lde CK-MM

(**) EDTA funciona como um quelante do ca*? o que é importante para eliminar esse ion que compete com o
Mg+2 (ativador da CK). Além do Mg+2, a N-acetilcisteina também contribui para a ativacéo dessa enzima.

(***) anticorpo especifico contra a fragdo M, inibe completamente a atividade enzimética da CK-MM e a fragdo M
do CK-MB.
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Para determinacédo da atividade, uma aliquota de 500 pL do reagente de trabalho
(4:1, reagente numero 2 e 1) foi pré-incubada por 5 min a 37°C. Posteriormente,
foram acrescentados 20 puL da amostra (diluida 20X em solugéo fisiologica). Apds a
homogeneizagao, esse conteudo foi transferido para uma cubeta termostatizada a
37°C (espectrofotometro Thermoplate - modelo TP Analyzer Plus). O produto
NADPH foi lido, em 340 nm, minuto a minuto apds os 5 minutos de pré-incubacéo.
Esta cinética foi realizada em duplicata para cada amostra. A atividade foi expressa

em U/L, utilizando o fator 8254, calculado conforme equacgéao abaixo:

FATOR = VT x1000
VAxexC

Sendo que:

-VT=VA+VR +VD

- VT= Volume Total

- VA= Volume de Amostra

- VR= Volume de Reagente

- VD= Volume de Diluente quando utilizado,
- C= Caminho 6ptico do equipamento (cm)

- ¢ = Coeficiente de Absortividade molar

Assim:

VA= 20 uL

VR= 500 L

VT= 520 uL
C=1cm

¢ do NADPH=6,3

Considerando a presencga do anticorpo especifico contra a fracdo M e que as fracoes
M e B apresentam atividades similares, o valor calculado para o fator devera ser

multiplicado por 2.
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3.4.3 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DA DESIDROGENASE LACTICA (LDH)

A atividade dessa enzima foi determinada a partir da utilizagdo do teste cinético do
kit LDH UV BIOCLIN (Minas Gerais, Brasil), segundo método enzimatico de
Bergemeyer (1974).

O principio da técnica consiste na reagdo mostrada abaixo, que consiste na redugao
do piruvato pela enzima LDH NADH-dependente, formando lactato e NAD*. A
concentracao catalitica € medida pela queda da absortividade a 340 nm, a qual esta
relacionada com a velocidade de decomposi¢cdo do NADH.

LDH
Piruvato + NADH+ HY ———» Lactato + NAD"
4—

Tabela 4: Reagente 01 do kit LDH UV: substrato tamponado.

Reagentes Concentragao
Tampéo TRIS (pH=7,4) 200 mmol/L
Piruvato 6 mmol/L
Azida sédica 15 mmol/L

Tabela 5: Reagente 02 do kit LDH-UV.

Reagentes Concentragao
Tampao Borato (pH=10) 20 mM
NADH 0,32 mmol/L
Azida sédica 15 mmol/L

Para determinacédo da atividade, uma aliquota de 500 pL do reagente de trabalho
(9:1, reagente numero 1 e 2) foi pré-incubada por 5 min a 37°C. Posteriormente,
foram acrescentados 10 uL da amostra (diluida 10X em solugéo fisiologica). Apds a

homogeneizagado, esse conteudo foi transferido para uma cubeta termostatizada a
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37°C (espectrofotdbmetro Thermoplate - modelo TP Analyzer Plus). Apos o primeiro
minuto, as absorbancias foram lidas minuto a minuto. Esta cinética foi realizada em
duplicata para cada amostra. A atividade foi expressa em U/L, utilizando o fator

8016, calculado conforme equagéao abaixo:

FATOR = VT x 1000
VAxexC
Sendo que:
VA= 10 yL
VR= 500 pL
VT=510 uL
C=1cm
¢ do NADH= 6,362

