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RESUMO

No Brasil, 0 uso de agrotoxicos cresceu bastante nos ultimos anos, tornando o pais
um dos lideres mundiais em seu consumo. Os organofosforados (OFs) tém sido
associados a doencas cardiovasculares e a intoxicagcdes por esses compostos
apresenta uma alta taxa de mortalidade. Estudos anteriores de nosso laboratério
demonstraram prejuizos nas respostas reflexas do barorreflexo e do quimioreflexo
em ratos expostos agudamente a um composto OF, o clorpirifés (CPF). Todavia,
neste estudo nado foi possivel realizar uma abordagem dos efeitos da exposicéo
aguda a este agende sobre a funcdo respiratéria, a despeito da importante
modulagdo que os reflexos, particularmente o quimiorreflexo, exercem sobre esses
parametros. Considerando a importancia da funcéo cardiorrespiratéria na sobrevida
dos individuos intoxicados, estudos mais detalhados investigando os efeitos da
exposicdo ao CPF tanto in vitro, quanto in vivo sobre a modulagéo cardiorrespiratoria
tonica e reflexa se fazem necessérios. Adicionalmente, a controveérsia envolvendo o
tratamento padrdo empregado na intoxicagdo por OF e a auséncia de estudos com
enfoque voltado para o efeito do mesmo sobre a restauracdo dos danos
cardiovascular gerados, reforca ainda mais a importancia de estudos voltados para
se investigar essa questdo. No presente estudo foram executados protocolos in vitro
e in vivo visando avaliar os efeitos da intoxicacdo aguda com CPF sobre a atividade
cardiorrespiratéria tdnica e reflexa, e visando avaliar se o tratamento farmacoldgico
com os antidotos atropina (ATR) e pralidoxima (2-PAM) era capaz de reverter 0s
prejuizos previamente observados sobre a funcdo quimiorreflexa. Dois grupos (CPF
e controle) foram submetidos ao protocolo in vitro envolvendo a preparacéo tronco
cerebral-coracdo isolados (WHBP). Nesta preparacdo as atividades basais dos
nervos frénico (PNA), laringeo recorrente (RLN), simpatico toracico (tSNA), além da
frequéncia cardiaca e pressao de perfusdo foram registradas. Associados a estes
registros foi promovida a ativacao in situ do quimiorreflexo e barorreflexo, seguida da
vagotomia bilateral e dos bloqueios com atenolol e hexametdnio. No modelo in vivo
0s animais foram agrupados em diferentes combinagdes de tratamentos com CPF,
ATR e 2-PAM, vinte e quatro horas antes dos registros e da ativacdo do
quimiorreflexo. A presenca dos sinais de intoxicagdo, ataxia, tremor e sialorreia, foi
avaliada durante trés horas apds as inje¢cdes com CPF ou salina e os tratamentos

com ATR e 2-PAM. Para ambos modelos in vitro e in vivo, as atividades das enzimas



butirilcolinesterase (BuChE) plasmética e acetilcolinesterase (AChE) cerebral do
tronco encefalico, foram quantificadas. Adicionalmente, no protocolo in vivo, punchs
de cortes do tronco encefalico contendo os nucleos ambiguo, bulbo ventrolateral
rostral (RVLM), complexo pré-Botzinger (preB6TC) e nucleo do trato solitario (NTS)
foram coletados para quantificacao individualizada das atividades da AChE cerebral.
Nossos dados mostraram que a exposicdo aguda ao CPF levou a um prejuizo da
resposta do quimiorreflexo tanto no modelo in vitro, quanto no modelo in vivo.
Adicionalmente no estudo in vitro, também foi observado um prejuizo barorreflexo
identificado pela menor inibicdo da atividade simpatica induzida pela ativacao reflexa
em animais intoxicados. No plano respiratério foi observado um prejuizo da
amplitude de disparo do PNA e da amplitude da descarga pds-inspiratéria do RLN
nos animais intoxicados quando comparados aos animais controle avaliados na
WHBP. Os animais intoxicados com CPF também apresentaram uma maior
taquicardia pos-seccao vagal quando comparada aos animais controle. O bloqueio
com hexametdnio promoveu um aumento na pressdao de perfusdo de animais
intoxicados com CPF. No modelo in vivo, os efeitos do tratamento com os antidotos
ATR e 2-PAM sobre as respostas promovidas pela ativagdo do quimiorreflexo em
animais intoxicados foram diferenciados para cada componente da resposta. O
tratamento com a 2-PAM restaurou o prejuizo observado sobre a resposta pressora
do quimiorreflexo em animais intoxicados com CPF. Ja o tratamento com atropina
promoveu uma atenuacdo do prejuizo induzido pela intoxicacdo sobre a resposta
bradicardica do quimiorreflexo. Ambos tratamentos parecem exercer um efeito
protetor sobre a resposta taquipneica do quimiorreflexo. Todos o0s animais
intoxicados apresentaram uma marcante inibicdo da atividade das enzimas
butirilcolinesterase plasmatica e acetilcolinesterase tanto no tronco encefalico quanto
nos punchs isolados. Animais intoxicados com CPF também exibiram sinais de
intoxicacdo aguda, que foram atenuados ou abolidos pelos tratamentos com os
antidotos. Nossos dados indicam que a intoxicagcdo com CPF promove um prejuizo
das respostas reflexas do quimio e do barorreflexo e que os tratamentos com o0s

antidotos parecem restaurar parte do prejuizo observado no plano cardiorespiratério.

Palavras-chave: clorpirifés, quimiorreflexo, barorreflexo, atropina, 2-PAM, BuChE,

AChE, respiratorio.
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ABSTRACT

In Brazil, the usage of agrochemicals has grown significantly in recent years, making
the country one of the world leaders in consumption. Organophosphates (OFs) have
been associated with cardiovascular diseases and intoxication induced by these
compounds has a high mortality rate. Previous studies from our laboratory have
shown that acute exposure to an OP compound, chlorpyrifos (CPF), in rats impairs
the cardiovascular responses of the baroreflex and chemoreflex. However, it was not
possible to address in this study the effects induced by the exposure to this
compound on the respiratory function, despite the important modulation that the
cardiovascular reflexes, particularly the chemoreflex, exert on respiratory parameters.
Considering that the cardiorespiratory function plays a major role in the survival of
intoxicated individuals, it seems of pivotal importance the development of detailed
studies, using in vitro and in vivo approaches, to investigate the effects of CPF
exposure on the tonic and reflex cardiorespiratory modulation. Additionally, the
present controversy surrounding the standard treatment adopted in OP intoxication
and the absence of studies focusing on antidote treatment and restoration of OP-
induced cardiovascular damage, further reinforces the importance of studies in the
field. In the present study, in vitro and in vivo protocols were used to evaluate the
effects of acute intoxication with CPF on tonic and reflex cardiorespiratory activity
and to evaluate whether the pharmacological treatment with the antidotes atropine
(ATR) and pralidoxime (2-PAM) was capable of reversing the damage on the
chemoreflex function previously observed. Two groups (CPF and control) were
submitted to the in vitro protocol involving the working heart-brain stem preparation
(WHBP). In this preparation, basal activities of the phrenic (PNA), recurrent laryngeal
(RLN) and thoracic sympathetic (tSNA) nerves, in addition to heart rate and perfusion
pressure were recorded. Associated with these recordings, in situ activation of the
chemoreflex and baroreflex was also performed, followed by procedures of bilateral
vagotomy and blockade with atenolol and hexamethonium. In the in vivo model,
animals were grouped according to different combinations of treatments with CPF,
ATR and 2-PAM. Twenty-four hours after treatment, activation and records of the
chemoreflex function were performed. The presence of intoxication signs, ataxia,
tremor and sialorrhea, was evaluated along three hours after receiving injections of
CPF or saline; and after the treatment with ATR and/or 2-PAM. For both in



vitro and in vivo models, the activities of plasma butyrylcholinesterase (BuChE) and
cerebral acetylcholinesterase (AChE) in the brainstem were quantified. Additionally,
in the in vivo protocol, punchs of brain stem sections containing the nucleus
ambiguous, rostral ventrolateral medulla (RVLM), the pre-Botzinger complex
(preB6TC) and the nucleus of the solitary tract (NTS) were collected for individualized
quantification of cerebral AChE activity. Our data showed that acute exposure to CPF
led to impairment of the chemoreflex responses either in the in vitro orin
vivo models. Additionally in the in vitro study, an impairment of baroreflex function
was also observed, indicated by the reduced reflex-induced inhibition of the
sympathetic activity in poisoned animals. Concerning the respiratory function in the
WHBP, a reduction in the amplitude of PNA and of the RLN post-inspiratory
discharge was also observed in intoxicated animals when compared to the control
group. CPF poisoned animals also presented a higher tachycardia following vagal
section when compared to control group. Blockade with hexamethonium induced an
increase in perfusion pressure of CPF intoxicated animals. In the in vivo model,
treatment with the antidotes, ATR and 2-PAM, induced differentiated effects on
chemoreflex responses in intoxicated animals. Treatment with 2-PAM restored the
impairment of the chemoreflex-induced hypertension observed in CPF intoxicated
animals. On the other hand, treatment with atropine attenuated the impairment of the
bradycardic response of the chemoreflex observed in poisoned animals. Both
treatments seemed to exert a protective effect on the tachypneic response of the
chemoreflex. All CPF intoxicated animals showed a marked inhibition of the plasma
butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase activities either in the brainstem or in
the isolated punchs. CPF animals also exhibited signs of acute intoxication, which
were attenuated or abolished by the antidote treatments. Our data indicate that CPF
intoxication induces an impairment of the chemo and baroreflex responses and that
the antidote treatment seems to partially restore the damage observed in the

cardiorespiratory function.

Key-words: chlorpyrifos, chemoreflex, baroreflex, atropine, 2-PAM, BuChE, AChE,

respiratory.
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1. INTRODUCAO

1.1. DEFINICAO

Defensivos agricolas, pesticidas, agrotoxicos, praguicidas ou biocidas sé&o
terminologias diferentes que exemplificam a multiplicidade de visbes que cercam as
substancias quimicas utilizadas na agricultura. Para a indastria, o termo utilizado é
“defensivo agricola”, pois sdo aqueles que defendem ou protegem os produtos
agricolas. Na literatura anglo-americana, o termo usado & “pesticides” ou pesticidas
em portugués, porém a conotacdo da palavra peste em portugués ndo é a mesma
do inglés, o que tornaria o termo praguicida mais adequado, apesar de também ser
um termo limitado pelo fato destes compostos atuarem também sobre organismos
gue ndo sao pragas. Alguns autores defendem que o termo mais correto seria
“biocidas”, ja que o termo significa “mata a vida” e com isso incluiria também
organismos ndo-alvo atingidos pelo amplo espectro destes produtos quimicos.
Entretanto, o termo mais popular e adotado pela legislagdo Brasileira € “agrotoxico”,
que significa “téxico de uso agricola” (MORAGAS; SCHNEIDER, 2003).

Segundo o artigo 2° da lei n°® 7.802 de 11 de julho de 1989, s&o considerados

agrotoxicos:
a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de

seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimulantes e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).
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1.2. MERCADO MUNDIAL E BRASILEIRO

No Brasil, 0 uso de agrotoxicos cresceu bastante nos ultimos anos. Enquanto que o
mercado mundial cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 190% (PELAEZ,
2012). Parte disso se deve a importancia da agricultura na economia brasileira, que
pode ser demonstrada por sua participacdo no Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro,
como pode ser verificado na tabela 1 (ABIFINA, 2009; VEIGA, 2007). O mercado
mundial de agrotéxico movimentou 38,3 bilhdes de dolares em 2010, sendo que o
mercado nacional movimentou U$ 7,3 bilhdes, o que representa 19% do mercado
global de agrotoxicos (Figuras 1 e 2). Com isso, o0 mercado brasileiro passa os EUA
e assume o posto de maior mercado mundial de agrotoxicos. Dentre 0s agrotoxicos
mais consumidos, os herbicidas aparecem em 1° lugar com 45% do total de
agrotoxicos consumidos, seguido de fungicidas com 41% e inseticidas com 12%
(PELAEZ, 2012).

Tabela 1: Participacdo da agricultura no PIB.

Participacao da agricultura no PIB do Brasil

(R$ milhoes de 2004)

Ano PIB Agricultura %

2004 1.775.700 379.897  21,39%
2003 1.702.492 369.204  21,69%
2002 1.693.265 342.970  20,25%
2001 1.661.256 309.959 18,66%
2000 1.639.733 304.160 18,55%
1999 1.571.217 310.476 19,76%
1998 1.558.972 310.100 19,89%
1997 1.556.918 312.836  20,09%
1996 1.507.599 312.253  20,71%
1995 1.468.556 315.043  21,45%
1994 1.409.041 309.487  21,96%

Fonte: VEIGA, 2007.
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Figura 1: Divisdo do mercado mundial de agrotoxicos em 2010 (total: 38,3 bilhdes).
Fonte: PELAEZ, 2012.
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Figura 2: Estimativa da participagéo do Brasil e EUA no mercado mundial de agrotoxicos em 2010.
Fonte: PELAEZ, 2012.
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1.3. COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS

A partir da década de 1970, os organofosforados se tornaram os inseticidas mais
utilizados no mundo como alternativa para substituir os compostos organoclorados
no controle de insetos, pelo fato de apresentarem baixa ac&o residual, pouca
estabilidade no ambiente e acumulagédo limitada em organismos vivos, sendo 80-
90% dos compostos eliminados em 48h apés contato (ARAUJO et al., 2007; MIDIO;
MARTINS, 2000; SANTOS et al., 2007).

Os primeiros compostos organofosforados (OF) foram preparados por alquimistas na
idade média, porém um grande avanco em seus estudos se deu a partir do século
XIX, por Lassaigne em 1820, com a esterificacdo do &cido fosférico (TOY, 1976). O
atomo de fésforo pode ser encontrado com dois nimeros de coordenacao, na forma
trivalente, altamente reativa, e pentavalente (QUIN, 2000; SANTOS et al., 2007).
Atualmente véarios compostos de fosforo utilizados sdo compostos inorgéanicos,
porém a importancia dos compostos organicos vem aumentando, principalmente,
por suas atividades biolégicas, como agentes agroquimicos (inseticidas, fungicidas e
herbicidas), antitumorais (agentes alquilantes, como a ciclofosfamida) e inibidores da
reabsorcdo 6ssea como os bifosfonatos (alendronato) (CAO et al., 2014; KLING;
CLARKE; SANDHU, 2014; SANTOS et al., 2007).

1.3.1. Histdria dos inseticidas organofosforados

O primeiro relato de sintese de um composto OF, que mais tarde teria seu uso como
inseticida, foi documentado por Moschine seguido por Philippe de Clermont em 1854
(GUPTA, 2006; LARINI, 1999; SANTOS et al., 2007). J4 na década de 1940, por
observacdes e relatos de efeitos toxicos de compostos OF’s, Gerhard Schrader, na
Alemanha, passou a estudar os OF’s visando ao desenvolvimento de compostos
inseticidas, tendo sido o octametilpirofosfato (OMPA) e o paration os primeiros
compostos sintetizados (GUPTA, 2006; LARINI, 1999; SANTOS et al., 2007).

Antes da segunda guerra mundial, sob a autoridade do ministro da defesa aleméo
sua prioridade mudou de inseticida para agentes quimicos de guerra, o que resultou

no desenvolvimento dos agentes de nervo da série G — GA, GB e GD (Tabun, sarin
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e soman, respectivamente). J& na década de 1950 foram sintetizados os da série V,
como o VX no Reino Unido e o VR na Unido Soviética, apresentando esses
compostos uma supertoxicidade aguda (GUPTA, 2006; MUNRO, 1994; SILVA et al.,
2012). Ap6s a Segunda Guerra Mundial, muito do conhecimento adquirido e
estruturas laboratoriais foram aproveitados, e muitos compostos OF’'s com uma
maior seletividade para espécie e menor toxicidade foram desenvolvidos para uso

como inseticidas, sendo este, por exemplo, o caso do malation (GUPTA, 2006).

1.3.2. Epidemiologia das intoxicacdes

Envenenamentos por agrotéxicos constituem um sério problema entre populacoes,
principalmente onde o seu uso é amplamente disseminado (DELGADO;
PAUMGARTTEN, 2004; MOREIRA et al., 2002). Aliado ao seu uso diverso, observa-
se também, na maioria dos casos, o desconhecimento dos riscos associados a sua
utilizacdo. O continuo desrespeito as normas de seguranca basica, a auséncia de
controles eficazes sobre a comercializacao e a dificuldade na realizacdo de estudos
epidemioldgicos sdo fatores que contribuem para o agravamento de um cenario
nacional que se caracteriza por um perfil de intoxicacdo mais prevalente entre
praguicidas de uso agricola (41,5%) (BEDOR et al., 2009; BOCHNER, 2007; FARIA;
FASSA; FACCHINI, 2007). Cerca de 2 milhdes de tentativas de suicidios,
envolvendo o uso de praguicidas ocorreram nos anos 80 (JEYARATNAM, 1990).
Segundo London e colaboradores (2005), a tentativa de suicidio é citada como a
maior causa de intoxicacao por agrotoxicos, ultrapassando exposicées ocupacionais
e acidentais em paises orientais, como Malasia, Indonésia e Tailandia. Estatistica
similar é relatada pelo Sistema Nacional de Informacgdes Toxico-Farmacoldgicas -
SINITOX no Brasil (BOCHNER, 2007) e no Centro Toxicoldgico do Espirito Santo -
TOXCEN (2014).

N&o obstante, a preocupacao sobre o uso de compostos organofosforados como
armas quimicas em atentados terroristas cresceu recentemente. Essa preocupacao
nao mais se restringe apenas ao uso de agentes de nervo, como VX e 0 proprio
sarin usado recentemente na Siria (BBC, 2017), mas também quanto aos inseticidas

organofosforados que tem o potencial de serem usados como armas. Por esse
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motivo, um melhor entendimento de como essa classe de compostos é capaz de
levar os individuos a prejuizos orgéanicos e fisiologicos apds uma exposi¢cdo aguda,
bem como da eficacia dos tratamentos empregados na prevencdo ou atenuacao

desses efeitos, se tornou de grande valor para campo da toxicologia moderna
(MUNRO, 1994; WOREK et al., 2016).

1.3.3. Quimica e toxicologia dos inseticidas organofosforados

Os inseticidas organofosforados sdo compostos derivados dos acidos fosférico,

tiofosforico, ditiofosforico e fosfonico, Figuras 3 e 4 (SANTOS et al., 2007).

X
Ri~p_p
Ry’

X=0,SeSe
R}; Ry = alquil, SR', OR' ou NHR!
L = halogénios; alquil, aril ou heterociclicos

Figura 3: Estrutura quimica basica de inseticidas organofosforados.
Fonte: SANTOS et al., 2007.
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Figura 4: Compostos derivados de acido fosforico encontrados em inseticidas organofosforados.
Fonte: MIDIO; MARTINS, 2000.

Os organofosforados tém sua agéo toxica basica através da inibicdo das enzimas

hidrolases de ésteres carboxilicos nas diversas sinapses, tanto periféricas quanto
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centrais, que utilizam a acetilcolina (ACh) como neurotransmissor, sendo a enzima
acetilcolinesterase (AChE) reconhecida como fator de maior interesse nos casos de
intoxicacdo por esses agentes (LARINI, 1999). A neurotransmissédo colinérgica é
essencial para funcionamento do sistema nervoso. A acetilcolina participa do
controle central e periférico do movimento, funcionamento do sistema nervoso
autdbnomo, regulacdo do sono e de multiplos processos cognitivos como memoria,
atencao e aprendizado (GOLD, 2003a, 2003b; POWER, 2003; SARTER; PARIKH,
2005). Alteracbes no sistema colinérgico estdo associadas com Doenca de
Alzheimer, miastenia gravis, doenga de Huntington e algumas desordens
psiquiatricas (ARMSTRONG, 2013; CASTRO, 2006; CICCHETTI et al., 2000;
SCARR et al.,, 2013; SMITH; PADNOS; CORDON, 2001). Nas diversas sinapses
colinérgicas (Figura 5) a ACh interage com receptores dos tipos nicotinicos e
muscarinicos para exercer suas ac¢bes fisiolégicas e sua inativagdo ocorre,
principalmente, pela agdo da enzima AChE e com menor especificidade pela
butirilcolinesterase no plasma (CASTRO, 2006).
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Figura 5: Esquema de uma sinapse colinérgica. A: Acetil; AChE: acetilcolinesterase; Ch: colina;
ChAT: acetilcolina transferase; ChT: transportador de colina; CoA: coenzima A; mAChR: receptor
muscarinico; nNAChR: receptor nicotinico.

Fonte: Modificado de Toledo-Ibarra; Rojas-Mayorquin; Girén-pérez, (2013).
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1.3.4. Quadro clinico das intoxicac@es por organofosforados

O quadro clinico causado pelas intoxicagées agudas por organofosforados pode ser
dividido em trés fases: a primeira denominada sindrome colinérgica aguda, a
segunda ocorrendo alguns dias apos exposi¢cdo, chamada de sindrome intermediaria
e a ultima ocorrendo mais tardiamente denominada de neuropatia tardia induzida por
organofosforados (Organophosphate-Induced Delayed Neuropathy - OPIDN)
(HULSE et al., 2014). O acumulo de ACh causado pela agéo toxica dos inseticidas
organofosforados provoca efeitos de hiperestimulacdo colinérgica. A sindrome
colinérgica aguda, ou insuficiéncia respiratoria do tipo 1, pode ser ainda dividida em
sindrome colinérgica muscarinica ou nicotinica de acordo com os sinais clinicos de
intoxicacdo apresentados pelo paciente; sendo a insuficiéncia cardiorespiratéria a
principal causa de morte em intoxicacbes agudas, Tabela 2 (CAREY; DUNN;
GASPARI, 2013; LARINI, 1999; OLSON, 2014).

Tabela 2. Sinais observados em pacientes intoxicados de forma aguda por organofosforados.

Muscarinicos Nicotinicos Sistema Nervoso Central
Vomitos Fraqueza muscular Ansiedade
Diarreia Fasciculacao Agitacao

Cdlicas abdominais Tremor Ataxia
Lacrimejamento Paralisia Confusao
Sialorreia Hipertensdo Coma
Sudorese Taquicardia
Broncoconstri¢ao Parada cardiorrespiratoria

Broncorreia
Defecacéo e miccao
Hipotensao e bradicardia

A sindrome intermediéaria, também conhecida como insuficiéncia respiratoria do tipo
2, € uma manifestacao clinica de etiologia nao totalmente compreendida. Ela ocorre
geralmente entre 24-96h levando o paciente a uma fragueza da musculatura
respiratoria e de membros proximais (JAYAWARDANE et al., 2008; KARALLIEDDE;
BAKER; MARRS, 2006). Tém-se proposto como etiologias, possiveis efeitos
miopaticos in loco, alteragbes das jungBes neuromusculares ou até mesmo uma

dessensibilizacdo de receptores nicotinicos nas placas motoras, ja que a atropina,
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farmaco utilizado no tratamento, ndo teria efeito sobre esse tipo de receptor (DE
BLEECKER, 1995; HULSE et al., 2014; JOHN; OOMMEN; ZACHARIAH, 2003;
YANG; DENG, 2007). Por ultimo a OPIDN pode aparecer e persistir por semanas ou
anos apos exposicdo ao composto OF. Acredita-se que os OF’s sdo capazes de
inibir esterases nos axdnios de neurdnios e inibindo-as; essas esterases inibidas
permitiiam o acumulo de substancias endogenas toxicas que causaria degeneragao
axonal (HULSE et al., 2014; SHAH et al., 2016).

1.4. ORGANOFOSFORADOS E SISTEMA CARDIOVASCULAR

Um fator relevante que desperta preocupacao sobre as intoxicagdes por inseticidas
organofosforados se refere ao sistema cardiovascular (ROTH et al., 1993). Diversos
estudos tém relacionado os inseticidas organofosforados com anormalidades
cardiacas e miotoxicidade (AGHABIKLOOEI et al., 2013; ANAND et al., 2009;
CAVALIERE et al, 1996). Alteracdes eletrocardiograficas, como arritmias
ventriculares, prolongamento do intervalo QT e torsade de pointes também tém sido
relatadas na literatura (KARKI et al., 2004; KLEIN et al.,, 1982). Em um estudo
clinico, Saadeh e colaboradores (1997) avaliaram 46 pacientes intoxicados por
organofosforados e carbamatos internados na unidade de terapia intensiva no
Princess Basma Teaching Hospital no norte da Jordania. Os autores observaram
varias alteracdes cardiacas, desde anormalidades eletrocardiograficas até
alteracOes de pressado arterial. Os autores discutem que esses achados sugerem
que a toxicidade cardiaca associada com a intoxicacdo por organofosforados e
carbamatos, é causada por mais de um mecanismo. Como possiveis mecanismos
estariam a hiperatividade simpéatica e parassimpatica, hipoxemia, acidose,
alteracbes hidro-eletroliticas e efeitos toxicos direto dos compostos sobre o
miocardio (LUDOMIRSKY et al., 1982) afirma que existem 3 fases da toxicidade
cardiaca apos intoxicacao por organofosforados. A fase 1 seria um periodo curto de
aumento do ténus simpatico, ja a fase 2 seria um periodo prolongado de atividade
parassimpatica e a fase 3 seria aquela em que ocorreria prolongamento QT seguido
de arritmias ventriculares polimoérficas do tipo torsade de pointes, taquicardia
ventricular e por ultimo fibrilagdo ventricular. Esses achados indicam que os

compostos organofosforados teriam seus efeitos sobre a pressao arterial através de
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alteracdes da atividade autonémica central e periférica. De fato, segundo Chan e
colaboradores (2005), a intoxicagdo pelo mevinfos, um outro composto OF, produz
respostas cardiovasculares fasicas através da cascata de sinalizacdo PKG/GMPc e
através da producdo de peroxinitrito via 6xido nitrico (NO) dentro do bulbo
ventrolateral rostral (RVLM). Nao obstante, efeitos de longo prazo apds intoxicacdes
aguda por OF’s, podem persistir por mais de 5 anos, levando os pacientes a serem

mais suscetiveis as doencas cardiovasculares (CVD) (HUNG et al., 2015).

