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Log da % da atividade da ESNp para (+)-metamidofos.

Log da % da atividade da ESNp para (-)-metamidofés.

Log da % da atividade da AChE eritrocitaria para (+/-)-metamidofés.
Log da % da atividade da AChE eritrocitaria para (-)-metamidofés.
Log da % da atividade da AChE eritrocitaria para (+)-metamidofos.
Log da % da atividade da ESNP linfocitaria para (+/-)-metamidofos.

Log da % da atividade da ESNP linfocitaria para (+)-metamidofés.
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Figura 47: Log da % da atividade da ESNP linfocitaria para (-)-metamidofos.

Figura 48: Log da % da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

Figura 49: Log da % da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

Figura 50: Log da % da atividade da AChE para mipafox.

Figura 51: Log da % da atividade da AChE para mipafox.

Figura 52: Log da % da atividade da ESNp para mipafox.

Figura 53: Log da % da atividade da ESNp para mipafox.

Figura 54: Comparacéo das curvas de % da atividade versus concentracao de (+)-
metamidofés, (-)-metamidofés e mipafox para as enzimas ESNp e AChE de galinhas
e de humanos Os resultados para os enantiomeros do metamidofés estdo de A-G e
para o mipafox estdo em H. Cada ponto foi obtido pela média de trés amostras
analisadas em triplicata. Os valores de IC50 com os respectivos desvios padréo séo
mostrados na Tabela 35.

Figura 55: Apoptose nas células humanas SH-SY5Y do grupo controle (A), mipafox
(B), (+)-metamidofds (C) e (-)-metamidofés (D) depois de 1 hora de incubacédo a
37°C.

Figura 56: Ativacdo da calpaina caudada pelo mipafox (0,01 mM), (+)-metamidofos
(10 mM) e (-)-metamidofés (100 mM) em cérebro de galinhas e em cultura celular
depois de 1 hora de incubacédo a 37°C.

Figura 57: % da atividade da ESNp em cérebro de galinhas 24 horas (A) e 21 dias
(B) ap6s a administracao dos OPs nos diferentes grupos.

Figura 58: % da atividade da AChE em cérebro de galinhas 24 horas (A) e 21 dias
(B) ap6s a administracao dos OPs nos diferentes grupos.

Figura 59: % da atividade da calpaina em cérebro de galinhas 24 horas (A) e 21

dias (B) apo6s a administracédo dos OPs nos diferentes grupos.
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Figura 60: Corte histoldgico transversal (72x) de por¢cBes da medula espinhal de
aves normais na porcdo da amigdala caudal (A) e lombar (B). Os espacos
delineados mostram os tratos mais afetados em degeneracfes axonais. EC = trato
espino-cerebelar. FG = fasciculo gracil. PEM = trato pontino-espinhal medial. Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

Figura 61: Corte histologico transversal (A e C) e longitudinal (B e D) do nervo
ciatico de galinhas normais (A e B) e 21 dias depois de receberem 500 mg/kg de
TOCP (C e D). A e B mostram fibras integras com proporcéo correta de bainha de
mielina em relacdo ao tamanho do axénio. C e D mostram fibras em colapso com
reduzida proporcéo de bainha de mielina em relagcdo ao tamanho do axénio (setas).
Nota-se também inchaco dos axénios (setas). Cortes corados com H&E.

Figura 62: Corte histoldgico transversal da medula espinhal de aves 21 dias apos
receberem 500 mg/kg de TOCP via oral. De A a D porcao cervical e E e D porc¢ao
lombar. A e C mostram amplas les6es do trato espino-cerebelar com colapso e
inchaco anormal dos axénios (axoplasma corado em cinza) e reducdo da bainha de
mielina (setas). B e D mostram o fasciculo gracil com os mesmos tipos de les@es.
Em E e D é possivel visualizar o trato pontino-espinhal medial também com amplas
lesdes (setas). Cortes corados com H&E.

Figura 63: Corte histoldgico transversal da medula espinhal de aves 21 dias apos
receberem 50 mg/kg de (+)-metamidofds via oral. (A) e (B) mostram fibras normais
do trato pontino-espinhal medial. (C) e (D) mostram fibras normais do trato espino-
cerebelar e fasciculo gracil. (E) mostra apenas uma fibra do trato pontino-espinhal
medial em colapso e desmielinizacao (seta). Cortes corados com H&E.

Figura 64: Corte histoldgico transversal da medula espinhal de aves 21 dias apos

receberem 500 mg/kg de TOCP via oral mais o tratamento (18 horas apds o TOCP,
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as aves receberam a primeira dose de 1 mg/kg de nimodipino intramuscular e 30
minutos depois do nimodipino 5 mg/kg de gliconato de calcio endovenoso. A
segunda dose de nimodipino (1 mg/kg) foi dada 24 horas apdés a primeira). (A) e (B)
mostram fibras normais dos tratos fasciculo gracil e espino-cerebelar,
respectivamente. (C) e (D) mostram fibras normais do trato pontino-espinhal medial.

Figura 65: Fotos de galinhas nos diversos escores de neurotoxicidade. 138
Figura 66: Capacidade de um OP induzir a NRIOP baseando-se em testes in vitro 147

em células nervosas humanas
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1. RESUMO

Clinicamente, os sintomas da intoxicacdo por organofosforados (OPs) sao
divididos em quatro categorias: sindrome colinérgica, sindrome intermediaria,
transtornos neuropsiquiatricos crénicos induzidos por OPs e neuropatia retardada
induzida por OPs (NRIOP). Ha estudos que comprovam a ocorréncia de casos de
NRIOP em seres humanos apds intoxicacdo por metamidofds, porém existe grande
dificuldade de estudar esta neuropatia no modelo experimental (galinha), devido a
forte crise colinérgica que ocorre apos a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE). Uma
possivel explicacdo para tal diferenca de efeito entre a espécie humana e a galinha
€ o fato de que os OPs possuem centros assimétricos e, assim sendo, se
apresentam sob formas enantioméricas que podem apresentar diferencas de
inibicdo da AChE e da esterase susceptivel & neuropatia (ESNp). Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar, em sangue de galinhas e de seres humanos, em cérebro
de galinhas (in vitro e in vivo) e em células da linhagem SH-SY5Y de neuroblastoma
humano, a neurotoxicidade de formas enantioméricas de compostos
organofosforados utilizados como praguicidas, tendo o metamidofés como protétipo
e utiizando a AChE, butirilcolinesterase (BChE), ESNp e a calpaina como
biomarcadores. Inicialmente, foi feita a separacdo dos enantibmeros do metamidofés
utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com emprego
de fases estacionarias quirais de polissacarideos, onde se obteve resolucdo de até
1,56 para os enantibmeros avaliados. A forma (+)-metamidofés apresentou maior
toxicidade in vitro para a BChE em galinhas e para ESNp em humanos e em
galinhas. Por outro lado, a forma (-)-metamidofos apresentou maior toxicidade para a
AChE em humanos e em galinhas. Levando-se em conta somente os resultados in

vitro, pode-se dizer que a forma (+)-metamidofés apresentou maior possibilidade de
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induzir a NRIOP tanto no homem quanto na galinha. Os resultados in vitro foram
corroborados pelos resultados in vivo da inibicdo da AChE e da ESNp, da ativacéo
da calpaina, histopatoldgicos e clinicos em galinhas, uma vez que mesmo em dose
baixa o (+)-metamidofés apresentou um certo potencial de inducdo da NRIOP
comprovado pela ativacdo da calpaina 21 dias apos a dose. Também foi verificado
gue o tratamento com nimodipino e gliconato de calcio evitou os efeitos neuropaticos
de um conhecido indutor da NRIOP (tri-orto-cresil fosfato) utilizado como controle

positivo neste trabalho.

Palavras-chave: Avaliacdo de neurotoxicidade, Organofosforados, Metamidofos,

Quiralidade, Esterase susceptivel a neuropatia (ESNp), Acetilcolinesterase (AChE),

Tratamento de intoxicacao.
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2. ABSTRACT

Clinically, the symptoms of organophosphorus (OP) poisoning are divided into
four categories: acute cholinergic syndrome, intermediate syndrome, chronic
organophosphorus-induced neuropsychiatric disorders (COPIND) and
organophosphorus-induced delayed neuropathy (OPIDN). There are studies that
prove the occurrence of OPIDN in humans after methamidophos poisoning, but there
is great difficulty in studying this neuropathy in the experimental model (hen), due to
strong cholinergic crisis that occurs after inhibition of acetylcholinesterase (AChE).
One possible explanation for this difference in effect between humans and hens is
the fact that the OPs have asymmetric centers and therefore, are presented as
enantiomeric forms that may exhibit differences in inhibition of AChE and neuropathy
target esterase (NTE). Thus, the objective of this study was to evaluate, in the blood
of hens and humans, in the brains of chickens (in vitro and in vivo) and in the SH-
SY5Y human neuroblastoma cells, the neurotoxicity of enantiomeric forms of OPs
used as pesticides, having methamidophos as the prototype and using AChE,
butyrylcholinesterase (BChE), NTE and calpain as biomarkers. Initially, the complete
separation of the methamidophos enantiomers was obtained applying the technique
of high performance liquid chromatography (HPLC) and using polysaccharide chiral
stationary phases. A maximum resolution of 1.56 was gotten for the enantiomers
evaluated. The form (+)-methamidophos presented higher in vitro toxicity than that of
the (-)-methamidophos for BChE of hens and NTE of hens and humans. On the other
hand, the form (-)-methamidophos presented higher toxicity than of the (+)-
methamidophos for AChE of humans and hens. Considering only the in vitro results,
it is possible to say that the form (+)-methamidophos showed greater ability to induce

OPIDN than the (-)-methamidophos in humans and in hens. The in vitro results were
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corroborated by in vivo results of the inhibition of AChE and NTE, activation of
calpain, histopathological and clinical data from hens, because still in low dose the
(+)-methamidophos showed some potential for induction of OPIDN evidenced by the
activation of calpain 21 days after dosing. It was also found that the treatment with
nimodipine and calcium gluconate prevented the neuropathic effects of a known

inducer of OPIDN (tri-ortho-cresyl phosphate) used as positive control in this work.

Keywords: Neurotoxicity evaluation, Organophosphorus, Methamidophos, Chirality,

Neuropathy target esterase (NTE), acetylcholinesterase, Treatment of intoxication.
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3. INTRODUCAO
3.1 Os praguicidas no contexto econémico e de saude publica

O agronegacio brasileiro vem, nos ultimos anos, consolidando sua expressiva
participacdo no Produto Interno Bruto (PIB), se tornando assim a principal locomotiva
da economia nacional. Este setor € responsavel por 33% do PIB, 42% das
exportacoes totais e 37% dos empregos do pais. O PIB do setor chegou a US$
180,2 bilhdes em 2004. O Brasil conta com 388 milhdes de hectares de terras
agricultaveis férteis e de alta produtividade. As exportacdes de produtos agricolas do
pais passaram de US$ 12.761 milhdes em 2000 para US$ 27.215 milhdes em 2004,
o que fez com que o Brasil se tornasse o quinto maior exportador de produtos
agricolas do mundo (BRASIL, 2009). Contudo, dada a ampla biodiversidade de um
pais tropical como o Brasil, principalmente com relacdo ao aparecimento de muitas
espécies de insetos, para que o setor agroindustrial brasileiro continue em crescente
produtividade, o uso de praguicidas tem aumentado na mesma proporgao.

Seguindo esta tendéncia o mercado nacional de praguicidas teve que se
manter em crescente de produtividade. O faturamento liquido das industrias
guimicas que produzem os praguicidas passou de 1,1 bilhdes de dolares em 1990
para cerca de 4,0 bilhdes de dolares em 2005 (SILVA et al., 2006). Assim, o elevado
consumo de praguicidas na tentativa de aumentar a producdo agricola propicia o
aparecimento de intoxicacoes.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou em 1973 mais de 500.000
intoxicacBes anuais por praguicidas no mundo, com uma provavel taxa de letalidade
de 1%. Em 1990, esta estimativa passou para cerca de trés milhdes de intoxicacdes
agudas anuais por agrotéxicos, com 220 mil mortes, sendo que, 70% destes casos

ocorreram nos paises em desenvolvimento. Além disso, a OMS relata que 750 mil
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pessoas adquirem doencas cronicas em decorréncia da utilizacdo de praguicidas.
Corroborando estas estatisticas, uma pesquisa da Organizacdo Pan-americana de
Saude (OPAS), realizada em 12 paises da América Latina e Caribe, mostrou que o
envenenamento por produtos quimicos, principalmente chumbo e praguicidas,
representa 15% de todas as doencas profissionais registradas (PIRES et al., 2005a).

O Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) da
Fundacdo Oswaldo Cruz, divulgou em 1999 que os agrotoxicos sdo causadores de
10% dos casos de intoxicacfes registradas no Brasil, fazendo 6.710 vitimas naquele
ano, destes, 2.531 foram acidentais e 2.235 foram tentativas de suicidio. No ano de
2009, na estatistica deste mesmo sistema, foram notificados 11.484 casos de
intoxicacbes por agrotéxicos de uso geral, sendo 1.320 (11,49%) casos registrados
como uso ocupacional e 4.746 (41,33%) casos em que a circunstancia de uso foi a
tentativa de suicidio. A maior parte destes casos ocorreu nas regides Sudeste, Sul e
Centro Oeste, com 5.151, 2.708 e 2.191, respectivamente. Os agrotoxicos sO
perdem para os medicamentos em numero de casos de intoxicacdes (26.540),
entretanto, o numero de 6bitos € o maior em relacdo a todos os agentes téxicos
atingindo 186 mortes em 2009 (SINITOX, 2009).

O Sinitox (2009) também revela que a circunstancia "tentativa de suicidio" foi
a maior causa de intoxicacdo (2.491 casos) relacionada com o uso agricola de
agrotoxicos. Estudos epidemiolégicos desenvolvidos com trabalhadores rurais da
serra galucha demonstraram que a intoxicacdo por agrotoxicos apresentou forte
associacdo com transtornos psiquiatricos menores, denominados problemas de
nervosismo e problemas de tristeza e desanimo (AMORIN et al.,, 2003). Assim,
trabalhadores que manipulam estes compostos de maneira inadequada por um

longo periodo de tempo apresentam transtornos psiquiatricos que podem contribuir
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para o elevado indice de tentativas de suicidio. Mais recentemente, estudos
epidemioldgicos tém relatado forte associacdo do uso continuo de organofosforados
com a doenca de Parkinson (SLOTKIN e SEIDLER, 2011).

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

Os problemas relacionados com o uso de praguicidas tém levado a uma
crescente inquietacao por parte dos 0rgaos responsaveis que atuam com o objetivo
de se obter boas praticas de utilizacdo destas substancias. Principalmente porque os
paises que mais utilizam estes compostos nas culturas agricolas dispdem de
recursos humanos pouco treinados, pouca ou nenhuma infra-estrutura para
fiscalizacdo ou formacdo adequada e populacdes altamente suscetiveis com
elevadas taxas de analfabetismo e precarias condicfes de saude (WESSELING et
al., 2005).

Os praguicidas estédo 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 construcdo e manutencédo de estradas, tratamentos de madeiras para
construcdo, industria moveleira, armazenamento de graos e sementes, combate as
endemias e epidemias. Enfim, as utilidades desses produtos excedem em muito o

gue comumente se conhece (SILVA et al., 2006).
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Dentre os praguicidas responsaveis pelas intoxicacdes, destacam-se os OPs
e carbamatos com 34% e 26%, respectivamente. Os OPs séo os inseticidas mais
utilizados nas tentativas de suicidio e levam também ao maior nimero de mortes,
seja por exposicao voluntaria ou involuntaria. O monocrotofés e o metamidofos
foram responsaveis pela maioria dos registros das intoxicacdes e tentativas de
suicidio, representando em média, 46% e 29% respectivamente, das ocorréncias

reportadas aos inseticidas (PIRES et al., 2005b).

3.2 Aintoxicacdao por praguicidas organofosforados

Os praguicidas, segundo a Organizacdo para Agricultura e Alimentacdo das
Nacdes Unidas (FAO), sdo produtos quimicos ou quaisquer substancias destinadas
a prevencao, a destruicdo, ou ao controle de qualquer praga, incluindo os vetores de
doencas humanas ou de animais, que causam prejuizo ou interferem de qualquer
outra forma nos alimentos. Definicdo semelhante € usada na legislacdo brasileira,
inciso 1V do decreto 4074 de janeiro de 2002 para agrotoxicos e afins como sendo
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos (ANVISA, 2002).

O International Programme on Chemical Safety — World Health Organization
(IPCS-WHO) classifica os praguicidas organofosforados e carbamatos como
inibidores das colinesterases com menores efeitos ao ambiente, porém com maior

toxicidade aguda aos organismos. Estes compostos sdo classificados como
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moderadamente toxicos (clorpirifés e carbofuran), altamente téxicos (metamidofds e
metomil) e extremamente téxicos (terbufés e aldicarb). Alguns paises
industrializados tém restringido o uso de muitos praguicidas OPs e alguns destes
compostos, como o monocrotofés e o temefds (muito utilizado no Brasil para o
combate a larva do mosquito Aedes aegypti), ndo tém permissdo para serem
utilizados nos paises da unido europeia (WESSELING et al., 2005).

Ha também uma classificacdo toxicoldgica da OMS baseada na dose letal
capaz de matar 50% da populacdo exposta (DLsg) e adotada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil. Nesta classificacdo os compostos séo
divididos em: Classe | (Extremamente Toxicos — Faixa vermelha); Classe |l
(Altamente Toéxicos — Faixa Amarela); Classe Il (Medianamente Téxicos — Faixa
azul); Classe IV (Pouco Toéxicos — Faixa verde). Alguns OPs dos mais usados em
todo o Brasil fazem parte da classe | (metamidofés) e outros fazem parte da classe Il
(triclorfom) (ANVISA, 2002). Portanto, a classe de compostos organofosforados é

altamente toxica e deve ser utilizada com muito cuidado pelos trabalhadores.

Quimicamente, os praguicidas OPs normalmente séo ésteres, ésteres de tiol
ou anidridos derivados de acidos fosféricos. A estrutura quimica geral destes
praguicidas esta representada na Figura 1. Se os radicais R; e R, estiverem
diretamente ligados ao atomo de fdsforo, os compostos serdo chamados de
fosfinatos. Se ambos radicais (R; e R») estiverem ligados ao atomo de fosforo via
ligacdo -O- ou -S-, entdo serdo chamados de fosfatos, mas se um radical se ligar
diretamente ao fésforo e o outro via ligacdo -O- ou -S-, ai serdo chamados de
fosfonatos. Nos fosforoamidatos, o carbono € ligado ao fésforo através de um

grupamento amino (JOHNSON et al., 2000).
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Figura 1: Estrutura quimica geral dos organofosforados. Onde R; e R, sao
geralmente dois grupos metil ou etil para formar dimetil ou dietil. O grupamento X é o
grupo que ira abandonar o complexo enzima-organofosforado apés a ligacéo
enzimatica. Pode ser alifatico, aromatico ou grupos heterociclicos que serdo ligados

ao atomo de fosforo por uma ligacéo -O- ou -S- (JOHNSON et al., 2000).

Embora os OPs empregados como inseticidas apresentarem preferencial
toxicidade aos insetos, eles também s&o toéxicos aos humanos e outros animais
devido a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e subsequente acumulo de
acetilcolina nas sinapses nervosas. Contudo, clinicamente, o0s sintomas da
intoxicacdo por OPs ndo provém apenas da inibicdo da AChE e sdo divididos em
guatro sindromes: (1) sindrome aguda (colinérgica), (2) sindrome intermediaria, (3)
transtornos neuropsiquiatricos cronicos induzidos por OPs e (4) neuropatia retardada
induzida por OPs (NRIOP).

(1) A sindrome aguda é devido a inibicdo da enzima AChE no sistema
nervoso central e periférico. Esta esterase é uma enzima responsavel pela
degradacdo do neurotransmissor acetilcolina. A inibicdo desta enzima resulta em um
acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas. Como consequéncia disto, ha um
aumento da atividade do sistema nervoso autbnomo parassimpatico e sistema
nervoso central (ECOBICHON, 2001). Os sinais devido a estimulacdo do sistema

nervoso autbnomo parassimpatico podem ser provenientes da acao em receptores
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muscarinicos ou nicotinicos. A estimulacdo dos receptores muscarinicos leva ao
aumento de secrec¢des, broncoconstricdo, miose, colicas gastrintestinais, diarreia,
bradicardia e politria. Os efeitos sobre os receptores nicotinicos sdo: fadiga, caibra,
fasciculacbes e fraqueza muscular generalizada. Os efeitos no sistema nervoso
central sdo: confusdo mental, cefaleias, convulsdes e coma. Estes sintomas exigem
atendimento emergencial e geralmente € administrada atropina que age como
inibidor competitivo da acetilcolina e oximas (ex: pralidoxima) que agem como
reativadores nucleofilicos da AChE (POPE, 2006).

(2) A Sindrome Intermediaria foi primeiramente descrita por Senanayake e
Karalliedde em 1987 e aparece depois da crise colinérgica e antes da NRIOP. Esta
sindrome foi caracterizada por fraqueza dos musculos proximais dos membros,
musculos flexores do pescoco, musculos respiratérios € nervos motores cranianos.
Também foi atribuido a necrose da fibra muscular ap6s a crise colinérgica aguda.
Embora a incidéncia da Sindrome Intermediaria possa ser alta e sendo considerada
como uma das principais causas de morbidade e mortalidade por OPs, a
fisiopatologia subjacente desta sindrome permanece ndo muito clara. Ainda ndo se
sabe quais OPs podem gerar esta sindrome, mas se sabe que, por exemplo, o
monocrotofés € capaz de causar a sindrome intermediaria (YANG e DENG, 2007).

(3) Os transtornos neuropsiquiatricos cronicos induzidos por OPs podem ser
causados pela exposicao repetida e a baixas doses pelos OPs. O mecanismo desta
sindrome é o menos conhecido dos efeitos crénicos dos OPs, mas se sabe que este
mecanismo independe da inibicdo de esterases. Os sinais clinicos mais comuns
incluem comprometimento da memoria, dificuldade de concentracdo e

aprendizagem, ansiedade, depressao e sintomas extrapiramidais tais como tremor,
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instabilidade postural e rigidez dos musculos da face néo responsivos ao tratamento
por levodopa (SALVI et al., 2003).

(4) A NRIOP foi observada em mais de 70.000 casos em humanos nos
ultimos 75 anos. Este tipo de neuropatologia € conhecida desde a década de 30
guando pacientes de tuberculose foram tratados com fosfocreosoto, que é uma
mistura indefinida de ésteres derivados do acido fosforico e fendis. Na década de 30,
milhares de casos de paralisia ocorreram nos Estados Unidos devido ao consumo do
extrato de gengibre da Jamaica contaminado com tri-orto-cresil fosfato (TOCP).
Apods este evento, epidemias similares foram reportadas no Marrocos, Holanda,
lugoslavia, Franca, Africa do Sul e india (ZHAO et al., 2004).

A NRIOP caracteriza-se por uma axonopatia distal, central e periférica tipo
Walleriana que se desenvolve de 8 a 14 dias apos intoxicacdo por um OP
neuropatico. Dentre os OPs que causam a NRIOP, incluem fosfatos, fosfonatos e
fosforamidatos. Como exemplo de alguns compostos que ja foram relatados como
causadores da NRIOP tem-se o TOCP, metamidofés, mipafox, diclorvos, leptofos e
triclorfom. O metamidofos (O,S-dimetil fosforamidotioato) foi o praguicida com mais
frequéncia reportado como causador da NRIOP em seres humanos (MCCONELL et
al., 1999). Para que se desenvolva esta neuropatia é necessaria uma inibicdo de 70-
80% de uma esterase ligada a membrana conhecida por esterase susceptivel a
neuropatia (ESNp).

Os sintomas habituais no inicio sdo céibras, dores musculares, sensacao de
formigamento, perda de sensibilidade, fraqueza distal progressiva e queimacéo
maiores nos pés do que nas maos. Depois segue uma debilidade progressiva, de

inicio nas pernas que evolui para atrofia distal dos musculos. Os casos mais graves
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podem levar a paralisia completa, problemas respiratérios e morte (ABOU-DONIA,
2003).

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 relacdo a todos os
sinais de intoxica¢des por praguicidas. Um dos fatores que contribuiu para esta alta
prevaléncia foi o uso excessivo de compostos OPs para o combate aos insetos,
dentre eles o principio ativo metamidofés representou 90% de uso em relacdo a

todos os praguicidas utilizados naquela regido (ARAUJO et al., 2007).

