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RESUMO

Dentre os agrotoxicos disponiveis para utilizacdo, se destacam os organofosforados,
considerados um dos principais responsaveis por intoxicacdes, 6bitos e tentativas de
suicidio no Brasil. O clorpirifés, organofosforado extensamente utilizado, exerce sua
acao toxica, em parte, devido a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, o que resulta
em excesso de acetilcolina nas sinapses colinérgicas, promovendo sinais e efeitos
diversos resultantes do aumento de ativacao tanto de receptores no sistema nervoso
central quanto de receptores periféricos muscarinicos e nicotinicos. Tendo em vista
as profundas alterac6es promovidas em diversos sistemas nos individuos expostos,
desperta um particular interesse os efeitos causados pela intoxicacdo pelo clorpirifés
sobre o sistema cardiovascular e sobre o comportamento. Assim sendo, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da exposicdo aguda a doses subletais do inseticida
clorpirifos sobre trés reflexos cardiovasculares (barorreflexo, reflexo de Bezold-
Jarisch e quimiorreflexo), sobre a atividade de algumas enzimas (colinesterase
plasmatica, creatina-quinase fracdo MB e lactato desidrogenase) e sobre alguns
parametros comportamentais em animais experimentais. Para o0s testes
cardiovasculares, os animais foram inicialmente submetidos a cateterizacdo da
artéria e veia femoral e, 24 horas apds, tratados com clorpirifés 30 mg/kg ou salina.
Um dia apés o tratamento, foram realizados os registros cardiovasculares para
avaliacdo desses reflexos. Estes mesmo animais forneceram amostras para as
dosagens enzimaticas, coletadas antes e apds o tratamento. Para a avaliacdo
comportamental, os animais foram tratados com clorpirifés 20, 25 e 30 mg/kg ou com
salina. Em seguida, foram submetidos ao teste do campo aberto, labirinto em cruz
elevado e teste do nado forcado. Sobre o comportamento, o tratamento com o
organofosforado induziu um possivel efeito ansiogénico e depressivo nos animais
testados. Nas dosagens enziméticas, a atividade da colinesterase plasmatica foi
significativamente reduzida e, em alguns dos animais tratados, foram observados
indicios de lesdo cardiovascular, evidenciados por aumento da atividade das
enzimas CK-MB e LDH. Em relacdo aos testes cardiovasculares, o tratamento com o
clorpirifés foi capaz de causar prejuizo na resposta bradicardica dos trés reflexos

testados. Adicionalmente, a exposi¢do ao clorpirifés foi capaz de promover reducéo



na resposta hipertensora do quimiorreflexo, na hipotensora do RBJ e no range e

ganho do barorreflexo.

Palavras-chave: Clorpirifés.  Organofosforados. Reflexos cardiovasculares.

Comportamento.



ABSTRACT

Among the pesticides available for use, the organophosphorus compounds stand out
as one of the main responsible for poisonings, suicide attempts and deaths in Brazil.
Chlorpyrifos, a widely used pesticide representative of this group, exerts its toxic
effect partly due to the inhibition of the acetylcholinesterase enzyme. This inhibition
leads to an increase in the amount of acetylcholine available in the cholinergic
synapses, promoting various signals and effects which result from an excessive
activation of the muscarinic and nicotinic receptors located either peripherally or
within the central nervous system. Considering that these compounds are capable of
promoting profound changes in many systems in the exposed, rises a particular
interest on the effects observed on the cardiovascular system and behavior induced
by poisoning with these substances. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the effects of the acute exposure to sublethal doses of the insecticide chlorpyrifos on
three cardiovascular reflexes (baroreflex, Bezold-Jarisch reflex and chemoreflex), on
the activity of some enzymes (plasma cholinesterase, creatine kinase MB fraction
and lactate dehydrogenase) and on some behavioral parameters in experimental
animals (open field test, elevated plus maze and forced swim test). For the
cardiovascular tests, animals initially underwent catheterization of the femoral artery
and vein and, 24 hours later, were treated with either chlorpyrifos 30 mg/kg or saline.
One day after the treatment, cardiovascular recordings were performed for
assessment of cardiovascular reflexes. The same animals provided blood samples
for all enzymatic measurements, which were collected through the catheter before
and after the treatment. For the behavioral tests, animals were treated with either
chlorpyrifos at the doses of 20, 25 and 30 mg/kg or saline. And, 24 hours later, were
subjected to the open field test, elevated plus maze and forced swim test. In the
behavioral tests, the treatment with the organophosphate induced a anxiogenic and
depressive-like effect in tested animals. The cholinesterase activity was significantly
reduced in treated animals. Some of the treated animals also showed an evidence of
cardiovascular injury, represented by the increased activity of CK-MB and LDH
enzymes. Regarding cardiovascular tests, the treatment with chlorpyrifos induced an
impairment in the bradycardic response of the three reflexes tested. Additionally,
exposure to chlorpyrifos decreased the hipertensive response of the chemoreflex, the



hypotensive response of the RBJ as well as the range and the baroreflex gain in

tested animals.

Keywords: Organophosphorus. Chlorpyrifos. Cardiovascular Reflexes. Behavior.
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1 INTRODUCAO

Defensivos agricolas, pesticidas ou agrotéxicos sédo termos atribuidos aos
produtos destinados ao uso nas diversas etapas da producdo agricola, tais como
producdo, armazenamento, beneficiamento e distribuicdo, com o objetivo de alterar
a composicao da fauna ou flora para preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (BRASIL, 1989).

No Brasil, 0 uso de agrotéxicos cresceu bastante nos ultimos anos, tornando
0 pais um dos lideres mundiais no consumo dessas substancias (ABIFINA, 2009). O
uso de pesticidas ainda é atualmente uma importante estratégia na agricultura para
combater e prevenir pragas agricolas, permitindo aumento da producdo e da
qualidade dos alimentos produzidos. Porém, sua extensiva utilizagdo pode causar
impacto negativo sobre 0s ecossistemas e pode representar um grave problema de
salude publica, uma vez que toda substancia com atividade praguicida €
potencialmente toxica aos animais vivos relacionados ao ambiente no qual séo
aplicadas (CALDAS & SOUZA, 2000; ECOBICHON, 2001).

Envenenamentos por pesticidas constituem um sério problema entre
populacdes de paises em desenvolvimento, particularmente em areas rurais, onde o
seu uso € amplamente disseminado. Aliado ao amplo uso observa-se também, na
maioria dos casos, o desconhecimento dos riscos associados a sua utilizacéo, o
consequente desrespeito as normas basicas de seguranga, a auséncia de controle
eficaz sobre a venda e uso, monitoramento escasso da exposicdo ocupacional e
diagnéstico e tratamento falhos nos casos de intoxicacdo. Tais fatores constituem
importantes causas que levam ao agravamento dos quadros de contaminagao
humana observados no Brasil (DELGADO & PAUMGARTTEN, 2004; MOREIRA et
al., 2002).

Dados mais recentes do Sistema Nacional de Informacbes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX), do periodo de 2009 a 2011, trazem 0s agrotoxicos como
um dos principais agentes em casos de intoxicacdes, sendo superados apenas
pelos medicamentos e acidentes com animais pegonhentos. Destaca-se, no entanto,
o fato deste grupo de substancias possuirem o maior nivel de letalidade e
porcentagem de Obito dentre todos os registros de intoxicagbes, o que confirma o

perigo potencial da exposicao a esses compostos (SINITOX, 2014).
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Embora casos de intoxicagdo possam resultar de exposicdo ocupacional ou
ingestdo acidental, na maioria dos casos ja relatados a principal via de exposicao
consiste na ingestao deliberada em tentativas de suicidio (JEYARATNAM, 1990). A
literatura cientifica confirma que a taxa de suicidio entre agricultores é elevada,
particularmente em paises em desenvolvimento (EDDLESTON & PHILLIPS, 2004).

Dentre os agrotoxicos disponiveis para utilizacdo, destaca-se o grupo dos
organofosforados, que reune os ésteres derivados do acido fosforico ou
fosforotidico, aplicados principalmente para acao inseticida. Essas substancias séo
consideradas um dos principais responsaveis por intoxicacdes, obitos e tentativas de
suicidio no Brasil (ARAUJO et al., 2007; RECENA et al., 2006).

Os organofosforados, possivelmente o0s inseticidas mais amplamente
utilizados no mundo, sé&o destinados tanto para uso na agricultura quanto para uso
doméstico. Sua acgdo toxica se deve em parte a inibicdo das enzimas hidrolases de
ésteres carboxilicos nas diversas sinapses que utilizam a acetilcolina como
neurotransmissor. Essas enzimas incluem a acetilcolinesterase, presente em todas
as sinapses colinérgicas, tais como tecidos nervosos, musculos esqueléticos e
membranas celulares dos eritrocitos, assim como a butirilcolinesterase, encontrada
principalmente no plasma, pancreas, coracdo e figado (CLARK, 2006; KWONG,
2002). Devido a sua facilidade de acesso, a butirilcolinesterase ou colinesterase
plasmatica é muito usada como marcador sensivel de exposicdo e, também, para
diagndstico, monitoramento e progndstico de casos de intoxicagdo por estes agentes
anticolinesterasicos (EDDLESTON et al., 2008).

Sob condi¢cbes normais, a acdo da acetilcolina nas sinapses é encerrada logo
apos sua ligacdo com o receptor, quando o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase
ataca este neurotransmissor clivando-o em colina e acetato numa reacédo de duas
etapas. Entretanto, na presenca de um organofosforado esta enzima é inativada ao
formar uma ligacdo muito estavel entre o agente e o residuo serina de seu sitio ativo
(CLARK, 2006).

A inibicdo da acetilcolinesterase por estes agrotdxicos resulta em excesso de
acetilcolina nas sinapses colinérgicas centrais e periféricas. A acetilcolina € um
neurotransmissor encontrado nos ganglios do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico, nas jungdes neuromusculares esqueléticas, nas terminagfes poés-
ganglionares dos nervos parassimpaticos e em terminacdes colinérgicas no Sistema

Nervoso Central (SNC), bem como no sistema simpatico colinérgico e na supra-
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renal. Dessa forma, a ac¢do anticolinestersica promove excesso de ativacdo dos
receptores promovendo sinais e efeitos no sistema nervoso central e efeitos
periféricos muscarinicos e nicotinicos (CLARK, 2006).

A tabela 1 apresenta os principais sintomas observados em individuos
intoxicados agudamente por produtos organofosforados, divididos de acordo com a
localizacdo da sinapse na qual a acetilcolina participa como neurotransmissor
(ECOBICHON, 2001; O'MALLEY, 1997).

Tabela 1. Sintomas observados em pacientes intoxicados de forma aguda por organofosforados.

Muscarinicos Nicotinicos Sistema Nervoso Central
Vémitos Fraqueza muscular Ansiedade
Diarreia Fasciculagéo Agitacéo

Cdlicas abdominais Tremor Ataxia

Lacrimejamento Paralisia Confuséo
Sialorreia Hipertensao Coma
Sudorese Taquicardia

Broncoconstrigéo Parada cardiorrespiratéria

Broncorreia
Defecacgéo e micgéo

Hipotenséo e bradicardia

O clorpirifés [0,0-dietil-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato], comercializado,
dentre outras marcas, como Lorsban 480BR®, Fersol 450 EC® e Dursban®, é um dos
organofosforados mais utilizados mundialmente, e compde 11 diferentes produtos
registrados no Instituto de Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo.
Utilizado extensamente no meio rural, o clorpirifés € usado principalmente em
culturas de algodao, batata, café, milho e soja (IDAF-ES, 2012).

A acdo toxica deste composto depende de ativacdo hepatica via citocromo
P450, numa reacdo de dessulfuracdo oxidativa que gera como produto o clorpirifés-
oxon, capaz de inibir as colinesterases e provocar acumulo de acetilcolina nas
sinapses colinérgicas centrais e periféricas. Portanto, assim como outros agentes
organofosforados, o0s sinais observados a partir desse momento envolvem
componentes do sistema nervoso central e efeitos periféricos muscarinicos e

nicotinicos (RISHER & NAVARRO, 1997).
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Tendo em vista que essas substancias sao capazes de promover profundas
alteracbes em diversos sistemas nos individuos expostos, desperta particular
interesse os efeitos causados pela intoxicacdo por esses compostos tanto sobre o
sistema cardiovascular quanto no sistema nervoso central.

Os principais relatos existentes sobre alteragbes comportamentais evidenciam
manifestacdes de ordem psiquiatrica em individuos expostos a organofosforados tais
como depressao, ansiedade, comprometimento motor e agressividade. Diversos
estudos clinicos e estudos de caso tém indicado que a exposicdo cronica a
praguicidas da classe dos organofosforados pode estar associada a desordens
afetivas, especialmente, ansiedade e depressado. Estas manifestacdes, em geral,
podem variar de intensidade e ocorréncia de acordo com as caracteristicas da
exposicao ao pesticida, ou seja, tempo, extenséo e via de absorgéo, dentre outros
fatores (DAVIES et al., 2000; JAGA & DHARMANI, 2007; JOUBERT & JOUBERT,
1988; LONDON et al., 2005).

Embora desordens comportamentais sejam mais evidentes a partir da
intoxicacdo cronica a esta classe de compostos, considerando a distribuicdo do
sistema colinérgico no SNC e que comportamentos complexos sdo mediados por
processos neurais que tem origem neste sistema, constitui-se em um importante
ambito de investigacdo a eventual potencialidade dos compostos organofosforados
também induzirem desordens comportamentais ap0s exposi¢cdo aguda (ALDRIDGE
et al., 2003; CHEN et al., 2011; MORENO et al., 2008).

A avaliacdo dos efeitos decorrentes do tratamento ou exposicdo a diversos
agentes sobre o0 sistema nervoso central que acometem os diversos
comportamentos pode ser feita atraves de modelos comportamentais de estudo em
animais experimentais. Alguns importantes modelos comportamentais de estudo em
animais experimentais bem caracterizados constituem-se no Labirinto em Cruz
Elevado (LCE), no Teste do Campo Aberto (TCA) e no Teste do Nado Forcado
(TNF) (DUMAN, 2010; GRIEBEL & HOLMES, 2013; HO et al., 2002).

O LCE, descrito em Pellow (1985), € um modelo experimental para avaliacao
da ansiedade em animais, enquanto o TCA permite mensurar um possivel
comprometimento motor, ap6s administragdo de substancias em animais
experimentais (KELLY, 1993). Nesses testes, quando os animais sdo posicionados
nos aparelhos, eles séo observados de acordo com sua atividade espontanea, o que

faz destes, testes de simples execucéo sendo Uteis na avaliagdo comportamental de
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efeito ansiogénico/ansiolitico e de prejuizo motor (PELLOW, 1985). Em
contrapartida, para a avaliacdo comportamental de um possivel efeito do tipo
depressivo ou do tipo anti-depressivo, um modelo experimental ja validado e muito
utilizado para esta avaliagdo € o teste da natacdo forcada, descrito por Porsolt e
colaboradores (1978). Nesse teste, os animais, forcados a nadar num cilindro no
qual ndo ha saida, adotam uma postura imovel, abandonando as tentativas de
escape. E sugerido, entdo, que o aumento no tempo de imobilidade indica um
estado de conformacdo a situacdo inicialmente aversiva, evidenciando uma possivel
indugcéo a um estado depressivo em animais tratados com determinada substancia
(PORSOLT et al., 1978).