3.5 ENSAIOS CARDIOVASCULARES

Para realizagdo dos ensaios cardiovasculares, os ratos dos grupos MTF e CON
foram cateterizados para permitir os registros de pressao arterial pulsatil (PAP),
presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), bem como a administragao
intravenosa de drogas. Este procedimento cirurgico foi realizado nos animais
previamente anestesiados com pentobarbital sdédico 50 mg/kg, 24 horas apéds a
administracao intraperitonial de solugdo de metamidofés (grupo MTF) ou solugao de
NaCl 0,9% (grupo CON). A avaliagcéo dos reflexos cardiovasculares (quimiorreflexo e
o reflexo de Bezold-Jarisch) foi realizada nos animais acordados, 24 horas apds os
procedimentos de cateterismo. Ao final desses bioensaios, os animais foram

sacrificados com sobredose do anestésico pentobarbital sédico.

3.5.1 CANULACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAL

O procedimento de canulagao consiste na insergao de uma canula na artéria femoral
e outra na veia femoral em ratos previamente anestesiados (pentobarbital s6dico 50
mg/kg), a partir de uma incisdo na regido inguinal. Essas canulas foram
confeccionadas a partir de um tubo de polietiieno PE-10 (SIMS Portex Ltd, Kent,
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Inglaterra) soldado a outro tubo de polietileno PE-50 (CPL MEDICAL’S, Sao Paulo,
SP, Brasil). Antes de serem implantadas, as canulas foram preenchidas com salina e
obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Finalizada a
cateterizagdo, as canulas foram dirigidas subcutaneamente com auxilio de um
trocater para a regiao médiocervical posterior, onde foram exteriorizadas e fixadas
por uma linha de sutura. A canula arterial foi utilizada para registro da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca e a canula venosa para administragao sistémica de
drogas. ApdOs a canulagao, os animais foram colocados em gaiolas individuais para

recuperagado com livre acesso a agua e ragao.

(A) (B)

Figura 6: Rato com veia e artéria femorais cateterizadas. (A) Animal com a canula
inserida na artéria e veia femorais. (B) Animal com as céanulas exteriorizadas na
regiao mediocervical posterior, pés-canulagao.

3.5.2 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA CARDIACA

No dia seguinte ao procedimento de canulagao, foram feitos os registros de pressao
arterial e de frequéncia cardiaca. O cateter arterial, previamente heparinizado
(Liguemine, Roche, Rio de Janeiro, Brasil) (1:50), foi conectado a um transdutor de
pressao (modelo PT 300; Grass Instrument Division, Warwick, NY, EUA), acoplado a

um sistema de registro computadorizado (Biopac System MP100, Santa Barbara,
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Califérnia, EUA). A partir desse sistema, a PAP, PAM e FC foram registradas. Os
registros de FC foram derivados pelo software a partir do sinal pulsatil de PA.

3.5.2 AVALIAGAO DO QUIMIORREFLEXO

Para a estimulagdo dos quimiorreceptores periféricos, foi utilizada solugdo aquosa
de cianeto de potassio (KCN, Impex, SP, Brasil) por via intravenosa, segundo o
método descrito por Franchini e Krieger (1993). Em cada rato (MTF, n=14; CON,
n=10), foram administradas aleatoriamente 10, 20, 40 e 80ug/rato, utilizando uma
microseringa (Hamilton), aguardando-se um intervalo minimo de 10 minutos entre as
doses para estabilizagdo dos parametros PAM e FC. Foram avaliadas as respostas
hipertensivas e bradicardicas desencadeadas pela ativagdo desse reflexo com o
KCN.

