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1. RESUMO

O uso indiscriminado de agrotdxicos na tentativa de aumentar a produgdo agricola
propicia o aparecimento de intoxica¢des. Devido ao grande nimero de casos de
intoxicagdes por compostos organofosforados, voluntarios ou involuntarios, ha a
necessidade de buscar uma estratégia terapéutica que evite o surgimento de graves efeitos
téxicos irreversiveis da neuropatia retardada induzida por organofosforados (NRIOP). Essa
neuropatia ¢ causada por alguns ésteres de organofosforados. Esses compostos sdo
amplamente utilizados na inddstria quimica e na agricultura, ndo s6 no Brasil, mas em todo
o mundo. Um dos primeiros eventos que levou a NRIOP apds a intoxicagdo aguda por
organofosforado foi a inibicdo da esterase susceptivel a neuropatia (ESNp). A
administra¢do de tri-orto-cresil fosfato (TOCP) em galinhas por via oral foi o modelo
adequado para o estudo da NRIOP uma vez que o produto provocou seu aparecimento sem
a ocorréncia de efeitos colinérgicos agudos. Logo apds a inibi¢do da ESNp ocorreu o
aumento do influxo do célcio pela membrana e conseqiiente redugdo do mesmo no plasma,
nervo cidtico e musculo gastrocnémico. O aumento do célcio citoplasmatico promoveu a
ativagdo da protease calcio dependente (PCD) 24 horas apos a intoxicag¢do. Diante disto,
houve a digestdo de proteinas do citoesqueleto e conseqiiente interrup¢do do impulso
nervoso que levou aos sinais clinicos da NRIOP. Assim, este trabalho propds uma
estratégia terapéutica que consistiu na administracdo do nimodipino e 30 minutos depois a
reposicdo do célcio através da administracdo de gliconato de cdlcio para restabelecer a
homeostasia do célcio e evitar o surgimento da NRIOP. Houve uma melhora significativa
tanto nos pardmetros bioquimicos quanto na reducdo do efeito de paralisia das aves
mostrando que esta estratégia terapéutica impediu o desenvolvimento do processo

neurodegenerativo de maneira mais segura e eficaz.

Palavras-chave: NRIOP, TOCP, ESNp, PCD, calcio, nimodipino.



2. ABSTRACT:

The widespread use of pesticides in agricultural in an attempt to increase crop
production has been generating a series of toxicological and environmental problems. Due
to the large number of cases of voluntary or involuntary of acute poisonings for
organophosphorus compounds, it has the necessity to search a strategic therapeutic that
prevents the sprouting of serious irreversible toxic effect of organophosphate-induced
delayed neuropathy (OPIDN). This neuropathy is caused by some of organophosphorus
esters. These compounds are widely used in the chemical industry and agriculture not only
in Brazil but in the entire world. One of the first events that lead to the OPIDN after acute
intoxication by the organophosphate is likely neuropathy target esterase (NTE) inhibition.
The oral administration of tri-ortho-cresyl phosphate (TOCP) to chickens is an appropriate
model to study the OPIDN because it causes delayed effects without strong cholinergic
syndrome. Soon after the NTE inhibition appears a calcium imbalance due to an excessive
intake of calcium to intracellular middle, which resulted in the activation of calcium-
activated neutral proteinase (CANP). Thus, as result of the CANP activation appears an
active proteolyses, which lead to an axonal degeneration and consequent appearance of
clinical signs of OPIDN. Thus, this study was made up to search a strategic treatment to
avoid the appearing the OPIDN. It consisted in the administration of nimodipine and 30
minutes later calcium gluconate to restore the calcium ion balance to prevent the effects of
OPIDN. There was a significant improvement in both the biochemical data and clinical
scores of neurotoxicity of birds. These treatments have presented real effective in reducing
the effect of paralysis of the birds nevertheless TOCP intoxication has been happened until

twenty-four hours.

Keywords: OPIDN, TOCP, neuropathy target esterase, CANP, calcium, nimodipine.
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3. INTRODUCAO

O setor agroindustrial brasileiro vem, nos ultimos anos, consolidando sua
expressiva participacdo no mercado nacional e internacional, estabelecendo assim sua
importancia para a economia brasileira. Contudo, dada a ampla biodiversidade de um pais
tropical como o Brasil, principalmente com relagdo ao aparecimento de muitas espécies de
insetos, para que o setor agroindustrial brasileiro continue em crescente produtividade,
torna-se necessario o uso de agrotoxicos.

Os gastos mundiais com agrotoxicos crescem continuamente e ja passaram de 20
bilhdes de dolares em 1983 para 34,1 bilhdes de ddlares ao longo dos anos 90. A América
Latina ¢ a regido onde mais cresceram as vendas. No Brasil, foi observado importante
aumento de vendas nos anos 90 passando de um bilhdo de ddlares em 1990, para 2,18
bilhdes de ddlares em 1997. Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a
Defesa Agricola (SINDAG), em 2001, o Brasil foi o oitavo pais consumidor destes
produtos, com 3,2 kg de agrotdxicos por hectare. (SILVA et al., 2006).

Os agrotoxicos estdo entre os mais importantes fatores de risco para a saude dos
trabalhadores rurais e para o meio ambiente. Utilizados em grande escala por varios setores
produtivos e mais intensamente pelo setor agropecuario, sdo ainda utilizados na construgao
e manutencdo de estradas, tratamentos de madeiras para construgdo, industria moveleira,
armazenamento de grdos e sementes, combate as endemias e epidemias. Enfim, as
utilidades desses produtos excedem em muito aquilo que comumente se conhece (SILVA et
al., 2006).

O uso indiscriminado de agrotdxicos propicia o aparecimento das intoxicagdes.
Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), existem cerca de quinze mil
formulagdes de agrotoxicos registradas para quatrocentas substancias diferentes em todo o
mundo. A OMS relata também que ocorrem anualmente, cerca de trés milhdes de
intoxicagdes agudas por agrotoxicos, com 220 mil mortes, sendo que, 70% destes casos
ocorrem nos paises em desenvolvimento. Uma pesquisa da Organizagcdo Pan-Americana de
Satde (OPAS), realizada em 12 paises da América Latina e Caribe, mostrou que o
envenenamento por produtos quimicos, principalmente chumbo e pesticidas, representa

15% de todas as doengas profissionais registradas (PIRES et al., 2005a).
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O Sistema Nacional de Informagdes Todxico-Farmacologicas (SINITOX), da
Fundagao Oswaldo Cruz, divulgou em 1999 que os agrotoxicos sdo causadores de 10% dos
casos de intoxicagdes registradas, fazendo 6.710 vitimas naquele ano. Destes, 2.531 foram
acidentais e 2.235 foram tentativas de suicidio. No ano de 2003, na estatistica desse mesmo
sistema, 5.945 casos de intoxicacdes foram notificados, sendo que grande parte destes casos
ocorreu nos Estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais, com 394, 302 e 145,
respectivamente. Destes 5.945 casos, houve 165 6bitos, sendo que 131 foram suicidios.

Pires, et al. (2005a) relatam que em 2001, enquanto a taxa média de letalidade
devido a todos os agentes causadores das intoxicagdes foi de 0,4%, a mortalidade devido a
agrotoxicos foi de 3,4%. Do total de 8.697 casos de intoxicagdes atribuidas as tentativas de
suicidio, 11,6% foram provenientes do uso de agrotoxicos. Estes numeros refletem apenas
parcialmente a realidade do pais, ja que segundo estimativas do Ministério da Saude, para
cada evento de intoxicacdo por agrotoxico notificado, existem outros 50 ndo relatados.

Valdez (1995) afirma que o uso indiscriminado desses produtos tem resultado em
um sério problema de saude publica e que a quantificagdo de seus efeitos (morbidade e
mortalidade), sejam estes cronicos, agudos ou letais, é imprecisa devido ao grande nimero
de subnotificagdes, a falta de especificidade dos efeitos clinicos e ao pouco conhecimento
das equipes de saude a respeito da acdo desses produtos quimicos e das suas conseqiiéncias
nos individuos contaminados. Esta questdo foi reiterada por Pires, et al. (2005b) que
evidenciaram que a falta de legislagdo e do controle de uso adequado desses produtos sdo
as principais causas da ocorréncia de casos de intoxica¢des por agrotoxicos. No Brasil,
entre 1997 e 2001 houve 26.164 casos de intoxicacdo provocados por agrotdxicos no
campo, o que corresponde a 7% do total de intoxica¢des notificadas neste periodo

Um estudo realizado por Araujo, et al. (2007) em 102 trabalhadores rurais da regido
de Nova Friburgo-RJ apontou que o escasso conhecimento dos riscos potenciais destes
produtos e a ndo utilizagdo de equipamentos de prote¢do durante a aplicagdo aumentam os
riscos de contaminagdo dos agricultores e de suas familias, quase todos envolvidos no
processo do trabalho agricola.

Estudos epidemioldgicos desenvolvidos com trabalhadores rurais da serra gatucha
demonstraram que a intoxicagdo por agrotoxicos apresentou uma forte associagdo com
transtornos psiquiatricos menores, denominados problemas de nervosismo e problemas de
tristeza e desdnimo. Os autores desenvolveram um mapeamento que definiu e comparou

algumas variaveis relacionadas ao trabalho agricola tais como, instrumento de trabalho, tipo
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de estabelecimento e divisdo de trabalho, sazonalidade e fatores climaticos, apontando para
um nexo associativo entre a exposi¢cdo ocupacional aos agrotdxicos e as perturbagdes
mentais dos agricultores. Nas intoxicagdes por agrotoxicos, observa-se diminui¢do das
defesas imunologicas, anemia, cefaléia, insoOnia, alteragdes de humor e disturbios de
comportamento (surtos psicdticos) freqiientes entre agricultores, determinando por vezes, a
proibicdo médica do trabalho na lavoura e a orientacdo para outro tipo de atividade
profissional (AMORIN et al., 2003).

Dentre os inseticidas responsaveis pelas intoxicagdes, destacam-se 0s
organofosforados e carbamatos, com 34,3% e 26,0%, respectivamente. Os
organofosforados sdo os inseticidas mais utilizados nas tentativas de suicidio e levaram
também ao maior numero de mortes, seja por exposi¢cdo voluntdria ou involuntaria. Os
organofosforados monocrotoféos e metamidofés foram responsaveis pela maioria dos
registros das intoxicagdes e tentativas de suicidio, representando em média, 46% e 29%
respectivamente, das ocorréncias reportadas aos inseticidas (PIRES et al., 2005b).

No Brasil ha relatos de casos de neuropatia retardada causada por inseticidas
organofosforados. Um estudo realizado na regido de Nova Friburgo no Estado do Rio de
Janeiro detectou uma prevaléncia de 12,8% de casos de neuropatia em relagdo a todos os
sinais de intoxicagdes por agrotoxicos. Um dos fatores que contribuiu para esta alta
prevaléncia foi o uso excessivo de compostos organofosforados para o combate aos insetos,
dentre eles o mais citado foi o metamidofés. A maioria dos casos de neuropatia
diagnosticados era homens e a faixa etaria estava ao redor dos 33 anos (ARAUJO et al.,

2007).
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3.1 Os inseticidas organofosforados e 0 TOCP:

Os praguicidas, segundo a Organizagdo para Agricultura e Alimentagdo das Nagdes
Unidas (FAO), sao produtos quimicos ou quaisquer substancias destinadas a prevengao, a
destrui¢do, ou ao controle de qualquer praga, incluindo os vetores de doengas humanas ou
de animais, que causam prejuizo ou interferem de qualquer outra forma nos alimentos.
Definicdo semelhante ¢ usada na legislacdo brasileira, inciso IV do decreto 4074 de janeiro
de 2002 para agrotoxicos e afins como sendo produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢do de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preservé-las da acdo

danosa de seres vivos considerados nocivos.

Apds a segunda Guerra Mundial, visando aumentar a provisdo de alimentos para
atender uma explosdo demografica mundial que vinha se desenhando, houve a necessidade
de se buscar produtos mais eficientes. Desta maneira, os inseticidas organofosforados
foram vistos como uma alternativa ao uso de compostos organoclorados, que foram
proibidos na década de 70 em varios paises do mundo, uma vez que se acumulam nos
ecossistemas além de se magnificarem na cadeia alimentar. O fato dos organofosforados
terem uma baixa persisténcia no ambiente e de ndo se bioacumularem contribuiu
enormemente para que o seu uso crescesse indiscriminadamente (PEYON; SARCINELLI,
2007).

Os organofosforados passaram a ser os inseticidas mais usados no mundo a partir da
década de 70. Desde entdo, o relato de casos de intoxicagdes por estes compostos tem
aumentado drasticamente, o que leva a efeitos toxicos agudos ou cronicos mesmo a baixas
doses. Um estudo realizado com agricultores no estado do Rio de Janeiro mostrou que 90%
dos agrotoxicos utilizados eram da classe dos organofosforados (ARAUJO, et al., 2007).

Organofosforados s3o compostos que possuem atomos de carbono e fosforo. Séo
derivados do acido fosforico (Hs3PQO,), fosfonico (H3;PO;) e fosfinico (H;PO;). A acdo
bioldgica desta classe de compostos é devido a sua capacidade de fosforilagdo. Esta
capacidade depende da eletrofilicidade (carater positivo) do atomo de fosforo, o qual é

determinado pelos seus radicais substituintes. Esses compostos apresentam também uma
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excelente capacidade de atravessar membranas bioldgicas e a barreira hematoencefélica
devido seu alto coeficiente de particdo dleo/agua (ABOU-DONIA, 2003).

Os inseticidas organofosforados sdo absorvidos pela pele, pelo trato respiratorio e
pelo trato gastrointestinal, e muitas vezes sua absor¢cdo ¢ favorecida pelos solventes
presentes na formulagdo. Em casos de ingestdo voluntaria e involuntdria o principal foco de
absorg¢do ¢ o trato gastrointestinal. A absor¢do por esta via também ocorre em ambientes de
trabalho com higiene precaria e alimentos contaminados. Apos absorvidos, estes compostos
e seus produtos de biotransformagdo sido rapidamente distribuidos por todos os tecidos.
Vérias enzimas atacam estas moléculas em diferentes pontos. Somente uma reagdo, a
dessulfuragdo oxidativa, ou seja, oxidacdo de P=S para P=0O, resulta em metabolitos com
maior toxicidade para insetos e mamiferos. Porém, estes analogos oxidados podem ser
rapidamente hidrolisados por hidrolases encontradas nos tecidos dos mamiferos. Os insetos
sd0 mais sensiveis a estes compostos, pois freqlientemente, ndo possuem estas enzimas
(ALONZO; CORREA, 2003).

Existe uma classificag@o toxicologica para os agrotoxicos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Nacional (ANVISA) que foi descrita na portaria 03/1992. Esta classificagdo ¢
dividida em quatro classes, sdo elas: Classe I (Extremamente Tdxicos — Faixa vermelha);
Classe II (Altamente Toxicos — Faixa Amarela); Classe III (Medianamente Toxicos — Faixa
azul); Classe IV (Pouco Toéxicos — Faixa verde). Alguns organofosforados dos mais usados
em todo o Brasil fazem parte da classe I (metamidofds) e outros fazem parte da classe 11
(clorpirifés). Portanto esta classe de compostos € altamente toxica e deve ser utilizada com
muito cuidado pelos trabalhadores.

