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A alegria esta na luta, na
tentativa, no sofrimento
envolvido. Nao na vitéria

propriamente dita.
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RESUMO

O pesticida organofosforado (OF) Malation € um composto utilizado como inseticida
em areas urbanas e rurais. Sabe-se que a toxicidade dos OFs € atribuida a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE), causando neurotoxicidade tanto em humanos quanto em
animais. Além da inibicdo da AChE, a toxicidade dos OFs esta também relacionada com as
propriedades pro-oxidantes desses compostos. Um dos objetivos deste trabalho foi
investigar a contribuicdo exclusiva da exposi¢do ao malation através do leite materno sobre
a atividade da AChE, bem como sobre parametros bioquimicos relacionados ao estresse
oxidativo (niveis de glutationa, peroxidacédo de lipideos e atividade das enzimas glutationa
peroxidase e glutationa redutase), no encéfalo de camundongos (genitoras e prole). As
genitoras foram expostas ao malation através de inje¢fes diarias e subcutaneas nas doses
de 20, 60 e 200 mg/kg do peso corporal, durante o periodo lactacional (1° ao 21° dia poés-
natal). Apés a ultima injecdo, dois animais de cada prole e suas respectivas genitoras foram
sacrificados por decapitacdo. Removeu-se o0 encéfalo para a analise das variaveis
bioguimicas. Os resultados mostraram que a exposi¢ao lactacional ao malation causou um
alto efeito inibitério na atividade do AChE no cérebro da prole, mesmo quando as maes
foram expostas a menor dose do malation (20 mg/kg). A atividade da AChE cerebral
também foi inibida nas méaes; entretanto, somente na dose mais elevada do composto (200
mg/kg). Nenhuma mudanga foi observada nos parametros bioquimicos relacionados ao
estresse oxidativo, tanto nas maes quanto nas proles. Esta fase do estudo mostra que a
exposicao (via lactacdo) de camundongos neonatos ao malation inibe a atividade da AChE
no cérebro da prole. Este dado, somado ao fato de que os pesticidas OF sdo excretados no
leite materno, torna relevante a exposi¢do lactacional a estes xenobidticos em termos de
interesses a saude humana.

Sabe-se que o tratamento antidoto para a intoxicacdo por malation, que € baseado na
combinagcdo de atropina e um reativador da enzima acetilcolinesterase (principalmente a
pralidoxima), ndo é suficientemente eficaz. Desta forma, o outro objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial efeito benéfico de duas oximas inéditas (K027 e K048) na reversdo do

efeito inibitério na atividade da AChE e na eliminacdo do estresse oxidativo em cértex pré-
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frontal de camundongos expostos ao malation. Para este propoésito, utilizaram-se
camundongos adultos. O malation foi administrado subcutaneamente na dose de 1 g/kg. As
oximas inéditas K027 e K048 (1/4 da LDsp, dissolvidas em salina, i.p) foram administradas
imediatamente apds o malation e o sulfato de atropina (20 mg/kg, dissolvido em salina i.p). A
atividade da AChE e os parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo (niveis
glutationa, atividade da glutationa peroxidase e redutase, e peroxidacdo lipidica) foram
avaliados no cortex pré-frontal destes camundongos em dois tempos diferentes (3 e 24
horas ap6s a exposicdo). Os resultados do experimento mostraram que atividade da AChE
cérebro-cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida (em torno de 55 %)
em 3 horas e se manteve inibida até 24 horas ap0s a exposi¢cdo ao malation. Nem a atropina
nem as oximas foram capazes de eliminar a inibicdo da AChE cortical provocada pelo
malation em 3 horas ap0s o tratamento. A oxima K027 (em combinagcdo com a atropina)
impediu completamente a ocorréncia de efeito inibitdrio do malation na atividade da AChE
no cortex pré-frontal em 24 horas apds o envenenamento. A oxima K048 (em combinacéo
com a atropina) diminuiu significativamente, mas ndo completamente, o efeito inibitorio do
malation na atividade da AChE no cortex pré-frontal em 24 horas ap0s envenenamento. A
exposicdo aguda ao OF malation causou um aumento significativo na peroxidacdo de
lipideos no cortex pré-frontal dos animais. O aumento da peroxidacéo lipidica foi observado
somente em 24 h apdés a administragdo do malation. A oxima K027 foi capaz de diminuir
notavelmente a peroxidacéo lipidica no cortex pré-frontal de camundongos adultos em 24 h
apos intoxicacdo com malation. Estes resultados demonstraram que as oximas inéditas
K027 e K048 foram capazes de reativar a enzima AChE no cortex pré-frontal de
camundongos expostos ao malation. Além disso, o efeito benéfico da oxima K027 sobre a
peroxidagéo lipidica induzida pelo malation em 24 horas sugere uma possivel ligagédo entre a
super-estimulacdo do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no cortex pré-frontal de
camundongos apos a exposicdo ao malation. Tendo em vista que os tratamentos
disponiveis (baseados em oximas) para intoxicacbes por malation parecem ser pouco
eficazes, os dados do presente estudo sdo muito importantes porque apontam para as
oximas assimétricas da série K como antidotos promissores para 0s casos de intoxicacao

por este pesticida.
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ABSTRACT

The organophosphate pesticide (OP) Malathion is a compound used as
insecticide in urban and agriculture areas. It is known that the toxicity of the OF is
attributed to inhibition of the enzyme acetilcolinesterase (AChE), inducing neurotoxicity
in both animals and humans. In addition to the inhibition of AChE activity, OP-induced
toxicity is also related to the pro-oxidative properties of these compounds. One of the
objectives of this study was to investigate the exclusive contribution of malathion
exposure through maternal milk in the activity of acetylcholinesterase (AChE), as well
as on biochemical parameters related to the oxidative stress (glutathione levels, lipid
peroxidation and glutathione reductase and glutathione peroxidase activities) in the
mice brain (dams and pups). The mothers were exposed to malathion through daily
subcutaneous injections in the doses of 20, 60 and 200 mg/kg of the body weight,
during the lactational period (1° st to 21° st postnatal day). After the last injection, two
animals of each offspring and its respective mothers were killed by decapitation. And
brain removed for the biochemical analyses. The results showed that the lactacional
exposure to malathion caused a high inhibitory effect in the activity of AChE in the brain
of the offspring, even when mothers were exposed to the lowest malation dose (20
mg/kg). Brain AChE activity was also inhibited in the mothers; however, only at the
highest malathion dose (200 mg/kg). No changes were observed in the biochemical
parameters related to the oxidative stress for both dams and pups brains. This part of
the study shows that the exposure of neonatal mice to malathion via lactation inhibits
the activity of brain AChE in the offspring. These data, added to the fact that OP
pesticides are excreted in human milk, makes relevant the lactational exposure to these
xenobiotics in terms of human health concerns.

It is well known that the antidote treatment for malathion poisoning, which is
based on the combination of atropine sulfate and reactivators of the enzyme AChE
(mainly pralidoxime), is not completely effective. In this regard, another objective of this
work was to evaluate the potential beneficial effect of two inedit oximes (K027 and
K048) in the reversion of the inhibitory effect in AChE and in the elimination of oxidative

stress in the prefrontal cortex of adult mice exposed to malathion. Malathion was
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administered subcutaneously at a dose of 1 g/kg. Oximes K027 and K048 (1/4 of the
LDsp, dissolved in saline, i.p) were administered immediately after malathion and
atropine sulfate (20 mg/kg, dissolved in saline, i.p.). AChE activity and biochemical
parameters related to oxidative stress (glutathione levels, glutathione peroxidase and
glutathione reductase activities, and lipid peroxidation) were evaluated in mouse
prefrontal cortex at two different timepoints (3 or 24 h after malathion poisoning). The
results of the experiment showed that malathion markedly inhibited cortical
acetylcholinesterase activity (around 55 %) at 3 h after malathion challenge and such
inhibition was maintained until 24 h after poisoning. Nor the atropine nor the oximes
were able to eliminate malathion-induced cortical acetylcholinesterase inhibition at 3 h
after poisoning. The oxime K027 (in combination with atropine) completely eliminated
the inhibitory effect of malathion in cortical AChE activity at 24 h after malathion
administration. The oxime K048 (in combination with atropine) significantly decreased
malathion-induced AChE inhibition at 24 h after poisoning, but not completely. The
acute exposure to the OP malathion markedly increased lipid peroxidation in the
prefrontal cortex of adult mice. Such phenomenon was observed only at 24 h after
malathion administration. The oxime K027 was able to significantly decrease malathion-
induced lipid peroxidation in the prefrontal cortex of adult mice in 24 h after malathion
eposure. These results demonstrate that the oximes K027 and K048 are able to
reactivate malathion-inhibited AChE in the mouse prefrontal cortex after acute
malathion exposure. Moreover, the protective effect of the oxime K027 on malathion-
induced lipid peroxidation at 24 h after poisoning suggests a potential link between the
hyperstimulation of the cholinergic system and oxidative stress in the mouse prefrontal
cortex after malathion exposure. Because the available oxime-based treatment against
malathion poisoning appear to be ineffective, the present data are very important
because in they rendering asymmetric bispyridinium oximes of the K-series as

promising antidotes for malathion poisoning.
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1. INTRODUCAO

Agrotoxicos

Dentre os argumentos utilizados por aqueles que estimulam o uso de defensivos
agricolas, destacam-se o crescimento da populagdo mundial e a consequente necessidade
de aumento da producdo para suprir a demanda alimentar, servindo de pretexto para
justificar o incentivo a esta pratica. Entretanto, quando se constata o desperdicio nas
centrais de abastecimento, bem como a poluicdo ambiental e o risco potencial a saude
humana, conclui-se que interesses financeiros vém sendo colocados a frente da saude da
populacdo mundial. Neste contexto, intoxicagdes por inseticidas tém se tornado um
problema de saude publica em nossa sociedade (Abdollahi et al., 2004a; Assini, 2005).