3.5.3 AVALIAGAO DO REFLEXO BEZOLD-JARISCH

O reflexo foi ativado quimicamente pela inje¢ao intravenosa in bolus de cinco doses
randomizadas de fenilbiguanida (FBG, Sigma Aldrich Chemical): 1,5; 3,0; 6,0; 12 e
24 pg/kg de peso corporal dos ratos (MTF, n=9; CON, n=10), utilizando-se para
injecdo, uma microseringa Hamilton. O tempo entre cada injecédo foi de
aproximadamente 10 minutos. A sensibilidade do RBJ foi estudada por meio da
analise da resposta bradicardica maxima que foi induzida pela FBG e o reflexo foi
identificado por meio de uma reducdo dose-dependente da frequéncia cardiaca
(Uggere et al., 2000).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Analise dos dados de letalidade do metamidofés

Essa avaliagao foi feita por meio de uma analise de regressédo logistica das
propor¢cdes de mortalidade. A curva de letalidade dose-resposta foi construida a

partir das propor¢des de mortalidade em funcdo da dose, obedecendo o modelo

logistico abaixo:
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P(ylx) = [1+exp-(o+Bx)]"
Em que P é a probabilidade esperada de morte a uma dada dose de xi, a € 0

intercepto e B ainclinagao (parametro de curvatura) da curva dose-resposta.

A estimativa da dose letal mediana da populacdo (DLsp) foi calculada da seguinte

forma:
DL50 = -G/B

O erro padrao da dose letal mediana da populagédo (EPp.s) foi estimado de acordo

com Collett (2003), como se segue:
EPoLso = ((Var(a)-2(a/B)Cov(a,B)+(a/B)*Var(B))/B*)”

Os parametros de variancias (Var) e covariancias (Cov) foram fornecidos pela matriz
de covariancia do procedimento logistico do SAS (Statistical Analysis System, Cary,
EUA).

Os efeitos significativos da regressao foram avaliados por meio de Wald’'s qui-
quadrado sz = (B/EP)2 , em que "EP" é o erro padrdo do parametro inclinagao (B)
(Collett, 2003).

Anadlise dos dados dos experimentos cardiovasculares e dos ensaios

enzimaticos

Para a avaliacdo tanto dos valores basais de PAM e FC quanto das dosagens
enzimaticas foi utilizado o teste t-Student. Ja a analise dos dados dos reflexos
cardiovasculares foi feita utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) uma via para
medidas repetidas, com analise Post Hoc pelo teste de Fisher. O nivel de
significancia estatistica foi fixado para *p<0,05 e **p<0,01. Os resultados foram

expressos como média * erro padrdo da média (EPM).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DE LETALIDADE DO METAMIDOFOS

A curva de ajuste da fungado logistica relacionando a frequéncia de mortes de
camundongos frente a injegdes intraperitoniais de metamidofés é apresentada pela
figura 7. Como podemos observar, as doses inferiores a 8,0 mg/kg nao induziram
letalidade nos animais tratados; ao passo que, doses acima de 14,0 mg/kg induziram
100% de mortalidade nos animais tratados. Adicionalmente, por meio desta analise
pode-se observar que a dose letal mediana (DLsy) do metamidofés, para

camundongos, foi de 11,88 mg/kg.

1,00+ -
DL,,=11,8+0.2 mg/kg

0,75

0,50

Proporcéo de letalidade

0,25

7 ‘ g 1 ¥ - 13 15
Metamidofos (ma/kg)

Figura 7: Curva de ajuste da funcédo logistica relacionando a proporgao de
letalidade em fung&o da dose de metamidofés (mg/kg). DLso, dose letal mediana.
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4.2 ATIVIDADES DAS ENZIMAS COLINESTERASE PLASMATICA, CK-MB E LDH

A atividade da colinesterase medida em ratos tratados com salina foi de 5,0+0,29
U.I/mL, ao passo que, os ratos tratados com metamidofés apresentaram 0,99+0,12
U.Il/mL de atividade da enzima (p<0,01). Os dados da atividade plasmatica da
colinesterase expressos em % da atividade controle sdo apresentados na figura 8. O
tratamento com metamidofés induziu 80% de redugdo (p<0,01) na atividade da

colinesterase quando comparado ao grupo controle tratado com salina.
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Figura 8: Atividade da colinesterase plasmatica de ratos tratados com salina (CON;
0,9%, n=10; barra clara) ou metamidofés (MTF; 8mg/kg, n=10; barra hachurada). A
atividade colinesterasica € expressa como porcentagem do controle.