1.5. REFLEXOS NEURAIS E O SISTEMA CARDIORESPIRATORIO

Embora os sinais clinicos estejam bem identificados, a extensao, a frequéncia e a
patogénese da toxicidade cardiaca dos OF’s ainda ndo estdo claramente definidas.
Particularmente, muito pouco se sabe em relacdo aos efeitos dos organofosforados
sobre os reflexos neurais de controle da presséo arterial (PA). O objetivo principal
dos reflexos neurais de regulacdo da pressédo arterial € o controle e manutencéo da
pressao arterial em niveis normais, necessarios para uma perfusdo tecidual
adequada. Esses mecanismos consistem na regulacdo em curto prazo ao fazerem
ajustes rapidos e eficientes para a estabilizacdo da pressao arterial a cada batimento
cardiaco (RICHTER; SPYER, 1990; SALMAN, 2016; VASQUEZ et al., 1997).

Um dos principais mecanismos neurais envolvidos na regulacdo da presséo arterial
€ o barorreflexo. Nesse reflexo neural, a rapida e eficiente estabilizacdo da pressao
arterial ocorre por meio da ativacdo de mecanorreceptores sensiveis a elevacao da
pressdo sanguinea, conhecidos como barorreceptores e localizados no seio
carotideo e no arco aortico. Através de sua complexa circuitaria presente no sistema
nervoso central (figura 6) o barorreflexo é capaz de promover ajustes, rapidos e
finos, nos eferentes simpatico e parassimpatico que se projetam, principalmente,

para os vasos e tecido cardiaco, respectivamente.

O bulbo ventrolateral rostral (Rostral ventrolateral medulla - RVLM) normalmente
estd ativo, ao passo que o fluxo sanguineo homeostasico é suficiente para a
ativacdo dos barorreceptores que mantém um tébnus minimo de ativacdo sobre o

ndcleo do trato solitario (Nucleus tractus solitarius - NTS). Este por sua vez estimula



37

0s nucleos, ambiguo (Amb) e motor dorsal do vago (Dorsal vagal motor nucleus -
DVMN), onde estdo localizados os neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos
(NPGP), promovendo um tbnus basal desse componente do sistema nervoso
autbnomo (SNA). Quando ocorre uma elevacao de pressao arterial, a ativacado dos
barorreceptores irA enviar um sinal, via inervacdo aferente dos nervos
glossofaringeo e vago, ativando assim o NTS. A partir deste nucleo partem
projecbes estimulatérias para os nucleos, bulbo ventrolateral caudal (Caudal
ventrolateral medulla - CVLM), DVMN e Amb. Estes dois ultimos irdo aumentar ainda
mais a atividade do sistema nervoso parassimpético (SNP), enquanto o CVLM ira
inibir atividade do RVLM. Do RVLM partem projecdes estimulatérias para o0s
neurénios pré-ganglionares simpaticos (NPGS), localizados na coluna intermédio-
lateral (IML) da medula espinhal. Portanto, a ativacdo do barorreflexo ira promover a
inibicdo do RVLM via CVLM, retirando, assim, 0 componente simpatico e levando a
uma reducao da resisténcia vascular periférica e do Drive simpatico para o coracao.
Além disso, a ativacdo do barorreflexo ir4 levar a uma ativacdo do componente
parassimpatico, que juntamente com a reducdo do tbnus simpatico leva a uma
queda da frequéncia cardiaca. A acdo combinada de reducdo da resisténcia
vascular periférica e queda da frequéncia cardiaca restaura a pressao arterial a seu
nivel basal (GUYENET, 2006; SALMAN, 2016; SPYER, 1990; THOMAS, 2011;
VASQUEZ et al., 1997).

Via aferente dos
baroreceptores

7 Coragao

Neurdnios Pré Ganglionares simpaticos
e Neuronios Pré Ganglionares parassimpaticos

-------- > Vias excitatorias

"""" > Vias inibitérias

Vasos sanguineos

Figura 6: Esquema mostrando as vias de conexdo apds ativacdo do barorreflexo, frente a um
aumento de presséo arterial. NTS= nlcleo do trato solitario, Amb= ndcleo ambiguo, CVLM= bulbo
ventrolateral caudal, RVLM= bulbo ventrolateral rostral, ILM= coluna intermediolateral.

Fonte: Modificado de Misu et al.(1996).
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Além do reflexo supracitado, o quimiorreflexo consiste também de um mecanismo
neural que participa ativamente da regulacdo cardiorrespiratoria através dos
quimiorreceptores centrais e periféricos (KARA et al., 2003). Esse reflexo é capaz de
controlar a ventilacao alveolar, relacionando a demanda metabdlica de captacao de
O, e de eliminacdo de CO, com a frequéncia respiratoria e troca gasosa nos
pulmbes, além de exercer atividade importante no mecanismo de controle da
presséao arterial (SCHULTZ; LI, 2007; VASQUEZ et al., 1997). Os quimiorreceptores
periféricos estdo localizados nos corpusculos aodrticos e carotideos, sendo esses
especialmente sensiveis aos estados de hipoxia (NURSE, 2010; PRABHAKAR,;
PENG, 2004).

Os corpusculos carotideos, principais fontes de quimiorreceptores periféricos, estao
localizados de forma estratégica na bifurcacdo das artérias carotidas (ITURRIAGA;
OYARCE; DIAS, 2017). Em uma situacdo de hipoxia os quimiorreceptores ali
presentes despolarizam e liberaram uma gama de neurotransmissores que irdo
estimular neurbnios da via aferente, localizados no ganglio petroso. Os tipos
celulares localizados dentro do corpusculo carotideo sdo as células
quimiorreceptoras glomais, também conhecidas como células do tipo I, e as células
gliais tipo Il. Esta ultima parece ter importancia diminuta em relacdo as células
glomais na geracdo do estimulo quimiorreflexo (NURSE, 2014). Os principais
neurotransmissores liberados pelas células glomais parecem ser a adenosina e o
ATP, enquanto que neurdnios eferentes do nervo glossofaringeo parecem exercer
atividade moduladora através da liberacdo de 6xido nitrico (NO). Todavia, hoje ja se
sabe que varios neurotransmissores estdo envolvidos com a geracdo de estimulo
pelas células glomais, como serotonina, GABA, dopamina e acetilcolina (ACh). A
ACh, particularmente, parece exercer sua acgao principalmente, via receptores
nicotinicos, mas envolvendo também uma acdo via receptores muscarinicos
(NURSE; PISKURIC, 2013).

De forma semelhante ao barorreflexo, o quimiorreflexo exerce sua funcéo através de
uma complexa circuitaria presente no sistema nervoso central. Porém, quando os
quimiorreceptores séo ativados ocorre tanto um aumento do tonus vagal cardiaco,

quanto do ténus simpatico vascular. Acredita-se que isso ocorra devida a ativacao
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do RVLM pelo NTS através de uma via de sinalizacdo diferente do barorreflexo
(Figura 7). Além disso, de uma forma sincronizada, o quimiorreflexo leva a uma
resposta hiperventilatoria visando restaurar os niveis de oxigénio (BARROS et al.,
2002; MACHADO, 2001; SAPRU, 2002; SPYER; GOURINE, 2009).

Via aferente dos
Quimiorreceptores

7 Coragéo
Neurénios Pré Ganglionares simpaticos
~—— Neurénios Pré Ganglionares parassimpaticos

"""" > Vias excitatorias

Vasos sanguineos

Figura 7: Esquema mostrando as vias de conexdo apds ativacdo do quimiorreflexo frente a uma
situagdo de hipdxia. NTS= nudcleo do trato solitario, Amb= ndcleo ambiguo, CVLM= bulbo ventrolateral
caudal, RVLM= bulbo ventrolateral rostral, ILM= coluna intermediolateral.

Fonte: Modificado de Misu et al.(1996).

O padréao respiratorio de um individuo € estabelecido através do centro de controle
respiratorio. Este, recebe trés tipos de aferéncias que serdo integradas e com isso
serdo modificados os padrdes, como tempo e intensidade de cada respiracdo. As
trés aferéncias sdo: quimica, de centros corticais superiores e mecéanica através dos
movimentos de distensdo dos pulmdes. Este ultimo, principalmente, através do
reflexo de Hering-Breur (BRAUN, 1990). O ritmo respiratorio € dividido em trés fases
diferentes: inspiracdo, pos-inspiracdo e expiracdo. Os principais nucleos de controle
do padréo respiratorio estdo presentes no tronco encefalico e 14 estdo localizados,
principalmente, no grupo respiratério dorsal e na coluna respiratoria ventral (Ventral
respiratory column - VRC). Os nucleos presentes na VRC sao essenciais para
geracdo do ritmo respiratorio, com destaque maior para o complexo Botzinger e pré-
Botzinger que estariam associados com a geracao do ritmo e da fase inspiratoria do
ciclo, enquanto que os agrupamentos dos nucleos retrotrapezoide e parafacial
estariam associados com a geragdo da fase expiratdria do ciclo (figura 8) (IKEDA et
al., 2017; RICHTER; SPYER, 2001; SPYER; GOURINE, 2009).
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Na fase de inspiracdo acontece entrada de ar nos pulmdes através da contragdo de
musculos respiratorios, como diafragma, intercostais  externos e
esternocleidomastéideos. A contracdo desses musculos faz com que ocorra uma
expansao da caixa toracica e isso ira promover a formacdo de uma pressao negativa
dentro dos pulmdes, fazendo com que o ar entre passivamente em certa quantidade.
Esse volume de ar € chamado de volume corrente (V1) (LUTFI, 2017; SIECK et al.,
2013). O principal nervo respiratério estudado em experimentos fisiolégicos é o
nervo frénico (PN), que controla a contracdo do musculo diafragma. O padrao de
disparo do nervo frénico €, ainda, subdividido em trés fases: uma fase inicial da
inspiracdo (Early inspiration, E-1), uma fase de rampa (Ramp inspiration, R-l) e a fase
pés-inspiratdria (Post inspiration, p-I) que acontece durante a fase de pds-inspiracao
do ciclo respiratério. Entretanto, esta ultima fase, muitas vezes ndo é observada em
experimentos fisiolégicos, sendo assim, o nervo frénico rotineiramente associado
com a fase inspiratoria do ciclo (figuras 9) (RICHTER; SPYER, 1990).

preBotC = Pré-Botzinger

RTN = Nucleo Retrotrapezoéide

pFRG = Grupo Respiratério Parafacial
PB = Nucleo Parabraquial

K-F = Kolliker-Fuse

LC= Locus Coeruleus

BC = Complexo Botzinger

LRt= Nucleo Reticular Lateral

Amb = Nucleo Ambiguo

VIl = Nucleo Facial
I mm
rVRG = Grupo Respiratorio Ventral Rostral
cVRG = Grupo respiratorio Ventral Caudal

DVMN = Nucleo Motor Dorsal do Vago

i) NTS= Nucleo do Trato Solitario
[ & RVLM = Bulbo Ventrolateral Rostral
;5‘ 1§ CVLM = Bulbo Ventrolateral Caudal
- 3 ExpN

1 Insp.N. Post-Insp.N
2

Figura 8: Principais ndcleos cardiorrespiratérios responsaveis pela geragao do ritmo respiratorio. O
ciclo respiratério, baseado no padrdo de disparo do nervo frénico, é dividido em 3 fases, de acordo
com o padrédo de despolarizacdo de membrana de neurbnios presentes dentro do tronco encefalico
responsaveis pela geracdo de cada fase: inspiracdo (salmao), pds-inspiracdo (verde) e expiracédo
(azul). Os nucleos, complexo Bétzinger e pré-Botzinger estariam associados com a geracgao da fase
inspiratéria do ciclo, enquanto que os nlcleos retrotrapezoide e parafacial estariam associados com a
geracéo da fase de expiragdo do ciclo.

Fonte: Modificado de Richter; Spyer, 2001; Spyer; Gourine, 2009.
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A segunda fase, pOs-inspiracdo, também conhecida como fase 1 da expiracao (E-1)
esta relacionada com a saida passiva do ar presente nos pulmdes. A duracdo de E-1
corresponde a aproximadamente 70% do intervalo expiratorio. Os disparos dos
neurénios que promovem E-1 controlam ativamente os movimentos de recuo dos
pulmdes e do toérax, regulando, assim, a pressao intratoracica (RICHTER; SPYER,
1990). Também na fase E-1, neurbnios que controlam as vias aéreas superiores,
modulam a resisténcia da passagem de ar sobre essas vias, através da atividade
dos musculos adutores e abdutores da glote. Estes sdo controlados ativamente
pelos disparos do nervo laringeo recorrente (Recurrent laryngeal nerve - RLN) que
apresenta dois padrfes de disparo: o primeiro sincronizado com a fase inspiratéria,
controla os musculos abdutores da glote, permitindo a passagem do ar durante a
inspiracdo, enquanto o segundo ocorre durante a fase E-1 do ciclo respiratorio
(DUTSCHMANN; PATON, 2002; PATON; NOLAN, 2000; SIECK et al., 2013). Este
padrdo de disparo é muitas vezes referido como disparo post-l (P-I) do RLN e
controla a contracdo dos musculos adutores da glote. Os dois padrées de disparos
sdo em rampa, fazendo com que a glote se abra e feche para passagem de ar de
forma gradativa. A contracdo dos adutores da glote durante a fase E-1 do ciclo
respiratéria é algo extremamente importante para impedir que todo o ar saia de uma
s6 vez dos pulmdes apls a inspiracdo, essa retencdo prolongada facilita as trocas
gasosas nos alvéolos além de evitar que os mesmos colabem com a diferenca de
pressdo (DUTSCHMANN; PATON, 2002).

A terceira fase do ciclo respiratério, a expiracao, também conhecida como fase 2 da
expiracdo (E-2) é caracterizada pela expiracdo ativa e contracdo de musculos
expiratérios, como os intercostais internos (RICHTER; SPYER, 1990, 2001).

Os sistemas cardiovascular e respiratorio estdo integrados em funcionamento,
modulacdo e sincronismo, dando origem ao termo, sistema cardiorrespiratorio
(RICHTER; SPYER, 1990). Essa interacdo entre 0 sistema respiratorio e
cardiovascular parece estar associada com interagfes sinpticas entre neurdnios
respiratorios e cardiovasculares dentro do tronco encefélico e de aferentes vindo da
medula espinha (MOLKOV et al., 2014; RICHTER; SPYER, 1990).
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Recorrente (RLN)

RLN
(wv)

PNA
(W)

Figura 9: A. Localizacdo anatémica do nervo laringeo recorrente. B. Padrdo de disparo bifasico do
nervo laringeo recorrente e sua associa¢cdo com a contracdo dos musculos abdutores (inspiracao) e
adutores (pés-inspiracéo) da glote. RLN= Nervo Laringeo Recorrente; PNA = Atividade do nervo
Frénico.

Fonte: Modificado de (Google imagens: nervo laringeo recorrente; adutores e abdutores da glote).

Quando o nervo frénico dispara acontecem oscilacdes de frequéncia cardiaca de
forma acoplada com o ciclo respiratorio. Durante a fase inspiratoria ocorre aumento
da frequéncia cardiaca, ao passo que nas fases E-1 e E-2 a frequéncia cardiaca
diminui. Os aumentos e diminui¢cdes de frequéncia cardiaca durante a inspiracdo e
expiracao, estdo associados, principalmente, a uma retirada, seguida do aumento do
tbnus vagal, respectivamente (PATON, 1996). Reflexos de estiramento pulmonar,
guando os pulmd@es inflam com ar na inspiracdo, também contribuem para a
modulacdo alterando a frequéncia cardiaca. Essas alteracbes mostram o quao
proximas sdo as interacbes dos sistemas cardiovascular e respiratorio. N&o
obstante, durante a fase inspiratoria ocorre aumento da atividade simpética, o que
contribui para essa alteracdo de frequéncia cardiaca (BAINTON et al.,, 1985;
MOLKOV et al., 2014).

7z

A atividade simpdtica tdnica € intimamente modulada pela respiracdo sendo essa
modulacdo denominada acoplamento simpato-respiratorio. O acoplamento simpato-
respiratorio acontece de forma sincronizada; o padrdo de disparo simpatico ocorre

na fase tardia da inspiracdo (L-1) e também na fase E-2 do ciclo respiratério,
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enquanto que nas fases E-l e E-1 a atividade é minima (DICK et al., 2009; MOLKOV
et al., 2014; ZOCCAL et al., 2014; ZOCCAL; MACHADO, 2011; ZOCCAL; PATON;
MACHADO, 2009) (figura 10).
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Figura 10: Acoplamento simpato-respiratério. Registros dos nervos simpatico cardiaco (CN),
simpético renal (RN), quinto nervo intercostal interno (Exp. FIL Ts) e nervo frénico (PN), mostrando os
disparos simpaticos ocorrendo nas fases L-I do frénico e E-2 do ciclo.

Fonte: (BAINTON et al., 1985)

1.6. ORGANOSFOSFORADOS E OS REFLEXOS CARDIOVASCULARES

Sabe-se que ambos, barorreflexo e, em especial, o quimiorreflexo integram e
modulam respostas respiratérias frente a sua ativacdo. Esses dois reflexos ainda
sofrem processos de adaptacdo em diversas patologias, tais como hipertenséo,
infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca (GUYENET, 2006; MEYRELLES
et al., 1996; PRABHAKAR, 2016; WOLK; SHAMSUZZAMAN; SOMERS, 2003). Em
um estudo anterior de nosso laboratério promovendo a exposi¢cdo aguda a doses
subletais do metamidofés, um pesticida representante da classe dos
organofosforados (MARETTO et al., 2012), observamos que este composto foi
capaz de causar prejuizo na resposta bradicardica de dois importantes reflexos
envolvidos na regulacdo da pressao arterial (o quimiorreflexo e o reflexo de Bezold-
Jarisch). Estudos mais recentes de nosso laboratério mostraram que a exposi¢ao
aguda ao clorpirifés (CPF), outro composto OF, foi capaz de prejudicar o
funcionamento dos trés reflexos: barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo de Bezold-
Jarisch (CUNHA, 2014). Essas altera¢cdes podem ser de relevancia clinica tanto para
morbidade quanto mortalidade, nas fases de sindrome colinérgica aguda e

intermediaria de pacientes intoxicados agudamente. A despeito destas evidéncias no
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plano cardiovascular, muito pouco se sabe sobre a agao discriminada exercida pelo
tratamento padrdo empregado numa intoxicagcdo por compostos OF, no plano

cardiaco.

1.7. TRATAMENTO PADRAO EM INTOXICACOES POR ORGANOFOSFORADOS

A terapia padrdo utilizada na clinica para tratamento da intoxicagcdo por compostos
organofosforados tem como principios: reduzir a absorcdo do organofosforado
através da lavagem gastrica ou uso de carvao ativado, somado com a administracdo
dos antidotos atropina (ATR) e das oximas, como a pralidoxima (2-PAM). Esses
compostos tem o objetivo de conter os efeitos daqueles agentes que ja foram
absorvidos (EDDLESTON et al., 2008; OLSON, 2014). O uso de doses altas de
atropina ja estd bem estabelecido, enquanto que o uso das oximas € mais
controverso (BUCKLEY et al., 2011; EDDLESTON et al., 2002; EYER et al., 2008;
JOHNSON et al., 2000). O tratamento com atropina consiste em administracdo de
doses escalonadas até que seja observada melhora clinica. Inicia-se o tratamento
com doses de 2 a 5 mg i.v. (intravenoso) e dobra-se a dose administrada a cada 5
minutos até que seja observado uma diminuicdo das secrecdes respiratérias, sendo
esse, um parametro utilizado para avaliacdo da efetividade do tratamento (OLSON,
2014). Vale lembrar que a atropina reverte apenas os efeitos muscarinicos e que a
taquicardia ndo representa uma contraindicacdo para o uso adicional da atropina
(JOHNSON et al., 2000; OLSON, 2014). As oximas, como a 2-PAM e a obidoxima
sdo reativadores enzimaticos que tem por sua acdo reverter a inibicdo que o
composto OF exerceria sobre a enzima AChE, que de outra forma seria irreversivel.
Existe muita controvérsia quanto ao uso desses compostos pelo fato de sua
efetividade depender do tipo de composto organofosforado (dimetil ou dietil), do tipo
da oxima e pelo fato de alguns ensaios indicarem que esses compostos podem néo
beneficiar alguns pacientes e até ser prejudicial para outros (BUCKLEY et al., 2011,
PETER; MORAN; GRAHAM, 2006; RAHIMI; NIKFAR; ABDOLLAHI, 2006).
Entretanto, elas continuam sendo recomendadas no tratamento das intoxicacdes
agudas por OF através de uma administragdo in bolus inicial, seguida por uma
infus&o intravenosa continua para se alcancar concentracdes plasmaticas da ordem
de 85-170 umol/L de 2-PAM e 10-20 pmol/L de obidoxima (JOHNSON et al., 2000).
A 2-PAM devera ser administrada em uma dose inicial de 30 a 50 mg/Kg, num total
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de 1 a 2 g em adultos durante 30 minutos e seguida de uma infuséo continua de 8 a
20 mg/Kg/h (OLSON, 2014). As oximas tem sua efetividade aumentada quando
administradas o mais rapidamente possivel, antes que ocorra o0 envelhecimento da
enzima, tornando a fosforilagdo irreversivel. A administracdo da 2-PAM deve ser
mantida por pelo menos 24h (BUCKLEY et al.,, 2011; EDDLESTON et al., 2008,
2009; JOHNSON et al., 2000). Todavia, a despeito destas indicacdes, a utilidade das
oximas no tratamento de pacientes intoxicados ainda € cercada por muitas duvidas,
inclusive porque alguns estudos clinicos falharam em mostrar efeitos benéficos
desses farmacos em pacientes intoxicados com organofosforados (BAJGAR, 2004;
BUCKLEY et al., 2011). Além disso, a pralidoxima é um farmaco altamente polar,
sendo sua penetracéo cerebral relativamente limitada (KALASZ et al., 2009; LORKE
et al., 2008). Uma vez que os inseticidas organofosforados sdo compostos altamente
lipossoluveis e de ampla penetragdo no SNC, ndo se sabe se o tratamento
convencional com a pralidoxima € capaz de reverter possiveis danos decorrentes da

inibicdo da enzima acetilcolinesterase ao nivel central (Figura 11).
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Figura 11: Acdo da pralidoxima reativando o sitio ativo da acetilcolinesterase inibida por um
composto organofosforado.
Fonte: (GONCALVES, 2009)

Mesmo recebendo suporte em unidades de tratamento intensivo, alguns pacientes
vém a oObito. As taxas de mortalidade de pacientes intoxicados agudamente por OF’s
em unidades de tratamento giram em torno de 30-50% dos pacientes (MUNIDASA et
al., 2004). Eddleston e colaboradores (2006) relataram, em seu estudo, que mais de

50% dos pacientes entubados morreram apods se alto intoxicarem com OF’s. Os
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motivos para esses pacientes virem a 6Obito, mesmo recebendo suporte necessario,
muitas vez ndo é bem compreendido. Por esse motivo, pesquisas que visem
desvendar as alteragdes fisiopatoldgicas provocadas por OF’s sdo de grande

importancia.

Poucos estudos experimentais tém avaliado os efeitos do tratamento padrdo de
atendimento do paciente intoxicado por organofosforados sobre a funcéo cardiaca.
Por exemplo, Kose e colaboradores(2009) investigaram os efeitos da atropina e da
pralidoxima sobre o dano cardiaco em ratos intoxicados com o organofosforado
diclorvés. Nesse estudo, os autores evidenciaram que o tratamento foi capaz de
impedir a morte dos animais, além de ndo induzir alteracbes em marcadores
cardiacos ou detectar apoptose nesse tecido. Por outro lado, a administracdo do
tratamento previamente ao organofosforado e a avaliagdo dos danos apenas nas
seis primeiras horas apos a intoxicacdo limitam a interpretacdo dos resultados do
estudo supracitado. Deste modo, nota-se a importancia de avaliar se o tratamento
padrdo adotado nos casos de intoxicacdo por esses agentes toxicos € realmente
capaz de prevenir ou atenuar o aparecimento de efeitos téxicos graves e

potencialmente fatais.