O termo “agrotdxico” é definido pela Lei Federal n°. 7 802, regulamentada pelo
Decreto n°. 98 816, no seu artigo 2, inciso | da seguinte forma:

a) produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso
nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais. Produtos cuja finalidade
seja alterar a composigao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agcdo danosa
de seres vivos considerados nocivos;

b) as substdncias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento.

Estas substédncias podem ser classificadas quanto a praga que combatem em:
herbicida, fungicidas, raticidas, nematicidas, inseticidas, acaricidas e molusquicidas
(OMS, 1996).

O emprego de produtos quimicos inorganicos para o controle de pragas remonta as
civilizagdes mais antigas. O uso do arsénio e o cobre como inseticidas foi recomendado
pelos chineses no século XVI. No século seguinte, a nicotina e o crisantemo foram os
primeiros inseticidas de origem natural a serem utilizados (Cremlyn, 1991; Rusyniak e
Nanagas, 2004).

Quanto aos pesticidas organofosforados, em 1936, o quimico Alemao Gerhard
Schrader sintetizou uma série de compostos organofosforados (OFs) com uso potencial

como inseticidas. Schrader conduziu trabalhos que levaram a descoberta dos “agentes



nervosos”, especialmente o sarin, tabun e soman, os quais foram, posteriormente,
aplicados como agentes quimicos em ataques terroristas na Guerra Militar (Kuca et al.,
2005; Kassa e Kunesova, 2006; Khurana e Prabhakar, 2000; Rusyniak e Nafagas,
2004).

Zanin e colaboradores (1992) sugerem que o primeiro agrotéxico utilizado no Brasil
tenha sido o hexaclorocicloexano (BHC), classificado como composto organoclorado. A
expansao de seu uso ocorreu na década de 60, acompanhando o processo de
modificagdo da estrutura agraria, com a penetracédo do capitalismo no campo através da
introducdo de maquinas e insumos agricolas. Nos anos 70, com a implantagdo dos
Planos Nacionais de Desenvolvimento Agricola e de Fertilizante e Calcario, o Banco do
Brasil concedia financiamentos agricolas com 15% do crédito atrelado a “aplicagcéo de
tecnologia moderna”, dando inicio a um novo modelo agricola baseado no uso intensivo
de agrotoxicos e na total dependéncia tecnolégica de multinacionais fornecedoras de
insumos e sementes (Zanin et al., 1992).

As consequéncias do uso estimulado de agrotdxicos refletem-se nos indices de
intoxicagdes induzidas por estas substancias, seja ho campo ou em areas urbanas. No
Brasil, segundo estatisticas do Sistema Nacional de Informagdes Toxico -
Farmacoldgicas (SINITOX/FIOCRUZ), no ano de 2003, foram registrados
aproximadamente 8.500 casos de intoxicagdo por agrotoxicos de uso rural e doméstico.
Na regiao Sul estdo 24% destes casos, no referido ano.

Em um estudo detalhado da realidade das intoxicagbes humanas por agrotdéxicos em
Santa Catarina, no ano de 2006, o Centro de Informacdes Toxicolégicas (CIT) atendeu
944 pessoas com diagndstico de intoxicagdo por agrotoxicos. Os inseticidas foram a
classe de uso majoritariamente implicada nas intoxicagcbes, e os compostos OFs,
especialmente o Malation, esteve envolvido como o principal contaminante em casos de
intoxicagbes humanas no Estado. Em 18% dos casos, a intoxicagado foi devido a

exposig¢ao ocupacional e cerca de 34 % dos casos foram por tentativas de suicidios.
1.2. Compostos Organofosforados (OFs)
Os pesticidas sdo amplamente utilizados tanto no ambito agropecuario (aumento da

producdo de alimentos, erradicacdo de insetos, controle de vetores de doencas,

horticultura e na medicina veterinaria para o tratamento de ectoparasitas) quanto urbano



(programas de saude publica). Os pesticidas mais utilizados na agricultura séo os
compostos organofosforados (OFs), os quais s&o grupos de compostos quimicos
derivados do acido fosférico e tiofosférico, que sido aplicados como inseticidas. A
estrutura geral dos compostos OFs esta representada abaixo (Abdollahi, 2004b;
Brocardo, 2004; Costa, 2006; de Silva, 2006).
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Figura 1: Estrutura geral dos compostos organofosforados. O atomo de fésforo (P) pode estar ligado
através de uma dupla ligagdo com o oxigénio (O) ou com o enxofre (S).

R; e Ry representam grupos alcoxil. X= grupo substituivel. Adaptado de Costa, 2006

O uso generalizado desses compostos tem causado poluigdo ambiental bem como
risco potencial a saude, incluindo casos crénicos e agudos de intoxicacdes, tanto em
animais quanto humanos (Abdollahi, 2004b). Além disso, alguns dados revelam que os
mesmos podem ser utilizados em tentativas de suicidio (Costa, 2006; Maroni et al.,
2000), corroborando com as estatisticas do estado de Santa Catarina.

Como exemplo de compostos OFs estdo: o malation, o paration, o diazinon, o fention,
o diclorvos, o clorpirifos, o ecotiofato, o isoflurofato, o triclorfon, os quais podem ser
facilmente encontrados em estabelecimentos comerciais de produtos agropecuarios
(Maroni et al., 2000; Kushik e Chandrabhan, 2003; Petroianu et al, 2006).

A exposicao aos OFs geralmente ocorre em pessoas que estdo em contato com tais
produtos quimicos em consequéncia de sua ocupacao, no habito de comer durante o
trabalho, no preparo do produto, ou individuos que residem proximo aos locais de
armazenamento desses produtos. No entanto, a populagdo em geral se expde através
da propagagcdo dos produtos quimicos no ambiente pelo consumo de alimentos
contaminados, além das intoxicagbes intencionais (homicidio e suicidios) (de Silva,
2006).



Estes compostos s&o absorvidos pelo organismo humano por via dérmica,
respiratoria e digestiva. A absorgdo por via oral assume importancia nas intoxicagdes
digestivas, principalmente em criangas em casos acidentais, e em adultos através do
consumo de alimentos contaminados (Cavalieri et al., 1996; Larini, 1996; Maroni et al.,
2000; Kushik e Chandrabhan, 2003; Aluigi et al., 2005; Rusyniak e Nafnagas, 2004).

Por via respiratéria, pode haver absor¢cdo durante a elaboracdo das formulagdes
comerciais, nos individuos que aplicam estes compostos sob a forma de pulverizagao
sem tomar as medidas de protecdo tendo em vista o desconhecimento em relacdo ao
poder téxico dos defensivos agricolas por parte dos agricultores (Carvalho e Ribeiro,
2001).

ApoOs absorvidos, os OFs interagem quimicamente e inibem a fungdo de,
principalmente, dois tipos de proteinas (enzimas da classe das acetilcolinesterases -
AChEs):

a) acetilcolinesterase especifica, verdadeira ou acetilcolinesterase, (AChE)
encontrada principalmente nas sinapses do SNC, periférico parassimpatico e jungéo
neuromuscular;

b) butirilcolinesterase, pseudocolinesterase ou acetilcolinesterase inespecifica
(BChE), encontrada no plasma, no intestino e, em menor concentragcdo, em outros
tecidos. A AChE esta também presente nos eritrocitos (Carvalho e Ribeiro, 2001; Kushik
e Chandrabhan, 2003; Costa et al., 2004).

Os OFs podem sofrer metabolismo, principalmente a nivel hepatico, podendo resultar
em metabdlitos toéxicos (inibidores de enzimas colinesterases). Nesse sentido, Costa
(2006) explica as principais vias metabolicas envolvidas na biotransformacédo dos
compostos OFs. Em compostos que possuem, na sua estrutura quimica, uma dupla
ligacdo entre os atomos de enxofre e fésforo (P=S), é necessario que ocorra uma
bioativagdo metabdlica para que sua atividade bioldgica (inibicdo de enzimas
colinesterases) seja manifestada. Em contraste, os compostos OFs que possuem P=0
em sua estrutura quimica sao inibidores efetivos da enzima AChE, sendo desnecessario
um processo metabdlico para que exer¢cam sua acgao biolégica. Essa bioativagao
consiste em uma desulfuragdo oxidativa realizada por enzimas Citocromo P 450
(principalmente no figado), resultando na formagéo de um “oxon”.