** p<0,01 indica diferenga significante quando comparado ao grupo controle.

Os valores de atividade das enzimas CK-MB e LDH s&o apresentados nas figuras 9
e 10 e na tabela 6. Pode-se observar que o tratamento com metamidoféos nao
induziu alteracdo significativa na atividade destas enzimas no soro dos ratos

tratados quando comparado aos do grupo controle, tratados com salina.
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Figura 9: Atividade da creatina quinase fragdo MB (CK-MB) de ratos tratados com salina
(CON; 0,9%, n=10; barra clara) ou metamidofés (MTF; 8mg/kg, n=10; barra hachurada).
U/L, unidades internacionais por litro.
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Figura 10: Atividade da lactato desidrogenase (LDH) de ratos tratados com salina (CON;
0,9%, n=9; barra clara) ou metamidofés (MTF; 8 mg/kg, n=9; barra hachurada). U/L,
unidades internacionais por litro.
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Tabela 6: Valores de atividade das enzimas CK-MB e LDH no soro dos animais
tratados com metamidofés (MTF; 8mg/kg) ou salina (CON; 0,9%).

GRUPOS CK-MB (U/L) LDH (U/L)
(n=10) (n=9)

CON 5652 + 895 2724 + 276

MTF 6444 + 821 3043 + 332

Valores expressos como média + EPM. U/L, unidades internacionais por litro.
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4.3 DADOS HEMODINAMICOS

Os resultados obtidos da medida da PAM e FC basais no grupo de ratos tratados
com salina (CON; 0,9%) e tratados com metamidofés (MTF; 8 mg/kg) sdo mostrados
na tabela 7. Como podemos observar estes parametros nao apresentaram

diferengas significantes entre os dois grupos estudados.

Tabela 7: Valores de PAM e FC basais dos animais tratados com metamidofds
(MTF; 8 mg/kg) ou salina (CON; 0,9%).

GRUPOS PAM (mmHg) FC (bpm)
CON (n=20) 107+2 35546
MTF (n=23) 11142 35046

Valores expressos como média £ EPM.
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4.4 AVALIACAO DO REFLEXO DE BEZOLD-JARISCH (RBJ)

A figura 11 apresenta os resultados obtidos na analise do RBJ nos animais tratados
com metamidofés (MTF; 8 mg/kg, n=9) e com salina (CON; 0,9%, n=10). Os dados
de frequéncia cardiaca foram expressos como deltas percentuais em relagdo aos
niveis basais. Os dados mostram que o tratamento com metamidofés diminuiu
significativamente as respostas bradicardicas induzida pela administracdo de
fenilbiguanida nas doses de 12 e 24 ug/kg quando comparadas as repectivas doses

no grupo controle.

Doses de FBG (ug/kg)

1.5 3 6 12 24
N | -7

25 MANN

(&) =354 T
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o -45-

< -55-
-65- T
-75- ] CON MTF

Figura 11: Delta percentual de frequéncia cardiaca (A%FC) frente a administragao
de doses crescentes de fenilbiguanida (FBG=1,5; 3,0; 6,0; 12 e 24 ug/kg) a ratos
tratados agudamente com metamidofés (MTF; 8 mg/kg, n=9; barras hachuradas) ou
com salina (CON; 0,9%, n=10; barras claras).

Valores expressos como média + EPM.