Os compostos capazes de causar a neurotoxicidade retardada sdo os ésteres de
organofosforados e podem-se destacar dois que sdo muito usados em todo o pais como
inseticidas, o Tamaron® (metamidof6s) e o Lorsban® (clorpirifés). Um estudo realizado por
Soares, et al. (2003) no estado de Minas Gerais, revela que o Tamaron e o Lorsban
correspondem a 39,6% e 4,4% respectivamente, das marcas comerciais de agrotoxicos mais
usados no estado.

Clinicamente, os sintomas da intoxicagdo por compostos organofosforados sdo
divididos em trés tipos: sindrome aguda (colinérgica), sindrome intermediaria e neuropatia
retardada induzida por organofosforados. A sindrome aguda € devido a inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase no sistema nervoso central e periférico, no plasma e nos eritrdcitos. Esta

esterase ¢ uma enzima responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina. A
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inibi¢do desta enzima resulta em um acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas. Como
conseqiiéncia disto, ha um aumento da atividade do sistema nervoso autonomo
parassimpatico e sistema nervoso central (CAROD-ARTAL, 1999).

Os sinais devido a estimulag@o do sistema nervoso autonomo parassimpatico podem
ser provenientes da acdo em receptores muscarinicos ou nicotinicos. A estimulagdo dos
receptores muscarinicos leva ao aumento de secre¢des, broncoconstricdo, miose, colicas
gastrointestinais, diarréia, bradicardia e politria. Ja os efeitos sobre os receptores
nicotinicos levam a taquicardia e hipertensdo. Os efeitos no sistema nervoso central sdo;
confusdo mental, cefaléias, convulsdes ¢ coma. Esses sintomas exigem atendimento
emergencial e geralmente ¢ administrada atropina que age como inibidor competitivo da
acdo da acetilcolina (ECOBICHON, 2001).

A sindrome intermediaria foi recentemente descrita ¢ o seu mecanismo de acdo
ainda ndo ¢ bem esclarecido. Essa sindrome consiste de uma seqiiéncia de sinais
neuroldgicos que aparecem de 24 a 96 horas apds a crise colinérgica, mas antes dos efeitos
da NRIOP. O principal efeito ¢ a fraqueza muscular, primariamente afetando musculos
inervados pelos nervos cranianos, tais como os flexores do pescoco e os musculos da
respiracdo, afetando também os nervos dos membros inferiores e superiores. Dentre os
compostos capazes de provocar a sindrome intermedidria destacam-se o monocrotofés e
fention (ECOBICHON, 2001).

O TOCP ¢ o isdmero orto da mistura de isdmeros do tri-cresil fosfato. Existem
muitos relatos de promocdo da NRIOP pelo TOCP e devido a isso e pelo fato deste
composto ndo apresentar sindrome colinérgica ¢ muito usado para se estudar o mecanismo

de acdo desta intoxicagao.

Figura 1: Estrutura quimica do TOCP.
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O extrato glicolico de gengibre da Jamaica, conhecido como Jake, adulterado com
TOCP durante o periodo da lei seca nos Estados Unidos levou a uma epidemia de
neuropatia, registrando mais de 20.000 casos. Outros casos ocorreram no Marrocos, em
1959 mais de 10.000 pessoas que consumiram azeite comestivel adulterado com o6leo
lubrificante foram acometidos pela neuropatia. Johnson (1970) constatou que
administrando TOCP a galinhas, estas desenvolviam a neuropatia de forma muito
semelhante ao que era observado em pessoas intoxicadas por inseticidas organofosforados
neuropaticos.

O TOCP e fosfatos relacionados possuem propriedades fisicas adequadas para
serem usados como fluidos hidraulicos, lubrificantes, plastificantes e retardantes de
chamas. Viarios estudos mostraram que apenas o isdmero orto produz o efeito toxico
retardado. Atualmente, esse isdmero foi proibido de compor estas misturas de fluidos
hidraulicos organofosforados, devido ao grande nimero de casos de neuropatia reportados

onde ele € utilizado.
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3.2 ANRIOP e a esterase envolvida:

A NRIOP ¢ causada por uma simples dose de certos organofosforados incluindo
fosfatos, fosfonatos e fosforoamidatos. Essa neuropatia degenerativa caracteriza-se por uma
axonopatia distal que acomete o sistema nervoso central e periférico e se desenvolve apds
intoxicagdo por organofosforados neuropaticos (LOTTI, 1992). Os eventos
neuropatoldgicos da NRIOP apresentam-se como um dano axonal que comeg¢a na porgao
mais distal dos axdnios, seguido de desmieliniza¢do secundaria no sistema nervoso central
e periférico. As fibras longas e de grande didmetro sdo mais afetadas do que as de pequeno
diametro, como ocorre na maior parte das neuropatias toxicas.

Os sintomas habituais no inicio sdo cdimbras, dores musculares, sensagdo de
formigamento, perda de sensibilidade, fraqueza distal progressiva e queimag¢ao maiores nos
pés do que nas maos. Depois segue por uma debilidade progressiva, de inicio nas pernas
que evolui para uma atrofia distal dos musculos. Os casos mais graves podem progredir
para uma paralisia completa, problemas respiratorios e morte (ECOBICHON, 2001).

A esterase susceptivel a neuropatia (ESNp) foi originalmente identificada por
Johnson, (1969) como alvo dos ésteres organofosforados, pelos quais, causam a neuropatia
retardada em humanos e outros vertebrados. E uma enzima ligada @ membrana, pertencente
ao grupo das esterases, com peso molecular de 155 kDa, de papel fisiologico ainda ndo
esclarecido (GLYNN, 2007).

O mecanismo de agdo toxica foi descrito por Johnson (1982) e envolve inicialmente
a desalquila¢do fosforica da ESNp. A simples inibi¢do da ESNp ndo ¢ suficiente para
resultar em NRIOP. E necesséria a geragdo de uma carga negativa na porgdo terminal do
grupamento fosforado ligado a enzima. Isso ocorre como resultado de uma segunda reacio,
chamada de “envelhecimento”. Este composto negativo é extremamente estavel e resiste a
quebra hidrolitica ou reativagdo promovida por agentes tais como oximas. J& para producao
dos efeitos derivados da inibi¢do da acetilcolinesterase ndo é necessario que ocorra esta
reacdo de envelhecimento (BATTERSHILL et al., 2004). O envelhecimento do complexo
fosforil-esterase resultante da combinagdo do éster organofosforado com o sitio ativo da
enzima ¢ um fator determinante para o surgimento da NRIOP. Os acontecimentos entre a
inibicdo enzimdtica e o aparecimento dos sintomas ainda necessita de estudos mais

especificos (WU et al., 2003).
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Provavelmente, a ESNp apresenta como substrato compostos carboxil ésteres e ¢
inibida pelos ésteres organofosforados em um mecanismo de agdo geral de uma esterase. O
sitio ativo da enzima faz um ataque nucleofilico no acil-carbono do éster. A hidroxila
alcoolica € rapidamente liberada e um composto covalente acil-enzima é produzido. Este
composto ¢ facilmente hidrolisado liberando o acido carboxilico e a enzima. J4 quando a
ESNp reage com um organofosforado neuropatico, apesar de reagir de maneira analoga, a
taxa de hidrolise do organofosforilado-enzima € muito menor do que o acil-enzima o que
torna esta inibicdo irreversivel. A taxa de envelhecimento da enzima fosforilada depende da
natureza do grupo R de saida do organofosforado, sendo mais lenta para grupos metil
(GLYNN, 2000).

Certos inibidores da ESNp tais como, fosfinatos, carbamatos, tiocarbamatos e
sulfonil fluoretos apresentam ambos radicais “R” diretamente ligados ao atomo de fésforo.
Estes compostos também reagem covalentemente com o centro ativo da esterase, mas nao
promovem a rea¢do de envelhecimento, conseqiientemente, esterases inibidas por estes
compostos ndo formam um grupo terminal com carga negativa e sdo reativados pelas
oximas. Quando se administra esta classe de substancias antes de organofosforados
neuropaticos, ocorre uma protecdo e pode evitar o surgimento da NRIOP (MORETTO,
2000).

Para que se desenvolva a NRIOP, € necessario que ocorra uma inibi¢do e
envelhecimento de 70 a 80% da ESNp (JOHNSON, 1982). A atividade da enzima pode ser
verificada nos linfocitos e plaquetas, bem como no sistema nervoso central e nervos
periféricos (MARONI; BLEECKER, 1986). Esta atividade ¢ detectavel em
homogeneizados por doseamento colorimétrico, usando como substrato o fenil valerato
(GLYNN, 2000).

Virias espécies animais sdo sensiveis a NRIOP. Nesta lista incluem-se galinhas,
gatos, cachorros, cavalos, bois, carneiros, porcos, macacos € o homem (JOHNSON;
GLYNN, 1995). A galinha adulta ¢ o animal de escolha para se estudar esta neuropatia,
devido sua sensibilidade e sinais clinicos serem muito semelhantes aqueles vistos na
espécie humana, além disso, ¢ um animal doméstico e de facil manuseio (JOHNSON, 1975;
BARRET, et al.,, 1985). Esses animais quando administrado uma unica dose oral,
apresentam lentiddo de movimentos, seguida de ataxia (dificuldade de locomog¢do dos

membros inferiores), até impedimento total da locomog¢ao (JOHNSON, 1974).
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Os sintomas da axonopatia distal se desenvolvem em um periodo de 8 a 14 dias
apds exposicdo a esses organofosforados neuropaticos (LOTTI, 2002). Dentre os
organofosforados que causam a NRIOP, tem-se o tri-o-cresil fosfato, clorpirifos,
metamidofos, mipafox, diclorvds, leptofds e triclorfon. Nestes ultimos anos, 0 metamidofds
(O,S-dimetil fosforamidotioato) tem sido o inseticida com mais freqiiéncia reportado, como

causador da NRIOP em seres humanos (MCCONELL et al., 1999).
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3.3 O papel do ion calcio na NRIOP:

O célcio ¢ um elemento essencial para o correto funcionamento do nosso organismo
(cation bivalente em maior presenca no liquido extracelular). Ele estd envolvido na
excitabilidade neuronal, liberagdo de neurotransmissores, contragdo muscular, integridade
da membrana e coagulagdo sanguinea. A grande maioria do célcio do organismo estd nos
0ss0s (99%), do restante; 45% estdo ligados as proteinas (principalmente albumina) e essa
conjugacdo aumenta a medida que o pH se eleva e reduz a medida que o pH diminui; 10%
estdo complexados com tampdes anidnicos (bicarbonatos, sulfatos, citratos e fosfatos,
principalmente); e o célcio (Ca™) sérico livre correspondente & 45% é quem realiza suas
principais fungdes fisiologicas. A concentrag@o intersticial desse ion nos seres humanos ¢
cerca de 10” molar e a concentragio intracelular livre ¢ cerca de 107 molar (MARCUS,
2003).

A célula em repouso se mantém muito ativamente no controle de seu estado interno,
e para isso necessita de um continuo suprimento energético. Trés caracteristicas sdo muito
importantes para manuteng¢do deste estado: potencial de membrana, permeabilidade da
membrana a diferentes ions e as concentragdes intracelulares de varios ions, especialmente
a do Ca"". Neste estado de repouso o Ca' é mantido em organelas, principalmente no
reticulo sarcoplasmatico e nas mitocondrias. Como a concentracdo extracelular é muito
maior do que a intracelular, ha um gradiente a favor da entrada do calcio na célula. Essa
baixa concentragdo desse ion no liquido intracelular ¢ mantida pela atua¢do de mecanismos
de transporte ativo que ejetam o calcio através da membrana plasmatica, e através da baixa
permeabilidade das membranas plasmatica e sarcoplasmatica a esse ion (RANG et al.,
2004).

A regulagdo da concentracdo intracelular livre do cédlcio envolve trés mecanismos
principais: controle da entrada do Ca'", controle da extrusio do Ca'", troca do Ca™" entre o
citosol e as reservas intracelulares. Como a concentracdo de calcio intracelular livre
desempenha um papel chave na fungdo celular, uma ampla variedade de efeitos
farmacoldgicos resulta da interferéncia em um ou mais dos mecanismos de controle dessa
concentracdo intracelular deste ion (RANG et al., 2004).

A excitabilidade descreve a capacidade de uma célula demonstrar uma resposta
elétrica regenerativa de “tudo ou nada” a despolarizagdo de sua membrana, sendo esta

resposta conhecida como potencial de acdo. Essa ¢ uma caracteristica da maioria dos
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neurdnios, células musculares ¢ de muitas células enddcrinas. No sistema nervoso, bem
como no musculo estriado, a propagacdo do potencial de agdo constitui o mecanismo
responsavel pela comunicacdo em alta velocidade a longa distancia, indispensaveis para
grandes animais de movimentos rapidos. J& no musculo cardiaco e no liso, bem como em
alguns neurdnios centrais, ocorre a atividade ritmica espontanea. Enfim, em cada tipo de
tecido, as propriedades do processo de excitacdo refletem as caracteristicas especiais dos
canais i0nicos responsaveis pelo processo. No caso de uma neuropatia ha um desequilibrio
inicial na propagag¢@o através dos neurdnios longos e musculo estriado (RANG et al., 2004).

Em vérios disturbios neurodegenerativos provocados por agentes toxicos, ocorre a
degeneragdo Walleriana. O conceito de degeneragdo axonal foi inicialmente reportado por
Augustus Waller ha cerca de cem anos. De acordo com a seqii€éncia de eventos que ocorrem
na por¢do distal do axonio, esta degeneragdo ¢ chamada de axonal tipo Walleriana. Ela ¢
caracterizada pela ativacdo de proteases calcio dependente (PCD) devido a entrada
excessiva de calcio na célula. A ativagdo da PCD promove a digestdo da por¢ao terminal do
axonio, impedindo assim, a transmissdo do impulso nervoso até a célula pos-sinéptica.
Quando a lesdo por agentes quimicos ocorre no corpo celular do neurdnio, é chamada de
degenera¢do neuronal. Mas quando a les@o ocorre no axonio, ela é chamada de degeneracao
axonal como € o caso da NRIOP (ANTHONY et al., 2001).

As proteases intracelulares possuem varias fungdes na regulacdo dos diversos
sistemas celulares. Dentre elas, as proteases céalcio dependentes que sdo ativadas pelo
calcio, o qual ¢ um segundo mensageiro na regulacdo celular. Suas funcdes consistem
principalmente na degradacdo de proteinas do citoesqueleto, modifica¢do de receptores de
esteroides e a ativagdo de proteinas quinases. Ja € estabelecido que existam, no minimo,
dois tipos de PCD. Um tipo requer concentragdes de céalcio na ordem de mM para sua
atividade, enquanto que o outro tipo requer concentracdes de cdlcio na ordem de uM
(INOMATA et al., 1983).

Somente os organofosforados capazes de gerar a NRIOP levam ao aumento da
atividade dessas proteases (PCD) que promovem a fosforilagio de proteinas do
citoesqueleto. A elevacdo da atividade dessas enzimas pode ser o disparo da degeneracdo
axonal (ABOU-DONIA et al., 1984). Choudhary e Gill (2001) propuseram que a inibi¢ao
da ESNp pelos organofosforados esta associada com um aumento da concentracdo

intracelular do calcio, o qual iré ativar essas proteases. Diante desses eventos, pode-se dizer
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que apos a inibicdo da ESNp ocorre uma alteragdo da homeostasia do calcio, que esta
relacionada com o aparecimento dos sinais clinicos da NRIOP.