Costa (2006) cita outra importante classe de enzimas chamadas fosfotriesterase

(também conhecidas como A-esterases) que desempenham suas atividades cataliticas



hidrolisando os compostos OFs, desempenhando um importante papel na sua
detoxificagdo. Uma representante desta classe € a enzima Paraoxonase (PON 1), que
possui a capacidade de hidrolisar os compostos oxons dos OFs. A baixa atividade desta
enzima, que ocorre principalmente em criangcas com menos de 2 anos, € um fator que
aumenta a toxicidade de certos compostos oxons dos OFs (Furlong et al., 2005).

Outras reagdes de hidrdlises, porém nao-cataliticas, também ocorrem quando
compostos OFs fosforilam residuos de serina das esterases, classificadas como B-
esterases, as quais sao inibidas durante uma exposicdo aos compostos OFs. As
carboxilesterases, butirilcolinesterases e acetilcolinesterases sdo exemplos de B-
esterases. Em particular, a carboxilesterase também efetua uma hidrdlise catalitica no
composto OF malation, o que o torna menos téxico aos mamiferos. Os OFs ndo s&o
acumulados no organismo humano, sendo faciimente degradados e excretados,

principalmente através da urina, quase sempre nas primeiras 24 horas (Costa, 2006).

1.2.1. Toxicidade dos OFs

Existe um consenso na literatura sustentando a hipotese de que a acao téxica dos
compostos OFs esta relacionada a inibicdo de numerosas enzimas, porém, as esterases
parecem ser as mais importantes clinicamente. A inibicdo da acetilcolinesterase (AChE),
através do processo de fosforilagdo do grupo hidroxila do residuo de serina da enzima,
leva a inativagdo da mesma. Com isso, a hidrolise da acetilcolina (Ach) sera
comprometida, levando ao acumulo deste neurotransmissor nas sinapses do sistema
nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). Desta forma, havera uma
hiperestimulacdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos (receptores colinérgicos)
desencadeando uma variedade de sinais e sintomas que caracterizardo a “sindrome
colinérgica” (Rusyniak e Nafiagas, 2004; Slotkin, 2004; Ankarberg, 2004; Roberts e
Aaron, 2007; Chanda e Pope, 1995; Calic et al., 2006; Abou- Donia et al., 2003;
Brocardo, 2004).

As manifestagdes clinicas mais proeminentes da intoxicagdo por OFs estdo
separadas em categorias que se relacionam aos seus sitios de acao: SNC, SNA e
juncdo neuromuscular, como mostra a Tabela 1 (Abdollahi, 2004b; Rusyniak e Nafagas,
2004).



Receptor Orgéo Efeito clinico

Sistema Nervoso Autdbnomo

Olhos Miose, lacrimacao
boca Salivacao
Muscarinico Pds-Ganglionar | Pulmao Broncorréia, broncoespasmo
(Parassimpatico) Coracao Bradiarritmia
Trato Gastrintestinal Diarréia, emeses, aumento da motilidade
Trato Geniturinario Incontinéncia urinaria
Muscarinico Pés-Ganglionar
(Simpatico) Glandulas Sudoriparas | Diaforeses
Nicotinico Pré-Ganglionar
(Simpatico) Adrenal Aumento das Catecolaminas circulantes
Juncao Neuromuscular
(Nicotinico) Musculo Esquelético Fasciculagodes, paralisia, fraqueza
Sistema Nervoso Central
(Nicotinico e Muscarinico) Encéfalo Convulsbes, coma, depressdo SNC e agitagéo

Tabela 1: Efeitos agudos da exposi¢gao a compostos organofosforados.

Adaptado de Rusyniak e Nafiagas, 2004.

Alguns OFs podem causar um tipo de toxicidade conhecida como Polineuropatia
Tardia induzida por OFs (OPIDP). Esta geralmente é evidenciada 14-28 dias apos o
episoddio agudo do envenenamento a compostos OFs, porém, ndo esta relacionada a
inibicdo da AChE, mas sim a outras esterases nomeadas “esterases neurotdxicas”
(NTE). Tais enzimas agem por mecanismos ainda pouco conhecidos, porém, sabe-se
que a fosforilacdo da enzima NTE é similar a observada da AChE, e que estas tém
uma agao protetora dos nervos longos dos membros inferiores e superiores. Para a
OPIDP ser iniciada, 70 a 80% da NTE tem que estar fosforilada e isso ocorre em
questao de horas apds a intoxicagdao por OFs. No entanto, os sinais clinicos serao
evidentes algumas semanas apds, quando a atividade da enzima ja tenha sido
restabelecida. Os sinais e sintomas da OPIDP incluem tremores nas maos e pés,
seguido de perda sensorial, fraqueza muscular progressiva, paralisia no musculo
esquelético distal dos membros inferiores e superiores e ataxia. Atrofia muscular,
arreflexia e perda ocasional do controle dos esfincteres também podem ocorrer
(Johnson, 1969; Faria et al., 1999).



Estudos epidemiolégicos tém evidenciado que a lesédo primaria na OPIDP é pela
mudang¢a degenerativa (danos nos segmentos neuriticos e na bainha mielinica) em
axbénios e terminais sinapticos, afetando tanto fibras nervosas periféricas quanto
centrais (de Silva et al., 2006; Costa, 2006; Jamal et al., 2002; Lotti, 1992; Ehrich e
Jortner, 2001; Lotti, 2005).

1.2.2. Toxicidade induzida pelos compostos OFs durante o periodo de desenvolvimento

do Sistema Nervoso Central

Embora individuos adultos representem uma classe bastante susceptivel a
exposicao por OFs, principalmente devido ao seu uso em atividades
agropecuarias, alguns estudos apontam para criangas e neonatos como grupos
etarios importantes no que se refere a exposi¢cao a OFs (Curl et al., 2002). Além
disto, salienta-se que o SNC em desenvolvimento € mais susceptivel aos efeitos
neurotoxicos de xenobiodticos, incluindo pesticidas OFs (Costa et al., 2004). Neste
contexto, com o uso de modelos animais, alguns pesquisadores tém observado
que a exposigao gestacional a baixas doses a OFs causa uma redugao na sintese
do DNA e no numero de células cerebrais tanto nos fetos quanto em neonatos.
Tais autores sugeriram que os sistemas nervosos de fetos e de animais jovens
sdo mais susceptiveis a toxicidade induzida por OFs (Chakraborti et al., 1993; De
Silva, 2006).

1.2.3. Tratamento

O cenario hospitalar oferece drogas rotineiras para o tratamento antidoto a
intoxicagao por OFs. Neste sentido, individuos que apresentam uma sintomatologia
caracteristica de sindrome colinérgica sdo submetidos a combinagdo de drogas
anticolinérgicas, tais como o sulfato de atropina, e um reativador da enzima AChE
(geralmente uma molécula da classe das oximas) (Petroianu et al., 2006; Kuca et al.,
2005)

O sulfato de atropina, que apresenta uma configuragdo quimica semelhante a da

acetilcolina, age por um mecanismo de competigdo, inibindo a agdo da acetilcolina

sobre o o6rgao efetor. Esta competicdo ocorre preferencialmente nos receptores



colinérgicos muscarinicos, cuja expressao nao € homogénea em todos os 6rgaos.
Desta forma, a atropina reverte apenas sintomas muscarinicos e deve ser
administrada assim que se suspeitar o diagndstico de intoxicagdo por compostos OFs.
Ja as oximas tém a propriedade de reativar a AChE. Elas reagem diretamente com a
enzima fosforilada, restabelecendo as condi¢gdes do centro ativo por serem doadores
de proton H*, o que contribuira para deslocar o radical fosfato da sua ligagdo com o
centro esterasico da enzima, resultando na restauragao da atividade da mesma. Essas
drogas devem ser administradas apds o sulfato de atropina (Moraes, 1999; Kushik e
Chandrabhan, 2003; Rusyniak e Nafagas, 2004).

1.3. Malation

Dentre os OFs mais utilizados no Brasil, destaca-se o malation (éster dietil
dimetoxifosfinotiol - Figura 2), o qual é utilizado nas areas rurais e urbanas em uma
variedade de situagdes (erradicagdes de insetos, formigas e até piolhos. O malation é
amplamente utilizado devido a sua alta eficacia como inseticida e sua baixa toxicidade
em mamiferos quando comparado a outros OFs. Entretanto, impurezas presentes na
sua formulacdo podem aumentar sua toxicidade (Meinking et al., 2004; Maroni et al.,
2000).