1.8. CLORPIRIFOS

O clorpirifés (CPF, Figura 12) [0,0-dietil-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato],
comercializado, dentre outras marcas, como Lorsban 480BR®, Catcher 480 ec® e
Piritlen®, é um dos organofosforados mais utilizados mundialmente, sendo o
Lorsban o segundo inseticida mais utilizado no mundo e com registro de uso em
mais de 100 paises (DOW AGROSCIENCES, 2014). No Brasil, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA — enquadra o CPF como produto agrotéxico da
classe Il (Altamente Téxico) e tem seu uso agricola autorizado, principalmente, na
aplicacéo do controle de formigas em culturas de algodéo, batata, café, milho e soja
(ANVISA, 2014). Este inseticida esta presente em 12 diferentes produtos registrados
no Instituto de Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo (IDAF, 2014),
entidade, vinculada através do Departamento de Defesa Sanitaria e Inspecéo
Vegetal - DDSIV - a Secretaria de Estado da Agricultura, Abastecimento, Aquicultura

e Pesca do Estado do Espirito Santo (SEAG). Dentre suas atribui¢cdes, esse 0rgao
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visa estabelecer as politicas de controle, fiscalizacdo, defesa sanitaria vegetal e
inspecdo; assim como a fiscalizacdo e a defesa sanitaria dos produtos de origem
animal (SEAG, 2014).
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Figura 12: Estrutura quimica do inseticida organofosforado clorpirifés.
Fonte: Google (imagens: clorpirifds)

A acdao toxica do clorpirifés depende de ativacdo hepatica via citocromo P450, numa
reacao de dessulfuracdo oxidativa que gera como produto o clorpirifés-oxon (CPO)
(CRANE et al.,, 2012; KHOKHAR; TYNDALE, 2012; LAVADO; SCHLENK, 2011)
ativo este, que promove a inibicdo das enzimas hidrolases de éster carboxilicos nas
diversas sinapses que utilizam acetilcolina como neurotransmissor (MARABLE et al.,
2007; MARTY et al., 2012; REISS et al., 2012).

AlteracOes cardiovasculares associadas ao CPF tém sido relatadas na literatura,
como hipertensdo e interagdo com receptores muscarinicos M, cardiacos em
modelos experimentais in vivo e in vitro (ANTHON, 2011; BOMSER; CASIDA, 2001).
Conforme anteriormente mencionado, em um estudo anterior de nosso laboratério,
Cunha (2014) demonstrou um prejuizo nas respostas reflexas induzidas do
barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo Bezold-Jarisch em ratos expostos agudamente
ao CPF. Todavia, neste estudo nao foi possivel realizar uma abordagem dos efeitos
da exposicado aguda aos compostos OF sobre a modulacdo respiratéria, a despeito
da importante modulacéo que os reflexos, particularmente o quimiorreflexo, exercem
sobre esses parametros. Alteracbes na atividade barorreflexa e quimiorreflexa tém
sido associadas com desenvolvimento de hipertenséo, sendo esta um importante
fator de risco para diversas doencgas cardiovasculares, como doencgas coronarianas,
insuficiéncia cardiaca, derrame e doencas renais (FERNANDEZ et al., 2015;
GUYENET, 2006; HERMANSEN, 2000; KARA et al.,, 2003; NARKIEWICZ et al.,
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1999; PERSSON, 2005; ROSENTHAL; ALTER, 2012). Em intoxicacdes por
organofosforados, 0 uso necessério e prolongado de ventilagdo mecéanica tem sido
associado a um prognostico ruim (BANDAY et al., 2015). Além disso, a hipoxia
tecidual global e cerebral é relatada como um importante contribuinte para o
aumento da mortalidade de pacientes intoxicados por OF’'s (EDDLESTON et al.,
2005; HULSE et al., 2014; TANG et al., 2016). Considerando a importancia do
quimiorreflexo na modulagédo cardiorespiratéria, um prejuizo do seu funcionamento
na exposicdo ao CPF poderia contribuir significativamente para o agravamento do
quadro de intoxicagdo, uma vez que 0 organismo nao responderia de forma
adequada a presenca de hipdxia. Desta forma, estudos mais detalhados,
investigando os efeitos da exposi¢cdo ao CPF tanto in vitro, quanto in vivo sobre o
padrdao cardiorrespiratorio tbénico e reflexo, particularmente envolvendo o
quimiorreflexo, se fazem necessarios. Adicionalmente, a controveérsia envolvendo o
tratamento padrdo empregado na intoxicagcdo por OF e a auséncia de estudos com
enfoque voltado para o efeito do mesmo sobre a restauracdo dos danos
cardiovascular gerados, reforca ainda mais a importancia de estudos voltados para

se investigar essa questao.

Com base no anteriormente exposto, nés testamos a hipétese de que os prejuizos
reflexos do barorreflexo e quimiorreflexo sdo reproduzidos em um modelo in vitro e
que atividade reflexa respiratoria do quimiorreflexo também estd comprometida.
Como as taxas de mortalidade em pacientes intoxicados por OF’s continuam altas,
mesmo entre aqueles que recebem suporte e tratamento via antidotos em unidades
de tratamento intensivo, nossa segunda hipétese testada € que os tratamentos como

ATR e 2-PAM nao séo capazes de reverter 0s prejuizos sobre o quimiorreflexo.

A elucidacdo deste aspecto € de fundamental importancia uma vez que pode se
apresentar como um fator que contribui para as mortalidades observadas nas fases
de sindrome colinérgica aguda e intermediaria, além de poder contribuir para o
desenvolvimento tardio de doencas cardiovasculares em pacientes que sobrevivem

aos efeitos da intoxicagéo aguda.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:
Avaliar os efeitos da exposicdo aguda ao CPF sobre a atividade cardiorrespiratoria
tbnica e reflexa in vitro e avaliar se o tratamento padrdo adotado na intoxicacao é

capaz de reverter 0s prejuizos observados sobre o quimiorreflexo in vivo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar, na preparacédo tronco cerebral-coracao isolados (WHBP), os padrées
de disparos basais dos nervos frénico, laringeo recorrente e simpatico
toracico bem como o acoplamento simpato-respiratorio de animais intoxicados

agudamente com CPF.

e Avaliar, na WHBP, as respostas reflexas do quimiorreflexo e do barorreflexo

de animais intoxicados agudamente com CPF.

e Avaliar, na WHBP, os efeitos do bloqueio simpatico, da seccao vagal e do

bloqueio ganglionar em animais intoxicados agudamente com CPF.

e Avaliar a efetividade in vivo do tratamento com atropina e pralidoxima frente

as manifestacdes de intoxicacdo aguda pelo CPF.

e Avaliar a efetividade in vivo do tratamento com atropina e pralidoxima na
reversdo do prejuizo da resposta quimiorreflexa causada pela intoxicacao

aguda com o CPF.

e Quantificar a atividade da enzima butirilcolinesterase como marcador de

efetividade para intoxicacao por CPF.

e Quantificar a atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral no tronco
encefalico e em ndcleos bulbares envolvidos com a regulagédo
cardiorespiratoria ap0s a intoxicagcdo aguda com CPF e ap0s o emprego dos
antidotos.
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3. METODOS

3.1. ANIMAIS

Para os estudos in vitro envolvendo a preparacao tronco cerebral-coracéo isolado
(WHBP) foram utilizados ratos Wistar jovens com peso variando entre 60-90 ¢
(n=16). Os animais foram divididos aleatoriamente nos grupos CPF e controle

conforme descricao a seguir.

Para os estudos in vivo envolvendo a intoxicacdo aguda com o CPF e o emprego
dos antidotos, atropina e pralidoxima, foram utilizados ratos Wistar adultos, com
peso variando entre 300-400 g (n=66). Os animais foram divididos aleatoriamente

Nnos grupos tratamentos e controles, conforme descrigédo a seguir.

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 racdo e agua livremente disponiveis em ambiente com
controle de temperatura e luminosidade - em ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos
0S ensaios biolégicos respeitaram as normas de protecdo aos animais e 0s
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagéo
Animal (CEUA-UFES n° 057/2014 e n° 058/2014).

3.2. PRODUTO QUIMICO

O Clorpirifés [0,0-dietil-0-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato] foi utilizado em grau
comercial (Lorsban 480 BR®, 48% m/v, Dow® Agrosciences Industrial Ltda.) e diluido
em solucédo fisiologica (cloreto de sodio, 0,9% - m/v) para a administracéo
intraperitoneal (i.p.) nos animais experimentais na dose de 30 mg/Kg. A
administracéo foi feita com injecdes unicas em seringa de 1 mL no volume de 1
ml/Kg de peso corporal do rato, volume este dentro dos limites recomendados na

literatura (DIEHL et al., 2001). A solucédo de CPF foi preparada e utilizada ho mesmo
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dia e os animais dos grupos controle receberam somente o veiculo (solugéo

fisiologica preparada).

Atropina e pralidoxima (Sigma-aldrich, SP-Brazil) foram preparadas no dia do
experimento. Para isso foi pesada a quantidade necesséria e diluida em solucao
fisiologica (cloreto de sodio, 0,9% - m/v) para a administracdo intraperitoneal (i.p.)
nos animais experimentais nas doses de 10 e 40 mg/kg, respectivamente. A
administracdo foi feita com injecdes Unicas em seringa de 1 mL no volume de 1

ml/Kg de peso corporal do rato.
3.3. DELINEAMENTO DO PROTOCOLO IN VITRO.

Os animais foram divididos aleatoriamente entre os grupos intoxicados e controle.
Os animais intoxicados receberam o tratamento com clorpirifés (i.p.) 24h antes do
experimento, enquanto que o0 grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento. O experimento foi executado 24h apds o tratamento, quando os animais
passaram por uma cirurgia preparatoria para a execucao da preparacao tronco
cerebral-coracdo isolados (WHBP). Durante a cirurgia preparatoria; amostras de
sangue foram coletadas para posterior dosagem da enzima butirilcolinesterase
(BUChE). Em seguida, foi executado o experimento na WHBP e, ao término do
mesmo, 0S animais tiveram o tronco encefalico coletado, pesado e armazenado em
freezer -80°C para posterior dosagem da enzima acetilcolinesterase cerebral (AChE)
(figura 13).

Injecio CPF 24h > Cirurgia WHBP Coleta do tronco
encefalico

Coleta de sangue

Figura 13: Delineamento do protocolo in vitro envolvendo a preparacdo tronco cerebral-coragédo
isolado (WHBP).. CPF= clorpirifos.
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3.4. PREPARACAO TRONCO CEREBRAL-CORACAO ISOLADO (WHBP)

3.4.1. Cirurgia e isolamento dos nervos

A preparacao tronco cerebral-coracéo isolado (WHBP) € uma técnica in vitro que
permite uma abordagem do sistema cardiorespiratério e da integracdo autonémica
no tronco encefalico (PATON, 1996). Os animais foram profundamente anestesiados
em camara anestésica com isoflurano (Isoforine, Cristalia —Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, SP- Brasil) até cessamento dos movimentos respiratorios
toracicos. Em seguida, os animais foram retirados da camara e foi feita uma
transecc¢do subdiafragmatica. Nesse momento foi feita a coleta de aproximadamente
0,5 mL de sangue em eppendorff para posterior dosagem da enzima BuChE. Em
seguida os animais foram rapidamente submergidos em solu¢cdo Ringer em banho
de gelo. O processo entre anestesia, transeccdo e coleta de sangue até a
submersao na solucéo era executado em menos de 1 minuto. A solucao ringer tinha
como composicao (concentracdes em milimolar: 1,25 MgS04.7H,0; 1,25 KH,POy4; 3
KCI; 25,0 NaHCO3; 125,0 NaCl; 2,5 CaCl,.2H,O e 10 D-glicose). Em solucdo os
animais foram descerebrados acima dos coliculos e tiveram sua pele retirada. Em
seguida, o diafragma foi retirado deixando apenas uma pequena porcdo onde o
nervo frénico esquerdo se inseria. ApOs isolamento do nervo frénico ligado ao
diafragma, o coragdo com suas inervacdes foi exposto através da retirada de parte
das costelas e dos pulmdes. Para isolamento do feixe vagal cervical bilateral, foi
feita a remocdo de toda musculatura adjacente. O feixe nervoso foi identificado
através da sua adesdo as caroétidas e, apds o isolamento, a visualiza¢do do feixe foi
mantida por um fio de sutura passado ao redor do nervo durante o procedimento
cirdrgico, de forma a permitir sua posterior seccao. A identificacdo do nervo laringeo
recorrente, para o posterior registro, foi feita através de sua intima adesao a lateral

da traqueia.

Os animais foram entédo levados para a mesa de registro circundada por uma gaiola
de Faraday (figura 14). L4 eles foram canulados pela aorta descendente com um
cateter de duplo-lumen. Através desse cateter, os animais foram perfundidos de

forma retrogada com solucéo ringer contendo o agente oncotico polipropilenoglicol
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(1,25% - Sigma-Aldrich, SP-Brasil) e gaseificada com mistura carbogénica (4,93:1
mols CO,/O, - White Martins, ES-Brasil), durante todo o experimento. Este perfusato
era aquecido (31°C) através da passagem por um trocador de calor acoplado a um
banho-maria, sendo recirculado pelo sistema por meio de uma bomba peristéaltica
(Watson-Marlow 502s, Falmouth, Cornwall, UK). No circuito de entrada, o perfusato
ainda passava por papa bolhas e por um filtro (Millipore, Billerica, MA). O segundo
[imen do cateter, estava acoplado a um transdutor de pressdo permitindo o
monitoramento da pressao de perfusdo (PP) durante todo o experimento. Apds a
canulacao e inicio da perfusao, foi administrado 70 pL de arginina vasopressina (4
nM - Sigma-Aldrich, SP -Brasil) no perfusato de forma a obter niveis adequados de
PP. Apd6s o retorno dos movimentos respiratorios o bloqueio neuromuscular foi
executado com a administragcdo 300 pL de brometo de rocurbénio (10 mg/mL —
Eurofarma laboratorios Ltda, SP-Brasil) no perfusato. A PP foi mantida acima de 60

mmHg, sendo a bomba peristaltica mantida numa rotacdo méaxima de 30 rpm.

Figura 14: A. Mesa de registro circundada por gaiola de Faraday utlizada na execucdo da
preparacao tronco cerebral-coracao isolado (WHBP). B. Camara de registro demonstrando o cateter
de duplo limen inserido na aorta descendente.



56

A frequéncia cardiaca foi derivada do eletrocardiograma (ECG). Os nervos frénico
esquerdo (PNA), laringeo recorrente direito (RLN) e simpatico toracico (SNA) (T8-
T10) foram registrados de forma simultanea através de um eletrodo de succéo.
Todos os sinais foram amplificados e filtrados (ECG - Gain= x1000 , Low Cut-off= 10
Hz, High Cut-off= 5 kHz; PNA - Gain= x1000, Low Cut-off= 300 Hz, High Cut-off= 5
kHz; RLN - Gain= x1000, Low Cut-off= 300 Hz, High Cut-off= 5 KHz; SNA - Gain=
x10k, Low Cut-off= 100 Hz, High Cut-off= 500 Hz) usando o sistema de aquisi¢cdo A-
M Systems (modelo 1700) e convertidos pelo conversor analdgico-digital CED 1401
A/D (Cambridge Electronic Design). A escala definida foi 50 pV para todos os canais
e a taxa de conversdo analdgico-digital foi de 10 mil. O sistema utilizado para
aquisicao do sinal do transdutor de presséao foi o CED 1902, também conectado ao
CED 1401. Todas as andlises e coletas de dados foram feitas via Software Spike2
(CED). As atividades dos nervos foram corrigidas e integradas passo a passo em
intervalos de 50 ms (figura 15).
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Figura 15: Registro tipico da atividade basal dos nervos frénico (PNA), laringeo recorrente (RLN) e
simpético toracico (SNA), bem como do eletrocardiograma (ECG) e da pressao de perfusdo (PP). A
frequéncia cardiaca (FC) foi derivada do ECG, e as atividades integradas, identificados pelo o
simbolo “[", foram derivadas do respectivo registro basal de cada nervo por meio do software spike2
(CED).
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3.4.2. Protocolo experimental na WHBP

ApOs a captacdo do sinal de todos os nervos de forma simultanea, o registro dos
parametros basais foi mantido por 15 minutos. Apds o tempo de registro basal, o
quimiorreflexo foi estimulado pela administracdo de trés doses de KCN 0,03% (50,
75 e 100 pL) in bolus, diretamente na canula inserida na aorta. Foi respeitado um
intervalo de 5 minutos entre cada dose. Posterior a ativacdo do quimiorreflexo, apés
um intervalo de 10 minutos, procedeu-se a ativacdo do barorreflexo via
administracdo de 30 pg de fenilefrina in bolus no volume de 100 pL. ApOs novo
intervalo de 10 minutos deu-se inicio as intervencdes visando avaliar as alterac6es
dos tbnus simpatico e parassimpético. Inicialmente fez-se a seccéo bilateral dos
nervos vago e apos 10 minutos, administrou-se atenolol ao perfusato (20 pg/mL) .
Passados 5 minutos da administracdo do atenolol, foi feita a administracdo de
hexametbnio (também na dose de 300 nM) via perfusato. Ao final dos experimentos
a bomba de perfusdo foi desligada e manteve-se 0 registro por um intervalo de
tempo entre 5-10 minutos para captacéo do sinal do ruido (figura 16).

Quimiorreflexo 10 mi Barorreflexo

Registrobasal KCN 0,03% min 30 pg de fenilefri
(15min) .03% ug de fenilefrina
(50, 75 e 100 pL)

10 min
- 10 min 20 pg/mL atenolol via 5 min 300 nM de
Vagotomia bilateral — perfusato hexameténio

l 5-10 min

Registro do ruido

Figura 16: Protocolo de experimento na preparacdo tronco cerebral-coracdo isolado (WHBP)
indicando os tempos de intervalo e a sequéncia adotada.
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3.4.3. Atividades dos nervos frénico, laringeo recorrente, simpatico toracico e

acoplamento simpato-respiratorio

A atividade basal dos nervos frénico, laringeo recorrente, bem como a analise do
acoplamento simpato-respiratorio, derivada dos registros dos nervos frénico e
simpatico toracico foram processadas atraves de Script proprio desenvolvido pela
Dr. Ana Paula Abdala (detentora dos direitos autorais) usando-se o canal integrado
do nervo frénico como referéncia para o ciclo respiratério. A coleta dos parametros
basais ocorreu ao final do periodo de registro basal em um periodo equivalente a 1

minuto.

Os parametros oriundos da analise da descarga basal do nervo frénico foram:
frequéncia de disparo (f-PNA), tempo da inspiragao (TI), tempo da expiracdo (TE),
tempo do ciclo respiratério total (Ttot), amplitude do pico inspiratorio (P-AMP), tempo
para o pico inspiratorio (T-P), area sob a curva do pico inspiratorio (P-AUC) e a area

sob a curva normatizada pelo tempo inspiratério (AUC:TI).

Os parametros derivados da andlise da atividade basal do nervo laringeo recorrente
foram: area sob a curva na inspiracdo (AUC-I), area sob a curva na inspiracao
normatizada pelo Tl (AUC-I:TI), area sob a curva do disparo pos inspiratorio (Post-I)
do RLN (AUC-PI), area sob a curva do disparo post-l do RLN normatizada pelo
tempo da primeira fase da expiracdo (E1) (AUC-PI:E1), Duracdo do disparo Post-I
do RLN (Dur-Pl), relacdo da duracdo do disparo Post-l do RLN pelo tempo
expiratorio (Dur-PI:TE) e o pico do disparo post-l do RLN.

Por fim, os parametros derivados da analise do acoplamento simpato-respiratério
foram: atividade simpatica no pico inspiratério (Pico-l), atividade simpatica no pico da
fase E1 (Pico-E1l), atividade simpatica no pico da segunda fase da expiracédo (E2)
(Pico-E2), média da atividade simpatica na fase inspiratoria (I-trough), média da
atividade simpatica na fase E1 (E1-trough), média da atividade simpatica na fase E2
(E2-trough), area sob a curva da atividade simpatica na fase inspiratéria (I-AUC),

area sob a curva da atividade simpatica na fase inspiratéria normatizada pelo TI (I-
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AUC:TI), area sob a curva da atividade simpética na fase E1 (E1-AUC), area sob a
curva da atividade simpética na fase E1 normatizada pelo tempo de E1, area sob a
curva da atividade simpatica na fase E2 (E2-AUC), area sob a curva da atividade

simpatica na fase E2 normatizada pelo tempo de E2 (E2-AUC:E2).

3.4.4. Quimiorreflexo

O guimiorreflexo foi quantificado através das medidas da variacdo do aumento da
presséo de perfusdo (APP), do porcentual de aumento da taxa de disparo do nervo
frénico e da atividade simpética durante o pico da primeira descarga do nervo, além
da bradicardia maxima atingida. Um tracado tipico ilustrando a resposta do

baroreflexo obtida na WHBP é mostrado na figura 17.
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Figura 17: Tracado tipico de um animal controle ilustrando a resposta induzida frente estimulagao do
guimiorreflexo com KCN (100 pug) na WHBP. ECG - Eletrocardiograma; FC — Frequéncia Cardiaca
derivada do ECG, SNA- Atividade do simpatico toréacico, [SNA — Atividade simpético toracico
integrado, RLN — Nervo laringeo recorrente, |RLN — Nervo laringeo recorrente integrado, PNA —
Atividade basal dos nervos frénico, JPNA — Atividade basal dos nervos frénico integrado e PP—
Pressao de perfusao.
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3.4.5. Barorreflexo

Para o barorreflexo foi determinado o porcentual de inibicdo da atividade simpatica
no pico maximo da resposta pressora induzida pela fenilefrina e a bradicardia
maxima alcancada; o ganho simpatico, determinado pela razdo do porcentual de
inibicAo da atividade simpatica pela resposta pressora e o ganho bradicéardico,
determinado pela razdo da bradicardia maxima pela resposta pressora. Um tracado
tipico ilustrando a resposta do baroreflexo obtida na WHBP é mostrado na figura 18.
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Figura 18: Tracado tipico de um animal controle ilustrando a resposta induzida frente estimulagéo do
barorreflexo com fenilefrina (30 pg) na WHBP. ECG — Eletrocardiograma; FC — Frequéncia Cardiaca
derivada do ECG, SNA - Atividade do simpatico toracico, JSNA — Atividade simpatico toracico
integrado e PP — Presséo de perfuséo.

3.4.6. Modulacéo da atividade simpética e parassimpética

Apo6s a vagotomia, foi avaliada a variacdo da frequéncia cardiaca basal a fim de
determinar o tébnus parassimpatico nos animais. O atenolol e o hexameténio foram
utilizados para avaliar o tbnus simpatico cardiaco e a atividade simpéatica
remanescente, respectivamente. A variacdo total da frequéncia cardiaca e o
percentual de inibicdo da atividade simpatica foram analisados pds administracéo do
atenolol. O porcentual de inibicdo da atividade simpatica foi determinado pela
diferenca das médias de atividade tSNA do canal integrado 5 segundos antes da

administracéo do atenolol e durante 5 segundos, ao final de 5 minutos pos bloqueio.
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ApOs a administracdo do hexametdnio foram analisados o percentual de inibicdo da
atividade simpética, semelhante ao descrito para o atenolol, a variagdo da pressao
de perfusdo, assim como a variacdo da frequéncia cardiaca. Tracados tipicos das
respostas pos vagotomia e bloqueios com atenolol e hexametdnio, obtidos na

WHBP, sdo mostrados nas figura 19 e 20.
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Figura 19: Tragado tipico ilustrando a secg¢éo bilateral do nervo vago em animais na WHBP. ECG —
Eletrocardiograma; FC — Frequéncia Cardiaca derivada do ECG, RLN — Nervo laringeo recorrente e
[RLN — Nervo laringeo recorrente integrado.
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Figura 20: Tracado tipico ilustrando os efeitos dos bloqueios com atenolol e hexametbénio na
preparacao tronco-cerebral coracdo isolados (WHBP) sobre a atividade simpética (% inibicdo da
tSNA) e sobre a frequéncia cardiaca (A FC). ECG — Eletrocardiograma; FC — Frequéncia Cardiaca
derivada do ECG, SNA- Atividade do simpatico toréacico, [SNA — Atividade simpéatico toracico
integrado.
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3.5. DELINEAMENTO DO MODELO ANIMAL IN VIVO

Os animais passaram por uma cirurgia de canulacdo da artéria e veia femoral e 24h
apos foram divididos aleatoriamente entre os grupos: intoxicados e controles. Os
animais foram injetados com clorpirifds ou salina e apds 1h da administragéo foi feito
o tratamento com os antidotos de acordo com 0s grupos apresentados no esquema
da figura 21, gerando os grupos de tratamento final. Os animais foram observados
por um periodo de aproximadamente 3 horas quanto a presenca ou auséncia de
sinais clinicos caracteristicos da intoxicagdo por organofosforados, tais como tremor,
sialorreia, e ataxia seguindo metodologia descrita por Salazar (2011). O quadro 1
exibe o modelo de relatério utilizado para o registro destes sinais durante os testes;
a avaliacdo quanto a manifestacdo do sinais de intoxicacdo foram categorizados em
graus de intensidade de 0-4. Sendo O= ausente, 1= presente leve, 2= presente
moderado, 3= presente intenso e 4= presente muito intenso. A identificacdo destes
sinais, juntamente com a dosagem plasmatica da butirilcolinesterase, colabora com

a avaliacao da efetividade do tratamento em cada animal.