** p<0,01 e * p<0,05 indicam diferengas significantes em relagdo ao grupo controle
para as respectivas doses.
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4.5 AVALIAGAO DO QUIMIORREFLEXO

A figura 12 mostra os resultados obtidos pela ativagdo do quimiorreflexo com doses
crescentes de cianeto de potassio (KCN; 10, 20, 40 e 80 pg/rato) em ratos tratados
com metamidofés (MTF; 8 mg/kg, n=14) e salina (CON; 0,9%, n=10). O tratamento
com metamidofés ndo induziu alteragbes significativas na resposta pressora do
quimiorreflexo nas diferentes doses testadas quando comparado ao grupo controle
(figura 12, painel A). Em contrapartida, as respostas bradicardicas do quimiorreflexo
nas doses 20, 40 e 80pg/rato, foram significativamente reduzidas nos animais

tratados com metamidofés quando comparadas as respostas do grupo controle para

|
%

as respectivas doses (figura 12, painel B).
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Figura 12: Deltas de pressao arterial média (PAM, painel A) e frequéncia cardiaca
(FC, painel B), frente a administragcédo de doses crescentes de cianeto de potassio
(KCN; 10, 20, 40 e 80 pg/rato) em ratos tratados agudamente com metamidofés
(MTF; 8 mg/kg, n=14; barras hachuradas) ou com salina (CON; 0,9%, n=10; barras
claras). mmHg, milimetros de mercurio; bpm, batimentos por minuto.

Valores expressos como média + EPM.

** p<0,01 e * p<0,05 indicam diferengas significantes em relagdo ao grupo controle
para as respectivas doses.
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5 DISCUSSAO

O tratamento com uma dose unica e subletal de metamidofés induziu mudancas
significativas em dois importantes reflexos envolvidos na regulagdo cardiovascular.
Nossos dados mostraram que os ratos tratados com metamidofés apresentaram
uma reducao nas respostas bradicardicas do quimiorreflexo e do RBJ. A dose letal
efetiva minima foi de 8 mg/kg (i.p.), conforme determinada no estudo de letalidade
aguda em camundongos. Portanto, essa dose foi escolhida para os experimentos
cardiovasculares em ratos, para simular uma exposi¢gao aguda ao metamidofos sem

produzir efeitos letais.

A atenuagao observada nas respostas bradicardicas em ambos os reflexos sugere
um desbalanc¢o na regulagdo autonémica depois do tratamento com o metamidofés.
Este desbalango €, provavelmente, devido ao acumulo de acetilcolina nas fendas
sinapticas, uma vez que esta classe de inseticidas transforma a enzima responsavel
pela degradacdo desse neurotransmissor em uma proteina enzimaticamente inerte
por meio de uma ligacdo covalente ao seu sitio ativo (Clark, 2006). No presente
estudo o tratamento com o metamidofés induziu uma marcante inibi¢do (redugéo de
80% comparado ao grupo controle) da atividade da colinesterase plasmatica,
provando a efetividade do tratamento. De fato, a dosagem da atividade
colinesterasica em tecidos facilmente acessiveis, tais como plasma e eritrocitos,
provou ser um método sensivel para o monitoramento da exposigao a agentes anti-
colinesterasicos, tais como os inseticidas organofosforados (Aygun et al, 2002;
Oliveira-Silva et al, 2000).

Ao contrario do observado nas respostas reflexas, o tratamento com metamidofos
nao induziu alteragdes nos niveis basais de PAM e FC em comparagado aos animais
controle. Esses dados se contrapbéem aqueles mostrados por varios estudos
clinicos, em que o envenenamento por compostos OF, inclusive o proprio
metamidofos (Wu et al.,, 2001), induz marcantes alteragbes na PAM e FC dos
pacientes expostos (Anand et al., 2009; Davies et al., 2008; Saadeh et al., 1997,
Yurumez et al., 2007). Essa diferenca observada pode se dever ao grau de

intoxicagdo apresentada nos estudos clinicos e a dose adotada no presente
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trabalho. Enquanto que, os dados clinicos envolvem uma grande variedade de
compostos OF envolvidos nos casos de envenenamento bem como diferentes vias
de absorgao e diferentes doses a que estes pacientes foram expostos, nossos
resultados baseiam-se em uma exposicdo a doses subletais de metamidofés. E
possivel assim, que a dose utilizada em nosso estudo ndo seja capaz de promover
alteracdes significativas nestes parametros. Adicionalmente, uma vez que em nosso
estudo as medidas dos parametros cardiovasculares sé ocorreram 48 horas apos o
tratamento, € possivel que as alteragcdes nos niveis basais, se presentes, pudessem

nao ser mais detectaveis apos este periodo.