3.3 A AChE e a ESNp como alvo dos organofosforados

Atualmente, os indicadores biolégicos sao ferramentas de rotina nos diversos
protocolos de biomonitoramento. Existem duas principais enzimas com atividade
colinesterasica no sangue. A acetilcolinesterase (AChE) ou colinesterase
eritrocitaria (EC 3.1.1.7) e a butirilcolinesterase (BChE) ou colinesterase plasmatica
(EC 3.1.1.8) sdo marcadores uteis para avaliar os efeitos de exposicdo a inseticidas
organofosforados e carbamatos. Estas enzimas pertencem a familia das o/
hidrolases e apresentam cerca de 54% da sequéncia de aminoacidos idéntica, mas
diferem na especificidade para diferentes substratos e inibidores (SHENOUDA et al.,
2009).

A BChE apresenta maior afinidade para hidrolisar a butirilcolina, e se
apresenta mais abundante no figado e no plasma, pois atua no metabolismo de
varios anestésicos de importancia clinica tais como procaina, heroina, cocaina e
succinilcolina. A AChE apresenta maior especificidade para hidrolisar a acetilcolina
e é encontrada em muitos tecidos dentre 0s quais 0s eritrocitos, terminacoes

nervosas, pulmdes e baco (BERNARDI et al., 2010).
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Tradicionalmente, o plasma e os eritrécitos sdo empregados para se realizar
a andlise da atividade da BChE e da AChE em caso de exposicao a algum OP. A
OMS reconhece que o biomonitoramento da atividade da AChE tem se tornado uma
medida preventiva contra a superexposicdo aos OPs (GAGNAIRE et al., 2008). Este
marcador se comporta como bioindicador de efeito, pois a medida que a enzima se
encontra mais inibida os efeitos toxicos sdo mais exarcebados. Com apenas 10% de
inibicAo enzimatica aparecem poucos sintomas como hauseas, mal-estar, fraqueza
muscular minima e colica sem diarreia, ndo sendo necessario o tratamento antidotal
com atropina e pralidoxima. Entretanto, com 80% de inibicdo enzimatica ja se tem
insuficiéncia respiratéria, paralisia, coma e convulsdes, podendo levar ao Obito se
nao for feito o tratamento com atropina e pralidoxima.

Em condi¢cbes normais, a célula pré-sinaptica sintetiza acetilcolina a partir de
colina mais o cofator acetil coenzima A através da acdo da enzima colina
acetiltransferase. Apds a acdo da despolarizacdo terminal, as vesiculas contendo
acetilcolina se fundem com a membrana e entdo ocorre a liberacdo deste
neurotransmissor na fenda sinaptica. A AChE hidrolisa a acetilcolina rapidamente e
eficientemente. Entretanto, quando ocorre a inibicdo da AChE a eficiéncia desta
enzima se perde e o efeito da acetilcolina se prolonga nas sinapses. Existem varios
inibidores da AChE que ja sdo empregados no tratamento de doencas como
Alzheimer (rivastigmina, tacrina e galantamina). Em todos os casos, a estratégia
terapéutica € aumentar a persisténcia da acetilcolina sinaptica pelo blogueio de sua
degradacdo. Esta estratégia global é baseada em uma condicéo clinica em que a
ativacao de receptores colinérgicos é deficiente. Assim, o aumento da residéncia de
moléculas de acetilcolina dentro das sinapses pela AChE inibida pode, pelo menos

parcialmente, neutralizar deficiéncia em qualquer liberacdo de neurotransmissores
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ou reducdo de receptores colinérgicos. Em alguns casos, estes inibidores de
duracdo mais curta sdo utilizados como protecéo (ex: para soldados) contra outros
inibidores mais duradouros tais como os OPs (ex: o soman). Apesar de parecer
contraditorio utilizar um inibidor de AChE para proteger de outro inibidor, a l6gica
desta acdo se baseia na diferenca de duracdo da inibicdo entre os dois tipos de
inibidores. Enquanto a duracéo da inibicdo da fisostigmina é curta, a duracdo da
inibicdo de um OP é longa (POPE et al., 2005).

O método de Ellman et al. (1961) é o mais utilizado para se avaliar
espectrofotometricamente a atividade das colinesterases sanguineas. O principio
deste método se baseia na reacdo entre o acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzdico)
(DTNB) e os grupos sulfidrila liberados pela hidrolise da acetiltiocolina, que é
utilizada como substrato da reacdo enzimatica a concentracdes conhecidas. A cor
amarelada gerada é medida espectrofotometricamente a 412 nm (TRYFONOS et
al., 2009).

A esterase susceptivel a neuropatia (ESNp) foi originalmente identificada por
Johnson (1969) como alvo dos ésteres OPs, pelos quais, causam a neuropatia
retardada em humanos e outros vertebrados. E uma enzima ligada & membrana,
com 1327 aminoacidos, pertencente ao grupo das esterases, com peso molecular
de 155 kDa e de papel fisiologico ainda ndo estabelecido (GLYNN, 2006; 2007).

Provavelmente, a ESNp apresenta como substrato compostos carboxil
ésteres e é inibida pelos ésteres OPs em um mecanismo de acao geral de uma
esterase. O sitio ativo da enzima faz um ataque nucleofilico no acil-carbono do
éster. A hidroxila alcodlica é rapidamente liberada e um composto covalente acil-
enzima é produzido. Este composto € facilmente hidrolisado liberando o acido

carboxilico e a enzima. Ja quando a ESNp reage com um OP neuropatico, apesar

33



de reagir de maneira analoga, a taxa de hidrélise do organofosforilado-enzima é
muito menor do que o acil-enzima, o que torna esta inibicdo praticamente
irreversivel. A taxa de envelhecimento da enzima fosforilada depende da natureza
do grupo R de saida do OP, sendo mais lenta para grupos metil (GLYNN, 2000).

Mais recentemente, a atividade da ESNp tem sido avaliada com substratos
lisofosfolipidicos mais relevantes em sua funcéo fisiolégica, pelos quais distinguem
dos demais lipidios por sua Unica cadeia hidrofobica (GREINER et al., 2010).
Lisofosfolipidios em células saudaveis de mamiferos constituem entre 0,5 e 6% do
total do peso dos lipidios. No entanto, em concentracdes elevadas, estes lipidios
estdo ligados a aterosclerose, inflamacédo e hiperlipidemia. Ainda, tem sido bem
estabelecido que estes lipidios funcionam como agentes neurotdxicos quando em
contato com linhagens celulares cerebelares e células da medula espinhal de ratos
em concentracdes na ordem de micromolares em estudos in vitro. Alguns autores
propuseram que a atividade fisiologica da ESNp pode estar relacionada com a
manutencdo da fluidez da bicamada lipidica da membrana plasméatica
(AKASSOGLOU et al., 2004). Portanto a atividade normal da ESNp é essencial para
a manutencdo da membrana do neurbnio e consequentemente para a
permeabilidade celular.

O mecanismo de acédo toxica para o desenvolvimento da NRIOP foi descrito
por Johnson (1982) e envolve inicialmente a desalquilacdo fosforica da ESNp. A
simples inibicdo da ESNp néo é suficiente para resultar na NRIOP. E necesséaria a
geracdo de uma carga negativa na porcao terminal do grupamento fosforado ligado
a enzima. Isso ocorre como resultado de uma segunda reacdo, chamada de
“envelhecimento”. Este composto negativo € extremamente estavel e resiste a

guebra hidrolitica ou reativacdo promovida por agentes como oximas. Ja para o



aparecimento dos efeitos colinérgicos agudos ndo é necessario o envelhecimento
da AChE e a consequente formacdo de um complexo com carga negativa, ou seja, a
enzima pode ser reativada por oximas (BATTERSHILL et al., 2004). O mecanismo
da inibicdo das esterases feita pelos praguicidas OPs esta esquematizado na Figura
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Figura 2: Reac¢des dos organofosforados com a AChE e a ESNp (NTE = neuropathy

target esterase; sigla em inglés para ESNp) (Fonte: BATTERSHILL et al., 2004).

Certos inibidores da ESNp tais como, fosfinatos, carbamatos, tiocarbamatos e
sulfonil fluoretos apresentam ambos radicais “R” diretamente ligados ao atomo de
foésforo. Estes compostos também reagem covalentemente com o centro ativo da
esterase, mas ndo promovem a reacdo de envelhecimento, consequentemente,
esterases inibidas por estes compostos ndo formam um grupo terminal com carga
negativa e sao reativados por mecanismos endoégenos. Quando se administra esta
classe de substancias antes de OPs neuropaticos, ocorre uma protecdo e pode

evitar o surgimento da NRIOP (MORETTO, 2000).

35



A atividade da enzima ESNp pode ser verificada nos linfocitos e plaquetas,
bem como no sistema nervoso central e nervos periféricos (MARONI; BLEECKER,
1986). O método para avaliar a atividade desta enzima € baseado na detec¢do na
regido visivel (510 nm) da cor alaranjada formada entre a reacdo do fenol, liberado
pela quebra do fenil valerato (substrato) e o ferricianeto de potassio (GLYNN, 2000).

Vérias espécies animais sao sensiveis a NRIOP. Nesta lista incluem-se
galinhas, gatos, caes, cavalos, carneiros, porcos, macacos € o0 homem (JOHNSON
e GLYNN, 1995). A galinha adulta é o animal modelo para se estudar esta
neuropatia (US EPA, 1996), devido a sua sensibilidade e sinais clinicos serem muito
semelhantes aqueles vistos na espécie humana. Além disso, o progresso destes
sinais é facil de ser observado e correlacionado com as mudancas histopatoldgicas.
Ainda, a galinha fornece boa reprodutibilidade de resultados em um modelo animal
relativamente pequeno e acessivel (JOHNSON, 1974). Esses animais, quando
administrado uma Unica dose oral, apresentam lentiddo de movimentos, seguida de
ataxia (dificuldade de locomocdo dos membros inferiores), até impedimento total da

locomocédo (JOHNSON, 1975; EMERICK et al., 2010).

3.4 A degeneracao do tipo Walleriana

Em vérios distarbios neurodegenerativos provocados por agentes toxicos,
ocorre a degeneracao Walleriana. O conceito de degeneracao axonal foi inicialmente
reportado por Augustus Waller ha cerca de cem anos. De acordo com a sequéncia
de eventos que ocorrem na porc¢ao distal do axénio, esta degeneracdo é chamada
de axonal tipo Walleriana e se caracteriza pela ativacdo de proteases calcio-

dependentes (calpainas) devido a passagem excessiva de calcio para o meio

intracelular. A ativacdo destas proteases promove a digestdo da por¢ao terminal do
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axonio, o que impede a transmissao do impulso nervoso para a célula pés-sinaptica
(ANTHONY et al., 2001). Inicialmente, ha um periodo em que a por¢ado distal do
axbnio mantém relativa estrutura, transporte e conducdo normais. A duracédo deste
periodo latente €& proporcional ao tamanho do axbnio. ApoOs este periodo de
manutencdo, ocorre entdo a protedlise que promove digestdo do axolema e
axoplasma, deixando apenas a bainha de mielina circundando o axoénio dilatado
(JORTNER et al., 2005).

Embora a inibicdo e subsequente envelhecimento da ESNp tenham sido
propostos como os eventos iniciais da NRIOP, as alteracbes que ocorrem entre a
inibicAo da ESNp e o aparecimento dos sinais clinicos ndo estdo completamente
entendidas. O mecanismo proposto é que a inibicdo da ESNp pelos OPs esta
associada com o aumento de atividade de calpainas e com o decréscimo no calcio
extracelular (CHOUDHARY e GILL, 2001; EMERICK, et al., 2010). O que parece é
gue o calcio possa estar migrando para o meio intracelular e isto pode entédo ativar
quinases Ca'’/dependentes levando & aberrante fosforilacdo de proteinas do
citoesqueleto, o que é um fato comum em muitos processos neurodegenerativos
(SCHLAEPFER e BUNGE, 1973).

As proteases calcio dependentes intracelulares possuem véarias funcdes na
regulacdo dos diversos sistemas celulares. Dentre elas, as calpainas que
apresentam como principais funcfes, a degradacdo de proteinas do citoesqueleto,
modificacdo de receptores de esterdides e a ativacdo de proteinas quinases. Ja esta
estabelecido que existem, no minimo, dois tipos de calpainas. Um tipo requer
concentracfes de calcio na ordem de mM para sua atividade, enquanto que o outro

tipo requer concentracdes de célcio na ordem de uM (INOMATA et al., 1983).
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O sistema nervoso periférico consiste principalmente de axoénios,
revestimentos da membrana (mielina), populacdes de corpos celulares dispostos em
ganglios, uma variedade de células de suporte, barreiras do tecido conjuntivo e
elementos vasculares (Figura 3). Este sistema fornece varias vantagens (em relacéo
ao sistema nervoso central) para o patologista toxicolégico que precisa avaliar
alteracdes morfoldgicas relacionadas a exposicdo neurotéxica. Como exemplo, o
nervo periférico é facilmente acessivel durante as dissecacdes. E bem estabelecido
gue nem todas as condi¢cdes neurotdxicas envolvem somente o tecido nervoso
periférico. Algumas, especialmente entre as axonopatias e neuronopatias, podem
afetar as fibras em ambos (central e periférico). Para as condi¢cdes que afetam o
nervo periférico, a organizacdo deste tecido é particularmente Gtil na avaliacdo de
gradientes proximo-distal de lesdo de fibras nervosas. Além disso, estudos
morfométricos sao relativamente simples no tecido bem fixado. Deve-se atentar para
o fato de que existe um potencial para a regeneracao de fibras em nervos periféricos
afetados, o que pode complicar essas avaliacbes em estudos toxicolégicos a longo
prazo. As principais categorias de lesbes causadas por agentes tOxicos no nervo

periférico (Figura 4) sdo: neuronopatias, axonopatias e mielinopatias (JORTNER,

2011).
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Figura 4: Locais de expressdo de lesdes no sistema nervoso periférico (Fonte:

JORTNER, 2000).

Este trabalho manter4 o foco em relagcdo as axonopatias. O tamanho do
axbnio € um fator importante quando se discute a axonopatia, pois 0s maiores
axbnios e mais mielinizados sdo os mais afetados. A leséo basica é a degeneracéo
axonal seguida pela desmielinizacdo. Pela microscopia Optica estas lesbes parecem
consistir de inchaco axonal (coloracdo pdlida ou cheio de detritos de coloracdo
escura) com reducdo da bainha de mielina. Estas lesdes sdo mais intensas em
animais que apresentam sinais clinicos mais acentuados. Lesfes tardias incluem a
fragmentacdo de segmentos de fibras afetadas, ovodides ricos em mielina e
fagocitose de elementos degradados por macréfagos ou células de Schwann. Ultra-
estruturalmente, ocorre proliferacdo de tubulos intra-axonais e cisternas que se
assemelham ao reticulo endoplasmatico liso. Seguindo estes eventos iniciais, ocorre

inchaco do axbénio com secundéaria reducdo da mielina, massas mitocondriais
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anormais, corpos multilamelares membranosos e degeneracédo granular devido a lise
do citoesqueleto. Este avanc¢o da neuropatia pode estar relacionado com a ativacéo

das calpainas. Estas altera¢cdes sao ilustradas pela Figura 5 (JORTNER, 2000).

Figura 5: As fotografias mostradas sdo do nervo tibial localizado no musculo
gastrocnémio de galinhas que receberam uma dose de saligenin fenil fosfato (PSP =
metabalito ativo do TOCP) (A, B e C) ou do nervo metatarsal dorsal de galinhas que
receberam diisopropil fosfofluoridrato (D). A) Sec¢éo longitudinal de axdénio inchado
com camada de mielina atenuada (seta). Dia 9 apds a exposicdo, coradas com
toluidina azul e safranina (também usado em C). B) Fibra mielinizada intacta (a seta

aponta para o nodulo de Ranvier) e uma fibra adjacente com degeneracéo do tipo
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Walleriana (cabeca da seta). Dia 14 ap0s a exposicdo, coradas com tetroxido de
o6smio. C) Secdo longitudinal que mostra varios estagios da degeneracao das fibras
(setas). Dia 15 apOs a exposicdo. D) Secao transversal que mostra alteracdes
axonais iniciais (setas) e tardias (cabeca de seta). Espaco endoneural aumentado

sugere edema (Fonte: JORTNER, 2000).

3.5 A enantiosseletividade e a separacao cromatogréafica dos praguicidas

Muitos compostos possuem em sua estrutura quimica centros assimétricos
gue lhes conferem a esterecisomeria. Compostos com um centro assimétrico
podem existir em duas formas isoméricas conhecidas como enantidbmeros. Todos 0s
seres vivos apresentam grande quantidade de reacdes com especificidade quiral e a
grande parte das reacfes enzimaticas que ocorrem dentro dos organismos €
enantiosseletiva. Desta maneira, € de se esperar que haja seletividade
enantiomérica quando compostos com centros assimétricos, incluindo farmacos e
praguicidas sintéticos, penetram no sistema biolégico (KURIHARA et al., 1997).
Aproximadamente um a cada quatro praguicidas possui centros quirais em sua
estrutura quimica (WANG et al., 2006).

Em laboratérios de sintese de agroquimicos, estes sao produzidos como
racematos, embora se saiba que a atividade biolégica destes compostos seja
enantiosseletiva, ou seja, alguns enantibmeros podem ser menos efetivos ou
completamente inativos e ainda podem ser responsaveis pelos efeitos adversos nos
organismos nado-alvos. Por exemplo, o R-(+)-diclorprop € ativo contra erva daninha,
enquanto que o S-(-)-diclorprop é inativo como herbicida. Para reduzir a quantidade

de herbicida utilizado e a possibilidade da isoforma S- causar algum efeito
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indesejado, varios paises europeus tém decretado que apenas o R-(+)-diclorprop
deve ser comercializado (LEFFINGWELL, 2003). Sendo assim, € desejavel que se
tenha na formulacdo do praguicida apenas o isébmero responsavel pela atividade
biolégica nos organismos alvos para reduzir os efeitos adversos no ambiente e nos
organismos nao-alvos.

O metamidofés, que apresenta um centro assimétrico no atomo de fésforo
(Figura 6), € um dos OPs de mais amplo espectro de acdo e também de mais alta
toxicidade. E um potente inibidor da AChE usado para controlar insetos sugadores e
acaros em uma variedade de culturas, tais como: couve, algodao, tabaco, beterraba,
alface, batata e arvores frutiferas. No entanto, a toxicidade do metamidofés nédo se
limita a insetos-alvo, mas também humanos e animais tém sofrido com a alta
incidéncia de efeitos tdéxicos agudos e retardados deste OP. De acordo com Lotti et
al. (1995), os efeitos neuropéticos ndo foram observados em galinhas quando a
mistura racémica do metamidofos foi administrada a estes animais com uma dose
maior do que a DLsg e com profilaxia contra os efeitos colinérgicos. Ainda, alguns
estudos relatam que este praguicida é altamente toxico para organismos aquaticos
com concentracdo letal de metade dos organismos testados por 96 horas de
exposicdo (CLsp) de 25-51 mg/L para a truta arco-iris. Outro teste de toxicidade de
96 horas mostrou que uma concentracdo de metamidofos de 0,22 mg/L foi letal para
larvas de crustaceos. Como um composto quiral, o (+)-enantiomero do metamidofés
foi cerca de 6 vezes mais potente para a mosca do que a sua forma (-)-metamidofos
(LIN et al., 2006). Portanto, a falta de informacfes sobre a enantiosseletividade do
metamidofés e o excesso de efeitos toxicos sobre organismos nao-alvo reforcam a
necessidade de realizacdo de novos estudos de toxicidade com os enantibmeros do

metamidofos.
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Embora a sensibilidade da AChE e da ESNp sejam semelhantes no homem e
em galinhas, uma das formas enantioméricas do metamidofés pode inibir mais a
ESNp do que a AChE. E ainda, diferencas metabdlicas entre a espécie humana e
as galinhas, para as duas formas enantioméricas, podem contribuir para o
aparecimento dos sinais colinérgicos nas galinhas e dos sinais retardados no
homem. Ou seja, a forma que se apresenta como mais potente inibidor da ESNp
pode ser metabolizada mais lentamente em humanos fazendo com que o efeito
neuropatico seja predominante nesta espécie (BATTERSHILL et al., 2004). Assim, &
importante avaliar separadamente a toxicidade de cada enantibmero para que
possa ser feita a diferenciacdo dos efeitos causados nas duas espécies.

E neste contexto de obtencdo dos enantidmeros isolados é que entra a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que € uma ferramenta analitica que
emprega varios tipos de colunas, preparadas com fases estacionarias especiais e
utiliza uma fase mével que é eluida sob altas pressdes. A CLAE tem a capacidade
de realizar separacfes e analises quantitativas de uma grande variedade de

compostos presentes em varios tipos de amostra, com alta resolucao, eficiéncia e

sensibilidade. Além disso, a separacdo e obtencdo dos compostos presentes na



amostra podem ser em escala analitica, semipreparativa ou preparativa, com a
possibilidade de emprego de colunas com microdiametro até colunas com
dimensdes elevadas (30 x 500 cm) que podem eficientemente separar quantidades
consideraveis de amostra (GUIMARAES; COLLINS, 1997).

Nas ultimas duas décadas houve um crescimento muito significativo na
separacdo de compostos quirais por CLAE. Esse crescimento ocorreu em VAarios
campos de pesquisa tais como, desenvolvimento de farmacos, produtos naturais,
agroguimicos, etc., ndo apenas para determinacdo da pureza 6ptica, mas também
para separacdo enantiomérica em escala industrial (Ye et al., 2009; Ye et al., 2010).
Embora um nimero de sintese estereosseletiva tenha sido descrita e aplicada para
producédo de enantibmeros simples, relativamente poucas destas rotas sintéticas sao
produzidas em larga escala, particularmente nos primeiros estagios de sintese de
novos produtos. O tempo € um fator limitante para se obter enantidmeros puros em
testes primarios de novas substancias. Nestes estagios primarios, o0
desenvolvimento de uma sintese assimétrica seria muito caro e gastaria muito
tempo. Logo, técnicas preparativas para a separacdo enantiomérica sdo de grande
importancia (MAIER et al., 2001).

O desenvolvimento de uma fase estacionaria quiral capaz de reconhecer
enantiomeros é o ponto chave da CLAE quiral. Existem varias colunas quirais
comercializadas e, geralmente, estas consistem em uma molécula quiral pequena ou
polimeros quirais fixados em um suporte de silica gel. As colunas quirais de
polissacarideos estdo entre aquelas de maior uso e geralmente sdo derivadas de
benzoato e fenilcarbamato. Celulose e amilose apresentam capacidade de separar
varios compostos quirais inclusive derivados de aminoacidos. A coluna de

polissacarideo Chiralcel OD® [tris-(3,5-dimetilfenil carbamato) de celulose] apresenta
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excelente potencial de separacdo para uma variedade de compostos quirais. Esta
coluna separa melhor as moléculas que possuem 0s substituintes nas posicées meta
e para do que na posicdo orto e o0 mecanismo de separacao quiral por parte dos
polimeros dependera da unidade monossacaridica, da posi¢céao de ligacdo e do tipo
de ligacdo (OKAMOTO e IKAI, 2008).

O mecanismo de reconhecimento quiral tem sido muito estudado e esta
abordagem pode fornecer muita informacdo, particularmente, parametros
termodinamicos para interacbes entre solutos e fase estacionaria durante a
resolucdo. No entanto, para entender a resolucdo quiral ao nivel molecular,
abordagens espectroscépicas, como ressonancia magnética nuclear, se tornam
necessarias. Por exemplo, fenilcarbamatos de celulose séo as fases estacionéarias
guirais mais utilizadas e a separacdo dos enantiomeros € fortemente influenciada
pelos substituintes no grupamento fenil desde que altere a polaridade do produto.
Isto sugere que o sitio mais importante nas fases polissacaridicas sdo 0S grupos
polares ligados ao carbamato (YASHIMA, 2001).

Ellington et al. (2001) testaram varias colunas de polissacarideos para a
separacao de praguicidas organofosforados. Os autores obtiveram boas resolucdes
na separacdo de crotoxifés, dialifor, fonofés, malation, protioféos e tricloronato
utilizando a coluna Chiralcel OJ® [tris-(4-metil benzoato) de celulose]. Para a
separacdo do fenamifés foi utilizada a coluna Chiralpak AS® [(tris-(S)-1-feniletil
carbamato) de amilose] e a Chiralpak AD® [tris-(3,5-dimetil-fenil carbamato) de
amilose]. Ainda, um numero de publicacGes tem descrito a separacdo em escala
analitica bem sucedida do metamidofés em fases derivadas de polissacarideos
baseadas no modo de eluicdo normal (MIYAZAKI et al., 1988; ELLINGTON et al.,

2001; LIN et al., 2006; WANG et al., 2006). Ja Tian et al. (2007) testaram a
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separacao quiral do metamidofés pelo modo reverso de eluicdo e ndo obtiveram boa
resolucdo entre os enantidbmeros. No entanto, ndo existem estudos que lidam com a

separacao quiral em escala semipreparativa do metamidofos.