Esse pesticida OF €& conhecido no meio cientifico por apresentar alteragoes
bioquimicas e fisioldgicas nos eritrocitos e linfécitos, além de induzir uma série de
aberragcbes cromossémicas em animais (Giri et al., 2001; Amer et al., 2002; Banerjee et
al., 1999).
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Figura 2: Estrutura quimica do OF malation. Fonte: Buratti et al., 2004.



Estudos com animais e humanos mostram que o malation, apds absorgao, é
oxidado no figado por enzimas do Citocromo P-450 em pequenas quantidades para
malaoxon, o qual € o principal metabdlito responsavel pelos efeitos toxicos observados
(U.S. EPA, 2000; Buratti et al., 2004). O metabolismo do malation também se da
através de uma enzima carboxilesterase hepatica que catalisa a degradacéao rapida do
malation a derivados como o malation acido monocarboxilico (MMC) e malation acido
dicarboxilico (MDC). Essas reagbes competem com a formagdo do malaoxon
(catalisada pelo Citocromo P-450), que por sua vez também pode ser degradado pela

carboxilesterase (Buratti et al., 2004 - Figura 3).
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Figura 3: As vias de bioativagcdo do malation. DMTP, dimetiltiofosfato; DMDTP, dimetilditiofosfato;
MMC, malation acido monocarboxilico; MDC, malation acido dicarboxilico.
Adaptado de Buratti et al., 2004.

A excregdao do malation se da quase que totalmente nas primeiras 24 horas,
predominantemente pela urina (cerca de 84%) e em pequena proporg¢ao pelas fezes
(cerca de 6%) (Carvalho e Ribeiro, 2001).

Os efeitos da intoxicagcdo aguda em populagcbes expostas por malation sao

semelhantes ao descrito pelos compostos OFs, no item 1.2.1.



1.4. Sistema Colinérgico versus Compostos OFs

A acetilcolina € um neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP), e sua transmissdao € mediada por dois tipos distintos de
receptores: muscarinicos (acoplados a proteina G) e nicotinicos (canais ionotropicos). Os
receptores muscarinicos sido localizados no coragdo, células musculares lisas e células
glandulares. Além disso, estdo localizados, juntamente com receptores nicotinicos, em
células ganglionares autbnomas e em neurdnios do SNC (Costa, 2006).

No SNP, a acetilcolina é o principal neurotransmissor dos ganglios autbnomos, fibras
nervosas parasimpaticas pdés-ganglionares e jungao neuromuscular. Possui um papel
fisiologico essencial na estimulacdo da contracdo dos musculos esqueléticos e lisos.
Também regula a secre¢cdo em tecidos glandulares, como o intestino o as parétidas (Slotkin,
2004; Costa, 2006). No SNC, a acetilcolina apresenta inumeras fungdes, estando implicada
no processo cognitivo (atencao, aprendizado e memaria), na motivagado e recompensa, no
processamento de estimulos, além da participagdo no processo de sono e vigilia
(Ankarberg, 2004).

A localizagao anatdmica dos neurdnios colinérgicos e suas proje¢cdes nas estruturas

cerebrais estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4: Anatomia das principais vias colinérgicas no cérebro. Adaptado de Woolf, 1991. Abreviagdes: Itd:
area tegmental laterodorsal; N Acc: nucleus accumbens; PFC: cértex pré-frontal; ptt: nacleo tegmental

pedunculopontino; VTA: drea tegmental ventral.

Apos a liberacdo da acetilcolina na fenda sinaptica ou jungdo neuromuscular e sua agao
em receptores especificos (nicotinicos ou muscarinicos), este neurotransmissor deve ser

removido para permitir a recuperacdo do receptor ou para evitar respostas repetitivas e
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descontroladas apds um unico estimulo. Esta remocéao é feita pela hidrélise do composto,
com formacédo de colina e acido acético, catalisada pela AChE (Figura 5) (Silman &
Sussman, 2005).
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Fenda Receptor nicotinico

sinaptica muscarinico
—

0000000006

Membrana
pos-sinaptica Acetilcolinesterase Proteina G
(AchE) estimulatéria

Figura 5: Representacao esquematica da Acetilcolina em neurdnios colinérgicos.

Estudos recentes vém evidenciando as diferentes fun¢des dos neurdnios colinérgicos
no cérebro. A avaliagdo dessas fungdes, por meio de técnicas eletrofisioldgicas e uso de
toxicantes, permite verificar que a acetilcolina esta implicada em importantes processos
fisiologicos relacionados a cognicdo, motivagdo, sono e vigilia, conforme ja descrito
anteriormente. Neste contexto, um crescente numero de estudos vem mostrando que
colinotoxicantes podem causar disturbios no desenvolvimento do sistema colinérgico, bem
como na fungdo em si, em diferentes areas no cérebro (Ankarberg, 2004).

Tendo em vista que os compostos OFs causam inibicao da enzima AChE, levando a
perda da homeostase colinérgica (Costa et a., 2005), tais compostos OFs podem causar
inumeros disturbios neuroquimicos, neurocomportamentais e neuromorfolégicos. Dentre as
alteracbes provocadas por esses compostos estdo: mudanca na conformacdo dos
receptores colinérgicos e na densidade dos mesmos, citotoxidade, vacuolizagao
citoplasmatica, aumento no espaco intercelular, anormalidades mitGticas, apoptose,
alteracdo em cascatas de sinalizagao celular, diminuicdo no numero de células cerebrais,

nas projegcdes neuriticas, na comunicagdo sinaptica, proliferagdo da célula da glia,
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comprometimento na inervagao colinérgica em diferentes areas cerebrais. Tais
modificacdes podem refletir em desordens neuropsiquiatricas, tais como alteragdes da
habilidade locomotora, ansiedade, depressdo, perda de memoéria de aprendizagem e
déficits de aprendizagem e de atengao (Eyer, 1995; Costa et al.,, 2005; De Silva, 2006;
Slotkin, 2004).

1.5. Espécies Reativas e Estresse Oxidativo

Radical livre é definido como sendo qualquer molécula que possui elétrons
desemparelhados no seu orbital mais externo, considerado agente oxidante. Dentre os
oxidantes mais importantes envolvidos em processos patoldgicos estdo as espécies
reativas de oxigénio (EROS) e as de nitrogénio (ERNS). As principais EROS distribuem-se
em dois grupos, as radicalares: superoxido (O,"), hidroxila (OH") peroxila (ROQ) e alcoxila
(RO); e as nao-radicalares: oxigénio singlete (O.'), o perdxido de hidrogénio (H.O2) e o
acido hipocloroso (HCIO"). Dentre as ERNS incluem-se o 6xido nitrico (NO’), o éxido nitroso
(N2O) e o peroxinitrito (ONOQO"), dentre outros. A maioria destes compostos é altamente
reativa, com tempo de vida bastante curto. Eles sdo formados in vivo durante o metabolismo
celular normal e, também, quando o organismo € exposto a uma série de estimulos téxicos,
como radiagdo ionizante e diversos xenobidticos (Comporti, 1989; Gillham et al., 1997,
Barreiros et al., 2006).

As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) sdao encontradas em todos os sistemas
biolégicos. Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o O, sofre reducao
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de H,O. Durante
esse processo, sao formados intermediarios reativos, como os radicais superoxido (Oz*),
hidroperoxila (HOz*) e hidroxila (OH¢), e o perdxido de hidrogénio (H2O2). Normalmente, a
reducao completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das ERO é neutralizada com

a entrada dos quatro elétrons (Figura 6) (Cohen, 1989).

Oz _e—.> 02°__e—.> H202 e__>OH°_e—.> Hzo

Figura 6: Oxidantes do metabolismo normal. Adaptado de Ames et al., 1993.

1.5.1. Radical superodxido (Oz¢7)
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O radical anion superoéxido (O2*") é formado apds a primeira redugao do O,. O radical
superoxido ocorre em quase todas as células aerdbicas e € produzido durante a ativacao de
neutréfilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos. Apesar de ser considerado pouco reativo
em solug¢des aquosas, tem sido observada lesao biolégica secundaria a sistemas geradores
de O, (seja enzimatico, fagocitico ou quimico) (Halliwell e Gutteridge, 1986; Halliwell e
Gutteridge, 1990).

1.5.2. Radical hidroperoxila (HO;)

Representa a forma protonada do radical superdxido, ou seja, possui o proton
hidrogénio. Existem evidéncias de que o hidroperoxila € mais reativo que o superoxido, por
sua maior facilidade em iniciar a destruicdo de membranas biologicas (Halliwell e
Gutteridge, 1990).

1.5.3. Radical hidroxila (OH¢)

E considerada a ERO mais reativa em sistemas bioldgicos. A combinacéo
extremamente rapida do OHe com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi
produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o radical hidroxila for produzido préximo
ao DNA e este estiver fixado a um metal, poderao ocorrer modificagdes de bases puricas e
pirimidicas. Além disso, a hidroxila pode inativar varias proteinas (enzimas e de membrana
celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode
iniciar a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares

(lipoperoxidagao) (Halliwell & Gutteridge, 1986).