Por outro lado, a dose utilizada em nosso estudo foi capaz de induzir alteragdes dos
componentes bradicardicos de ambos os reflexos mesmo sendo avaliadas 48 horas
apdés o tratamento. Essas respostas bradicardicas decorrentes da ativacdo dos
reflexos estudados envolvem tanto uma ativagcdo da via eferente parassimpatica
quanto uma retirada do simpatico cardiaco (Spyer, 1990). Sabe-se que a acetilcolina
€ um neurotransmissor encontrado nos ganglios simpatico e parassimpatico,
modulando a liberagdo de noradrenalina e acetilcolina, respectivamente. De acordo
com estudos clinicos (Anand et al., 2009;. Karki et al., 2004.; Saadeh et al., 1997),
um dos efeitos mais observados na frequéncia cardiaca apds a intoxicagdo aguda
por OF é a taquicardia sinusal, caracteristica de um aumento da atividade simpatica.
Deste modo, é possivel que a inibicao da colinesterase possa induzir maior ativagao
do sistema simpatico apdés uma exposicdo aguda ao inseticida, o que poderia
contribuir para a reducdo das respostas bradicardicas encontradas em nosso
estudo. E intrigante, entretanto, a auséncia de efeitos nas respostas hipertensoras
do quimiorreflexo observada nos animais tratados com uma dose unica de
metamidofds. Vale ressaltar que o quimiorreflexo possui a habilidade unica de ativar
simultaneamente a via simpatica para os vasos sanguineos levando a resposta
hipertensiva e aumentar a atividade vagal para o coragao produzindo bradicardia
(Kara et al., 2003). Em nosso estudo, os animais tratados com o metamidofés nao
apresentaram alteragbes significativas nas respostas hipertensivas do
quimiorreflexo. Esta inconformidade dos efeitos observados poderia envolver uma
acao dos OF sobre diferentes alvos além da acetilcolinesterase ou até mesmo, a
influéncia de outros mecanismos nao-neurais responsaveis pela regulagao

cardiovascular. Sabe-se que a regulacdo da pressdo arterial envolve também
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mecanismos ndo-neurais, tais como: mecanismos locais metabdlicos (O,, CO,, K*
entre outros); paracrinos/autacrinos (histamina, prostaglandinas, etc); fatores
endoteliais e hormonais. E possivel assim que uma ac&o indiscriminada dos OF
sobre alguns destes sistemas possa estar tamponando possiveis efeitos sobre a PA.
De fato, Newbal et al. (1986) demostraram in vitro e in vivo, que o gas Soman, um

composto OF, induz a liberagdo de histamina em mastdcitos peritoniais de ratos.