Apesar de diversos trabalhos indicarem uma variedade de efeitos sobre testes
comportamentais induzidos pela exposicdo a agentes organofosforados
(BRAQUENIER et al., 2010; CHEN et al., 2011, RUIZ-MUNOZ et al., 2011), boa
parte destes estudos foca em efeitos neurotoxicos sobre o cérebro em
desenvolvimento. Além disso, observa-se uma variedade de respostas e tempos de
tratamento nestes estudos. A despeito da existéncia destes estudos anteriores,
permanece por ser investigada a potencialidade de alteracées precoces sobre
parametros comportamentais frente a exposi¢cao aguda ao clorpirifés. Uma vez que a
intoxicacdo aguda com pesticidas organofosforados pode causar efeitos severos
acarretando em varias alteracbes clinicas, tais como, convulsdes, faléncia
respiratéria e até arritmias cardiacas, podendo assim resultar em andxia cerebral,
ndo € surpreendente que intoxicacfes agudas por esta classe de compostos
estejam associadas com alteracdes sobre o sistema comportamental (MARRS,
1993).

Outro aspecto relevante e que desperta preocupacdo se refere as
consequéncias provocadas pelas intoxicacfes por pesticidas organofosforados
sobre o sistema cardiovascular. Diversos estudos clinicos evidenciam que as
manifestacdes cardiovasculares estdo comumente presentes e sdo potencialmente
fatais em casos de envenenamento por organofosforados. Todavia, embora a
manifestacdo da toxicidade cardiaca seja frequente (SAADEH et al., 1997), os
mecanismos envolvidos nessa toxicidade ainda nao estdo claramente definidos
(ANAND et al., 2009; ROTH et al., 1993).

Sabe-se que os efeitos observados no plano cardiovascular sao resultado, em

parte, dos efeitos mistos decorrentes da intoxicacdo por organofosforados sobre o
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sistema nervoso autbnomo. A estimulacdo dos ganglios simpaticos e
parassimpaticos pela acetilcolina que se acumula nas sinapses promove importantes
alteracdes sobre o sistema cardiovascular, provocando relevantes mudancas sobre
a pressao arterial, frequéncia cardiaca, débito cardiaco e outros parametros da
regulacdo cardiovascular (CLARK, 2006). De fato, relatos clinicos mostram que
individuos intoxicados manifestam uma gama de sinais tais como hipertensao,
hipotensdo, taquicardia sinusal, bradicardia sinusal e anormalidades no
eletrocardiograma. Estes sinais sdo variaveis de acordo com a extensdo da
exposicao e da evolugédo do quadro de intoxicacdo (ANAND et al., 2009; SAADEH et
al., 1997). Adicionalmente, algumas evidéncias clinicas apontam que intoxicacdes
por agentes organofosforados podem provocar, inclusive, dano sobre o tecido
cardiaco. Este dano no miocardio foi demonstrado através de estudos envolvendo a
necropsia de pacientes envenenados por organofosforados e pelo aumento
significativo na atividade das enzimas creatina quinase fracdo MB (CK-MB) e lactato
desidrogenase (LDH) observado durante o tratamento de pacientes intoxicados por
estes pesticidas (CHHARBA et al., 1979; SAADEH et al.,, 1997). Estas enzimas,
juntas, constituem importantes marcadoras de lesdo no tecido cardiaco sendo
usadas principalmente no diagndéstico do infarto do miocardio (GODOY et al., 1998).

Embora esta grande variedade de sinais clinicos ja identificados, o
mecanismo exato envolvido nesta toxicidade cardiaca dos organofosforados néo
esta totalmente esclarecido. De fato, Saadeh e colaboradores (1997) sugerem que a
causa desta toxicidade pode estar relacionada a mais de um mecanismo, dentre 0s
quais a hiperestimulacdo simpatica e parassimpatica, hipoxemia, acidose e,
possivelmente, acdo direta destes compostos sobre o miocardio. Sendo assim,
estudos buscando elucidar possiveis mecanismos envolvidos na toxicidade destes
compostos se fazem necessarios.

Neste sentido, muito pouco se sabe a respeito dos efeitos dos
organofosforados sobre os mecanismos neurais de regulacdo da presséo arterial.
Considerando que tais substancias possuem acdo sobre os ganglios do sistema
nervoso autbnomo e possivelmente sobre os ndcleos centrais envolvidos nessa
regulacdo, ndo é improvavel que esses mecanismos estejam afetados em casos de
intoxicacdo por esses agentes (FAITH, 2013).

O principal objetivo dos reflexos neurais de regulacéo da pressao arterial € o

controle e manutencéo da pressao arterial em niveis normais, necessarios para uma
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perfusdo tecidual adequada. Estes mecanismos consistem na regulagdo a curto
prazo ao fazerem ajustes rapidos e eficientes para a estabilizacdo da pressao
arterial a cada batimento cardiaco (VASQUEZ et al., 1997).

Um dos principais mecanismos neurais envolvidos na regulagdo da pressao
arterial € o barorreflexo. Neste reflexo neural, a rdpida e eficiente estabilizacdo da
pressdo arterial ocorre por meio da ativacdo de receptores mecanicos sensiveis a
elevacdo da pressdo sanguinea, os quais sdo conhecidos como barorreceptores.
Estes receptores estéo localizados nas paredes do arco aortico e do seio carotideo e
sdo responsaveis pelo ajuste, batimento a batimento, das flutuacées na presséo
arterial detectadas pelo seu estiramento (THOMAS, 2011; VASQUEZ et al., 1997).

A ativacdo dos barorreceptores promove descarga aferente transmitida até o
sistema nervoso central por meio do nervo glossofaringeo (a partir do seio da
carétida) e do nervo vago (a partir da aorta). Em casos de aumento subito da
pressdo arterial, a resposta eferente é a inibicdo da atividade simpatica e
estimulacdo da atividade parassimpatica para o coragao e vasos sanguineos, o que
resulta em ajuste do débito cardiaco, queda da resisténcia vascular periférica e,
consequentemente, reducdo e estabilizacdo da presséo arterial (VASQUEZ et al.,
1997).

Considerando que os barorreceptores sdo muito sensiveis ao estiramento do
vaso sanguineo onde estdo localizados, pode-se dizer que o barorreflexo € um
mecanismo de feedback negativo muito eficaz para ajustar as flutuagdes sanguineas
a partir da linha de base (THOMAS, 2011).

Outro importante mecanismo de regulacdo neural € representado pelos
reflexos cardiopulmonares. Os receptores envolvidos na ativacdo destes reflexos
sdo muito heterogéneos e podem ser ativados por mudancas na pressao de
enchimento cardiaco e por agentes quimicos. Esses receptores estdo localizados
nos atrios, ventriculos, vasos pulmonares e parénquima pulmonar, sendo que a
ativacdo dos receptores ventriculares, mais especificamente do ventriculo esquerdo,
por agentes quimicos se refere ao reflexo de Bezold-Jarisch (RBJ) (VASQUEZ et al.,
1997).

Caracterizado inicialmente pelos pesquisadores Von Bezold e Hirt e,
posteriormente, confirmado por Jarisch, o RBJ é caracterizado pela triade de
respostas — bradicardia, hipotensdo e apneia — observada apds a administracao de
alcaloides do veratrum em animais experimentais (AVIADO & AVIADO, 2001). Além
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destes alcaloides, sabe-se que outras substancias sao capazes de ativar este
reflexo, tais como as prostaglandinas, a serotonina e a fenilbiguanida, via receptores
5-HT3; e TRPV1 (LUPINSKI et al., 2011; VASQUEZ et al., 1997; VERBENE et al.,
2003).

Ap6s a ativacdo destes receptores, sinais aferentes s&@o enviados
principalmente por fibras vagais ndo mielinizadas do tipo C até o centro de controle
cardiovascular, no sistema nervoso central. Como resposta, ocorre aumento do tono
vagal para o coragdo e, também, inibicdo do ténus simpéatico, o que, por fim, induz
bradicardia, hipotensao e apneia (VASQUEZ et al., 1997).

Apesar de ser ainda incerto qual o papel fisiolégico do RBJ, estudos
demonstram um aumento na sensibilidade do RBJ em animais desnervados (regido
sinoadrtica) tanto agudamente quanto cronicamente, sugerindo um papel fisiolégico
para este reflexo na regulacao cardiovascular (CHIANCA & MACHADO, 1994). Em
contrapartida, estudos apontam para uma importante regulacdo circulatoria
desempenhada por este reflexo em situacBes patoldgicas, como isquemia
miocéardica aguda (MEYRELLES et al., 1996; ROBERTSON et al., 1985). Dados da
literatura também demonstram alteracdes 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 (LUPINSKI et al., 2011; MEYRELLES et al., 1997).

Além dos reflexos supracitados, o quimiorreflexo consiste também em
mecanismo neural que participa ativamente da regulacdo cardiorrespiratoria. Este
reflexo é capaz de controlar a ventilacdo alveolar, relacionando a demanda
metabdlica de captacdo de O, e de eliminacdo de CO, com a frequéncia respiratoria
e troca gasosa nos pulmdes, além de exercer também importante atividade no
mecanismo de controle da pressao arterial (SCHULTZ & LI, 2007; VASQUEZ et al.,
1997).

Os quimiorreceptores periféricos estdo localizados nos corpusculos
carotideos, encontrados na bifurcacao da artéria carétida comum ou distribuidos em
pequenos corpusculos aorticos entre o arco adrtico e a artéria pulmonar. Em geral,
0s corpusculos adrticos estdo ausentes em espécies como coelho, rato e
camundongo (MARSHAL, 1994). Estes receptores guimiossensiveis, em contato
constante com o0 sangue, sdo capazes de responder a alteracdes no pH, na pressao

parcial de diéxido de carbono (PCO,) e na presséo parcial de oxigénio sanguineos
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(PO,). Quando estes receptores sdo ativados, a resposta promovida € consequéncia
da ativacdo primaria de neurbnios simpaticos e parassimpaticos, resultando em
modulacdo cardiaca, dos vasos sanguineos e da atividade pulmonar (THOMAS,
2011).

Em casos de redugcdo na PO, e pH ou aumento da PCO, o0s
guimiorreceptores sdo estimulados e emitem descargas aferentes e, de forma
reflexa, promovem: modulac&o na descarga do nervo frénico, aumento da frequéncia
e amplitude respiratoria; aumento da atividade simpatica, a qual induz
vasoconstricdo, aumento da resisténcia periférica e aumento da pressao arterial; e,
paradoxalmente, aumento da descarga parassimpatica cardiaca, induzindo
bradicardia (SPYER, 1990; THOMAS, 2011).

Varios autores tém demonstrado uma forte relacao entre os ajustes mediados
pelos quimiorreceptores periféricos e a hipertensdo (FUKUDA et al., 1987; SOMERS
et al., 1988; TRZEBSKI et al., 1982). Fletcher e colaboradores (1992) demonstraram
gue ratos expostos cronicamente a curtos periodos de hipoxia apresentaram
aumento da pressdo arterial, ndo sendo o mesmo efeito observado em ratos
submetidos a desnervacédo do nervo do seio carotideo.

Sabe-se que estes reflexos sofrem processos de adaptacdo em diversas
doencas, tais como hipertenséo, infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca
(MEYRELLES et al., 1996, 1997; UGGERE et al., 2000). Entretanto, n&o se sabe ao
certo se esses reflexos podem estar alterados na exposicdo aguda aos pesticidas
organofosforados. Maretto e colaboradores (2012) mostraram em um estudo com o
metamidofds, representante organofosforado, que esse composto foi capaz de
causar prejuizo na resposta bradicardica de dois importantes reflexos da regulacao
da pressédo arterial (quimiorreflexo e reflexo de Bezold-Jarisch) em animais
experimentais expostos a uma dose aguda subletal do pesticida.

Portanto, dada a relevancia destes mecanismos na manutencao da pressao
arterial, considerando as marcantes mudancas promovidas por intoxicagdes por
estes agentes no plano cardiorrespiratério e considerando a evidéncia de que outro
representante do grupo do organofosforados provocou prejuizos em dois reflexos
cardiovasculares, este estudo investigou a hipétese do clorpirifés provocar
alteracdes nos reflexos cardiovasculares apds a exposicdo aguda a uma dose

subletal.
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Adicionalmente, embora sejam mais evidentes a partir da intoxicag&o cronica,
este estudo investigou também a potencialidade do clorpirifés causar desordens
comportamentais, tais como ansiedade e depressao, apds exposicdo aguda a doses

subletais em animais experimentais.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da exposicado aguda a doses subletais do inseticida clorpirifos

sobre os reflexos cardiovasculares, sobre a atividade de enzimas marcadoras de

lesdo cardiaca e sobre modelos comportamentais em animais experimentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar o efeito do tratamento agudo com uma dose subletal de clorpirifos

nos niveis basais de presséo arterial média e frequéncia cardiaca;

Avaliar o efeito do tratamento agudo com uma dose subletal de clorpirifés
sobre o quimiorreflexo, barorreflexo e reflexo Bezold-Jarisch nos animais

experimentais;

Avaliar a atividade da enzima colinesterase plasmatica nos animais

experimentais;

Determinar as atividades das enzimas creatina quinase fracdo MB (CK-MB) e
desidrogenase latica (LDH), enzimas marcadoras de lesdo cardiaca, no
plasma de ratos tratados com clorpirifos;

Avaliar o efeito do tratamento agudo com doses subletais de clorpirifés no
comportamento de animais experimentais submetidos a modelos de avaliacao

comportamental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados nos experimentos deste estudo ratos Wistar adultos, com
peso médio de aproximadamente 370 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
do Centro de Ciéncias de Saude da Universidade Federal do Espirito Santo e
mantidos em numero maximo de 5 por gaiola de polipropileno, com ragédo e agua
livremente disponiveis em ambiente com controle de temperatura e luminosidade -
em ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais foram divididos aleatoriamente nos
grupos tratamento (peso médio de 366,3 + 11,02 g) e controle (peso médio de 377,6
+ 11,2), conforme descrigcao dos testes abaixo.

Todos os ensaios biologicos respeitaram as normas de prote¢cdo aos animais
e o0s protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA-UFES), Protocolos n° 013/2013 e 024/2013.

3.2 PRODUTOS QUIMICOS

O clorpirifés [0,0-dietil-0-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato] foi obtido em
grau comercial (Lorsban 480 BR®, 48% m/v, Dow Agrosciences Industrial Ltda.) e,
nos dias de tratamento, diluido em solucéo fisiol6gica (cloreto de sodio, 0,9%) para a
administragao intraperitoneal (i.p.) nos animais experimentais. No intuito de evitar
variacbes na concentracdo por possivel evaporacdo de solventes, a solucdo de
tratamento foi preparada e utilizada no mesmo dia.

A administracdo do inseticida foi feita com inje¢cdes unicas de 1 mL/kg de
peso corporal do rato e os animais dos grupos controle receberam somente o

veiculo (solucdo fisioldgica) nas mesmas condicoes.
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3.3 TRATAMENTO

Para o tratamento, os animais foram divididos aleatoriamente entre 0s grupos
de tratamento e grupo controle. Apés a administracao do clorpirifés nos animais dos
grupos tratados, foram observados por um periodo de aproximadamente 4 horas
quanto a presencga ou auséncia dos sinais clinicos caracteristicos da intoxicagao por
organofosforados, tais como tremor, sialorreia, lacrimejamento, miccado e diarreia,
seguindo metodologia descrita por Salazar (2011). O quadro 1 exibe o modelo de
relatério utilizado para o registro destes sinais durante os testes. A identificacédo
destes sinais, juntamente com a dosagem sérica da colinesterase plasmatica,
colaborou com a avaliacdo da efetividade do tratamento em cada animal tratado em

analise.

Quadro 1. Quadro para coleta de dados de ensaios de toxicidade aguda.