Virios trabalhos vém sendo implementados na tentativa de amenizar os sinais e
sintomas da NRIOP, por alguns com reposi¢do de calcio (PIAO et al., 2003); por outros
pela administragdo de bloqueadores de canais de calcio, como El-Fawal, et al. (1990) que
evidenciou um efeito protetor do nifedipino nos musculos e nervos periféricos de galinhas
tratadas com organofosforados indutores da neuropatia. Wu e Leng (1997) também
demonstraram o efeito protetor do Verapamil que reduziu a fosforilagdo de proteinas
cerebrais de galinhas quando receberam dose oral de TOCP. Choudhary, et al. (2006)
observaram o efeito do nimodipino na fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto de ratos
quando administrado diclorvés. Foi mostrado pelos autores que houve uma redugdo na
fosforilag@o dessas proteinas.

Os antagonistas de canais de cdlcio sdo substancias que bloqueiam a entrada de
calcio na célula através dos canais deste ion. Os antagonistas terapeuticamente importantes
atuam sobre os canais tipo L e eles compreendem trés classes quimicamente distintas: as
fenilalquilaminas (verapamil), as diidropiridinas (nifedipino, nimodipino, anlodipino), e as
benzotiazepinas (diltiazém). Todas as substincias de cada uma das trés classes
mencionadas acima se ligam a subunidade a; do canal de cdlcio tipo L, porém em sitios
distintos, cada um dos quais interagem de modo alostérico entre si € com a estrutura de
“comporta” do canal, impedindo indiretamente a difusdo do calcio através do seu poro no
canal aberto (RANG et al.,, 2004). O nimodipino possui alta lipossolubilidade e foi
desenvolvido para relaxar a musculatura cerebral. Dessa maneira ele transpde a barreira
hematoencefalica mais facilmente, atuando como potente antagonista do influxo de célcio
nos neurdnios podendo ser entdo mais eficaz para o tratamento da NRIOP (MICHEL,
2006).

NO,

Figura 2: Estrutura quimica do nimodipino.
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Muzardo e Oliveira (2007) constataram que em galinhas intoxicadas com tri-orto-
cresil fosfato, a administracdo de gliconato de calcio tende a impedir um desbalanceamento
dos niveis de célcio no plasma, fendmeno este que correlaciona com uma diminui¢do
significante nos escores de neurotoxicidade quando comparados com um grupo controle.
Entretanto, os autores ndo foram capazes de explicar para onde o cdlcio estava migrando.
Pode ser que um conhecimento melhor da transmigragdo do calcio nos tecidos e 6rgéos e
sua relacdo temporal com a inibicdo da ESNp traga luz ao mecanismo de intoxicag¢do por
organofosforados neuropaticos, permitindo um melhor e mais seguro tratamento para

NRIOP.

3.4 Justificativa:

Tem sido relatado um grande numero de casos de intoxicagdes, acidentais ou suicidas,
por praguicidas e muitos destes sdo organofosforados neuropaticos. Isto implica em varios
casos de neuropatia que podem ocorrer sem um real diagnostico, o que indica a necessidade
de buscar uma estratégia terapéutica que evite o surgimento de graves efeitos toxicos e
irreversiveis da NRIOP. A execu¢do deste trabalho podera contribuir de maneira
significativa para um tratamento da NRIOP. O esquema proposto foi a administragdo de um
bloqueador de canais de calcio e posterior reposi¢do dos niveis de calcio com a
administra¢do de gliconato de calcio antes da inibi¢do de 70 a 80% da atividade da ESNp.
Busca-se também um melhor esclarecimento do mecanismo de acdo toxica dos
organofosforados, visando uma forma mais eficaz de se evitar o surgimento dos graves

efeitos irreversiveis desta neuropatia que também ocorre com o ser humano.
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4. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo investigar o mecanismo de agdo téxica de
compostos organofosforados neuropaticos, utilizando como protdtipo o TOCP, através da
altera¢do da homeostasia do calcio nas intoxicagdes, visando um tratamento mais seguro e
eficaz para a NRIOP.

Para alcancar tal objetivo, foi proposta a seguinte estratégia:

a) Monitorar os niveis de calcio no plasma, no musculo gastrocnémico e no nervo ciatico,
apos intoxicacdo aguda, via oral, por TOCP em galinhas.

b) Monitorar a queda da atividade da ESNp nos linfécitos das galinhas intoxicadas por
TOCP, bem como a atividade da PCD no musculo gastrocnémico e no nervo ciatico das
aves.

¢) Administrar o nimodipino as galinhas intoxicadas, meia hora antes da administragdo do
gliconato de célcio em diferentes tempos apds a administracio do TOCP na tentativa de
reduzir os efeitos da NRIOP.

d) Monitorar os niveis de calcio no plasma, no musculo gastrocnémico e nervo cidtico bem

como medir a atividade das enzimas ESNp e PCD apds a intoxicagdo aguda pelo TOCP e

posterior administragdo do nimodipino e do gliconato de calcio.

e) Monitorar o desenvolvimento dos sinais clinicos das aves durante 28 dias apos a

administragdo do TOCP, com e sem a administracdo do nimodipino ¢ do gliconato de

calcio.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Material:

5.1.1 Animais:

Foram utilizadas 48 aves da espécie Gallus gallus domesticus e da linhagem “Leghorn
Isabrown” em fase de postura, com idade superior a 18 meses, pesando entre 1,5 e 2,4 kg.
As aves foram adquiridas na granja do senhor Hayashi e esta pertence a cooperativa
agropecuaria de Guatapara-SP. Antes de iniciar qualquer experimento, os animais
receberam tratamento para eliminagdo de ectoparasitos e endoparasitos. A dgua disponivel
para as aves no biotério do Laboratério de Toxicologia foi filtrada e a ragdo dada as
galinhas foi a Purina®” recomendada para aves de postura. A 4gua e a comida foram dadas
ad libitum. Todos os procedimentos com estes animais receberam parecer favoravel do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-SP,
UNESP, e que atende pelo protocolo CEP/FCF/CAr. n°® 04/2007 — Animais em Pesquisa,
com Parecer n° 23/2007 de 26 de junho de 2007.

5.1.1.1 Eliminacéo de ectoparasitos:

e A 4gua e a comida dos animais foram retiradas;

e Foi retirada a maravalha junto com as bandejas;

e As galinhas e todo galinheiro foram pulverizados com uma solu¢do de 6 mL de k-
othrin® (deltametrina) dissolvidos em 10 litros de agua;

e A dgua e a comida foram retornadas para as gaiolas apos uma hora (com o ambiente ja

seco).

5.1.1.2 Eliminacéo de endoparasitos:

e Foi utilizado o anti-helmintico Proverme® (citrato de piperazina tetraidratado,
equivalente a 36% de piperazina base);

e 28g de Proverme® foram dissolvidos em 10 litros de 4gua. Esse volume foi distribuido
entre as quatro gaiolas contendo 12 galinhas cada. Essa solugdo substituiu a 4gua de bebida

das aves por 48 horas.
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Apds os tratamentos, as galinhas foram trazidas para o biotério do laboratério de
toxicologia e mantidas a 24°C + 2°C e em um ciclo claro-escuro (12 horas claro e 12 horas
escuro) que se inicia as 7 horas. Apdés uma semana de adaptacdo, as galinhas foram

escolhidas ao acaso para os experimentos.

5.1.2 Reagentes:

Dodecil sulfato de sodio (SDS), tris hidroximetil amino metano (Tris), soro
albumina bovina (BSA), dietil 4-nitrofenil fosfato (paraoxon 90%), Coomassie Brilhante
Blue G-250%, Histopaque® 1077 (Ficoll), nimodipino, caseina, DEAE celulose, 2-
mercaptoetanol d=1,115, Acido de etileno glicol tetra acético (EGTA), Cloreto de calcio,
Acido fosférico 85% d = 1,685, Sigma®. 4-aminoantipirina, ferricianeto de potassio,
citrato de sddio, sulfato de sodio anidro, bicarbonato de sédio, dimetilformamida, azida
sodica, Dimetilsulfoxido (DMSO), Merck®. N,N-di-isopropilfosforamidofluridato
(mipafox), Fenilvalerato, Oriza®. Triton X-100, Alcool etilico, Vetec®. Gliconato de
calcio injetavel 100 mg/mL, Hypofarma®. Heparina sddica 25000Ul/5SmL Roche®. Tri-
orto-cresil fosfato, Acros®. Cloreto de sédio, Acido cloridrico, Fosfato bibasico de sédio,
Hidroxido de sédio, Synth®. Etileno diamino tetra acetato de sodio (EDTA), Reagen®.

Acetona, Qhemis®. Kit Liquiform para determinagéo do calcio, Labtest®.

5.1.3 Aparelhagem:

Balanga analitica, peagdmetro, banho termostatizado, centrifuga refrigerada,

centrifuga comum, rotavapor, sonicador e espectrofotometro UV/Visivel.
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5.2 Métodos:

5.2.1 Delineamento experimental:

As aves foram divididas em diferentes grupos com n = 4:

Grupo padrdo (GP): Este grupo foi composto por 4 aves que ndo receberam tratamento

algum, pois foi o tempo 0 hora do experimento. Foi feito a dosagem da ESNp nos
linfécitos, a dosagem da PCD no nervo ciatico e musculo gastrocnémico e a dosagem do
calcio no plasma sanguineo, nervo ciatico e musculo gastrocnémico. Foi necessaria a
determinagdo desses parametros bioquimicos para a comparagdo antes e apds a

administra¢do do TOCP.

Grupo controle positivo (GCP): Foi administrado 500 mg/kg de TOCP por via oral através

de gavage. Foram coletadas as amostras de sangue, nervo cidtico e musculo gastrocnémico
nos tempos de 6, 12, 24, 48 horas e 8, 14 e 28 dias para determinacdo dos mesmos

parametros bioquimicos do grupo controle positivo para se avaliar o efeito toxico do TOCP.

Grupo tratado (GT): Foi administrado TOCP + nimodipino + gliconato de calcio. Este

grupo verificou a correspondéncia entre os valores dos parametros bioquimicos e clinicos
com a administra¢cdo do TOCP isolado e associado com tratamento.

Este trabalho foi feito em trés etapas:

12, Etapa (Grupo padrédo): Em um grupo composto por de 4 galinhas, analisaram-se os
valores de calcio no plasma, no musculo gastrocnémico e no nervo ciatico. Foi verificado
também a atividade da ESNp nos linfocitos e a atividade da PCD no nervo ciatico e no

musculo gastrocnémico.

28, Etapa (Grupo controle positivo): Para 7 grupos de 4 galinhas foi administrado 500
mg/Kg de TOCP. As aves foram sacrificadas nos seguintes tempos apds a administrag@o
do TOCP: 6, 12, 24, 48 horas ¢ 8, 14 e 28 dias. Foram analisados os mesmos parametros

bioquimicos da primeira etapa.
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32 Etapa (Grupo tratado): Para 1 grupo de 8 aves e 2 grupos de 4 aves foram
administrados 500 mg/kg via oral de TOCP. No primeiro grupo (Tratamento A; e Aj),
foram utilizadas 8 aves, sendo metade (A;) sacrificada 24 horas apds TOCP e a outra
metade (A;) sacrificada 28 dias apos TOCP. Os grupos A; e A, receberam tratamento 12
horas apds TOCP de 1 mg/Kg de nimodipino por via intramuscular e 5 mg/kg de gliconato
de célcio via endovenoso 30 minutos apds a administragdo do nimodipino. Para o segundo
grupo (Tratamento B), utilizou-se 4 aves que foram sacrificadas 28 dias apds TOCP. Este
grupo recebeu o mesmo tratamento do grupo A,, porém 18 horas apés TOCP. No terceiro
grupo (Tratamento C) utilizaram-se 4 aves que foram sacrificadas 28 dias apos TOCP. Este

grupo recebeu o mesmo tratamento dos grupos A; e B, porém 24 horas apos TOCP.

5.2.2 Preparo de solugdes:

Para iniciar a padronizagdo das dosagens de proteinas nos linfécitos, nervo cidtico e
musculo gastrocnémico; determinagdo da atividade da ESNp nos linfocitos, determinagao
do calcio no plasma, nervo cidtico e musculo gastrocnémico; e dosagem da atividade da
PCD no nervo ciatico e musculo gastrocnémico foi necessario o preparo das seguintes

solugdes:

1) Tampao salina fosfato (PBS) pH 7,2 a 25°C:
8,767g de cloreto de sddio

21,294¢ de fosfato bibasico de sodio

HCI (6N) gsp......... pH 7,2 a25°C

Agua destilada gsp................ 1000,0 mL

2) Tampao Tris SOmM-EDTA 0,2mM HCI pH 8,0 a 25°C:
6,0570g Tris

0,0750g EDTA

HCI (6N) gsp.......... pH 8,0 a 25°C

Agua destilada gsp.......... 1000,0 mL
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3) Tampao citrato-Tris SOmM pH 6,0 a 25°C:
1,4706g Citrato de sodio

0,6057g Tris
HCI (6N) gsp.......... pH 6,0 a 25°C
Agua destilada gsp........... 100,0 mL

4) Paraoxon:
Antes de preparar a solug@o de paraoxon foi necessario realizar uma lavagem.
A) A lavagem do paraoxon foi feita da seguinte maneira:
e 1,0 mL de paraoxon 90% fo1 solubilizado em 3,0 mL de tricloroetileno.
e Foram acrescentados 3,0 mL da solug@o de bicarbonato de sodio 2,0%, preparada na hora.
Agitou-se bem a operag@o para misturar as duas fases. Descartou-se a fase aquosa e repetiu-
se a operacdo com o mesmo volume de bicarbonato de sddio.
e Separaram-se as fases e evaporou-se a fase organica usando o rotavapor.

B) Solugdo estoque (0,08M): 0,18 mL de paraoxon lavado foram diluidos em 10,0 mL de
acetona .

" Secagem da acetona: A acetona foi passada por um funil de vidro com 14 de vidro
contendo pequena quantidade de sulfato de sodio anidro.
C) Solugdo de trabalho (1600uM): foi obtida com a diluigdo 1:50, em tampao Tris-EDTA

(pH 8,0), no momento de uso.

5) Mipafox:

A) Solucdo estoque (0,IM): 180,0 mg de mipafox foi diluido em 10,0 mL de
Tampao Citrato (pH 6,0).

B) Solu¢do de trabalho (2000uM): foi obtida com a dilui¢do 1:50 em tampao Tris-EDTA
(pH 8,0), no momento de uso.

Obs: As solugdes estoques de mipafox e paraoxon, se conservadas em geladeira (4°C),

duram no minimo 6 meses.

6) Fenilvalerato Dispersante:
A) Fenilvalerato (d=1,04 g/mL; PM=178,22; PE=101°C).
150,0 mg de fenilvalerato foi diluido com 10,0 mL de dimetilformamida (DMF).
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B) Triton X-100:
0,3 mL de triton X-100 foi diluido com agua até o volume de 1000 mL.

Misturou-se A e B na propor¢ao de 1:30 no momento de uso.

7) 4-aminoantipirina (4-AAP) 0,02% e Dodecilsulfato de sddio (SDS) 5%:
0,02g de 4-AAP

5,0g de SDS

Tampao Tris-EDTA pH 8,0 gsp....... 100,0 mL

8) Ferricianeto de Potéssio (K3Fe(CN)3) 0,40%:
0,40g de KsFe(CN); foi dissolvido em 100 mL de dgua destilada.