Avaliacdoda 1h Avaliacéo da
. toxicidade aguda ‘L toxicidade aguda
Injecdo o
(salina ou CPF) l = Término no tempo de 3h
Tratamento

Tratamento de acordo com o5 grupos:

Grupo 1. CPF{CPF + SAL + SAL) Grupo S SalinalSAL+ SAL + 5AL)

Grupo 2 CPF + ATR (CPF + ATR + SAL) Grupo B SAL + ATR (SAL + ATR + SAL)

Grupo 3 CPF + Z-PAM [CPF + 2-PAM + SAL)J Grupo 7. SAL + 2-PAM [(SAL + 2-PAM + SAL)
Grupod: CPF + ATR + 2-PAM { CPF + ATR + 2-PAM) Grupo & SAL + ATR + 2-PAM (SAL + ATR + 2-PAM)

Figura 21: Curso temporal dos tratamentos.

3.5.1. Grupos de tratamento e doses adotadas:

Grupo 1: CPF na dose de 30 mg/Kg
Grupo 2: CPF + atropina na dose de 10 mg/Kg
Grupo 3: CPF + pralidoxima na dose de 40 mg/Kg
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Grupo 4: CPF + atropina (10 mg/Kg) + pralidoxima (40 mg/Kg)
Grupo 5: Salina

Grupo 6: Salina + atropina na dose de 10 mg/Kg

Grupo 7: Salina + pralidoxima na dose de 40 mg/Kg

Grupo 8: Salina + atropina (10 mg/Kg) + pralidoxima (40 mg/Kg)

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

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

Ataxia

Tremores

Sialorreia

0= ausente; 1= leve; 2= moderado; 3= intenso e 4= presente muito intenso

A dose de CPF foi definida em estudos prévios de nosso laboratério como sendo a
dose que apresentava sinais de intoxicacdo sem produzir letalidade (CUNHA, 2014).
As doses de atropina e pralidoxima foram definidas com base no trabalho de Kose e
colaboradores (2009). Os experimentos seguiram o curso temporal demonstrado na

figura 22.

Canulacdodaveiae 24N Tratamentoe  24h

Sri toxicidade aguda Registro do Quimiorreflexo Decapitacéo e
artéria femoral ‘l’ ‘l’ X coleta dotronco

l l > enceflico

Coleta de sangue Coleta de sangue

Figura 22: Curso temporal dos experimentos.

3.6. ENSAIOS CARDIORESPIRATORIOS:

3.6.1. Canulacao da artéria e veia femoral

Para a avaliagdo dos parametros cardiovasculares, os animais foram submetidos a
um procedimento cirargico de cateterizacdo, permitindo, dessa forma, o registro de

pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
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(FC). A cirurgia para a insercdo da céanula foi realizada 24 horas antes do
procedimento de intoxicagdo e da administracdo dos tratamentos. A canulacao foi
realizada na artéria e na veia femoral; a canula arterial permitiu o registro dos
parametros citados acima, enquanto que a venosa permitiu a administracao
intravenosa de drogas para a ativacdo dos reflexos. A cénula arterial possibilitou
ainda a coleta de sangue para a andlise da atividade da enzima butirilcolinesterase.

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 polietilieno PE-50 (aproximadamente 18 cm). As canulas foram
previamente preenchidas com solucéo fisiologica e obstruidas em uma extremidade
com pinos de metal. As canulas arteriais foram distintas das canulas venosas no
pino de metal. Os animais foram previamente anestesiados com tribromo etanol (250
mg/Kg) e transferidos cuidadosamente para a mesa cirdrgica. Apés uma pequena
incisdo inguinal esquerda (cerca de 1 cm de diametro) nos animais ja anestesiados,
a matriz fibrosa entrelacada foi limpa, permitindo a visualizacdo 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 apéds, a canula
foi lavada com solucdo salina heparinizada para evitar a formacédo de coagulos
(Figura 23).

Figura 23: Cirurgia de canulacao da artéria e veia femoral.
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Por fim, as cénulas j& inseridas e fixadas na regido 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 nao
a alcancasse e a danificasse. Depois da canulacdo, os animais foram mantidos em
gaiolas individuais para recuperacdo, com acesso livre a agua e racao até o final dos

experimentos.

3.6.2. Registro da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

ApoOs a recuperacdo dos animais, um dia depois do tratamento, foram realizados os
registros dos parametros cardiovasculares no animal acordado. Para os 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 pressdo arterial pulsatii do animal (PAP) (Powerlab® AD
Instruments, Nova Zelandia). A partir desta, os valores de pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram derivados pelo software do sistema
(LabChart®, AD Instruments, Nova Zelandia).

Em protocolos anteriores de nosso laboratério foi verificado que na coleta dos
valores de frequéncia cardiaca obtidos pelo software frente a ativacdo dos reflexos
h& discrepancia entre a resposta no canal derivado da FC e o evento fisiolégico
observado no canal de PAP. Assim, a avaliagcdo do quimiorreflexo foi processada em
modo off line através da contagem dos pulsos pressoricos registrados no canal de
PAP ao longo da resposta hipertensora a partir do inicio da resposta. A bradicardia

real foi determinada pela razéo dos picos presséricos em funcédo do tempo.

3.6.3. Avaliag&o do quimiorreflexo

A avaliagdo do quimiorreflexo foi feita a partir da administragcdo intravenosa da
solucdo aquosa de cianeto de potassio (KCN), segundo o método descrito por
Franchini e Krieger (1993). Nesse estudo foram registradas as respostas
hipertensoras, bradicardicas e taquipneica promovidas por meio da ativacdo dos

quimiorreceptores periféricos. Para avaliacdo do componente respiratério foi
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utilizada uma camara pletismografica de corpo inteiro para pequenos animais
através do método barométrico de medicdo (Figura 24) (BARTLETT; TENNEY,
1970). O método de pletismografia se baseia na concepcéo de que, quando o animal
estd na camara, o volume corrente de ar inspirado é aquecido e saturado com vapor
de &gua pelo corpo do animal. Isso faz com que o ar se expanda dentro dos
pulmdes e aumente a pressdo na camara, o que é detectado pelo transdutor.
Quando o animal expira o ar presente nos pulmdes, 0 mecanismo € inverso. Este ar
é resfriado pela temperatura da camara, ocorre perda de umidade e com isso ocorre
uma pequena compressao do volume pulmonar, que também gera uma alteragédo de
pressdo na camara detectada pelo transdutor (MORTOLA; FRAPPELL, 1998). Os
componentes respiratérios avaliados através da pletismografia foram frequéncia
respiratoria (fr), volume corrente (V1) e volume minuto (Vg). A Camara
pletismografica foi acoplada a um espirémetro (ML141 Spirometer, PowerLab, AD
Instruments, Bella Vista, NSW, Australia), sendo o registro feito através do software
do sistema (LabChart®, AD Instruments, Bella Vista, NSW, Australia).

Figura 24: Rato Wistar dentro da camara pletismografica que permitia o registro dos parametros
respiratorios.

Foram administradas em cada rato as doses de 10, 20, 40 e 80 ug de KCN de forma
aleatéria (FRANCHINI; KRIEGER, 1993). Entre cada dose houve intervalo minimo
de 10 minutos para a estabilizacdo dos parametros cardiorrespiratorios. A ativagéo
deste reflexo foi avaliada a partir das respostas registradas apds a administracédo do

KCN: diminuicdo da FC, aumento da PAM e aumento da fr (Figura 25).
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Figura 25: Tragado tipico da resposta do quimiorreflexo frente ativacdo com solugdo de cianeto de
potdssio (KCN) in vivo. PAP= Pressdo arterial pulsatil, FC= frequéncia cardiaca, PAM= Pressédo
arterial média.

3.6.4. Andlise da frequéncia respiratoria (fr)

A fr foi calculada manualmente, durante os intervalos de 20 segundos antes e 20
segundos apés a injecao intravenosa de KCN. A camara era fechada no momento
da administracdo, ndo podendo ficar vedada por mais de 2 minutos. Para a
guantificacdo da fg foi contado o nimero de picos em intervalos de 2 em 2 segundos
e calculado a frequéncia respiratoria de cada intervalo. Os valores de frequéncia
respiratéria foram plotados ao longo do tempo para analise longitudinal (CRESTANI
et al., 2009; RAISMAN; COWAN; POWELL, 1966).

3.6.5. Anélise do volume corrente e do volume minuto nos animais

Foram calculados os valores basais de V1 e Ve dos animais nos 20 segundos antes
da estimulagdo do KCN. Estes calculos foram efetuados a partir da formula (1)
(DRORBAUGH; FENN, 1955). Somente a fr foi avaliada durante a ativagdo do
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quimiorreflexo, pois a resposta comportamental de fuga induzida pelo KCN leva a
um aumento da amplitude do sinal respiratorio, prejudicando a analise do Ve do VE.
Para a obtencdo de uma analise confiavel dos parametros respiratorios, o animal
precisou permanecer em estado de repouso. A movimentacdo do animal interfere na
captacdo e andlise dos ciclos respiratorios, sendo esse um fator limitante da técnica.
Portanto, os animais foram ambientados a camara pletismogréfica pelo menos 30
minutos antes do inicio dos experimentos e somente apds a ambientacdo foram

submetidos a experimentacao.

A calibragéo do volume foi obtida para cada experimento injetando-se um volume de
1 mL dentro da camara do animal através de uma seringa graduada. Este
procedimento foi efetuado trés vezes e a média aritmética das amplitudes geradas
por essas injecdes, em milivolts, foram utilizadas na formula. O V1 e o Ve foram
obtidos no intervalo de 20 segundos antes da administracdo de KCN calculando a
amplitude em milivolts para cada intervalo de 2 segundos. A partir dos pontos
gerados foi feita a média aritmética, que por fim foi utilizada na féormula. A
temperatura da camara foi medida durante todo o experimento e computada para
cada administracdo de KCN.

Formula 1: Formula para avaliagcdo dos parametros respiratdrios

Vr= PT x VK x Tc (PB - PA)
Pk Tc (PB - PA) - TA (PB -
PC)
VE=V71 X fR

Vr:  Volume corrente

VK  Volume de ar injetado para calibracéo

PT: Deflexdo de presséao associada com cada volume de ar corrente

PK: Deflexdo de pressdo associada com o volume injetado para
calibragao

TC: Temperatura corporal

TA: Temperatura do ar dentro da camara do animal

PB: Pressao barométrica
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PC: Presséao de vapor de 4gua na temperatura corporal
PA: Pressédo de vapor de 4gua na temperatura da cadmara do animal

VEe: Volume minuto

3.7. DOSAGENS ENZIMATICAS

Foram avaliadas neste estudo a atividade das enzimas butirilcolinesterase (BuChE)
no plasma e, acetilcolinesterase cerebral (AChE) em todo tronco encefalico e em
punchs do tronco encefalico contendo os ndcleos bulbares: nacleo ambiguo, NTS e
RVLM/preBotC.

3.7.1. Obtencéo e processamento das amostras de plasma para dosagem da
BuChE

As amostras de sangue foram coletadas através da canula inserida na artéria
femoral dos animais. A coleta de sangue foi feita em Eppendorf heparinizado antes e
apos o tratamento, permitindo que o animal fosse controle dele mesmo. O plasma foi
obtido por centrifugacdo das amostras de sangue a 7.200 G por 10 minutos a 4°C
utilizando uma microcentrifuga (Centrifuge 5415R — Eppendorf AG. Hamburgo,
Alemanha) e armazenado até o momento da dosagem, em temperatura -80°C. O

método utilizado seguiu as etapas indicadas no kit de determinacao da enzima.

3.7.2. Determinacédo da atividade da colinesterase plasmatica (BuChE)

A atividade colinesterasica foi mensurada de acordo com o método colorimétrico
descrito por Dietz; Rubinstein; Lubrano, (1973) com modificacdes, utilizando o kit
para determinacdo de colinesterase da marca Bioclin (Colinesterase — K094®
Quibasa quimica basica LTDA., Minas Gerais, Brasil) no analisador bioquimico semi-
automatico (TP Analyzer Plus®, Thermoplate, China). A inibicdo na atividade dessa

enzima permite a avaliagdo da eficacia do tratamento com o inseticida clorpirifos.

O principio de agdo desta técnica consiste na a¢do catalitica da colinesterase sobre

a butiriltiocolina, a qual é hidrolisada em tiocolina e butirato. Em seguida, a tiocolina
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reduz o hexacianoferrato (lll), de cor amarela, em hexacianoferrato (Il), que é
incolor. O decréscimo da absorbancia € medido a 405 nm. No teste, foram
adicionados a um tubo de ensaio 10 pL da amostra e 500 pL do reagente 1 (tampéao
reagente: pirofosfato pH 7,6 e hexacianoferrato (lll) de potassio). Em outro tubo —
reagente branco — foram adicionados 10 pL de agua destilada e 500 pL deste
mesmo reagente. Apos misturar e incubar a 37°C os tubos por aproximadamente 3
minutos em banho-maria, adicionou-se em ambos 125 pL do reagente 2 (substrato:
butiriltiocolina). Por fim, os tubos foram incubados por mais 2 minutos e a leitura
colorimétrica foi feita no analisador bioquimico semi-automético termostatizado (37°
C) em 405 nm. A mudanga de absorbéncia é medida por minuto (AA/min) apos 1, 2
e 3 minutos exatos. As dosagens foram feitas em duplicatas e a atividade expressa
em U/L (um U de colinesterase corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1
pumol de substrato/minuto/mL de soro, a 37°C) e calculada a partir da formula (2),

disponivel nas descri¢cbes do kit utilizado:

Férmula 2: Férmula para o célculo da atividade da BChE

AA/min = (AA/min da amostra) — (AA/min do branco)
Atividade (U/L) = AA/min x 68500

3.7.3. Obtencdo e processamento das amostras do tronco encefélico para

dosagem da AChE cerebral

O tronco encefalico foi obtido através da decapitacdo dos animais utilizando
guilhotina (EB-271° Insight - Insight Ltda., Ribeirdo Preto, SP). Num prazo entre 2 a
5 minutos o tronco encefalico foi isolado, acondicionado em Eppendorf previamente
pesado em balanca analitica (Celtac modelo FA2104N - TDS Instrumental
Tecnologia Ltda. Tijucas Do Sul, PR) e armazenado em freezer -80°C até o
momento da dosagem. Todo procedimento de retirada e isolamento do tronco
encefalico foi realizado em gelo e com lavagens periddicas de solugéo salina gelada.
Apés a decapitacdo do animal o SNC foi removido da caixa craniana e colocado
sobre uma placa de petri com papel de filtro. O tronco encefalico foi obtido através

de um corte transversal na regido da primeira cervical e outro no final da ponte
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segundo o atlas de Paxinos e Watson (2009). O cerebelo foi delicadamente
removido com a pinga através da desconexdo dos pedunculos cerebelares e
deslocamento horizontal. Apos esse procedimento foi permitido a visualizacdo do
inicio do aqueduto de Sylvius e da matéria cinzenta periaquedutal. Com a
identificacdo dessas regides anatbmicas, foi feita uma leve elevacdo do mesencéfalo
no sentindo frontal com a pinga, permitindo que um corte transversal pegasse
estruturas de projecbes mais anteriores da ponte (Figura 26 e 27), objetivando a
inclusdo dos nucleos parabraquial, Kolliker-Fuse e locus ceruleus que apresentam
funcBes sobre o sistema respiratorio (SPYER; GOURINE, 2009).

olfactory
nerve layer

Basal
Forebrain  oplic tact

Figura 26: Esquema ilustrativo mostrando o local onde foi feito o corte na regido mais anterior do
tronco encefélico. Setas em cinza indicam a diregdo em que ocorreu a elevagdo no mesencéfalo para
gue fosse feito o corte; Linha em preto indica o caminho feito pelo corte transversal.

Fonte: Google (imagens: rat brain atlas).

Figura 27: Foto do tronco encefalico de um animal apés procedimento de remocédo descrito.
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3.7.5. Determinacao da atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase cerebral foi mensurada de acordo com o método
colorimétrico descrito por Ellman e colaboradores (1961) e modificado por Lassiter e
colaboradores (2003). A amostra do tronco cerebral do animal, previamente pesada,
foi homogeneizada em tampao fosfato (pH= 8,0; 0,1M) e 1% de Triton (Triton X-100)
(v/v) na proporcdo de 20 mg de tecido para cada 1 mL de tamp&o. A
homogeneizagéo foi feita em um macerador de tecido Potter-Elvehjem (TE-099,
Tecnal Equipamentos para Laboratorios Ltda, SP-Brazil) e pistilo de teflon durante
um tempo total de 5 minutos, sendo feita a trituracdo em periodos de 30 segundos
com intervalos de 10 segundos para o0 descanso da amostra. Aplés a
homogeneizagdo a amostra foi transferida para um tubo falcon de 15 mL e
centrifugado (Centrifuge 5804R — Eppendorf AG. Hamburgo, Alemanha) sob
refrigeracdo a 4°C durante 5 minutos a 7.800G. Por fim, o sobrenadante foi

transferido para um Eppendorf. Todo o procedimento foi executado em gelo.

Uma aliquota de 135 pL desse homogenato foi adicionada em uma cubeta contendo
820 pL de tampdo (pH= 8,00 e 35 uL de DTNB. O reagente &acido
Ditiobisnitrobenzéico (DTNB) 0,01M foi preparado no dia do experimento; 1,9 mg do
acido foi dissolvido em 100 pL de NaOH 0,1M e g.s.p. de agua para 1mL, seguido de
agitacdo em vortex. A amostra com 0s reagentes na cubeta foi incubada durante 10
minutos em temperatura ambiente na bancada e em seguida adicionado 10 pL do
substrato. O substrato foi o iodato de acetiltiocolina 0,075 M (21,67 mg/mL). O
principio de acdo desta técnica consiste na agdo catalitica da acetilcolinesterase
sobre a Acetiltiocolina, a qual é hidrolisada em tiocolina e acetato. A tiocolina entao
reage com o DTNB em uma reacao de substituicdo nucleofilica liberando o anion de
cor amarelo acido 5-tio-2-nitro-benzdico. A analise foi feita pelo método cinético e
lida no comprimento de onda de 412 nm em espectrofotdmetro (Epoch 2 Microplate
Spectrophotometer — BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA). Nas amostras ainda
foi feita a quantificagdo da proteina pelo reagente de Bradford e a atividade da
enzima calculada segundo a formula (3) (BRADFORD, 1976).
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Férmula 4: Férmula para o célculo da atividade da AChE em funcao da quantidade de proteina

U= (1000.AA.60)/ (13,6.13.X)

Aabs: Variacao de Absorbéancia (calculada pelo equipamento)
1000: Volume total reacao

X: Concentracao de proteina em mg

60: minutos

13.6: Valor de correcéo

135: Volume amostra

3.7.3. Obtencéo e processamento dos punchs de cortes do tronco encefélico

contendo as amostras dos nucleos ambiguo, NTS e RVLM/preBo6tC.

Para a obtencdo dos punchs, um grupo adicional de 20 ratos Wistar foi
aleatoriamente dividido em grupos de acordo com os tratamentos: Salina, CPF e
CPF + 2-PAM. Os animais foram tratados seguindo o protocolo do modelo in vivo e
24h depois foram guilhotinados e as amostras dos punchs coletadas. O tronco
encefalico foi posicionado na matriz de acrilico para cérebros e as porcdes rostral, a
partir do mesencéfalo, e caudal da medula espinhal foram removidas por meio de
seccdo com lamina de microtomo. Posteriormente, foram feitos dois cortes
transversais tendo como referéncia a ponta do obex. O primeiro corte de espessura
de 2 mm no sentido rostral objetivava atingir, aproximadamente, as seguintes
coordenadas: Bregma -12,96 mm e interaural -3,96 mm. J4 o segundo corte, agora
com espessura de 1 mm, partia do final do primeiro corte seguindo o mesmo sentido
rostral e objetivava atingir, aproximadamente, as seguintes coordenadas: Bregma -
12,00 mm e interaural -3,00mm. As referéncias das coordenadas foram seguidas

pelo atlas de Paxinos e Watson (2009) (Figura 28).
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Figura 28: Figura esquemética mostrando os locais dos cortes executados para obtencdo posterior
dos punchs tendo-se como referéncia o Obex. Primeiro corte contendo 2 mm e segundo 1 mm de
espessura.

Em seguida, os cortes foram colocados em uma placa de petri de fundo escuro com
o papel de filtro molhado com solucdo salina gelada. Uma vez identificado os
nacleos de interesse, foram utilizados os trocateres para Punch (1 e 2mm de
didmetro) para coleta dos tecidos. Estes foram transferidos para um eppendorf
contendo tampéao fosfato com volume previamente estabelecido com base na massa
total de tecido referente a cada punch. No primeiro corte com 2 mm de espessura
porcdes contendo 0s nucleos ambiguos foram retiradas usando o trocater de 1 mm
de diametro e adicionados em eppendorf contendo 265 pL de tampao. Como os
ndcleos RVLM/preBétc estdo anatomicamente muito proximos um do outro, para
obtencdo dos punchs contendo esses nucleos, foi utilizado o trocater de 2 mm de
didmetro no corte de 1 mm de espessura, sendo os tecidos colocados em eppendorf
contendo 352 pL de tampdo. JA o NTS foi retirado de ambos os cortes; sendo que
para sua remocao na fatia de 2 mm foi utilizado o trocater de 2 mm de didmetro,
removendo-se todo o NTS ao redor do canal central, e na fatia de 1 mm de
espessura, foi utilizado o mesmo trocater, todavia procedendo a remocao
bilateralmente. Todas as sec¢des contendo o NTS foram colocados em eppendorf
contendo 579 pL de tampdo (Figura 29). Os tecidos cerebrais foram
homogeneizados (adaptado — Dremel 7700 7,2V MultiPro, EUA) no mesmo dia da
coleta dos tecidos. O homogenato entdo foi centrifugado e o sobrenadante coletado
nas mesmas condi¢des previamente mencionadas. As amostras foram armazenadas
a -80°C até o momento da dosagem, e esta seguiu 0 mesmo protocolo previamente

descrito para o tronco inteiro.
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Figura 29: Figura esquematica mostrando os cortes usados para obtencdo dos punchs, com as
respectivas identificagBes referentes aos nicleos obtidas do Atlas de Paxinos e Watson. Corte da
direita: espessura de 2 mm, corte da esquerda: espessura de 1 mm. NTS= ndcleo do trato solitério,
RVLM/preB6tC=  bulbo rostral ventrolateral junto ao complexo Pré-Botzinger e Amb= nlcleo
ambiguo.
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3.8. ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados com o programa Statistical Package for the Social
Sciences versdo 20.0 para Windows (IBM SPSS Statistics®, Chicago, IL, EUA). A
presenca de “outliers” foi verificada através do programa XLSTAT para excel. Os
graficos foram construidos utilizando o software GraphPad Prism versédo 5.00 para
Windows (GraphPad Software®, San Diego California USA). O nivel de significancia
foi fixado em P<0,05 e os dados apresentados como média * erro padrdo da média
(EPM). Os métodos de analise empregados para cada conjunto de parametros se

encontram descritos nos itens a seguir.

3.8.1. Andlise da atividade basal dos nervos frénico, laringeo recorrente,
acomplamento simpato-respiratério, atividade do barorreflexo, modulacéo

simpéatica e parassimpatica e atividade das enzimas BuChE e AChE na WHBP.

Para analise desses dados foi efetuado teste t-Student ndo pareado. Antes da
analise estatistica todos os dados foram checados para a presenca de “outliers” pelo
teste de Grubb unicaudal. Quando se suspeitava de mais de um “outlier” presente,
entdo, a verificacdo foi feita seguindo método de Hoaglin e Iglewicz (1987).
Adicionalmente, a distribuicdo de normalidade foi testada através do teste Shapiro-
Wilk e a homogeneidade de variancia pelo teste de Levene. Quando uma variavel
nao apresentava distribuicdo normal, esta foi transformada matematicamente (log10,

raiz quadrada ou In) a fim de se alcancgar a normalidade.

3.8.2. Andlise da atividade do quimiorreflexo na WHBP

A resposta pressora, a simpatoexcitacdo e a resposta bradicardica tiveram suas
analises feitas através de um modelo linear misto. Sendo assim, para essas trés
respostas o modelo foi desenhado com dois fatores fixos. O KCN foi considerado um
fator categorico ordinal com trés niveis (50, 75 e 100 pl), funcionando como um fator
de blocagem pareado para diminuir a variabilidade das respostas da nossa variavel
dependente. O segundo fator fixo foi o tratamento com CPF, apresentando dois

niveis (sim e nao) sendo “sim” o animal que recebeu o CPF e “n&o” o animal
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controle. Além disso, a identificagdo do animal "Rato ID" foi considerada um fator
aleatdrio, pois todos os animais receberam as trés doses de KCN, o que acaba com
a independéncia das respostas. A necessidade de incluir cada animal como fator
aleatério foi checada pela alta variabilidade dos coeficientes de variancia (CV)
referente a cada animal na tabela descritiva do modelo; tendo animais apresentado
CV= 6,9% enquanto que outros apresentaram CV= 87,3%. Além dos efeitos
principais, os fatores independentes fixos foram cruzados através da analise da
interacdo, ja o fator aleatério “Rato ID” foi aninhado dentro do fator CPF e a analise
de post hoc executada segundo ajuste de Bonferroni. N&o foi possivel proceder a
interacdo entre o fator aleatério e o KCN, pois promoveria a adicdo de uma
quantidade de parametros superiores ao numero de observacdes do modelo, ndo
havendo graus de liberdade suficientes para as estimacdes. A matriz de covariancia
adotada para o fator aleatério para as variaveis, resposta pressora,
simpatoexcitacéo e a taxa de disparo do nervo frénico foi a “simetria composta”, ja
para a resposta bradicardica foi a “simetria composta: métrica de correlagdo”. As
matrizes de covariancia foram determinadas a partir dos critérios de informacdes de
Akaike (AIC), sendo escolhida a matriz que apresentasse o menor valore de AIC. A
suposicdo do modelo ainda foi checada quanto a normalidade dos residuos através
da analise do QQ-PLOT (ver em anexo 1-4).