Parametros 10° 30’ 45’ 60’ 1h 20’ | 1h 40’ | 2h 3h 4h

Contor¢éo

Ataxia

Tremores

Tetania

Lacrimejamento

Miccao

Diarreia

Sialorreia

3.4 DETERMINACAO DA DOSE

Para a determinacdo das doses utilizadas nos ensaios cardiovasculares,
enzimaticos e comportamentais deste estudo foi feito, inicialmente, um levantamento
bibliografico cujo objetivo era reunir dados sobre a utilizacdo do clorpirifos em
animais experimentais em estudos anteriores. As principais informacdes
pesquisadas buscadas foram espécie de animal utilizada, produto comercial usado,

doses administradas e volume, veiculo e via de administracdo adotados. A partir dos
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dados coletados, testes preliminares foram executados nos animais experimentais
disponibilizados para o estudo, no intuito de adequar as condi¢cdes locais, as doses
subletais que fossem capazes de promoverem sinais clinicos e inibicdo consideravel
na atividade da acetilcolinesterase.

Foram testadas cinco doses distintas (20, 25, 30, 40 e 50 mg/kg), sendo que
cada uma delas foi testada num grupo de aproximadamente 10 animais diferentes
(total aproximado de 50 ratos).

Apols andlise das dosagens enziméticas e dos sinais manifestados nos
animais experimentais tratados com as diferentes doses do clorpirifés nos testes
preliminares, foram estabelecidas as seguintes doses para o0s testes
comportamentais e cardiovasculares:

Testes comportamentais: 20 mg/kg, 25 mg/kg e 30 mg/kg.

Testes cardiovasculares: 30 mg/kg.

3.5 ENSAIOS CARDIOVASCULARES

3.5.1 Canulacéo da artéria e veia femoral

Para a avaliagcdo dos parametros cardiovasculares, os animais foram
submetidos a um procedimento cirdrgico de cateterizacao, permitindo, dessa forma,
o registro de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC).

A cirurgia para a insercdo da canula foi realizada 24 horas antes da
administracdo do clorpirifés no grupo tratado e do veiculo no grupo controle. A
canulacdo foi realizada na artéria e na veia femoral: a canula arterial permitiu o
registro dos parametros citados, enquanto que a venosa permitiu a administracao
intravenosa de drogas para a ativacao dos reflexos. Essa etapa possibilitou ainda a
coleta de sangue para as analises das atividades de algumas enzimas descritas em
seguida.

As canulas utilizadas nesta etapa do estudo foram confeccionadas a partir de
fracOes de tubo de polietileno PE-10 (aproximadamente 5 cm) inseridas e soldadas a
fracOes de tubo de polietiieno PE-50 (aproximadamente 18 cm). As canulas foram
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previamente preenchidas com solucao fisioldgica e obstruidas em uma extremidade
com pinos de metal. As canulas arteriais sao distintas das canulas venosas no pino
de metal. Nesta, o pino € levemente contorcido formando um anel, o que permite a
diferenciac@o das canulas apoés a cirurgia.

Os animais foram previamente anestesiados com pentobarbital sédico (50
mg/kg) e transferidos cuidadosamente para a mesa cirargica. Ap0s uma pequena
incisdo inguinal esquerda (cerca de 1 cm de diametro) nos animais ja anestesiados,
a matriz de fibras entrelacadas era atenciosamente limpa, permitindo a visualizacao
do feixe vasculo nervoso femoral. Em seguida, foi feito o isolamento do nervo e
vasos e as canulas foram inseridas na veia e na artéria femoral, respectivamente.
Logo apds, a canula era lavada com solucdo salina heparinizada para evitar a
formacao de coagulos.

Por fim, as canulas ja inseridas e fixadas na regiao inguinal foram dirigidas
subcutaneamente com o auxilio de um trocater para a regido mediocervical
posterior, onde foram exteriorizadas e fixadas com uma linha de sutura. A parte
exteriorizada das canulas teve o seu tamanho regulado, de modo que o animal néo
a alcancasse e a danificasse.

Apos a canulacdo, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, para

recuperacdo, com acesso livre a 4gua e racdo até o final dos experimentos.

3.5.2 Registro da presséo arterial e da frequéncia cardiaca

Os animais foram tratados com o clorpirifés ou salina — grupo tratamento e
grupo controle, respectivamente — aproximadamente 24 horas ap6s o procedimento
cirrgico. Apos a recuperacdo dos animais, um dia depois do tratamento, foram
realizados os registros dos parametros cardiovasculares no animal acordado. Para
0s registros dos parametros cardiovasculares, o cateter arterial foi conectado a um
transdutor de pressdo acoplado a um amplificador e a um sistema de registro
computadorizado, capaz de registrar a pressao arterial pulsatil do animal (PAP)
(Powerlab®, AD Instruments, Nova Zelandia). A partir desta, os valores de press&o
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram derivados pelo software do

sistema (LabChart®, AD Instruments, Nova Zelandia).
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Na coleta dos valores de frequéncia cardiaca obtidos pelo software frente a
ativacdo dos reflexos, foi identificada a possibilidade de discrepancia, em alguns
animais, entre a resposta visivel no canal derivado da FC e o evento fisiologico
observado no canal de PAP. Assim, tanto na avaliacdo do quimiorreflexo quanto na
avaliacdo do reflexo de Bezold-Jarisch, foi processada a coleta dos dados e a
andlise das respostas, no modo off line, de duas formas: i. Contagem dos pulsos
pressoricos registrados no canal de PAP ao longo de 10 segundos, a partir do inicio
da resposta, sendo possivel determinar a bradicardia obtida pela razdo dos picos
pressoricos em funcdo do tempo. E importante destacar que esse tempo
estabelecido, foi 0 mais adequado para se colher a resposta maxima observada
(Apéndices | e IlI). ii. Coleta dos valores de FC registrados no canal derivado
aplicando um filtro digital disponivel neste programa (Digital Filter, na frequéncia de
0,2 Hz). O filtro, na frequéncia indicada, foi adotado por expressar com maior
proximidade os dados coletados na contagem pulso a pulso da FC. As duas analises
foram executadas com o objetivo de se estabelecer o controle e padronizacdo dos
possiveis métodos de analise dos registros cardiovasculares no Laboratério de
Investigac@o Farmaco-Toxicologica da Funcdo Cardiovascular.

3.5.3 Avaliacéo do Quimiorreflexo

A partir da administracdo intravenosa de solucdo aquosa de cianeto de
potassio (KCN), segundo o método descrito por Franchini e Krieger (1993), foram
registradas as respostas hipertensoras e bradicardicas promovidas por meio da
ativacdo dos quimiorreceptores periféricos.

Foram administradas as doses de 10, 20, 40 e 80 ug em cada rato, de forma
aleatéria, aguardando-se a estabilizacdo dos parametros medidos em intervalo
minimo de 10 minutos entre as doses. A ativacdo deste reflexo foi avaliada a partir
das respostas registradas apos a administragdo do KCN: diminui¢cdo da frequéncia

cardiaca e aumento da pressdo média arterial.
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3.5.4 Avaliagdo do Reflexo Bezold-Jarisch

A andlise do reflexo Bezold-Jarisch (RBJ) neste estudo foi feita a partir da
observacdo das respostas bradicardica e hipotensora maximas induzidas pela
fenilbiguanida, de acordo com o método descrito em Uggere et al. (2000) e Franquni
et al. (2013). Neste teste, a partir dos parametros cardiovasculares estaveis, 0
reflexo foi ativado quimicamente pela administracdo intravenosa de cinco doses
aleatorias de fenilbiguanida: 1,5; 3,0; 6,0; 12 e 24 ug/kg de peso corporal dos ratos.
O intervalo minimo entre as doses era de 10 minutos ou 0 tempo necessario para
que os niveis de PAM e FC retornassem a valores proximos aos basais. A
sensibilidade deste reflexo foi identificada a partir de uma reducdo dose-dependente

da frequéncia cardiaca e da pressao arterial média.

3.5.5 Avaliacéo do Barorreflexo

A avaliacdo do barorreflexo foi feita por dois métodos distintos: por doses
aleatérias e por infusdo. O barorreflexo por infuséo foi testado de acordo com o
método descrito em Resstel e colaboradores (2004). A estimulacdo dos
barorreceptores arteriais foi feita a partir da administracdo intravenosa, em fluxo
constante, de fenilefrina (50 pL/mL) e de nitroprusseto de sdédio (100 pL/mL), para
inducdo de bradicardia e taquicardia reflexas, respectivamente. A infusdo foi
realizada utilizando-se uma bomba calibrada (fluxos de 0,1 a 0,2 mL/min), de modo
que as infusbes promovessem em um periodo de 25 a 30 segundos variacfes de
pressdo maximas na amplitude de +40-50 mmHg.

Os registros cardiovasculares obtidos ap6s a infusdo das drogas citadas
foram analisados para a avaliacdo da atividade do barorreflexo. Os valores de
variacdo da FC foram determinados e relacionados as correspondentes variacdes
especificas de PAM. Os valores pareados dessas variages foram utilizados para a
plotagem e geragcdo de curvas sigmoides ou de regressdo linear, permitindo a
determinacao da atividade do barorreflexo para cada rato.

O outro método utilizado para a avaliacdo do barorreflexo foi executado de
acordo com o descrito em Head & McCarty (1987). Neste método, a estimulacdo dos

barorreceptores arteriais foi realizada a partir da administragéo intravenosa de doses
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Unicas aleatérias do vasoconstritor fenilefrina (de 0,05 a 3 pg) e de doses Unicas
aleatdrias do vasodilatador nitroprusseto de sédio (de 0,1 a 5 pg/kg) para inducao de
bradicardia e taquicardia reflexas, respectivamente. As curvas sigmoides foram
geradas para cada rato a partir da plotagem dos valores de PAM e FC pareados,
para a avaliacao da atividade do barorreflexo.

Cada curva sigmoide foi caracterizada por quatro parametros (HEAD &
MCCARTY, 1987): plateau de bradicardia (PB) e de taquicardia (PT); faixa de
atuacao do barorreflexo (range), representada pela diferenca entre os plateaus (PT-
PB); pressao arterial no ponto de inflexdo da curva (PA50), que é o valor da pressao
quando a variagcdo da FC é de 50% do range; e ganho médio (G), que ¢é a inclinacéo
média da curva.

O Barorreflexo foi avaliado por estes dois métodos com o objetivo de
estabelecer o controle e padronizacao dos possiveis modos de andlise deste reflexo

no Laboratorio de Investigacdo Farmaco-Toxicologica da Funcéo Cardiovascular.

3.6 DOSAGENS ENZIMATICAS

Foram avaliadas, neste estudo, as atividades de trés enzimas no plasma dos
animais tratados: a colinesterase plasmatica (ChE), a creatina quinase fracdo MB
(CK-MB) e a desidrogenase latica (LDH).

As dosagens foram feitas a partir de amostras de sangue coletadas nos
animais antes e apés o tratamento, através dos cateteres inseridos nos animais na
etapa de canulacdo. Dessa forma, foi possivel estabelecer a comparacéo
individualizada na atividade das enzimas nos dois momentos, antes e apds o
tratamento.

O plasma foi obtido por centrifugacdo a 1.792 G, por 10 minutos, a 4°C e
armazenado até o momento da dosagem, em temperatura e tempo adequados
conforme descritos para cada enzima.

Os métodos utilizados seguiram as etapas indicadas nos kits de determinacao

de cada enzima.
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3.6.1 Determinacdo da atividade da Colinesterase Plasmética (ChE)

A atividade colinesterasica foi mensurada de acordo com o método
colorimétrico descrito por Dietz et al. (1977), com modificacdes, utilizando o kit para
determinacdo de colinesterase da marca Bioclin® (Minas Gerais, Brasil). A inibicdo
na atividade dessa enzima permitiu a avaliacdo da efetividade do tratamento com o
inseticida clorpirifés.

O principio de acéo desta técnica consiste na agéo catalitica da colinesterase
sobre a butiriltiocolina, a qual é hidrolisada em tiocolina e butirato. Em seguida, a
tiocolina reduz o hexacianoferrato (lll), de cor amarela, em hexacianoferrato (lIl), que
é incolor. O decréscimo da absorbancia é medido a 405 nm.

No teste, foram adicionados a um tubo de ensaio 10 pL da amostra e 500 pL
do reagente 1, composto por tampao reagente: pirofosfato pH 7,60 e
hexacianoferrato (Ill) de potassio. Em outro tubo — reagente branco — a amostra foi
substituida por 10 pyL de agua destilada.

ApOs misturar e incubar a 37°C os tubos por aproximadamente 3 minutos em
banho-maria, foram adicionados em ambos 250 pL do reagente 2, o substrato
butiriltiocolina. Por fim, os tubos foram incubados por mais 2 minutos e a leitura
colorimétrica foi realizada em espectrofotometro termostizado (37° C) a 405 nm. A
mudancga de absorbancia por minuto (AA/min) foi medida apos 1, 2 e 3 minutos
exatos.

O decréscimo na absorbancia foi mensurado a medida do consumo do
hexacianoferrato (Ill), amarelo, e producdo de hexacianoferrato (ll), incolor,
proporcionais a atividade enzimatica da amostra testada. As dosagens foram feitas
em duplicata e a atividade expressa em U/L (uma U de colinesterase corresponde a
guantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol de substrato/minuto/mL de plasma, a
37°C).

3.6.2 Determinacao da atividade da Creatina Quinase Fracdo MB (CK-MB)

O teste para a determinacdo da CK-MB foi executado de acordo com o
método cinético otimizado por Szasz e colaboradores (1976), utilizando-se do kit CK-

MB cinético Bioclin® (Minas Gerais, Brasil).
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O principio do método se baseia numa sequéncia de reagdes:
Creatina Fosfato + ADP — > Creatina + ATP

(1) fosforilacdo da adenosina difosfato (ADP) pela transferéncia de um grupo
fosforila da creatina fosfato, com formacéao de adenosina trifosfato (ATP) e creatina —

catalisada pela creatina quinase (CK);
ATP + Glicose —MX_5  Glicose-6-Fosfato + ADP

(2) reacdo da glicose com o ATP formado, produzindo glicose-6-fosfato e ADP —
catalisada pela hidroxiguinase (HK);

Glicose-6-Fosfato + NADP” % 6-Fosfogliconato + NADPH + H*

(3) oxidacdo da glicose-6-fosfato pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
NADP+ dependente (G-6-PDH) formando 6-fosfogliconato e NADPH.

A velocidade de reducdo do NADP* a NADPH é proporcional a atividade da
CK na amostra. A quantidade de NADPH formado é medida em espectrofotdmetro
termostizado a 340 nm.

Para inicio do teste, foi preparado o reagente de trabalho, a partir da mistura
entre o reagente 1 (enzima-substrato) e reagente 2 (tampao), numa proporcdo de

4:1. O reagente de trabalho é estavel por 15 dias em temperaturas entre 2° e 8° C.

Tabela 2. Reagente 01 do Kit CK-MB Bioclin®. * inibidores da adenilato cinase, enzima encontrada
em concentracao razoavelmente alta em todos os tecidos, inclusive as hemécias.

Reagentes Concentracéo
ADP 2 mmol/L
AMP* 5 mmol/L
Creatina Fosfato 30 mmol/L
Diadenosina pentafosfato* 10 mmol/L

Glicose-6-fosfato desidrogenase 2000 U/L
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Tabela 3. Reagente 02 do Kit CK-MB Bioclin®. O 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 ativacdo dessa enzima. O anticorpo monoclonal especifico
para a fracdo M inibe completamente a atividade enzimatica da CK-MM e a fracdo M da CK-MB.

Reagentes Concentracéo
Acetato de Imidazol (pH 6,7) 100 mmol/L
Acetato de Magnésio 10 mmol/L

. . . Quantidade suficiente para inibir até 2000
Anticorpo policlonal Anti CK-MB

U/L de CK-MB
EDTA 2mmol/L
Glicose 20 mmol/L
Hexoquinase 3500 U/L
N-acetilcisteina 20 mmol/L
NADP+ 2mmol/L

Em seguida, foram adicionados 500 pL desse reagente e 20 yL da amostra
(diluida em uma proporcado de 1:10 em salina) a um tubo de ensaio, o qual foi
imediatamente homogeneizado e incubado a 37 °C, em banho-maria, por 5 minutos.
O conteudo do tubo foi transferido para uma cubeta termostatizada a 37°C e sua
absorbancia medida a 340 nm em espectrofotbmetro termostizado, minuto a minuto
(1, 2 e 3 minutos).