1.5.4. Peréxido de hidrogénio (H20>)

Apesar de nao ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na
ultima camada eletrénica, o H,O, € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério,
porque participa da reagao que produz o OH« (Reagao de Fenton - Figura 7). O H,O, tem
vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com membranas celulares
e com proteinas ligadas ao Fe*". Assim, é altamente téxico para as células; esta toxicidade
pode ser aumentada de dez para mil vezes quando em presenca de ferro, como ocorre, por

exemplo, na hemocromatose transfusional (Scott et al., 1991).
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Fe” + H0, wmmmp Fe " + OHe+ OH

Figura 7: Representacéo da Reagédo de Fenton.

Adaptado de Barreiros e David, 2006.
1.5.5. Oxigénio singlet (0"

E forma excitada de oxigé&nio molecular e néo possui elétrons desemparelhados em sua
ultima camada. O O,' tem importancia em certos eventos bioldégicos, mas poucas doencgas
foram relacionadas a sua presenga. Embora as ERO possam ser mediadoras de doencas,
sua formagao nem sempre € deletéria, como na defesa contra a infecgao, quando a bactéria
estimula os neutréfilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o
microorganismo. Contudo, se houver estimulo exagerado na produgao dessas espécies, e a
ele estiver associada uma falha da defesa antioxidante, poderao ocorrer varios eventos
nosologicos, tais como aterosclerose, cancer, mutagdes, doencgas auto-imunes, lesdo pos-

isquémica e reperfusao (Halliwell e Gutteridge, 1990; Floyd, 1990; Hatherill et al., 1991).

1.5.6. Lipoperoxidacao

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a agcdo das ERO, porém, a
membrana é uma das mais atingidas em decorréncia da peroxidagao lipidica que acarreta
alteracdes na estrutura e na permeabilidade das mesmas. Consequentemente, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formagao de produtos citotoxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular. A lipoperoxidagdo também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacao da toxicidade de xenobidticos.
Assim como na formacgdo das ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidagao sao
prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do acido
aracdonico (formacgéo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatoria. Todavia, o
excesso de tais produtos pode ser lesivo (Halliwell e Gutteridge, 1990; Mello Filho et al.,
1983; Hershko, 1989; Shan et al., 1990; Ross e Moldeus, 1991).
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A lipoperoxidacao € uma reagao em cadeia, representada pelas etapas de iniciagao,
propagacado e terminagao (Figura 8). Estas etapas estdo apresentadas nas reagdes

seguintes, onde L representa o lipidio (Gardés-Albert M, 1991):

LH + OHe (ou LO) > Le+ H,O (ou LOH) Iniciacao

Le + O, > LOOe Propagacao
LH + LOQee >Le+ LOOH Propagacéo
LOOe + Le > LOOL Terminacéo
LOQOe + LOO- >LOOL + O, Terminacao

Figura 8: Lipoperoxidagao de lipideos pela reacado de radicais livres.

Adaptado de Salvador e Henrique, 2004.

As reagbes acima se iniciam com o sequestro do hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OHe« ou
pelo LO- (radical alcoxila), com consequente formagao do L (radical lipidico). Na primeira
equagao de propagacéo, o L+ reage rapidamente com o Oy, resultando em LOO- (radical
peroxila), que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acido graxo polinsaturado,
formando novamente o Le na segunda equagdao de propagagao. O término da
lipoperoxidagao ocorre quando os radicais (L e LOO¢) produzidos nas etapas anteriores
propagam-se até destruirem a si proprios.

A lipoperoxidacdo pode ser -catalisada por ions ferro, por conversédo de
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila, LO+ e peroxila,
LOOQOe), que, por sua vez, iniciam nova cadeia de reagdes, denominada ramificagdo (Borg et
al., 1988).

O radical hidroxila (OH") é freqlientemente reconhecido como a espécie iniciadora e a
mais importante da lipoperoxidagao. Entretanto, estudos recentes indicam que o ferro
também desempenha papel determinante na iniciagdo deste processo, sendo necessaria

+++

uma relagdo equimolar Fe™" : Fe™ no meio, para que ocorra a lipoperoxidacéo (Gutteridge,

1988; Halliwell e Gutteridge, 1990).
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1.6. Sistemas de Defesa Antioxidante

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes pro-oxidantes (como
as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Como descrito anteriormente, esses agentes
sdo gerados endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do O, e também
em situagdes nao-fisioldgicas, como a exposi¢ao da célula a xenobidticos que provocam a
reducdo incompleta de O,. Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que
pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente antes que este
cause lesdo. Esta linha é constituida por glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase
(SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GPx) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a
funcao de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico, pela glutationa-
redutase (GR) e pela GPx, entre outros. Com excegao da vitamina E (a - tocoferol), que é
um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes esta no
meio intracelular (Ross e Moldeus, 1991; Hebbel, 1986).

1.6.1. Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta presente na maioria
das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é
determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina. A GSH pode ser considerada um
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a
contra a leséo resultante da exposi¢cdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico,
radiacao e luz ultravioleta. Além disto, diminui a suscetibilidade a lesédo renal decorrente da
isquemia e reperfusdo; atua como transportadora e reservatério da cisteina e participa da
detoxificagdo de agentes quimicos e da eliminagdo de produtos da lipoperoxidagao. Ainda,
€ requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas (Shan,
1990; Meister e Anderson, 1983; Galleano e Puntarulo, 1995; Deneke e Fanburg, 1989).

1.6.2. Glutationa-redutase (GR)
Apds exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidagdo a GSSG
(glutationa oxidada) (Figura 9). A recuperagao da GSH ¢ feita pela enzima GR, uma etapa

essencial para manter integro o sistema de protecao celular. Habitualmente, a reserva

intracelular de GR é alta e somente uma grave deficiéncia desta enzima resultara em sinais
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clinicos. A GR é uma flavoproteina dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotideo-
fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da integridade da via das
pentoses. Sob condigdes de diminui¢do do fornecimento de NADPH, como no jejum e na
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da fungado da GR (Shan,
1990; Ross e Moldeus, 1991; Hebbel, 1986; Van Asbeck et al., 1985; Matsubara et al.,
1992; Gilbert e Mc Lean, 1990; Frisher e Ahmed, 1987).

GR
GSSG mmmmm)p 2 GSH

NADPH NADP”

Figura 9: Reagéo de redugédo da GSSG pela GR,
usando NADPH como co-enzima.

Adaptado de Salvador e Henrique, 2004.

1.6.3. Glutationa-peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a redugao do peroxido de hidrogénio (H20,) e perdxidos orgéanicos
para seus correspondentes alcodis as custas da conversdo da GSH a GSSG (Figura 10).
Embora a GPx tenha acdo fundamentalmente citosdlica, in vitro ela € capaz de reduzir
hidroperéxidos de membrana (Shan, 1990; Hebbel, 1986). Interessantemente, tal enzima é
inibida por alguns xenobidticos eletrofilicos, tais como metais pesados (Farina et al., 2005).
Além disso, tal enzima parece ser inibida pelo composto OF malation (Brocardo et al.,
2007). Este fenbmeno parece ser responsavel, ao menos em parte, pela peroxidagao de

lipideos induzida pelo malation.

GPx
H,O, + 2 GSH == GSSG + 2 H,O

Figura 10: Reagéao de detoxificagao de H,O, promovida pela GPx.
Adaptado de Possamai, 2005.
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A razdo entre GSH e

GSSG em células normais € alta, pois existe um

mecanismo de redugcdo da GSSG que € catalisado pela enzima glutationa redutase,

conforme descrito anteriormente (Figuras 9 e 11).

A glutationa desempenh

xenobidticos e varios compost

a também um importante papel na detoxificacdo de

os enddgenos, como prostaglandinas, leucotrienos e

hidroperdxidos organicos, por meio de reagbes mediadas pela glutationa transferase

(Possamai, 2005).

oD
Oz —_— . EO 2
Glutations
peroxdase
[GF
o
R
H:»_'O
Oxidazes —= 2

+ 02
2 glutationa reduzids 77 NaDpt
(ZEH) ™ 4
glutationa
redutase
[GR)
ghtationa oxidada S . MADPH
(GSSH)
catalaze
Ho, —= 2HO +0O

272 2 2

Figura 11: Mecanismo de defesa antioxidante. Adaptado de Possamai, 2005.

1.6.4. Catalase

A catalase € uma hemeproteina que catalisa a redug¢ao do H,O, a H,O e O, (Figura

12). E encontrada principalmente no sangue, medula éssea, mucosas, rim e figado (Mayes,

1990). No SNC, tal enzima apre

senta uma grande importancia por auxiliar a enzima GPx na

detoxificagdo de H,O,, prevenindo danos oxidativos (Dringen et al., 2005).