O aumento da taxa de disparo do nervo frénico ndo apresentou distribuicdo normal
de seus residuos. Portanto, para a andlise desse parametro, foi executado um
modelo misto generalizado (GLMM), sendo a distribuicdo de probabilidade e a
funcdo de ligagcdo definidos através do valor de AIC. Para ambos o desenho do
modelo seguiu ao anteriormente descrito, porém a funcdo de probabilidade foi do

tipo gama e a funcéo de ligacao utilizada foi o log.

3.8.5. Andlise dos parametros de avaliacdo da toxicidade aguda no modelo in

Vivo

No intuito de avaliar os efeitos dos tratamentos com atropina e 2-PAM sobre as
manifestacbes de toxicidade aguda, os animais foram agrupados apenas entre

agueles que manifestaram determinado sinal (ataxia, tremor e sialorreia). Portanto,
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avaliando cada sinal de toxicidade de forma individual, aqueles animais que néo
manifestaram seus efeitos em nenhum momento ao longo das 3h foram excluidos
da analise estatistica. Para a analise foi feita uma regressédo logistica multinomial
ordinal com funcdo de ligacdo Logit acumulativo através do modelo misto
generalizado. O modelo foi desenhado tendo uma varidvel dependente categérica
ordinal com cinco niveis de ordenamento (ausente, leve, moderado, intenso e muito
intenso). Como o tratamento com os antidotos ATR e 2-PAM foi administrado
somente a partir do tempo de 1 hora, o modelo referente aos tempos de 30 e 45
minutos foi desenhado tendo apenas um fator fixo CPF, ja para os tempos a partir de
1 hora, o modelo foi desenhado tendo trés fatores fixos CPF, ATR e 2-PAM com dois
niveis cada (sim e nao). Sujeitos (Rato ID) como fator aleatorio e com estrutura de
covariancia “simetria composta”. Cada instante do tempo foi analisado de forma
individual ndo levando em conta o efeito do tempo no modelo. Na analise, a
categoria de referéncia utilizada foi “ausente” e o nivel “ndo” dentro dos fatores. A
simetria composta foi escolhida como estrutura de covariancia para o fator aleatorio
por ser uma estrutura mais simples de estimativa dos parametros, porém nao tao
simples quanto a “componente de varidncia”. Como 0s animais que n&o
manifestaram toxicidade frente ao tratamento com CPF foram excluidos,
esperdvamos que 0s sujeitos (ratos) se comportassem de forma simétrica frente aos

tratamentos, justificando entdo a escolha dessa matriz de covariancia.

3.8.6. Analise dos valores das pressdes arteriais médias e frequéncias

cardiacas basais.

Para analise das pressdes arteriais médias e frequéncias cardiacas basais foi
utilizado um modelo linear geral (GLM). O modelo foi desenhado utilizando trés
fatores fixos CPF, ATR e 2-PAM com dois niveis cada (sim e ndo) e o cruzamento
de seus niveis. O GLM foi comparado com um modelo linear misto adicionando o
sujeito (rato) como fator aleatério e com um modelo linear generalizado (GLzM) de
distribuicdes de probabilidade gama e tweedie. Em ambos os casos nao houve
melhora de informagé&o no modelo, sendo todos equivalentes em resultado e com
valores de AIC semelhantes. Por esse motivo foi optado pela execugédo de um GLM

simples, pois esse exige um menor custo computacional para o célculo.
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3.8.7. Andlise das respostas pressora e bradicardica do quimiorreflexo in vivo

Para a analise das respostas pressora e bradicardica do quimiorreflexo, foi utilizado
um modelo linear misto. Os modelos foram desenhados de forma semelhante ao in
vitro, porém com quatro fatores fixos. O KCN foi considerado um fator categorico
ordinal com quatro niveis (10, 20, 40 e 80 pg), funcionando como um fator de
blocagem pareado para diminuir a variabilidade das respostas da nossa variavel
dependente. Os demais fatores fixos foram os tratamentos com CPF, ATR e 2-PAM
dois niveis (sim e ndo) sendo “sim” o animal que recebeu o tratamento e “ndo” o
animal controle. Além disso, o sujeito "Rato ID" foi considerado um fator aleatério.
Além dos efeitos principais, os fatores fixos foram cruzados através da analise da
interacdo de quatro vias para a resposta pressora; para a resposta bradicardica.
Como esta ultima apresentou efeito da interacdo decidiu-se proceder também a
analise fatorial completa. O fator aleatério “Rato ID” foi aninhado dentro dos fatores
CPF, ATR e 2-PAM. A analise de post hoc foi executada segundo ajuste de
Bonferroni. Para a andlise de residuos da resposta pressora ndo foi observada
normalidade dos mesmos pelo grafico de QQ-Plot. Mesmo fazendo a analise por um
modelo com distribuicdo de probabilidade gama ou tweedie ndo foi observada
normalidade dos residuos, por isso o modelo foi executado com a aproximacéo de
Satterhwaite e o0s testes de efeitos, juntamente dos coeficientes fixos, foram
realizados através de estimacdo robusta (covariancia robusta). A matriz de
covariancia adotada para os fatores aleatérios foi a “simetria composta” a partir dos
critérios de informac@es de Akaike (AIC), sendo escolhida a matriz que apresentasse

0 menor valore de AIC.

3.8.8. Analise do volume corrente (V1), volume minuto (Vg) e frequéncia

respiratoria basal (fR) no modelo in vivo

Para a analise das respostas respiratorias basais foram utilizados modelo misto
generalizados para analise de Vt e Ve. Para a fR basal foi utilizado as equacdes de
estimacOes generalizadas (GEE) para analise longitudinal dos dados durante os 20
segundos anteriores a administracdo de KCN (dose de 10 pg). Os modelos mistos

foram desenhados de forma semelhante aos previamente citados, porém com trés
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fatores fixos: CPF, ATR e 2-PAM dois niveis (sim e ndo). O sujeito "Rato ID" foi
considerado um fator aleatdrio. Além dos efeitos principais, os fatores fixos foram
cruzados através da analise da interagao fatorial completa. O fator aleatério “Rato
ID” foi aninhado dentro dos fatores CPF, ATR e 2-PAM. A analise de post hoc foi
executada segundo ajuste de Bonferroni sequencial. As variaveis dependentes Vt e
Ve apresentaram um ajuste melhor ao modelo com distribuicdo de probabilidade
gama e funcdo de ligacdo log segundo o AIC, por isso se executou um modelo
generalizado. A matriz de covariancia adotada para os fatores aleatorios foi a
“simetria composta” a partir dos critérios de informagdes de Akaike (AIC). Para a
andlise de residuos de Vt ndo foi observada normalidade dos mesmos pelo grafico
de QQ-Plot. O modelo linear generalizado foi escolhido para frequéncia respiratoria
pelo critério do AIC, pois a adicdo dos sujeitos como fatores aleatdrios nao
acrescentou informacao ao modelo, o gasto de calculo computacional foi menor e o

ajuste do modelo foi melhor quando comparado a outros.

O modelo das equacdes de estimacdes generalizadas (GEE) foi escolhido para
analise longitudinal dos dados de frequéncia respiratéria. O GEE foi desenhado com
quatro fatores fixos: CPF, ATR e 2-PAM com dois niveis cada e o tempo com dez
niveis. Os cruzamentos entre os niveis dos efeitos foram realizados através da
analise de interacdo, porém apenas as interacdes que agregam informacdes foram
mantidas no modelo devido ao gasto computacional e a ndo convergéncia da
analise. A matriz de correlacdo de trabalho da medida repetida foi a “néo
estruturada” (unstructured) e a distribuicdo de probabilidade tipo gama com funcéo
de ligacdo log, ambos foram baseados no critério de quase verossimilhanca sob o
modelo de independéncia (QIC), que mede o ajuste do modelo. Foi utilizado o

estimador robusto para matriz de covariancia.

3.8.9. Andlise da resposta taquipneica do quimiorreflexo

A resposta taquipneica do quimiorreflexo foi avaliada ao longo dos 40 segundos de
registro da frequéncia respiratoria através do modelo de estimacdes generalizadas
(GEE). O GEE foi desenhado com cinco fatores fixos: CPF, ATR e 2-PAM com dois
niveis cada, KCN como fator ordinal com quatro niveis (10, 20, 40 e 80 pg) e o
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tempo com dez niveis. Os cruzamentos entre os niveis dos efeitos foram realizados
através da analise de interagdo, porém apenas as interagbes que agregam
informacGes foram mantidas no modelo devido ao gasto computacional e a nao
convergéncia da analise. A matriz de correlacéo de trabalho da medida repetida foi a
‘independente” e a distribuigdo de probabilidade tipo gama com funcéo de ligagao
log, ambos foram baseados no critério de quase verossimilhanca sob o modelo de
independéncia (QIC), que mede o ajuste do modelo. Foi utilizado o estimador

robusto para matriz de covariancia.

3.8.11. Andlise das atividades da butirilcolinesterase (BuChE) plasmatica e

acetilcolinesterase do tronco encefalico (AChE) do modelo in vivo

A atividade da BuChE como foi medida antes e depois dos tratamentos, entéo foi
analisada através do modelo de estimagbes generalizadas (GEE). O GEE foi
desenhado com quatro fatores fixos: CPF, ATR e 2-PAM e o tempo com dois niveis
(antes e depois). Os cruzamentos entre 0s niveis dos efeitos foram realizados
através da andlise de interacédo fatorial completa. A matriz de correlacdo de trabalho
da medida repetida foi a “ndao estruturada” (unstructured) e a distribuicdo de
probabilidade tipo gama com funcdo de ligacdo log, ambos foram baseados no
critério de quase verossimilhanca sob o modelo de independéncia (QIC), que mede

o0 ajuste do modelo. Foi utilizado o estimador robusto para matriz de covariancia.

A atividade da AChE n&o apresentou distribuicio normal nem para variavel
dependente nem para os residuos do modelo linear. Portanto, para a analise desse
parametro, foi executado um modelo misto generalizado (GLMM), sendo a
distribuicdo de probabilidade gama e a funcdo de ligacdo log definidos através do
valor de AIC. O modelo foi desenhado com trés fatores fixos CPF, ATR e 2-PAM
com dois niveis cada (sim e néo) e o sujeito (Rato ID) como fator aleatorio. Além dos
efeitos principais, os fatores fixos foram cruzados através da analise da interagéo
fatorial completa. O fator aleatério “Rato ID” foi aninhado dentro dos fatores CPF,
ATR e 2-PAM. A andlise de post hoc foi executada segundo ajuste de Bonferroni.
Para a analise de residuos da atividade de AChE foi observada normalidade pelo

grafico de QQ-Plot. A matriz de covariancia adotada para o fator aleatério foi a
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“simetria composta” a partir dos critérios de informacdes de Akaike (AIC), sendo

escolhida a matriz que apresentasse o menor valor de AIC.

3.8.12. Andlise das atividades da acetilcolinesterase nos punchs de cortes do
tronco encefélico contendo nucleo ambiguo, NTS e RVLM/preBo6tC.

A atividade da AChE n&o apresentou distribuicio normal nem para variavel
dependente nem para os residuos do modelo linear. Portanto, para a analise desse
parametro, foi executado um modelo misto generalizado (GLMM), sendo a
distribuicdo de probabilidade gama e a funcdo de ligacdo log definidos através do
valor de AIC. O modelo foi desenhado com trés fatores fixos CPF e 2-PAM com dois
niveis cada (sim e nédo), nucleos com trés niveis (ambiguo, RVLM/preBo6tC e NTS).
Além disso, o sujeito (Rato ID) foi utilizado como fator aleatorio. Além dos efeitos
principais, os fatores fixos foram cruzados através da analise da interagéo fatorial
completa e o 2-PAM foi aninhado dentro de CPF. O fator aleatério “Rato ID” foi
aninhado dentro dos fatores CPF e 2-PAM. A matriz de covariancia adotada para o
fator aleatério foi a “simetria composta” a partir dos critérios de informacdes de
Akaike (AIC), sendo escolhida a matriz que apresentasse o menor valore de AIC.
Para a analise de residuos nao foi observada normalidade dos mesmos pelo gréfico
de QQ-Plot, por isso o modelo foi executado com a aproximacdo de Satterhwaite e
os testes de efeitos, juntamente, dos coeficientes fixos foram realizados através de

estimacgéao robusta da matriz de covariancia.
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4. RESULTADOS

4.1. PREPARACAO TRONCO CEREBRAL-CORACAO ISOLADO (WHBP)

4.1.1. Atividade basal do nervo frénico (PNA)

Conforme mencionado nos meétodos, os parametros oriundos da analise da
descarga basal do nervo frénico foram: frequéncia de disparo (f-PNA), tempo da
inspiracdo (TI), tempo da expiracdo (TE), tempo do ciclo respiratorio total (Ttot),
amplitude do pico inspiratério (P-AMP), tempo para o pico inspiratério (T-P), area
sob a curva do pico inspiratorio (P-AUC) e a area sob a curva normatizada pelo
tempo inspiratorio (AUC:TI). Dentre os parametros analisados, diferencas
estatisticamente significantes entre animais intoxicados com CPF e controle sé
foram observadas para os parametros area sob a curva do pico inspiratério (P-AUC)
e area sob a curva normatizada pelo tempo inspiratorio (AUC:TI). Os valores da
analise dos testes estatisticos sdo mostrados na tabela 3 e os dados dos parametros

sao apresentados na figura 30.
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Figura 30: Parametros derivados da atividade basal do nervo frénico. a) frequéncia de disparo (f-PNA), b) tempo de inspiracéo (TI), c) tempo de expiracdo
(TE), d) tempo do ciclo respiratério total (Ttot), €) amplitude do pico inspiratério (P-AMP), f) tempo para o pico inspiratério (T-P), g) area sob a curva do pico
inspiratério (P-AUC) e h) area sob a curva normatizada pelo tempo inspiratério (AUC:TI). * P<0,05 indica diferenca estatisticamente significante em relacéo
ao grupo Controle.
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Tabela 3: Resultados da analise estatistica dos parametros derivados da atividade basal do nervo
frénico (PNA).

Parametros t gl P
f-PNA 0,514 9 0,62
TI -1,502 9 0,32
TE -1,034 8 0,33
Ttot 0,088 9 0,93
P-AMP 2,082 9 0,067
T-P -1,748 9 0,11
P-AUC 3,900 7 0,023 *
AUC:TI 2,546 8 0,034 *

Frequéncia de disparo (f-PNA), tempo da inspiragdo (TI), tempo da expiracéo (TE), tempo do ciclo respiratério
total (Ttot), amplitude do pico inspiratério (P-AMP), tempo para o pico inspiratério (T-P), area sob a curva do pico
inspiratério (P-AUC) e a area sob a curva normatizada pelo tempo inspiratério (AUC:TI). Teste t-Student ndo
pareado. * P<0,05.

4.1.2. Atividade basal do nervo laringeo recorrente (RLN)

Conforme mencionado nos métodos, os parametros derivados da analise da
atividade basal do nervo laringeo recorrente foram: area sob a curva na inspiracao
(AUC-I), area sob a curva na inspiracdo normatizada pelo Tl (AUC-I:TI), area sob a
curva do P-l do RLN (AUC-PI), area sob a curva do P-l normatizada pelo tempo de
E1l (AUC-PI:E1l), duracdo do P-I (Dur-Pl), relacdo da duracdo do P-I pelo TE (Dur-
PI:TE) e o pico do P-l. Dentre os parametros analisados, a intoxicagdo com CPF
promoveu uma reducdo da area sob a curva durante o P-l1 de descarga do RLN
(AUC-PI) quando comparado aos animais controle (Figuras 31 e 32). Nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi observada para os demais parametros
analisados quando comparados animais controle e intoxicados. Os valores da

analise dos testes estatisticos sdo mostrados na tabela 4.

Controle CPF
ROV NN
RLN (V) j A e s

i S,
PNA (W) .2 %"""’”"‘W“""“ T

Figura 31: Tracado tipico de animais dos grupos controle e intoxicado (CPF) mostrando os disparos
dos nervos laringeo recorrente (RLN) e frénico (PNA). Note o prejuizo observado no post-l do RLN.
[RLN- Nervos laringeo recorrentes integrados e [PNA — Atividade do nervo frénico integrado.
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Figura 32: Parametros derivados da atividade basal do nervo laringeo recorrente. a) Area’ sob a curva na inspiragdo (AUC-I), b) Area sob a curva na
inspiracdo normatizada pelo Tl (AUC-I:TI), c) area sob a curva no P-1 do RLN (AUC-PI), d) Area sob a curva no P-lI normatizada pelo tempo de E1 (AUC-
PI:E1), e) Duracao do P-I (Dur-Pl), f) Relagéo da duragéo do P-I pelo TE (Dur-PI:TE) g) Pico do P-I.
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Tabela 4: Resultados da analise estatistica para os parametros derivados da analise da atividade
basal do nervo laringeo recorrente (RLN).

Parametros t gl P
AUC-| 0,689 10 0,506
AUC-I:TI 1,120 10 0,289
AUC-PI 2,457 9 0,036 *
AUC-PLLE1 1,619 10 0,136
Dur-PlI 1,423 10 0,185
Dur-PI:TE 1,957 10 0,079
Pico do P-I 1,405 10 0,195

Area sob a curva na inspiracdo (AUC-I), area sob a curva na inspiracdo normatizada pelo Tl (AUC-I:Tl), area sob
a curva no P-I do RLN (AUC-PI), area sob a curva no P-I normatizada pelo tempo de E1 (AUC-PI:E1), Duragdo
do P-1 (Dur-Pl), relacdo da duracdo do P-I pelo TE (Dur-PI:TE) e pico do P-I. Teste t-Student ndo pareado. *
P<0,05.

4.1.3. Acomplamento simpato-respiratorio

Conforme descrito, o acoplamento simpato-respiratério foi derivado da andlise
conjunta da atividade do nervo frénico e do nervo simpatico respiratorio por script
préprio. A figura 33 ilustra o canal obtido pela analise integrada do acoplamento. Os
parametros derivados dessa andlise foram: pico da atividade simpatica na fase
inspiratéria (Pico-1), pico da atividade simpatica na fase E1 (Pico-El), pico da
atividade simpatica na fase E2 (Pico-E2), média da atividade simpatica na fase
inspiratoria (I-trough), média da atividade simpatica na fase E1 (E1-trough), média
da atividade simpatica na fase E2 (E2-trough), area sob a curva da atividade
simpética na fase inspiratéria (I-AUC), area sob a curva da atividade simpatica na
fase inspiratéria normatizada pelo Tl (IF-AUC:TI), area sob a curva da atividade
simpatica na fase E1 (E1-AUC), area sob a curva da atividade simpatica na fase E1
normatizada pelo tempo de E1, area sob a curva da atividade simpatica na fase E2
(E2-AUC), area sob a curva da atividade simpatica na fase E2 normatizada pelo
tempo de E2 (E2-AUC:E2). A analise estatistica nao identificou diferenca em
nenhum dos parametros analisados entre animais controle e intoxicados com CPF.
Os parametros do acoplamento simpato-respiratério junto com os valores dos dados

estatisticos sdo apresentados na tabela 5.
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Figura 33: Registro tipico de um animal mostrando as atividades basais dos nervos, frénico (PNA),
laringeo recorrente (RLN) e simpético toracico (tSNA), bem como a andlise integrada do acoplamento
simpato-respiratério no canal “[ tSNA acoplado”. Demais canais referem-se ao eletrocardiograma
(ECG), frequéncia cardiaca (FC) derivada do ECG e pressao de perfusao (PP).

Tabela 5: Resultados dos parametros basais do acoplamento simpato-respiratorio.

Controle (n=5) CPF (n=6) t o] P
Pico-1 (uV) 1,257 £ 0,55 1,196 + 0,43 0,147 9 0,887
Pico-E1 (uV) 1,388 + 0,66 1,183 + 0,45 0,394 9 0,703
Pico-E2 (uV) 1,034 £ 0,42 0,998 + 0,43 0,059 9 0,954
I-Trough (uV) 0,321 +£0,12 0,476 + 0,26 0,115 9 0,634
E1l -trough (uv) 0,306 £ 0,13 0,471 + 0,26 -0,531 9 0,608
E2 -Trough (uv) 0,329+0,13 0,473+ 0,26 -0,462 9 0,655
I-AUC (uV.S) 0,607 + 0,17 1,021 + 0,27 -1,231 9 0,250
I-AUC:Ti (AU)  0.955+0,31 1 227+0,35 -0,564 9 0,587
E1-AUC (uv.S) 0,905+0,21 1,211 + 0,47 -0,281 9 0,785
E1-AUC:E1 (AU) 0,927 £0,33 1,207 + 0,36 -0,562 9 0,588
E2-AUC (uv.S) 0,436 £0,09 0,584 + 0,23 -0,239 9 0,816
E2-AUC:E2 (AU) 0,878+0,26 1,167 £ 0,35 -0,628 9 0,546

Pico da atividade simpatica na fase inspiratéria (Pico-I), pico da atividade simpatica na fase E1 (Pico-E1), pico da
atividade simpatica na fase E2 (Pico-E2), média da atividade simpatica na fase inspiratéria (I-trough), média da
atividade simpatica na fase E1 (E1l-trough), média da atividade simpatica na fase E2 (E2-trough), area sob a
curva da atividade simpatica na fase inspiratéria (I-AUC), area sob a curva da atividade simpdética na fase
inspiratéria normatizada pelo Tl (I-AUC:TI), area sob a curva da atividade simpatica na fase E1(E1-AUC), area
sob a curva da atividade simpatica na fase E1 normatizada pelo tempo de E1, area sob a curva da atividade
simpética na fase E2 (E2-AUC), area sob a curva da atividade simpética na fase E2 normatizada pelo tempo de
E2 (E2-AUC:E2). Teste t-Student ndo pareado.
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4.1.3. Quimiorreflexo na WHBP

Um tracado tipico ilustrando a resposta obtida frente a ativacédo do quimiorreflexo em
animais controle e intoxicados na WHBP pode ser visto na figura 34. A intoxicacéo
com CPF promoveu um prejuizo das respostas pressora, bradicardica e da simpato-
excitacdo do quimiorreflexo quando comparado com animais controle (Figura 34 e
35; Tabela 6). A andlise estatistica somente identificou interacdo entre os fatores
dose e tratamento para a simpatoexcitacdo induzida pelo quimiorreflexo. A analise
post hoc de Bonferroni desse parametro mostrou diferenca estatisticamente
significante somente na dose de 50 pL, sem diferenca nas demais doses (KCN 50
pL, P=0,005; KCN 75, P= 0,179 e KCN 100 pL P=0,06)..
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Figura 34: Tracado tipico de animais controle e intoxicados (CPF) mostrando as respostas do
qguimiorreflexo frente a estimulacdo com cianeto de potassio (KCN — 0,03%; 50, 75 e 100 L) na
preparacdo tronco cerebral-coragdo isolado (WHBP). Nervo frénico (JPNA), simpatico toracico
(JtSNA), pressao de perfusdo (PP) e frequéncia cardiaca (FC).
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Figura 35: Respostas do quimiorreflexo frente estimulacdo com KCN (50 pL, 75 pL, 100 pL). a)
Variacdo da pressdo de perfusdo (A Resposta Pressora), b) Atividade simpética expressa em
percentual de ativacdo (Simpatoexcitagdo %), c) Variagdo de frequéncia cardiaca (A FC) e d)
Frequéncia respiratéria derivada da taxa de disparo do nervo frénico (Taxa de Disparo do Nervo
Frénico %). Analise através de modelo linear misto ou modelo generalizado misto (GLMM). **P<0,01
indica diferenca estatisticamente significante entre CPF e controle, indicado pela anélise Post hoc de
Bonferroni para interagéo entre os fatores dose e tratamento.

Tabela 6: Resultados da analise estatistica dos efeitos fixos para as variaveis medidas frente

ativacao do quimiorreflexo.