4. JUSTIFICATIVA

Tem sido relatado um grande numero de casos de intoxicacbes em seres
humanos, acidentais ou suicidas, por praguicidas e muitos destes sao OPs
neuropaticos. Entretanto, para alguns compostos ¢é dificii de analisar a
neurotoxicidade retardada no modelo animal mais adequado, pois as galinhas
apresentam forte crise colinérgica aguda que impossibilita a visualizacdo dos efeitos
retardados. Uma possivel explicacdo para tal diferenca de efeito entre a espécie
humana e a galinha é o fato de que estes compostos OPs neuropéticos apresentam
em sua estrutura quimica um centro quiral, e desta forma o composto existe na
forma de dois enantibmeros. Quando a mistura racémica atinge a circulacdo
sanguinea, os enantibmeros apresentam diferencas de afinidade entre a AChE e a
ESNp. Logo, casos da NRIOP podem estar ocorrendo em seres humanos, mas nao
estdo sendo vistos no modelo animal preconizado para este tipo de avaliacdo de
neurotoxicidade. Desta forma, torna-se necessaria a separacdo quiral dos
enantiomeros de OPs para a avaliacdo da toxicidade aguda e retardada de cada
isdbmero. Assim, a execucdo deste trabalho pode contribuir de maneira significativa
para maior conhecimento da neurotoxicidade dos praguicidas OPs, visando nao s6 a
diferenciacdo da neurotoxicidade entre os enantibmeros e a mistura racémica, bem

como a reducdo do numero de sua ocorréncia.
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5. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar, em galinhas e seres humanos, a
neurotoxicidade de formas enantioméricas puras de compostos organofosforados
utilizados como praguicidas, tendo o metamidofés como protétipo, utilizando a
AChE, BChE, calpainas e a ESNp como biomarcadores.

Para alcancar tal objetivo, prop6s-se a seguinte estratégia:
a) Desenvolver um método de separacdo quiral analitico e semipreparativo para a
mistura racémica do metamidofés utilizando a técnica de CLAE.
b) Avaliar in vitro a inibicdo enzimatica das colinesterases e da ESNp utilizando
tecidos humano e de galinha.
c) Calcular as concentracdes inibitorias a 50% (ICsp) da BChE, AChE e da ESNp e
determinar o indice ICsp ESNp/ ICso AChE em humanos e galinhas e comparar com
resultados obtidos de um estabelecido (mipafox) indutor da NRIOP*.
d) Awvaliar, in vivo, os efeitos bioquimicos, clinicos e histopatolégicos dos
enantiomeros do metamidofés ap6s a administracéo via oral em galinhas e comparar

com resultados obtidos de um estabelecido (TOCP) indutor in vivo da NRIOP*,

* O mipafox ndo requer biotransformacéo para exercer o seu efeito neuropatico e por isso € mais
utilizado em testes in vitro da indugdo da NRIOP. Por outro lado, o TOCP requer biotransformagéo em
PSP para induzir a NRIOP e por isso é mais utilizado nos testes in vivo.
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6. MATERIAL E METODOS
6.1 Equipamentos

CLAE: A separacdo em escala analitica foi feita em um cromatégrafo liquido
SHIMADZU composto de bomba modelo LC-10AD acoplada a detector de
ultravioleta, de comprimento de onda variavel, SPD-10AV, autoinjetor SIL-10AF. O
equipamento apresenta-se ligado a interface CBM-10A e os cromatogramas foram
registrados pelo software CLASS-LC10A. A separacao semipreparativa foi realizada
em um cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, composto de bomba
modelo LC-6AD acoplada a detector de ultravioleta, de comprimento de onda
variavel, SPD-10AV, injetor manual RHEODYNE 7725i com loop de 50 uL. O
equipamento apresenta-se ligado a interface CBM SCL-10A e os cromatogramas
foram registrados pelo software CLASS-VP. A técnica de CLAE foi executada no
laboratério de Sintese Organica e CLAE do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&do Carlos (UFSCAR) sob a supervisdao da Profa. Dra.
Regina Vincenzi Oliveira (coorientadora). Além do cromatégrafo liquido foram
necessarios os seguintes equipamentos:
- Balanca analitica, peagbmetro, banho termostatizado, centrifuga refrigerada Sorvall
Thermo Scientific, rotaevaporador, sonicador, polarimetro Perkin-Elmer 241,
espectrofotobmetro UV/Visivel modelo HP 8453 com controlador de temperatura e
agitacdo modelo HP 89090A, SpeedVac Concentrator modelo Termo Scientific
SPD131DDA, microscépio 6ptico com camera integrada e citbmetro de fluxo modelo

BD Facsaria nimero 1.
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6.2 Reagentes

Dodecil sulfato de sédio (SDS), metamidofés padrdo analitico, tris hidroximetil
amino metano (Tris), soro albumina bovina (BSA), dietil 4-nitrofenil fosfato (paraoxon
90%), coomassie brilhante blue G-250%, 2-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT),
nimodipino, cloreto de célcio, caseina de leite bovino, histopaque® 1077 (Ficoll),
acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzéico) (DTNB), heptano, acido fosférico 85% d = 1,685,
Sigma®. 4-aminoantipirina, ferricianeto de potassio, citrato de sédio, sulfato de sédio
anidro, bicarbonato de soédio, dimetilformamida, azida soédica, dimetilsulfoxido
(DMSO0), Merck®. N,N-di-isopropilfosforamidofluridato (mipafox), fenilvalerato, Oriza®.
Triton X-100, etanol 95%, Vetec®. Heparina s6dica 25000U1/5mL Roche®. Cloreto de
sédio, acido cloridrico, fosfato bibasico de sédio, hidréxido de sédio, Synth®. Etileno
diamino tetra acetato de sédio (EDTA), Reagen®. Acetona, Qhemis®. Etanol HPLC,
2-propanol HPLC, J. T. Baker. Hexano HPLC, Fischer Scientific®. Metamidofés
técnico, Bayer Cropscience®. Todos os reagentes foram de grau analitico, com
excecdo dos solventes utilizados no sistema cromatografico, os quais foram de grau

para CLAE.

6.3 Separacao cromatografica

Para as separacGes cromatograficas foram avaliadas as seguintes fases
estacionarias quirais (FEQs) de polissacarideos: tris[(S)-1-feniletil carbamato] de
amilose (FEQ 1), tris(3,5-dimetil-fenil carbamato) de amilose (FEQ 2) revestidas com
silica APS-NUCLEOSIL® (500 A, 7um, 20%, p/p) e tris(3,5-dimetilfenil carbamato) de
celulose (FEQ 3) revestida com silica APS-HYPERSIL® (120 A, 5um, 15%, p/p).
Também foi testada a fase comercial Chiralcel OD® [tris(3,5-dimetilfenil carbamato)

de celulose] (FEQ 4). Estas 4 fases analiticas foram empacotadas em suporte
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metéalico com dimensdes de 15 cm de comprimento por 0,46 cm de diametro interno.
Para a separacao semipreparativa (FEQ 5) foi utilizada a fase comercial Chiralcel
OD® [tris(3,5-dimetilfenil carbamato) de celulose] empacotada em suporte metalico
com dimens@es de 20 cm de comprimento por 0,70 cm de diametro interno. Todas
estas fases foram empacotadas no laboratdrio de Sintese Organica e CLAE da
UFSCar e as FEQs 1-3 foram preparadas como descrito anteriormente em outros
trabalhos do mesmo grupo (MATLIN et al., 1994; MATLIN et al., 1996; TIRITAN et
al., 1998). O detector utilizado foi por radiacdo ultravioleta e 0 comprimento de onda
escolhido foi de 230 nm baseado em trabalhos prévios (LIN et al., 2006). Antes de
proceder a separacdo no equipamento preparativo foi feita a otimizacdo das
condi¢cBes cromatograficas em um equipamento analitico. As fracdes coletadas no
sistema preparativo foram levadas ao rotaevaporador por 30 minutos (90 rpm; 30°C)
para evaporacdo dos solventes. Em seguida, levou-se as fracdes para a SpeedVAc
(40 min, 45°C por 20 min), para evaporar o volume restante de solventes presentes
na amostra. Para calcular a rotacao especifica de cada fracédo coletada foi utilizado
o polarimetro. O valor de rotacdo especifica foi aplicado na equacéo 1 para se obter
0 [d]p.

(1)
a
a |, etanol = —

Sendo que:
a = rotacdo especifica;
c = concentracao da solugcao em g/L;

L = comprimento da cuba do polarimetro em decimetro.
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Para a determinacdo do fator de retencdo (k), fator de separacdo (a) e

resolucdo (Rs) foram utilizadas as equacoées 2, 3 e 4 respectivamente:

(2)

Sendo que:
T,= Tempo de retencado do 1° enantibmero;
To= Tempo de retencdo de um soluto néo retido.
3)
k2

0 ==
kl

Sendo que:
k,= fator de retencéo do 1° enantidbmero
k.= fator de retencéo do 2° enantidbmero
(4)
T2 — T1
(Wl + Wz)

Rs = 2.

Sendo que:

T,= Tempo de retencdo do 1° enantibmero;
T,= Tempo de retencdo do 2° enantibmero;
w;= largura da base da primeira banda;

w,= largura da base da segunda banda;

A pureza enantiomérica foi calculada como a razao entre a area do (+ ou -)-
enantiomero dividido pela soma das areas dos dois enantibmeros e multiplicada por
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100 (GAWLEY, 2006). O tempo de eluicdo de um soluto nao retido (To) foi estimado

usando o 1,3,5-tri-tert-butilbenzeno.

6.4 Animais

Foram utilizadas 12 galinhas para os estudos in vitro e 39 galinhas para os
estudos in vivo todas em fase adulta da espécie Gallus gallus domesticus, linhagem
“leghorn isabrown”, com idade superior a 18 meses. Estas aves foram adquiridas na
cooperativa de Guatapara na granja Hayashi. A agua disponivel para as aves no
biotério do Laboratério de Toxicologia foi filtrada e a racéo fornecida foi a Purina®
recomendada para aves de postura. Ambas foram fornecidas 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® 12/2009 — Animais em Pesquisa, com
Parecer n° 24/2009 de 27 de junho de 2009 (ANEXO A). Antes de iniciar qualquer
experimento, as aves receberam tratamento para eliminacdo de ectoparasitos e

endoparasitos:

A) Eliminacao de ectoparasitos

* A agua e a racao dos animais foram retiradas;

* Foi retirada a maravalha junto com as bandejas;

« As galinhas e a gaiola foram pulverizadas com uma solucdo de 6 mL de k-othrin®
(deltametrina) dissolvidos em 10 litros de agua;

A 4gua e a comida foram retornadas para as gaiolas apds uma hora (com o

ambiente ja seco).
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B) Eliminacdo de endoparasitos

 Foi utilizado o anti-helmintico Proverme® (citrato de piperazina tetraidratado,

equivalente a 36% de piperazina base);

« 14g de Proverme® foram dissolvidos em 10 litros de &gua. Esse volume foi

distribuido igualmente entre as quatro gaiolas contendo aproximadamente 10

galinhas cada. Essa solucéo substituiu a agua de bebida das aves por 48 horas.
Apoés os tratamentos, as galinhas foram alojadas (3 animais/gaiola; Figura 7)

no biotério do laboratério de toxicologia e mantidas a 24°C + 2, umidade 55% + 10%,

e ciclo claro-escuro de 12 horas iniciando as 07h30min por uma semana para

aclimatacdo. Apés uma semana de adaptacdo as galinhas foram escolhidas ao

acaso para os experimentos (Figura 7).

Figura 7: Gaiolas do Biotério do Laboratorio de Toxicologia.

6.5 Voluntarios humanos

Foi coletado sangue de 80 voluntarios do Hemonucleo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Os doadores foram convidados a
participar desta pesquisa ap0s passarem pela triagem que todo doador de sangue
brasileiro deve passar para ser aceito para doacdo e apods prévia explicacdo da

finalidade do presente trabalho. Apds declararem que aceitavam ser voluntarios,
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foram assinados o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o Termo de
Doacdo de Material Biolégico (ANEXO B E C) que sédo exigéncias da Resolucao
196/1996 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Também foi elaborado um
guestionario para que pudesse tomar conhecimento de alguns hébitos dos doadores
(APENDICE B). No momento da doac&o o funcionario do hemontcleo coletou cerca
de 5 mL de sangue em tubos heparinizados para coleta a vacuo. Estes
procedimentos receberam parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP e que atende pelo protocolo

CEP/FCF/CAr 09/2009 parecer numero 31/2009 (ANEXO D).

6.6 Cultura de células

Toda a parte de cultura celular foi realizada no Laboratory for Neurotoxicity
Studies (Virginia-Maryland Regional College of Veterinary Medicine, Blacksburg, VA,
USA) sob a superviséo da prof. Dra. Marion Ehrich (APENDICE A — cronograma de
atividades). Passagens de 10 a 22 das células da linhagem SH-SY5Y
neuroblastoma humano foram obtidas do "American Type Culture Collection" (ATCC,
Manassas, VA, USA). Estas células cresceram em 15-20 mL de meio de cultura F12
(F12 HAM: Sigma cell culture, St. Louis, MO, USA) contendo 15% de soro fetal
bovino (FBS; Summit Biotechnology, FL Collins, CO, USA) e 1% de uma solucéo
antimicotica/antibiotica (10.000 Ul/mL penicilina, 10.000 pug/mL streptomicina, 25
Mg/mL anfotericina B, Mediatech Inc., Manassas, VA, USA) a 37°C e 5% de CO.. Os
frascos plasticos utilizados para o crescimento destas células foram de 225 cm?.
Estudos prévios demonstraram que estas condicbes de crescimento citadas
anteriormente maximizam as atividades das esterases neste tipo de cultura de

células (EHRICH et al., 1995) . Para inducao de diferenciacdo, estas células foram
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tratadas com 2 mL de &cido retindico (10 uM) quando atingiam 60-80% de
confluéncia. SH-SY5Y neuroblastoma humano permaneceram por 4 dias no acido
retindico antes de serem coletadas para os experimentos. Para coleta das células
removia-se 0 meio de cultura e incubavam as células com 3 mL de tripsina (0,5%
diluida em meio de cultura) por 5 minutos a 37°C e 5% de CO,. Entao, as células se
desprendiam da parede do frasco para que fossem removidas cuidadosamente com
pipetas. Em seguida, estas células foram contadas e a viabilidade celular foi
determinada utilizando o tripan azul (0,5% em tampédo PBS). O critério de excluséo
para uso destas células nos experimentos foi viabilidade superior a 80%. Apés a
centrifugacédo (500 x g, 10 min), as células foram ressuspendidas em tampao PBS
para se padronizar concentracdo final de 1 x 10’ células/mL. Assim, foram utilizadas

estas células como amostra para realizacao dos ensaios para determinacao da ICsp.

6.7 Preparo de solucdes

Para iniciar as dosagens de proteinas nos linfocitos, cérebro e no plasma;
determinacdo da atividade da ESNp, determinacdo da atividade da BChE
plasmatica, calpainas e da AChE foi necessario o preparo das seguintes solucées:

1) Tampao salina fosfato (PBS) pH 7,2 a 25°C:
8,77 g de cloreto de sodio

21,3 g de fosfato bibasico de sddio

HCI (6 N) gsp......... pH 7,2 a 25°C

Agua gsp.......c......... 1000,0 mL
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2) Tampéao Tris 50 mM — EDTA 0,2 mM HCI pH 8,0 a 25°C:
6,06 g Tris

0,075 g EDT/A

HCI (6 N) gsp.......... pH 8,0 a 25°C

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

3) Tampao citrato-Tris 50mM pH 6,0 a 25°C:
1,47 g Citrato de sodio

0,61 g Tris

HCI (6 N) gsp.......... pH 6,0 a 25°C

Agua gsp........... 100,0 mL

4) Paraoxon:

Antes de preparar a solucédo de paraoxon foi necessério realizar uma lavagem.

A) A lavagem do paraoxon foi feita da seguinte maneira:

e 1,0 mL de paraoxon 90% foi solubilizado em 3,0 mL de tricloroetileno.

e Foram acrescentados 3,0 mL da solucéo de bicarbonato de sédio 2,0%, preparada
no momento da separacdo. Apdés misturar as duas fases, descartou-se a fase
aguosa e repetiu-se a operacdo com o mesmo volume de bicarbonato de sodio.

e Separaram-se as fases e evaporou-se a fase organica usando o rotaevaporador.

B) Solucao estoque (0,08 M): 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 |4 de vidro

contendo pequena quantidade de sulfato de sédio anidro.
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C) Solucédo de trabalho (1,6 mM): foi obtida com a diluicdo 1:50, em tampéao Tris-

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

5) Mipafox:

A) Solucdo estoque (0,1 M): 180,0 mg de mipafox foi diluido em 10,0 mL de
tampéao citrato (pH 6,0).

B) Solucédo de trabalho (2,0 mM): foi obtida com a diluicdo 1:50 em tampéo Tris-
EDTA (pH 8,0), no momento de uso.

Obs: As solucdes estoques de mipafox e paraoxon, se conservadas em geladeira (4

a 8°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 (0,144 mL) de fenilvalerato foi diluido com 10,0 mL de dimetilformamida

(DMF).

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 proporcéo de 1:30 no momento de uso.

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

Tampao Tris-EDTA pH 8,0 gsp....... 100,0 mL
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8) Ferricianeto de Potassio KsFe(CN)g 0,40%:

0,40 g de K3Fe(CN)g foi dissolvido em 100 mL de agua destilada.

9) Solucédo de Azul Brilhante para determinacéo de proteinas:
100,0 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 foram dissolvidos em 50,0 mL de alcool
etilico 95%. Foram acrescentados 100,0 mL de acido fosforico 85% e entéo diluiu-se

para 1000,0 mL com agua destilada.

10) Solucao padréo de soro albumina bovina (BSA) (500ug/mL):
5,0 mg de BSA foi dissolvido em 10,0 mL de agua destilada ja contendo 0,05 mg de

azida sodica.

11) Solucéao salina 0,9%:

4,5 g de NacCl foi dissolvido em 500 mL de agua.

12) Tampao fosfato (0,1 M de fosfato de sodio, pH 8,0 e pH 7,0):
12) Preparou-se 100 mL de uma solucédo 12,0 g/L de fosfato monobésico de sédio
(0,1M) em H,O.

-1,2 g fosfato monobasico de sédio;

2%) Preparou-se 1000 mL de uma solucédo 14,2 g/L de fosfato dibasico de sddio em
H.O.
Pesou-se 14,2 g de fosfato dibasico de sodio;

[ PLO N0 K5 o IO 1000 mL
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Misturou-se estas solucdes na propor¢cao de 55 partes da 12 com 945 partes
da 22 para obter o tampédo de pH 8,0; e na propor¢cédo de 39 partes da 12 com 61
partes da 22 para obter o tampé&o de pH 7,0.
pH 8,0: preparar 900 mL.

pH 7,0: preparar 100 mL.

Solucéo 900 mL Tampéo pH 8,0 100 mL Tampéo pH 7,0
Fosfato monobésico 12 g/L 49,5 mL 39 mL
Fosfato dibasico 14,2 g/L 850,5 mL 61 mL

13) Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB 10,3 mM):
- Pesar 0,082 g DTNB

- Tampaéo fosfato pH 7,0 gsp....... 20 mL.

14) Acetiltiocolina (ATCh 10,7 mM):
- Pesar 0,031 g de ATCh
- Tampéo fosfato pH 8,0 gsp......10 mL.

- Preparou-se no momento da analise.

15) Metamidofés (20 mM):

Pesar 0,028 g de metamidofés

16) Tampao PCD (calpaina) (20 mM tris; 5 mM EDTA; 10 mM 2-mercaptoetanol):
2,42 g de tris
1,46 g de EDTA

0,70 mL de 2-mercaptoetanol (d = 1,115 g/mL)
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17) Tampao caseina (0,5 mg/mL de caseina; 20 mM DTT; 50 mM tris; 4 mM CacCl,):
0,05 g de caseina

0,309 g de ditiotreitol (DTT)

0,606 de tris

0,044 g de CacCl,

HCI (6 N) gsp ......... pH 7,5

19) Gradientes de NaCl em tampé&o PCD:
a) 0,150 M:

Pesou-se 0,44 g de NaCl

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

Pesou-se 0,58 g de NaCl

Misturou-se com 50 mL de tampao PCD

OBSERVACOES: Toda éagua utilizada no preparo das solu¢bes foi obtida no

equipamento mili-g e todas as solucdes, exceto a de Triton X-100 e a de 4-AAP-SDS

(temperatura ambiente), foram acondicionadas entre 4 e 8°C.
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6.8 Coleta e preparo de amostras biologicas

Foi coletado 0,5 mL de sangue da veia axilar das aves em seringas de 1 mL
contendo 0,1 mL de heparina (25.000 UI/5 mL) diluida 1/5 com solucao salina 0,9%.
Em seguida foi feita a separacédo do plasma utilizando centrifuga a 500 x g por 10
min. Para a dosagem da BChE foi necesséaria a diluicio do plasma em &gua
deionizada (70 pyL de plasma em 9,930 mL de agua). Para a dosagem da atividade
da ESNp em linfocitos de galinhas foram coletados 2,5 mL de sangue da veia axilar
das aves em seringas de 3 mL ja contendo 0,1 mL de heparina (25.000 Ul/5 mL)
diluida 1/5 com solucéo salina 0,9%. Para a dosagem da atividade da AChE e da
ESNp em cérebro de galinhas foi necessario sacrificar as aves por torcao cervical
seguida por decapitacdo. Em seguida retirou-se uma pequena quantidade (cerca de
0,4 g) de tecido da regido frontal cerebral. Homogeneizou-se este tecido em tampéao
fosfato pH 8,0 para a AChE e em tampao tris-EDTA para a ESNp na proporc¢ao de 1
g de tecido para 20 mL de tampdo. Para a dosagem da atividade da AChE nos
eritrocitos humanos pegou-se 0,5 mL de sangue total e retirou-se o plasma (500 x g,
10 min). Em seguida, lavou-se duas vezes com 1,5 mL de soluc¢éo salina utilizando o
mesmo ciclo de centrifugacéo para a separacdo do plasma. Apos, diluiu-se 1/600 em
agua o concentrado de eritrocitos para proceder as analises. Também foram
necessarios 2,5 mL de sangue para avaliar a atividade da ESNp nos linfocitos
humanos como citado anteriormente para as galinhas. Para a dosagem das
atividades enziméticas em cultura de células SH-SY5Y neuroblastoma humano

ressuspendeu-se as células em tamp&o PBS na concentracdo de 1 x 10’ células/mL.

6.9 Experimentos

6.9.1 Experimentos in vitro

62



Para as determinacfes das atividades da BChE plasmatica e da AChE no
cérebro de galinhas, eritrocitos humanos e em cultura de células foi utilizado o
método de Ellman et al. (1961). Adicionalmente, foram acrescidas, com mesmo
volume de amostra, 6 diferentes concentraces de metamidofos e suas isoformas
(de 0,5 mM a 16 mM em agua) a fim de estimar a ICso. Para determinacdo da
atividade da ESNp nos linfécitos, cérebro de galinhas e em cultura de células foi
utilizado o método de Correll e Ehrich (1991). Também, foram acrescidas, com
mesmo volume de amostra, 6 diferentes concentracdes de metamidofés e suas

isoformas (de 0,1 mM a 15 mM em agua) a fim de estimar a ICsq.

6.9.2 Experimentos in vivo
6.9.2.1 Delineamento experimental

As aves foram divididas em diferentes grupos com “n” igual a 3. Estas
receberam protecdo contra os efeitos colinérgicos, (50 mg/kg i.m. de atropina) antes
da administracdo do metamidofés e a mesma dose 4 e 8 horas apoés a intoxicacao.
N&o foi necesséario administrar atropina nas aves que receberam 500 mg/kg de
TOCP.

Os grupos foram classificados da seguinte forma:

Grupo_controle: Este grupo foi composto por trés aves que ndo receberam o

toxicante. Neste grupo foram padronizadas as atividades da AChE, da ESNp e da
calpaina no cérebro das galinhas. A determinacdo desses parametros bioquimicos
serviu para a comparacao antes e apds a administracdo dos OPs testados. Também
foi realizada a analise histopatologica dos tecidos das aves para posterior

comparagao com 0s demais grupos.
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Grupo_experimental: Foram utilizadas 30 aves divididas em quatro grupos de seis.

Vinte e quatro aves receberam 50 mg/kg de peso via oral de metamidofos nas
seguintes formas: racémica, (+)-metamidofds e (-)-metamidofés. As outras seis aves
receberam 500 mg/kg de TOCP via oral que foi utilizado como controle positivo
indutor de NRIOP. Vinte e quatro horas apds a administracdo dos OPs, 15 aves
foram sacrificadas para avaliacdo bioquimica. As outras 15 aves foram sacrificadas
21 dias apés a intoxicacdo para a observacdo dos sinais clinicos, bioquimicos e
histopatoldgicos.