CAT
2 H202 > ZHZO + C)2

Figura 12: Reagao d

e detoxificagdo de H,O, promovida pela catalase
(Andreazza et al., 2004).
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Em células eucaritticas, existem catalases citosolicas e perixossomais, estando
presentes principalmente nos peroxissomas. Por ndo possuirem peroxissomas, alguns
orgaos estdo mais expostos aos danos provocados pela produgdo de EROs, como o
coragao, os pulmoes e o cérebro. Nesses 6rgaos, um mecanismo de defesa pode ser a
difusdo do perdoxido de hidrogénio para o sangue, onde reagem com a catalase

eritrocitaria (Possamai, 2005).

1.6.5. Superdxido-dismutase (SOD)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em
sua composicdo. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-
cobre-zinco esta presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés esta
localizada primariamente na mitocondria. Esta enzima também tem papel antioxidante, ja
que catalisa a dismutacdo do radical superoxido em H,O; e Oz, na presenga do préton H*
(Figura 13) (Acharya et al., 1991). Tal enzima esta implicada em uma série de processos
neurodegenerativos (Rotilio et al., 2003). Além disso, a expressao desta enzima parece ser

estimulada apds a exposigdo ao OF malation (Fortunato et al., 2006).

SOD
20, + 2H" =P 0O, + O,

Figura 13: Reagao de detoxificagdo de ERO promovida pela SOD
(Andreazza et al., 2004)

As enzimas acima citadas atuam de forma cooperativa para neutralizar os efeitos
deletérios de EROs gerados endogenamente durante os processos fisiolégicos normais ou
em condi¢cbes de desequilibrio oxidativo induzido por toxicantes xenobioticos. A figura 14

resume a funcao de tais enzimas nos processos de detoxificagdo de EROs.
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H,0, 2 GSH NADP?
catalﬁsc
0; H,0 GSSG NADPH + H*
ROOH 2 GSH NADP?
GPx GR |
ROH GSSG MNADPH + H'

Figura 14: Representagdo esquematica da detoxificacdo de EROs por enzimas antioxidantes. Adaptado
de Dringen et al., 2005.

Além dos antioxidantes citados, a vitamina E confere protecdo a membrana celular
por atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a lipoperoxidacdo. E um
importante antioxidante lipofilico, mas esta fungdo podera estar limitada em situacdes de
sobrecarga de ferro. O a-caroteno interage com as ERO especialmente quando ocorrem
baixas tensdes de O,, enquanto que a vitamina E se mostra mais eficiente quando ha altas
tensdes de O, no meio. A vitamina C, ou ascorbato, € um antioxidante hidrossoluvel que
pode neutralizar diretamente as ERO; porém, pode funcionar como pro-oxidante quando em
dose elevada, ou quando exposta ao metal, levando a lipoperoxidacao (Hebbel, 1986).

Ao lado dos antioxidantes vitaminicos disponiveis em medicamentos, destacam-se
também os derivados tidis, entre eles a N-acetilcisteina e mercaptopropionilglicina (MGP).
Tais derivados sdo antioxidantes sintéticos que contém o grupo-SH em sua composigao
(Jepsen et al., 1992; Kollef e Shuster, 1995; Fontana et al., 1996).

1.6.6. Estresse Oxidativo
Na inativacdo de um agente antioxidante, podera ocorrer producédo de GSSG e

deplecdo de GSH. Em situagbes em que o sistema de 6xido-redugéo esta integro, havera

recuperagdo da GSH. Entretanto, sob condigdes de excesso de agentes oxidantes e/ou
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deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a produgao
de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo. Assim, a magnitude do estresse oxidativo
pode ser monitorada pela razdo GSSG/GSH (Halliwell, 1993)

O excesso de GSSG resulta em ambiente mais oxidante, que favorece a formacao de
pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-SH). As pontes
dissulfeto oxidam estas proteinas, com prejuizo de suas fun¢des. Esta oxidagao é reversivel
as custas da agado de compostos antioxidantes, como a GSH (Gilbert e Mc Lean, 1990).
Neste contexto, sabe-se que o estresse oxidativo esta relacionado com muitas desordens
neuroldgicas, tais como a doenga de Alzheimer (Kedar, 2003; Meydani et al., 2001),
Parkinson (Mariani et al., 2005), além de neurotoxicidade induzida pela exposicao a

xenobidticos, tais como os OFs (Kehrer, 1993).

1.7. Estresse Oxidativo versus Compostos Organofosforados

O SNC é muito susceptivel ao estresse oxidativo. Alguns dos fatores que contribuem
para essa maior suscetibilidade sédo: o elevado consumo de oxigénio cerebral, os niveis
relativamente baixos de defesas antioxidantes no cérebro, o alto nivel de acidos graxos
poliinsaturados (membrana com bicamada fosfolipidica) nas membranas neuronais e o alto
teor de ferro encontrado em todo o tecido cerebral. Além disso, muitos neurotransmissores
sdo moléculas auto-oxidaveis o que leva o metabolismo cerebral a gerar ERO (Slotkin,
2005; Tsakiris et al., 2000).

Apesar da inibicdo enzimatica da AChE apds a exposicdo a OFs ser bem
caracterizada, pesquisadores vém evidenciando ao longo dos anos, que outros alvos
bioquimicos podem ser afetados pelos OFs. Além disso, a natureza lipofilica desses
compostos facilita sua interagdo com as membranas das células e levam ao rompimento da
bicamada fosfolipidica (Fortunato et al., 2006).

A toxicidade dos OFs pode estar associado a inducido de estresse oxidativo, através
da geracgéao de radicais livres e alteragdes no sistema de enzimas antioxidantes (Abdollahi et
al., 2004b; Brocardo et al., 2005; Fortunato et al., 2006; Delgado et al., 2006; Kovacic,
2003).

Alguns estudos tém demonstrado que a exposi¢do ao malation aumenta os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbituricos (TBARS), um parametro comumente utilizado

para avaliar lipoperoxidagdo, em eritrécitos, figado e cérebro de ratos. Outros estudos
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indicam que a atividade das enzimas antioxidantes pode estar aumentada ou diminuida, ou
ainda, inalterada no figado, cérebro e eritrécitos de animais tratados com este OF (Bagchi et
al., 1995; Srikanth e Seth, 1990; Pedrajas et al., 1995; Ahmed et al., 2000; John et al., 2001;
Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003). Estes resultados aparentemente discordantes
pode ser devido as diferencas na exposi¢cao ao malation, a distribuicao tecidual, a idade dos
animais entre outros fatores. De qualquer forma, ha evidéncias de que a ocorréncia de
estresse oxidativo € um fendbmeno bastante importante que contribui para a neurotoxicidade
de compostos OFs (Slotkin & Seidler, 2007), incluindo o malation (Fortunato et al., 2006;
Brocardo et al., 2007).

22



2. JUSTIFICATIVA

Vérios estudos mostram que o sistema nervoso central (SNC) em desenvolvimento é
mais susceptivel aos efeitos neurotéxicos de compostos OFs quando comparado com o
SNC adulto (Costa et al.,, 2005; Slotkin et al., 2005). Neste contexto, sabe-se que
compostos OFs podem ser excretados através do leite materno (Sanghi et al., 2003), o que
poderia sugerir a contribuicdo da exposicéo lactacional a compostos OFs como causa de
neurotoxicidade. Entretanto, a busca por trabalhos relacionados aos potenciais efeitos
neurotéxicos do malation em modelos experimentais durante o periodo lactacional (p6s-
natal) demonstrou a escassez de trabalhos acerca deste tema na literatura cientifica. De
fato, apesar das alteragbes neuroquimicas, neurocomportamentais e morfolégicas serem
bastante relatadas em estudos com modelos animais de exposicdo a OFs, ndo existem
trabalhos acerca de efeitos neurotoxicos decorrentes da exposicao lactacional ao composto
OF malation.

Embora exista um consenso quanto ao tratamento terapéutico de emergéncia para ser
empregado clinicamente em casos de intoxicagao por compostos OFs, o qual se baseia na
administragdo de uma droga anticolinérgica (geralmente a atropina) e oximas reativadoras
da enzima AChE (geralmente a pralidoxima), a experiéncia clinica com pralidoxima nao tem
demonstrado eficiéncia nas intoxicagdes pelo composto malation (Sudakin et al., 2000) e o
seu uso rotineiro tem sido questionado. Existe uma clara demanda por reativadores da
enzima AChE de amplo espectro e com maior eficacia que os disponiveis clinicamente
(Kassa, 2002). Dados recentes mostram que mudancas estruturais nesses reativadores tém
cooperado para uma maior capacidade de reativacdo enzimatica, a qual reflete
positivamente na atenuacéo de sinais e sintomas neurotéxicos induzidas pelos compostos
OFs (Kassa et al, 2006; Kassa e Kunesova, 2006).