Variaveis CPF KCN CPF x KCN
A Resposta pressora Z(jl_Y 13)= 5,863, P=0,031 * Z(Z, 26)= 1,288, P:0,293 Z(Z, 26)= 2,523, P=0,10
Simpatoexcitagcao Z@1,13=5,732; P=0,032* Z, 26=3,939; P=0,032* Z2,26= 5,863; P=0,029 *

Resposta bradicardica  Z(, 18= 4,624; P=0,042* Z(;,40=10,946; P=0,0001** Z(; 40=1,185; P=0,316

% taxa de disparo do PNA F(l, 38)= 0,000; P:O,986 F(zv 38)= 2,878; P:0,069 F(zy 38)= 0,758; P:0,164

PNA, atividade do nervo frénico; CPF, clorpirifds. *P<0,05 e **P<0,01.
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4.1.4. Barorreflexo na WHBP

Os animais intoxicados com CPF apresentaram uma menor inibicdo da atividade
simpatica em comparacdo com 0s animais controle (Figura 36). Uma tendéncia a um
prejuizo do ganho simpéatico e da resposta bradicardica também pode ser observado
nos animais intoxicados. Os resultados da analise estatistica sdo mostrados na
tabela 7.
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Figura 36: Respostas induzidas pela ativacéo do barorreflexo com injecdes in bolus de fenilefrina (30
pg) em animais controle e intoxicados (CPF). a) Ganho simpético (% inibicdo/mmHg), b) Variagédo da
Pressdo de Perfusdo (A Resposta Pressora, em mmHg), ¢) Ganho bradicardico (bpm/mmHg) d)
Percentual de inibicdo da resposta simpatica (% inibicao tSNA), e e) Variacdo de Frequéncia
Cardiaca (AFC). Andlise realizada através de teste t-Student ndo pareado. **P<0,01; CPF VS
Controle.
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Tabela 7: Resultados da andlise estatistica para o barorreflexo.

Parametros t ol P
Ganho simpatico 1912 14 0,077
A Resposta Pressora 0,424 15 0,677
% de inibicdo da tSNA 3,117 15 0,007 **
Ganho Bradicardico -1,244 14 0,234
AFC -1,923 14 0,083

Teste t-Student ndo pareado. ** P<0,01.

4.1.5. Modulacéo simpética e parassimpatica na WHBP

A vagotomia bilateral promoveu um aumento da frequéncia cardiaca basal de maior
magnitude em animais intoxicados quando comparado a animais controle (Figura
37). A analise estatistica ndo identificou diferenca significativa no percentual de
inibicdo da atividade simpética e na queda da frequéncia cardiaca basal induzida
pelo bloqueio com atenolol entre animais controle e intoxicados, apesar de uma
tendéncia poder ser observada (Figura 38). O bloqueio com hexametdnio promoveu
um aumento na pressao de perfusdo de animais intoxicados quando comparado a
animais controle. Em contrapartida, nenhuma alteracdo entre as respostas de
frequéncia cardiaca e de inibicdo da atividade simpética foram observadas entre
animais controle e intoxicados apds o bloqueio com hexameténio. (Figura 39) Os

resultados da analise estatistica sdo mostrados na tabela 8.

A FC (bpm)

Controle CPF

Figura 37: Variacdo de frequéncia cardiaca (AFC) em animais controle e intoxicados (CPF) ap0s
seccao bilateral dos nervos vagos. Teste t-Student ** P<0,01 indica diferenca entre o grupo CPF e
controle.
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Figura 38: Efeitos do bloqueio com atenolol sobre a atividade simpatica (% inibicdo da tSNA) (Painel

A) e sobre a frequéncia cardiaca (A FC) (Painel B) em animais controle e intoxicados (CPF). Teste t-
Student.
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Figura 39: Efeitos do bloqueio com hexametfnio sobre a atividade simpatica (% inibicdo tSNA)
(Painel A), frequéncia cardiaca (A FC) (Painel B) e presséo de perfusao (PP) (Painel C) em animais
controle e intoxicados (CPF). Teste t-Student, *P<0,05 CPF vs Controle.
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Tabela 8: Resultados da andlise estatistica para os bloqueios com atenolol e hexametdnio e para a
vagotomia bilateral.

Parametros t gl P
A FC - Vagotomia -3,268 10 0,008 **
A FC — Atenolol 1,867 13 0,085
% Inibicdo da tSNA -Atenolol 0,429 13 0,675
% Inibicdo da tSNA - Hexametonio -0,646 13 0,529
Resposta Pressora - Hexameténio -2,864 13 0,013 *
A FC — Hexametbénio -0,522 8 0,616

Teste t-Student ndo pareado CPF vs Controle; * P<0,05 e **P<0,01.

4.2. MODELO ANIMAL IN VIVO

4.2.1. Avaliagdo da toxicidade aguda

A figura 40 mostra o curso temporal das manifestacdes de toxicidade aguda para as
diferentes combinacdes de tratamento com CPF, ATR e 2-PAM. Todos o0s sinais de
intoxicacdo analisados ja estavam presentes 30 minutos apds a intoxicacdo com
CPF. Para o parametro ataxia, os tratamentos com atropina e pralidoxima somente
promoveram atenuacao desta manifestacdo a partir do tempo de 2h (Vide Tabela 9
para analise estatistica e Tabela 10 para os parametros estimados). Para o
parametro tremor, 0s tratamentos ja se mostraram efetivos em atenuar/abolir os
efeitos a partir do tempo de 1 hora e 40 minutos (Tabela 11 - analise estatistica e
Tabela 12 - parametros estimados). Ja para a manifestacdo sialorreia, o tratamento
com atropina se mostrou efetivo em abolir a manifestacéo ja a partir do tempo de 1
hora e 20 minutos, enquanto a pralidoxima sé promoveu uma atenuac¢ao da resposta
ao longo do tempo (Tabela 13 - andlise estatistica e Tabela 14 - parametros

estimados).
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Figura 40: Curso temporal das ma
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nifestacdes de toxicidade aguda para as diferentes combinagfes de tratamento com clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e

pralidoxima (2-PAM). a) Ataxia. b) Tremor. c) Sialorreia.
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Tabela 9: Resultados da analise estatistica para ataxia nos diferentes tempos. Cada tempo foi analisado através de uma regresséao logistica multinomial

ordinal através de modelo misto generalizado com fungéo de ligacao logit acumulativo e matriz de covariancia “simetria composta”.

10° 30’ 45 60’
F gll1 gl 2 P F g1l gl 2 P F gl gl 2 P F gll gl 2 P
Modelo
o - - - - 15903 1 129 0,0001** 43,582 1 128 0,0001** 18,017 3 125 0,0001**
corrigido
CPF - - - - 15903 1 129 0,0001** 43,582 1 128 0,0001** 53,654 1 125 0,0001**
ATR - - - - - - - - - - - - 0,460 1 125 0,499
2-PAM - - - - - - - - - - - - 0,035 1 125 0,852
1h 20’ 1h 40’ 2h 3h
F gl gl 2 P F gl gl2 P F gl g2 P F gl g2 P
Modelo
o 17,300 3 125  0,0001** 16,113 3 125 0,0001** 16,504 3 126  0,0001** 12,214 3 125 0,0001**
corrigido
CPF 51,867 1 125  0,0001** 48,156 1 125 0,0001** 48,447 1 126  0,0001** 35,765 1 125 0,0001**
ATR 0,214 1 125 0,644 1,878 1 125 0,173 6,249 1 126 0,014 * 3,194 1 125 0,076
2-PAM 0,063 1 125 0,803 1,666 1 125 0,199 5,726 1 126 0,018 * 1,973 1 125 0,163

*P<0,05 e **P<0,01. gl =graus de liberdade; CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; -2-PAM — Pralidoxima.
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Tabela 10.a: Parémetros estimados para manifestacdo de ataxia pela analise de regressdo logistica multinomial ordinal através de modelo misto

generalizado.

30 45’ 1h 1h 20
B P OR B P OR B P OR B P OR
Leve 3237  0,0001* 0,039 3,034  0,0001* 0,048 3,164  0,0001* 0,042 2,879  0,0001* 0,056
Moderado  -0,4731  0,0001** 0,009 4548  0,0001%* 0,011 4,039 0,0001* 0018  -3,619  0,0001* 0,027
Intenso - - - 6,432 0,0001* 0,002 5,605  0,0001* 0,004  -5124  0,0001* 0,006
ir']\:'::go - - - - - - 6,991  0,0001* 0,001 6,471  0,0001* 0,002
CPF 2,778  0,0001* 0,062 4,369  0,0001* 0,013 5,012  0,0001* 0,007 4,925  0,0001** 0,007
ATR - - - - - - 0,281 0,499 0,755 0,191 0,644 1,211
2-PAM - - - - - - 0,077 0,852 0,926 0,103 0,803 1,108
1h 40 2h 3h
B P OR B P OR B P OR
Leve 2,533 0,0001* 0,079 2,219 0,001* 0,109 2,413 0,0001* 0,09
Moderado  -3279  0,0001* 0,038 3,347 0,0001* 0,035 3,731 0,0001** 0,024
Intenso ~ -4,609  0,0001* 0,010  -4,811  0,0001* 0,008 4,693  0,0001* 0,009
ir’::'::go 6,189  0,0001* 0,002 - - - 5,819  0,0001* 0,003
CPF -4,662  0,0001* 0,009 4,863  0,0001* 0,008 3,849  0,0001* 0,021
ATR 0,572 0,173 1,771 1,092  0014* 2,981 0,756 0,076 2,129
2-PAM 0,535 0,199 1,708 1,037  0,018* 2,820 0,588 0,163 1,801

**P<(0,01. Categoria de referéncia: Ausente. OR= odds ratio. CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; -2-PAM — Pralidoxima.
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Tabela 11: Resultados da andlise estatistica para o tremor nos diferentes tempos. Cada tempo foi analisado através de uma regressao logistica multinomial

ordinal através de modelo misto generalizado com funcédo de ligagcéo logit acumulativo e matriz de covariancia “simetria composta”.

10° 30 45’ 60’
F g1 g2 P F g1l g2 P F g1 gl 2 P F g1l g2 P
Modelo
o 1,152 1 98 0,286 35,830 1 97  0,0001** 14,246 3 95  0,0001**
corrigido - - - -
CPF - - - - 1,152 1 98 0,286 35,830 1 97  0,0001** 42,679 1 95  0,0001**
ATR - - - - - - - - - - - - 0,000 1 95 0,989
2-PAM - - - - - - - - - - - - 0,266 1 95 0,607
1h 20’ 1h 40’ 2h 3h
F gl g2 P F gl g2 P F gl gl 2 P F gl g2 P
Modelo
o 9,287 3 94  0,0001** 7,170 3 95  0,0001** 6,328 3 95 0,001* 4,269 3 96 0,007**
corrigido
CPF 27,126 1 94  0,0001** 18,323 1 95 0,0001** 15,187 1 95 0,0001** 9,689 1 96 0,002**
ATR 3,533 1 94 0,063 5,738 1 95 0,019* 4,771 1 95 0,031* 2,355 1 96 0,128
2-PAM 0,871 1 94 0,353 3,598 1 95 0,061 4,367 1 95 0,039* 2,862 1 96 0,094

*P<0,05 e ** P<0,01. gl =graus de liberdade; CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; -2-PAM — Pralidoxima.
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Tabela 12: Parametros estimados para manifestacéo de tremor pela analise de regresséo logistica multinomial ordinal através de modelo misto generalizado.

30° 45” 1h 1h 20°
B P OR B P OR B P OR B P OR
Leve -7,340 0,135 0,001 -3,024 0,0001** 0,049 -3,229 0,0001** 0,040 -2,406 0,0001** 0,090
Moderado -8,815 0,078 0,000 -5,093 0,0001** 0,006 -4,616 0,0001** 0,010 -3,284 0,0001** 0,037
Intenso - - - -6,199 0,0001** 0,002 -5,826 0,0001** 0,003 -3,978 0,0001** 0,019
ir'::I::SO - - - - - - - - - -5,191 0,0001** 0,006
CPF -5,260 0,286 0,005 -4,226 0,0001** 0,015 -5,086 0,0001** 0,006 -3,656 0,0001** 0,026
ATR - - - - - - -0,007 0,989 0,993 1,063 0,063 2,896
2-PAM - - - - - - -0,281 0,607 0,755 0,517 0,353 1,677
1h 40’ 2h 3h
B P OR B P OR B P OR
Leve -2,108 0,0001** 0,121 -2,057 0,0001** 0,128 -2,319 0,001** 0,098
Moderado -2,716 0,0001** 0,066 -2,602 0,00001** 0,074 -3,368 0,0001** 0,034
Intenso -3,540 0,0001** 0,029 -3,638 0,0001** 0,026 - - -
_ Muito ) ) ) i i i i i i
intenso
CPF -3,105 0,0001** 0,045 -2,807 0,0001** 0,060 -2,318 0,002** 0,098
ATR 1,541 0,019 4,668 1,443 0,031 * 4,235 1,063 0,128 2,894
2-PAM 1,228 0,061 3,414 1,446 0,039 * 4,245 1,260 0,094 3,526

**P<0,01. Categoria de referéncia: Ausente. OR= odds ratio. CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; -2-PAM — Pralidoxima.
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Tabela 13: Resultados da analise estatistica para sialorreia nos diferentes tempos. Cada tempo foi analisado através de uma regressao logistica multinomial

ordinal através de modelo misto generalizado com fungédo de ligacéo logit acumulativo e matriz de covariancia “simetria composta”.

10° 30’ 45 60’
F gl gl2 P F gl gl2 P F gl gl 2 P F gl gl 2 P
Modelo
o - - - - 0,000 1 127 0,995 44,828 1 126 0,0001** 16,035 3 123 0,0001**
corrigido
CPF - - - - 0,000 1 127 0,995 44,828 1 126 0,0001** 47,809 1 123 0,0001**
ATR - - - - - - - - - - - - 0,366 1 123 0,546
2-PAM - - - - - - - - - - - - 0,000 1 123 0,982
1h 20’ 1h 40’ 2h 3h
F gl gl 2 P F gl gl 2 P F gl g2 P F gl gl 2 P
Modelo
aid 11,541 3 124  0,0001** 12,727 3 124 0,0001** 10,577 3 124 0,0001** 7,759 3 124 0,0001**
corrigido

CPF 23,527 1 124 0,0001** 24,508 1 124 0,0001** 20,934 1 124 0,0001** 12,852 1 124 0,0001**
ATR 20,857 1 124 0,0001** 26,160 1 124 0,0001** 18,903 1 124 0,0001** 13,000 1 124 0,0001**
2-PAM 1,539 1 124 0,217 7,371 1 124  0,008* 3,391 1 124 0,068 4,058 1 124 0,046*

*P<0,05 e ** P<0,01. gl =graus de liberdade; CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; -2-PAM — Pralidoxima.



Tabela 14: Parametros estimados para manifestacdo de sialorreia pela analise de

generalizado.
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regressdo logistica multinomial ordinal através de modelo misto

30° 45" 1h 1h 20
B P OR B P OR B P OR B P OR
Leve  -20248 0995 0000  -3010 0,0001* 0049  -3,093  0,0001* 0045  -1,997  0,001* 0,136
Moderado  -23501 0,994 0000  -4773  00001* 0008  -4313  00001* 0013  -2734  0,0001* 0,065
Intenso : - : 6590  0,0001* 0001  -5510 0,0001* 0004  -3811  0,0001* 0,022
ir']\:'::go : - : : : : 7,029 0,0001* 0,001 : : i
CPF 20,033 0095 0000  -4431  0,0001* 0012  -4558  0,0001* 0010  -3223  0,0001* 0,04
ATR : - : : : : 0251 0546 0778 2,637  0,0001* 13,970
2-PAM : - : : : : 0,009 098 1,009 0614 0217 1847
1h 40 2h 3h
B P OR B P OR B P OR
Leve 2678  0,003* 0069  -1,858 0002 0156  -2,876  0,002* 0,056
Moderado  -3,772  0,0001* 0023  -2631  0,0001* 0072  -4262 0,0001* 0,014
Intenso ~ -5,732  0,0001* 0,003  -3,885 0,0001* 0021  -5026  0,0001** 0,007
_Muito i ) i i i i i i i
Intenso
CPF 4942 0,0001* 0007  -3017 00001* 0049  -3517 00001 0,030
ATR 3,754  0,0001* 42,688 2,595  0,0001* 13399 2974  0,0001* 19,576
2-PAM 1671 0008 5320 0949 0068 2583 1287  0046* 3,623

**P<(0,01. Categoria de referéncia: Ausente. OR= odds ratio. CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; -2-PAM — Pralidoxima.
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4.2.2. Avaliagado das pressodes arteriais médias e frequéncias cardiacas basais.

Os valores de pressao arterial média e frequéncia cardiaca basal sédo apresentados
na tabela 15. Os resultados da analise de GLM sdo apresentados na tabela 16. A
analise do post hoc da presséao arterial média mostrou diferenca entre o grupo salina
e os grupos CPF + ATR, CPF + 2-PAM e CPF + ATR + 2-PAM. Para a frequéncia
cardiaca a andlise post hoc mostrou diferenca apenas entre o grupo CPF + ATR e
Salina + ATR. A andlise de GLM mostrou efeito na presséo arterial média basal
para o tratamento com CPF e ATR, além de mostrar a interacdo entre 0s
tratamentos com ATR e 2-PAM. Entretanto, o0 GLM n&do mostrou diferenca para o
tratamento com pralidoxima, nem para as demais interagdes (P>0,05 — ver anexo 5).
Para a analise da frequéncia cardiaca basal o GLM mostrou diferenca para o
tratamento com CPF e mostrou interacdo entre os tratamentos com CPF e ATR e
CPF e 2-PAM. Entretanto, 0 GLM ndo mostrou diferenca para os demais tratamentos
e interacdes (P>0,05 — ver anexo 6). Os valores de R? ajustados foram 0,272 e
0,161, respectivamente para PAM e FC.

Tabela 15: Valores de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) basal para os

diferentes grupos de tratamento.

Grupo (n) PAM FC

Salina 9 94 + 2,86 353+7,61

CPF 9 98 + 3,14 330 + 10,02
CPF + ATR 7 107 £ 2,47 * 307 +£1542 #

CPF + 2-PAM 10 106 £ 2,63 * 350 + 10,42
CPF + ATR + 2-PAM 10 106 £ 1,57 * 324 + 14,36
Salina + ATR 7 106 + 2,75 372 +10,63
Salina + 2-PAM 7 96 + 1,41 338 + 13,48
Salina + ATR + 2-PAM 7 99 + 2,50 353 +9,85

Modelo linear geral (GLM) com trés fatores fixos CPF - Clorpirifés; ATR - Atropina; 2-PAM -
Pralidoxima. Post hoc de Bonferroni, *P<0,05 vs salina e # P<0,05 vs salina + ATR.
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Tabela 16: Resultados dos efeitos fixos e interacées que apresentaram significancia estatistica pelas
analises dos modelos lineares gerais (GLM) para pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC), referente as diferentes combinacdes de tratamento com clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e

pralidoxima (2-PAM) no protocolo in vivo.

Variavel Efeito fixo e interacdes
PAM CPF (Z(, 66= 9,788; P= 0,003) ATR (Zw, 6= 10,249; P= 0,002) ATR * 2-PAM (Zq, 66= 6,486; P= 0,014)
FC CPF (Z(1,66= 9,716; P=0,003)  CPF * ATR (Z1, 66= 6,140; P=0,016)  CPF * 2-PAM (Z, 65= 4,557; P=0,037)

4.2.3. Avaliagdo da resposta cardiovascular do quimiorreflexo

As respostas cardiovasculares frente a estimulagdo do quimiorreflexo nos diferentes
grupos sdo apresentas na figura 41. O modelo linear misto mostrou que para a
resposta pressora do quimiorreflexo houve efeito dos tratamentos com CPF e 2-
PAM. O tratamento com CPF levou a um prejuizo da resposta pressora reflexa (F,
s8) = 12,520; P= 0,001), enquanto o tratamento com a pralidoxima foi capaz de
restaurar esse prejuizo nos animais intoxicados (F, ss) = 4,690; P= 0,034). Também
foi observado um padréo de relacdo dose resposta para as diferentes doses de KCN
(Fe, 174= 261,826; P= 0,0001), mas ndo houve interagdo entre os diferentes fatores
fixos (Fs, 162) = 1,086; P= 0,364).

Para a resposta bradicardica do quimiorreflexo, o modelo linear misto ndo mostrou
efeito para os tratamentos isolados com CPF (F(1, sg) = 1,093; P= 0,30), atropina (F,
s8) = 0,022; P= 0,881) ou pralidoxima (F, ssy = 0,151, P= 0,699), mas mostrou
interagéo para os tratamentos com CPF e ATR (F, ssy = 7,33; P= 0,009) e KCN, CPF
e ATR (F, 174y = 3,473; P=0,017) (ver anexo 11 para os demais valores da analise
estatistica). Os animais que foram intoxicados com CPF e receberam tratamento
com atropina apresentaram uma meédia estimada de resposta bradicardica maior do
gue os que nao receberam atropina. Ja entre os animais controle, aqueles que
receberam atropina apresentaram uma média bradicardica menor em relagdo aos
animais que n&o receberam o tratamento com atropina. Os resultados da analise

post hoc da interacdo entre os tratamentos com CPF e atropina sdo apresentados
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na tabela 17, enquanto que para a interacdo entre KCN, CPF e ATR séao

apresentados na tabela 18.

a) _
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Figura 41: Variacdes de presséo arterial média (PAM; Painel a) e frequéncia cardiaca (FC; Painel b)

frente a ativacdo do quimiorreflexo pela administragdo de KCN nas doses de 10, 20, 40 e 80 pg.
Modelo linear misto seguido pelo teste post hoc de Bonferroni para andlise das interagfes. CPF=
Clorpirfés; ATR= Atropina; 2-PAM= Pralidoxima.
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Tabela 17: Andlise post hoc da interacao entre clorpirifés (CPF) e atropina (ATR).

Média estimada Diferenca das

CPF Atropina médias de atropina P
(bpm) ) ~
(sim e nao)
Sim -102,45
Sim -16,69 0,064
Nao -85,76
Sim -91,60
Nao 18,65 0,057
Nao -110,26

Ajuste de Bonferroni.

Tabela 18: Andlise post hoc da interagdo entre as doses de KCN, a intoxicacdo com clorpirifés (CPF)

e o tratamento com atropina (ATR).

Média estimada Diferenca das

CPF Atropina médias de atropina P
(bpm) (sim e nao)

Sim -183,10

Sim -27,86 0,043 *
Nao -155,25
Sim -142,57

Nao 52,48 0,001 **
Nao -195,04

Ajuste de Bonferroni para dose de 80 ug de KCN.

4.1.3. Avaliacdo dos parametros respiratorios basais

Os valores de volume corrente e volume minuto sdo apresentados na tabela 19.
Para o volume corrente basal, 0 modelo generalizado misto ndo mostrou efeitos para
os tratamentos com CPF (F, 57 = 0,095; P= 0,759), atropina (F(, s7) = 0,893; P=
0,349) ou pralidoxima (Fq, 57y = 0,004; P= 0,950), porém apresentou interacdo para
os tratamentos com ATR e pralidoxima (Fq, s7) = 6,360; P= 0,014) (Tabela 20 e

anexo 12 para os demais valores da analise estatistica).

Para o volume minuto basal, o modelo generalizado misto ndo mostrou efeitos para
os tratamentos com CPF (F(, s = 3,800; P= 0,056) e pralidoxima (F, ss) = 0,130; P=
0,719), porém mostrou diferenga para o tratamento com atropina (F, ss) = 6,524; P=

0,013) (ver anexo 14 para os demais valores da andlise estatistica).
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Para a frequéncia respiratoria basal (Figura 42), o modelo das equacfes de
estimacgOes generalizadas (GEE) mostrou diferencas para os tratamentos com CPF
(Wald-X?1y= 6,782; P= 0,009) e ATR (Wald-X?y)= 4,219; P= 0,040), além de mostrar
efeito do tempo (\Nald-XZ(g): 292,861; P= 0,0001) e interacdo entre CPF, ATR 2-
PAM e o tempo (VVaId-X2(37): 191,679; P= 0,0001), porém ndo mostrou diferenca
para o tratamento com 2-PAM (Wald-X*y= 0,768; P= 0,381) nem as demais

interacdes (ver anexo 16).

Tabela 18: Volumes respiratérios corrente (V1) e minuto (Vg) .

Grupos Vo Ve oo
(mL.Kg™) (mL.Kg™~.min™)

Salina 4,8+ 0,29 532,9+42,73

CPF 51+0,51 554,5+ 72,37

CPF + ATR 3,78 £ 0,22 334,76 + 35,99

CPF + 2-PAM 4,33+ 0,24 455,08 + 43,18
CPF + ATR + 2-PAM 3,97 +0,43 348,79 + 51,73
Salina + ATR 3,75+ 0,39 415,51 + 53,38
Salina + 2-PAM 3,68 +0,21 447,90 + 54,42
Salina + ATR + 2-PAM 5,52 +0,65 536,73 £ 56,24

Tabela 20: Analise post hoc da interacdo entre atropina (ATR) e pralidoxima (2-PAM) para o volume
corrente.

o ] Diferenca das
Média estimada

Pralidoxima Atropina médias de atropina P
(bpm) : x
(sim e nao)
. Sim 4,465
Sim 0,520 0,280
Néo 3,945
Sim 3,681 *
Néao -1,151 0,037

N&o 4,833
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Figura 42: Frequéncias respiratdrias basais (fr, cpm) para as diferentes combinacdes de tratamento
com clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-PAM) quantificada 20 segundos antes da
ativacdo do quimiorreflexo com KCN nas doses de 10 pg.