9) Solugdo reagente de Brilhante Blue para determinacgdo de proteinas:
100,0 mg de Coomassie Brilhante Blue G-250 foi dissolvido em 50,0 mL de alcool etilico
95%. 100,0 mL de acido fosforico 85% foi acrescentado e diluiu para 1000,0 mL com agua

destilada.

10) Solugdo padrao de BSA (500pg/mL):
5,0 mg de soro albumina bovina (BSA) foi dissolvido em 10,0 mL de 4gua destilada ja

contendo 0,05 mg de azida sodica.

11) Solugdo salina 0,9%:
4,5 g de NaCl foi dissolvido em 500 mL de agua deionizada.

12) Tampao PCD:

2,42 g de Tris

1,86 g de EDTA

0,70 mL de 2-mercaptoetanol, (d = 1,115)
HCI (6N) gsp............ pH 7.5

Agua deionizada gsp........ 1000,0 mL.
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13) Tampao Caseina:

0,4 g Caseina

1,21 g Tris

0,140 mL 2-mercaptoetanol, (d = 1,115)
HCI (6N) gsp............ pH 7,5

Agua deionizada gsp......... 200,0 mL.

14) Solugdo G-250:

0,05 g de Coomassie Brilhante Blue G-250
23,5 mL de etanol

25,22 mL de acido fosférico, d = 1,685
Agua deionizada gsp......... 100 mL.

15) Gradientes de NaCl em tampao PCD:
a) 0,150 M:

Pesou-se 0,44g de NaCl

Misturou-se com 50 mL de tampao PCD
b) 0,200 M:

Pesou-se 0,584g de NaCl

Misturou-se com 50 mL de tampao PCD
c) 0,250 M:

Pesou-se 0,73g de NaCl

Misturou-se com 50 mL de tampao PCD

16) Cloreto de Calcio (CaCl,) 13.000 uM:
Pesou-se 0,0722¢g de CaCl,
Agua deionizada qsp .......... 50 mL.

17) EGTA 2.000 uM:
Pesou-se 0,038g de EGTA
Agua deionizada gsp ............ 50 mL.
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OBSERVACOES: Toda agua utilizada no preparo das solugdes foi destilada e todas as
solugdes, exceto a de Triton X-100 e a de 4-AAP-SDS, foram acondicionadas entre 4 e 8°C.
Para a determinagdo do calcio e da PCD foi usada agua deionizada, evitando assim

variacdes de concentra¢do do ion devido as variagdes da agua utilizada nas amostras.

5.2.3 Administracdo de Substancias:

Foi administrado nas galinhas o TOCP no estado liquido e a dose administrada foi
de 500 mg/kg por via oral através de gavagem apds jejum de 12 horas. Apods 2 horas da
administragdo do TOCP a raglo era retornada as aves. A dose de nimodipino administrada
foi de 1 mg/kg por via intramuscular (mutsculo peitoral, Baumel 1986) nos tempos de 12,
18 e 24 horas ap6s o TOCP e foi diluido em DMSO liquido 99%. O volume de solucdo do
nimodipino em DMSO administrado sempre foi inferior a 0,5 mL. A dose de gliconato de
calcio foi de 5 mg/kg por via endovenosa (veia axilar, Baumel 1986) e este foi administrado
30 minutos apds o nimodipino. O gliconato de calcio foi diluido em agua estéril apropriada
para injetaveis e o volume administrado foi inferior a 0,5 mL. A escolha das doses do
TOCP e do gliconato de calcio foi baseada no trabalho de Muzardo, et al. (2008) ¢ a
escolha da dose do nimodipino foi baseada na adaptacdo de acordo com a dose terapéutica

de bloqueadores de canais de calcio feita por El-fawal, et al. (1990).
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5.2.4 Coleta de Material:

Para a padronizagdo das técnicas, as galinhas foram sacrificadas em jejum por tor¢do
cervical, arrancaram-se as penas da regido do pescoco e em seguida, apés um pequeno
corte, foram colhidos 20 mL de sangue da veia jugular em um tubo conico de 50 mL
contendo heparina. Apos coleta do sangue foi realizada a decapitag¢do. Para dissecacdo do
nervo ciatico e musculo gastrocnémico, a pele do animal foi retirada cuidadosamente na
regido pélvica e apos rebater o musculo tibial, o nervo cidtico que se encontra na superficie
lateral da pelve da galinha foi exposto (BAUMEL, 1981). O nervo foi cuidadosamente
dissecado, lavado com salina, e cortado em fragmentos milimétricos para melhor
homogeneizacdo através de sonicagdo. O musculo gastrocnémico se encontra na regido
caudo-lateral da perna da ave (BERGE, 1981). Apds a retirada das aponeuroses, o musculo
foi cortado em fragmentos milimétricos para melhor homogeneizagao através de sonicacao

em salina. A proporcao foi de 1 parte de tecido para 20 partes de salina.

5.2.5 Escala de neurotoxicidade:

Para observagdes dos sinais clinicos foi utilizada a escala de Oliveira, et al. (2002)
para os escores de neurotoxicidade das galinhas em observagdes com o TOCP (500 mg/kg,
via oral):

0 = Normal, caminha sem problemas, desenvolve suas fungdes motoras normalmente.

1 = Apresenta alguma fraqueza nas pernas. Manca, mas ainda ¢ capaz de manter-se de pé e
andar (ANEXO I).

2 = Fraqueza nas duas pernas, ela ja ndo consegue levantar-se (ANEXO II).

3 = Paralisia — As pernas ficam esticadas na frente da galinha, mas ela ainda consegue
apoiar-se nas asas para ficar sentada (ANEXO III).

4 = A galinha permanece em decubito lateral. A ave ndo consegue manter-se na posi¢ao

ereta. Na maioria das vezes quando a ave atinge este nivel, ocorre o 6bito (ANEXO IV).
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5.2.6 Separacéo de Linfdcitos:

Foram coletados 20,0 mL de sangue em tubos conicos de vidro ja contendo o
anticoagulante, 0,4 mL de heparina (25.000 Ul / 5 mL) diluida 1:5 com salina,
homogeneizando-o cuidadosamente. A separagdo dos linfocitos foi feita em duplicata como

mostrado no esquema a seguir:

5 mL de sangue + 1 mL de PBS
i Homogeneizar cuidadosamente
6 mL do homogeneizado sobre 4 mL de Ficoll
l Centrifugar 30 min, 18°C, 700g (1700 rpm)
Separar a camada de linfdcitos

Linfécitos + 2 mL de PBS + 2 mL de Ficoll

Centrifugar 15 min, 18°C, 700g (1700 rpm)
Separar a camada de linfocitos

Linfocitos
Lavar a camada de linfécitos 2x com 5 mL de PBS
Centrifugar 10 min, 18°C, 250g (1000 rpm)
Ressuspender os linfocitos em 1 mL de tampao
Tris-EDTA

Linfocitos
Sonicar os linfocitos

Programa 1" do sonicador

Dosagem de proteinas dos linfdcitos pelo método Bradford (1976).
Dosagem da ESNp pelo método de Correll e Ehrich (1991).

Programa 1 do sonicador: Temp. 20°C, amplitude 20%, tempo 8seg., pulso 3,0 seg. com pausas de
0,5 seg.
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5.2.7 Dosagem de proteinas:

Foi feita uma curva padrdo com a solugdo de albumina bovina (BSA), a partir de uma
solugdo estoque (500png/mL), para posterior comparagdo com os resultados obtidos com as
amostras. Para a preparagdo da curva para dosagem de proteinas, procedeu-se como

descrito por Bradford (1976). A Tabela 1 mostra a composicdo de cada ponto da curva.

Tabela 1. Esquema para preparagdo de padrdes de proteina.

Ponto da curva ~ BSA (500 uyg/mL) Tampao Tris-EDTA Corante de Proteinas

1 10 uL (5 p) 90 L 4,9 mL
2 20 pL (10 pg) 80 1L 4,9 mL
3 50 UL (25 pe) 50 L 4,9 mL
4 100 pL (50 pg) 0 4,9 mL

A leitura foi feita no espectrofotdmetro a 595 nandmetros (nm), apdés 5 min de
reacdo. A determinag¢do dos niveis de proteinas no musculo gastrocnémico € no nervo
ciatico de galinhas foi feita com o tampdo A (usado para homogeneizar os tecidos
avaliados) no lugar do tampao Tris-EDTA.

A curva padrido de proteina para determina¢do de proteinas nos linfocitos foi construida

a partir dos dados obtidos, expressos na Tabela 2.
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Tabela 2. Dados para construcdo da curva padrdo de proteinas nos linfocitos.

Albumina bovina (pug) Absorbancia Média
5 0,046 £ 0,011
10 0,095 £ 0,006
25 0,238 £ 0,020
50 0,482 £ 0,008

n = 3, média = desvio padrio.

Os dados expressos na Tabela 2 geraram a curva padrdo de proteina ilustrada pela
Figura 3.
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Figura 3. Curva padrio de proteina, feita a partir de uma solucdo estoque de 500 pug/mL de
albumina bovina.
Deste modo as amostras foram diluidas e doseou-se a quantidade de proteinas nos

linfécitos de acordo com o esquema mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Esquema para doseamento de proteina nos linfocitos de galinhas a partir de uma

solucdo padrdo de proteinas:

BSA (500 pg/mL) Linfocitos Tampao Tris-EDTA  Corante de Proteinas

Padrao 40ul - 60 uL 4,9 mL
Amostra = - 40 pL 60 uL 4,9 mL

Ap6s homogeneizagdo, aguardou-se 5 min para fazer a leitura no espectrofotometro

a 595 nm.
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5.2.8 Dosagem da Atividade da ESNp em linfécitos:

Como a técnica de separagdo de linfocitos é demorada ¢ foi necessario realizar as
dissecagdes do nervo e do musculo logo apds a morte dos animais, foi necessario verificar
qual era a estabilidade da ESNp para proceder-se a dosagem da atividade dessa enzima no
dia seguinte ao da morte dos animais. Apds separar os linfécitos e ressuspendé-los com 1
mL de tampao tris-EDTA, foi feita a dosagem da ESNp no dia da coleta, 24 e 48 horas apos
a morte dos animais. A solucdo de linfocitos ressuspendidos em tris-EDTA foi
acondicionada entre 4 e 8°C. Foi notado entdo, um aumento na atividade da enzima em dias
posteriores ao da morte das aves. Com isso a dosagem da ESNp foi feita no mesmo dia da
morte das galinhas e a dosagem da PCD foi feita 24 horas apds a morte das aves, pois
também foi feita uma comparacio entre os valores da PCD no dia do sacrificio dos animais
e 24 horas apo6s e nao foi notado diferenca entre os valores. A partir dos resultados obtidos
na dosagem de proteinas dos linfocitos ressuspendidos e sonicados, foi feita uma dilui¢ao
com tampao Tris-EDTA para a obten¢do de uma solugdo de 500 pg/mL. Assim, todas as
dosagens da ESNp foram realizadas com uma quantidade fixa de 500ug de proteina. Desta

solucdo, foi tomado 1 mL para proceder como Correll e Ehrich (1991), mostrado a seguir:

Tubo A Tubo B
1 mL de linfécitos 1 mL de linfécitos
50 uL de paraoxon 50 uL de paraoxon
__________________ 50 puL de mipafox
950 pL de Tris-EDTA 900 pL de Tris-EDTA
Banho 37°C Banho 37°C
20 min 20 min
2 mL de fenilvalerato 2 mL de fenilvalerato
Banho 37°C Banho 37°C
30 min 30 min
2 mL de SDS-4AAP 2 mL de SDS-4AAP
1 mL de K3Fe(CN)s I mL de K3Fe(CN)g

\ 15 min /
Leituraa 510 nm
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5.2.9 Calculo da atividade da ESNp :

Para o céalculo da atividade da ESNp, segundo Jonhson (1977) e Kayayali, et al.
(1991), o coeficiente de extingdo molar da reagdo de fenol mais 4-aminoantipirina e
ferricianeto de potassio ¢ 13900. Este valor foi utilizado na férmula geral de Kaplan e Pesce
(1989) para o calculo da atividade dessa enzima, obtendo assim a atividade média da ESNp

em (UI/L) para cada ave, através da equacgdo:

U/L=Ax1xVirx10°x1 onde: (1)
e x V. x T

A = absorbancia

¢ = coeficiente de extingdo molar

Vrr = volume total da reagdo (mL)

V., = volume de amostra (mL)

T = Tempo de reagdo (minuto)

10° = fator de transformacéo de mol para umol

Exemplo de célculo da atividade da ESNp:

Quantidade de proteina nos linfdcitos: 500pg/mL

Medidas de Absorbéncia a 490 nm:

Al:0,78560 Ay :0,17521 A2:0,76281 A;:0,16165
B1:0,61039 B2:0,60116

MEDIA (A e A;) = 0,16843

UI/L =0.16843 x 7 x 10° = 2,83 umol/min/litro = 0,00283 umol/min/500 pg de proteina.
13900 x 1 x 30

0,00283 pmol/min 500ug de proteina

X 10° pg de proteina (1g).

X =5,65 umol/min/g de proteina = atividade da ESNp em g de proteina.

5.2.10 Atividade da PCD:

A purifica¢do da PCD foi feita como descrito por Ballard, et al. (1988) e a dosagem
da atividade da PCD foi feita como descrito por Buroker-Kilgore ¢ Wang (1993). Os
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tecidos utilizados foram coletados no dia anterior e congelados at¢ o momento do

procedimento mostrado a seguir:

1,0g de tecido (musculo ou nervo)
Homogeneizar 10x vol. Tampao PCD
Programa 5 do sonicador”
Centrifugar a 16.000 rpm” a 4°C, 15 min
Sobrenadante
L Filtrar em 1 de vidro.

Extrato

Suspender com 1,5g de DEAE celulose
Manter por 15 min com agitagdo a cada 5 min

Suspensdo
Eluir com gradientes de 0; 0,15; 0,2; 0,25M
de NaCl em tampao PCD ( vol. 5SmL/gradiente)
Colher fragdes de 0,2 M para nervo e
0,25 M para musculo.

Eluato

iDosar proteinas (BRADFORD, 1976)
Eluato (25 pg de proteina)

Tampao Caseina Tampao Caseina

100 pM EGTA }Vol. Total 0,5 mL 650 uM CaCl, }Vol. Total 0,5 mL

30 min; 25°C 30 min; 25°C
Aliquota 25 pL Aliquota 25 pL
H»0 g.s.p. 0,8 mL H,0 g.s.p. 0,8 mL
200 uL G-250 200 uL G-250
10 min. 10 min.

T~ /

Leitura 595 nm

" Programa 5: Amplitude 80%; Tempo 30s pulso 1,0s com pausas de 0,2s; Temperatura 4°C.
" Centrifuga MLW modelo K 26D.
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O célculo da PCD foi feito como sendo a diferenga entre as absorbancias em
presenca de EGTA e em presenga de cloreto de célcio. A unidade adotada para expressar os

valores desta enzima foi unidades de absorbancia/minuto/g de proteina.

5.2.11 Determinagdo de proteinas em musculo ou nervo de galinhas:

Para a determinagdo de proteinas no musculo gastrocnémio e no nervo ciatico foi
feita uma curva de padrdo de proteinas utilizando os mesmos pontos da curva feita para
determinagdo nos linfocitos. Porém o tampao utilizado foi o tampdo A. Os padrdes foram

feitos com o soro de albumina bovina na concentragdo de 500 ng/mL.