O teste foi realizado em duplicata e a atividade expressa em U/L. O resultado
foi multiplicado por 10, considerando a diluicdo necessaria na etapa anterior. E,
tendo em vista a presenca do anticorpo especifico contra a fracdo M e que as
fragbes M e B apresentam atividades similares, o valor obtido foi, ainda, multiplicado
por 2, para expressao da atividade enzimatica da CK-MB.

3.6.3 Determinacgéo da atividade da Desidrogenase Lactica (LDH)

O teste para a mensuracao da atividade da LDH foi executado de acordo com
0 meétodo enzimatico de Bergemeyer (1974), utilizando-se do kit Desidrogenase

Latica UV Bioclin® (Minas Gerais, Brasil).
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O principio de acdo desta técnica consiste na acdo catalitica da LDH sobre a
reducdo do piruvato com o NADH, obtendo-se lactato e NAD". Determina-se a
concentracdo catalitica de acordo com a velocidade de decomposicdo do NADH,
medida a partir da queda da absortividade a 340 nm.

Para inicio do teste, foi preparado o reagente de trabalho a partir da mistura
entre o reagente 1 (piruvato) e reagente 2 (NADH). O reagente de trabalho € estavel
por 14 dias em temperaturas entre 2° e 8° C. Em seguida, foram adicionados 500 pL
desse reagente e 10 puL da amostra (diluida numa proporcao de 1:20 em salina) a
uma cubeta termostatizada a 37° C, incubando por 1 minuto. Fez-se, entéo, a leitura
inicial e nos minutos seguintes (1, 2 e 3 minutos apos).

O teste foi executado em duplicata e, a partir da média das diferencas de
absorbéancia por minuto (AA/min), a atividade foi expressa em U/L. O resultado foi
multiplicado por 20, considerando a diluicdo necessaria na etapa anterior.

3.7 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Os animais experimentais dos grupos tratados com clorpirifés (20, 25 e 30
mg/kg) e do grupo controle (solugcdo salina) foram avaliados em trés testes
comportamentais: labirinto em cruz elevado (LCE), campo aberto (TCA) e nado
forcado (TNF), 24 horas ap0s o tratamento. No caso do TCA, o teste foi repetido 48

h e 72 h apds o tratamento.

3.7.1 Teste do campo aberto

O instrumento utilizado neste teste consiste em uma caixa quadrangular de
madeira com piso branco de 1 m? de &rea, delimitado por 4 paredes de 30 cm de
altura, que restringem a fuga e dividido visualmente por linhas pretas em 25
guadrados de mesmo tamanho (lado com 20 cm) — 9 centrais e 16 periféricos.

O teste € iniciado quando os animais sao posicionados no campo interno do

aparelho e, durante 5 minutos, podem explora-lo livremente. O parametro observado
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foi locomocéo, definida como ndmero de cruzamentos através das linhas pretas
delimitadas no aparelho do campo aberto (PRUT & BELZUNG, 2003).

Esse teste é utlizado principalmente para mensurar 0 comportamento
locomotor e exploratério em animais experimentais, embora também evidencie
possivel nivel de ansiedade nestes. Animais com niveis elevados de ansiedade
tendem a ter baixa atividade motora e grande preferéncia pela periferia do campo
aberto.

O TCA foi executado 24, 48 e 72 horas apds o tratamento dos animais do
grupo controle e do grupo tratado, para analise temporal dos possiveis efeitos
observados nesse teste. Apos 0os 5 minutos de teste no campo aberto, os animais

foram imediatamente testados no LCE.

3.7.2 Teste do labirinto em cruz elevado

O LCE foi executado de acordo com método descrito em Pellow e
colaboradores (1985) e consiste em um aparelho com dois bracos abertos (50 x 10
cm) e dois bracgos fechados (50 x 10 x 40 cm), dispostos perpendicularmente de tal
forma que os dois bragos abertos se encontram de lados opostos entre si. A jungéo
entre os quatro bracos forma uma regido central neutra, com medidade 5x5cme a
plataforma é elevada a uma altura aproximada de 50 cm.

Os animais em teste foram posicionados na regido neutra e, durante 5
minutos, foram observados enquanto exploravam espontaneamente o aparelho. Os
parametros verificados neste teste sdo numero de entradas e tempo de permanéncia
nos bracgos abertos e fechados, assim como numero total de entradas em ambos.

Os ratos tendem a preferir pela permanéncia nos bracos fechados do
labirinto, evidenciando uma possivel aversdo ao braco aberto devido ao medo ou
ansiedade na exploragéo deste (PELLOW et al., 1985).

O teste do LCE foi executado imediatamente apdés o animal controle ou
tratado ser testado no campo aberto. De acordo com Pellow e colaboradores (1985),
a exposicdo prévia dos animais ao campo aberto aumenta, no geral, a exploragao

nos bracos abertos do LCE. Dessa forma, a maior exploracdo do braco aberto



43

permitiria uma identificacdo mais sensivel de possiveis diferengas estatisticas entre

0s animais dos distintos grupos.

3.7.3 Teste do nado forcado

O TNF foi inicialmente proposto por Polsolt et al (1977) e modificado
posteriormente por Detke et al (1995). Inicialmente, na fase de pré-exposi¢do, os
animais em teste foram colocados em um cilindro com agua em quantidade
suficiente para que o animal ndo conseguisse apoiar as patas no fundo ou escapar e
eram forcados a nadar por 15 minutos. Um dia apés a primeira etapa, cada animal
foi forcado a nadar novamente no mesmo cilindro por 5 minutos na sessao teste.

Nesse experimento, o parametro avaliado foi o tempo de imobilidade, definido
quando o animal cessa todos 0s movimentos, exceto aqueles necessarios para a
sobrevivéncia (como manter a cabeca fora da &gua). A reducdo no tempo de
imobilidade pode ser indicativo de possivel efeito tipo antidepressivo da substancia
administrada (BORSINI & MELI, 1988), enquanto que o aumento do tempo é
considerado um efeito tipo depressivo induzido por diversas condicbes, como
estresse cronico (RYGULA et al, 2006), inflamagdo (O’'CONNOR et al, 2009) e
exposicao a drogas (GETACHEW et al, 2008).

3.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.8.1 Ensaios cardiovasculares

Os testes no plano cardiovascular foram executados de acordo com o

esquema apresentado na figura 1.
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Cirurgia - Canulacéo

l 24 horas

Tratamento

l 24 horas

Registro dos Pardmetros
Cardiovasculares

|

Avaliacdo dos Reflexos

Figura 1. Etapas de execuc¢éo dos ensaios cardiovasculares.

Neste estudo, a avaliacdo do efeito da intoxicagéo por clorpirifos sobre cada
reflexo foi feito numa amostra de 10 ratos tratados com uma dose aguda subletal do
organofosforado (clorpirifés 30 mg/kg). Dada a agressividade no plano fisiolégico
induzida pelo tratamento com organofosforado, ainda que com uma dose subletal,
cada animal foi submetido a avaliacdo de apenas um reflexo. Dessa forma, cada
reflexo demandou também um grupo controle distinto com o0 mesmo numero de

animais experimentais (n=10).

3.8.2 Dosagens enzimaticas

As atividades das enzimas colinesterase plasmatica (ChE), creatina quinase
fracdo MB (CK-MB) e desidrogenase latica (LDH) no plasma dos animais tratados

com clorpirifos foram dosadas de acordo com as etapas descritas na figura 2.
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Cirurgia - Canulacao
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Coleta Centrifugacao
1 24 horas 1
Tratamento Armazenamento
1 24 horas 1
Coleta Dosagem

Figura 2. Etapas de execucao das dosagens enziméaticas.

Os animais utilizados para obtencdo de amostras para as dosagens
enzimaticas foram os mesmos submetidos aos ensaios cardiovasculares. Tendo em
vista 0 possivel efeito que a diminuicdo do volume sanguineo do animal poderia
causar no sistema cardiovascular e consequentemente na avaliacado dos reflexos, o
volume diario de sangue coletado em cada animal ndo ultrapassou a quantidade
maxima de 0,2 mL. Este valor representou volume menor que 1% da quantidade
total média de sangue de um rato adulto, conforme orientacdo constante no Manual
de utilizagédo de animais da FIOCRUZ (2008).

As atividades enzimaticas foram testadas nas amostras que forneceram
plasma sem hemdlise e em quantidade suficiente para aliquotas. Os demais
plasmas obtidos, os quais ndo se adequaram nos parametros para as dosagens

enzimaticas, foram descartados.

3.8.3 Ensaios comportamentais

Para os testes comportamentais, os animais foram divididos em quatro
distintos grupos: um grupo controle e trés grupos tratados, para cada teste. Os

grupos tratados receberam doses distintas do pesticida, permitindo a avaliagdo do



46

efeito de trés diferentes doses do clorpirifés sobre o comportamento dos animais
experimentais (20, 25 e 30 mg/kg).

Os animais do grupo controle e dos grupos tratados foram avaliados em trés
testes comportamentais: labirinto em cruz elevado (LCE), campo aberto (TCA) e
nado forcado (TNF), com inicio aproximadamente 24 horas ap0s o tratamento.

3.8.3.1 Teste do campo aberto (TCA) e labirinto em cruz elevado (LCE)

O TCA foi iniciado aproximadamente 24 horas apds o tratamento dos animais
dos grupos controle (n=10) e dos grupos tratados (n=10, para cada dose). Apds 0s 5
minutos de teste no campo aberto, os animais eram levados imediatamente para o
aparelho do teste do LCE.

A figura 3 indica o esquema de realizacdo dos testes comportamentais

supracitados.

Tratamento

l 24 horas

Teste - TCA H Teste LCE
1 24 horas

Teste - TCA

l 24 horas

Teste - TCA

Figura 3. Etapas de execucao dos testes comportamentais labirinto em cruz elevado (LCE) e teste do
campo aberto (TCA).



47

3.8.3.2 Teste do nado forgcado

O TNF foi conduzido de acordo com o esquema da figura 4. O TNF foi
iniciado com a pré-exposicdo dos ratos ao aparelho utilizado no teste e, apds
nadarem por 15 minutos, estes eram imediatamente tratados com o veiculo (grupo
controle, n=15) ou com uma das doses de clorpirifos (grupos tratados, n=15 para
cada dose). Aproximadamente 24 h ap0s o treino e o tratamento, os animais foram

avaliados individualmente durante os 5 minutos do teste.

Pré-exposicao

|

Tratamento

l 24 horas

Teste - TNF

Figura 4. Etapas de execucéao do teste do nado for¢ado.

Os animais utilizados no TNF foram diferentes daqueles utilizados nos testes
comportamentais anteriormente citados (LCE e TCA), uma vez que 0S parametros
comportamentais avaliados em cada um dos testes podem ser alterados caso o
animal testado seja exposto a estresse e a situacdes diferentes das caracteristicas

de cada teste, podendo inclusive gerar resultados ndo confiaveis.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos parametros de acompanhamento da toxicidade aguda foi
feito o teste do Qui quadrado de Pearson. Para a avaliagdo dos valores
hemodinamicos basais e do barorreflexo foi utilizado o teste t-Student. As analises

das atividades enzimaticas, do quimiorreflexo, do RBJ e do TCA foram feitas a
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andlise de variancia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas com analise
Post-Hoc pelo teste de Bonferroni, quando apropriado. Para os dados do LCE e do
TNF, foi feita uma ANOVA de uma via com andlise Post-Hoc pelo teste de Dunnett.
O nivel de significancia estatistica foi fixado para p<0,05. As andlises foram
realizadas nos softwares IBM SPSS Statistics® (versdo 20.0) e GraphPad Prism®
(versdo 5.0). Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média
(EPM).



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 TRATAMENTO E ACOMPANHAMENTO DA TOXICIDADE

A tabela 4 apresenta os resultados da avaliagdo da toxicidade aguda nos
animais tratados com salina e clorpirifés. Conforme descrito nos métodos, estes
foram avaliados quanto a manifestacdo ou ndo de 7 diferentes parametros por um
periodo de 4 horas ap6s o tratamento. A frequéncia de manifestagcdo de cada
parametro e o tempo médio para seu inicio estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de manifestacdo, em porcentagem, e tempo de laténcia, em minutos, para
inicio da observagdo dos pardmetros avaliados durante o teste de acompanhamento da toxicidade
aguda nos animais apds o tratamento com salina (CON, n=40) ou clorpirifés 30 mg/kg (CPF 30,
n=40). Teste do Qui-Quadrado de Pearson (XZ), **p<0,01 quando comparados com o grupo controle.

CONTROLE TRATADO

Parametro Manifestacao Tempo de Manifestacao Tempo de
(%) laténcia (min) (%) laténcia (min)

Contorgao 0 - 7,5 180 + 42,43

Ataxia 0 - 70 ** 945+7,3

Tremor 0 - 87,5 ** 65,4 + 4,68

Tetania 0 - 25 ** 148 + 18,9
Lacrimejamento 0 - 22,5 ** 127,2 £ 24,93

Miccé&o/Diarreia 25 111,4 £ 24,78 95 ** 54,74+ 7,9

Sialorreia 0 - 95 ** 64,8 +£4,73

Observa-se que o tratamento com o clorpirifés foi capaz de manifestar todos
0s sinais avaliados em alguma parcela dos animais expostos ao organofosforado, ao
contrario do grupo controle que manifestou somente mic¢éo e diarreia em 25% dos
animais tratados com salina. Os parametros mais evidentes e com maior frequéncia
de manifestacdo no grupo tratado foram, em ordem decrescente, micgcao/diarreia
(X?=40,833), sialorreia (X?=72,381), tremor (X?=62,22) e ataxia (X*=43,07),
representando, respectivamente, 95%, 95%, 87,5% e 70% dos animais avaliados
neste grupo (p<0,01). Em menor frequéncia, os parametros tetania (X>=11,429) e

lacrimejamento (X?=10,141) também apresentaram evidente manifestacdo no grupo
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tratado com o organofosforado (p<0,01). De todos os parametros avaliados no grupo
clorpirifés 30 mg/kg, somente o de contorcdo (X?=3,177) ndo atingiu diferenca
estatisticamente significante quando comparado com o0s animais do grupo controle
(p>0,05).

Em relacdo a laténcia média para inicio da observacdo do sinal, novamente
0s parametros miccao/diarreia, sialorreia, tremor e ataxia apresentaram, nessa
ordem, os menores valores. Ou seja, para 0s animais tratados com o clorpirifos,
estes foram os sinais mais frequentes e com menor tempo necessario para sua

manifestacdo apos a administragdo do organofosforado.

4.2 ENSAIOS CARDIOVASCULARES

4.2.1 Dados Hemodinamicos

Os resultados obtidos da medida da PAM e FC basais avaliadas em ratos
tratados com salina (grupo controle, n=30) ou com clorpirifés 30 mg/kg (grupo
tratado, n=30), aproximadamente 24 horas ap0s o tratamento, s&o mostrados na
tabela abaixo. Os parametros hemodinamicos ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas entre os dois grupos estudados.

Tabela 5. Valores de Pressdo Média basal e Frequéncia cardiaca basal dos animais tratados com
salina ou com clorpirifés 30 mg/kg. Teste t-Student; PAM (F(s5=0,41; t=-0,507; p>0,05); FC (t=-
1,933; p>0,05).