4.1.4. Avaliacao da resposta taquipneica do quimiorreflexo in vivo

As respostas taquipneicas frente a estimulacdo do quimiorreflexo nos diferentes
grupos sao apresentas na figura 43. A analise de GEE mostrou que a intoxicacao
com CPF levou a um prejuizo da resposta taquipneica (Wald-Xz(l): 23,775; P=
0,0001) e que as respostas observadas apresentam uma relacdo dose dependente
para as diferentes doses de KCN (\Nald-Xz(g): 37,785; P=0,0001). Adicionalmente, a
analise demonstrou que a frequéncia respiratoria apresenta uma variacao ao longo
do tempo (Wald-Xz(lg): 2.464,201; P= 0,0001). Observa-se um prejuizo da resposta
taquipneica ao longo do tempo através da diferenca identificada para a interacédo
entre intoxicacdo com CPF e tempo (Wald-XZ(lg): 30,657; P= 0,044). A andlise
também mostrou que a interacdo entre os tratamentos com CPF, ATR e 2-PAM
(Wald-Xz(z)z 7,961; P= 0,019) também foi significativa. O tratamento conjunto com
ATR e 2-PAM foi efetivo em restaurar o prejuizo induzido pela intoxicagdo com CPF.
A média estimada da resposta taquipneica para os animais que foram apenas
intoxicados com CPF foi de 123 cpm enquanto que para 0S animais que nao
receberam nenhum tratamento (salina) foi de 139 cpm. Como podemos observar
nas tabelas 21, 22 e 23, os tratamentos individualizados apenas com ATR ou 2-PAM
ndo foram capazes de restaurar o prejuizo da intoxicagcdo com CPF. Os animais nao

intoxicados que receberam o tratamento com ATR ou 2-PAM apresentaram uma
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tendéncia a maiores respostas taquipneicas em comparacao aos animais que nao
receberam nenhum tratamento (ATR= 146 cpm e 2-PAM= 153 cpm; Tabela 23.
Todavia, nos animais controle que receberam tratamento conjunto com as duas
drogas, essa tendéncia nao foi observada (Tabelas 22 e 23). Os tratamentos com
ATR e/ou 2-PAM foram capazes de restaurar o pico da resposta taquipneica de
animais intoxicados como mostrado pela analise de interacdo entre CPF, ATR, 2-
PAM e tempo (Wald-X2(114): 368,392; P= 0,0001). Demais tratamentos e interacdes
nao foram significativos (ver anexo 14 para os demais valores da analise estatistica).
A andlise post hoc da interagdo dos tratamentos CPF, ATR e 2-PAM séo
apresentados nas tabelas 21, 22 e 23.
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Figura 43: Frequéncias respiratérias (fr, cpm) antes e durante a estimulagdo do quimiorreflexo com KCN para as diferentes combinac¢des de tratamento com
salina, clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-PAM). Doses de KCN: a) 10 pug. b) 20 pg. c¢) 40 pg. d) 80 ug.
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Tabela 21: Andlise post hoc da interacdo entre clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-

PAM) comparando animais intoxicados com animais ndo intoxicados com CPF para as respostas

taquipneicas do quimiorreflexo.

Diferenca das

Média médias de
Atropina Pralidoxima CPF estimada CPE P
(cpm) (sim e néo)
Sim 127,1289
Sim -3,2628 0,631
Nao 130,3917
Sim
Sim 124,9984
Nao -21,4026 0,001 **
Nao 146,4010
Sim 128,5982
Sim -24,5292 0,001 **
Néao 153,1274
N&o
Sim 123,8593
Nao -15,3531 0,011 *
Nao 139,2124

Post hoc de Bonferroni *P<0,05 e **P<0,01

Tabela 22: Analise post hoc da intera¢éo entre clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-

PAM) comparando animais que receberam ATR com animais que ndo receberam ATR para as

respostas taquipneicas do quimiorreflexo.

Média

Diferenca das

CPF Pralidoxima Atropina estimada med|a§ de P
(cpm) gtropma
(sim e ndo)
Sim 127,1289
Sim N0 128,5982 -1,4693 0,769
Sim
N Sim 124,9984
ao
Nao 123,8593 11392 0.848
Sim 130,3917
Sim N&o 153,1274 ~22,7357 0,007
Néo Sim 146,4010
Nao
Nao 139,2124 7,1886 0,268

Post hoc de Bonferroni **P<0,01
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Tabela 23: Andlise post hoc da interacdo entre clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-

PAM) comparando os animais que receberam 2-PAM com animais que ndo receberam 2-PAM para

as respostas taquipneicas do quimiorreflexo.

Diferenca das

Média médias de
CPF Atropina Pralidoxima estimada lidoxi P
(cpm) Pra |d0X|~ma
(sim e nao)
Sim 127,1289
=im Nao 124,9984 2,1305 0,715
Sim
Sim 128,5982
N&o
N&o 123,8593 4,7389 0.357
Sim 130,3917
=im Nao 146,4010 -16,0094 0,029 *
N&o Sim 153,1274
N&o
N&o 139,2124 13,9150 0,072
Post hoc de Bonferroni **P<0,01
4.3. DOSAGENS ENZIMATICAS
4.3.1. Atividades butirilcolinesterase (BuChE) plasmatica e

acetilcolinesterase do tronco encefalico (AChE) na preparacéo tronco cerebral-

coracéao isolado (WHBP)

A figura 44 apresenta os dados das dosagens das atividades da butirilcolinesterase

e acetilcolinesterase na WHBP. As atividades das colinesterases de animais

intoxicados com CPF foram marcantemente reduzidas quando comparadas ao de
animais do grupo controle: BuChe (U= 0,000; P= 0,001) e AChE (tg= 7,481; P=

0,0001).
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Figura 44: Painel a) Atividade da butirilcolinesterase (BUuChE, em plasma) entre os grupos controle
(n= 6) e CPF (Clorpirifés, 30 mg/Kg, n= 7). *** P<0,001 vs controle. teste U de Mann Whitney. Painel
b) Atividade da AChE no tronco encefalico de ratos controle (n= 5) e CPF (Clorpirifés, 30 mg/Kg, n=
5) *** P<(0,001 vs controle. Teste t-Student ndo pareado.

4.3.2. Atividades da Dbutirilcolinesterase @ (BuChE) plasmatica e

acetilcolinesterase do tronco encefalico (AChE) do modelo in vivo

As atividades da BUChE nos diferentes grupos séo apresentas na figura 45. O GEE
mostrou efeito para os tratamentos com CPF (Wald-X2(1)= 26,008; P= 0,0001) e
pralidoxima (Wald-X?y)= 3,979; P= 0,046), efeito do tempo (Wald-X%1)= 56,706; P=
0,0001) e interacdo entre CPF e tempo ONaId-XZ(l): 42,356; P= 0,0001). A
intoxicacdo com CPF levou a uma marcante inibicdo da atividade da BuUChE, a qual
nao foi restaurada pelos diferentes combinacdes de tratamento empregados (ver
anexo 18 para os demais valores da andlise estatistica). A analise do post hoc da

interacdo do tratamento com CPF e tempo € apresentada na tabela 24.
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Figura 45: Atividade da butirilcolinesterase (BuChE, em plasma) antes e apés os tratamentos com as
diferentes combinag¢@es entre clorpirifés (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-PAM). Salina (n= 10),
CPF (n= 13), CPF + ATR (n= 10), CPF + 2-PAM (n= 11), CPF + ATR + 2-PAM (n= 12), Salina + ATR
(n=8), Salina + 2-PAM (n=7), Salina + ATR + 2-PAM (n=7).

Tabela 24: Analise post hoc da interacdo entre CPF e tempo para a andlise da atividade da
butirilcolinesterase.

) ) Diferenca das
Média estimada

CPF Tempo atividades P
(U/L) ]
(antes e depois)
) Antes 182,53

Sim 144,89 0,0001 **
Depois 37,63
Antes 156,23

Nao 16,97 0,401
Depois 139,26

Post Hoc de Bonferroni ** P<0,01

As atividades da AChE nos diferentes grupos de tratamento sao apresentas na
figura 46. O modelo misto generalizado mostrou efeito para a intoxicagcdo com CPF
(Fa, 69) = 99,427, P= 0,0001) e a interagdo entre pralidoxima e atropina (Fq, s9) =
6,108; P= 0,016) (Tabela 25 e anexo 19 para os demais valores da andlise

estatistica).
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Figura 46: Atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE, em tronco encefélico) apds os
tratamentos com as diferentes combinacdes entre clorpirifos (CPF), atropina (ATR) e pralidoxima (2-
PAM). Salina (n=9), CPF (n= 11), CPF + ATR (n= 10), CPF + 2-PAM (n= 10), CPF + ATR + 2-PAM
(n=10), Salina + ATR (n=9), Salina + 2-PAM (n=9), Salina + ATR + 2-PAM (n=9).

Tabela 25: Andlise post hoc da interagdo entre atropina e pralidoxima para a atividade da
acetilcolinesterase.

Média estimada Diferenca das
Pralidoxima Atropina (mmol/h/mg de atividades P
proteina) (antes e depois)
. Sim 3,421
Sim 0,261 0,501
Nao 3,159
Sim 2,920
Nao -1,099 0,038 *
Nao 4,019

Post Hoc de Bonferroni *P<0,05

4.3.3. Atividade da acetilcolinesterase nos punchs de cortes do tronco

encefalico contendo nucleo ambiguo, NTS e RVLM/preBotC.

A atividade da AChE nos principais nuacleos responsaveis pela funcéo
cardiorespiratoria sdo apresentas na figura 47. O modelo misto generalizado

mostrou efeito para o tratamento com CPF (F¢, 17y = 103,763; P= 0,0001) e a
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interagdo entre CPF e os nucleos (F, 34 = 3,360; P= 0,047) (Figura 47. b), (ver
anexo 21 para os demais valores da analise estatistica).
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Bl NTS

6-

E LN
1

N
1

Atividade da AChE
(mmol/h/mg de proteina)

o
1

Salina CPF CPF + 2-PAM

b)

Nicleos

~—— ambiguos
— RVLMpreB&tC
NTS

6,00

5,009

4,00

3,004

Média AChE

2,004

1,004

0,00 T T
nao sim

CPF

Figura 47: Painel a) Atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) nos punchs contendo os
principais nudcleos cardiorespiratérios ap6s os tratamentos combinados entre clorpirifés (CPF) e
pralidoxima (2-PAM). Salina (n= 6), CPF (n=7), CPF + 2-PAM(n= 10), CPF + 2-PAM (n= 7). Painel b)
Representacdo grafica mostrando a interacdo entre o fator tratamento com CPF e os punchs
contendo os nulcleos responsaveis pelas respostas cardiorespiratorias.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, nés mostramos que a exposicdo aguda ao CPF em grau
comercial (Lorsban 480 BR®) levou a um prejuizo da resposta do quimiorreflexo
tanto no modelo in vitro, quanto no modelo in vivo. Ainda no modelo in vitro, o
barorreflexo mostrou alteracdo no percentual de inibicdo da atividade simpatica
frente a ativacdo com fenilefrina e tendéncia a uma menor resposta reflexa. Os
achados dos parametros respiratorios basais e apds ativagcdo do quimiorreflexo
foram controversos entre os modelos in vitro e in vivo. Todos os resultados foram
associados com uma marcante inibicdo das enzimas butirilcolinesterase plasmatica
e acetilcolinesterase cerebral em ambos os modelos. Essas inibicbes vieram
acompanhadas, ainda, das manifestacdes dos principais sinais de intoxicacdo

aguda.

Em nosso estudo, os animais receberam uma dose subletal alta do clorpirifos (30
mg/Kg). O objetivo dessa dose foi o de simular as condicbes reais de uma
intoxicagdo aguda macica por organofosforados, que normalmente ocorre atraves de
tentativas de suicidio por agricultores, e que por muitas vezes acabam por
sobreviver a crise colinérgica aguda (BOCHNER, 2007; JEYARATNAM, 1990;
LONDON et al., 2005).

Hung e colaboradores (2015) mostraram em seu estudo a relacdo entre os
inseticidas organofosforados e doencas cardiovasculares (CVD). Eles relataram que
a presenca de comorbidades como diabetes, hipertensdo e hiperlipidemia foram
mais comuns em pacientes intoxicados por organofosforados. Eles também
relataram que estes pacientes tiveram maiores incidéncias nas taxas de arritmias e
doencas coronarianas. Os autores discutiram que essas alteracbes poderiam ser
causadas pela diminuicdo da paraoxonase (PON1) que favoreceria o inicio da
aterogénese. Os nossos resultados juntamente com os resultados de Cunha (2014)
e Maretto e colaboradores (2012) trazem uma nova abordagem acerca dos
mecanismos sobre os quais 0s organofosforados podem levar os pacientes a
apresentar maiores incidéncias de pelo menos uma dessas comorbidades, a
hipertensdo. Os prejuizos nas respostas reflexas, tanto do barorreflexo quanto do

quimiorreflexo sdo conhecidos como importantes fatores que podem levar a
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hipertensdo e esta, por sua vez, é relacionada com a presenca de doencas
cardiacas mais graves, como doencas coronarias, insuficiéncia cardiaca congestiva,
derrame e doencas renais (FERNANDEZ et al., 2015; GUYENET, 2006;
HERMANSEN, 2000; KARA; NARKIEWICZ; SOMERS, 2003; NARKIEWICZ et al.,
1999; PERSSON, 2005; ROSENTHAL,; ALTER, 2012).

Embora nossos resultados no modelo in vitro para o barorreflexo ndo tenham
reproduzidos igualmente os achados de Cunha (2014) quanto aos ganhos
bradicardico e simpético, observa-se uma clara tendéncia em apresentar respostas
reflexas menores tanto para a bradicardia maxima quanto para a inibicdo da
atividade simpética. A diferenca encontrada entre os estudos in vivo de Cunha e os
nossos, tanto para o ganho simpético quanto para o ganho bradicéardico, pode ser
devido as diferentes formas de estimativa do ganho empregada nos dois estudos.
Em nosso célculo, a razao entre o percentual de inibicdo da atividade simpética ou a
bradicardia maxima sdo expressos em funcdo da resposta pressora, extraida da
alteracdo na pressao de perfusdo, o que nao retrata exatamente o que € observado

em funcéo da presséao arterial no modelo in vivo.

Ainda sobre os resultados in vitro, estes ndo apontam para uma possivel
contribuicdo do acoplamento simpato-respiratério no desenvolvimento de
hipertensdo neurogénica pods intoxicacdo por organofosforados. Entretanto, em
nosso protocolo o nervo simpatico abnominal ndo foi registrado, impossibilitando a
avaliacdo do padrao de disparo simpético na fase E2 do ciclo respiratorio (SOUZA et
al., 2016; ZOCCAL; PATON; MACHADO, 2009). Quando comparados os modelos in
vitro e in vivo quanto aos parametros basais, resultados controversos foram
achados. No protocolo da WHBP, alteracbes nos parametros da amplitude de
disparo do nervo frénico foram evidenciados; estes, por sua vez, indicam um
prejuizo na capacidade inspiratéria (GOLDER et al., 2011). Esses achados nao
corroboraram com 0os do modelo in vivo, onde o CPF né&o levou a prejuizos no
volume corrente e no volume minuto dos ratos intoxicados. Além disso, enquanto no
modelo in vivo foi observada uma menor frequéncia respiratéria para os ratos que
foram intoxicados com CPF, o mesmo néo foi observado em relacdo a frequéncia de
disparo do nervo frénico. Esses resultados controversos se repetem ainda para a

resposta taquipneica apos ativacdo do quimiorreflexo, no qual um prejuizo da
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resposta reflexa foi observado para frequéncia respiratéria € o0 mesmo nao foi
observado para a WHBP. Apesar disso, nossos resultados in vitro apontam para a
mesma direcdo do trabalho de Klein-Rodewald e colaboradores (2011). Neste
estudo os autores observaram que apos administracdo do crotylsarin na WHBP
houve aumento dos tempos de inspiracdo, expiragdo e do tempo total, além de
diminuicdo da amplitude do nervo frénico, que seriam restaurados ap0s o periodo de
1h. Apesar dos nossos resultados ndo apresentarem diferencas significativas para
os demais parametros que ndo a amplitude, ainda assim € possivel observar uma
tendéncia de alteragdo dos demais parametros avaliados seguindo 0 mesmo
sentido. Isso indicaria que no curso da intoxicagdo aguda, 0s animais tiveram esses
mesmo parametros alterados, mas apds 24h eles ja teriam se recuperados. Esses
achados parecem estar de acordo com o relato de Adams et al. (1976) em que
cobaias expostos ao sarin e soman, que apresentaram insuficiéncia respiratoria,
apos um periodo de tempo tiveram suas funcdes respiratérias restauradas, e assim
como no nosso trabalho, essa restauracdo foi independente de uma restauracao da

atividade da AChE no tronco encefalico.

Vérias possibilidades podem ser levantadas para justificar essa discrepancia nos
resultados dos dois modelos. Precisamos lembrar que na WHBP o0s animais estao
descerebrados, além das aferéncias periféricas estarem comprometidas. Portanto,
duas das trés aferéncias para o centro de controle do padrdo respiratério estéo
inviabilizadas nesse modelo. Podemos observar esse efeito sobre o padréao
respiratério quando comparamos que em um animal acordado ndo anestesiado, a
frequéncia respiratéria se apresenta em uma faixa de 100-120 ciclos por minuto
(cpm), enquanto que a frequéncia de disparo do nervo frénico na WHBP é em torno
de 17-20 disparos por minuto (Bursts per minute - bpm) e essa diferenca intrinseca
entre os dois modelos poderia ser suficiente para mascarar possiveis alteracdes
sobre parametros respiratorios, assim como, no caso da resposta taquipneica do

guimiorreflexo.

Diversos estudos tem mostrado que o sistema colinérgico é capaz de modular
diretamente o0s centros responsaveis pela geracdo do ritmo respiratorio,

principalmente o complexo pré-Boétzinger (preBotC), que € considerado o
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responsavel pela geracdo da fase de inspiracdo do ciclo respiratorio (RICHTER;
SPYER, 2001; SHAO; FELDMAN, 2005). Estudos tem mostrado a presenca tanto de
receptores muscarinicos quanto nicotinicos no preBo6tC; particularmente os
receptores muscarinicos do subtipo M3 e nicotinicos do subtipo a42 nAChRs
parecem ser importantes para a geracdo de um efeito estimulatorio sobre os
neurdnios ritmogénicos, os quais levam a um aumento da frequéncia respiratéria
(LAI et al., 2001; SHAO et al., 2008; SHAO; FELDMAN, 2000, 2002). Apesar de
ambos o0s receptores serem capazes de exercer fungbes sobre os centros
respiratérios, os receptores muscarinicos parecem ter maior importancia clinica para
a ocorréncia da insuficiéncia respiratéria em pacientes intoxicados agudamente por
OF’s (JAYAWARDANE et al., 2012).

O papel do aumento da quantidade de acetilcolina no tronco encefalico sobre a
geracdo do ritmo respiratério tem se mostrado muito mais complexo. Caso esse
aumento ocorra dentro de uma faixa fisiolégica normal, a acetilcolina parece ter um
efeito estimulador dos parametros respiratérios (SHAO; FELDMAN, 2005), ao passo
gue em grandes quantidades, como no caso das intoxicacdes por OFs, isso levaria a
um prejuizo da funcéo desse sistema (CAREY; DUNN; GASPARI, 2013; GASPARI,
PAYDARFAR, 2007, 2011). Esse efeito dual poderia explicar o fato do tratamento
com atropina ter apresentado efeito sobre esses parametros respiratorios no sentido
de reduzir esses valores. Por outro lado, o0s registros respiratérios com
pletismografia de corpo inteiro apresentam grande variabilidade inter-individuos, o
gue pode constituir uma limitacdo do modelo e levar a uma interpretacdo dubia dos

resultados.

A andlise dos valores basais de PAM e FC dos diferentes grupos de estudo
identificou efeito estatisticamente significante para os tratamentos com as drogas,
assim como interacdes. Entretanto, para todos os grupos, os valores meédios se
apresentavam dentro da faixa de normalidade para a espécie e os GLMs
apresentaram valores de R? ajustados abaixo de 0,3. Isso seria um indicio de que
talvez o0 modelo ndo expliqgue muito bem a variabilidade dos dados. Contudo, todos

esses resultados basais levam a indicios que 24h apds o tratamento com 0s
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antidotos no modelo in vivo, a atropina ainda se encontraria de forma residual no

sangue dos animais.

Na avaliacdo das respostas do quimiorreflexo, observamos que a intoxicacdo aguda
com o CPF levou a um prejuizo das respostas quando comparado com 0S grupos
controles em ambos os modelos. Esses dados estdo de acordo com o estudo de
Cunha (2014) e Maretto et al (2012), em que prejuizos das respostas reflexas foram
observados frente a intoxicacdo aguda com clorpirifés e o metamidofés. Varios
autores tentaram estabelecer preditores de mortalidade para intoxicagdo aguda por
organofosforados. E consenso de que apesar de pacientes receberem cuidados
intensivos, como suporte ventilatério, lavagem gastrica e até a terapia padrdo com
0s antidotos atropina e pralidoxima, a mortalidade ainda € alta para esses grupos de
individuos. A taxa de mortalidade em unidade de tratamento intensivo gira em torno
de 10 — 50% mesmo com ventilagdo mecanica (BANDAY et al., 2015; MUNIDASA et
al., 2004; TANG et al., 2016). Munidasa e colaboradores (2004) relataram que a taxa
de mortalidade entre os pacientes estudados foi de 50%, mesmo com ventilacao
mecanica e suplementagdo com oxigénio. Os autores sugeriram que o principal
contribuinte para mortalidade de pacientes, quando a insuficiéncia respiratéria esta
controlada por ventilacdo mecénica, seria um prejuizo global da funcdo do miocardio
juntamente com efeitos cardiacos diretos dos OFs. Nossos dados corroboram com
esses relatos, ja que os reflexos neurais da funcéo cardiovascular sdo importantes

para o funcionamento adequado do coragéo e para manter a pressao arterial.

O prejuizo da resposta do quimiorreflexo parece exercer um papel importante no
prognéstico do paciente na crise colinérgica aguda. Bird e colaboradores (2003)
mostraram em seu trabalho que a apneia induzida por organofosforados é
centralmente mediada. Ja Gaspari e Paydarfar (2007, 2012) relataram que né&o
foram capazes de prevenir a mortalidade de ratos que receberam um dose letal de
diclorvés com ventilacdo mecéanica. Segundo o0s autores, a ventilagdo com
suplementacdo mecanica normoxica foi ineficiente em manter a saturacdo de
oxigénio no sangue levando os animais a serem hipoxicos. Ainda de acordo com 0s
autores, a maioria dos animais ventilados exibiram sinais de prejuizo da troca
gasosa devido o aumento da secrecOes fluidas nos pulmdes e traqueia. Entretanto,

conforme estes animais continuavam a piorar suas fungdes respiratorias, nenhum
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parametro cardiovascular (pressao arterial e frequéncia cardiaca) mudou em relagcéo
ao seu plano basal, nem mesmo no momento da apneia. Esses dados sao um forte
sugestivo de que as respostas do quimiorreflexo estdo provavelmente prejudicadas
nesses animais, o que corrobora com 0s nossos achados. Os autores também
discutiram que “o ritmo respiratorio pode ser recuperado durante o suporte
ventilatério ap6s apneia central induzida por organofosforados, porém apenas em
animais que nao estavam hipoxicos no momento da apneia”. Eles associaram essa
falta de recuperacdo pdés-apneia com uma depressao respiratoria induzida pela
hipoxia. Nessa linha, é discutido que “a hipéxia profunda é capaz de causar uma
profunda depresséo respiratéria em animais sem uma sinalizagéo aferente intacta do
corpusculo carotideo” apud Watt (1943). Nossos resultados suportam essa hipoétese,
ja que no modelo in vivo o tratamento com pralidoxima foi capaz de restaurar, ou no
minimo atenuar, 0s prejuizos das respostas pressoras e taquipneicas do
quimiorreflexo. Entretanto, as enzimas AChE cerebral do tronco encefalico e dos
punchs, em especial, dos nucleos RVLM/preBoTC permaneciam inibidas. Deste
modo, o efeito exercido pelo tratamento com pralidoxima néo parece ser devido a

reativacado das AChEs cerebrais.

Com uma inibicdo enzimatica semelhante para todos os grupos de tratamento e
juntando ao fato da pralidoxima ter passagem limitada sobre a barreira
hematoencefalica, nossa hipbétese € de que o prejuizo das respostas pressoras e
taquipneicas sao totalmente, ou pelo menos em parte, causados pelo CPF através
de alteragBes na aferéncia quimorreceptiva nos corpusculos carotideos. Como a
atropina foi incapaz de reverter o prejuizo da resposta pressora, € possivel que a
exacerbacdo colinérgica esteja levando a uma dessensibilizacdo dos receptores
nicotinicos presentes no corpusculo carotideo. Todavia, ndo € possivel descartar
gue os efeitos sejam centrais e que outros nucleos, que ndo RVLM e pré-Botzinger,
sejam 0s responsaveis pelos prejuizos das respostas pressoras e taquipneicas. De
fato, Gaspari e Paydarfar (2011) mostraram em seu estudo que o complexo pré-
Botzinger parece ndo ser o sitio toxico no bulbo ventral responsavel pela apnea

central induzida por diclorvos.