Tabela 4: Dados para construc¢do da curva padrdo de proteinas no musculo gastrocnémico e

nervo ciatico.

Quantidade de Proteina Absorbancia Média
S5ug 0,061 £+ 0,005
10 ug 0,105 £+ 0,002
25 ug 0,237 £ 0,008
50 pg 0,433 +£ 0,007

n = 3, valores expressos como média + desvio padrao.

Os dados expressos na Tabela 4 geraram a curva padrdo de proteina ilustrada pela
Figura 4.
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Figura 4: Curva padrio de proteina, feita a partir de uma solucdo estoque de 500 ug/mL de

albumina bovina.
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Deste modo doseou-se a quantidade de proteinas no musculo gastrocnémico € no
nervo ciatico de acordo com o esquema mostrado na Tabela 5 para determinar a atividade
da PCD por grama de proteina.

Tabela 5. Esquema para doseamento de proteina no nervo e musculo de galinhas a partir de
uma soluc¢do padrdo de proteinas:

BSA (500 pg/mL) Eluato Tampdo A Corante de Proteinas
Padrio 40uL e 60 uL 4,9 mL
Amostra = —memmeeee- 40 uL 60 uL 4,9 mL

A leitura foi feita no espectrofotdmetro a 595 nm apo6s 10 minutos de reacao.

5.2.12 Dosagem de célcio:

Para dosagem do calcio foi utilizado o kit Liquiform Labtest® que se baseia no
método de Baginski, et al. (1982). As amostras utilizadas para verificar a concentragdo de
calcio foram: plasma heparinizado, musculo gastrocnémico e nervo ciatico (O musculo e o
nervo foram homogeneizados no programa 4 do sonicador; temperatura: 25°C; amplitude:
80%; tempo: 15s; pulso: 1,5s com pausas de 0,5s). Apds sonicar os tecidos, 0os mesmos
foram centrifugados (centrifuga Excelsa Baby, posi¢do 3, por 10 minutos), para que o

liquido se tornasse limpido.

Tubo A (Padrao) Tubo B (Amostra) Tubo C (Branco)
20 uL da solugdo de calcio 20 uL da amostra 20 uL de agua deionizada
Para um tubo Para um tubo Para um tubo
de 2 mL de 2 mL de 2 mL
1 mL de reagente 1 mL de reagente I mL de reagente
de trabalho de trabalho de trabalho
Agitar Agitar Agitar

Leitura a 570 nm

"0 reagente de trabalho € composto por trés volumes do reagente 1 (Contém tampdo 920 mmol/L, pH 12;

azida sodica 19 mmol/L) e um volume do reagente 2 (Contém o-cresolftaleina complexona 320 mmolL; 8-
hidroxiquinoleina 13 mmol/L; acido cloridrico 130 mmol/L). Este reagente de trabalho deve ser preparado no

momento do uso e pode ser usado até 8 horas apos o preparo.
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5.2.13 Analise Estatistica dos Resultados:

Alteracdes nos pardmetros quantitativos entre os diferentes grupos foram
examinadas para significancia estatistica usando ANOVA (Analysis Of Variance) seguido
pelo teste de Tukey. Para a realizagdo deste teste foi utilizado o programa Microsoft Office
Excel 2007 for Windows. Diferengas nos dados ndo paramétricos (escores de
neurotoxicidade) foram examinadas para significancia estatistica usando o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Para a realizagdo dos testes ndo
paramétricos foi utilizado o programa Bioestat 5.0. Valores de probabilidade de 5%, ou

menos, foram considerados significantes (ARANGO, 2001).
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6. RESULTADOS

6.1 Grupo Padréo (0 hora):

Neste grupo, foram feitas as dosagens das atividades da ESNp e PCD e as dosagens
do célcio no nervo ciatico, plasma e musculo gastrocnémico antes da administragdo de
qualquer substancia. Apds um jejum de doze horas as aves foram sacrificadas e coletadas as
amostras. Para a analise de cada parametro foram coletados quatro amostras e os resultados

foram apresentados nas Tabelas 6, 7 ¢ 8 e Figuras 5 e 6.

Tabela 6. Variagdo individual da atividade da ESNp (umol/min/g de proteina) em

linfocitos de galinhas do grupo controle:

Amostras Atividade da ESNp
1 8,3
2 8,8
3 7,6
4 7,2
Média + Dp 8,0+0,7

Dp = desvio padrao

10 9

8 -

6 -

4 -

5 .

0 T T T ]
1 2 3 4

Amostras

Atividade da ESNp

Figura 5. Variacdo individual da atividade da ESNp em pmol/min/g de proteina em

linfocitos de galinhas.
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Tabela 7. Variagdo individual para os valores de calcio no nervo ciatico (ug/g), masculo

gastrocnémico (nug/g) e plasma (mg/dL) de galinhas:

Amostras Nervo Musculo  Plasma
1 307 84 14,1
2 331 107 14,1
3 410 89 14,1
4 256 90 14,4
Média 326 92,5 14,2
Desvio padrao 64 10 0,11

Tabela 8. Variag¢do individual da atividade da PCD (absorbancia/min/g de proteina) em

nervo ciatico e musculo gastrocnémico de galinhas.

Amostras Nervo Musculo
1 84,0 2149
2 89,0 160,3
3 90,0 113
4 64,0 178,4
Média 81,8 166,6
Desvio Padrio 12,1 42,4
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Figura 6. Varia¢do individual da atividade da PCD no nervo cidtico e musculo

gastrocnémico de galinhas. Média + desvio padrao.

Foi verificado, pelo método escolhido, que a atividade da PCD no musculo

gastrocnémico ¢ aproximadamente quatro vezes maior do que no nervo ciatico de galinhas.
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6.2 Grupo Controle Positivo (CP):

As aves deste grupo receberam 500 mg/kg de TOCP, via oral, apds um jejum de 12
horas. A Tabela 9 e a Figura 7 evidenciam os resultados para a atividade da ESNp nos

linfécitos de galinhas.

Tabela 9. Atividade da ESNp (umol/min/g de proteina) em linfocitos de galinhas apds
administra¢do de 500 mg/kg de TOCP:

Tempo apos TOCP Atividade da ESNp "% de inibigdo
0 hora 8,0+ 0,7* 0
6 horas 43+04 46,4
12 horas 23+03" 71,8
24 horas 1,2+0,3 85,3
48 horas 4,4+04" 455
8 dias 7,3 £0,4 8,5
14 dias 7,0+0,3 12,9
28 dias 7,5+0,4 6,3

n = 4; Valores expressos como média + desvio padrdo. = Médias estatisticamente diferentes
do tempo 0 hora (p <0,05). Inibi¢do em relagdo ao tempo 0 (grupo controle).

10.0 1

Atividade da ESNp

0h 6h 12h 24h 48h 8d 14d 28d

Tempo

Figura 7: Atividade da ESNp em umol/min/g de proteina em linfocitos de galinhas apos a
administragdo de 500 mg/kg de TOCP. N = 4, média + desvio padrio. *Médias

estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05). h = hora; d = dia.
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A dose de 500 mg/kg de TOCP foi suficiente para que houvesse uma inibi¢do acima
de 80 % da enzima esterase susceptivel a neuropatia. Desse modo, este nivel de inibigdo foi
superior a inibi¢do necessaria para o aparecimento dos sinais clinicos da NRIOP.

A Tabela 10 e a Figura 8 apresentam os valores para a atividade da PCD no nervo

cidtico de galinhas.

Tabela 10: Atividade da PCD (absorbancia/min/g de proteina) no nervo ciatico de galinhas
apods 500 mg/kg de TOCP.

Amostra 0 hora 12 horas 24 horas 48 horas 8 dias 14 dias 28 dias

1 84,0 164,1 1153 2157  206,1 258,5 93,6
2 89,0 127,2 172,0 1112 2923 257,0 135,6
3 90,0 146,7 138,7 149.3  —eeee-- 230,8 138,3
4 64,0 110,4 151,2 125.,6 231,9 2647 1193
Média 81,8 137,1 144,3*  150,5* 243,4* 252,8* 121,7
Desvio padrio 12,1 23,3 23,7 46,3 442 15,0 20,5
* Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
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Figura 8: Atividade da PCD (absorbancia/min/g de proteina) no nervo ciatico de galinhas
ap6és 500 mg/kg de TOCP. N = 4, média + desvio padriao. * Médias estatisticamente
diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).

A Figura 8 (Tabela 10) evidencia que 24 horas ap6s a administracdo do TOCP

houve um aumento significativo na atividade da PCD no nervo ciatico. Este aumento foi

méximo 14 dias ap6s a intoxicacdo, e retornou aos niveis normais no 28° dia.
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A Figura 9 e a Tabela 11 ilustram a atividade da PCD no musculo gastrocnémico de

galinhas.

Tabela 11. Atividade da PCD (absorbancia/min/g de proteina) no musculo gastrocnémico

de galinhas apds 500 mg/kg de TOCP.

Amostra 0 hora 12 horas 24 horas 48 horas 8 dias 14 dias 28 dias

1 214,9 99,5 77,3 27,9 73,9 146,0 229,9
2 160,3 128,7 33,9 88,8 83,6 131,7 180,3
3 113,0 133,6 57,2 90,0 123,3 110,0 180,0
4 178,4 84,7 46,9 113,9 61,9 151,5 152,1
Média 166,6 111,6 53,8* 80,1* 85,7* 134,8 185,6

Desvio padrao 42,4 23,4 18,3 36,7 26,6 18,5 323
* Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
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Figura 9. Atividade da PCD (absorbancia/min/g de proteina) no musculo gastrocnémico de
galinhas apds 500 mgkg de TOCP. N = 4, média + desvio padrdo. * Médias

estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).

A Figura 9 (Tabela 11) comprova que ao contrario do que ocorreu com a atividade
da PCD no nervo, no musculo a atividade da PCD comegou a cair no tempo de 24 horas e
se manteve reduzida até o tempo de 14 dias. Em seguida ela comegou a subir até atingir o

nivel normal em 28 dias.
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A Tabela 12 e a Figura 10 mostram a concentrac¢do plasmatica de calcio em mg/dL.

Tabela 12. Niveis de calcio no plasma (mg/dL) de galinhas, ap6s a administragdo de 500
mg/kg de TOCP:

Amostras 0 hora 6horas 12 horas 24 horas 48 horas 8dias 14 dias 28 dias
1 14,10 13,97 10,60 8,70 13,63 14,60 13,80 10,50
2 14,30 14,52 12,90 12,80 14,60 13,80 14,00 11,20
3 14,12 15,36 12,10 12,40 13,23 13,90 14,10 12,50
4 1436 15,50 12,03 9,70 - 13,60 12,00 11,90
Média 14,22 1484 1191* 10,90 13,82 13,98 13,48 11,53*
Desvio Padrio 0,13 0,72 0,96 2,01 0,70 0,43 0,99 0,87
*M¢édias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
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Figura 10. Concentracdo do ion calcio no plasma de galinhas apds a administra¢do de 500
mg/kg de TOCP. N = 4, média + desvio padrdo. *Médias estatisticamente diferentes do

tempo 0 hora (p <0,05). h =hora; d = dia

A Figura 10 (Tabela 12) evidencia o desequilibrio que ocorreu com o calcio no
plasma de galinhas apds a administragdo do TOCP. Houve uma queda brusca do calcio
plasmatico 12 e 24 horas apds 500 mg/kg de TOCP via oral, e em seguida houve uma
tendéncia em restabelecer as condi¢des normais, porém houve uma nova queda do calcio
plasmatico no 28° dia apos o TOCP.

A Figura 11 e a Tabela 13 evidenciam a concentracdo de calcio no musculo

gastrocnémico de galinhas.
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Tabela 13. Niveis de célcio no musculo gastrocnémico (pg/g de tecido) de galinhas, apds

administragao de 500 mg/kg de TOCP:

Amostras O hora 6 horas 12horas 24 horas 48 horas 8 dias 14 dias 28 dias
1 84,0 95,0 101,0 89,0 37,0 46,0 15,7 124
2 107,0 75,0 - 63,0 43,0 53,0 7,6 100
3 89,0  130,0 185,0 26,0 49,0 - 21,0 110
4 90,0 115,0 96,0 93,0 18,0 34,0 18,0 118
Média 92,5 103,8 127,3 67,8 36,8* 44,3* 15,6* 113
Desvio Padrio 10,0 23,9 50,0 30,8 13,4 9,6 5,7 10

*Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
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Figura 11. Concentragdo do ion célcio no musculo gastrocnémico (ug/g de tecido) de
galinhas apds a administracdo de 500 mg/kg de TOCP. N=4, média + desvio padrao.

*Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).

A Tabela 13 evidencia que apo6s a administragdo de 500 mg/kg de TOCP houve uma
elevagdo gradativa dos niveis de céalcio no musculo gastrocnémico até 12 apds a
intoxica¢do, porém sem significancia estatistica. Em seguida houve um declinio nestes
niveis até o 14° dia apos a intoxicagdo. Deste modo fica evidente que apos a administracdo
de um organofosforado neuropatico também ocorreu um desequilibrio deste ion no musculo
gastrocnémico.

A Tabela 14 e a Figura 12 ilustram a concentracdo de calcio no nervo ciatico de

galinhas.
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Tabela 14. Niveis de calcio no nervo cidtico (ug/g de tecido) de galinhas, apods

administragdo de 500 mg/kg de TOCP:

Amostras O hora 6horas 12horas 24 horas 48 horas & dias 14 dias 28 dias
1 307 209 274 212 288 171 95 76
2 331 217 338 180 365 72 141 115
3 410 178 164 233 358 168 175 124
4 256 154 250 110 293 127 119 102
Média 326 190* 257 184* 326 135* 132,5* 104*
Desvio Padrio 64 29 72 54 41 46 34 21

*M¢édias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
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Figura 12. Concentragdo do ion calcio no nervo ciatico de galinhas (ug/g de tecido) apds a

administragdo de 500 mg/kg de TOCP. N= 4, média + desvio padrio. *Médias

estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05); h = hora; d = dia

A Tabela 14 indica que ocorreu no nervo ciatico a exemplo do que ocorreu no

plasma de galinhas, um desbalanceamento dos niveis de calcio apds a administragdo de

TOCP. Inicialmente houve uma queda brusca dos niveis de célcio no nervo e em seguida

comega a elevar até 48 horas ap6s o TOCP. Porém, ocorreu uma nova queda nos niveis de

calcio do nervo oito dias apds a intoxicag@o, que se manteve até o 28° dia de experimento.

A Tabela 15 evidencia a evolucdo dos escores de neurotoxicidade durante 28 dias de

observagdes apds 500 mg/kg de TOCP.
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Tabela 15: Escores de neurotoxicidade de galinhas apos a administra¢do de 500 mg/kg de
TOCP (Grupo controle positivo).

Amostra 10dias 12dias 14 dias 16dias 18 dias 20dias 22dias 24 dias 26dias 28 dias

1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3

2 0 1 1 2 2 2 2 2 2 2

3 0 1 1 1 1 2 2 2 2 2

4 1 1 2 2 2 2 3 3 3 4
Soma 2 4 +6 +7 +7 +8 +9 +9 +10 ++11

n= 4. + Dados considerados significantes, em relagdo ao escore 0 (p < 0,05). ++ Dados

significantes em relacdo ao 14° dia.