Grupo tratado: Este grupo foi composto por trés aves que receberam 50 mg/kg via

oral da forma (+)-metamidofés, pois foi a que apresentou maior escore de
neurotoxicidade. As outras trés aves receberam 500 mg/kg via oral de TOCP. Além
dos OPs, as galinhas receberam, 18 horas apds a intoxicacdo, a primeira dose de 1
mg/kg de nimodipino intramuscular e 30 minutos depois do nimodipino 5 mg/kg de
gliconato de calcio endovenoso. A segunda dose de nimodipino (1 mg/kg, i.m.) foi
dada 24 horas apo6s a primeira. O delineamento experimental esta resumido no

esquema 1.

- AChE

Andlise bioguimica = - ESHp

Grupo controle: . .
(3 galinhas) e histopatologica -PCcD
- AChE
TOCP } 24 horas apds —p Andle £ - ESNp
[+}-met {15 galinhas) bioquimica
) -FCD
Grupo experimental - Racémico
(30 galinhas) Andlize - AChE
{-)-met 21 dias apéds — I::-|Elqum1|ca, =4 Esnp
clinica e

- (15 galinhas) )
histopatologica |- FCD

- AChE

#) [wrataments® Analise
' . Ly ioquimi -ESN
Grupo tratado= ou {13 horas apés 21 dias —w biequimica, > =
T

(6 galinhas) |Tocp| inbxicagde clinica e . _PCD
histopatologica

* 12 dose de nimodipino (1 mg/kg, im.) 18 hs apds a intoxicacdo e a 2* dose (1 mo'kg,
im.)24 hs apos a 1. Uma dose de gliconato de célcio (5 mg'kg, iv.) 30 min depois da 12
dese de nimedipine.

Esquema 1: Resumo do delineamento experimental.



6.9.3 Escala de neurotoxicidade (sinais clinicos)

Para observacfes dos sinais clinicos foi utilizada a escala de Oliveira, et al.
(2002) para os escores de neurotoxicidade das galinhas em observacdes apés a
administracao via oral dos OPs testados:

0 = galinha normal, desenvolve suas fun¢cées motoras normalmente.

1 = Apresenta leve fraqueza nas pernas. Leve flexao das pernas, mas ainda é capaz
de manter-se de pé e andar.

2 = Fraqueza mais acentuada nas duas pernas. A ave apresenta dificuldade de se
manter de pé e de se equilibrar para andar.

3 = Paralisia das pernas. As aves ndo conseguem se levantar e as pernas ficam
esticadas, mas ela ainda consegue apoiar-se nas asas para ficar sentada. E
necessario auxilio na alimentacdo das aves.

4 = A galinha permanece em decubito lateral. A ave ndo consegue manter-se na
posicado ereta. Também é necessario auxilio na alimentacdo das aves. Na maioria

das vezes quando a ave atinge este nivel, ocorre o oObito.

6.9.4 Estudos histopatolégicos

Para a realizacdo da andlise histopatoldgica, os seguintes tecidos foram
cuidadosamente dissecados: medula espinhal nas porcdes cervical (entre C1 e C4)
e lombar (préximo ao corpo de glicogénio), nervo ciatico e por fim a por¢éo inferior
do cerebelo que atende pelo nome de amigdala caudal. Todas estas porcdes de
tecidos estéo ilustradas na Figura 8.

Imediatamente apos serem dissecadas, estas pecas foram transferidas para
os cassetes individuais (Figura 9) contendo solucédo de formaldeido (fixador) a 10%

em tampdo PBS pH 7,2 por periodo de 3 dias. ApGs este periodo, o fixador foi
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removido e adicionado alcool 70% por periodo de 24 horas, a seguir alcool a 90%
por 2 horas e, finalmente, alcool absoluto por 24 horas para promover a
desidratacdo das pecas. Como clareador foi empregado solucao xilol/alcool na
proporcao de (1/1) por 4 horas. Apés inclusdo em parafina, foram feitos os cortes em
microtomo rotativo com espessura de 6 ym. Os cortes recém produzidos foram
transferidos para banho-maria a 40°C por periodo de 1 min para promover a
dilatacdo da peca e facilitar a coloracédo. Os cortes foram transferidos para laminas
de vidro devidamente rotuladas e posteriormente coradas por hematoxilina e eosina
(H&E). Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAR-

UNESP).

Figura 8: Cortes de tecidos de aves dissecados para avaliacdo de lesdes
histopatologicas causadas por OP neuropaticos. A) Porcdo cervical da medula
espinhal (cabeca de seta) e amigdala caudal (seta). B) Porcdo lombar da medula

espinhal na altura do corpo de glicogénio (cabeca de seta). C) Nervo ciatico.

Figura 9: Pecas dissecadas colocadas em cassetes individuais.
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6.10 Dosagem de Proteinas

Foram feitas trés curvas analiticas de proteinas em trés tampdes diferentes
com a solucdo de BSA (a partir de uma solucdo estoque de 500 pg/mL), para
posterior comparacdo com o0s resultados obtidos com as amostras. Para a
preparacdo das curvas de dosagem de proteinas procedeu-se como descrito por
Bradford (1976). A Tabela 1 mostra a composicédo dos reagentes de cada ponto da
curva.

Tabela 1. Esquema para preparacao dos pontos da curva analitica de proteina.

Ponto da curva  BSA (500 pg/mL) Tampao Sol. Brilhante Blue
Branco = --eemmeeeeeeeee- 100 pL 4,9 mL
1 10 pL (5 ug) 90 uL 4,9 mL
2 20 pL (10 ug) 80 uL 4,9 mL
3 50 uL (25 pg) 50 uL 4,9 mL
4 80 uL (40 pg) 20 yL 4,9 mL
5 100 pL (50 ug) 0 4,9 mL

A leitura foi feita em triplicata no espectrofotbmetro UV/VIS a 595 nm apds 5
min de reacdo. Para dosagem de proteinas nas amostras utilizou-se o esquema
descrito pela Tabela 2.

Tabela 2. Esquema para preparacao das amostras para dosagem de proteina.

BSA (500 yg/mL)  Amostra Tampé&o Sol. Brilhante Blue
Branco = - e 100 pL 4,9 mL
Padrao 40 - 60 pL 4,9 mL
Amostra @ ------e--- 40 uL 60 pL 4,9 mL

Tampdes utilizados: ESNp — Tampao tris-EDTA pH 8,0
Colinesterases — Tampao fosfato pH 8,0
PCD - Tampéao PCD
A leitura foi feita em duplicata no espectrofotdometro a 595 nm apés 5 min de

reacao.
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6.11 Procedimento para determinacédo da atividade da AChE e BChE

As dosagens da BChE e da AChE foram feitas como descrito por Ellman et al.
(1961) com algumas modificacdes. Foi necessario dosear a quantidade de proteina
no plasma, cérebro, cultura de células e nos eritrocitos para que a atividade fosse
dada por grama de proteina. A avaliacdo da atividade enzimatica foi feita apos o

doseamento das proteinas como descrito na Tabela 3:

Tabela 3. Esquema para doseamento da atividade das ChE.

Volume de Reagente

Reagente
ICso ChE Branco
Tampéao fosfato pH 8,0 1650 uL 1875 uL 1875 pL
DTNB 75 uL 75 uL 75 uL
Amostra 225 uL 225yl e
HO e e 225 uL
Inibidor 225yl -
ATCh 225 uL 225 L 225 L
Volume Total 2400 pL 2400 uL 2400 uL

Obs: Para determinacao da ICsp foi adicionado 225 pL do inibidor (6 concentracdes
diferentes em agua) que ficou 15 min em contato com a amostra a 37°C e agitacdo a
600 rpm antes de comecar as leituras. Ap6s a adicdo da ATCh iniciou-se o programa
cinético do espectrofotbmetro com 4 leituras a 450 nm iniciando-se em 5 s e com
intervalos de 1 min entre cada leitura, temperatura 37°C e agitacado constante de 600

rpm.
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6.12 Calculo da Atividade das colinesterases

As leituras das amostras foram feitas em triplicata e a média de cada amostra
foi dada em Abs/min. Para converter a atividade das colinesterases para

pMmols/min/g foi feito como descrito pela equacao 5:

AV, .10%1 ©)
eV T

a

umol /min/mL =

Sendo que,

A = absorbancia/min

€ = coeficiente de extingdo molar

Vtr = volume total da reacéo (mL)

Va = volume de amostra (mL)

T = Tempo de reacao (minuto)

10° = fator de transformac&o de mol para ymol

1 =1 cm de passo 6ptico

Dividindo o resultado da equacdo 5 pela concentracdo de proteinas da

amostra em g/mL, pode-se obter a atividade da enzima em pmol/min/g de proteinas.
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6.13 Separacdao de Linfocitos

6.13.1 Sangue de galinhas
A separacdo dos linfécitos a partir do sangue total de galinhas foi feita como
mostrado no esquema a seguir:
2,5 mL de sangue + 0,5 mL de PBS
l Homogeneizar cuidadosamente
3 mL do homogeneizado sobre 3 mL de Ficoll
Centrifugar 25 min, 20°C, 800 x g
Separar a camada de linfocitos

Linfocitos + 1 mL de PBS + 2 mL de Ficoll

Centrifugar 15 min, 20°C, 800g
Separar a camada de linfécitos

Linfocitos

Lavar a camada de linfocitos 2x com 2,5 mL
de tampéao PBS

Centrifugar 10 min, 20°C, 800 x g
Ressuspender os linfécitos em 1 mL de
tampéo Tris-EDTA pH 8,0

v
Linfocitos

Sonicar os linfécitos
Programa 1" do sonicador

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

Programa 1 do sonicador: Temp. 20°C, amplitude 20%, tempo 8 s., pulso 3,0 s. com pausas
de 0,5s.
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6.13.2 Sangue humano

A separacdo dos linfécitos a partir do sangue total humano foi feita como

mostrado no esquema a seguir:

2,5 mL de sangue + 0,5 mL de PBS
l Homogeneizar cuidadosamente
3 mL do homogeneizado sobre 3 mL de Ficoll

Centrifugar 15 min, 20°C, 500 x g
Separar a camada de linfocitos

Linfécitos

Lavar a camada de linfocitos 2x com 2,5 mL

de tampao PBS

Centrifugar 20 min, 20°C, 3000 x g

Ressuspender os linfécitos em 1 mL de tampéao
Tris-EDTA pH 8,0

v
Linfocitos
Sonicar os linfécitos

Programa 1" do sonicador

Dosagem de proteinas dos linfécitos pelo método Bradford (1976).

Dosagem da ESNp pelo método de Correll e Ehrich (1991).

Programa 1 do sonicador: Temp. 20°C, amplitude 20%, tempo 8 s., pulso 3,0 s. com pausas de
0,5s.
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6.14 Dosagem da atividade da ESNp

A partir dos resultados obtidos na dosagem de proteinas dos linfocitos ou de
cérebro de galinhas foi feita diluicdo com tampé&o Tris-EDTA para a obtencéo de
solucdo com 500 ug/mL de proteinas. Desta solucdo foi tomado 0,250 mL e

procedeu-se como mostrado a seguir:

Tubo A Tubo B
0,250 mL de amostra 0,250 mL de amostra
0,250 mL de H,O 0,250 mL de H,O

Banho 37°C Banho 37°C
15 min 15 min
25 ulL de paraoxon 25 pL de paraoxon
------------------------ 25 pL de mipafox
475 pL de Tris-EDTA 450 uL de Tris-EDTA
Banho 37°C Banho 37°C
20 min 20 min
1 mL de fenilvalerato 1 mL de fenilvalerato
Banho 37°C Banho 37°C
30 min 30 min
1 mL de SDS-4AAP 1 mL de SDS-4AAP
0,5 mL de K3Fe(CN)g 0,5 mL de K3Fe(CN)g

\ 15 min /
Leitura a 510 nm

Paraoxon : diluir na hora 1:50 (980 pL do tampé&o tris-EDTA + 20 pL de paraoxon estoque)
Mipafox : diluir na hora 1:50 (490 uL do tampao tris-EDTA + 10 uL de mipafox estoque)
Fenilvalerato: diluir na hora 1:30 (29 mL de triton X-100 + 1 mL de fenilvalerato)

Obs: Para determinacao da ICsg foi adicionado diferentes concentracdes das
solu¢des dos inibidores no lugar da agua.
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6.15 Calculo da atividade da ESNp

Para o calculo da atividade da ESNp o coeficiente de extingdo molar da
reacdo de fenol mais ferricianeto de potassio é 13.900 M*cm™. Este valor foi
utilizado na foérmula geral de Kaplan e Pesce (1989) para o célculo da atividade
dessa enzima, obtendo assim a atividade média da ESNp em (Ul/L) para cada ave,

através da equacéo 6:

AV, .10°1 ©)
eV

Ul /L =

Q"

Sendo que:

A = absorbancia

€ = coeficiente de extingdo molar

Vtr = volume total da reacéo (mL)

Va = volume de amostra (mL)

T = Tempo de reagcao (minuto)

10° = fator de transformac&o de mol para ymol

1 =1 cm de passo optico

6.15.1 Exemplo de célculo da atividade da ESNp:

Quantidade de proteina: 500 pug/mL

Medidas de Absorbéancia a 510 nm:

Al: 0,1964 Al:0,0439 A2:0,1907 A2 :0,0404 AMédia=0,0423
B1: 0,1525 B2: 0,1503

UI/L =0,7075 pmol/min/litro = 0,0007075 pmol/min/125 ug de proteina.

0,0007075 pmol/min 500 ug de proteina

X 10° ug de proteina (19).

X = 1,42 uymol/min/g de proteina = atividade da ESNp em g de proteina.
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6.15 Citometria de fluxo

Toda a parte de citometria de fluxo foi realizada no Laboratory for
Neurotoxicity Studies (Virginia-Maryland Regional College of Veterinary Medicine,
Blacksburg, VA, USA) sob a supervisdo da profa. Marion Ehrich. A apoptose nas
células da linhagem SH-SY5Y neuroblastoma humano foi avaliada utilizando o
reagente protéico anexina V (Pacific blue conjugate, Invitrogen, Oregon, USA). As
células foram expostas por 60 minutos ao mipafox (0,01 mM), (+)-metamidofos (10
mM) e (-)-metamidofés (100 mM) a 37°C e 5% de CO,. Estas concentracdes foram
escolhidas baseada na atividade da ESNp, com medidas que causassem pelo
menos 80% de inibicdo (requisito para causar a NRIOP). lodeto de propidio (IP),
diluido 1/50 em tampédo PBS, foi usado para diferenciar células apoptoticas com
membranas integras (anexina’/IP") de células necroticas que perderam a integridade
da membrana (anexina®/IP*). O ensaio seguiu o protocolo recomendado pelo

fabricante do equipamento como se segue:

Esquema 2: Protocolo para realizagao da citometria de fluxo.
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6.16 Dosagem da atividade da calpaina
A purificacdo da calpaina foi feita como descrito por Ballard et al. (1988) e a
dosagem da atividade da calpaina foi feita como descrito por Buroker-Kilgore e

Wang (1993):

1,0g de tecido (cérebro de galinhas) ou 1 mL de células (1 x 10" células/mL)**
Homogeneizar 10x vol. Tampéo PCD
Programa 5 do sonicador*
Centrifugar a 10.000 x g a 4°C, 15 min
Sobrenadante
lFiItrar em papel de filtro
Filtrado

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

Suspenséo
Colocar em papel de filtro
Eluir com gradientes de 0; 0,15; 0,2 M
de NaCl em tampao PCD ( vol. 5 mL/gradiente)
Colher fracdo de 0,15e 0,2 M
Eluato
i Dosar proteinas (BRADFORD, 1976)

Eluato (1 mL)
1,5 mL de tampao caseina
30 min; 25°C

1 mL da mistura
0,5 mL H,O

1 mL sol. brilhante blue diluida 1/1 com H,O
10 min

Leitura 595 nm

A unidade adotada para expressar os valores desta enzima foi unidades de

absorbancia/minuto/g de proteina (EL-FAWALL et al., 1990).

" Programa 5: Amplitude 80%; Tempo 30s pulso 1,0s com pausas de 0,2s; Temperatura 4°C.

** Para avaliar in vitro a ativagédo da PCD promovida pelos OPs testados foi necessario pré-incubacgao
por 60 min & 37°C dos tecidos homogeneizados com CaCl, + OP na seguinte proporcdo: 1 g de
tecido ou 1 mL de células/1 mL de CaCl,/1 mL do OP testado.
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6.17 Andlise estatistica dos resultados

A ICso das enzimas foi calculada utilizando a equacgéo da reta do log da % da
atividade versus concentracdo de inibidor e o coeficiente de regressao destas retas
foi calculado utilizando o método dos quadrados minimos. Alteracbes nos
parametros bioquimicos entre os diferentes grupos foram examinadas para
significancia estatistica usando ANOVA (Analysis Of Variance) seguido pelo teste de
Tukey para multiplas comparacdes. Para a realizacdo deste teste foi utilizado o
programa Microsoft Office® Excel 2007 for Windows. Diferencas entre 0s grupos
para avaliacao clinica dos animais foram avaliadas utilizando o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney para multiplas comparacdes.
Para a realizacdo destes testes ndo paramétricos foi utilizado o programa Bioestat

5.0. Valores de p<0,05 foram considerados significantes (ARANGO, 2001).
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7. RESULTADOS

7.1 Desenvolvimento do método de separacdo cromatografica

De acordo com os parametros cromatograficos mostrados na Tabela 4, a
coluna composta pela fase estacionaria tris-(3,5-dimetilfenil carbamato) de celulose
apresentou melhor resolucédo para a separacdo dos enantibmeros do metamidofos,
portanto, a separacdo semipreparativa enantiosseletiva foi padronizada utilizando
esta fase estacionaria. As primeiras analises das condi¢cdes cromatograficas para a
separacao dos enantibmeros do metamidofés foram feitas utilizando coluna analitica
(15 x 0,46 cm). Foi verificado também que seria melhor diluir a amostra em etanol e
nao em isopropanol, pois 0 metamidofés apresentou melhor solubilidade no primeiro
solvente. As Figuras 10, 11, 12 e 13 ilustram os cromatogramas obtidos na coluna
analitica. A Figura 10 mostra que com fase mével composta de hexano:isopropanol
(90:10) a resolucéo obtida entre as bandas cromatograficas dos isémeros néo foi a

ideal pois ndo alcancou a linha de base.
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Figura 10: Cromatograma da analise do metamidofés (metamidofos = 6,67 mg/mL
em etanol). Condicbes cromatogréficas: coluna quiral Chiralcel OD® (15 x 0,46 cm)
(FEQ 4), detector UV 230 nm, fase movel: hexano/isopropanol (90/10, v/v), vazao =

1 mL/min, volume de injecao = 20 pL.
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Tabela 4. Parametros cromatograficos avaliados na separacdo quiral analitica do

metamidofos.

FEQ1 FEQ 2 FEQ 3 FEQ 4
Fase Movel

Ky a Rs Ky a Rs Ky a Rs Ky a Rs

Heptano/Etanol (90:10) - - - - - 2,55 1 0 - - -
Hexano/Etanol (80:20) 720 112 080 | 211 1 0 2,40 1 0 3,03 123 1,00
Hexano/Etanol (90:10) 230 121 080 | 3,29 1 0 5,43 1,09 0,80 | 7,60 1,24 1,00
Heptano/2-Propanol (90:10) - - - 414 131 080 | 3,78 1,21 080 | 6,19 1,35 1,00
Hexano/2-Propanol (95:05) - - - 21,79 1,00 1,00 | 30,00 1,16 151 retido em 60 min
Hexano/2-Propanol (92:08) - - 889 1,00 1,00 | 10,59 1,15 1,25 | 640 1,38 1,56
Hexano/2-Propanol (90:10) retido em 60 min 2,24 1 0,80 | 3,36 1,22 1,00 | 492 123 1,25

Hexano/2-Propanol (80:20) 6,80 1,20 0,80 - - - 1,25 1,23 0,80 - - -

Hexano/2-Propanol (70:30) 4,00 124 0,60 - - - - - - - - -

Hexano/2-Propanol/Etanol
(85:5:10) 410 1,16 0,80 - - - - - - - - -
Hexano/2-Propanol/Acido

Acético (90:09:01) - - - - 3,86 1,33 1,13 | 394 1,27 1,25
Metanol 0 1 0 - - 0 1 0 0 1 0

Etanol 2,81 1 0 - - - 2,11 1 0 3,01 1 0

2-Propanol 2,91 1 0 - - - 2,31 1 0 3,23 1 0

0 1 -
Metanol/agua (50:50) 0 - - - - - - -
Metanol/agua (30:70) 0 1 0 - - - - - - - - -

- Fases ndo testadas.

Condicdes cromatogréaficas destas analises: Dimensfes das colunas 15 x 0,46 cm,

UV 230 nm, vazado = 1 mL/min, volume de injecdo = 20 pL, metamidofés = 6,67

mg/mL em etanol.

FEQ = fase estacionaria quiral (ver descricdo das colunas na sec¢éo 6.3, pag. 47).

K1= fator de retencdo do primeiro enantibmero; a= fator de separacdo; Rs=

resolucéo.
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Figura 11: Cromatograma da analise do metamidofés (metamidofos = 6,67 mg/mL
em etanol). Condi¢bes cromatogréficas: coluna quiral Chiralcel OD® (15 x 0,46 cm)
(FEQ 4), detector UV 230 nm, vazao = 1 mL/min, volume de injecdo = 20 uL. Fases
moéveis: hexano/isopropanol (90/10) em preto e hexanol/isopropanol (92/08) em

cinza.

Desta forma, nova composicao de solvente foi avaliada e na Figura 11 pode-
se evidenciar que houve melhora na resolucdo entre as bandas cromatograficas dos
enantiomeros do metamidofés reduzindo-se a proporcdo de isopropanol para 8%,
porém com aumento no tempo de retencdo dos dois isbmeros, sendo de 14,3
minutos para o primeiro e de 19,3 minutos para o segundo enantibmero. Foi testada

também varias propor¢cdes de hexano:isopropanol em varias fases estacionarias
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mostradas na Tabela 4. A Figura 12 ilustra estas tentativas e mostra quando se

reduziu muito a quantidade de isopropanol aumentou muito o tempo de retencéo.

Figura 12: Efeito da proporcdo de isopropanol na resolucdo dos enantiomeros do
metamidofés (metamidofos = 6,67 mg/mL em etanol). Condicbes cromatograficas:
coluna (15 x 0,46 cm) de tris(3,5-dimetilfenil carbamato de celulose) revestidas de
silica (APS)-Hypersil (120 A, 5 um, 15%, p/p) para A, C e D e coluna Chiralcel OD®
(15 x 0,46 cm) (FEQ 4) para B, UV 230 nm, , vazao = 1 mL/min, volume de injecao =

20 L.

Assim, foi testada também a substituicAo do modificador organico, onde
isopropanol foi substituido pelo etanol, com o objetivo de melhorar a resolucéo entre
os dois isbmeros sem gue houvesse aumento no tempo de retencdo. Porém, foi
verificado (Figura 13) que o emprego de etanol, nas proporcdes de 5 e 10%, também

nao favoreceu a melhora da separacdo entre os dois isdbmeros. Da mesma forma,

81



também foram avaliados os efeitos do uso de heptano. Os dados obtidos estédo

ilustrados nas Figuras 13 e 14.

70 Fid = hex/etanol (304 0)
60 ﬂ

50+

40 + | Il
|| ’ FM = hexfetanol (95/05)

mAbs

30 H

20 H

10 4

Tempo (min)

Figura 13: Efeito da proporcdo de etanol na resolucdo dos enantibmeros do
metamidofés (6,67 mg/mL em etanol). Condi¢cdes cromatogréaficas: coluna Chiralcel
OD® (15 x 0,46 cm) (FEQ 4), detector UV 230 nm. Fases méveis: hexano:etanol
(90:10) em cinza e hexano:etanol (95:05) em preto, vazdo = 1 mL/min, volume de

injecao = 20 uL
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Figura 14: Efeito da substituicdo do hexano pelo heptano na separacdo do
metamidofés. Condi¢Bes cromatograficas: Coluna tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose em silica APS-Nucleosil (15 x 0,46 cm, 20 um) (FEQ 2), UV 230 nm, vazéo

=1 mL/min, volume de injecdo = 20 uL, metamidofés = 6,67 mg/mL em etanol.

As Figuras 10, 11, 12, 13 e 14 evidenciaram que a melhor fase movel para a
separacao quiral do metamidofés foi composta por hexano e isopropanol. Foi feita
também a substituicdo do isopropanol pelo etanol, mas ndo houve melhoria na
separacao (Figura 13). Observando as Figuras 10, 11 e 12 pode-se dizer que a
melhor resolucdo obtida na FEQ 4 analitica foi com a fase moével de

hexano:isopropanol (95:05), porém como o tempo de retencdo aumentou muito em
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relacdo a fase moével composta por hexano:isopropanol (92:08) (Figura 11), esta
tltima foi escolhida para os testes iniciais com a coluna semipreparativa com a
mesma fase estacionaria, porém nas dimensdes da coluna de 20 x 0,7 cm (FEQ 5).
As Figuras 15, 16, 17, 18 e 19 mostram as analises com a coluna
semipreparativa. Inicialmente foi feito um escalonamento para estimar qual seria a
vazao do sistema preparativo, uma vez que a vazao do sistema analitico foi de 1

mL/min. A vazao foi estimada segundo a equacédo 8 em 3 mL/min:

_ Ly (D1)g
L,.(DI )3 (8)

Sendo que:

X= vaz&ao no sistema preparativo

Ls= Comprimento da coluna preparativa
(D= Diametro interno da coluna preparativa
L= Comprimento da coluna analitica

(D)a= Diametro interno da coluna analitica.
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Figura 15: Cromatograma da separacdo do metamidofés (25 mg/mL em etanol).
CondicBes cromatogréficas: Coluna (FEQ 5) Chiralcel OD® (20 x 0,7 cm) (20 um),
UV 230 nm, fase movel: hexano:isopropanol (92:08 v/v), vazdo = 3 mL/min, volume

de injecéo de 50 pL.