Dados hemodinamicos CON CPF
Pressao Arterial Média basal (mmHg) 117,8+1,70 116,6 +1,74
Frequéncia Cardiaca basal (bpm) 339,1 +5,81 322,0 + 6,67

4.2.2 Avaliacao do Quimiorreflexo

A figura 5 apresenta um tragcado tipico com as respostas de PAP, PAM e FC

obtidas frente a ativagdo do quimiorreflexo com diferentes doses de KCN em

animais tratados com clorpirifos (tratado) e com salina (controle).
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Doses de KCN
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Figura 5. Registros tipicos de animais representativos dos grupos controle (salina) e tratado
(clorpirifés 30 mg/kg) mostrando as respostas na PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) para as
quatro doses de KCN administradas durante a ativagéo do quimiorreflexo.

A figura 6 mostra os dados coletados dos registros cardiovasculares com o
uso do filtro digital, conforme descrito nos métodos, ap6s a ativacdo do
quimiorreflexo com doses crescentes de cianeto de potassio em todos os animais do
grupo tratado com o inseticida clorpirifos (n=10) e salina (n=10). As diferentes doses
de KCN induziram respostas de diferentes magnitudes na PAM (F318=127,6;
p<0,0001). O tratamento com clorpirifds induziu alteracfes significativas na resposta
pressora do quimiorreflexo, representada pela diminuicdo da resposta hipertensora
nas doses testadas (F(,18=30,21; p<0,0001), quando comparada com O grupo
controle (figura 5 e figura 6, painel A). A analise Post-Hoc desses dados permitiu
observar que a diferenca estatisticamente significante para a resposta pressora nos
animais tratados com clorpirifés foi encontrada nas doses de 20 (p<0,001), 40
(p<0,05) e 80 ug (p<0,001) quando comparadas ao grupo controle.

Da mesma forma, as doses de KCN induziram diferentes respostas na
frequéncia cardiaca (F18=168,5; p<0,0001) e as respostas bradicardicas do
quimiorreflexo observadas foram significativamente reduzidas nos animais tratados
com o agente organofosforado, quando comparadas com as respostas observadas
frente a ativagdo com as mesmas doses no grupo controle (Fq 15=13,84, p=0,0016)
(figura 5 e figura 6, painel B). A analise Post-Hoc desses dados mostrou que a

diferenca estatistica para a resposta na frequéncia cardiaca nos animais tratados
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com clorpirifés foi observada apenas nas doses de 20 (p<0,001), 40 (p<0,05) e 80
Hg (p<0,05) quando comparadas ao grupo controle.

Vale ressaltar que a dose de 10 pg ndo apresentou diferenca estatistica
significativa, quando comparadas com o grupo controle, para a resposta na pressao
(p>0,05) e na frequéncia cardiaca (p>0,05).

As respostas obtidas pela contagem dos pulsos pressoéricos coincidem com

os dados colhidos com filtro digital, conforme pode ser conferido no Apéndice 1.

704
60+

-

*%

50+ I *

40

(A)
30 -
20-
10;

ol[—1 7

10 20 40 80

) L
-25 4
-50 -
-75 4
-100 -
-125 - T
-150 -
-175 4
-200 1 L
-225 - T
-250 -
Figura 6. Variacdo de pressdo arterial média (A) e de frequéncia cardiaca (B) apés ativacdo do
guimiorreflexo por meio da administracdo de doses crescentes de KCN (10, 20, 40 e 80 pg) em
animais tratados com salina (CON, n=10, barras brancas) e com clorpirifés 30 mg/kg (CPF, n=10,

barras hachuradas). Os dados representados foram colhidos aplicando-se o Digital Filter (0,2 Hz,
LabChart®). *p<0,05 e **p<0,01 quando comparados com o grupo controle.
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4.2.3 Avaliacao do Reflexo de Bezold-Jarisch

Um tracado tipico ilustrando as respostas cardiovasculares obtidas frente a
ativacdo do RBJ em animais tratados com clorpirifés (tratado) e salina (controle) é

representado na figura 7.
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Doses de Fenilbiguanida
1,5 pg/kg 3 pglkg 6 ug/kg 12 pglkg 24 pglkg
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Figura 7. Registros tipicos de animais representativos dos grupos controle (salina) e tratado
(clorpirifés 30 mg/kg) mostrando as respostas na PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) para as
cinco doses de PBG administradas durante a ativacdo do RBJ.

A figura 8 representa os valores meédios dos coletados dos registros
cardiovasculares com o uso do filtro digital, conforme descrito nos métodos, nos
animais submetidos a ativacdo do RBJ. Os dados estdo expressos em valores de
variacdo da pressao arterial média (mmHg) e da frequéncia cardiaca (bpm) apds a
administracdo de doses aleatérias de fenilbiguanida. As cinco doses de
fenilbiguanida induziram diferentes respostas na PAM dos animais testados
(F(,18=96,95, p<0,0001). Adicionalmente, pode-se observar que o tratamento com o
clorpirifés diminuiu significativamente as respostas hipotensoras induzidas pela
administracao de fenilbiguanida, quando comparadas com as respostas observadas
nos animais do grupo controle (F1,18=12,63, p=0,0023) (figura 7 e figura 8, painel A).
A analise Post-Hoc desses dados mostrou que a diferenca estatistica para a
resposta na PAM dos animais tratados em relagdo aos controles foi observada
apenas nas doses de 1,5 (p<0,01) e 3 pg/kg (p<0,05). Para as demais doses néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p>0,05, para as doses de 6, 12 e
24 ug/kg), embora seja possivel observar também uma tendéncia de reducdo na
resposta.

Para a resposta bradicéardica, os dados indicam que as diferentes doses de
fenilbiguanida promoveram diferentes respostas na variagdo da FC (F,18=260,5,
p<0,0001). Da mesma forma, a resposta bradicérdica induzida pela administracdo de

fenilbiguanida na ativacdo do RBJ para os animais tratados com clorpirifés foi
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significativamente menor quando comparada com o grupo controle (F,18=19,26,
p=0,0004) (figura 7 e figura 8, painel B).

A andlise Post-Hoc desses dados mostrou que a diferenca estatistica para a
resposta na PAM dos animais tratados em relagdo aos controle foi observada
apenas nas doses de 1,5 (p<0,001), 3 (p<0,05), 12 (p<0,05) e 24 ug/kg (p<0,001).
Para a dose de 6 pg/kg, também foi observada uma tendéncia de redugcdo nos
animais do grupo clorpirifos ainda que a significancia estatistica ndo tenha sido
atingida (p>0,05).

As respostas obtidas pela contagem dos pulsos pressoéricos coincidem com
os dados colhidos na analise com o filtro digital, conforme pode ser conferido nos

dados constantes do Apéndice II.
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Figura 8. Variacdo de presséo arterial média (A) e de frequéncia cardiaca (B), apés a ativacdo do
RBJ por meio da administracdo de doses aleatérias de fenilbiguanida (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug/kg) em
animais tratados com salina (CON, n=10, barras brancas) e com clorpirifés 30 mg/kg (CPF, n=10,
barras hachuradas). Os dados representados foram colhidos aplicando-se o Digital Filter (0,2 Hz,
LabChart®) * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparados com o grupo controle.
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A analise dos dados obtidos na pressdo arterial diastélica (mmHg) pela
ativacdo do RBJ mostram que as diferentes doses de PBG induziram respostas de
diferentes magnitudes na PAD (Fu4,18=106,2, p<0,0001) e que o tratamento com
clorpirifés diminuiu significativamente as resposta hipotensoras frente a
administracéo de PBG (F(,18=6,325, p=0,0216). A analise Post Hoc de Bonferroni
mostrou que a diferenca foi estatisticamente significante apenas na dose de 1,5
po/kg (CON =-24,8 £ 3,25/ CPF =-5,4 £ 2,16; p<0,01) quando comparadas com as
respostas observadas nos animais do grupo controle. Todavia, uma tendéncia de
reducdo também pode ser observada para as demais doses testadas, 3 (CON = -
35,4 + 257 /| CPF = -23,1 + 3,46; p>0,05), 6 (CON = -44,7 + 2,66 / CPF = -37,8
2,66; p>0,05), 12 (CON = -54,7 + 2,86 / CPF = -51,7 + 4,77; p>0,05) e 24 ug/kg
(CON = -69,4 £ 2,79 / CPF = -62,6 + 5,67; p>0,05), quando comparadas com as

respostas observadas nos animais do grupo controle.

4.2.4 Avaliacao do Barorreflexo

As respostas tipicas observadas na PAP, PAM e FC dos animais submetidos

a ativacao do barorreflexo cardiaco por infusdo sdo apresentadas na figura 9.
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Figura 9. Registros tipicos de animais representativos dos grupos controle (salina) e tratado
(clorpirifés 30 mg/kg) mostrando as respostas na PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) durante a
ativacao do barorreflexo cardiaco por infusédo de fenilefrina e nitroprusseto.

O tratamento com uma dose aguda subletal do clorpirifés foi capaz de
promover significativas mudancas na resposta do barorreflexo induzida por infuséo
de drogas vasoativas nos animais tratados quando comparados com O grupo
controle. As curvas sigmoides obtidas nos dois grupos sdo apresentadas na figura

10 e os parametros avaliados constam na tabela 6.
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Figura 10. Curvas sigmoides obtidas apos avaliagdo do barorreflexo por infusdo, correlacionando a
variacdo da pressado arterial média (mmHg) e variacdo de frequéncia cardiaca (bpm) nos animais
tratados com salina (n=10, linha continua, r* = 0,95) ou com clorpirifés 30 mg/kg (n=10, linha
tracejada, r’ = 0,96).

Tabela 6. Pardmetros das curvas sigmoides obtidas pelo método de avaliagdo do barorreflexo por
infusdo para os animais tratados com salina (CON, n=10) ou clorpirifés 30 mg/kg (CPF 30, n=10).
Teste t-Student, **p<0,01 quando comparados com o grupo controle.

Grupo PB PT Range Ganho PAso
COM -112,3+14,67 82,0+ 18,63 183,9 + 25,54 -2,37£0,42 -1,8+4,71
CPF

30 -34,0+£9,13* 64,6 +7,85 96,6 + 11,76** -0,61 £ 0,12** -12,7 £ 3,37
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A exposicao ao clorpirifés elevou o plateau de bradicardia (t=4,527; p<0,01),
ao passo que reduziu o range (t=0,075; p<0,01) e o ganho do barorreflexo (t=3,978;
p<0,01), quando comparada com o resultado encontrado para 0s animais controle. A
PAso ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (t=-
1,881; p>0,05). O plateau de taquicardia também ndo apresentou reducao
estatisticamente significante nos animais tratados quando comparado ao grupo
controle (t=-0,863; p>0,05).

Da mesma forma que para o método por infusdo, o método por doses
aleatorias também permitiu a observacao de significativas mudangas na resposta do
barorreflexo nos animais tratados com uma dose aguda subletal do clorpirifos,
guando comparados com o grupo controle. Os parametros avaliados na ativacéo do
barorreflexo por doses aleatdrias sao apresentados no Apéndice lll.

O tratamento com o clorpirifés provocou um deslocamento para a direita na
regressao linear da resposta bradicardica em funcdo da mudanca na presséo
arterial, guando comparado com os animais controle, conforme pode ser observado
na figura 11. E possivel notar que houve prejuizo significativo do ganho da resposta
bradicardica nos animais tratados com clorpirifés (CON = -2,9 + 0,43; CPF 30 = -1,3
+ 0,23; p<0,01), mas o x-intercept desta resposta para esses animais nao
apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados (CON =
-3,04 +5,35; CPF 30 = 7,35 + 1,34; p=0,088). Para a resposta taquicardica, a analise
da regresséao linear também nao identificou diferenca estatisticamente significante
entre os grupos estudados (ganho CON = -254 + 0,41; CPF 30 = -1,99 + 0,28;
p=0,287 / x-intercept CON =-4,66 = 1,37; CPF 30 =-7,10 £ 2,06; p=0,338).
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Figura 11. Sensibilidade do barorreflexo, determinada por regressdo linear, das respostas
bradicardicas e taquicardicas nos animais tratados com salina (CON, n=10) ou clorpirifés 30 mg/kg
(CPF 30, n=10). Teste t-Student. Resposta bradicardica: ganho (t=3,277; p<0,01); X-intercept
(t=1,886; p>0,05). Resposta taquicérdica: ganho (t=1,098; p>0,05); X-intercept ( t=-0,984; p>0,05).

4.3 DOSAGENS ENZIMATICAS

4.3.1 Atividade da Colinesterase plasmaticas (ChE)

Essa etapa foi executada nas amostras dos animais obtidas antes e apés o
tratamento com clorpirifés 20, 25 e 30 mg/kg e/ou salina. Os resultados encontrados

para 0s animais testados sdo demonstrados na figura 12.
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Figura 12. Atividade da colinesterase plasmatica, expressa como Ul/mL, em ratos antes (barra
branca) e ap6s (barra hachurada) o tratamento com salina (CON, n=16), clorpirifés 20 mg/kg (CPF
20, n=11), clorpirifés 25 mg/kg (CPF 25, n=07) e clorpirifés 30 mg/kg (CPF 30, n=20). **p<0,01
quando comparados com a atividade apds o tratamento do grupo controle.

A analise estatistica dos dados de atividade colinesterasica encontrados nos
animais testados indica que as diferentes doses de CPF induziram reducéo
significativa na atividade dessa enzima quando comparados entre 0S Qgrupos
(Fe50=4,348, p=0,0085) quando comparados aos valores pré-tratamento intra-
grupos (Fa,50=157,3, p<0,0001). Na analise Post Hoc de Bonferroni, foi observado
que as trés doses de clorpirifos reduziram significativamente a atividade da
colinesterase, quando comparadas com a atividade encontrada no grupo controle e
quando comparados também aos valores pré-tratamento (p<0,001, para as doses de
20 e 30 mg/kg e p<0,01 para a dose de 25 mg/kg). Foi observado também que nao
houve diferenca significativa na reducdo da atividade da colinesterase plasmaética
apos o tratamento entre as trés doses de clorpirifés testadas (p<0,05, quando
comparadas entre si).

Assim sendo, pode-se concluir que o0s animais expostos ao clorpirifés
apresentaram uma reducao significativa da atividade da colinesterase nas trés doses
testadas. Por exemplo, para a dose de 30 mg/kg, a atividade foi de 210,8 + 15,39
Ul/mL antes e 46,7 + 7,84 Ul/mL apls a exposi¢cdo ao pesticida (n=20). Ou seja, 0
tratamento com o composto organofosforado foi capaz de induzir reducdo de
aproximadamente 77% da atividade dessa enzima quando comparada a atividade

aferida antes do tratamento na dose em questéo.
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4.3.2 Atividade da Creatina Quinase Fracdo MB (CK-MB)

A atividade da enzima CK-MB foi analisada em 20 amostras de ratos tratados
com o clorpirifés. Os valores médios encontrados nas amostras antes e apos o

tratamento sao apresentados na figura 13.
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Figura 13. Atividade da Creatina Quinase Fracdo MB, expressa como U/L, em ratos antes (barra
branca) e apos (barra hachurada) o tratamento com clorpirifés 30 mg/kg (CPF 30, n=20). Teste t-
Student pareado (t=0,31, p>0,05).

O tratamento com o clorpirifés ndo induziu alteracéo significativa na atividade
desta enzima (antes do tratamento = 364,4 + 37,79 U/L e apds o tratamento = 356,2
+ 39,54 U/L). Todavia, em 04 dos animais testados pode-se observar um aumento
expressivo na atividade da CK-MB apds a exposi¢cdo ao organofosforado, o que ndo

foi traduzido na média geral de todos os animais tratados (tabela 8).

Tabela 7. Atividade da enzima CK-MB antes e ap6s o tratamento em 04 animais expostos ao
Clorpirifés 30 mg/kg.