O prejuizo da resposta do quimiorreflexo provavelmente exerce um papel importante

na mortalidade causada por organofosforados, tanto na crise colinérgica aguda
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quanto na sindrome intermediaria. Na crise colinérgica aguda, as secrecdes
pulmonares iriam levar a um prejuizo nas trocas gasosas nos pulmdes, juntamente
da apneia central, levando para uma situacdo de hipoxia, na qual o quimiorreflexo
ndo é capaz de responder de forma apropriada, tanto agudamente quanto
tardiamente. Adicionado a tudo isso, temos ainda os resultados envolvendo o padréo
de disparo do nervo laringeo recorrente. Nele foi observado uma diminuicdo na
amplitude do post-l do RLN, que controla a contracdo dos musculos adutores da
glote durante o periodo pés-inspiratério. Sem o fechamento adequado das vias
aéreas superiores para retencdo do ar inalado, este sai muito rapidamente dos
pulmbes prejudicando as trocas gasosas e ainda podendo favorecer o colapso
alveolar (PATON; DUTSCHMANN, 2002; PATON; NOLAN, 2000). Esse achado
pode ser de importancia clinica quando pensamos na sindrome intermediaria, em
que ocorre uma insuficiéncia respiratéria progressiva e quando ndo estdo presentes

0s sintomas, como acumulo de secrecgdes.

A efetividade dos tratamentos com atropina e pralidoxima foram alcancados quando
se observa os resultados da toxicidade aguda. Para as trés manifestacdes, ataxia,
tremor e sialorreia, foram observados efeitos para os tratamentos com ATR e 2-PAM
atenuando os efeitos da intoxicagcdo por CPF. Para alguns sinais os tratamentos
foram mais efetivos que para outros ou até mais rapidos. E o caso da ataxia, que
apesar de atenuar os efeitos dos tratamentos com atropina, pralidoxima ou ambos,
nao foram téo efetivos quando comparados, por exemplo, com a sialorreia. Como a
categoria de referéncia para analise de regressao logistica ordinal foi a intensidade
ausente, a interpretacdo dos dados através do valor de B ou da OR se encontra
invertida para o que normalmente se observa para esse tipo de analise. Portanto,
agueles tratamentos que obtiveram valores de 3 negativos, estes indicavam que o
tratamento com aquela droga € mais provavel de possuir probabilidades
acumulativas de apresentar intensidades maiores, como é o caso do tratamento com
CPF. Enquanto que aqueles que apresentavam valores de B positivos, eram mais
provaveis de possuir probabilidades acumulativas de intensidades menores, como

0s tratamentos com ATR e 2-PAM.

Como comentado previamente, os valores basais dos parametros cardiovasculares

e respiratérios levam a crer que 24h apos o tratamento com ATR este ainda se
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encontra em certa quantidade no sangue dos animais. Isso & sustentado pelas
respostas taquipneicas aumentadas e bradicardicas atenuados no quimiorreflexo,
dos animais que receberam salina e atropina ou salina atropina e pralidoxima. O
tempo de meia vida da atropina é de 2-4h em humanos (STEINRITZ et al., 2011).
Entretanto, Leusch e colaboradores (2001) mostram que tiotropium e ipratropium
apresentam um tempo de meia vida muito maior em ratos, mesmo apresentando
estruturas relacionadas com a atropina. Apesar da atropina apresentar uma rapida
eliminacdo para as primeiras horas, esta pode apresentar uma prolongacédo de sua
excrecdo que sO alcancaria um total de 95% de eliminacdo apds 60 horas em
camundongos (EMEA, 1998). Vale lembrar que a dose empregada em nosso estudo
foi muito maior que dose normalmente administrada, o que poderia acarretar em um
certo efeito residual da atropina. Em estudos experimentais avaliando a contribuicdo
do componente parassimpatico sobre respostas autondmicas, a dose de atropina
empregada para bloqueio vagal é de 1 mg/kg (KARLEN-AMARANTE et al., 2012). A
dose de atropina utilizada em nosso estudo foi uma dose mais elevada (10 mg/kg),
seguindo o estudo de KOSE e colaboradores (2009). Na clinica, o tratamento padréao
emprega o uso de altas doses até que se obtenha uma melhora dos sintomas. No
ambito experimental seria dificil adotar um protocolo exatamente igual ao adotado na
clinica baseado nos sinais. Sendo assim, adotamos como Kose, uma maior dose, de

forma a manter os efeitos deste farmaco por mais tempo.

Outra possibilidade que nd&o pode ser descartada se refere aos efeitos da
intoxicacdo sobre os sistemas colinérgicos ndo-neuroniais (SCNN), principalmente o
cardiaco. O SCNN presente nos cardiomiocitos, dentre varias fungdes fisioldgicas,
parece atuar como uma forma de amplificacdo do sinal gerado através da ativacao
parassimpatica (KAKINUMA et al, 2012; ROCHA-RESENDE et al., 2012;
WESSLER; KIRKPATRICK, 2008). E relatado na literatura que a acdo agonista da
ACh liberada pelas fibras parassimpaticas sdo capazes de induzir a liberacdo
vesicular da ACh armazenada nos cardiomiécitos, além da sintese e expressdo de
proteinas e enzimas necessarias para uma maior producdo dessa molécula. No
caso de intoxicagao por compostos OF’s em que se apresenta um grande aumento
da quantidade de ACh, essa poderia através de mecanismos de feedback negativo,
dessensibilizacdo ou até mesmo de internalizagdo membranar de receptores

colinérgicos, levar a uma resposta bradicardica menor. Pensando que em niveis
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fisiologicos existe esse equilibrio da estimulacdo quantal de ACh pelo SNP sobre a
sintese e liberacdo de ACh pelo o SCNN por parte dos cardiomidcitos, € possivel
que a atropina em grande quantidades, como é no nosso protocolo, seja capaz de
bloquear esse estimulo levando a uma deplecdo das quantidades de ACh vesicular
desse sistema n&o-neuronal (LEWARTOWSKI; MACKIEWICZ, 2015). Frente a
estimulacdo do quimiorreflexo pela administracdo de KCN, os animais Salina + ATR
ou Salina + ATR + 2-PAM apresentariam uma resposta bradicardica também menor
devido a essa diminuicdo das quantidade de ACh vesicular. Entretanto, sem sermos
capazes de quantificar os conteudos intracelulares de ACh qualquer afirmagédo é

meramente especulativa.

Quando avaliamos os efeitos exercidos pelos antidotos ATR e 2-PAM sobre as
respostas de ativagdo do quimiorreflexo, podemos observar um efeito diferenciado
sobre cada componente. Enquanto o tratamento com a 2-PAM exerce um efeito
mais restaurador do prejuizo observado sobre a resposta pressora do
guimiorreflexo, em animais intoxicados com CPF o tratamento com atropina parece
exercer um efeito mais proeminente de restauracdo do prejuizo da resposta
bradicardica. Ambos tratamentos parecem exercer um efeito protetor sobre a
resposta taquipneica. Como previamente comentado, existe muita controvérsia
guanto ao uso da pralidoxima e sua efetividade no tratamento, pelo fato de alguns
ensaios indicarem gque esses compostos podem ndo beneficiar alguns pacientes
(BUCKLEY et al., 2011; PETER; MORAN; GRAHAM, 2006; RAHIMI; NIKFAR;
ABDOLLAHI, 2006). No que tange ao tratamento com 2-PAM e as respostas
cardiorrespiratérias do quimiorreflexo, nossos resultados sugerem que a pralidoxima
seria recomentada para o0s casos de intoxicagdo com CPF, ainda que a devida
precaucdo em relacdo a essa afirmativa deva ser considerada uma vez que a
translacionalidade dos resultados de um modelo animal para a clinica nem sempre

se mostram exatas.

Em nosso trabalho, n6s ndo buscamos estudar os mecanismos pelos quais o CPF
leva as alteragbes observadas sobre o sistema cardiorespiratério nem como 0s
antidotos de fato levam aos seus efeitos benéficos. Entretanto, em nosso estudo,

pistas podem apontar para algumas direcdes. Os resultados dos bloqueios simpatico
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e parassimpatico na WHBP mostram que no tempo de 24h apds a intoxicacdo por
CPF, apenas o sistema parassimpatico ainda se apresentava exacerbado através do
resultado das secc¢des dos nervos vagos. Apesar de ndo ter apresentado diferenca
estatistica, o bloqueio do simpatico cardiaco através da administracdo do atenolol
mostrou uma tendéncia a estar aumentado nos animais intoxicados. Um resultado
controverso foi observado para administragédo do hexametonio. O resultado sobre a
resposta pressora ap0s administracdo do hexametdénio mostrou um aumento em
relacdo aos animais controle. Entretanto, ndo conseguimos encontrar uma
explicacdo fisiolégica para esse evento, jA que os bloqueios com atenolol e
hexametonio deveriam levar direta ou indiretamente a uma queda da pressédo. Em
nosso protocolo, o bloqueio com hexametdnio era sempre precedido do bloqueio
com atenolol. O efeito do atenolol em receptores Bl levou a uma queda da
frequéncia cardiaca, com queda secundéria da pressao de perfusado, aliado a uma
inibicdo da atividade simpatica. Em contrapartida, o bloqueio com hexamet6nio
também promove uma inibicdo da atividade simpatica pelo blogueio ganglionar, o
gue deveria promover uma queda da pressao de perfusdo, pela reducdo da
resisténcia vascular periférica. Esse efeito sobre a pressao de perfusdo néo foi
observado em animais controle e em animais intoxicados, apenas um discreto
aumento foi observado. E possivel assim que a ordem dos blogueios estabelecidos
tenha influenciado nos resultados encontrados. Adicionalmente, para uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos ainda se faz necessario a execucao do
protocolo de tratamento in vivo com os antidotos atropina e pralidoxima na WHBP, o

gue poderia auxiliar na interpretacao dos resultados.

Nossa hipotese inicial de que os resultados do quimiorreflexo e do barorreflexo
seriam reproduzidos na WHBP foi comprovada por nossos experimentos. J4 a nossa
hipétese de que os tratamentos com ATR e 2-PAM nao seriam capazes de reverter
os efeitos do CPF sobre esses reflexos foi refutada. Entretanto, nossos resultados
nao refutam a hipotese de que o quimiorreflexo pode ser um fator de maior
importancia para mortalidade clinica. Como previamente discutido, a pralidoxima tem
sido caso de debate na comunidade cientifica quanto a eficacia de seu uso. O fato é
gue existe uma grande variabilidade de resposta clinica, quanto a toxicidade e

eficacia da pralidoxima para os diferentes tipos de organofosforados. Todavia, o
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CPF parece apresentar uma melhor resposta clinica ao tratamento com 2-PAM
(EDDLESTON et al., 2005). Autores tém ligado essas diferencas de toxicidade e
respostas a 2-PAM aos tempos de envelhecimento enzimatico dos diferentes
compostos OFs. Porém, nem sempre essa relacdo entre atividade enzimatica e
quadro clinico se mostra verdadeira (EDDLESTON et al., 2005). O nosso trabalho
vem no sentido de complementar essas informagdes, mostrando que mesmo em
uma dose ineficaz para restaurar as atividades enzimaticas, haja visto que 24h apos
os tratamentos tanto a BuChE plasmatica quanto as AChEs cerebrais se
encontravam inibidas, o tratamento com pralidoxima foi capaz de restaurar ou
atenuar os efeitos sobre as respostas do quimiorreflexo, que se encontravam
prejudicadas pela intoxicacdo com CPF. Com isso, € possivel que essas respostas
clinicas variadas ao uso de 2-PAM, possam também perspassar pela sua
capacidade de restaurar ou ndo as respostas quimiorreflexas para os diferentes
compostos OFs. Para se comprovar essa nova hipotese € necessario submeter ao
mesmo protocolo in vivo um composto OF que sabidamente apresente uma resposta

clinica inferior a pralidoxima, como é o caso do dimetoato.

Com isso nds concluimos que apesar de toda controvérsia acerca do uso clinico da
pralidoxima, esta é indicada para os protocolos de tratamento nos casos de
intoxicag&o por clorpirifés, adicionando-se as devidas ressalvas pelo fato de se tratar

de um estudo experimental.
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6. CONCLUSAO

As alteracBes provocadas pela exposicdo ao composto organofosforado clorpirifos
sobre a atividade dos reflexos neurais: barorreflexo e quimiorreflexo, podem exercer
um papel importante na maior incidéncia de doencas cardiovasculares de pacientes
intoxicados. Os prejuizos da resposta reflexa do quimiorreflexo provavelmente
exerce papel importante na mortalidade associada a hipoxia de pacientes
intoxicados por organofosforados, tanto na crise colinérgica aguda quanto na
sindrome intermediaria. Além disso, as alteracdes sobre o padréo de disparo da fase
pés-inspiratéria do nervo laringeo recorrente podem também contribuir para a

geracado do estado de hipoxia em paciente na fase intermediaria.

Contradizendo nossa hipétese inicial, os tratamentos com 2-PAM e ATR foram
capazes de atenuar ou reverter 0s prejuizos induzidos pela intoxicacdo com CPF.
Como a pralidoxima foi capaz de reverter os prejuizos das respostas pressora e
taquipneica do quimiorreflexo, porém nédo foi capaz de reativar a atividade das
enzimas AChE no tronco encefalico nem nos principais nucleos do controle da
funcdo cardiorespiratdria, nds acreditamos que os efeitos do CPF sobre a atividade

do quimiorreflexo sejam preferencialmente periféricos.
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ANnexo
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Anexo 1: QQ-Plot para analise de residuos do modelo linear misto para resposta pressora frente
ativacdo do quimiorreflexo na WHBP.
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Anexo 2: QQ-Plot para analise de residuos do modelo linear misto para % de simpatoexcitacéo
frente ativacdo do quimiorreflexo na WHBP.
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Anexo 3: QQ-Plot para anélise de residuos do modelo misto generalizado para a taxa de disparo do

nervo frénico frente ativacdo do quimiorreflexo na WHBP.



Grafico Q-Q Normal de Residuais

204

Valor Normal Esperado
i

-207

Anexo 4: QQ-Plot para analise de residuos do modelo linear misto para a resposta bradicardica

frente a ativagcdo do quimiorreflexo na WHBP.
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Testes de efeitos entre assuntos
Variavel dependente: PAM BASAL, R Quadrado = 0,351 (R Quadrado Ajustado = 0,272).

Valor observado

20 30

Tipo Il Soma Quadrado
Origem dos Quadrados df Médio Z Sig.
Modelo corrigido 1655,059° 7 236,437 4,475 0,000
Interceptacéo 669646,700 1 669646,700| 12673,191 0,000
CPF 517,206 1 517,206 9,788 0,003
ATR 541,531 1 541,531 10,249 0,002
Pralidoxima 6,346 1 6,346 0,120 0,730
CPF * ATR 24,148 1 24,148 0,457 0,502
CPF * Pralidoxima 162,361 1 162,361 3,073 0,085
ATR * Pralidoxima 342,725 1 342,725 6,486 0,014
CPF * ATR * Pralidoxima 0,418 1 0,418 0,008 0,929
Erro 3064,698 58 52,840
Total 692200,000 66
Total corrigido 4719,758 65

Anexo 5: Tabela de efeitos gerado pelo modelo linear geral (GLM) para pressdes arteriais

médias basais no experimento in vivo.
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Testes de efeitos entre assuntos
Variavel dependente: FC BASAL, R Quadrado = 0,251 (R Quadrado Ajustado = 0,161).

Tipo Ill Soma Quadrado
Origem dos Quadrados gl Médio Z Sig.
Modelo corrigido 22076,677% 7 3153,811 2,777 0,015
Interceptagéo 7509726,944 1 7509726,944 6612,902 0,000
CPF 11033,473 1 11033,473 9,716 0,003
ATR 245,464 1 245,464 0,216 0,644
Pralidoxima 11,129 1 11,129 0,010 0,921
CPF * ATR 6972,587 1 6972,587 6,140 0,016
CPF * Pralidoxima 5174,655 1 5174,655 4,557 0,037
ATR * Pralidoxima 71,199 1 71,199 0,063 0,803
CPF * ATR * Pralidoxima 4,292 1 4,292 0,004 0,951
Erro 65865,808 58 1135,617
Total 7769310,000 66
Total corrigido 87942,485 65

Anexo 6: Tabela de efeitos gerado pelo modelo linear geral (GLM) para frequéncias cardiacas

basais no experimento in vivo.
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Anexo 7: QQ-Plot para anélise de residuos do modelo linear geral (GLM) das pressdes arteriais
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médias basais no experimento in vivo.
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Anexo 8: QQ-Plot para analise de residuos do modelo linear geral (GLM) das frequéncias cardiacas

basais no experimento in vivo.
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Anexo 9: QQ-Plot para anélise de residuos do modelo linear misto da resposta pressora do

guimiorreflexo no experimento in vivo. A analise mostra a ndo normalidade dos residuos.
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Anexo 10: QQ-Plot para andlise de residuos do modelo linear misto da resposta bradicardica do

guimiorreflexo no experimento in vivo.
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Variavel Dependente: AFC Testes tipo Il de efeitos fixos?®

Denominador
Origem Numerador gl gl Z Sig.

Interceptacéao 1 0,000 1727,588 1,000
KCN 3 174 302,118 0,0001
CPF 1 58 1,093 0,300
Atropina 1 58 0,022 0,881
Pralidoxima 1 58 0,151 0,699
KCN * CPF 3 174 1,467 0,225
KCN * Atropina 3 174 1,054 0,370
KCN * Pralidoxima 3 174 1,785 0,152
CPF * Atropina 1 58,000 7,330 0,009
CPF * Pralidoxima 1 58,000 1,535 0,220
Atropina * Pralidoxima 1 58 0,313 0,578
KCN * CPF * Atropina 3 174 3,473 0,017
KCN * CPF * Pralidoxima 3 174 0,532 0,661
KCN * Atropina *

L 3 174 1,171 0,322
Pralidoxima
CPF * Atropina *

o 1 58,000 0,331 0,568
Pralidoxima
KCN * CPF * Atropina *

L 3 174 1,239 0,297
Pralidoxima

Anexo 11: Tabela de efeitos fixos gerado pelo modelo linear misto para a resposta bradicardica

frequéncias do quimiorreflexo no experimento in vivo.

Variavel Dependente: V; Testes tipo Il de efeitos fixos?®

Origem F gl gl Sig.

Modelo corrigido 1,798 7 57 0,105
CPF 0,095 1 57 0,759
ATR 0,893 1 57 0,349
Pralidoxima 0,004 1 57 0,950
CPF * ATR 2,749 1 57 0,103
CPF * Pralidoxima 0,682 1 57 0,412
ATR * Pralidoxima 6,360 1 57 0,014
CPF * ATR * Pralidoxima 2,356 1 57 0,130

Anexo 12: Tabela de efeitos fixos gerado pelo modelo misto generalizado para o volume corrente

basal no experimento in vivo.
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Anexo 13: QQ-Plot para andlise de residuos do modelo misto generalizado do volume corrente no
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Anexo 14: Tabela de efeitos fixos gerado pelo modelo misto generalizado para o volume minuto

Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Residuo de Pearson
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Variavel Dependente: Vg Testes tipo Ill de efeitos fixos®

Origem F gl gl Sig.

Modelo corrigido 2,813 7 58 0,014
CPF 3,800 1 58 0,056
ATR 6,524 1 58 0,013
Pralidoxima 0,130 1 58 0,719
CPF * ATR 3,519 1 58 0,066
CPF * Pralidoxima 0,395 1 58 0,532
ATR * Pralidoxima 3,621 1 58 0,062
CPF * ATR * Pralidoxima 0,811 1 58 0,372

basal no experimento in vivo.
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Anexo 15: QQ-Plot para andlise de residuos do modelo misto generalizado do volume minuto no
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Variavel Dependente: fR Testes de efeitos de modelo

154

) Tipo Il
Origem
wald-X gl P
(Intercept) 36901,265 1 0,0001
CPF 6,782 1 0,009
ATR 4,219 1 0,040
PAM 0,768 1 0,381
Tempo 292,861 9 0,0001
CPF * ATR 0,190 1 0,663
CPF * PAM 0,130 1 0,719
CPF * Tempo 8,554 9 0,479
ATR * PAM 0,011 1 0,918
ATR * Tempo 8,452 9 0,489
PAM * Tempo 13,563 9 0,139
CPE * ATR * PAM * Tempo 191,679 37 0,0001

Anexo 16: Tabela de efeitos gerado pelo modelo linear generalizado para a frequéncia respiratéria

basal no experimento in vivo.

Variavel Dependente: fR Tests of Model Effects

Tipo lll
Origem

Wald-X gl P
(Intercept) 161822,760 1 0,0001
CPF 23,775 1 0,0001
ATR 1,340 1 0,247
PAM 0,121 1 0,728
KCN 37,785 3 0,0001
Tempo 2464,201 19 0,0001
CPF * ATR 1,231 1 0,267
CPF * PAM 0,593 0,441
CPF * Tempo 30,657 19 0,044
CPF * ATR * PAM 7,961 2 0,019
CPF * ATR * PAM * KCN 17,106 21 0,705
CPF* ATR * PAM *

368,392 114 0,0001
Tempo

resposta taquipneica do quimiorreflexo no experimento in vivo.

Anexo 17: Tabela de efeitos gerado pelo modelo das equacdes de estimacdes generalizadas para a



Variavel Dependente: BUChE

Testes de efeitos de modelo

Tipo Ill
Origem Wald-X? gl P

(Interceptacéo) 6932,815 1 0,0001
CPF 26,008 1 0,0001
ATR 0,004 1 0,951
PAM 3,979 1 0,046
tempo 56,706 1 0,0001
CPF* ATR 0,550 1 0,458
CPF* PAM 0,010 1 0,920
CPF * tempo 42,356 1 0,0001
ATR * PAM 1,795 1 0,180
ATR * tempo 1,876 1 0,171
PAM * tempo 0,751 1 0,386
CPF * ATR * PAM 3,428 1 0,064
CPF * ATR * tempo 1,188 1 0,276
CPF * PAM * tempo 0,003 1 0,954
ATR * PAM * tempo 0,047 1 0,828
CPF * ATR * PAM * tempo

2,892 1 0,089
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Anexo 18: Tabela de efeitos gerado pelo modelo das equagfes de estimacgdes generalizadas para a

atividade da butirilcolinesterase no experimento in vivo.

Variavel Dependente: AChE Testes tipo Il de efeitos fixos?®

Origem F gl gl Sig.

Modelo corrigido 15,560 7 69 0,0001
CPF 99,427 1 69 0,0001
ATR 2,210 1 69 0,142
Pralidoxima 0,262 1 69 0,611
CPF * ATR 1,115 1 69 0,295
CPF * Pralidoxima 0,523 1 69 0,472
ATR * Pralidoxima 6,108 1 69 0,016
CPF * ATR * Pralidoxima 0,009 1 69 0,925

Anexo 19: Tabela de efeitos gerado pelo modelo misto generalizado para a atividade da

acetilcolinesterase do tronco encefélico no experimento in vivo.
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Anexo 20: QQ-Plot para andlise de residuos do modelo misto generalizado para a atividade da

acetilcolinesterase do tronco encefélico no experimento in vivo.

Variavel Dependente: AChE Testes tipo Il de efeitos fixos®

Origem F gl gl Sig.
Modelo corrigido 17,723 8 31 0,0001
CPF 103,763 1 17 0,0001
Pralidoxima 0,124 1 17 0,729
Nucleos 0,216 2 34 0,807
CPF * Pralidoxima - 0 - -
CPF * Ndcleos 3,360 2 34 0,047
PAM* Nucleos 0,523 2 34 0,597
CPF * Pralidoxima * Nucleos - 0 ) )
PAM (CPF) - 0 - -

Anexo 21: Tabela de efeitos gerado pelo modelo misto generalizado para a atividade da
acetilcolinesterase nos punchs de cortes do tronco encefalico contendo os ndcleo ambiguo, NTS e
RVLM/preB6tC .
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 057/2014, relativo ao projeto de
pesquisa intitulado “Avaliacdo dos efeitos toxicos do pesticida
clorpirifés sobre a regulacao autondmica cardiovascular na
preparacao tronco cerebral-coracao isolados de ratos.” que
tem como responsavel o (a) docente Karla Nivea Sampaio, esta de
acordo com 0s prmcnplos Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES), tendo sido
aprovado na reunido ordinaria de 12/12/14.

o1 Vitoria (ES), 12 de dezembro de 2014.
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Anexo 23:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPiR[jro SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 058/2014, relativo ao projeto de
pesquisa intitulado "Avaliagcdo da eficacia do tratamento
empregado na intoxicacdo por pesticidas organofosforados na
prevencdo de possiveis danos cardiovasculares agudos.” que
tem como responsavel o (a) docente Karla Nivea Sampaio, esta de
acordo com os principios Eticos da Experimentagao Animal, adotados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES), tendo sido
aprovado na reunido ordinaria de 07/11/14.

Vitéria (ES), 07 de novembro de 2014.
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