A Figura 15 evidencia que a resolucdo obtida com estas condi¢des
cromatograficas foi melhor do que as condi¢cdes cromatograficas obtidas com a
coluna analitica. Entretanto, mesmo os enantibmeros estando com bons fatores de
separacdo, havia ainda a necessidade de testar outras fases moveis com maior
proporcao de isopropanol para reduzir o tempo de retencdo dos enantibmeros e

consequentemente o tempo de andlise. A Figura 16 ilustra estas injecoes.
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Figura 16: Cromatogramas do metamidofés (metamidofés = 25 mg/mL em etanol).
Condic¢des cromatograficas: Coluna (FEQ 5) Chiralcel OD (20 x 0,7 cm) (20 pm), UV

230 nm, vazao = 3 mL/min. Fases moveis: hexano:isopropanol (90:10) em preto e

hexano:isopropanol (92:08) em cinza. Volume de injecao = 50 L.

De acordo com a Figura 16 pode-se observar que com 10% de isopropanol foi
obtida boa resolucdo entre as bandas cromatograficas dos enantibmeros do
metamidofés e em menor tempo de analise. Desta forma, ficou estabelecido que as
coletas fossem feitas com a fase mével contendo hexano:isopropanol (90:10). Na
sequéncia, foi necessario verificar quanto de massa de metamidofés a coluna seria
capaz de separar em uma mesma injecao. Assim, foram feitas varias injecdes a fim
de observar o efeito da concentracdo do metamidofés em etanol na separacéo

obtida para os enantibmeros.
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Figura 17: Cromatograma ilustrando o efeito da concentracdo de metamidofés na
enantiosseparacéo obtida. Condices cromatograficas: coluna Chiralcel OD® (20 x
0,7 cm) (20 ym), UV 230 nm, fase movel: hexano:isopropanol (90:10), vazdo = 3

mL/min, volume de injecao = 50 L.

A Figura 16 mostra que a coluna testada conseguiu boa resolucdo nestas
condicBes experimentais com concentracdo maxima de 75 mg/mL de metamidofos
em etanol. Desta forma, se estabeleceu a concentracdo para ser utilizada nas
coletas. Foi verificado também qual seria o volume maximo de injecdo para que a
coluna semipreparativa mantivesse a resolucdo obtida. Assim, poder-se-ia obter um
rendimento alto na separacdo preparativa, jA que o objetivo deste trabalho é avaliar
a neurotoxicidade destes enantibmeros em galinhas, 0 que se torna necessario

elevada quantidade destes isbmeros isolados.
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A Figura 18 mostra os cromatogramas em que foram feitas tentativas de

separacao com volume de injecdo de 200 e 100 uL, respectivamente.

A |:.-
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(=]
L
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]
]
]
h
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[x] = {[x] 1= e == =0 3s

Tem e an i

Figura 18: Efeito do volume de injecdo na separacao do metamidofos (75 mg/mL em
etanol). Condi¢Bes cromatogréficas: coluna Chiralcel OD® (20 x 0,7 cm), 20 pm,
detector UV 230 nm, fase movel: hexano:isopropanol (90:10), vazdo = 3 mL/min,

volume de injecdo de A =200 uL e de B = 100 pL.

A Figura 18 evidencia que a coluna utilizada ndo conseguiu manter, com 0s

volumes de injecdo de 100 e 200 uL, a resolucéo previamente obtida com o volume

de injec&o de 50 pL.
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Com todas as condicdes cromatograficas estabelecidas, iniciaram-se as
coletas para que fosse verificada a estabilidade dos isbmeros separados. Foram
feitas algumas coletas e em seguida procedeu-se a injecdo no cromatdgrafo liquido.
Também, foi feita a leitura de uma solucdo dos enantidbmeros isolados em etanol no
polarimetro para verificar a rotacdo especifica do primeiro e segundo enantibmero
coletados. A Tabela 5 mostra que o primeiro enantidmero eluido é aquele que desvia
a luz do plano polarizado para a direita e 0 segundo para a esquerda.

A Figura 19 ilustra o cromatograma padronizado para realizacdo das andlises
semipreparativas, com as respectivas marcas indicando os pontos em que foram
feitas as coletas dos enantibmeros e as Figuras 20, 21 e 22 ilustram os
cromatogramas obtidos no sistema analitico apos a realizacdo das coletas feitas no

sistema semipreparativo.
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Figura 19: Cromatograma da separacdo enantiomérica do metamidofés (75 mg/mL
em etanol). Condices cromatogréficas: coluna Chiralcel OD® (20 x 0,7 cm), 20 ym,
detector UV 230 nm, fase movel: hexano:isopropanol (90:10), vazdo = 3 mL/min,

volume de injecdo = 50 pL.

Foram realizadas 560 coletas no sistema preparativo com recuperacao
aproximada de 89% para o (+)-metamidofés e de 92% para o (-)-metamidofds. Por
outro lado, a forma positiva obteve maior grau de pureza quiral, como pode ser visto

na Tabela 5.
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Tabela 5. Caracteristicas das fracdes coletadas no sistema preparativo.

(+)-metamidofés (-)-metamidofés
Massa injetada 992,0 992,0
Massa obtida (mg) 884,0 916,0
Pureza enantiomérica (%) 99,5 98,3
Recuperacéao (%) 89,0 92,0
[a]p, etanol +45,6 -47,8
Rendimento (mg/h) 7,3 5,6

60
(+)-Metamidofos
50 |

40

30 +

mAbs

20 +

10 +

0 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 20: Cromatograma da primeira fracdo coletada da separacdo enantiomérica
do metamidofés (10 mg/mL em etanol). CondicBes cromatograficas: coluna Chiralcel
OoD® (20 x 0,7 cm) (FEQ 5), 20 upm, detector UV 230 nm, fase movel:

hexano:isopropanol (90:10), vazdo = 3 mL/min, volume de injecdo = 50 L.
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Figura 21: Cromatograma da segunda fracdo coletada da separacdo enantiomérica
do metamidofés (10 mg/mL em etanol). CondicGes cromatograficas: coluna Chiralcel
OoD® (20 x 0,7 cm) (FEQ 5), 20 um, detector UV 230 nm, fase movel:

hexano:isopropanol (90:10), vazdo = 3 mL/min, volume de injecdo = 50 L.
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Figura 22: Cromatograma das fracGes coletadas dos enantidmeros do metamidofos
(10 mg/mL em etanol). B = (+)-metamidofos (12 fracdo). A = (-)-metamidofés (22
fracdo). C = (+/-)-metamidofés (mistura da 12 e 22 fracbes 1:1 v/v). Condicbes
cromatogréficas: coluna Chiralcel OD® (20 x 0,7 cm) (FEQ 5), 20 um, detector UV
230 nm, fase movel: hexano:isopropanol (90:10 v/v), vazdo = 3 mL/min, volume de

injecao = 50 pL.
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7.2 Proteinas e valores gerais

Foram feitas trés curvas analiticas com a solucao de albumina bovina (BSA),
a partir de uma solucédo estoque (500 pg/mL), para posterior comparacdo com 0S
resultados obtidos com as amostras. Os valores das leituras feitas para cada ponto
da curva para a AChE, ESNp e PCD sao apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8 e

também sao ilustrados pelas Figuras 23, 24 e 25, respectivamente:

Tabela 6. Dados para construcdo da curva analitica de proteinas feita com o tampéo

fosfato.

Quantidade de Proteina (ug) Média Desvio Padréo
5 0,0441 0,0051
10 0,0805 0,0106
25 0,2103 0,0174
40 0,3092 0,0102
50 0,3832 0,0270

As leituras foram feitas em triplicata a 595 nm.

0,45 -
0,40 -

y =0,0076x + 0,0091

0.35 4 R?=0,9977

0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -

Absorbancia média (595 nm)

0,05 -

0,00

0 10 20 30 40 50 60

Quantidade de proteina (ug)

Figura 23: Curva analitica de proteina feita com tampéao fosfato pH 8,0.
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Tabela 7. Dados para construcdo da curva analitica de proteinas feita com tampéo

tris-EDTA.
Quantidade de Proteina (ug) Média Desvio Padréo
5 0,0255 0,0125
10 0,0460 0,0073
25 0,1577 0,0033
40 0,2684 0,0058
50 0,3207 0,0096

As leituras foram feitas em triplicata a 595 nm.

0,35 -

0,30 -
y =0,0068x - 0,0136
R? = 0,9966

0,25
0,20 -
0,15 -

0,10 -

Absorbancia média (595 nm)

0,05 -

0,00

0 10 20 30 40 50 60

Quantidade de proteinas (ug)

Figura 24: Curva analitica de proteina feita com tampao tris-EDTA pH 8,0.

Tabela 8. Dados para construcdo da curva analitica de proteinas feita com tampéo

PCD.
Quantidade de Proteina (ug) Média Desvio Padréo
5 0,0166 0,0066
10 0,0424 0,0045
25 0,1608 0,0008
40 0,2631 0,0092
50 0,3184 0,0067

As leituras foram feitas em triplicata a 595 nm.
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Figura 25: Curva analitica de proteina feita com tampao para a PCD.

Apods a construcao das curvas analiticas de proteinas iniciou-se a dosagem de
proteinas nas amostras para que fosse possivel o calculo das atividades das
enzimas nas galinhas e em humanos. Os valores normais para a atividade das

esterases nos diversos tecidos analisados sao mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores gerais encontrados para as esterases em amostras de humanos e

de galinhas.
Enzima avaliada Mégi‘;’:léfgtw‘;lr/g)in/g Desvio padrédo Coeficiente de Variagao

ESNp em linfécitos humanos 7,0 1,2 17,1
ESNp em linfécitos de galinhas 9,4 1,8 19,1
ESNp em cérebro de galinhas 29,3 4,4 15,1
ESNp em células SH-SY5Y 19,9 3,7 18,6
BChE em plasma de galinhas 49,9 9,9 19,8
AChE em eritrocitos humanos 6,9 1,3 18,8
AChE em cérebro de galinhas 978,2 101,4 10,4
AChE em células SH-SY5Y 82,9 12,8 15,4

Humanos n = 80; Células SH-SY5Y n = 12; Nimero de aves n = 12.

Todas as amostras foram feitas em triplicata.
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7.3 1Csp da BChE e da AChE em galinhas:

Apds a separacdo enantiomérica e a construcdo das curvas padrées de
proteinas iniciaram-se as determinacBes das concentracdes inibitorias e das
constantes de inibicdo para (+/-)-metamidofds, (+)-metamidofés e (-)-metamidofos.
Os resultados para a BChE de galinhas sdo mostrados nas Tabelas 10, 11 e 12 e

ilustrados pelas Figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31.

Tabela 10. Valores de inibicdo da atividade da BChE para (+/-)-metamidofés.

(+/-)-metamidofds (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade
14,0 80,0 +3,8 1,30
10,0 72,4+5,6 1,44
7,0 63,8+2,1 1,55
3,0 452 +2.8 1,74
1,0 28,3+0,8 1,86
0,5 155+2,3 1,93
45+0,2 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% de inibicdo da BChE

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracéo (+/-)-metamidofés (mM)

Figura 26: Curva de inibicdo da BChE para (+/-)-metamidofés. N=3, valores estao

representados como média + desvio padrao.
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Figura 27: Log da % da atividade da BChE em funcéo da concentracdo de (+/-)-

metamidofos.

A Tabela 10 evidencia que a mistura racémica do metamidofds apresentou
ICs0 de 4,5 + 0,2 mM para a BChE de galinhas. Como a curva de inibicdo enzimatica
é funcao logaritmica (Figura 26) foi calculado o log da porcentagem da atividade
para que pudesse ser calculado a ICsy pela equagao da reta mostrada na Figura 27
(BERTOLAZZI et al., 1991). Esta reta apresentou bom coeficiente de regressao com

valor de r? igual a 0,9841.

Tabela 11. Valores de inibicdo da atividade da BChE para (+)-metamidofoés.

(+)-metamidofos (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade
7,0 85+2,0 1,18
3,5 65,8 +4,9 1,53
2,5 57,1+5,0 1,63
1,5 40,7 +£0,9 1,77
1,0 33,3+0,2 1,82
0,5 13,7+ 0,7 1,94
22+04 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.
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Figura 28: Curva de inibicdo da BChE para (+)-metamidofds. N=3, valores estao

como representados média + desvio padrao.
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Figura 29: Log da % da atividade da BChE para (+)-metamidofés.

A Tabela 11 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICso de 2,2 + 0,4

mM para a BChE de galinhas. A reta mostrada na Figura 29 apresentou bom

coeficiente de regresséo com r® igual a 0,9886.
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Tabela 12. Valores de inibicdo da atividade da BChE para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade
16 86,0+6,1 1,15
10 65,1 +7,3 1,54
7,0 54,8 +6,9 1,66
50 40,7+ 2,2 1,77
3,5 28,3+4,2 1,86
2,0 13,2+ 3,6 1,94
6,4+0,3 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.
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Figura 30: Curva de inibicdo da BChE para (-)-metamidofos. N=3, valores estao

representados como média + desvio padrao.
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Figura 31: Log da % da atividade da BChE para (-)-metamidofés.
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A Tabela 12 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICso de 6,4 = 0,3 mM

para a BChE de galinhas. A reta ilustrada pela Figura 31 apresentou bom coeficiente

de regressdo com r? igual a 0,9936.

Outros trabalhos ja demonstraram que néo foi detectada atividade da AChE

em eritrocitos de aves (WILSON; HENDERSON, 1992). Assim, foi necesséario fazer o

doseamento desta esterase no sistema nervoso central (cérebro) para que pudesse

ser feita a relacdo ESNp/AChE. As curvas de inibicdo da AChE em cérebro de

galinhas estdo mostradas nas Tabelas 13, 14 e 15 e nas Figuras 32, 33, 34 e 54.

Tabela 13. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (+/-)-metamidofés.

(+/-)-metamidofés (mM)  média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

2,50 87,2+3,0 1,11
1,50 770+28 1,36
1,00 68,5+ 3,0 1,50
0,70 48,6 + 3,3 1,71
0,50 36,9+7,0 1,80
0,25 16,9+2,9 1,91
0,7+£0,1 50,0 1,70
N=3; Dp = desvio padrao.

w 2,5+

e

&

_gs 2,0 1 o

(3]

8 1,5 0

o

=

® 104 y=-03604x +1,9542

3 R? = 0,9591

> 05 -

©

(@]

3 010 T T T T T 1
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Concentracdo de (+/-)-metamidofos (mM)

Figura 32: Log da % da atividade da AChE para (+/-)-metamidofos.
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A Tabela 13 evidencia que o (+/-)-metamidofés apresentou ICso de 0,7 + 0,1
mM para a AChE em cérebro de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade
ilustrada pela Figura 32 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9591.

Tabela 14. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

5,00 93,0+1,4 0,85
3,50 90,6 +0,5 0,98
1,00 75014 1,40
0,50 64,0+1,4 1,56
0,05 37,4 +3,7 1,80
0,02 26,1 +27 1,87
0,2+0,04 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

2,0 -
1.8 %
1,6 -
1,4 -
1,2 -
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0

y = -0,1955x + 1,7347
R? = 0,9281

Log da % da atividade da AChE

0 1 2 3 4 5 6

Concentracéo de (-)-metamidofos (mM)

Figura 33: Log da % da atividade da AChE para (-)-metamidofés.

A Tabela 14 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICsy de 0,2 + 0,04

mM para a AChE em cérebro de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade

101



ilustrada pela Figura 33 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a
0,9281.

Tabela 15. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (+)-metamidofoés.

(+)-metamidofos (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

10,00 88,3+1,1 1,07
5,00 755%+25 1,39
2,50 54,2 +2,6 1,66
1,00 37,0+0,2 1,80
0,50 29,5+ 3,0 1,85
0,25 10,6 + 0,8 1,95
23%+0,1 50,0 1,70

N= 3; Dp = desvio padrao.

W25

O

<

8 20

(]

8 1,5

© ’ 7l

E ©

g 1,0 -

g ' y = -0,0872x + 1,8997

S R? = 0,9759

c 0,5 -

©

=

- 0,0 T T T T T :
0 2 4 6 8 10 12

Concentracédo de (+)-metamidofdos (mM)

Figura 34: Log da % da atividade da AChE para (+)-metamidofés.

A Tabela 15 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICso de 2,3 + 0,1
mM para a AChE em cérebro de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade
ilustrada pela Figura 34 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a
0,9759. Sendo assim, as trés isoformas do metamidofés apresentaram diferencas
significativas entres as 1Csp, com menor valor para a forma negativa e valor

intermediario para a mistura racémica.
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7.4 1Cso da ESNp em galinhas

7.4.1 ESNp linfocitaria

Foram feitas também as curvas de inibicdo da mistura racémica e dos dois

estereoisbmeros do metamidofés para a ESNp linfocitaria de galinhas. Estes

resultados sdo mostrados nas Tabelas 16, 17 e 18 e ilustrados pelas Figuras 35, 36,

37 e 54.

Tabela 16. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (+/-)-metamidofés.

(+/-)-metamidofds (mM)

média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

7,0 75,004 1,40
5,0 69,5+6,0 1,48
3,5 65,5+ 3,8 1,54
2,5 63,5+5,2 1,56
0,5 459+5,3 1,73
0,1 30,044 1,85
1,3+0,3 50,0 1,70
N = 3; Dp = desvio padrao
2,5

o

5 20

w b

©

L 15 -\&\Oo-\g\_o

©

°

>

® 104 y=-00596x +1,7782

= R? = 0,9095

N

c 0,54

©
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Concentracao de (+/-) metamidofés (mM)

Figura 35: Log da % da atividade da ESNp para (+/-)-metamidofos.
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A Tabela 16 evidencia que a mistura racémica do metamidofdos apresentou

ICso de 1,3 + 0,3 mM para a ESNp linfocitaria de galinhas. A reta do log da

porcentagem da atividade ilustrada pela Figura 35 apresentou bom coeficiente de

regressdo com r? igual a 0,9095.

Tabela 17. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

(+)-metamidofos (mM)

média + Dp (% de inibicao)

Log da % da atividade

4,0 78,1+2,0 1,34
2,0 63,2+4,0 1,57
0,8 46,3+4,0 1,73
0,5 37,8 +6,2 1,79
0,3 29,2+45 1,85
0,1 8,0+2,8 1,96
1,3+0,6 50,0 1,70

Figura 36: Log da % da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

Log da % da atividade da ESNp

2,5 -

2,0 Ho

1’5_\

1,0 y = -0,1454x + 1,8945
R? = 0,9501
0,5
0,0 T T T '
0 1 2 3 4

Concentracdo de (+)-metamidofés (mM)

A Tabela 17 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICso de 1,3 £ 0,6

mM para a ESNp linfocitaria de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade

104



ilustrada pela Figura 36 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9501.

Tabela 18. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM)

média + Dp (% de inibicao)

Log da % da atividade

15,0 70,2+3,4 1,47
10,0 60,0 + 4,6 1,60
5,0 45,2 +2,0 1,74
2,5 30,8+£8,0 1,84
2,0 250+4,9 1,88
1,0 17,8+ 3,3 1,92
72+19 50,0 1,7
N=3; Dp = desvio padrao.

o 25
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s R? = 0,9867

S

> 0,51

©

(@)

3 0,0 T T T T T T T |

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentracédo de (-) metamidofos (mM)

Figura 37: Log da % da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

A Tabela 18 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICsp de 7,2 £ 1,9 mM
para a ESNp linfocitaria de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade
ilustrada pela Figura 37 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9867.
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7.4.2 ESNp em cérebro
Foram feitas também as curvas de inibicdo dos dois enantibmeros do
metamidofés para a ESNp em cérebro de galinhas. Estes resultados sdo mostrados

nas Tabelas 19, 20 e 21 e ilustrados pelas Figuras 38, 39 e 54.

Tabela 19. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

(+)-metamidofos (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

100 99,8 +5,6 -0,71
60 97,4+6,0 0,42
10 83,8 +4,8 1,21

1 61,2+5,9 1,59
0,5 50,1 +7,2 1,70
0,1 21,2+41 1,90
0,6 +0,2 50,0 1,70

N = 3; Dp = desvio padréo.

2,5 -

2,0 4 y = -0,0234x + 1,6861
R? = 0,9731

8 90 100

Log da % da atividade da ESNp

_1’0 i
Concentracdo de (+)-metamidofés (mM)

Figura 38: Log da % da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

A Tabela 19 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICsy de 0,6 £ 0,2

mM para a ESNp em cérebro de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade
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ilustrada pela Figura 38 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9731.

Tabela 20. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

100 90,0+6,3 1,00
60 80,1+51 1,30

20 56,4 + 4,2 1,64

10 37,1+39 1,80

1 9,7+2,3 1,96

0,1 50+1,2 1,98
22,7+3,2 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

2,5 -

2,0 ¢

1,5 4

Log da % da atividade da ESNp

1,0 1 y=-0,0096x + 1,9181
R? = 0,9767
0,5 -
010 T T T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracdo de (-)-metamidofés (mM)

Figura 39: Log da % da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

A Tabela 17 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICsy de 22,7 + 3,2
mM para a ESNp em cérebro de galinhas. A reta do Log da porcentagem da
atividade ilustrada pela Figura 39 apresentou bom coeficiente de regressdo com r?

igual a 0,9767.
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7.5 IC5p em material humano

7.5.1 ESNp em células SH-SY5Y

Foram feitas também duas curvas de inibicdo dos dois enantibmeros do

metamidofés para a ESNp nas células da linhagem SH-SY5Y humana. Estes

resultados sdo mostrados nas Tabelas 21 e 22 e ilustrados pelas Figuras 40, 41 e

54.

Tabela 21. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

(+)-metamidofos (mM)

média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

0,7 94,3+£6,2 0,76
0,4 87,8+4,2 1,09
0,07 61,4+2,6 1,59
0,03 41,4 +41 1,77
0,007 216+24 1,89
0,0007 1,42 +0,5 1,99
0,09 £ 0,02 50,0 1,70
N = 3; Dp = desvio padréo.
% 2,5
a
c 2,0 y = -1,7344x + 1,8537
o R? = 0,9536
-C% 1’5 i
o
=
© 1,0
©
> 05 -
©
()]
3 0,0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentracéo de (+)-metamidofés (mM)

Figura 40: Log da % da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

A Tabela 20 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICsy de 0,09 + 0,02

mM para a ESNp em células SH-SY5Y humana. A reta do log da porcentagem da
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atividade ilustrada pela Figura 40 apresentou bom coeficiente de regressdo com r?
igual a 0,9536.

Tabela 22. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

40,0 74,1 £5,2 1,41
20,0 60,7 £ 3,2 1,60
10,0 56,5+2,6 1,64
2,5 34,3+£4,5 1,82
0,5 20,2+1,8 1,90
0,05 0,2+1,2 2,00
142+ 2,3 50,0 1,70
N=3; Dp = desvio padrao.

S 25
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c 2,0

©
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© 1.0 4 y = -0,013x + 1,8854

= R2 = 0,8659
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Figura 41: Log da % da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

A Tabela 22 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICsy de 14,2 + 2,3
mM para a ESNp em células SH-SY5Y humanas. A reta do Log da porcentagem da
atividade ilustrada pela Figura 41 apresentou coeficiente de regressdo com r? igual a

0,8659.
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7.5.2 AChE eritrocitéaria

Apoés as coletas no hemonucleo de Araraquara-SP e a padronizacdo dos
valores de referéncia iniciaram as determina¢des das concentracdes inibitérias para
o (+/-)-metamidofés, (+)-metamidofos e (-)-metamidofés para a AChE eritrocitaria
humana. Os resultados para a AChE sdo mostrados nas Tabelas 23, 24 e 25 e

ilustrados pelas Figuras 42, 43, 44 e 54.

Tabela 23. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (+/-)-metamidofés.