_ Atividade da CK-MB %
Animal 5
Antes do tratamento Apo6s o Tratamento Aumento
Rato 25 108,1 £ 8,70 180,4 £ 10,6 66,9
Rato 30 135,9+£1,90 206,7 £ 6,9 52,1

Rato 44 280,5 + 37,70 652,8 + 38,2 108,4
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Rato 56 409,6 + 40,8 502,0 +12,80 22,6

4.3.3 Atividade da Desidrogenase Lactica (LDH)

A atividade enzimatica da LDH foi determinada nas amostras de 19 ratos
tratados com o clorpirifés. Os valores médios encontrados nas amostras antes e

apos o tratamento sdo apresentados na figura 14.
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Figura 14. Atividade da Desidrogenase Lética, expressa como U/L, nos animais antes (barra branca)
e apoés (barra hachurada) o tratamento com clorpirifés 30 mg/kg (CPF 30, n=19). Teste t-Student
pareado (t=-,278, p>0,05).

Na média geral, o tratamento com o clorpirifés ndo induziu alteracdo
significativa na atividade desta enzima quando comparados os valores encontrados
antes (337,2 + 44,56 U/L) e apds o tratamento (349,5 + 62,18 U/L). Todavia, a
semelhanca do observado para a atividade da CK-MB, 3 animais tratados
apresentaram um aumento significativo na atividade da enzima apd6s o tratamento

com o clorpirifos (tabela 8).

Tabela 8. Atividade da enzima LDH antes e ap0s o tratamento em 03 animais expostos ao clorpirifos
30 mg/kg.

Atividade da LDH %
Antes do tratamento Apods o Tratamento Aumento

Animal

Rato 30 1924 +6,4 337,8+11,0 52,1
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Rato 44 576,7 + 28,8 748,4+ 2,9 108,4
Rato 56 160,7 £ 12,6 430,75 £ 19,25 22,6

4.4 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

4.4.1 Teste do Campo Aberto (TCA)

O TCA foi iniciado aproximadamente 24 horas ap0s o tratamento dos animais
dos grupos controle (n=10, salina) e dos grupos tratados (n=10, para cada dose de
clorpirifés). O TCA foi repetido nos mesmos animais nos periodos de 48 e 72 horas
apos o tratamento e os parametros foram locomocéo periférica e central (PRUTI &
BELZUNG, 2003).

Os dados do TCA observados nos animais tratados com trés diferentes doses
de clorpirifés e com salina durante o TCA esta representado na tabela 9. Os dados
obtidos mostram que a atividade locomotora total reduziu ao longo do tempo
(Fe36=16,2; p<0,0001). Todavia, o tratamento com clorpirifés n&o alterou
significativamente a atividade locomotora em comparacdo ao grupo controle
(Fz36=1,181; p=0,3307), bem como ndo houve interacdo entre o tempo e o
tratamento (F,36=1,245; p=0,2938).

Tabela 9. Resultado dos parédmetros avaliados no TCA 24, 48 e 72 horas apds o tratamento dos
animais com trés doses de clorpirifés (n=10) e salina (n=10).

Atividade Locomotora
Tratamento

24 horas 48 horas 72 horas
Salina 95,1 + 10,06 87,7+ 15,04 61,3+ 16,91
CPF 20 75,7 £ 9,29 55,5+ 7,45 63,3+ 14,54
CPF 25 79,3+ 7,70 56,6 + 13,82 48,4 + 11,71
CPF 30 74,8 + 9,58 53,4 + 13,67 36,4 + 8,81

4.4.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)
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Os animais em teste foram posicionados no LCE logo ap0s serem expostos
ao TCA e, durante 5 minutos, foram observados enquanto exploravam
espontaneamente o aparelho. Os parametros verificados neste teste foram nimero
de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados e numero total
de entradas em ambos.

Os dados dos parametros avaliados neste teste sdo apresentados nas figuras
15 e 16. Os animais tratados com o clorpirifés nas trés doses apresentaram reducao
significativa no niumero de entradas nos bragos abertos (F36=3,937; p=0,016)
quando comparados com 0s animais do grupo controle.

Quando se avalia a relacdo entre o tempo dispendido nos bracos abertos e o
tempo nos bracos fechados, embora os animais tratados tenham apresentado
aparente reducdo nesse valor quando comparados com o grupo controle, nenhuma
alteracdo estatisticamente significante foi observada (figura 17) (F336=1,423;
p>0,05).
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Figura 15. Niumero de entradas nos bracgos fechados e abertos do LCE observados nos animais
tratados com salina (CON, n=10) e clorpirifés 20 mg/kg, 25 mg/kg e 30 mg/kg (CPF 20, CPF, 25, CPF
30, n=10 para cada dose) submetidos ao LCE. *p<0,05 quando comparados com o grupo controle.
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Figura 16. % de tempo nos bracos abertos do LCE observados nos animais tratados com salina
(CON, n=15) e clorpirifés 20 mg/kg, 25 mg/kg e 30 mg/kg (CPF 20, CPF, 25, CPF 30, n=15 para cada
dose) submetidos ao LCE.

4.4.3 Teste do Nado Forcado (TNF)

O tempo de imobilidade médio observado nos animais testados com as doses
de 25 mg/kg e 30 mg/kg de clorpirifos ndo apresentaram diferencas estatisticas
guando comparados com 0s animais do grupo controle. Foi possivel observar,
porém, que os animais tratados com a dose de 20 mg/kg do pesticida apresentaram
significativo aumento deste parametro em relacdo ao grupo controle, indicando um
possivel efeito depressivo causado pelo tratamento com a substancia em teste
(figura 17) (F(3,56=3,413; p=0,023).
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Figura 17. Tempo de imobilidade, em segundos, observado nos animais tratados com salina (CON,
n=15) e clorpirifés 20 mg/kg, 25 mg/kg e 30 mg/kg (CPF 20, CPF, 25, CPF 30, n=15 para cada dose)

submetidos ao TNF. *p<0,05 quando comparados com o grupo controle.
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5 DISCUSSAO

5.1 TOXICIDADE AGUDA E COLINESTERASE PLASMATICA

O Clorpirifés, um composto organofosforado, exerce parte de sua toxicidade
devido & sua capacidade de inibicdo, central e perifericamente, da enzima
acetilcolinesterase. O acumulo de acetilcolina promovido por consequéncia desta
inibicdo provoca excesso de estimulacdo pos-sinaptica dos receptores colinérgicos.
O excesso da ativacdo, por sua vez, resulta nos sinais e sintomas caracteristicos da
sindrome colinérgica, que incluem, principalmente, disfuncado autonémica (salivacao
excessiva, lacrimejamento, miccdo, diarreia, dentre outros), movimentos
involuntarios (tremores) e disfuncao respiratoria (CLARK, 2006; ECOBICHON,
2001).

A exposicdo dos animais testados neste estudo a uma dose subletal de
clorpirifés causou a manifestacdo de notdrios sinais de toxicidade aguda,
evidenciados nos resultados obtidos durante a sua avaliacéo clinica por até 4 horas
apos o tratamento. Dentre os sintomas avaliados, somente a contorcdo ndo foi
manifestada em frequéncia significativa, quando comparados com os animais do
grupo controle. Para os demais parametros, foi 6bvia a influéncia do pesticida no
aparecimento dos sintomas avaliados, mesmo em maior (micgao/diarreia, sialorreia,
tremor e ataxia) ou menor frequéncia (tetania e lacrimejamento).

O Unico parametro manifestado pelos animais do grupo controle foi o de
mic¢ao/diarreia. Considerando estes serem processos fisiolégicos comuns e que a
avaliacdo neste estudo se deu por analise binaria e ndo por intensidade, ou seja,
ocorréncia ou nao do sinal, este resultado é esperado dada a inespecificidade deste
parametro. Porém, observa-se que a frequéncia de manifestacdo para o grupo
tratado com clorpirifés foi significativamente maior, bem como a sua intensidade de
ocorréncia mais evidente.

Em relacdo ao tempo médio de laténcia, o inicio da manifestacdo dos sinais
avaliados foi diferente para cada um dos parametros estudados. No geral, a ordem
de observacéo dos sintomas seguiu a ordem crescente dos tempos médios de inicio

apresentados na tabela 4. Inicialmente, os animais urinavam e defecavam em maior
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frequéncia, seguido do aparecimento de salivagdo excessiva. Em seguida, os
movimentos involuntarios tornavam-se mais notorios, sendo que os tremores eram
um dos sinais mais claros e frequentes. O aparecimento de ataxia, tetania e
contorcao se dava principalmente nagueles animais cuja intoxicacao, de acordo com
a observacdo dos sinais clinicos manifestados, era mais forte e mais intensa. O
lacrimejamento, embora sugerido também como um importante sinal de intoxicacéo
por organofosforados, juntamente com salivacédo, miccao e diarreia (SLUD, sigla do
inglés salivation, lacrimation, urination e defecation) (LIU & POPE, 1996; KWONG,
2002), nao se apresentou em frequéncia tdo expressiva quanto os demais citados.

E comum nos ensaios experimentais envolvendo estudos com compostos
organofosforados se proceder a avaliacdo da toxicidade aguda exercida por estes
compostos como indice de efetividade do tratamento. De fato, Pope e colaboradores
(2007 e 2011) demonstraram em estudos experimentais que o0 tratamento com
clorpirifés induz marcantes alteracbes motoras e autondmicas conforme as
observadas no presente estudo. Em contrapartida, nos testes de Lopez-Crespo e
colaboradores (2007) o tratamento agudo com clorpirifés administrado
subcutaneamente néo resultou na observacgao de destes sinais de toxicidade aguda.
Todavia, nestes estudos, a avaliacdo dos sinais de toxicidade aguda s6 se deu 4
horas apds o tratamento, tempo este em que ja era observada quase completa
recuperacdo dos animais no presente estudo. Deste modo, é possivel que o tempo
adotado na avaliacdo daquele estudo ndo detecte as alteragcdes imediatamente
presentes apOs a intoxicacdo. Adicionalmente, as diferentes vias de administracéo
empregada naquele estudo e no nosso podem contribuir para as diferencas
observadas.

A efetividade do tratamento com o clorpirifés foi evidenciada também pela
mudanca significativa na atividade da enzima colinesterase plasmatica nos animais
testados. No presente estudo, o tratamento promoveu uma marcante inibicdo da
atividade desta enzima representada pela reducdo de aproximadamente 77% dos
valores encontrados antes da exposicdo ao composto organofosforado na dose de
30 mg/kg. Da mesma forma, para as doses de 20 e 25 mg/kg a redugao ocorreu de
forma significativa, sendo de aproximadamente 73% para ambas as doses. A
auséncia da mesma observacdo nos resultados obtidos com o grupo controle,

tratados com salina, confirma a efetividade do tratamento com o clorpirifés.
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Vale destacar que um dos mecanismos de toxicidade dos compostos
organofosforados consiste na capacidade de inativar a colinesterase por meio de
uma ligacdo covalente no seu sitio ativo (CLARK, 2006). Por consequéncia, a
dosagem da atividade colinesterasica em tecidos facilmente acessiveis, tais como o
plasma, provou ser um método sensivel e (til para uso como marcador de
exposicao, para o diagnostico e monitoramento da exposicdo a estes compostos,
tais como o clorpirifés (AYGUN et. al, 2002; MEGARBANE, 2013; MENA et al, 2014;
OLIVEIRA-SILVA, 2000; POHANKA, 2013). A despeito das doses adotadas neste
estudo néo induzirem letalidade nos animais tratados, elas simularam um quadro de
intoxicacdo uma vez que, tanto a atividade da colinesterase plasmatica foi inibida,
guanto os animais manifestaram sintomas caracteristicos da intoxicacao ja descritos
na literatura (KWONG, 2002).

Dessa forma, os resultados obtidos a partir da avaliacdo dos parametros de
toxicidade aguda nos animais apos o tratamento e com a dosagem da colinesterase
plasmatica colaborou com a garantia da efetividade do tratamento para este estudo.
Adicionalmente, pode-se dizer que estes dois métodos, utilizados
concomitantemente, podem colaborar para o estabelecimento de padrbes eficazes
de acompanhamento de toxicidade aguda ap0s exposicdo a compostos
organofosforados para posteriores estudos do Laboratério de Investigacdo Farmaco-
Toxicoldgica da Funcgdo Cardiovascular. Todavia, ainda que inibicdes expressivas na
atividade da colinesterase néo tivessem sido observadas no presente estudo a
auséncia de toxicidade pelo composto ndo poderia ser excluida uma vez que
estudos apontam que doses incapazes de inibir a colinesterase, podem exercer
efeitos marcantes também sobre outros sistemas, além do sistema colinérgico (Carr
et al., 2001).

5.2 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Os resultados observados apos avaliagcdo dos parametros do TCA mostraram
gue nao houve diferenca estatisticamente significante na atividade locomotora entre
diferentes grupos estudados. Esses dados indicam que as doses empregadas neste

estudo parecem ndo promover um comprometimento motor nos animais testados,



71

ainda que um prejuizo motor ndo possa ser completamente descartado apenas com
base nestas evidéncias.

A auséncia de comprometimento motor também foi observada no estudo de
Chen e colaboradores (2014) apoOs exposicdo repetida ao clorpirifés. Carr e
colaboradores (2001) investigaram o desempenho de ratos jovens no TCA apés
exposicao oral ao clorpirifos repetida do 1° ao 21° dia pés-natal. Neste estudo,
também nao foi observado prejuizo motor nos animais até o 20° dia de exposicao.
Todavia, quando estes animais foram testados no campo aberto no 25° e 30° dia
apos o inicio da exposi¢cdo, uma reducao significativa na atividade locomotora foi
observada. Estes autores ainda quantificaram a atividade da colinesterase em
diferentes tecidos ao longo do tratamento, incluindo a colinesterase presente na
musculatura esquelética. Curiosamente, a atividade da enzima presente tanto na
musculatura esquelética, quanto no plasma, ndo estava significativamente inibida
nos tempos em que se observou prejuizo da resposta locomotora. Assim, € possivel
gue o prejuizo, quando presente, seja dependente do tempo de exposicdo e néo
envolva necessariamente efeitos relacionados com a inibicdo da colinesterase em
diferentes tecidos.

A avaliacdo da atividade locomotora nos tempos de 24, 48 e 72 horas apos a
exposicao nao detectou um prejuizo motor nos animais tratados com clorpirifés nas
diferentes doses testadas, quando comparados com 0s animais do grupo controle.
Todavia, ndo se descarta a possibilidade de que tais prejuizos possam se manifestar
tardiamente como demonstrado no estudo de Carr e colaboradores (2001). Em
contrapartida, a auséncia de um prejuizo locomotor nas doses e tempo de avaliacao
investigados constitui um indicio importante, uma vez que descarta que alteracdes
observadas nos outros testes comportamentais empregados neste estudo sejam em
decorréncia de simples déficit motor nos animais testados.