Tendo em vista as informagdes acima citadas, parece de extrema importancia uma
melhor compreensdo do potencial neurotdxico da exposicéo lactacional ao malation, ja que
compostos OFs podem ser excretados através do leite materno e que o periodo pés-natal
de desenvolvimento cerebral rapido representa um momento critico no que diz respeito ao
desenvolvimento do sistema nervoso (Richardson & Chambers, 2003; Costa, 2006).
Igualmente, tendo em vista a baixa eficacia de reativadores da enzima AChE apos a
exposicao ao malation, estudos que busquem identificar novos compostos reativadores

desta enzima, com maior capacidade de reativacdo, parecem ser de suma importancia.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a potencial neurotoxicidade induzida pela exposicao lactacional ao composto OF
malation em camundongos. Além disso, avaliar o potencial efeito benéfico de duas oximas
inéditas (K027 e K048) na reverséo do efeito neurotdxico do malation sobre a enzima AChE

e outros parametros bioquimicos em camundongos adultos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar o efeito da exposicdo lactacional (pos-natal) ao malation sobre a
atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral de camundongos genitoras e na

respectiva prole;

» Avaliar o efeito da exposi¢cdo lactacional (pds-natal) ao malation sobre variaveis
bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo (atividade das enzimas glutationa
peroxidase, glutationa redutase, niveis de glutationa e produtos de peroxidagao

lipidica) no cérebro de camundongos genitoras e na prole;

da acetilcolinesterase do cortex pré-frontal provocada pela administracdo do malation

em camundongos machos adultos;

» Verificar a contribuicdo das oximas K027 e K048 em prevenir os danos oxidativos

induzidos pelo malation no cértex pré-frontal de camundongos machos adultos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e Drogas:

Acido tiobarbitdrico, Acido 5,5 ditiobis 2 - nitrobenzéico, Comassie Blue, Albumina de soro
bovino, Nicotinamida adenina dinucleotideo fostato reduzida, Glutationa oxidada, Glutationa
redutase, Glutationa reduzida, Peroxido de terbutila e lodeto de Acetiltiocolina foram
adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA). Acido acético, Acido cloridrico
concentrado, Acido tricloroacético, Fosfato de potassio dibasico, Fosfato de potassio
monobasico foram adquiridos da empresa Reagen Quimibras (RJ, Brasil). Malation (95 %
pureza) foi adquirido da empresa Dipil (Massaranduba, SC, Brasil). As oximas inéditas K027
e K048 foram gentiimente cedidas pelo Dr Kuca Kamil, da Universidade de Defesa e

Faculdade Militar de Ciéncias da Saude, Republica Tcheca.

4.2. Animais:

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas prenhas e machos adultos, com idade
de 2 a 3 meses de idade, pesando entre 35 - 45 gramas, provenientes do Biotério Central
da UFSC. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com ragao e agua ad libitum, em
ambiente com temperatura controlada de 22 +/- 2 °C e ciclo claro/escuro 12:12 horas (7:00-
19:00 h). Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo numero (313/CEUA;
23080.026023/2004-39/UFSC).

4.3. Tratamentos:
Todas as doses utilizadas no presente trabalho foram baseadas em trabalhos prévios

na literatura (Brocardo et al., 2004, Kuca et al., 2004).

4.3.1. Tratamento 1: Efeito da exposi¢cdo lactacional (pds-natal) ao malation sobre a

atividade da enzima AChE e variaveis bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo
no cérebro de camundongos genitoras e na respectiva prole.

No primeiro dia apds o nascimento (1° dia pos-natal), vinte e oito camundongos
fémeas, juntamente com suas proles, foram alocados em quatro grupos (controle, malation

20 mg/kg, malation 60 mg/kg e 200 mg/kg) de 7 animais cada. A prole (8 animais por
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ninhada) foi mantida com suas genitoras, as quais foram expostas diariamente ao malation -
injecdes subcutaneas nas doses de 20, 60 ou 200 mg/kg (diluido em salina - NaCl 0,9%),
durante o periodo lactacional, que corresponde do 1° ao 21° dia pds-natal. As genitoras do
grupo controle receberam injecbes diarias de salina (NaCl 0,9%), 10 mL/kg. A via de
exposicao da prole ao malation foi exclusivamente através do leite materno. Apds o
tratamento (dia 22 pos-natal), um animal de cada prole e as respectivas genitoras foram
sacrificados por decapitacdo e o tecido cerebral foi utilizado para a preparagao das

amostras para as analises bioquimicas.

4.3.2. Tratamento 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na

atividade da enzima AChE e parametros relacionados ao estresse oxidativo em cortex pré-
frontal de camundongos.

Sessenta animais (machos adultos) foram agrupados em cinco grupos com sete
animais cada. O tratamento consistiu em inje¢cdes subcutaneas de salina (NaCl 0,9% - 10
mL/kg) ao grupo controle. Os demais grupos receberam injecdes subcutaneas de malation
na dose de 1 g/kg (dissolvido em salina). Trés dos quatro grupos expostos ao malation
receberam também uma injegao intraperitoneal de sulfato de atropina (10 mg/kg). Destes,
um grupo recebeu ainda uma injecao intraperitoneal da oxima K027 (150 mg/kg; 74 da DLsg
- Kuca et al., 2003) e outro grupo recebeu ainda uma injec&o intraperitoneal da oxima K048
(180 mg/kg; “a da DLsp - Kuca et al., 2003). Passadas 3 ou 24 horas apds a administragéo
das substancias, os animais foram decapitados e o cértex pré-frontal foi utilizado para a
preparacdo das amostras para as analises bioquimicas. Ressalta-se que ambas oximas
(K027 e K048) s&o inéditas e foram sintetizadas e gentilmente doadas pelo Dr. K. Kuca da

Universidade de Defesa e Faculdade Militar de Ciéncias da Saude, Republica Tcheca.

4 .4. Analises Bioquimicas:

4.4.1. Preparacao das Amostras Teciduais: Apds a decapitacdo dos animais, as estruturas
cerebrais (0 encéfalo para o tratamento 1; cortex pré-frontal para o tratamento 2) foram
homogeneizadas em 5 volumes de tampao HEPES 25 mM, pH 7,4 para posterior dosagens
bioquimicas. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 30 minutos a 4 graus
centigrados objetivando a obtencdo do sobrenadante (utilizado na determinagdo das

atividades de enzimas antioxidantes, niveis de glutationa e substancias reativas com o
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acido tiobarbiturico) e do pellet, o qual foi ressuspenso em Tampao fosfato de potassio
(TFK) 0,1 M, pH 8,0 (utilizado na determinagéo da atividade da enzima AChE). No mesmo
dia da preparagdo das amostras teciduais, foram avaliados os niveis de glutationa e
substancias reativas com o acido tiobarbiturico. O restante do homogenato foi congelado a
temperatura — 20° C por cinco dias, e entdao foram determinadas as atividades da AChE e

de enzimas antioxidantes.

4.4.2. Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE): O método baseia-se na
producdo de tiocolina, a partir da hidrélise da acetiltiocolina. Isto € acompanhado por uma
reagao da tiocolina com acido 5,5 — ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) para produzir o anion

acido 2-nitro-5-mercapto -benzdico (TNB) com cor amarela (Ellman et al., 1961).
4.4.3. Lipoperoxidacdo - Método Espectrofotométrico TBARS-MDA: A lipoperoxidacao foi
estimada pela detec¢cao dos derivados dos lipoperoxidos, através de substancias reativas

ao acido tiobarbiturico (TBARS), como malonildialdeido (MDA) (Ohkawa et al; 1979).

4 5. Parametros Antioxidantes:

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados conforme descrito no item 4.3.1. Para as

dosagens das enzimas antioxidantes, foi utilizado o sobrenadante das amostras.

4.5.1. Avaliacdo da Glutationa Reduzida (NPSH): Os grupamentos tidis nao-proteicos
(NPSH) nas amostras foram determinados usando reagente de Ellman, 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoato (DTNB). A amostra (100 yL do sobrenadante) foi misturada com 100 yL de
acido tricloroacético (TCA) a 10%. Apds, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por
5 min. Os NPSH foram quantificados pela adicdo de 150 pL do sobrenadante
acido/desproteinizado em 425 yL de TFK 1 M, pH 7,0 e 25 yL de DTNB 10 mM. O
monitoramento da concentragdo dos grupos tidis foi avaliando através da medida da
absorbancia em 412 nm devido ao produto resultante da reagdo de NPSH (90% GSH) com

DTNB, que gerou o TNB de cor amarela (Ellman, 1959).

4.5.2. Avaliacéo da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx): A GPx catalisa a redugao de

H>O,, bem como outros lipoperoxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-
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substrato e produzindo glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é reduzida pela glutationa
redutase com o consumo de NADPH, que foi mensurado através da leitura em

espectrofotometro em 340 nm (Wendel, 1981).

4.5.3. Avaliagdo da atividade da Glutationa Redutase (GR): A GR catalisa a redugao da
glutationa oxidada (GSSG) através da oxidacao do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG, a
enzima leva ao consumo de NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A velocidade de
consumo de NADPH, em condicbes de saturacdo, expressa a atividade enzimatica
(Carlberg e Mannervik, 1985).