(+/-)-metamidofés (mM)  média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

3,50 87,6 +2,8 1,09
1,50 79,5+21 1,31
0,50 63,0 £4,2 1,57
0,10 41,4 +2,0 1,77
0,05 30,0+4,0 1,85
0,01 159+1,3 1,92
0,4+0,1 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

W25

O
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8 20¢

5

S 15- ©

> ©

S 10 ©

° y =-0,2235x + 1,7961

c?‘; 0,5 - R? = 0,8823
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Concentracao (+/-)-metamidofés (mM)

Figura 42: Log da % da atividade da AChE eritrocitaria para (+/-)-metamidofos.
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A Tabela 23 evidencia que o (+/-)-metamidofés apresentou ICso de 0,4 + 0,1

mM para a AChE eritrocitaria humana. A reta do log da porcentagem da atividade

ilustrada pela Figura 44 apresentou coeficiente de regressdo com r® igual a 0,8823.

Tabela 24. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM)

média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

3,50 93,8+ 1,7 0,79
1,50 84,5+0,7 1,19
1,00 78913 1,32
0,20 52,5+ 3,5 1,68
0,05 36,3+2,3 1,80
0,01 17,6 £ 3,6 1,92
0,2+0,01 50,0 1,70
N=3; Dp = desvio padrao.
w 2,5+
<
‘ez’
s 20¢ y = -0,3056x + 1,7696
©
o R? = 0,9246
E 1,5 -
S
2
g 1,0 -
ko] O
> 05
©
(@]
S 00 . . . |
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Concentracdo de (-)-metamidofés (mM)

Figura 43: Log da % da atividade da AChE eritrocitaria para (-)-metamidofoés.

A Tabela 24 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICso de 0,2 + 0,01

mM para a AChE eritrocitaria humana. A reta do Log da porcentagem da atividade

ilustrada pela Figura 43 apresentou coeficiente de regressdo com r® igual a 0,9246.
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Tabela 25. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (+)-metamidofoés.

(+)-Metamidofés (mM) média £ Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

7,00 88,3+1,2 1,07
3,50 74,1+45 1,41
1,00 50,4 + 3,3 1,70
0,50 37,3+3,4 1,80
0,20 17,1+1,3 1,92
0,08 9,5+0,9 1,96
1,6 £ 0,06 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

2,5 -
2,0 1,

1,5 A

104 y=.0,1227x + 1,8931

R? = 0,9683
0,5 -

Log da % da atividade da AChE

0,0 . . . |

Concentracao de (+)-metamidofés (mM)

Figura 44: Log da % da atividade da AChE eritrocitaria para (+)-metamidofés.

A Tabela 25 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICsy de 1,6 + 0,06
mM para a AChE eritrocitaria humana. A reta do log da porcentagem da atividade
ilustrada pela Figura 44 apresentou um bom coeficiente de correlac&o inversa com r?

igual a 0,9683.
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7.5.3 ESNp linfocitaria

Apoés as coletas no hemonucleo de Araraquara-SP e a padronizacdo dos
valores de referéncia também foram feitas as determinacdes das concentracdes
inibitérias para o (+/-)-metamidofés, (+)-metamidofds e (-)-metamidofés para a ESNp
linfocitaria. Os resultados para a ESNp sdo mostrados nas Tabelas 26, 27 e 28

ilustrados pelas Figuras 45, 46, 47 e 54.

Tabela 26. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (+/-)-metamidofés.

(+/-)-metamidofés (mM)  média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

10,00 86,1+ 3,2 1,14
5,00 79,0+5,9 1,32
1,00 51,7+5,4 1,68
0,60 42,3+ 3,5 1,76
0,10 26,3+2,4 1,87
0,05 20,5+4,2 1,90
16+0,3 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

2,0 3

1,8 ]
1,6 1
1,4
1,2 4 o
1,0 4
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0

y = -0,0747x + 1,8219
R% = 0,9278

Log da % da atividade (ESNp)

0 2 4 6 8 10 12

Concentracdo de (+/-)-metamidofos (mM)

Figura 45: Log da % da atividade da ESNP linfocitaria para (+/-)-metamidofés.
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A Tabela 26 evidencia que o (+/-)-metamidofés apresentou ICso de 1,6 + 0,3
mM para a ESNp linfocitaria humana. A reta do log da porcentagem da atividade

ilustrada pela Figura 45 apresentou coeficiente de regressdo com r? igual a 0,9278.

Tabela 27. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

(+)-metamidofés (mM)  média = Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

5,00 91,75+ 3,9 0,92
2,00 67,7+7,9 1,51
1,00 59,55+ 3,9 1,61
0,25 45,75+ 2,2 1,73
0,10 31,2+1,6 1,84
0,05 22,3+3,3 1,89
0,9 +0,07 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

2,5 -
2,0 3

1,5 4

Log da % da atividade da ESNp

1,0 1 y = -0,1904x + 1,8631
R? = 0,9725
0,5 -
010 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentracdo de (+)-metamidofés (mM)

Figura 46: Log da % da atividade da ESNP linfocitaria para (+)-metamidofos.

A Tabela 27 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICso de 0,9 + 0,07
mM para a ESNp linfocitaria humana. A reta do Log da porcentagem da atividade
ilustrada pela Figura 46 apresentou coeficiente de regressdo inversa com r? igual a
0,9725.
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Tabela 28. Valores de inibicdo da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM)

média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

7,00 68,0 + 3,1 1,51
5,00 62,0+ 2,6 1,58
2,50 49,4 + 3,2 1,70
1,00 388+7,1 1,79
0,50 32,4+1,8 1,83
0,05 12,1+2,1 1,94
3,4+0,3 50,0 1,70
N=3; Dp = desvio padrao.
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Figura 47: Log da % da atividade da ESNP linfocitaria para (-)-metamidofos.

A Tabela 28 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICsp de 3,4 + 0,3

mM para a ESNp linfocitaria humana. A reta do Log da porcentagem da atividade

ilustrada pela Figura 47 apresentou coeficiente de regressdo com r® igual a 0,9278.
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7.5.4 AChE nas células SH-SY5Y

Foram feitas também duas curvas de inibicAo dos dois enantibmeros do

metamidofés para a AChE nas células da linhagem SH-SY5Y humana. Estes

resultados sdo mostrados nas Tabelas 29 e 30 e ilustrados pelas Figuras 48, 49 e

54.

Tabela 29. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (+)-metamidofés.

(+)-metamidofos (mM)

média + Dp (% de inibicao) Log da % da atividade

0,1 87,2+6,4 1,11
0,04 71,4+49 1,46
0,02 53,7+3,6 1,67
0,01 37,0+£4,0 1,80
0,001 22,6 +29 1,89

0,0001 54+0,9 1,97
0,02 £ 0,003 50,0 1,70
N = 3; Dp = desvio padréo.
NN} 2,5 1
ey
@)
<
c 2,0
©
[}
©
_'8 1,5 - o
2
S 104 y=-8263x+1,8847
° R? = 0,9543
=
s 0,5 -
©
(@]
3 0,0 T T T T T |
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Concentracdo de (+)-metamidofés (mM)

Figura 48: Log da % da atividade da ESNp para (+)-metamidofés.

A Tabela 29 evidencia que o (+)-metamidofés apresentou ICso de 0,02 + 0,003

mM para a AChE em células SH-SY5Y. A reta do log da porcentagem da atividade
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ilustrada pela Figura 48 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9543.

Tabela 30. Valores de inibicdo da atividade da AChE para (-)-metamidofos.

(-)-metamidofés (mM) média + Dp (% de inibicao) Log da % da atividade

0,04 94,3+5,9 0,76

0,01 74,7 +6,2 1,40

0,004 60,4 +5,6 1,60

0,002 44,4 + 35 1,75

0,001 27,9+ 3,8 1,86

0,0001 75+20 1,97

0,004 + 0,001 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

2,5 q

2,0 5

1,5 A

Log da % da atividade da AChE

1,0 -
y =-27,551x + 1,8174
2 _
05 R? = 0,9364
0,0 T T T T |
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Concentracao de (-)-metamidofos (mM)

Figura 49: Log da % da atividade da ESNp para (-)-metamidofos.

A Tabela 30 evidencia que o (-)-metamidofés apresentou ICso de 0,004 +
0,001 mM para a AChE em células SH-SY5Y. A reta do Log da porcentagem da
atividade ilustrada pela Figura 49 apresentou coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9364.
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7.6 ICsp do mipafox

Utilizado em varios testes in vitro como conhecido indutor da NRIOP (EHRICH

et al., 1997), o mipafox foi testado neste trabalho com o objetivo de comparar suas

relacbes ICsp ESNp/ICso AChE com as relacbes das formas enantioméricas do

metamidofés. As curvas de inibicdo das ESNp e AChE realizadas em cérebro de

galinhas e nas células SH-SY5Y estao mostradas nas Tabelas 31, 32, 33 e 34 e nas

Figuras 50, 51, 52, 53 e 54.

Tabela 31. Valores de inibicdo da atividade da AChE em cérebro de galinhas para

mipafox.

mipafox (mM)

média + Dp (% de inibicao)

Log da % da atividade

0,1 91,8+6,1 0,92
0,06 84,9+59 1,18
0,04 69,7 £ 4,6 1,48
0,02 55,5+5,1 1,65
0,01 31,0+4,9 1,84
0,001 5319 1,97

0,02 + 0,003 50,0 1,70
N = 3; Dp = desvio padréo.
Cérebro de galinhas

< 2,5 -
©
2 204
=
2w 1,5 -
© <
c O O
© < 1,0 A
S y = -10,749x + 1,9204
8 05 R?=0,972
(@]

3 010 T T T T T 1

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Concentracao de mipafox (mM)

Figura 50: Log da % da atividade da AChE para mipafox.
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A Tabela 31 evidencia que o mipafox apresentou ICsy de 0,02 + 0,003 mM. A
reta do log da porcentagem da atividade ilustrada pela Figura 50 apresentou bom

coeficiente de regresséo com r® igual a 0,9720.

Tabela 32. Valores de inibicdo da atividade da AChE nas células SH-SY5Y para

mipafox.

mipafox (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

0,1 95,4+6,9 0,66

0,08 90,1 +4,2 1,00

0,04 76,9+5,1 1,36

0,02 58,8 + 4,7 1,61

0,01 41,2+5,1 1,77

0,001 21,8+3,1 1,89

0,02 + 0,001 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

Células SH-SY5Y

2,0

1,5

Log da % da atividade da
AChE

1,0 4
y = -11,854x + 1,8791
2 _
05 R? = 0,9926
Oyo T T T T T 1

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Concentracédo de mipafox (mM)

Figura 51: Log da % da atividade da AChE para mipafox.
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A Tabela 32 evidencia que o mipafox apresentou ICsy de 0,02 + 0,001 mM. A
reta do log da porcentagem da atividade ilustrada pela Figura 51 apresentou

coeficiente de regresséo com r® igual a 0,9926.

Tabela 33. Valores de inibicdo da atividade da ESNp em cérebro de galinhas para

mipafox.

mipafox (mM) média + Dp (% de inibicdo) Log da % da atividade

0,01 92,8 +6,8 0,86

0,004 57,4+4)9 1,63

0,002 37,2+39 1,80

0,001 24,0+4,1 1,88

0,0001 12,0+£3,1 1,94

0,00001 35+1,8 1,98

0,003 + 0,0008 50,0 1,70

N = 3; Dp = desvio padréo.

Cérebro de galinhas

2,5 -

2,0 ¢

1,5 -

Log da % da atividade da ESNp

1,0 - y = -110,85x + 1,9984
R? = 0,9899

0,5 -

0,0

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012

Concentracdo de mipafox (mM)

Figura 52: Log da % da atividade da ESNp para mipafox.

A Tabela 33 evidencia que o mipafox apresentou ICso de 0,003 £ 0,0008 mM

para a ESNp no cérebro de galinhas. A reta do log da porcentagem da atividade
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ilustrada pela Figura 52 apresentou bom coeficiente de regressdo com r? igual a

0,9899.

Tabela 34. Valores de inibicdo da atividade da ESNp nas células SH-SY5Y para

mipafox.

mipafox (mM)

média + Dp (% de inibicao)

Log da % da atividade

0,1 92,4+6,2 0,88
0,06 85,1+6,1 1,17
0,04 78,6 £5,3 1,33
0,02 54,1 +49 1,66
0,01 252+4,1 1,88
0,0001 4,0+1,8 1,98
0,02 + 0,002 50,0 1,70

N=3; Dp = desvio padrao.

Log da % da atividade da

ESNp

2,5
2,0 1

0,5

0,0

Células SH-SY5Y

y =-11,263x + 1,9161

o R? = 0,9538
1,5 -
(@]
1,0 - o

0,00

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Concentracao de mipafox (mM)

0,12

Figura 53: Log da % da atividade da ESNp para mipafox.

A Tabela 34 evidencia que o mipafox apresentou ICso de 0,02 £ 0,002 mM

para a ESNp nas células SH-SY5Y. A reta do log da porcentagem da atividade

ilustrada pela Figura 53 apresentou coeficiente de regressdo com r® igual a 0,9538.

7.7 Resumo das curvas de inibicao

Assim, pode-se fazer uma Figura e uma Tabela comparando todas as curvas

de inibicbes nos diversos tecidos analisados e as ICsy encontradas para cada

enzima avaliada (Figura 54 e Tabela 32).
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Figura 54: Comparacao das curvas de % da atividade versus concentracao de (+)-
metamidofds, (-)-metamidofos e mipafox para as enzimas ESNp e AChE de galinhas
e de humanos Os resultados para os enantiomeros do metamidofés estdo de A-G e

para o mipafox estdo em H. Cada ponto foi obtido pela média de trés amostras
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analisadas em triplicata. Os valores de ICso com 0s respectivos desvios padrdo séo

mostrados na Tabela 35.

O resumo das curvas de inibicdo enzimatica esta representado na Tabela 35.

Tabela 35. Resumo das ICsp dos enantibmeros do metamidofés e do mipafox em

relacdo as enzimas AChE e ESNp.

2

Razao ICsg NTE/

Enzima avaliada Inibidor ICs0 (MM) r ICsy AChE
humanos (-)- metamidofés 3,4+0,3 0,9278 17,0
ESNp nos linfécitos de (+)- metamidofos 1,3+0,2* 0,9501
galinhas (-)- metamidofés 7,2+0,3 0,9867
mipafox 0,003 + 0,0008  0,9899 0,15
ESNpé‘;iﬁﬁ;‘zbm . (+)- metamidofés 0,6 + 0,1* 0,9731 0,26
(-)- metamidofés 22,7+3,2 0,9767 114
mipafox 0,02 + 0,002 0,9538 1,0
ESNpnascewlas SH- (+)- metamidofés 0,09 +0,02* 09536 45
(-)- metamidofés 14,2 +2,3 0,8659 3550
mipafox 0,02 + 0,003 0,9720
AChEé‘;iﬁﬁ;‘zbm de (+)- metamidofés 2,3 +0,01* 0,9759
(-)- metamidofés 0,2+ 0,04 0,9281
mipafox 0,02 + 0,002 0,9926
ACRE nas celulas SH- (+)- metamidofos 0,02 +0,003*  0,9543
(-)- metamidofés 0,004 £ 0,001 0,9364
humanos (-)- metamidofos 0,2+ 0,01 0,9246

Os valores de IC 50 encontrados foram obtidos pela média de trés amostras. Cada

amostra foi analisada em triplicata. * diferenca estatistica significante em relacéo ao

outro enantidmero. Em negrito estdo as razdes maiores do que 5.

123



7.8 Apoptose e ativacao da calpaina in vitro

Para dar suporte aos resultados obtidos com a inibicdo da ESNp e da AChE
foi feito também avaliacdo da apoptose em cultura de células e ativacdo da calpaina
in vitro em cérebro de galinhas e em cultura celular. Estes resultados sdo mostrados

nas Figuras 55 e 56.
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Figura 55: Apoptose nas células humanas SH-SY5Y do grupo controle (A), mipafox
(B), (+)-metamidofos (C) e (-)-metamidofés (D) depois de 1 hora de incubacédo a
37°C. A Figura de A-D é uma de trés experimentos independentes. O quadrante de
cada figura mostra as células viaveis que aparecem como anexina e iodeto de
propidio (IP) negativos (anexina -/IP-, inferior esquerdo), estagio inicial de apoptose
(anexina+/IP-, inferior direito), estagio tardio apoptético e necrose (anexina+/IP+,
superior direito) e células sem necrose (anexina-/IP+, superior esquerdo). A Figura

4E representa a média + desvio padrdo das células em estagio inicial apoptético
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(n=3). *** significa diferenca estatistica do controle, mipafox e (+)-metamidofés
(p<0,05). ## significa diferenca estatistica do controle e (-)-metamidofds (p<0,05). As
concentracfes usadas para o mipafox (+)-metamidofés e (-)-metamidofés foram,
respectivamente, 0,01 mM, 10 mM e 100 mM. Para o grupo controle foi utilizado
etanol no mesmo volume dos OPs. Estas concentracdes dos OPs foram suficientes

para causar pelo menos 80% de inibicdo da ESNp.

Figura 56: Ativacdo da calpaina causada pelo mipafox (0,01 mM), (+)-metamidofos
(10 mM) e (-)-metamidofés (100 mM) em cérebro de galinhas e em cultura celular
depois de 1 hora de incubacdo a 37°C. Estas concentracbes dos OPs foram
suficientes para causar pelo menos 80% de inibicho da ESNp. Cada ponto foi
analisado em triplicata (n=3) e os resultados sdo mostrados como média + desvio

padrdo. * representa diferenca estatistica em relacéo ao grupo controle (p<0,05).

Os resultados apresentados na Figura 55 evidenciam que a forma (-)-
metamidofés induziu menor proporcéo de células apoptéticas do que o mipafox e o

(+)-metamidofos. J& a Figura 56 mostra que apenas o mipafox foi causador da
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ativacdo da calpaina com diferenca significante em relacdo ao grupo controle. A
Figura 56 também mostra que a ativacdo da calpaina foi mais acentuada na cultura

celular do que no cérebro de galinhas.

7.9 Experimentos in vivo
7.9.1 Parametros bioquimicos

Neste grupo, foram feitas as dosagens das atividades da AChE, ESNp e
calpaina antes da administracdo de qualquer substancia (grupo controle). Apds um
jejum de doze horas as aves foram sacrificadas e coletadas as amostras. Para a
analise de cada parametro foram coletadas trés amostras e os resultados estéo

apresentados na Tabelas 36, 37 e 38 e Figuras 57, 58 e 59.

Tabela 36. Valores de % de atividade da ESNp em cérebro de galinhas nos

diferentes grupos.

% de atividade 24 horas % de atividade 21 dias apos

Grupos apos o toxicante (média £ o toxicante (média £ desvio
desvio padrao) padrao)
controle 100 £ 20,2 100 £ 20,2
TOCP 500 mg/kg 12,7 + 5,5* 94,4 +17,8
(+/-)-metamidofés 50 mg/kg 82,7+19,4 81,9+259
(+)-metamidofos 50 mg/kg 43,5 £ 15,4** 81,8 +15,0
(-)-metamidofés 50 mg/kg 85,7+5,0 87,7+9,3
TOCP 500 mg/kg + tratamento ~ ------------ 86,8 £ 13,0
(+)-metamidofés 50 mg/kg +  —mmemeeeeee- 83,2+5,1
tratamento

N = 3; * representa diferenca com significaAncia estatistica em relagcdo ao grupo
controle (p<0,05). ** representa diferenca com significancia estatistica em relacdo ao

grupo controle e ao grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg.
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Figura 57: % da atividade da ESNp em cérebro de galinhas 24 horas (A) e 21 dias
(B) ap6s a administracdo dos OPs nos diferentes grupos. Tratamento = 18 horas
apoOs a intoxicacao, as aves receberam a primeira dose de 1 mg/kg de nimodipino
intramuscular e 30 minutos depois do nimodipino, 5 mg/kg de gliconato de calcio
endovenoso. A segunda dose de nimodipino (1 mg/kg) foi dada 24 horas apos a
primeira. N=3, * representa diferenca com significancia estatistica em relacdo ao
grupo controle (p<0,05). ** representa diferenca com significancia estatistica em

relacdo ao grupo controle e ao grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg (p<0,05).
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A Tabela 36 e a Figura 57 mostram que apenas no grupo que recebeu TOCP
500 mg/kg foi notado inibicdo da ESNp acima de 80% da atividade do grupo
controle. Das isoformas do metamidofds, apenas o (+)-metamidofds (50 mg/kg) foi
capaz de inibir a ESNp com diferenca significante do grupo controle e também do
TOCP (500 mg/kg). Entretanto, 21 dias apos a dose do toxicante ndo foi notada

diferenca com significancia estatistica em nenhum dos grupos avaliados.

Tabela 37. Valores de % de atividade da AChE em cérebro de galinhas nos

diferentes grupos.

% de atividade 24 horas % de atividade 21 dias apos

Grupos apos o toxicante (média o toxicante (média *+ desvio
+ desvio padréo) padrao)
controle 100 £ 19,5 100 £ 19,5
TOCP 500 mg/kg 79,9 £ 2,0* 93,9+5,8
(+/-)-metamidofés 50 mg/kg 16,3 + 10,2** 88,2+75
(+)-metamidofos 50 mg/kg 22,3 £ 4,2* 91,5+48
(-)-metamidofés 50 mg/kg 13,1 + 9,5** 85,9+3,0
TOCP 500 mg/kg + tratamento ~ ------------ 86,8 +4,0
(+)-metamidofés 50 mg/kg +  —memeeeeeee- 95,1+6,6
tratamento

N = 3; * representa diferenca com significaAncia estatistica em relagcdo ao grupo
controle (p<0,05). ** representa diferenca com significancia estatistica em relacdo ao

grupo controle e ao grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg.
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Figura 58: % da atividade da AChE em cérebro de galinhas 24 horas (A) e 21 dias
(B) ap6s a administracdo dos OPs nos diferentes grupos. Tratamento = 18 horas
apo0s a intoxicacao, as aves receberam a primeira dose de 1 mg/kg de nimodipino
intramuscular e 30 minutos depois do nimodipino, 5 mg/kg de gliconato de calcio
endovenoso. A segunda dose de nimodipino (1 mg/kg) foi dada 24 horas apos a
primeira. N=3, * representa diferenca com significancia estatistica em relacdo ao
grupo controle (p<0,05). ** representa diferenca com significancia estatistica em
relacdo ao grupo controle e ao grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg (p<0,05).
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A Tabela 37 e a Figura 58 mostram que todas as isoformas do metamidofos
na dose de 50 mg/kg provocaram inibicdo da AChE acima de 80% em relacdo ao
grupo controle. J4 o grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg foi notado inibicdo da
AChE em torno de 20% em relacdo ao grupo controle. No entanto, 21 dias apos a
dose do toxicante nao foi notada diferenca com significAncia estatistica em nenhum

dos grupos avaliados.

Tabela 38. Valores de % de atividade da calpaina em cérebro de galinhas nos

diferentes grupos.

% de atividade 24 horas % de atividade 21 dias

Grupos apos o toxicante (média+ apos o toxicante (média
desvio padrao) + desvio padréo)
controle 100 £ 5,7 100 £ 5,7
TOCP 500 mg/kg 139,4 +11,1* 117,5 +5,7*
(+/-)-metamidofés 50 mg/kg 106,8+4,4 80,6 £10,6
(+)-metamidofos 50 mg/kg 108,9+6,4 111,3+6,4*
(-)-metamidofés 50 mg/kg 100,9+34 93,3+4,0
TOCP 500 mg/kg + tratamento ~ ——--—--——--- 107,8+7,8
(+)-metamidofés 50 mg/kg +  —memeeeeeee- 99,6 +12,4
tratamento

N = 3; * representa diferenca com significaAncia estatistica em relagdo ao grupo

controle (p<0,05).

A Tabela 38 e a Figura 59 mostram que todas as isoformas do metamidofos
na dose de 50 mg/kg ndo provocaram ativacdo da calpaina em cérebro de galinhas
em relacdo ao grupo controle. Ja o grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg foi notado
ativacao da calpaina em torno de 40% em relacao ao grupo controle. No entanto, 21
dias apds a dose do toxicante foi notada diferenca com significancia estatistica na
atividade da calpaina nos grupos que receberam TOCP 500 mg/kg e (+)-
metamidofés 50 mg/kg.
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Figura 59: % da atividade da calpaina em cérebro de galinhas 24 horas (A) e 21
dias (B) apds a administracdo dos OPs nos diferentes grupos. Tratamento = 18
horas apds a intoxicacdo, as aves receberam a primeira dose de 1 mg/kg de
nimodipino intramuscular e 30 minutos depois do nimodipino 5 mg/kg de gliconato de
célcio endovenoso. A segunda dose de nimodipino (1 mg/kg) foi dada 24 horas apés
a primeira. N=3, * representa diferenca com significancia estatistica em relacdo ao

grupo controle (p<0,05).
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7.9.2 Achados histopatolégicos

As Figuras 60, 61, 62, 63 e 64 mostram cortes dos tecidos de aves
pertencentes aos diferentes grupos avaliados neste trabalho. A Figura 60 ilustra os
principais tratos afetados no sistema nervoso central (medula espinhal) de galinhas
intoxicadas com OPs neuropéticos. As Figuras 61 e 62 mostram lesdes tipicas da
degeneracdo axonal do tipo Walleriana causadas pelo TOCP, que incluem perda da
bainha de mielina, inchaco axonal, coloracdo densa do axoplasma com material
particulado e vacuolos. A Figura 63 mostra que o (+)-metamidofés na dose de 50
mg/kg néo foi capaz de induzir as severas lesées que foram induzidas pelo TOCP.
Apenas poucos axonios inchados foram notados. Por fim, a Figura 64 ilustra que o
tratamento composto pelo nimodipino e gliconato de célcio foi capaz de impedir o
surgimento das lesfes histopatolégicas observadas quando somente o TOCP foi
dado as aves. Nao foi notada nenhuma diferenca com as isoformas (+/-)- e (-)-
metamidoféos em relacdo as galinhas do grupo controle e por iSso ndo estdo

ilustradas neste trabalho.