Varios trabalhos tém demonstrado que tanto a exposigcao a niveis reduzidos de OF
quanto envenenamento agudo por estes compostos podem conduzir a um numero
de efeitos neurotdxicos, que nao parecem estar relacionados exclusivamente a
inibicdo da acetilcolinesterase (Katz et al, 1997; Pope, 1999; Ray e Richards, 2001;
Smulders et al, 2004). Alguns estudos tém mostrado que estes inseticidas interagem
com outros alvos, tais como receptores muscarinicos (Howard e Pope, 2002;
Howard et al, 2007;. Huff e Abou-Donia, 1995;. Huff et al, 1994; Silveira et al, 1990).
De fato, tem sido demonstrado que o receptor muscarinico do subtipo M2,
predominante no coragao (Lefkowitz et al., 1996), € um alvo de ligagdo direta de
alguns compostos OF (Howard e Pope, 2002; Howard et al., 2007.; Huff et al., 1994;
Silveira et al., 1990). Experimentos in vitro realizados por Bomser e Casida (2001)
demonstraram que o clorpirifés, um OF, causa dietilfosforilagdo em um sitio
especifico dos receptores M2 em coragbes de ratos. Embora, ndo esteja bem
determinado se essa interagao resulta em uma agao agonista ou antagonista do OF,
algumas evidéncias fisiologicas apontam para a dessensibilizagdo aguda dos
receptores muscarinicos expostos a essa classe de inseticidas. Overstreet e
colaboradores (1977) mostraram uma subsensibilidade ao efeito hipotérmico
induzido pelo agonista colinérgico pilocarpina, apdés a injecdo aguda do OF,
diisopropilfluorofosfato, em ratos. De forma semelhante, ratos expostos ao
dissulfoton, um outro composto OF, desenvolveram tolerancia tanto aos efeitos
antinociceptivos quanto a hipotermia induzida por oxotremorina, um agonista
colinérgico muscarinico, efeito que parece ser devido a uma redugao na afinidade
dos receptores muscarinicos para o agonista (Costa et al., 1982). Apesar de nenhum
estudo ter investigado os efeitos da interacdo dos OF a receptores muscarinicos
sobre os reflexos cardiovasculares, é provavel que uma subsensibilidade dos
receptores muscarinicos possa também estar presente na fungdo cardiaca apos a

exposi¢cao aguda aos compostos organofosforados.
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Considerando o exposto acima, pode-se sugerir que a reducdo das respostas
bradicardicas dos reflexos cardiovasculares observadas neste estudo possam ser
resultantes de uma diminuicdo da sensibilidade dos receptores muscarinicos
cardiacos. E possivel ainda, que uma combinacdo da acdo toxica tanto sobre a
acetilcolinesterase quanto sobre esses receptores possam contribuir para os efeitos

cardiovasculares observados apds a exposicao ao metamidofos.

Considerando ainda a toxicidade exercida por compostos OF sobre o sistema
cardiovascular, um outro aspecto investigado em nosso estudo foi a possibilidade de
um efeito cardiotdxico direto do tratamento com uma dose subletal do metamidofés.
Em nosso trabalho, nenhuma alteragéo significante nos niveis de CK-MB e LDH foi
observado no grupo tratado com metamidofés quando comparado ao grupo controle.
Na pratica clinica, aumentos nas taxas dessas enzimas sdo interpretados como
marcadores de dano celular no miocardio (Godoy et al., 1998). Alguns estudos tém
relatado que intoxicagbes agudas por organofosforados podem ser acompanhadas
de danos na membrana de células musculares (De Bleecker, 1995; John et al.,
2003). Particularmente, John e colaboradores (2003) demonstraram uma associagéo
entre o desenvolvimento da sindrome intermediaria a compostos OF e o aumento da
atividade das enzimas creatina quinase e lactato desidrogenase. Esta sindrome
pode ocorrer num periodo de 24-96 horas pés-intoxicagao aguda por compostos OF,
sendo caracterizada por uma intensa fraqueza muscular, freqientemente, sem
fasciculagdes e sinais colinérgicos nos pacientes intoxicados (Clark, 2006). Embora,
a sindrome intermediaria seja bem conhecida como uma doenga das jungdes
neuromusculares, sua exata etiologia, incidéncia e fatores de riscos nao estao
claramente definidos. Entretanto, alguns elementos podem estar relacionados a esta
sindrome, tais como: o metabolismo tardio de compostos OF devido a fatores
toxicocinéticos ou mesmo prejuizo na fungdo organica, severidade da intoxicagao,
elevagdo das enzimas musculares, terapia tardia no uso do antidoto e intoxicagdes
por compostos organofosforados especificos (dimetoato, metilparation, paration,
metamidofds, entre outros) (De Bleecker et al., 1993; Yang e Deng, 2007). Conforme
citado anteriormente, uma caracteristica proeminente na sindrome intermediaria € a
fraqueza muscular, a qual pode ser atribuida a necrose do tecido muscular e ao
desenvolvimento de miopatia. Todavia, a miopatia e esta sindrome apresentam uma