Embora a analise da atividade locomotora dos animais no TCA nao tenha
detectado diferenca entre os diferentes grupos e doses testadas, outra informagao
importante obtida apds a analise estatistica dos resultados consiste no efeito do
tempo (24, 48 e 72 horas) na redugéo da atividade locomotora em todos 0s grupos.
Ou seja, os animais, independente do tratamento ou dose, se locomoveram menos
de acordo com o tempo do teste. Tal resultado € indicativo de que a memaria dos

animais testados néo foi afetada pela exposi¢ao ao clorpirifos.
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No que diz respeito ao LCE, os animais tratados com clorpirifés apresentaram
significativa reducdo no numero de entradas nos bragos abertos, quando
comparados com 0s animais do grupo controle, sugerindo um possivel efeito
ansiogénico provocado pelo tratamento. O mesmo efeito foi observado no estudo de
Braquenier e colaboradores (2010), no qual foi observado aumento da ansiedade em
fémeas que foram expostas cronicamente ao clorpirifés na fase perinatal.
Resultados semelhantes foram obtidos por Sanchez-Amate e colaboradores (2001).
Neste estudo, 48 horas ap0s o tratamento com doses agudas subcutaneas de CPF,
0s animais submetidos ao LCE apresentaram reduzida exploracdo dos bracos
abertos, expressada pela redu¢do do numero de entradas e no tempo despendido
nestes bracos, indicando um efeito ansiogénico conforme o observado no presente
estudo. Em contrapartida, Lopez-Crespo e colaboradores (2007) detectaram efeitos
ansioliticos em animais submetidos ao tratamento com clorpirifés subcutaneamente
na dose de 250 mg/kg. Da mesma forma, um efeito ansiolitico também foi observado
em ratos adolescentes submetidos a exposicdo ao clorpirifés por 7 dias, mas
somente em doses acima de 40 mg/kg (CHEN et al, 2011). Aldridge e
colaboradores (2005) observaram também um aumento do tempo gasto nos bragos
abertos no labirinto em cruz elevado em machos que foram expostos ao clorpirifés
entre 0 1° e 4° dia do periodo poés-natal. Desta forma, observa-se que tanto efeitos
ansioliticos quanto ansiogénicos podem ser observados frente a exposicdo ao
clorpirifos e que estas diferencas entre os efeitos observados podem residir nas
diferentes idades, doses e periodo de tratamento empregados. Chen e
colaboradores (2014), inclusive, indicam um possivel efeito dual da exposicdo ao
clorpirifés, representado pela capacidade de induzir alteragdes tipo ansiolitica em
altas doses e ansiogénicas nas doses menores.

Os resultados obtidos no TNF indicaram que o CPF produziu um aumento do
tempo de imobilidade, indicando assim um possivel efeito tipo depressivo na dose
de 20 mg/Kg, nao evidenciado nas doses de 25 e 30 mg/Kg. Esses resultados se
assemelham aos resultados de Chen e colaboradores (2011), um efeito depressivo
na menor dose administrada, enquanto que na maior dose foi constatado um efeito
antidepressivo sobre o TNF. Num estudo mais recente, Chen e colaboradores
(2014) observaram que a exposi¢ao ao clorpirifés em doses repetidas e menores (de
2,5 a 20 mg/kg, subcutanea), de fato, induz alteracbes comportamentais tais como

efeito tipo depressivo em ratos adolescentes.
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A observacdo do efeito tipo-depressivo também foi feita a partir da
administracdo de metamidofés no estudo de Lima e colaboradores (2009). Neste
estudo, animais expostos a doses repetidas deste organofosforado induziram
aumento do tempo de imobilidade no TNF, indicando um efeito tipo-depressivo
semelhante ao observado no presente estudo com o clorpirifés, o que indica que,
possivelmente, esse efeito seja compartilhado pelos compostos desta classe. De
fato, London e colaboradores (2005) indicam, numa revisdo de estudos de
mortalidade e morbidade relacionados com intoxicagdo por organofosforados que
exposicdo aguda ou cronica a estes compostos estdo associadas com desordens
afetivas, havendo, inclusive, uma possivel relacao entre a depressao e suicidios em
humanos.

O clorpirifés induziu efeito tipo-depressivo somente na dose mais baixa
testada, a de 20 mg/kg. E possivel que um efeito dual do clorpirifés, conforme
indicado por Chen e colaboradores (2014), se apligue também para os efeitos tipo-
depressivo e tipo-antidepressivo, explicando assim a auséncia de alteracdes
observadas nas doses mais elevadas de clorpirifos.

Sabe-se que, embora sejam mais evidentes os efeitos sobre o sistema
colinérgico, a exposicado ao clorpirifés € capaz de promover alteracdes importantes
também sobre outros sistemas, tais como o0 serotoninérgico e dopaminérgico
relacionados diretamente com a fisiopatologia da depressdo (ALDRIDGE et al.,
2003; CHEN et al., 2011; MORENO et al., 2008). De fato, os resultados
comportamentais foram observados por Sanchez-Amate e colaboradores (2001) nos
animais testados foram manifestados mesmo sem evidéncia de sinais de intoxicagcao
colinérgica. Dessa forma, o0s mecanismos envolvidos nas alteragdes
comportamentais observadas podem envolver multiplos sistemas. Alguns autores
tem mostrado que o sistema colinérgico parece participar diretamente da modulacéo
da ansiedade, particularmente ao nivel do hipocampo (FILE et al., 1998, 2000;
DEGROOT & TREIT, 2002). Adicionalmente, estudos apontam que dentre os efeitos
desencadeados pela exposicdo ao CPF ou a outros organofosforados figuram,
alteracdes na sintese de serotonina (5HT) ou na expressdo de seus receptores e
transportadores (ALDRIDGE et al., 2003; RAINES et al.,, 2001; SLOTKIN et al.,
2006, 2007, 2008), evidenciando também uma participacdo deste sistema na
mediacao das alteracbes comportamentais induzidas por esta classe de compostos.

Estudos eletrofisioloégicos envolvendo neurdnicos do hipocampo, também mostraram
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que outro representante dos organofosforados, o paraoxon, foi capaz de interferir
com a atividade de canais i6nicos de glicina, receptores do subtipo GABAA,
receptores NMDA, bem como, de receptores nicotinicos (ROCHA et al., 1996),
indicando que estes compostos podem exercer suas agdes toxicas por interferéncia
em diversos sistemas. Todavia, 0 exato mecanismo envolvido na mediacdo das
respostas observadas em nosso estudo permanece por ser investigado.

Os efeitos observados nos animais testados indicam, portanto, que a
exposicdo ao clorpirifés, mesmo em doses agudas subletais, é capaz de promover
significativas desordens comportamentais. Vale destacar, entretanto, que os efeitos
observados ndo estdo relacionados com um possivel estado doentio ou debilitado
apos a intoxicacao, tendo em vista que ndo houve alteracdo da atividade locomotora
entre os diferentes grupos; apenas a menor dose apresentou efeito no TNF,
contrariando a hipdtese de que, em decorréncia de um estado doentio frente a
intoxicacdo, quanto maior a dose maior seria o efeito; e, por fim, também foram
encontradas alteracdo na avaliacdo dos reflexos cardiovasculares. Além disso, no
teste de acompanhamento de toxicidade aguda foi observado que, embora
freqlentes e intensos, 0s sinais de intoxicacdo desapareciam ap6s o periodo de

observacao, indicando recuperacéo dos sintomas avaliados.

5.3 ENSAIOS CARDIOVASCULARES

O tratamento com uma dose subletal de clorpirifés induziu mudancas
significativas nos reflexos envolvidos na regulacdo cardiovascular. Os resultados
encontrados demonstram que 0S animais expostos ao organofosforado
apresentaram reducdo nas respostas bradicardicas dos trés reflexos testados.
Adicionalmente, o tratamento promoveu reducdo na resposta hipertensora do
quimiorreflexo, na resposta hipotensora do RBJ e no range e ganho do barorreflexo.

Sabe-se que envenenamentos por OF podem promover marcantes alteracdes
no sistema cardiovascular dos individuos expostos a estes compostos
(AGHABIKLOOEI et al., 2013; ANAND et al., 2009; JOSHI et al., 2013; SAADEH et
al., 1997; WU et al., 2001). Porém, muito pouco se sabe a respeito do efeito dessas

substancias sobre os mecanismos de regulacdo da presséo arterial. Assim como 0s
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resultados deste estudo, Maretto e colaboradores (2012) identificaram que o
tratamento com o metamidofos, outro agente organofosforado, induziu prejuizo na
resposta bradicardica de dois importantes reflexos cardiovasculares (quimiorreflexo
e RBJ) em animais experimentais expostos a uma dose aguda subletal do pesticida.
Porém, o barorreflexo, outro importante reflexo, nao foi avaliado neste estudo.

Ao contrario do observado nas respostas reflexas, o tratamento com o
clorpirifés néo alterou significativamente os niveis basais de PAM e FC dos animais
expostos quando comparados aos animais do grupo controle. Esses resultados
diferem de observacdes clinicas e estudos ja relatados, nos quais a exposicdo a
compostos organofosforados induziu importantes e marcantes modificacdes nos
parametros hemodinamicos dos individuos intoxicados.

Saadeh e colaboradores (1997), numa revisdo de 46 casos de pacientes
envenenados por organofosforados e carbamatos registrados em um Hospital de
Israel durante o periodo de 1990 a 1995, relataram, dentre outros sinais clinicos, a
ocorréncia de hipertensdo e hipotensdo em 22% e 17% dos casos, respectivamente.
Hipotensdo também foi relatada como um sinal frequente em casos de auto
envenenamento por dimetoato, outro agente organofosforado, por Davies e
colaboradores (2008). Considerando estudos em animais, Anthon & Campafa-
Salcido (2011) relataram, num estudo ndo invasivo, 0 aumento do risco de
desordens hipertensivas em ratos expostos a trés doses de clorpirifés de forma
aguda (3 dias) ou sub-aguda (14 dias). Este resultado foi ainda mais evidente na
maior dose administrada de forma aguda, 25 mg/kg em que a PAM elevou-se de
forma continua, durante os trés dias de exposicdo, sem contudo causar nenhuma
diferenca significativa na FC. Todavia, no estudo de Anthon & Campafia-Salcido n&do
€ descrito 0 momento exato em que 0s parametros presséricos comecaram a ser
medidos apOs a exposicdo ao clorpirifés. Adicionalmente, o tratamento por eles
empregado é repetido por trés dias, o que difere do regime adotado em nosso
estudo. Em nosso estudo os registros cardiovasculares s6 foram procedidos 24
horas apds a administracéo do clorpirifés. Sendo assim, € possivel que alteracdes
dos niveis basais decorrentes do tratamento, se presentes, ja tenham sido
restabelecidas 24 horas apés o tratamento. De fato, de forma semelhante aos
nossos dados, no estudo de Maretto e colaboradores (2012) nenhuma alteracao foi
observada nos niveis basais de PAM e FC 48 horas apés o tratamento agudo de

ratos com outro praguicida organofosforado.
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Sendo assim, a discordancia nos resultados dos dados hemodinamicos
basais dos animais do presente estudo e dos estudos supracitados pode se dever
ao grau de intoxicacdo dos objetos de estudo e aos esquemas de exposicdo aos
compostos organofosforados. Adicionalmente, dados clinicos envolvem uma grande
variedade de compostos organofosforados, bem como diferentes vias de exposicéo,
absorcdo e doses, o0 que, consequentemente, leva a diferentes parametros e
consequéncias de exposicao.

Por outro lado, o tratamento com uma dose subletal de clorpirifos empregado
neste estudo foi capaz de induzir alteracdes nos trés reflexos cardiovasculares
testados. Para o RBJ, foi encontrado prejuizo das respostas hipotensoras e
bradicardicas ap6s o tratamento com o clorpirifés. Estes resultados estdo de acordo
com Maretto e colaboradores (2012), em que também foi observado um prejuizo da
resposta bradicardica pelo tratamento com o organofosforado metamidofés. Todavia,
no estudo de Maretto, a analise deste reflexo foi feita apenas envolvendo as
respostas bradicardicas frente a ativacdo deste reflexo. De forma semelhante,
Uggere e colaboradores (2000), adotaram uma avaliagdo apenas do componente
bradicardico do RBJ em ratos espontaneamente hipertensos. Sabe-se que a
resposta bradicardica observada ap0s a ativacdo deste reflexo envolve tanto um
aumento da atividade parassimpatica quanto uma reducdo da descarga simpatica
para o coragcao, embora a ativacao vagal seja predominante e medeie de forma mais
proeminente a bradicardia promovida (SPYER, 1982).

No presente estudo, o tratamento com o clorpirifés induziu reducdo da
resposta bradicardica apds ativacdo do RBJ. Considerando o papel da descarga
vagal na reducdo da FC ap0s ativacao deste reflexo, é possivel que a exposicdo ao
agente organofosforado tenha promovido um prejuizo importante do componente
parassimpatico. Varios trabalhos tém demonstrado que tanto a exposicao repetida a
doses baixas quanto intoxicagcdo aguda por compostos organofosforados podem
conduzir a outros efeitos nado relacionados exclusivamente a inibicdo da
acetilcolinesterase (HOWARD et al, 2007; HOWARD & POPE, 2002; SILVEIRA et al,
1990). De fato, experimentos in vitro realizados por Bomser e Casida (2001)
evidenciaram que o clorpirifoés é capaz de causar dietilfosforilacdo em um sitio
especifico de receptores muscarinicos M2 em coragdes de ratos. Embora néo esteja
bem determinado se essa interacdo resulta em acdo agonista ou antagonista,

algumas evidéncias fisiologicas apontam para a dessensibilizacdo aguda dos
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receptores muscarinicos expostos a esta classe de inseticidas. Tendo isto em vista,
€ possivel que a reducdo da resposta bradicardica observada possa ser resultante
de uma diminuicdo da sensibilidade dos receptores muscarinicos cardiacos apés a
exposicao ao praguicida.

Em relagdo a resposta hipotensora do RBJ, foi observado neste estudo a
atenuacao na resposta hipotensora induzida apos a ativacdo do reflexo. Chianca &
Machado (1996) mostraram que a administracdo de metilatropina promove, além do
blogueio da resposta bradicardica por inibicdo dos receptores muscarinicos
cardiacos, bloqueio também da resposta hipotensora durante a ativacdo do RBJ,
sugerindo que esta seja consequente da reducdo na FC promovida pela ativacao
parassimpatica. Dessa forma, € possivel que a reducdo da resposta hipotensora
observada durante a avaliacdo do RBJ nos animais tratados neste estudo esteja
relacionada com o prejuizo causado pelo clorpirifés no componente bradicardico do
RBJ.

Dados clinicos e experimentais tém demonstrado que o RBJ exerce um
importante papel no controle da fungédo cardiovascular em condigbes normais e
patologicas. Estudos de Chianca e Machado (1994) mostraram um aumento da
sensibilidade do RBJ em animais com desnervacgao sinoadrtica, sugerindo um papel
fisiolégico para este reflexo na regulacao cardiovascular. Dados também evidenciam
alteracdes no RBJ em animais experimentais hipertensos (ARAUJO et al., 1998;
PEOTTA et al., 2001), com hipertrofia cardiaca (CALORE et al., 2007; MEYRELLES
et al., 1998; UGGERE et al., 2000) e infarto do miocardio (CHILADAKIS et al., 2003;
LUPINSK et al., 2011; MEYRELLES et al., 1997). Meyrelles e colaboradores (1997)
demonstraram, em ratos, que o infarto do miocardio pode induzir prejuizo na
resposta reflexa do RBJ, isso possivelmente devido a ocorréncia de hipertrofia do
atrio esquerdo ou devido a injuria necroética da inervacdo do ventriculo esquerdo,
onde se originam as principais vias aferentes deste reflexo. Tendo em vista a
observacéo de lesdo cardiaca promovida pela exposi¢do ao clorpirifés em alguns
animais deste estudo, o que foi evidenciado pelo aumento da atividade das enzimas
CK-MB e LDH ap0s o tratamento, pode-se pressupor que haja uma interacdo entre
este resultado e o prejuizo observado no RBJ. Embora evidenciado apenas em
alguns dos animais testados, o dano cardiaco poderia estar colaborando, neste

caso, com a reducado na resposta reflexa observada nos animais tratados.