A FG

Figura 60: Corte histologico transversal (72x) de por¢des da medula espinhal de
aves normais na por¢cdo da amigdala caudal (A) e lombar (B). Os espacos
delineados mostram os tratos mais afetados em degeneragbes axonais do tipo
Walleriana. EC = trato espino-cerebelar. FG = fasciculo gracil. PEM = trato pontino-
espinhal medial. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).
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Figura 61: Corte histologico transversal (A e C) e longitudinal (B e D) do nervo
ciatico de galinhas normais (A e B) e 21 dias depois de receberem 500 mg/kg de
TOCP (C e D). A e B mostram fibras integras com proporc¢éo correta de bainha de
mielina em relacdo ao tamanho do axénio. C e D mostram fibras em colapso com
reduzida proporcao de bainha de mielina em relacdo ao tamanho do ax6nio (setas).

Nota-se também inchaco dos ax6nios (setas). Cortes corados com H&E.
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Figura 62: Corte histoldgico transversal da medula espinhal de aves 21 dias apos
receberem 500 mg/kg de TOCP via oral. De A a D porcéo cervical e E e D porcéo
lombar. A e C mostram amplas lesGes do trato espino-cerebelar com colapso e
inchaco anormal dos axénios (axoplasma corado em cinza) e reducdo da bainha de

mielina (setas). B e D mostram o fasciculo gracil com os mesmos tipos de les@es.
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Em E e D é possivel visualizar o trato pontino-espinhal medial também com amplas

lesdes (setas). Cortes corados com H&E.

Figura 63: Corte histoldgico transversal da medula espinhal de aves 21 dias apés
receberem 50 mg/kg de (+)-metamidofds via oral. (A) e (B) mostram fibras normais
do trato pontino-espinhal medial. (C) e (D) mostram fibras normais do trato espino-
cerebelar e fasciculo gracil. (E) mostra apenas uma fibra do trato pontino-espinhal
medial em colapso e desmielinizacao (seta). Cortes corados com H&E.
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Figura 64: Corte histoldgico transversal da medula espinhal de aves 21 dias apos
receberem 500 mg/kg de TOCP via oral mais o tratamento (18 horas apés o TOCP,
as aves receberam a primeira dose de 1 mg/kg de nimodipino intramuscular e 30
minutos depois do nimodipino, 5 mg/kg de gliconato de célcio endovenoso. A
segunda dose de nimodipino (1 mg/kg) foi dada 24 horas apdés a primeira). (A) e (B)
mostram fibras normais dos tratos fasciculo gracil e espino-cerebelar,

respectivamente. (C) e (D) mostram fibras normais do trato pontino-espinhal medial.

136



7.9.3 Sinais clinicos
As galinhas foram avaliadas em relacdo aos sinais de ataxia e a Tabela 39
reflete os escores 21 dias apés a dose do toxicante. A Figura 65 ilustra as aves em

cada escore.

Tabela 39. Escores de neurotoxicidade 21 dias ap06s as aves receberem doses dos

diferentes OPs avaliados neste trabalho.

Numero de namero de aves por Soma dos
Grupos aves escore em 21 dias escores
avaliadas
0 1 2 3 4
Controle 3 +++ 0 0O 0 O 0
TOCP 500 mg/kg 3 0 0O ++ 0 + 8*
(+/-)-metamidofés 50 mg/kg 3 +++ 0 0O 0 O 0
(+)-metamidofos 50 mg/kg 3 + ++ 0 0 O 2
(-)-metamidofés 50 mg/kg 3 +++ 0 0O 0 O 0
TOCP 500 mg/kg + tratamento 3 + ++ 0 0 O 2
(+)-metamidofés 50 mg/kg + 3 +++ 0 0O 0 O 0

tratamento

N = 3, * diferenca com significancia estatistica em relacdo ao escore zero (p<0,05).

Tratamento = 18 horas ap0s a intoxicacdo, as aves receberam a primeira dose de 1
mg/kg de nimodipino intramuscular e 30 minutos depois do nimodipino, 5 mg/kg de
gliconato de célcio endovenoso. A segunda dose de nimodipino (1 mg/kg) foi dada

24 horas ap6s a primeira.

A Tabela 39 evidencia que apenas o grupo que recebeu TOCP 500 mg/kg foi

capaz de gerar escores de neurotoxicidade diferente estatisticamente do escore

Zero.
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Figura 65: Fotos de galinhas nos diversos escores de neurotoxicidade. Escore 1 =
Apresenta leve fraqueza nas pernas. Leve flexdo das pernas, mas ainda € capaz de
manter-se de pé e andar. Escore 2 = Fragueza mais acentuada nas duas pernas. A
ave apresenta dificuldade de se manter de pé e de se equilibrar para andar. Escore
3 = Paralisia das pernas. As aves ndo conseguem se levantar e as pernas ficam
estendidas, mas ela ainda consegue apoiar-se nas asas para ficar sentada. E
necessario auxilio na alimentacdo das aves. Escore 4 = A galinha permanece em
decubito lateral. A ave ndo consegue manter-se na posicdo ereta. Também é
necessario auxilio na alimentagdo das aves. Na maioria das vezes quando a ave

atinge este nivel, ocorre o 6bito.
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8. DISCUSSAO

Devido a interacéo enantiosseletiva com as enzimas, receptores celulares, ou
outras moléculas biolégicas que apresentam centros quirais, muitos enantibmeros de
compostos da industria quimica, farmacéutica e agroquimica podem exibir atividades
muito diferentes em sistemas biologicos. Cerca de um quarto de todos o0s
praguicidas utilizados comercialmente sédo quirais e representam 26% do valor total
do mercado de praguicidas do mundo, sendo que a maioria destes praguicidas é
vendida na forma de racematos. Normalmente, os enantibmeros de praguicidas tém
diferentes bioatividade (TIAN et al., 2007).

Existem duas abordagens para a obtencdo de enantibmeros puros: (1)
sintese assimétrica e (2) resolucédo de misturas racémicas. Uma sintese assimétrica
€ 0til quando um dos dois enantibmeros é o desejo, mas 0 exaustivo tempo
necessario para desenvolver e adequar a sintese e ainda para fornecer rendimentos
elevados podem fazer essa abordagem impraticavel (ZONGDE et al.,, 2005).
Métodos de resolucdo através de eletroforese capilar (EC), cromatografia gasosa
(GC) e CLAE séao as mais eficientes ferramentas de andlise para obter a separacao
guiral de enantibmeros de uma mistura racémica. Dentre esses métodos, a CLAE é
a metodologia mais freqientemente empregada para obter maiores quantidades de
enantiomeros individuais, que podem ser recuperados apdés a separagcio e,
posteriormente, utilizados em testes toxicoldgicos (NILLOS et al., 2010).

A CLAE é uma das técnicas mais populares utilizadas para a separacao e
guantificacdo de enantibmeros. No desenvolvimento de métodos por CLAE, é
desejavel utilizar FEQ devido a simplicidade e facilidade relacionadas com o
emprego destas colunas. Segundo estatisticas da Sociedade Americana de Quimica

(Journal of the American Chemical Society) mais de 90% das separacdes quirais por
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CLAE entre os anos de 2005 e 2007 foram realizadas com FEQs de polissacarideos
(OKAMOTO e IKAI, 2008). Entre as fases quirais de polissacarideos, aquelas
derivadas de celulose e amilose tém mostrado excelente reconhecimento
enantiomérico para boa parte dos compostos quirais. FEQs de polissacarideos
foram utilizadas principalmente com fases moveis apolares e se acredita que
interacdes do tipo -1, dipolo-dipolo e ligagbes de hidrogénio sejam responsaveis
pela discriminacdo quiral (TIAN et al., 2007).

O primeiro esforco deste trabalho foi resolver a mistura racémica do
metamidofés em diferentes condicfes de eluicdo, utilizando quatro diferentes fases
guirais de polissacarideos (FEQ 1-4). Para conseguir uma melhor separacdo para o
OP selecionado diferentes fases moveis contendo percentuais variados de fase
organica foram sistematicamente avaliadas (Tabela 4). Em estudos preliminares de
solubilidade foi notado que o metamidofés se dissolvia melhor em etanol do que em
isopropanol. Por isso, as amostras do metamidofés foram preparadas em etanol.
Nas colunas analiticas testadas, ndo foi possivel separar os enantibmeros de
metamidofés usando o modo reverso e o modo polar organico. Uma explicacao para
este fato € que o analito tem uma elevada polaridade e fases méveis polares néo
permitiram interacGes suficientes para a discriminacdo quiral entre o OP e a FEQ.
Por outro lado, no modo normal, a separacdo quiral foi possivel porque foi
proporcionado que o analito entrasse na "cavidade quiral" de modo que houve
interacdes quirais resultando na discriminagdo entre os enantibmeros. Zongde et al.,
(2005) propuseram que a separacao de racematos por FEQs a base de celulose de
amilose foi devido a formacédo de complexos de soluto-FEQ através da inclusdo dos

enantiomeros nas cavidades quirais. Neste estudo a FEQ a base de celulose
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apresentou uma melhor resolucdo dos enantibmeros do metamidofés e em um
menor tempo de andlise.

A primeira fase mével avaliada foi composta por hexano/isopropanol (80/20) e
0s parametros cromatogréficos k, a e Rs obtidos para a FEQ 1 e 3 mostraram baixa
resolucéo (Rs < 1,0) e média seletividade (a = 1,20 e 1,23, respectivamente) para 0s
enantiomeros do metamidofds. Diferentes propor¢des de isopropanol (30, 10, 08 e 5)
foram também avaliados para as FEQs 1, 3 ou 4. Dentre estes testes, as melhores
resolucbes obtidas foram 1,51 e 1,56 com fases moveis compostas por
hexano/isopropanol (95/05 e 98/02) com as fases estacionarias FEQ 3 e 4,
respectivamente. As substituicbes do isopropanol pelo etanol e do heptano pelo
hexano foram também avaliadas, mas nenhuma melhoria nas resolucdes foi obtida.

A constituicdo da fase movel na cromatografia quiral exerce importante papel
no processo de interacdo. I1sso, ndo afeta apenas o fator de retencdo, mas também a
seletividade e a resolucdo. Com os resultados da Tabela 4 pode-se notar que o fator
de retencdo da separacao quiral do metamidofés aumentou quando se usou alcodis
com maior lipofilicidade como modificador da fase movel.

Os experimentos no equipamento analitico foram direcionados para que
pudessem ser facilmente aplicados no equipamento preparativo, ou seja, boa
resolucdo no menor tempo possivel. Como pode ser comprovado pela Figura 12, a
melhor resolucédo obtida com colunas de dimensdes de 15 cm de comprimento por
0,46 cm de diametro a melhor separacdo dos enantibmeros do metamidofés foi
realizada utilizando fase mével no modo normal (hexano:isopropanol 95:05 v/v) e
fase estacionaria do tipo quiral, tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose

Contudo, a fase mével que obteve excelente resolu¢do com reduzido tempo

de retencdo (11,5 minutos para o (+)-metamidofés e 15,5 minutos para o (-)-
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metamidofés) no sistema preparativo foi aquela composta por hexano:isopropanol
(90:10 v/v), como pode ser comprovado pela Figura 19. Isto pode ser explicado pelo
fato da coluna semipreparativa apresentar maior diametro interno e maior
comprimento (20 x 0,7 cm), contribuindo assim para o aumento do tempo de
retencdo dos compostos e da capacidade de separacdo em relacdo aquela
observada quando se utilizou a coluna analitica.

Entretanto, esta coluna semipreparativa ndo foi capaz de separar os isbmeros
do metamidofés com excelente resolucdo quando foi injetado maior volume de
amostra (Figura 18). Sendo assim, foi necesséario realizar um maior namero de
injecbes para se obter a quantidade desejada dos estereoisbmeros puros. As
Figuras 20 a 22 mostram que os isbmeros separados apresentaram elevado grau de
pureza quiral e boa estabilidade, uma vez que nao foram notados sinais de
degradacdo dos compostos apdés o isolamento dos enantibmeros. Outro fator
positivo deste método de separacdo enantiomérica foi o0 bom rendimento das coletas
efetuadas. A Tabela 5 comprova que a porcentagem de massa coletada em relacdo
a massa de amostra injetada foi de aproximadamente 90% e a pureza enantiomérica
para as duas fracdes coletadas foi superior a 98%. A Tabela 5 mostra também que,
pelo resultado da rotacéo especifica obtida no polarimetro, o primeiro enantibmero
coletado apresenta a propriedade de desviar o plano de luz polarizada para direita e
0 segundo enantidmero desvia o plano de luz polarizada para a esquerda. Com 0s
enantiomeros isolados, o proximo passo deste trabalho foi realizar os ensaios de
neurotoxicidade em sangue e SNC de galinhas e em sangue humano e células de
neuroblastoma humano.

A avaliacdo toxicolégica de OPs baseia-se principalmente no controle da

inibicdo da AChE, como a causa da sindrome colinérgica aguda, BChE como
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marcador da exposicao ou da inibicdo e “envelhecimento” da ESNp como indicador
de NRIOP. Ha também muitas outras serina hidrolases (esterases do tipo f),
incluindo carboxilesterases, que recebem menor atencédo em relacdo a sua possivel
contribuicdo para a toxicidade induzida pelos OPs. Serina hidrolases que atuam
como fatores de coagulacdo do sangue e enzimas digestivas também sao
potencialmente sensiveis a inibicdo dos OPs, mas estes biomarcadores ndo se
tornaram candidatos claramente definidos para avaliar a neurotoxicidade dos OPs
(KEMAL e CASIDA, 1992; QUISTAD e CASIDA, 2000).

Diferenciar a toxicidade dos enantibmeros do metamidofés em relacdo a
BChE pode ser util para reducédo dos efeitos provocados pela superexposicao destes
OPs aos organismos nao alvos. Bertolazzi et al. (1991) evidenciaram que o (-)-
metamidofés apresentou constante inibitéria para a AChE maior do que o (+)-
metamidofés. Corroborando estes resultados, Lin et al. (2006) mostraram que o (-)-
metamidofés foi mais potente inibidor da AChE bovina do que o (+)-metamidofés.
Surpreendentemente, os resultados mostrados no presente trabalho (Figuras de 26
a 31) mostraram que o (+)-metamidofds apresentou menor ICsy para a BChE do que
o (-)-metamidofés. Esta inverséo de toxicidade entre duas a/f hidrolase com 54% de
igualdade na sequéncia de aminoacidos (SHENOUDA et al.,, 2009) pode ser
explicada pelo fato de que a cavidade do centro ativo da BChE € maior do que a da
AChE (NICOLET et al., 2003). Com isso, é possivel afirmar que os resultados de
inibicAo obtidos com enantibmeros para esterases ndo podem ser facilmente
extrapolados de uma hidrolase para outra, mesmo com a maioria da sequéncia dos
aminoacidos idéntica.

A capacidade que um OP apresenta para induzir a NRIOP é dependente,

além da inibicdo e envelhecimento da ESNp, das relacbes entre a cinética de
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inibicdo da ESNp e da AChE. De fato, a inibicdo e envelhecimento de mais de 70%
da ESNp (necessario para iniciar a NRIOP) deve ser necessariamente compativel
com uma situacdo que permita que o individuo sobreviva a sindrome colinérgica
aguda. Embora a sensibilidade da AChE e ESNp seja semelhante em galinhas e
humanos, quando uma mistura racémica é testada, o resultado entre os
enantiomeros néo é facilmente previsivel ou extrapolado de uma espécie para outra.
Varias possibilidades podem ocorrer e uma delas é o fato de que podem existir
inimeras diferencas metabdlicas entre as espécies, o que tornaria possivel a
hipétese de que o enantibmero que apresenta maior afinidade pela AChE seja
menos metabolizado em galinhas e o0 enantibmero que apresenta maior afinidade
pela ESNp seja menos metabolizado em seres humanos. Esta hipdtese levaria a
uma conclusao errénea de que o composto ndo seria capaz de induzir a NRIOP em
seres humanos se o teste fosse feito levando em consideracdo somente o0s
resultados obtidos em galinhas. Portanto, a combinacdo de estudos in vitro em
enzimas humanas e de galinhas aliada aos estudos de metabolismo em galinhas se
tornariam necessarios para predizer se um organofosforado € ou ndo é capaz de
gerar a NRIOP nas duas espécies (BATTERSHILL et al., 2004).

Partindo-se deste principio, foram feitas as avaliac6es das inibicdes da AChE
e da ESNp em seres humanos e em galinhas. Primeiramente, as enzimas foram
avaliadas sem adicao de qualquer inibidor para que fossem dados os valores gerais
apresentados na Tabela 9. Em seguida, iniciaram-se o0s testes de inibicdo
enzimatica. A forma (+)-metamidofés apresentou menor ICso (Tabela 35), ou seja,
maior toxicidade em relacdo a ESNp nos linfécitos humanos e de galinhas, em
células da linhagem SH-SY5Y e em cérebro de galinhas. Consequentemente, a

forma (-)-metamidofés apresentou maior ICs, Ou seja, menor toxicidade in vitro para
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a ESNp em todos os tecidos avaliados. Por outro lado, a forma (-)-metamidofos
apresentou menor ICso que a forma positiva para a AChE nos eritrocitos e cultura de
células humanas e no cérebro de galinhas. Este fato sugere que o (-)-metamidofos
possa gerar uma sindrome colinérgica mais severa do que o (+)-metamidofoés.

Foi mostrado também no presente trabalho que, independente da espécie e
do tecido avaliado, um mesmo enantibmero do metamidofés apresenta 0 mesmo
comportamento em relacdo a forca de inibicdo pelas esterases. Ainda, é possivel
inferir que o modelo in vitro de células da linhagem SH-SY5Y de neuroblastoma
humano apresentou maior sensibilidade e diferenca em relacao a inibicdo da ESNp
promovida pelos dois enantibmeros do metamidofds. Por outro lado, o cérebro de
galinhas foi o tecido que proporcionou a maior diferenca em relacdo a forca de
inibicdo dos enantibmeros do metamidofds para a AChE.

As Figuras 27, 29 e 31 a 53 ilustram que as curvas do log da % da atividade
das esterases humanas e de galinhas pela concentracdo das trés isoformas do
metamidofés apresentaram bons coeficientes de regressao lineares. Com isso, foi
possivel estimar a ICsy das isoformas do metamidofés para as enzimas avaliadas
utilizando as curvas semi-log.

Em um estudo prévio, Ehrich et al. (1997) mostraram que a capacidade de
um OP ser neuropéatico ou ndo pode ser elucidada pela razédo das ICso em cultura de
células humanas e de ratos. Mais tarde, esta questéo foi reiterada por Sogorb et al.
(2010) que propuseram uma metodologia alternativa para prever se um OP € capaz
de gerar ou ndo a NRIOP. Ela se baseia na comparacédo da cinética de inibicédo in
vitro de ambas as enzimas (AChE e ESNp) em células nervosas humanas. Os
autores testaram 10 OPs (6 neuropaticos e 4 ndo-neuropaticos) e a Unica falha

observada foi com os compostos da familia dos fosforamidatos que geram a NRIOP
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pelo envelhecimento da ESNp e também por um mecanismo adicional ainda
desconhecido. Segundo estes mesmos autores se a taxa ICsoESNp/ICsoAChE for

maior do que 5, 0s compostos ndo seriam capazes de induzir a neuropatia, pois as
concentragcfes necessarias a inibicdo e envelhecimento acima de 70% da ESNp néo
seriam compativeis com a sobrevivéncia das aves devido a forte crise colinérgica.

Por outro lado, se a taxa ICsoESNp/IC50AChE for menor do que 5 ha uma

possibilidade do composto ser neuropéatico desde que ele consiga promover o
envelhecimento da ESNp inibida. Para melhor compreenséo, a proposta dos autores
€ ilustrada pela Figura 66. Aplicando-se esta hipotese aos resultados do presente
trabalho pode-se notar que a forma (-)-metamidofés ndo seria capaz de gerar a
NRIOP em seres humanos e em galinhas (Tabela 35). Ainda, foi notado que apesar
de o (+)-metamidofés apresentar maior possibilidade de causar a NRIOP, esta
possibilidade de inducdo da neuropatia foi bem menor do que aquela apresentada
pelo mipafox (Tabela 35 e Figura 54). Entretanto, ndo se deve concluir que um dos
enantibmeros ou a mistura racémica seja neuropatico apenas com estudos in vitro.
Pois, apesar de ser possivel estabelecer uma relagéo entre a inibicdo da ESNp e da
AChE néo se pode esquecer que in vivo existem outras variaveis, por exemplo o
metabolismo, que podem favorecer o isbmero com maior afinidade pela AChE do
gue aquele que apresenta maior afinidade pela ESNp. Além disso, é necessario uma
segunda reacao além da inibicdo da ESNp, conhecida como “envelhecimento” que &
pré-requisito fundamental para gerar a NRIOP.

Devido ao fato de o mipafox ser um conhecido indutor da NRIOP e de ser um
inibidor direto da ESNp (ndo precisa ser biotransformado como o TOCP) ele foi
usado como controle positivo nos testes in vitro. Ao se comparar as relacdes ICsg

ESNp/ICso AChE do mipafox com o (+)-metamidofés pode-se observar que o
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primeiro apresenta maiores possibilidades de inducdo da NRIOP do que o segundo.
Estes achados déo forca aos resultados de Kellner et al. (2000) que afirmaram que a
taxa de envelhecimento da ESNp promovida pelos enantibmeros do metamidofos é
relativamente baixa e com isso pode-se dizer que o (+)-metamidofés é um fraco

indutor da NRIOP gquando se compara com 0s ja estabelecidos causadores da

Células Humanas
Cinética de inibigio para AChE Cinética de inibigdo para ESHp
A taxa IC50 ESHp/ IC50 AChE > 57
Sim | Hiio
0 OP & capaz de promover
Hao-neuropatico envelhecimento da ESHp ?
Hio ‘ sim
Possivel OP neuropitico: OP neuropitico
aplicar protocolos in vivoe

Figura 66: Capacidade de um OP induzir a NRIOP baseando-se em testes in vitro

em células nervosas humanas (Fonte: SOGORB et al., 2010).

Diferencas toxicologicas entre o0s estereocisbmeros para o0 potencial de
inducao da NRIOP foram claramente demonstradas com o metamidofés. O racemato
de metamidofés ndo produz sinais clinicos da NRIOP em testes com galinhas em
doses superiores a DLsp, quando administrado em conjunto com a terapia profilatica
contra a toxicidade colinérgica (atropina + pralidoxima). No entanto, a NRIOP foi
relatada em humanos apds graves incidentes de intoxicacdo (SENANAYAKE e

JOHNSON, 1982). Em uma série de estudos posteriores para elucidar a razdo para
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o fracasso do teste inicial com galinhas, a administracao de altas doses (5 a 7 vezes
a DLso para galinhas) de (+)-metamidofos (seguida pela administracdo de atropina e
oximas) induziu a NRIOP. Mas nenhuma evidéncia de neuropatia foi observada em
estudos similares usando o (-)-metamidofés (BATTERSHILL et al., 2004). Bertolazzi
et al. (1991) adotaram a relacdo entre a constante de inibicdo da AChE e a
constante de inibicdo da ESNp. Os autores verificaram, assim como no presente
trabalho, que a taxa Ki AChE/Ki ESNp do (-)-metamidofés foi muito maior do que a
encontrada para a forma positiva. Assim, seria mais provavel que a forma (+)-
metamidofés possa gerar a NRIOP em seres humanos.

Mecanismos especificos envolvidos na inducdo de morte celular por OPs in
vitro ndo sdo amplamente descritos, mas o envolvimento de processos apoptoticos é
sugerido (CARLSON et al., 2000; QIAN et al., 2007; LIU et al., 2010). No presente
trabalho, citometria de fluxo de células de neuroblastoma humano demonstraram
gue o (+)-metamidofés causou mais apoptose do que o (-)-metamidofés, quando
ambos foram estudados em concentracées que causaram mais de 80% de inibicdo
da ESNp (Figura 55). Mipafox, forte indutor da NRIOP, resultou em mais células
apoptéticas nas mesmas condicbes e em menor concentracdo do que fez os
enantiomeros de metamidofés. Assim, estes resultados apGiam os resultados de
inibicdo de esterases encontrados no presente trabalho.