6.3 Grupo Tratado:

As aves deste grupo receberam 500 mg/kg de TOCP, via oral, associado com a
estratégia terapéutica que variou apenas com o tempo de administragdo apds o agente
toxico. Estas estratégias foram classificadas da seguinte maneira:

Tratamento A;: 4 aves receberam, 12 horas apos TOCP, 1 mg/kg de nimodipino via
intramuscular ¢ 30 minutos depois receberam 5 mg/kg de gliconato de célcio via
endovenosa. Estas aves foram sacrificadas 24 horas apos a administragdo do TOCP.
Tratamento A;: 4 aves receberam, 12 horas apés TOCP, 1 mg/kg de nimodipino via
intramuscular ¢ 30 minutos depois receberam 5 mg/kg de gliconato de calcio via
endovenosa. Estas aves foram sacrificadas 28 dias ap6s a administragdo do TOCP para
avaliag@o dos escores de neurotoxicidade.

Tratamento B: 4 aves receberam, 18 horas apos TOCP, 1 mg/kg de nimodipino via
intramuscular ¢ 30 minutos depois receberam 5 mg/kg de gliconato de célcio via
endovenosa. Estas aves foram mantidas por 28 dias para avaliagdo dos escores de
neurotoxicidade.

Tratamento C: 4 aves receberam, 24 horas apés TOCP, 1 mg/kg de nimodipino via
intramuscular ¢ 30 minutos depois receberam 5 mg/kg de gliconato de calcio via
endovenosa. Estas aves foram mantidas por 28 dias para avaliagdo dos escores de

neurotoxicidade.
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6.3.1 Atividade da ESNp:

As Tabelas 16 e 17 e as Figuras 13 e 14 mostram a comparag@o entre o tempo 0

hora, grupo controle positivo e o grupo tratado para a atividade da ESNp nos linfécitos.

Tabela 16. Comparagdo de valores para atividade da ESNp (umol/min/g de proteina) nos
linfocitos entre o tempo 0 hora, controle positivo e o tratamento com sacrificio 24 horas

ap6s TOCP.

Amostras 0 hora Controle positivo Trat. A
1 8,3 0,8 1,2
2 8,8 1,1 1,0
3 7,6 1,3 1,7
4 7,2 1,5 1,2
Média 8,0 1,2* 1,3*
Desvio padrao 0,7 0,3 0,3

*M¢dias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p <0,05). Trat. A: 1 mg/kg de
nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apoés TOCP. Estas
aves foram sacrificadas 24 horas apos TOCP.
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Figura 13. Comparagdo de valores para atividade da ESNp (umol/min/g de proteina) nos
linfocitos. Trat. A 24 horas = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato
de célcio, 12 horas ap6s TOCP, com sacrificio das aves 24 horas apés TOCP. N = 4, média
+ desvio padrao. *Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).

CP = controle positivo; h = horas.
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Os resultados apresentados na Figura 13 mostram que ndo houve diferenca
significante entre os valores de atividade da ESNp entre os grupos controle positivo e o
tratamento A.

Tabela 17. Comparagdo de valores para atividade da ESNp (umol/min/g de proteina) nos
linfécitos entre o tempo 0 hora, controle positivo (CP) e o tratamento com sacrificio em 28

dias apds TOCP.

Amostras 0 hora CP Trat. A Trat. B Trat. C
1 8,3 7.9 8,5 6,9 6,2
2 8,8 7,7 7,0 4.8 4.7
3 7,6 7,3 5,1 4.8 7,2
4 7,2 70 - 7,9 6,0
Média 8,0 7,5 6,9 6,1 6,0
Desvio padrao 0,7 0,4 1,7 1,6 1,0

Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas
ap6s TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de
calcio, 18 horas apos TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg
gliconato de célcio, 24 horas apos TOCP. Estas aves foram sacrificadas 28 dias apos

TOCP.
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Figura 14. Comparagdo de valores para atividade da ESNp (umol/min/g de proteina) nos
linfocitos entre o tempo 0 hora (Oh), controle positivo (CP) e os tratamentos com sacrificio
em 28 dias apdés TOCP. N = 4, média + desvio padrio. Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino +
meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas apés TOCP.Trat. B = 1 mg/kg de
nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 18 horas apds TOCP. Trat. C =
mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 24 horas apds

TOCP.
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A Figura 14 indica que, como havia ocorrido com o grupo controle positivo, o
grupo experimental também ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo

controle no tempo de 28 dias.
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6.3.2 Atividade da PCD:

As Tabelas 18 e 19 e as Figuras 15 e 16 evidenciam a comparagdo entre o tempo 0

hora, grupo controle positivo e o grupo tratado para a atividade da PCD no nervo cidtico.

Tabela 18. Comparagdo de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no nervo ciatico entre o tempo 0 hora, controle positivo e o tratamento A com sacrificio 24

horas apos TOCP.

Amostras 0 hora Controle Positivo Trat. A
1 84,0 164,1 96,1
2 89,0 127,2 73,5
3 90,0 146,7 80,0
4 64,0 110,4 60,3
Média 81,8 137,1** 77,5
Desvio Padrio 12,1 23,3 14,9

** Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora e do Trat. A (p < 0,05). Trat. A =1
mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas apos
TOCP. Estas aves foram sacrificadas 24 horas ap6s TOCP.
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Figura 15. Comparagdo de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no nervo ciatico entre o tempo 0 hora (Oh), controle positivo (CP) e o tratamento A (1
mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas apds
TOCP) com sacrificio 24 horas apds TOCP. **Média estatisticamente diferente do tempo 0
hora e do tratamento A (p< 0,05).

A Figura 15 mostra que apenas o grupo controle positivo apresentou diferenga

significante em relagdo ao tempo 0 hora.

56



Tabela 19. Comparagdo de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no nervo ciatico entre o tempo 0 hora, controle positivo e o tratamento com morte em 28

dias apos TOCP.

Amostras 0 hora Controle Positivo Trat. A Trat. B Trat. C
1 84,0 93,6 65,4 45,6 433
2 89,0 135,6 72,9 65,7 52,9
3 90,0 1383 54,3 58,9 77,3
4 64,0 119,3 91,2 - 96,0
Média 81,8 121, 7%** 71,0 56,7 67,4
Desvio padrao 12,1 20,5 15,5 10,2 23,9

***Média estatisticamente diferente dos Tratamentos A, B e C (p < 0,05). Trat. A = 1
mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas apods
TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio,
18 horas apos TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg
gliconato de calcio, 24 horas apds TOCP. Estas aves foram sacrificadas 28 dias apds

TOCP.
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Figura 16. Comparagdo de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no nervo ciatico entre o tempo 0 hora (Oh), controle positivo (CP) e os tratamentos com
sacrificio 28 dias ap6s TOCP. Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + 5 mg/kg gliconato de
calcio 12 horas apos TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + 5 mg/kg gliconato de
calcio 18 horas apés TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + 5 mg/kg gliconato de
calcio 24 horas apds TOCP. ***Média estatisticamente diferente dos Tratamentos A, B e C

(p <0,05). N=4, média + desvio padrio.
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A Figura 16 confirma o fato de que o grupo experimental ndo apresentou diferenga
significativa em relagdo ao tempo O hora. As trés estratégias de tratamento apresentaram
resultados estatisticamente iguais ao tempo 0 hora e diferentes do grupo controle positivo.

As Tabelas 20 e 21 e as Figuras 17 e 18 trazem a comparagdo entre o tempo 0 hora,

o controle positivo e o grupo tratado para a atividade da PCD no musculo gastrocnémico.

Tabela 20. Comparagdo de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no musculo gastrocnémico entre o tempo 0 hora, controle positivo e o tratamento A com

sacrificio 24 horas apos TOCP.

Amostras 0 hora Controle positivo Trat. A
1 2149 77,3 2344
2 160,3 33,9 236,4
3 113,0 57,2 271,1
4 178,4 46,9 2133
Meédia 166,7 53,8* 238,8**
Desvio padrao 42.4 18,3 23,9

*Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05). ** M¢édia estatisticamente
diferente do tempo zero hora e do controle positivo (p < 0,05). Trat. A = 1 mg/kg de
nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas apds TOCP.
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Figura 17. Comparag@o de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no musculo gastrocnémico entre o tempo 0 hora (0h), controle positivo (CP) e o tratamento
A (1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apds
TOCP) com sacrificio 24 horas apés TOCP. *M¢édias estatisticamente diferentes do tempo
0 hora (p < 0,05). N= 4, média + desvio padrdo. ** M¢dia estatisticamente diferente do

tempo zero hora e do controle positivo (p < 0,05)
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Tabela 21. Comparagdo de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina)
no musculo gastrocnémico entre o tempo 0 hora, controle positivo e os tratamentos com

sacrificio 28 dias apos TOCP.

Amostras 0 hora Controle positivo Trat. A Trat. B Trat. C
1 2149 229.9 98,3 138,6 1223
2 160,3 180,3 120,4 171,6 112,1
3 113,0 180,0 136,4 147,1 96,4
4 178,4 152,11 - e 197,1
Média 166,7 185,6 118,4 152,4 132,0
Desvio padrao 42.4 324 19,1 17,1 44,7

Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas
ap6s TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio,
18 horas ap6s TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato
de calcio, 24 horas ap6s TOCP. Estas aves foram sacrificadas 28 dias apés TOCP.
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Figura 18. Compara¢do de valores para atividade da PCD (Absorbancia/min/g de proteina) no
musculo gastrocnémico entre o tempo 0 hora (0Oh), controle positivo (CP) e os tratamentos com
sacrificio 28 dias apds TOCP. *Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
N= 4, média + desvio padrdo. Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg
gliconato de calcio, 12 horas apés TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois
5 mg/kg gliconato de célcio, 18 horas apds TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia
hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 24 horas apos TOCP.

A Figura 18 ilustra que 28 dias apos TOCP, ndo houve queda significativa na

atividade da PCD no musculo gastrocnémico.

59



6.3.3 Nivel de calcio no nervo ciatico:

As Tabelas 22 e 23 e as Figuras 19 e 20 mostram a comparag@o entre o tempo 0

hora, o controle positivo e o grupo tratado para a concentracio de calcio no nervo ciatico.

Tabela 22. Comparagdo dos niveis de calcio no nervo ciatico (ug/g) entre o tempo 0 hora,

controle positivo e o tratamento A com sacrificio 24 horas ap6s TOCP.

Amostras 0 hora Controle positivo Trat. A
1 307 212 290
2 331 180 390
3 410 233 212
4 256 110 274
Média 326,0 183,8* 291,5
Desvio padrao 64,1 53,8 73,8

*Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05). Trat. A = 1 mg/kg de
nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apdés TOCP. Estas

aves foram sacrificadas 24 horas ap6s TOCP.
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Figura 19. Comparag¢do dos niveis de calcio no nervo ciatico (ug/g) entre o tempo 0 hora
(Oh), controle positivo (CP) e o tratamento A (1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5
mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apés TOCP) com sacrificio 24 horas apés TOCP. N =
4, média + desvio padrdo. *Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
A Figura 19 mostra que apenas o grupo controle positivo apresentou uma queda

significativa nos niveis de célcio no nervo ciatico, 24 horas apoés TOCP.
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Tabela 23. Comparagio dos niveis de calcio no nervo ciatico (ug/g) entre o tempo 0 hora,

controle positivo e os tratamentos A, B, C com sacrificio 28 dias ap6s TOCP.

Amostras 0 hora Controle Positivo Trat. A Trat. B Trat. C
1 307 76 136 215 196
2 331 115 e 306 256
3 410 124 120 157 195
4 256 102 154 152
Média 326 104,3* 136,7* 207,5 215,7
Desvio padrao 64,1 20,9 17,0 71,6 34,9

*Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05). Trat. A = 1 mg/kg de
nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apds TOCP. Trat. B =
1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 18 horas apos
TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio,
24 horas ap6s TOCP. Estas aves foram sacrificadas 28 dias apoés TOCP.
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Figura20. Comparagdo dos niveis de calcio no nervo ciatico (ug/g) entre o tempo 0 hora
(Oh), controle positivo (CP) e os tratamentos A, B, C com sacrificio 28 dias apés TOCP. N
= 4, média £ desvio padrdo. *Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p <
0,05). Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12
horas apds TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato
de célcio, 18 horas apos TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5
mg/kg gliconato de calcio, 24 horas apds TOCP.

A Figura 20 evidencia que apenas o tratamento A apresentou uma queda

significativa em relagdo ao tempo 0 hora no 28° dia apos TOCP.
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6.3.4 Nivel de calcio no masculo gastrocnémico:

As Tabelas 24 e 25 e as Figuras 21 e 22 mostram a comparagdo entre o tempo 0
hora, o controle positivo e o grupo tratado para a concentracdo de céalcio no musculo

gastrocnémico.

Tabela 24. Comparagdo dos niveis de calcio no musculo gastrocnémico (ug/g) entre o

tempo 0 hora, controle positivo e o tratamento A com sacrificio 24 horas ap6s TOCP.

Amostras 0 hora Controle Positivo Trat. A
1 84 89 69
2 107 63 18
3 89 26 45
4 90 93 36
Média 93 68 42*
Desvio padrao 10 31 21

*M¢édias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).

Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12
horas apos TOCP.
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Figura 21. Comparagdo dos niveis de calcio no musculo gastrocnémico (ug/g) entre o
tempo 0 hora (0h), controle positivo (CP) e o tratamento A (1 mg/kg de nimodipino + meia
hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio 12 horas apés TOCP) com sacrificio 24 horas apds

TOCP. N =4, média + desvio padrdo. *Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora

(p <0,05).
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Tabela 25. Comparagdo dos niveis de calcio no musculo gastrocnémico (ug/g) entre o
tempo 0 hora, controle positivo (CP) e os tratamentos A, B, C com sacrificio 28 dias apos

TOCP.

Amostras 0 hora CPp Trat. A Trat. B Trat. C
1 84 124 96 75 79
2 107 100 35 25 45
3 89 110 110 94 59
4 90 118 112 101 96
Média 93 113 88,3 73,8 69,8
Desvio padrao 10 10 36,2 34,3 22.4

Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas
ap6s TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio,
18 horas apos TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato
de calcio, 24 horas apds TOCP. Estas aves foram sacrificadas 28 dias apoés TOCP.

140 1

120 A

100 -
80 1
60 1
40 A
20
0

Trat. A 12h Trat. B 18h Trat. C 24h

Concentragao de Célcio (ug/g)

Figura 22. Comparagdo dos niveis de calcio no musculo gastrocnémico (pg/g) entre o tempo 0
hora (Oh), controle positivo (CP) e os tratamentos A, B, C com sacrificio 28 dias ap6s TOCP.
N =4, média + desvio padrdo. *Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05).
Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 12 horas
apds TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio,
18 horas apds TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato
de célcio, 24 horas ap6s TOCP.
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6.3.5 Nivel de calcio no plasma:

As Tabelas 26 e 27 e as Figuras 23 e 24 ilustram a comparagdo entre o tempo 0

hora, o controle positivo e o grupo tratado para a concentracdo de calcio no plasma.

Tabela 26. Comparacdo dos niveis de céalcio no plasma (mg/dL) entre o tempo 0 hora,

controle positivo e o tratamento A com sacrificio 24 horas ap6s TOCP.