78

No que diz respeito aos resultados da avaliacdo do quimiorreflexo, foi
observada, da mesma forma, uma acentuada reducdo no componente bradicardico
desta resposta reflexa. Este resultado se assemelha ao observado por Maretto e
colaboradores (2012), no estudo do quimiorreflexo em ratos ap0s exposicdo aguda a
uma dose subletal do organofosforado metamidofés. O quimiorreflexo exerce uma
importante influéncia ndo somente no controle de trocas gasosas, mas também no
controle cardiaco e vascular. A ativacdo deste reflexo envolve, basicamente, efeitos
na funcdo cardiovascular a partir de ajustes na descarga simpatica e na atividade
vagal para vasos e coragdo, respectivamente. O quimiorreflexo possui a habilidade
Gnica de ativar simultaneamente a via simpatica para 0s vasos sanguineos, levando
a resposta hipertensiva, e aumentar a atividade vagal para o coracéo, produzindo
bradicardia (KARA et al., 2003). Dessa forma, é possivel que a reducao da resposta
bradicardica ap6s a ativacdo do quimiorreflexo envolva um prejuizo predominante do
componente parassimpatico frente a exposicdo ao organofosforado. De forma
semelhante, tal efeito poderia estar relacionado com a dessensibilizacdo de
receptores muscarinicos cardiacos mediante exposi¢cdo ao praguicida (BOMSER &
CASIDA, 2001).

E intrigante, entretanto, o resultado observado nas respostas hipertensoras
destes mesmos animais expostos ao clorpirifés apos a ativacdo do quimiorreflexo
por administracdo de cianeto de potassio. Nas maiores doses de KCN, a resposta
pressora do quimiorreflexo, que envolve aumento da descarga simpatica promovida
pela ativacdo dos quimiorreflexo, foi prejudicada e ndo acentuada nos animais
tratados com clorpirifés. No estudo de Maretto e colaboradores (2012), ndo foi
observada nenhuma alteracdo neste componente da resposta reflexa, seja aumento
ou reducdo. Vale destacar, entretanto, que, embora da mesma classe, 0 pesticida
utilizado neste estudo difere daquele utilizado por Maretto e colaboradores, e, por
isso, pode ser que os resultados distintos estejam relacionados com essa diferenca
de compostos. Resultados experimentais de Tuna e colaboradores (2011)
evidenciaram, num estudo com ratos Wistar expostos cronicamente a doses baixas
de clorpirifés, que este pesticida diminui a for¢ca e rigidez da aorta, possivelmente
relacionado com a capacidade de organofosforados fragmentarem fibras colagenas
e elastina na parede aértica de ratos (AKIMOV & KOLESNICHENKO, 1985; ANTOV
et al., 1984; YAVUZ et al., 2005). Considerando o papel do aumento da resisténcia

vascular periférica na resposta hipertensora do quimiorreflexo, como consequéncia
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do aumento da atividade simpatica na resposta efetora, pode-se sugerir que a
possibilidade do clorpirifés de reduzir a forca e capacidade de contracdo de artérias
colabore com o prejuizo também no aumento da presséao arterial promovido por este
reflexo. Adicionalmente, h4 que se considerar que a transmissdo ganglionar do
sistema simpatico € mediada por ativagdo colinérgica e que a despeito das
evidéncias deste estudo apontarem um prejuizo predominante do clorpirifés sobre o
componente vagal, um prejuizo do sistema simpatico ndo pode ser descartado.

Os quimiorreceptores séo estimulados e ativados em casos de redugéo na
pressédo parcial de O, e do pH ou aumento da pressao parcial de CO,, ou seja,
situacdes de hipoxia (SPYER, 1990). Considerando que, de acordo com relatos
clinicos, a insuficiéncia respiratoria, depressao respiratéria e parada
cardiorrespiratéria consistem nas principais causas de morte de individuos expostos
aos organofosforados (SAADEH et al.,, 1997; YANG & DENG, 2007; YEN et al.,
2000), ndo € improvavel que o prejuizo causado na resposta do quimiorreflexo frente
ao quadro de hipdxia que sucede a intoxicacdo por estes compostos colabore com o
agravo dessas complicacdes observadas apoés intoxicagdes, ja que a diminuicdo da
capacidade reflexa pode comprometer de forma impactante o0s ajustes
cardiorrespiratorios normalmente acionados com a ativacdo do reflexo com o
objetivo de manter os 6rgaos vitais adequadamente perfundidos.

No barorreflexo, foi observada, assim como nos demais reflexos, a diminuicao
da resposta bradicardica promovida apdés a sua ativagdo com o vasoconstritor
fenilefrina, expressada pela diferenca no plateau de bradicardia do grupo tratado,
guando comparado com o grupo controle. A ativacdo dos barorreceptores, em casos
de aumento subito da pressao arterial como a que ocorre com a administracdo da
fenilefrina, promove como resposta efetora a inibicdo da atividade simpatica e
estimulacdo da atividade parassimpatica para o coracao e vasos sanguineos, o que
resulta em ajuste do débito cardiaco e queda da resisténcia vascular periférica
resultando, consequentemente, na reducdo, ajuste e estabilizacdo da pressao
arterial (SLEIGHT, 2014). A avaliacdo da variagdo na FC promovida com a
administracdo de fenilefrina ap6s o bloqueio de receptores muscarinicos e beta-
adrenérgicos com os farmacos metilatropina e atenolol feita no estudo de Head &
MacCarty (1987) evidenciou que a resposta bradicardica em resposta da ativacédo do
barorreflexo tem contribuicdo predominante da ativacdo parassimpatica e aumento

da descarga vagal no coracéo. Dessa forma, considerando também a capacidade do
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clorpirifos de reduzir a sensibilidade de receptores muscarinicos cardiacos, é
possivel que o0 mecanismo de reducao da resposta bradicardica do barorreflexo seja
comum a anteriormente explicada para os demais reflexos testados.

A administracdo de nitroprusseto, por outro lado, ndo promoveu diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos avaliados. O plateau de
taquicardia, o x-intercept e o ganho das retas obtidas por regressao linear para o
componente taquicardico ndo foram significativamente distintos nos animais tratados
com o clorpirifés dos animais tratados com salina. Neste caso, a queda da pressao
arterial consequente da vasodilatacdo causada pela administracdo dessa substancia
envolve a desativacdo do mecanismo do barorreflexo anteriormente citado. A
resposta, desse modo, envolve tanto o aumento da atividade simpatica quanto a
diminuicdo da descarga vagal, com objetivo de aumentar o débito cardiaco e a
resisténcia vascular periférica para, assim, ocorrer o ajuste da pressao arterial. A
avaliacdo da variacdo na FC promovida com a administracdo de fenilefrina ap6s o
bloqueio de receptores muscarinicos e beta-adrenérgicos com os farmacos
metilatropina e atenolol feita no estudo de Head & MacCarty (1987) evidenciou
também que o aumento na FC em resposta a desativacdo do barorreflexo possui
contribuicdo tanto simpatica quanto parassimpatica, mas com uma maior
predominéancia do simpatico. Neste caso, uma vez que os dados dos outros reflexos
também apontam para um prejuizo do componente parassimpatico, a néo
observacéo de efeitos significantes na resposta taquicardica do barorreflexo pode
indicar que a atividade simpatica cardiaca possa estar predominantemente
preservada apdés a exposi¢cdo aguda ao praguicida. Em contrapartida, o range dos
animais tratados se apresentou significativamente reduzido apés o tratamento com o
clorpirifés. Esta medida traduz a diferenca matematica entre os platés de bradicardia
e taquicardia obtidos na andlise do barorreflexo por curvas sigmoidais. Sendo assim,
a reducdo observada no platdé de bradicardia contribuiu para a reducédo observada
no range. De fato, Head e McCarty (1986) demonstraram que 0 vago parece exercer
maior contribuicdo sobre este parametro.

Outro parametro importante analisado na ativacdo do barorreflexo cardiaco, o
ganho da curva sigméide obtida pelo agrupamento dos resultados dos animais
expostos ao clorpirifés apresentou significativa alteragdo quando comparado com o
ganho referente a curva dos animais controle. A elevacédo do valor da inclinacdo

meédia da curva expressa também o prejuizo que a exposicdo ao organofosforado
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promoveu a este importante reflexo: a mesma variagdo na pressao promove uma
menor resposta na frequéncia cardiaca dos animais expostos ao clorpirifés. Ou seja,
esse resultado expressa 0 quanto os animais tratados reduziram sua capacidade de
resposta e ativacao do barorreflexo.

A analise do barorreflexo por regressao linear permite, além da observacao
da sensibilidade dos componentes bradicardicos e taquicardicos separadamente, a
identificacdo do limiar de inicio das respostas do barorreflexo, identificada pelo x-
intercept de cada reta. Na analise por regressao linear neste estudo, nao foi notado
diferenca estatistica significativa no x-intercept entre os grupos tanto para os
componentes bradicardicos quanto taquicardicos. Foi observado, no entanto, um
prejuizo no ganho da resposta promovida apds a administracado de fenilefrina. Ou
seja, na ativacdo do barorreflexo nos animais apds a exposicdo ao clorpirifés, a
variacdo da FC aconteceu em menor extensao do que 0 observado para 0s animais
controle. Isso significa que a mesma variacdo na pressao arterial resulta numa
resposta bradicardica consideravelmente atenuada naqueles que foram expostos ao
clorpirifés, o que confirma os dados representados nas curvas sigmoidais. Assim, 0
prejuizo observado no ganho barorreflexo dos animais tratados, expresso na
disposicéo por curvas sigmoidais, parece envolver principalmente a interferéncia no
componente parassimpatico, o que pode ser melhor discriminado na andlise por
regressao linear.

Quando a presséo arterial aumenta ou reduz, a atividade barorreflexa também
aumenta ou diminui, respectivamente, influenciando assim a FC, a contratilidade
cardiaca e o fluxo sanguineo por meio de ajustes na contratilidade de vasos através
da atividade reflexa. Portanto, o barorreflexo é fundamental para compensar efeitos
hipo e hipertensores para que a pressao arterial retorne a niveis normais (FARAH et
al., 1999). O principal objetivo do barorreflexo € promover a estabilizacdo da pressao
arterial de forma rapida e eficiente, permitindo a manutencdo desse parametro em
niveis adequados para a perfusdo dos tecidos durante diferentes condi¢des, sendo
isto um requisito obrigatério para a sobrevivéncia (VASQUEZ et al., 1997). Dessa
forma, dada a sua importancia, € inegavel a relevancia de estudos que colaborem
com a melhor compreensdo dos efeitos causados neste reflexo por exposicdo a
substancias potencialmente tdxicas. Tendo isso em vista, 0 prejuizo nesta

importante resposta reflexa causado pelo tratamento com o clorpirifos pode
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contribuir para a toxicidade cardiaca desta intoxica¢ao, colaborando, inclusive, para
0 agravo do quadro clinico geral e evolucéo ao 6bito.

Considerando ainda a toxicidade exercida por compostos organofosforados
sobre o sistema cardiovascular, um outro importante aspecto investigado durante
este estudo foi a possibilidade do tratamento com uma dose aguda do clorpirifés
causar efeitos cardiotoxicos diretos, expressados por danos ao tecido cardiaco e
evidenciados por um aumento na atividade de enzimas marcadores de leséo
cardiaca CK-MB e LDH. Na prética clinica, aumento nas taxas destas enzimas sao
interpretadas como indicio de dano celular no miocardio e, embora muito Gteis para
o diagndstico e monitoracdo de lesdo cardiaca, a faixa de normalidade na atividade
destas enzimas é variavel em humanos (HANSON et al, 2013; NURSALIM et al,
2013). Por outro lado, para animais nao existem valores de referéncia.

A andlise das atividades médias da CK-MB e LDH nas amostras obtidas nédo
permitiu a observacdo de nenhuma alteracdo significante nos niveis das enzimas
antes e apos o tratamento com o clorpirifés. Porém, numa analise individual, chamou
a atencao o aumento expressivo na atividade da CK-MB em 04 animais e o0 aumento
significativo da atividade da LDH em 03 animais, dos 20 testados. Os 03 animais
com aumento da LDH apresentaram também aumento na atividade da CK-MB.
Possivelmente, a auséncia de aumento significativo da atividade da LDH naquele
animal que apresentou somente aumento da CK-MB esteja relacionada com o
tempo de coleta e o tempo médio para que essas enzimas aumentem sua atividade
apos o evento cardiovascular. A coleta de amostra apds o tratamento foi executada
24 horas depois da exposicdo ao clorpirifés, tempo necessario para que a atividade
méaxima da CK-MB seja alcancada ap0s a lesédo cardiaca, enquanto que para a LDH
essa faixa € estendida para até 48 horas (WALLACH, 2009).

Os resultados observados para a CK-MB e LDH sao similares ao observado
na clinica, tendo em vista que alguns estudos relatam que intoxicagcdes agudas por
organofosforados podem ser acompanhadas por danos no miocéardio (DE
BLEECKER, 1995; JOHN et al, 2003; KARASU-MINARECI, 2012). Saadeh e
colaboradores (1997), inclusive, mostraram que dos 46 pacientes que foram
admitidos no hospital com o diagnéstico de intoxicacdo pro organofosforados e
carbamatos, 5 manifestaram aumento das enzimas CK-MB e LDH. Ou seja, mesmo
gue este aumento ndo seja manifestado de forma significativa em todos aqueles

expostos ao organofosforado, uma parcela destes apresenta evidéncias de leséao
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cardiaca, o que evidencia a potencialidade e capacidade deste composto de
promover tal alteracdo no sistema cardiovascular.

E importante ressaltar que, apesar do uso destes marcadores como
indicativos de lesdo cardiaca, existem limitacdes em seu uso, visto que a LDH pode
estar associada também em casos de dano muscular esquelético e a sensibilidade
da CK-MB, as vezes, ndo é suficientemente alta para detectar pequenas lesées no
miocardio, tendo em vista a ampla faixa de normalidade (HAMM & KATUS, 1995;
NURSALIM et al, 2013).
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6 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou os efeitos da exposicdo aguda a doses subletais do
clorpirifés, um inseticida organofosforado, sobre os reflexos cardiovasculares, sobre
a atividade de algumas enzimas e sobre parametros comportamentais em animais
experimentais.

No que diz respeito ao comportamento, o tratamento com o organofosforado
induziu efeito ansiogénico e depressivo nos animais testados.

Nas dosagens enzimaticas, observou-se que a atividade da colinesterase
plasmatica foi significativamente reduzida apdés o tratamento com o clorpirifés.
Houve também indicios de lesdo cardiovascular em alguns dos animais tratados,
evidenciados por aumento da atividade das enzimas CK-MB e LDH.

Por fim, em relacdo aos testes cardiovasculares, o tratamento com o
clorpirifés foi capaz de causar prejuizo na resposta bradicardica dos trés reflexos
testados. Adicionalmente, a exposi¢do ao clorpirifés foi capaz de promover reducdo
na resposta hipertensora do quimiorreflexo, na resposta hipotensora do RBJ e no
range e ganho do barorreflexo. Estes efeitos observados podem contribuir para a

toxicidade cardiovascular associada a exposicdo aguda aos compostos OF.
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Figura 19. Variacdo de pressao arterial média (A) e de frequéncia cardiaca (B) apds a ativacdo do
RBJ por meio da administracdo de doses aleatorias de fenilbiguanida (1,5; 3; 6; 12 e 24 pg/kg) em
animais tratados com salina (CON, n=10, barras brancas) e com clorpirifés 30 mg/kg (CPF, n=10,
barras hachuradas). Os dados foram obtidos por andlise manual dos registros cardiovasculares.
*p<0,05 e **p<0,01 quando comparados com 0 grupo controle.
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Grupo PT PB Range Ganho PAS0

CON 433,9+10,32 247,8+10,70 186,0+ 13,60 -2,77+0,21 105,2 + 2,27

CPF

30 412,3+16,48 300,8+17,82* 121,6+21,32* -1,73+0,23* 105,3 £ 4,19

Tabela 10. Parametros das curvas sigmoides obtidas pelo método de avaliagdo do barorreflexo por
doses aleatérias para os animais tratados com salina (CON, n=09) ou clorpirifés 30 mg/kg (CPF 30,
n=10). *p<0,05 quando comparados com o grupo controle.