Existem varios trabalhos que descrevem a ativacdo de proteases calcio
dependentes (calpainas) em galinhas ap06s a intoxicacédo por OPs neuropaticos (EL-
FAWALL et al., 1990; CHOUDHARY e GILL, 2001; EMERICK et al., 2010). Mas,
este € o primeiro trabalho que avaliou a ativacao da calpaina apds incubacao in vitro
de cérebro de galinhas ou células SH-SY5Y com um OP neuropéatico (mipafox). Mas

esta ativa(;éo nao se comporta como uma curva concentra(;éo-resposta como se

148



pode observar com a AChE e a ESNp. No mecanismo de degeneragdo do tipo
Walleriana ja abordado neste trabalho, a entrada excessiva de célcio ocorre apos um
periodo de laténcia e manutencdo do neurbnio, ou seja, é preciso que ocorra mais
de 70% de inibicdo e envelhecimento da ESNp para o processo degenerativo se
desencadeie. Assim, a concentracdo dos OPs teria de proporcionar, ao menos, 70%
de inibicdo da ESNp para que houvesse ativacdo significativa da calpaina. Esta
ativacdo da calpaina foi evidente com o mipafox nas duas amostras avaliadas, mas
com os enantidbmeros do metamidofds néo foi significativa (Figura 56). Também, foi
visto que a ativacdo foi maior nas células de neuroblastoma humano. Provavelmente
porque a cultura celular é relativamente mais pura quando comparada com o0s varios
tipos celulares encontrados no homogenato de cérebro de galinhas.

Para confirmar se realmente a forma (+)-metamidofés poderia induzir a
neuropatia nas aves seria necessaria a administracao das isoformas isoladas com a
devida protecdo contra a crise colinérgica. A maioria dos casos de neuropatia
retardada induzida por organofosforados estd associada com a ingestdo oral de
praguicidas organofosforados (ARAUJO et al., 2007). Diante desta constatacdo, é
importante discutir a intoxicacdo aguda via oral destes compostos para evitar o
surgimento de graves efeitos irreversiveis apés altas doses de organofosforados
neuropaticos. A absorcéo por via oral ocorre em ambientes de trabalho com higiene
precaria, alimentos contaminados e nas tentativas de suicidio. Apés absorvidos,
estes compostos e seus produtos de biotransformacéo séao rapidamente distribuidos
por todos os tecidos (COSTA, 2007).

A ESNp foi originalmente identificada como alvo dos OPs neuropaticos por
Johnson (1969). Por isso, a atividade desta esterase deve ser monitorada em todos

os trabalhos que avaliam a capacidade ou ndo de um OP causar a NRIOP. Os
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resultados de inibicdo da ESNp mostrados na Figura 57 demonstram que 500 mg/kg
v.0. de TOCP foram suficientes para causar aproximadamente 90% de inibicdo da
ESNp 24 horas ap6s a dose. Para as formas (+)-, (+/-)- e (-)-metamidofés a inibicao
24 horas apo6s 50 mg/kg foi de aproximadamente 60%, 18% e 15%,
respectivamente. No entanto, 21 dias apdés a dose ja ndo foi notada diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle para nenhum dos compostos avaliados.
Isso se deve ao fato de que a sintese protéica se encarregou de substituir as
enzimas inativadas pela reacdo de envelhecimento (GLYNN, 2006). Os resultados
de inibicdo in vitro ja apontaram que o (+)-metamidofés apresentou maior afinidade
pela ESNp do que a forma (-)-metamidofés. Como visto também pelos resultados in
vitro, apesar de o (+)-metamidofés apresentar maior possibilidade de gerar a NRIOP
do que o outro enantibmero do metamidofés, o TOCP, usado como controle positivo
(nos estudos in vitro foi usado o mipafox), mostrou maior forca de inducdo da NRIOP
do que o (+)-metamidofés. Os protocolos para reacédo de envelhecimento ndo foram
realizados neste trabalho, mas para o TOCP (e para o mipafox) se sabe que a taxa
de envelhecimento sempre esta muito préxima da taxa de inibicdo da ESNp de
galinhas (NOSTRANDT e EHRICH, 1992). Por outro lado, Kellner et al. (2000)
publicaram gque a taxa de envelhecimento do isémero (+)-metamidofés foi de 10% do
total da ESNp inibida e para o (-)-metamidofés foi de 14%.

Em relacdo a inibicdo da AChE in vivo, os enantibmeros do metamidofés
apresentaram comportamento semelhante. Os dois enantibmeros e a mistura
racémica do metamidofés causaram mais de 80% de inibicdo da AChE 24 horas
ap6s a dose administrada (Figura 58). Por outro lado, o TOCP s6 causou
aproximadamente 20% de inibicdo da AChE 24 horas ap0s a dose. Estes resultados

da inibicdo in vivo da AChE pelos enantidbmeros do metamidofés dao suporte a idéia
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de que se houvesse inibicdo e envelhecimento de mais de 70% da ESNp ocorreria
uma situacdo que dificilmente as aves sobreviveriam. Como havia ocorrido com a
ESNp, ndo foi notada diferenca significativa na atividade da AChE 21 dias apos a
dose em relagéo ao grupo controle para nenhum dos OPs testados.

Ensaios da atividade da calpaina também foram realizados in vivo. Como a
NRIOP se desenvolve de maneira semelhante a degeneracdo axonal do tipo
Walleriana, € comum a ativacao de calpainas apoés a intoxicacao por OP neuropéatico
(EL-FAWALL et al., 1990; CHOUDHARY e GILL, 2001; EMERICK et al., 2010). Nao
foi diferente com os resultados apresentados pela Figura 59, em que foi constatada
ativacdo da calpaina de 40% 24 horas e de quase 20% 21 dias apds a dose de
TOCP. No entanto, nenhum dos enantibmeros do metamidofés foi capaz de
promover ativacdo da calpaina com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle 24 horas apo6s a dose. Corroborando os resultados obtidos com esterases,
em que o (+)-metamidofds apresentou certo potencial para inducdo da NRIOP em
galinhas, foi notada 11% de elevacdo da atividade desta protease 21 dias apoés a
dose de 50 mg/kg de (+)-metamidofos.

AlteracBes neuropatologicas causadas pelo TOCP em galinhas foram
primeiramente descritas por Cavanagh (1954). Pelo conhecimento desta
degeneracdo na época se trabalhava com 2 hipéteses: (1) a origem das lesdes seria
na bainha de mielina (mielinopatia) ou (2) as lesdes primarias ocorriam no axonio
(axonopatias tipo Walleriana) e isso causava a perda da bainha de mielina. Mais
tarde, com outros achados histopatolégicos e bioquimicos ficou estabelecido como
axonopatia (JORTNER, 2000). Lesdes no trato espino-cerebelar foram encontradas

acima da C7 e foram caracterizadas por fibras inchadas em forma de baldes,

151



reducdo significativa da bainha de mielina e axoplasma com aspecto granular
(CAVANAGH, 1954).

No presente trabalho também ocorreram estas lesdes no trato espino-
cerebelar e fasciculo gracil na porcao cervical, trato pontino-espinhal medial (porgéo
lombar) da medula espinhal do grupo que recebeu apenas 500 mg/kg de TOCP
(Figura 62). Estes tratos da medula espinhal sdo mais afetados por este tipo de
neuropatia, pois se trata de axonopatia distal e o trato espino-cerebelar tem sua
origem na porcéo lombo-sacral e se estende até o cerebelo (o préprio nome do trato
€ explicativo). Ou seja, a por¢cdo mais distal se encontra préoximo das vértebras C1-
C3. Esta regra também vale para o trato pontino-espinhal medial, ou seja, origem na
ponte e porcao distal proximo a regido lombo-sacral. Além disso, na porcao distal do
nervo ciatico também foi visualizado estes mesmos tipos de lesbes tanto no corte
transversal como no corte longitudinal (Figura 61). Estas lesfes nado foram
visualizadas nos grupos tratados com (+/-)- e (-)-metamidofés. No grupo tratado com
(+)-metamidofos (Figura 63) foram visualizadas poucas lesfes isoladas na medula
espinhal com caracteristicas da axonopatia do tipo Walleriana. Estes achados
neuropatolégicos corroboram os resultados bioquimicos que confirmaram o forte
potencial de inducdo da NRIOP do TOCP e um certo potencial de inducdo do (+)-
metamidofés mesmo em uma dose 10 vezes menor do que a de TOCP.

Este tipo de coloracdo utilizada na confeccdo dos cortes ndo é possivel
visualizar estas lesGes no cérebro, uma vez que existem mais corpos celulares do
gue axbnios. Seria necessario utilizar coloracbes especiais como impregnacao pela
prata (TANAKA e BURSIAN, 1989). De fato, a coloracdo por H&E n&o é a mais

apropriada para visualizacdo de axbénio e de bainha de mielina. Para este tipo de
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tecido, seriam mais indicados corantes que apresentem maior afinidade para corar
gorduras, como a toluidina e safranina (JORTNER, 2000; 2011).

Para a avaliacdo dos sinais de neurotoxicidade foi utilizada a escala descrita
por Oliveira, et al. (2002) que é usada desde entdo por nosso grupo de trabalho.
Segundo protocolos da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD 418, 1995; OECD 419, 1995) para avaliar a neurotoxicidade retardada de
organofosforados é necessario que haja observacdo do comportamento motor das
galinhas por 21 ou 28 dias. O tempo escolhido para avaliacéo foi por 21 dias, pois de
acordo com Ehrich et al. (1993) as maiores alteracfes histopatolégicas sao vistas
por volta de trés semanas apos a dose. Assim, as aves foram avaliadas durante um
periodo de 21 dias e classificadas huma escala de zero a quatro, de acordo com a
severidade da ataxia. A soma dos escores obtida com as trés aves do grupo controle
positivo foi de 08, o que é significativamente diferente do escore zero (Tabela 39).
Como havia ocorrido com o0s parametros anteriores, somente 0 grupo controle
positivo (TOCP 500 mg/kg) apresentou significancia em relacdo ao grupo controle.
Nenhum dos outros grupos apresentou sinais de ataxia com diferenca significativa
em relacdo ao escore zero. Apenas duas aves do grupo que recebeu TOCP +
tratamento e duas aves do grupo que recebeu (+)-metamidofds apresentaram leves
sinais de ataxia, mas sem diferenca significante em relacdo ao grupo controle.

No processo de degeneracdo axonal causada por OPs neuropaticos tem sido
constatado que apds a inibicdo e envelhecimento da ESNp ha um desequilibrio na
homeostasia do calcio que desencadeia a ativacdo de proteases responsaveis pela
protedlise do citoesqueleto (LOPACHIN e LEHNING, 1997). Com o objetivo de
impedir este desequilibrio do céalcio foi testado o tratamento baseado,

principalmente, na estratégia desenvolvida por Emerick et al. (2010). A diferenca é
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gue no presente trabalho foram administradas duas doses de nimodipino com
intervalo de 24 horas entre cada dose. Como ja era esperado e pode ser observado
nas Figuras 57 e 58, a administracdo do nimodipino e do gliconato de calcio nao
influenciaram na atividade da ESNp e da AChE. Em contrapartida, esta estratégia de
tratamento foi capaz de impedir a ativacdo da calpaina (Figura 59), o surgimento das
lesdes histopatoldgicas (Figura 64) e o desenvolvimento dos graves sinais de ataxia
ilustrados pela Figura 65. Emerick et al. (2010) conseguiram provar a reducao dos
graves sinais de ataxia causados pelo TOCP com uma dose de nimodipino e uma
dose de gliconato de calcio. No entanto, os autores nao realizaram avaliacéo
histopatologica e as duas doses de nimodipino intercaladas por uma dose de
gliconato de calcio evitou o surgimento das lesGes caracteristicas da degeneracéo
do tipo Walleriana.

Finalmente, € possivel concluir e ter uma idéia sobre a avaliacdo da
neurotoxicidade de enantibmeros de praguicidas OPs. Neste trabalho se utilizou o
metamidofés, mas outros OPs que apresentem centro quiral podem ser avaliados. A
maioria destes compostos esta disponivel no mercado na forma de racemato, mas a
toxicidade € enantiosseletiva e para se obter sucesso na caracterizacédo dos efeitos
dos enantidmeros isolados é preciso iniciar com o desenvolvimento de um método
de obtencéo dos isbmeros. A CLAE é a técnica mais comum, mas outros autores ja
utilizaram a sintese assimétrica (MIYAZAKI et al., 1988; KELLNER et al., 2000). A
grande limitacdo neste processo de avaliacdo é o rendimento de obtencdo dos
enantiomeros. Lotti et al. (1995) usaram doses de 25 mg/kg para o (+)-metamidofos
e de 120 mg/kg para o (-)-metamidofds. Johnson et al. (1991) indicaram que 200
mg/kg (8 x DLso) de (+)-metamidofos seria neuropético para galinhas, mas 200

mg/kg de (-)-metamidofés ndo seria. Executamos testes iniciais com 80 mg/kg de
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mistura racémica associada a terapia profilatica com atropina e 0s animais nao
sobreviviam até o terceiro dia apds a dose. Analisando a inibicdo da AChE (> 80%)
provocada por 50 mg/kg ndo seria facil manter estes animais vivos por 21 dias com
doses tdo altas (200 mg/kg). Pelo rendimento obtido com o método de CLAE
desenvolvido por Emerick et al. (2012a) (APENDICE C) n&do seria possivel testar
doses elevadas e € neste contexto que entra 0 método de avaliacdo in vitro
(EMERICK et al., 2012b) (APENDICE D) que auxilia na triagem de compostos
neuropaticos e pode dar o rumo certo na avaliacdo. De qualquer maneira, foi
possivel identificar diferencas na neurotoxicidade dos enantibmeros do metamidofés,
mas a diferenca entre a inducdo da NRIOP na espécie humana (MCCONNELL et al.,
1999) e a ndo inducdo na galinha pelo (+/-)-metamidofés € algo que ainda intriga.
Bertolazzi et al. (1991) sugeriram que esta diferenca esta na alta taxa de reativacao
espontanea da AChE humana, juntamente com outros fatores, incluindo tratamento
(como a ventilacdo artificial, que esta disponivel sé para o homem). Por outro lado,
existem diferencas metabdlicas entre o homem e a galinha que podem exercer papel
nesta diferenca de comportamento de inducdo da NRIOP e isso pode ser uma

préxima etapa para o grupo de pesquisa em questao realizar.
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9. CONCLUSOES

- O método semipreparativo de separacédo por CLAE desenvolvido apresentou boa
resolucdo entre os enantibmeros do metamidofds, com baixo tempo de retencao,
elevado grau de pureza quiral e boa recuperacdo quando se utlizou a fase
estacionaria do tipo tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose, com emprego de fase

mdével composta por hexano:2-propanol (90:10 v/v).

- Pode-se dizer também que foram constatadas diferencas significativas entre as
ICso das trés isoformas do metamidofos em relagcédo as taxas de inibicao in vitro das
enzimas BChE, AChE e ESNp. A forma (+)-metamidofés apresentou ICsy cerca de 6
vezes menor do que a forma (-)-metamidofés para a ESNp linfocitaria de galinhas e
cerca de 4 vezes menor para a ESNp linfocitaria humana. Por outro lado, a forma (-)-
metamidofés apresentou ICso cerca de 11 vezes menor do que a forma (+)-
metamidofés para a AChE em cérebro de galinhas e cerca de 8 vezes menor para a

AChE eritrocitaria humana.

- Também foram constatadas diferencas significativas entre os resultados de inibicé&o
analisados entre as duas espécies. O metamidofos (todas as formas isoméricas) se
mostrou mais toxico para a espécie humana do que para as aves, pois todas as ICsg
obtidas em amostras humanas foram menores do que aquelas obtidas em amostras
de galinhas. Levando-se em conta somente os resultados in vitro da razao ICsg
ESNp/ICso AChE e da calpaina pode-se dizer que a forma (+)-metamidofos
apresentou maior possibilidade de induzir a NRIOP tanto no homem quanto na

galinha do que a forma (-)-metamidofos.
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- A analise bioquimica (ESNp, AChE e calpaina), histopatoldgica (medula espinhal e
nervo ciatico) e clinica (sinais de ataxia) da intoxicacdo das formas enantioméricas
do metamidofés em galinhas indicou que o (+)-metamidofés apresentou potencial de
inducdo da NRIOP em galinhas mesmo com a dose de 50 mg/kg. Esta andlise
indicou também que o tratamento com duas doses de nimodipino (com intervalo de
24 horas entre cada dose) e uma dose de gliconato de calcio 30 minutos depois da
primeira dose de nimodipino foram suficientes para impedir a ativagdo das calpainas,
o surgimento de lesdes histopatoldgicas e de sinais clinicos da NRIOP causados
pelo TOCP. Estes resultados déo fortes indicativos de que esta estratégia de
tratamento é eficaz (até 18 horas apds a intoxicacdo) e podera ser considerada

candidata para uso em seres humanos intoxicados por OPs neuropaticos.
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12. APENDICE

APENDICE A - Cronograma de Atividades Desenvolvidas

ATIVIDADES

mar
2009

abr-
jul
2009

ago-
dez
2009

jan-
jun
2010

jul-
dez
2010

Jan-
jun
2011

jul-
dez
2011

jan-
jul
2012

Revisao de Literatura.

X

X

X

X

Elaboracgéo do projeto de pesquisa.

X

Integralizacéo dos créditos em disciplinas.

X

Aprovacdo no Comité de FEtica em
Pesquisa da FCF — UNESP.

Adaptacdo e padronizacdo das técnicas
analiticas de CLAE para separacédo
enantiomérica.

Adaptacgéo, padronizacédo e separagdo das
formas enantioméricas do metamidofos
utilizando a técnica de CLAE em escala
preparativa.

Adaptacdo e padronizacdo das técnicas
laboratoriais para ensaios de inibicdo das
colinesterases e da ESNp in vitro.

Adaptacdo e padronizacdo das técnicas
laboratoriais para determinacdo da
atividade da PCD no nervo ciatico de
galinhas.

Administracdo das diferentes formas
enantioméricas do  metamidoféos e
avaliacdo clinica e bioquimica das
galinhas.

Administracdo da forma enantiomérica do
metamidofés que gerar 0s sinais mais
severos de neurotoxicidade e posterior
administracdo do nimodipino e gliconato de
célcio como estratégia de tratamento.

Analise estatistica dos resultados.

Elaboracgéo do relatério parcial.

Exame geral de qualificacéo.

Estagio na “Virginia-Maryland Regional
College of Veterinary Medicine (Laboratory
for Neurotoxicity Studies).

Elaboragéo do relatério final.

Publicacéo dos resultados.

Defesa de tese de doutorado.
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APENDICE B - Questionario aplicado aos voluntarios da pesquisa:
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APENDICE C - Resumo do primeiro artigo publicado com resultados desta tese.

OBSERVACAO: SO serdo colocados nesta tese os resumos dos trabalhos
publicados para evitar replicacdo total do material pertencente a Environmental
Toxicology and Chemistry e Toxicology. Para visualizagdo completa dos trabalhos,

os leitores deverao possuir livre acesso ao material das respectivas revistas.
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APENDICE D - Resumo do segundo artigo publicado com resultados desta tese.

OBSERVACAO: Além desses dois artigos ja publicados com resultados desta tese,
mais 2 artigos estdo em processo de submissdo e de redacdo e seguem as

referéncias:

Artigo Submetido:

1. EMERICK, G.L.; DeOliveira, G.H.; EHRICH, M. Two main mechanisms of
intervention of organophosphorus-induced delayed neuropathy. Chemico-Biological
Interactions, 2012. JCR: 2,832.

Artigo em redacéo:

2. EMERICK, G.L.; Ehrich, M.; JORTNER, B.S.; OLIVEIRA, R.V.; DeOliveira, G.H.
Biochemical, histopathological and clinical evalutation of delayed effects caused by
tocp and methamidophos enantiomers in hens: ameliorative effects using the control
of calcium homeostasis. 2012.
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12. ANEXOS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Animais

awépv UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA f‘ H
u n es QULIO DE MESQUITA FILHO™ !Ul
Cédmpus de Araraquara ———

Protocalo CEP/FCF/CAr n® 12/2009

Interessado: Guilherme Luz Emerick

Orientador:  Prof. Dr. Georgino Honarata de Oliveira

Projeto: Avaliacao de Neurotoxicidade de formas de formas enantioméricas
de praguicidas organofosforados:um estudo comparaliva em
células humanas e de galinhas

Parecer n° 24/2009 — Comlté de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considercu o
protocoio para uso de animais na pesquisa “Avaliacio de Neurotoxicidade de
formas de formas enantioméricas de praguicidas organcfosforados: um estudo
comparativo em células humanas e de galinhas”, estruturade dentro dos
principios éticos na experimentagdc animal do Colégio Brasileiro de
Experimeméq:aa Animal ~ COBEA, manifestando-se FAVORAVEL & sua
execucao,

O relatério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés
fothas (espage 1,5 e letra 12) devera ser entregue em janeiro de 2012,

Araraquara, 27 de junho de 2009.

f.f//f‘ - —Jgff/.fxy(ﬁ

Coordenadora do CEP

170



ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , RG
Estado Civil . Idade anos, Residente a (rua/av) , n°
Bairro , Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1.

10.

O trabalho tem por finalidade estabelecer um protocolo para avaliacdo da toxicidade de agrotéxicos que sdo muito

utilizados em todo o Brasil.

Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para que um diagndstico preciso possa ser dado pela equipe de

saude sempre que houver um quadro tipico de intoxicagdes por agrotoxicos.

Doarei para a realizacio dessa pesquisa, o seguinte material biologico: ndo mais do que 10 mililitros de sangue que

serdo utilizados exclusivamente para essa pesquisa, nio podendo ser reutilizado em pesquisa posterior:

A minha participacio como voluntdrio se restringird 4 doagio de sangue para o banco de sangue da Faculdade de

Ciéncias Farmac@ulicas de Araraquara-SP - FCFAR — UNESP e se encerra apds a doaciio do material bioldgico;

Ao participar desta pesquisa, estarei tendo o desconforto normal de todo doador de sangue do presente banco de

sangue, e o laboratério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-SP - FCFAR — UNESP toma todos

os cuidados cabiveis para evitar qualquer risco ao doador;

Nio hi necessidade de retorno do doador para uma coleta posterior;

Nio terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

Os procedimentos aos quais serei submetido ndo provocardo danos fisicos ou financeiros e por isso ndo haverd a

necessidade de ser indenizado por parte da equipe responsdvel por esse trabalho ou da Instituicio (FCF/UNESP);

Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar, deverei ser informado

sobre os resultados dessa pesquisa;

Estou ciente de que o material a ser doado serd utilizado exclusivamente nesta pesquisa, nio podendo ser

armazenado para uso posterior sem o meu consentimento;

. Poderei me recusar a participar ou mesmo relirar meu consentimento a qualgquer momento da realizacio dessa
pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizacio;

. Qualquer divida ou solicitacdo de esclarecimentos poderei entrar em contato com a equipe cientifica pelo telefone

(16) 3301-6989 com Guilherme Luz Emerick, pesquisador responsavel pelo estudo;

Para notificacdo de qualquer situaciio, relacionada com a ética, que ndo puder ser resolvida pelos pesquisadores

deverei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias FarmacGuticas do Campus

de Araraquara da UNESP, pelo telefone (16) 3301-6897,

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntdria (o), do  estudo "AVALIACAO DE
NEUROTOXICIDADE DE FORMAS ENANTIOMERICAS DE PRAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS: UM
ESTUDO COMPARATIVO EM CELULAS HUMANAS E DE GALINHAS”.

Araraquara, ............. Lo Y SR

Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador
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ANEXO C - Termo de Doacédo de Material Biol6gico

Termo de doacao de material biologico

B, e e ,

RG o, , Brasileiro, maior e responsavel, estado civil
............................. B 1o 15T Y= Vo J SRS
(=i le = AL (IR R (AU =T2=\T 0 TR ,
CIAATE et , Sao Paulo, no pleno gozo

de minhas faculdades mentais e de minha livre e espontanea vontade autorizo
ao funcionario do banco de sangue da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara-SP - FCFAR — UNESP, a retirar nao mais do que 10 mililitros de
meu sangue, a qual serdo doados e utilizados na pesquisa “AVALIACAO DE
NEUROTOXICIDADE DE FORMAS ENANTIOMERICAS DE PRAGUICIDAS
ORGANOFOSFORADOS: UM ESTUDO COMPARATIVO EM CELULAS
HUMANAS E DE GALINHAS”, sob a responsabilidade do pesquisador

Guilherme Luz Emerick.

Araraquara, ............ Joveiiiiin, fooiaainn

Assinatura do voluntario

Obs: procedente do voluntario da pesquisa (no caso de
6bito do voluntario o termo de doacédo devera ser
assinado pelos familiares).
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ANEXO D - Parecer do CEP para Humanos:
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ANEXO E - Assentamento escolar com os respectivos créditos realizados.
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