origem comum que corresponde ao acumulo de acetilcolina (Karalliedde et al., 2006)
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e isto tem levado a especulacdo que a miopatia esta envolvida na indugdo da
sindrome intermediaria. No estudo de John e colaboradores, os pacientes, que
desenvolveram essa sindrome e o0s que tiveram uma ampla duragdo dessa
condigao, foram os que possuiram um maior dano muscular. Do mesmo modo,
Saadeh e colaboradores (1997) mostraram que dos 46 pacientes que foram
admitidos no hospital com o diagndstico de intoxicagdo por compostos OF e
carbamatos, 5 tiveram aumento tanto da CK-MB quanto da LDH. Friedman e
colaboradores (2003) mostraram aumento dos niveis de CK em pacientes apés uma
exposicdo aguda a agrotdéxicos anticolinesterasicos. Esses dados clinicos
contradizem nossos resultados em que a atividade dessas enzimas ndo se mostrou
alterada nos animais tratados com metamidofés. E possivel que a auséncia de
efeitos sobre o tecido miocardico possa ser devido a dose empregada em nosso
estudo. Adicionalmente, devido a diversidade de agrotoxicos presentes nos casos de
intoxicacao, as diferentes vias de exposicdo bem como a incerteza das doses as
quais os individuos foram expostos, torna-se dificil estabelecer uma correlagéo
direta com os dados clinicos. E importante ressaltar ainda que, apesar do uso destes
marcadores como indicativos de lesao celular miocardica, ha limitagdes no uso dos
mesmos, uma vez que a especificidade da dosagem da LDH fica comprometida em
casos de acometimento muscular esquelético associado a danos cardiacos. Além
disso, a sensibilidade da CK-MB, as vezes, nao é suficientemente alta para detectar
pequeno dano miocardico, face a imprecisdo analitica das medidas de atividade e a

ampla faixa de normalidade (Hamm & Katus, 1995).

Em suma, os nossos resultados mostraram que a exposigcdo aguda a uma dose
subletal de MTF prejudica a fungdo de dois importantes reflexos envolvidos na
manutencado da pressao arterial. Este efeito pode ser um mecanismo que contribua
para a toxicidade cardiovascular associada a exposi¢do aguda aos compostos OF.
Todavia, se estas disfungdes cardiovasculares observadas apds o tratamento agudo
com o metamidofés podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em individuos expostos cronicamente a esta classe de inseticidas,

permanece por ser investigado.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho avaliou os efeitos da exposicdo aguda a uma dose subletal do
inseticida metamidofés sobre os reflexos cardiocasculares e sobre a atividade das
enzimas CK-MB, LDH e colinesterase plasmatica. Os resultados obtidos

demonstraram que:

1. O tratamento com metamidofés atenuou significativamente as respostas
bradicardicas do RBJ e do quimiorreflexo, sem promover alteragbes significativas

nas respostas hipertensivas do quimiorreflexo.

2. O tratamento com metamidofos ndo alterou significativamente os valores basais

de pressao arterial média e frequéncia cardiaca dos animais expostos.

3. O tratamento com metamidofés promoveu uma redugdo significativa da atividade
da colinesterase plasmatica, sem promover alteragdes significativas nas atividades
da CK-MB e LDH.

Os dados apontam para uma disfungdo no componente bradicardico dos dois
reflexos, o que pode envolver uma diminuicdo da sensibilidade de receptores
muscarinicos cardiacos. Entretanto, os mecanismos exatos envolvidos no prejuizo

da bradicardia reflexa permanecem por ser elucidados.
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