Amostras 0 hora Controle positivo Trat. A
1 14,1 8,7 11,6
2 14,3 12,8 11,8
3 14,1 12,4 14,7
4 14,4 9,7 13,1
Média 14,2 10,9* 12,8
Desvio padrao 0,13 2,01 1,4

*M¢édias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05). Trat. A = 1 mg/kg de

nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apés TOCP.
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Figura 23. Comparagdo dos niveis de célcio no plasma (mg/dL) entre o tempo 0 hora (Oh),
controle positivo (CP) e o tratamento A (1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5
mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apds TOCP) com sacrificio 24 horas apés TOCP. N =

4, média + desvio padrdo. *Média estatisticamente diferente do tempo 0 hora (p < 0,05).

A Figura 23 (Tabela 26) evidencia que apenas o grupo controle positivo apresentou

diferenca significativa em relagdo ao tempo zero hora.
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Tabela 27. Comparacdo dos niveis de célcio no plasma (mg/dL) entre o tempo 0 hora,

controle positivo e os tratamentos A, B, C com sacrificio 28 dias ap6s TOCP.

Amostras 0 hora  Controle positivo Trat. A Trat. B Trat. C
1 14,1 10,5 13,1 16,1 -
2 14,3 11,2 20,0 12,1 22,6
3 14,1 12,5 11,3 23,1 13,2
4 14,4 11,9 20,0 23,2 12,5
Media 14,2 11,5* 16,1 18,6 16,1
Desvio padrao 0,13 0,87 4,6 5,5 5,6

*Médias estatisticamente diferentes do tempo 0 hora (p < 0,05). Trat. A = 1 mg/kg de
nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de célcio, 12 horas apds TOCP. Trat. B =
1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio, 18 horas apds
TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio,
24 horas ap6s TOCP. Estas aves foram sacrificadas 28 dias apoés TOCP.
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Figura 24. Comparagdo dos niveis de calcio no plasma (mg/dL) entre o tempo 0 hora (Oh),
controle positivo (CP) e os tratamentos A, B, C com sacrificio 28 dias apos TOCP. N = 4,
média + desvio padrdo. *Médias estatisticamente diferentes do tempo O hora (p < 0,05).
Trat. A = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de calcio 12 horas
apds TOCP. Trat. B = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg gliconato de
calcio, 18 horas apds TOCP. Trat. C = 1 mg/kg de nimodipino + meia hora depois 5 mg/kg
gliconato de calcio, 24 horas apos TOCP.

A Figura 24 ¢ a Tabela 27 comprovam que apenas o grupo controle positivo

apresentou diferenca significativa em relagdo ao tempo zero hora.
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6.3.6 Escores de neurotoxicidade:

As Tabelas 28, 29 e 30 refletem para as aves do grupo tratado, a evolucdo dos

escores de neurotoxicidade durante 28 dias.

Tabela 28. Escores de neurotoxicidade de galinhas intoxicadas com TOCP (trat. A = 1

mg/kg de nimodipino e apo6s 30 minutos, 5 mg/kg gliconato de célcio 12 horas apds

TOCP).

Amostra 14 dias 16dias 18 dias 20dias 22 dias 24 dias 26 dias 28 dias

1 1 1 1 1 1 2 2 2
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 1 1 1 1 1 1 1
4 0 0 0 0 0 0 0 0
soma 1 2 2 2 2 3 3 3

n= 4. + Dados considerados significantes (p < 0,05), em relagdo ao escore 0.

Tabela 29. Escores de neurotoxicidade de galinhas intoxicadas com TOCP (trat. B = 1

mg/kg de nimodipino e apds 30 minutos, 5 mg/kg gliconato de calcio 18 horas apods
TOCP).

Amostra 14 dias 16dias 18 dias 20dias 22dias 24 dias 26dias 28 dias

1 0 0 0 1 1 1 1 1
2 0 0 1 1 1 1 1 1
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
soma 0 0 1 2 2 2 2 2

n= 4. + Dados considerados significantes (p < 0,05), em relag@o ao escore 0.
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Tabela 30. Escores de neurotoxicidade de galinhas intoxicadas com TOCP (trat. C = 1

mg/kg de nimodipino e apds 30 minutos, 5 mg/kg gliconato de calcio 24 horas apods
TOCP).

Amostra 14 dias 16dias 18 dias 20dias 22dias 24 dias 26dias 28 dias

1 0 0 1 1 1 1 1 1
2 0 0 0 0 1 1 1 1
3 0 1 1 1 1 1 1 1
4 0 1 1 1 1 1 1 1
soma 0 2 3 3 4 4 4 4

n= 4. + Dados considerados significantes (p < 0,05), em relag@o ao escore 0.
As Tabelas 28, 29, 30 comprovam que ndo houve diferencga significativa, em relacio

ao escore zero, nos escores de neurotoxicidade para as aves do grupo tratado em 28 dias de

experimento para as estratégias terapéuticas A, B e C.
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7. DISCUSSAO:

A grande maioria dos casos de neuropatia retardada induzida por organofosforados
esta associada com a ingestdo oral de praguicidas organofosforados (ARAUIJO et al., 2007).
Diante desta constatacdo, ¢ importante discutir a intoxicacdo aguda via oral destes
compostos para evitar o surgimento de graves efeitos irreversiveis apos altas doses de
organofosforados neuropaticos. A absor¢do por via oral ocorre em ambientes de trabalho
com higiene precaria, alimentos contaminados e nas tentativas de suicidio. Apds
absorvidos, estes compostos e seus produtos de biotransformagdo sdo rapidamente
distribuidos por todos os tecidos. Estes compostos apresentam alta capacidade para
atravessar as membranas biologicas, devido seu alto coeficiente de parti¢ao 6leo/agua.

Grandes quantidades de fluidos e de seus constituintes dissolvidos difundem-se em
ambas as diregdes, sangue e espago intersticial. Poucas células estdo situadas a mais de 50
micrometros de um capilar, o que assegura a difusdo de qualquer substancia dos capilares
para as células em poucos segundos. Assim, o fluido extracelular em toda parte do corpo
esta continuamente sendo misturado, mantendo quase completa homogeneidade do fluido
extracelular no corpo (GUYTON; HALL, 2006). Assim, os organofosforados através da
circulagdo se distribuem rapidamente pelos mais variados fluidos extracelulares chegando
aos orgdos alvos e exercendo suas atividades.

Alvo dos organofosforados neuropaticos, a ESNp foi originalmente identificada por
Johnson (1969) como evento inicial para o aparecimento da neuropatia retardada em
humanos e outros vertebrados. Ela € uma enzima ligada a membrana, pertencente ao grupo
das esterases, com peso molecular de 155 kDa e de papel fisioldgico ainda ndo esclarecido
(GLYNN, 2007). Para que se desenvolva a NRIOP, é necessario que ocorra uma inibigao e
envelhecimento acima de 70 a 80% da ESNp (JOHNSON, 1982). A atividade da enzima
pode ser verificada nos linfdcitos e plaquetas, bem como no sistema nervoso central e
nervos periféricos (MARONI; BLEECKER, 1986). Oliveira, et al. (2002) avaliaram a
atividade da ESNp no sistema nervoso central de galinhas ap6s administragdo de TOCP via
oral e constataram que houve inibi¢do acima de 80% da atividade desta enzima 24 horas
apds a administragcdo do TOCP.

No presente trabalho foi notada uma inibi¢do acima de 80% 24 horas apds a

administragdo de TOCP, como demonstra a Tabela 9. A Figura 7 ilustra que a atividade da
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ESNp caiu de 8,0 para 1,2 em 24 horas e apds esta queda brusca houve uma tendéncia em
restabelecer os niveis normais de atividade enzimatica. No 28° dia de experimento ndo
houve diferenca significativa em relagdo ao tempo zero hora (grupo padrio). A
determinacdo da atividade da ESNp nos linfdécitos se mostrou eficaz como um indicador
bioldgico de efeito para a NRIOP além de ser de facil coleta em animais e seres humanos.

O célcio no plasma estd presente em trés formas; cerca de 40% (1 mmol.L™)
encontram-se ligado a proteinas plasmaticas e, nesse arranjo, mostram-se nao-difusiveis
através da membrana; aproximadamente 10% (0,2 mmol.L™") estdo combinados com
substancias anionicas do plasma e liquidos intersticiais (citrato e fosfato), e desse modo nio
apresentam-se disponiveis para realizar suas funcdes; os 50% restantes do célcio presente
no plasma apresentam-se na forma ionizada e difusivel através da membrana. Dessa forma,
os liquidos plasmaticos e intersticiais exibem uma concentragcdo normal de célcio i6nico de
aproximadamente 1,2 mmol. L. Esse célcio i6nico é a forma relevante para a maior parte
das fung¢des fisioldgicas do calcio no corpo, incluindo seu efeito sobre o coragdo e sistema
nervoso (GUYTON; HALL, 2006).

A regulacdo da concentragdo intracelular livre do célcio envolve trés mecanismos
principais: controle da entrada do Ca'", controle da extrusdo do Ca' e troca do Ca'" entre o
citoplasma e as reservas intracelulares. Como a concentragdo de célcio intracelular livre
desempenha um papel chave na fungdo celular, uma ampla variedade de efeitos
farmacoldgicos resulta da interferéncia em um ou mais dos mecanismos de controle dessa
concentracdo intracelular. (RANG, et al., 2004).

No presente trabalho constatou-se que o nivel de cdlcio plasmatico para galinhas
adultas normais girou na faixa de 14,2 mg/dL. O grupo controle positivo apresentou um
desequilibrio no nivel plasmatico do céalcio durante os 28 dias de observagdo apds a
intoxicacdo pelo TOCP. Doze horas apos a administracdo do toxicante este nivel caiu para
11,9 mg/dL e 24 horas apds a administracdo do TOCP houve a queda maxima para 10,9
mg/dL, porém em 48 horas apds a intoxicacdo o nivel de célcio ja ndo apresentava
diferenca significativa em relagdo ao tempo zero hora. Entretanto, houve uma nova queda
no nivel de célcio plasmatico no 28° dia. Assim, o que realmente se observou foi um
desbalanceamento no nivel de cdlcio plasmatico, contudo sem apresentar elevacdo dos
niveis em relag@o ao tempo de zero hora, o que pode ser comprovado pela Figura 10.

O conceito de degeneracdo axonal foi inicialmente reportado por Augustus Waller

ha cerca de cem anos. De acordo com a seqiiéncia de eventos que ocorrem na porgado distal
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do axdnio apds intoxicagdo por organofosforados neuropaticos, esta degeneracdo &
chamada de degenerag¢do axonal tipo Walleriana. Essa degeneragdo ¢ caracterizada pela
ativag@o de proteases calcio dependente (PCD) devido a passagem excessiva de calcio para
o interior da célula. A ativacdo da PCD promove a digestdo da por¢do terminal do axdnio,
impedindo assim, a transmissdo do impulso nervoso até a célula pos-sinaptica (ANTHONY
etal., 2001).

No presente trabalho, a queda nos niveis de céalcio plasmatico ocorreu 12 horas apos
a administragdo do TOCP, contudo, a inibi¢do da ESNp ja ocorrera seis horas apds esta
intoxicagdo. Estes eventos sugerem que a ESNp pode estar envolvida no mecanismo de
regulagdo da passagem de calcio do intersticio para o meio intracelular, uma vez que a
ESNp estava inibida, desta maneira impossibilitada de exercer sua fungdo normal que pode
ser a de controlar a entrada excessiva deste cation através da membrana celular. Alias,
sendo a PCD uma protease célcio dependente intracelular que € ativada pelo ion célcio e
suas fungdes consistem principalmente na degradagdo de proteinas do citoesqueleto,
(INOMATA et al., 1983), corrobora a sugestdo acima de que houve aumento na
concentracdo intracelular de calcio apds a inibi¢do da ESNp, pois observando a Figura 8
percebe-se um aumento da atividade da PCD 24 horas ap6s a administragdo do TOCP.

Diante do exposto, foi proposta uma estratégia terapéutica que pudesse evitar a
entrada de célcio para o meio intracelular e a reposi¢do deste ion em locais que ja
acusassem sua caréncia, pois a concentracdo normal deste ion nos diversos tecidos ¢
fundamental para o correto funcionamento de todos os componentes corporais. Desta
maneira, no presente trabalho os grupos tratados ndo apresentaram queda significante para
os niveis de calcio plasmatico, o que pode ser visto nas Figuras 23 e 24. Atuando sobre os
canais tipo L, o nimodipino bloqueia a entrada de célcio na célula. Wu e Leng (1997)
demonstraram o efeito protetor do Verapamil, um bloqueador de canais de célcio, na
redu¢do da fosforilagdo de proteinas de células do sistema nervoso de galinhas quando
receberam dose oral de TOCP. Choudhary, et al. (2006) observaram o efeito protetor do
nimodipino na fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto de ratos quando administraram
diclorvés, um organofosforado neuropatico. Piao, et al. (2003) administraram calcicol®,
para reposicdo de ions calcio, em galinhas apds a intoxicacdo por TOCP e leptofds, e
também verificaram a redugdo dos efeitos da NRIOP. Muzardo, et al. (2008) constataram
que a administracdo do gliconato de calcio apés TOCP evitou o desbalanceamento do ion

calcio no plasma de galinhas. Porém, até o presente momento, ndo foi encontrada na
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literatura alguma estratégia terapéutica que unisse um bloqueador de canais de célcio aliado
com a reposi¢ao deste ion para atenuar os graves efeitos da NRIOP. Apesar de parecer um
paradoxo a administragdo de um bloqueador da entrada de célcio na célula e posterior
administragdo de gliconato de célcio; vale lembrar que o organismo necessita de uma
concentracdo extracelular deste ion maior do que a concentragdo intracelular do mesmo,
assim, a administragdo do gliconato de calcio serviu para a manutengdo do nivel
extracelular de célcio apos a perda excessiva do mesmo para dentro da célula. Isto pode ser
visto nas Figuras 23 e 24 onde somente o grupo controle positivo apresentou queda

significante no nivel de célcio plasmatico.

O Sistema Nervoso Periférico é constituido pelos nervos e ganglios nervosos e sua
funcdo ¢ conectar o sistema nervoso central as diversas partes do corpo humano. Nervos
sdo feixes de fibras nervosas envoltas por uma capa de tecido conjuntivo. As fibras
presentes nos nervos podem ser tanto dendritos como axdnios que conduzem, impulsos
nervosos das diversas regides do corpo ao sistema nervoso central e vice-versa. Nervos
sensitivos sdo os que contém somente fibras sensitivas, que conduzem impulsos dos 6rgaos
para o sistema nervoso central. Nervos motores sdo os que contém somente fibras motoras,
que conduzem impulsos do sistema nervoso central até os orgdos efetores (musculos ou
glandulas) e nervos mistos contém tanto fibras sensitivas quanto motoras. O sistema
nervoso periférico pode ser voluntario ou autonomo de acordo com suas agdes. As agdes
voluntdrias resultam da contragdo de musculos estriados esqueléticos. Ja as agdes
involuntarias resultam da contragdo das musculaturas lisa ¢ cardiaca. O nervo ciatico se
origina nas regides lombares e sacrais da medula espinhal (entre L4 e S3) e fornece
inervagdo motora e sensitiva para a extremidade inferior do corpo. Ele ¢ a principal
continuacdo do plexo sacral e o maior nervo do corpo. Apresenta dois ramos principais, o
nervo tibial e o nervo peroneal. Segundo Singi (2007) o nervo ciatico € o principal nervo
dos membros inferiores e de acordo com Baumel (1981) este nervo se encontra na
superficie lateral da pelve na galinha. Enfim, a escolha do nervo ciatico para o presente
trabalho foi devido ao fato de possuir axonios longos e de inervar toda a por¢do dos
membros inferiores da galinha sendo entdo um dos nervos mais afetados pela degeneragao

axonodistal.

A membrana de quase todas as células contém uma bomba de célcio semelhante a

bomba de sodio, e o calcio em algumas células causa a maior parte do potencial de agdo. A
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bomba de calcio transfere este fon para o exterior da célula ou para o reticulo
endoplasmatico, criando um gradiente idonico de cerca de 10.000 vezes. Isso deixa a
concentracdo celular de calcio em torno de 107 molar, em contraste com a concentracio

externa de cerca de 10” molar (GUYTON; HALL, 2006).

No presente trabalho, apos a administragdo do TOCP ocorreu uma redug@o do nivel
de célcio no nervo ciatico como ocorrera com o calcio plasmatico. Seis horas apos a
administragdo do TOCP a concentrag@o de calcio passou de 326 para 189,5 pg/g de tecido,
como ilustrado na Figura 12. Somente 12 e 48 horas apos o TOCP ndo houve queda
significante na concentragdo do calcio no tecido nervoso. Apos 28 dias de experimento a
concentra¢do de calcio ainda permanecia reduzida (104,3 pg/g de tecido). Como ocorrera
no plasma, apo6s a administracdo do TOCP houve um aumento na passagem deste ion para o
interior da célula. Luttrell, et al. (1993) também verificaram que apds a administragdo do
TOCP ocorria uma queda significante da concentragdo de cdlcio no nervo cidtico de
galinhas. Este resultado corrobora com a idéia de que somente apds a inibigdo da ESNp ¢
que ocorreu aumento do influxo de cdlcio que proporcionou a elevagdo da atividade da
PCD. As proteases calcio dependentes sdo ativadas pela presenca do ion calcio no
citoplasma das células. A atividade da PCD esteve aumentada de 24 horas até o 14° dia
apds a administragdo do TOCP, como esta ilustrado pela Figura 8. Ela passou de 81,8
absorbancia/min/g de proteina no tempo zero hora e atingiu um valor maximo de 252,8
absorbancia/min/g de proteina 14 dias apo6s a administragdo do TOCP, em seguida comega
a cair e no 28° dia ja ndo houve mais diferenga. El-fawal, et al. (1990) também constataram
que a atividade desta protease no nervo cidtico aumentava apds a administracdo de
organofosforados neuropaticos em galinhas. Portanto, apds a administracdo de TOCP
houve uma alteracdo na homeostasia do célcio em diversos tecidos do organismo. Este ion
que se encontra em maior quantidade fora do que dentro da célula, comega a entrar pelos
canais de célcio que estdo com permeabilidade aumentada e desencadeia a ativagdo da PCD

que leva ao processo degenerativo tipo Walleriana.

Neste contexto seria necessario o bloqueio dos canais de céalcio para impedir o
influxo do mesmo para o citoplasma evitando a ativagdo da PCD. Antes de comegar os
experimentos do grupo tratado foi feito um grupo piloto. Administrando 12 horas apds o
TOCP, 1 mg/kg de nimodipino concomitante com 5 mg/kg de gliconato de célcio. Notou-se

entdo que ndo houve melhora nos escores de neurotoxicidade das aves. De acordo com a
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farmacocinética do nimodipino (TARTARA et al.,, 1991), o pico de concentragido
plasmatica apds administragdo oral varia de 30 a 60 minutos. Entdo seria necessario esperar
um tempo para maior distribuicdo do nimodipino pelos diversos tecidos para proceder a
administragdo do gliconato de calcio. Desta forma, a estratégia escolhida foi a
administragdo do nimodipino e 30 minutos depois a administragdo do gliconato de célcio.
Deste modo, houve tempo para a acdo de bloqueio dos canais de célcio feita pelo

nimodipino antes da a¢@o do gliconato de calcio.

Portanto, para o grupo tratado, foi administrado o nimodipino com o intuito de
bloquear a passagem do calcio pelos canais de membrana tipo L. De fato, somente o grupo
controle positivo apresentou diferenca em relagdo ao grupo padrio, tanto para a
concentracdo de cdlcio como para a atividade da PCD no nervo cidtico como pode ser

observado nas Figuras 15, 16 e 19.

Alguns dos principios basicos da contragdo se aplicam a todos os tipos de musculos.
Uma das caracteristicas especiais do reticulo sarcoplasmatico é que no seu interior ha uma
reserva de ions calcio e parte destes ions sdo liberados quando um potencial de agdo ocorre
em um tubulo T adjacente. Depois da contragdo, a bomba de célcio localizada na parede da
membrana do reticulo sarcoplasmatico remove os ions do liquido miofibrilar para o

reticulo, reduzindo assim a quantidade de calcio livre no citosol (GUYTON; HALL, 2006).

Na galinha, o musculo gastrocnémico se situa na regido caudo-lateral da perna da
ave (BERGE, 1981). A escolha de analise do musculo gastrocnémico para este trabalho foi
devido ao fato de ser um musculo situado no membro inferior e que recebe ramificagcdes do
nervo ciatico. O nivel de célcio no liquido intersticial do tecido muscular € inferior ao do
nervo ciatico, pois o musculo necessita de grande quantidade intracelular para ser utilizado
na contragdo. O nivel de célcio encontrado no musculo gastrocnémico para as aves do
grupo padrao foi de 92,5 pg/g de tecido (Tabela 7). Apos a administragdo do TOCP (grupo
controle positivo) ocorreu uma queda no nivel de calcio no musculo 48 horas apos a
intoxicagdo que se manteve até o 14° dia (15,6 pg/g de tecido), como pode ser comprovado
pela Tabela 13. Entretanto, no 28° dia a concentragdo de célcio no tecido muscular nao
apresentou diferenga significante em relagdo ao grupo padrdo como havia ocorrido com o
calcio plasmatico e no nervo ciatico. Estes resultados comprovam o fato de que o TOCP

causa no organismo uma neuropatia € ndo uma miopatia.
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Como pode ser observado nas Figuras 13 e 14, a administragcdo do nimodipino e do
gliconato de calcio ndo influenciaram na atividade da ESNp 24 horas apds a administragio
do TOCP, e em 28 dias de experimento ndo houve diferenca significativa entre os grupos
controle positivo e os grupos tratados para a atividade da ESNp, ou seja, as estratégias
teraputicas ndo interferiram na inibi¢gdo da ESNp apdés a administragdo deste
organofosforado neuropatico. Ha certos inibidores da ESNp tais como, fosfinatos,
carbamatos, tiocarbamatos e sulfonil fluoretos que apresentam ambos radicais “R”
diretamente ligados ao atomo de fosforo. Estes compostos também reagem covalentemente
com o centro ativo da esterase, mas ndo promovem a reacdo de envelhecimento,
conseqiientemente, esterases inibidas por estes compostos ndo formam um grupo terminal
com carga negativa e sdo reativados pelas oximas. Quando se administra inibidores da
ESNp ndo-neuropdaticos antes de organofosforados neuropaticos, ocorre uma protecio e
pode evitar o surgimento da NRIOP evitando o envelhecimento do complexo enzima
organofosforado (MORETTO, 2000). Contudo, quando administrados posteriormente a um
organofosforado neuropatico normalmente potencializam o efeito neuropatico (MORETTO

etal., 1992; MUZARDO et al., 2008).

Choudhary, et al. (2006) constataram que o nimodipino reduziu o efeito de paralisia
em ratos de maneira significativa, contudo ainda houve diferenga em relacdo a um grupo
padrdo. Muzardo et al (2008), constataram que somente a administragdo do gliconato de
calcio reduziu o efeito da NRIOP, mas ndo conseguiu impedir o aparecimento de sinais de
paralisia. Com base nestes resultados, no presente trabalho procurou-se investigar os efeitos
do tratamento com nimodipino associado com o gliconato de calcio.

Delineou-se trés tratamentos, utilizando nimodipino e gliconato de célcio, que ndo
apresentaram diferencas significantes em relagdo ao grupo padrio para o célcio plasmatico,
como pode ser observado nas Figuras 23 e 24; e também ndo apresentaram diferencas entre
si, o que indica que ndo houve reducdo dos niveis plasmaticos de calcio 24 horas e 28 dias
apds a intoxicagdo, como havia ocorrido com o grupo controle positivo. Portanto os trés
tratamentos mostraram-se eficazes quanto a queda do nivel de célcio plasmatico apos a
administra¢do do TOCP.

As trés estratégias terapfuticas mostraram-se eficientes também, quanto ao
impedimento do desbalanceamento do calcio e conseqiientemente da atividade da PCD no

nervo ciatico como pode ser visto nas Figuras 15 e 16. Segundo o mecanismo de
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degeneragdo Walleriana, é o influxo de calcio através da membrana plasmatica que inicia o
processo neurodegenerativo. Com a administracdo do nimodipino, este processo pode ter
sido interrompido, pois ndo houve diferenca significativa do nivel de calcio do tecido
nervoso em relagdo ao grupo padrdo. Além do mais, a atividade da PCD no nervo cidtico se
manteve normal embora a melhor maneira de constatar a degenerag@o da porcao distal do

axonio seria a visualizagd@o histopatologica do tecido em questdo.

Para as aves do grupo tratado, houve uma queda significativa no nivel de célcio
muscular no tratamento A; (1 mg/kg de nimodipino e 30 minutos depois 5 mg/kg gliconato
de calcio 12 horas apds TOCP) 24 horas apds a intoxicagdo. Como a atividade da PCD no
musculo neste mesmo experimento se apresentou aumentada em relagdo ao grupo padréo
corrobora a hipdtese de que o nimodipino ndo apresenta boa disponibilidade neste tecido
conforme Figura 17 e 21. Porém em 28 dias apods a intoxicagdo ndo houve mudanga
significativa na concentragdo de célcio no musculo nos trés tratamentos nem alteracdo na
atividade da PCD demonstrando a lentiddo da disponibilidade do nimodipino neste tecido
conforme Figura 18 e 22. Estes resultados sugerem que a degeneracao € no tecido nervoso e
ndo no tecido muscular. A fraqueza muscular pode ser devido a interrupg¢do do impulso
nervoso provocada pelo descontrole da entrada de célcio e conseqiientemente a ativacdo da
PCD, o que causou a digestdo de proteinas do citoesqueleto do axdnio provocando a

degenera¢do do mesmo.

Para a avaliacdo dos sinais de neurotoxicidade foi utilizada a escala descrita por
Oliveira, et al. (2002). Segundo o protocolo do EPA (Environmental Protection Agency)
para neurotoxicidade retardada de organofosforados é necessario que haja observagdo do
comportamento motor dos animais por 28 dias. Desta maneira as aves foram avaliadas
durante um periodo de 28 dias e classificadas numa escala de zero a 4, de acordo com a
severidade da ataxia. A soma dos escores obtida com as quatro aves do grupo controle
positivo foi de 11, o que ¢ significativamente diferente do escore zero. Como havia
ocorrido com os pardmetros anteriores, somente o grupo controle positivo apresentou
significancia em relacdo ao grupo padrido. As trés estratégias de tratamento nao
apresentaram significancia em relagdo ao grupo padrio, conforme evidencia as Tabelas 28,
29 e 30. O resultado foi bastante satisfatorio, pois as aves ndo apresentaram os s€rios sinais
de ataxia da NRIOP nem mesmo quando o tratamento teve inicio 24 horas apds a

administragdo do TOCP.
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Finalmente, ¢ importante salientar que a concentragdo de calcio intracelular livre
desempenha um papel chave na fung¢do celular ¢ uma ampla variedade de efeitos
farmacologicos resulta da interferéncia em um ou mais dos mecanismos de controle da
concentracdo intracelular deste ion. O primeiro evento notado em nossos estudos apos a
administragdo do TOCP foi a inibi¢do da ESNp. Apods esta inibi¢cdo ocorreu o aumento do
influxo do célcio pela membrana celular e conseqiiente redu¢do do mesmo no plasma,
tecido nervoso ¢ muscular. Como a PCD ¢ sensivel ao aumento da concentracdo
intracelular do calcio, houve um aumento significante em sua atividade 24 horas apds a
administragdo do TOCP. Diante disto, houve uma digestdo de proteinas do citoesqueleto
provocando a degeneragdo axonal e conseqiiente interrupgdo da transmissdo do impulso
nervoso, o que levou aos sinais de ataxia. Porém com o bloqueio dos canais de calcio pelo
nimodipino e pela reposi¢cdo do calcio pelo gliconato de calcio, o processo de entrada do
mesmo pela membrana celular foi interrompido e a atividade da PCD néo se elevou. Desta
forma ndo ocorreu o processo neurodegenerativo € os animais ndo apresentaram elevados
escores de neurotoxicidade. Tanto os resultados bioquimicos quanto os resultados clinicos
do presente trabalho foram bastante satisfatorios. Entretanto, ainda € importante testar esta
estratégia terapéutica por um tempo além das 24 horas para verificar até onde o nimodipino

e o gliconato de célcio sao eficazes a fim de evitar os sinais da NRIOP.

E importante destacar também que toda estratégia terapéutica apresenta efeito
terapéutico benéfico e efeito toéxico indesejado. Normalmente o nimodipino € indicado para
casos de hemorragia subaracnoidea decorrente de aneurisma, hemorragia subaracnoidea de
origem traumatica e alteracdes cerebrais decorrentes do envelhecimento. Em alguns casos
sdo notados efeitos adversos, tais como: nausea, desconforto gastrintestinal, cefaléia e
bradicardia. Este farmaco € contra-indicado para pacientes com insuficiéncia hepatica grave
ou pacientes que fazem uso de alguns medicamentos que possam aumentar sua
biodisponibilidade. Sendo assim, deve-se avaliar a relagcdo risco beneficio antes de receitar

qualquer estratégia terapéutica.

76



8. CONCLUSAO:

1- A intoxicacdo aguda por TOCP pode inibir a ESNp acima de 80% que logo a seguir
desencadeia um desbalanceamento do nivel de célcio no tecido nervoso levando a um
aumento desse ion no meio intracelular. Este aumento de célcio intracelular provoca um
aumento de atividade da PCD que sabidamente provoca digestdo de proteinas do

citoesqueleto que pode levar ao processo de degenerag@o axonodistal tipo Walleriana.

2- O nimodipino mostrou-se eficiente no bloqueio do influxo de célcio para o tecido
nervoso € juntamente com o gliconato de calcio evitou o desbalanceamento do ion nos
varios compartimentos dos tecidos nas aves impedindo assim o aparecimento dos graves

sinais clinicos da NRIOP nas aves.

3- Finalmente, considerando os 6timos resultados € o fato de ndo se conhecer na literatura
algum tratamento para esta neuropatia, sugere-se entdo este esquema de tratamento
(nimodipino + meia hora depois, gliconato de calcio) para o ser humano em caso de grave
intoxicagdo por organofosforados neuropaticos. Porém pode ser necessario um ajuste de
dose para o ser humano, uma vez que a dose eficaz na galinha pode ser diferente da dose

eficaz para a espécie humana.
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10. ANEXOS

Anexo A — Foto de uma galinha intoxicada com o TOCP no nivel 1.

Anexo B - Foto de uma galinha intoxicada com o TOCP no nivel 2.
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Anexo C - Foto de uma galinha intoxicada com o TOCP no nivel 3.

Anexo D - Foto de uma galinha intoxicada com o TOCP no nivel 4.
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