4.5.4. Dosagem de Proteinas: O conteudo de proteinas foi quantificado pelo método de

Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padréo.

4.6. Analise Estatistica: Foi efetuada a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
do teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. Testes de correlagdo (correlagdo de
Pearson) também foram efetuados. As diferengas entre as médias foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho foram subdivididos em dois mddulos.

O modulo 1 representa dados obtidos do Tratamento 1 (Efeito da exposicéo
lactacional (pos-natal) ao malation sobre a atividade da enzima AChE e variaveis
bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de camundongos (genitoras
e a respectiva prole). Estes também encontram-se disponiveis na literatura sob forma de
artigo na Revista Neurotoxicology: da Silva AP, Meotti FC, Santos AR, Farina M.
Lactational exposure to malathion inhibits brain acetylcholinesterase in mice.
Neurotoxicology. 2006; 27(6): 1101-1105 (Anexo 1).

O médulo 2 exibe os dados do Tratamento 2 (Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre
o efeito do malation na atividade da enzima AChE e parametros relacionados ao estresse
oxidativo em cortex pré-frontal de camundongos). Estes dados também foram utilizados
para a preparagao de um artigo cientifico intitulado: Temporal effects of newly developed
oximes (K027, K048) on malathion-induced acetylcholinesterase inhibition and lipid
peroxidation in mouse prefrontal cortex. Este também foi enviado para a revista

Neurotoxicology e esta sendo avaliado para possivel publicagao (Anexo 2).
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5.1. Mdédulo 1: Efeito da exposicao lactacional (pds-natal) ao malation sobre a atividade da
enzima AChE e variaveis bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de

camundongos genitoras e na respectiva prole

A Figura 15 mostra o efeito da exposicao direta de fémeas lactentes ao malation
sobre a atividade da enzima AChE cerebral de camundongos (genitoras e na respectiva
prole). A exposicdo ao malation causou uma inibigdo significativa da atividade da AChE no
cérebro das genitoras, porém, somente na dose mais alta (200 mg/kg). A atividade da AChE
também foi inibida na prole, no periodo em que a genitora estava sendo diretamente
exposta ao malation. Entretanto, o efeito inibitério na atividade da enzima AChE cerebral é
revelado mesmo quando as genitoras foram expostas a dose mais baixas do composto (20
mg/kg). Outra observacgao relevante é que o efeito da exposi¢cédo lactacional ao malation
sobre a atividade da AChE cerebral foi dose-dependente (Figura 15). De fato, houve
significativas correlagdes negativas entre a dose de malation versus a atividade da enzima
AChE tanto nos filhotes (Coeficiente de Pearson = -0.499, p = 0.006) quanto nas genitoras
(Coeficiente de Pearson = -0.616, p = 0.019).

120

100

B Malation 20 mg/Kg

80

o [ Malation 60 mg/Kg

40 Malation 200 mg/Kg

% do controle

20

Genitoras Proles

Figura 15: Efeito da exposicéo direta de fémeas lactentes ao malation sobre a atividade da enzima AChE
cerebral de camundongos (genitoras e na respectiva prole). A atividade da AChE esta expressa como por
cento do controle. Todos os dados estéo representados como média + erro padréo, exceto do grupo controle,
no qual a média esta representada como linha tragada (100%). A atividade da acetilcolinesterase cerebral das

maes e prole foram 49,1 e 60,3 nmol/min/mg de proteina, respectivamente.
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Quando se avaliou exposi¢ao direta de fémeas lactentes ao malation sobre variaveis
bioquimicas relacionadas ao estresse oxidativo (atividade das enzimas GPx, GR, niveis de
glutationa e produtos da peroxidagéo lipidica) no cérebro das genitoras e da prole, nao foi
possivel observar diferenga significativa nos parametros avaliados, os quais estao expostos

na Tabela 2.

GENITORAS
GPx GR GSH TBARS
Controle 57,1(2,8) | 61,7(28) | 76,7 (2,2) 0,159 (0,01)
Malation 20 mg/Kg | 53,2 (5,1) | 56,7 (1,7) | 73,4 (2,0) 0,156 (0,007)
Malation 60 mg/Kg | 56,4 (7,1) | 59,4(3,0) | 787 (2,7) 0,143 (0,01)
Malation 200 mg/ Kg | 55,2(3,8) | 56,9(3,2) | 72,3 (3,1) 0,153 (0,01)
PROLES
GPx GR GSH TBARS

Controle 65,8 (
Malation 20 mg/ Kg 60,3 (
Malation 60 mg/ Kg 63,7 (
Malation 200 mg/ Kg | 60,3 (

) ( ) 0,218 (0,04)
) ( ) 0,212 (0,03)
) | 59,7(6,3) | 77,3(67) 0,174 (0,01)
) ( ) 0,196 (0,02)

Tabela 2: Efeito da exposicdo direta de fémeas lactentes ao malation sobre variaveis bioquimicas
relacionadas ao estresse oxidativo no cérebro de camundongos (genitoras e na respectiva prole). As
atividades das enzimas estao representadas como nmol de NADPH oxidado mg proteina/min. Os niveis de
SHNP estdo expressos como nmol/mg proteina. A peroxidagdo de lipideos (niveis de TBARS) estédo
expressos como nmol de malondialdeido (MDA)/mg proteina. Os dados séo representados como média com
seus respectivos erros padroes entre parénteses. Dois camundongos lactantes foram randomicamente
selecionados de cada ninhada. Méaes (n =5 por grupos). Prole (n =5 ninhadas por grupo; dois animais por

ninhada).
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5.2. Mdédulo 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na

atividade da enzima acetilcolinesterase e variaveis bioquimicas relacionadas com o

estresse oxidativo em cortex pré-frontal de camundongos

Primeiramente, investigamos a capacidade das oximas K027 e K048 (em
combinagao com sulfato de atropina) em reverter a inibicdo da enzima AChE no cértex pré-
frontal de camundongos, em 3 h e 24 h apds a exposi¢ao ao malation. Os dados obtidos
estao expressos na Figura 16.

A atividade da AChE cortical foi consideravelmente inibida pelo malation (em torno de
55%) em 3 h (Figura 16A) e tal inibicdo se manteve até 24 h (Figura 16B) depois da
exposicdo ao malation. Embora nem a atropina nem as oximas tenham sido capazes de
eliminar a inibicdo da AChE cortical provocada pelo malation em 3 h (Figura 16A) apos o
tratamento, a oxima K027 reduziu completamente o efeito inibitério do malation na atividade
da AChE no cortex pré-frontal em 24 h (Figura 16B) apds o envenenamento. A oxima K048
(em combinagdo com a atropina) diminuiu significativamente a inibigdo da AChE induzida
pelo malation em 24 h (Figura 16B) apds a intoxicacdo, mas esta nao foi capaz de reduzir
completamente a inibicdo da AChE neste tempo.

Uma vez verificada a capacidade reversora das oximas K027 e K048 na inibicao da
enzima AChE, restou ainda uma questdo a ser investigada: a contribuicdo dessas oximas
frente a potencial peroxidacao lipidica induzida pelo malation no cortex pré-frontal. Isto
também foi realizado em 3 h (Figura 17A) e 24 h (Figura 17B) apos intoxicagdo dos
camundongos.

O malation causou um aumento significante na peroxidagdo de lipideos no cortex
pré-frontal, porém, este efeito foi observado somente em 24 h apdés a administragdo do
malation (Figure 17B). A oxima K027, que reativou completamente a enzima AChE inibida
pelo malation em 24 h apds intoxicagao, foi capaz de diminuir notavelmente a peroxidagao

lipidica neste mesmo tempo (Figure 17B).
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Figura 16: Efeito do tratamento com malation, atropina e das oximas K 027 e K 048 sobre a atividade AChE
no cortex pré-frontal de camundongos. Os animais foram sacrificados em 3 h (A) ou 24 h (B) apos a
intoxicagdo com os compostos. Atividade da AChE esta expressa em nmol de substrato hidrolisado/min/mg de
proteina e representada como média + erro padrdo (n = 6 animais por grupo). Letras diferentes indicam

diferencga significante (p < 0.05) pela analise de variancia, seguida do Teste de Duncan.
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Figura 17: Efeito do tratamento com malation, atropina e das oximas K 027 e K 048 sobre a peroxidagao
lipidica no cortex pré-frontal de camundongos. Os animais foram sacrificados em 3 h (A) ou 24 h (B) apods
tratamento com os compostos. A peroxidagao lipidica foi medida através das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Os dados foram expressos em nmol de malondialdeido (MDA)mg de proteina e
representados como média e erro padrédo (n = 6 animais por grupo). Letras diferentes indicam diferenca

significante (p < 0.05) pela analise de variancia, seguida do Teste de Duncan.
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Nao foi possivel verificar diferenga significante nos parametros bioquimicos, acerca
do Sistema de Enzimas Antioxidantes no cortex pré-frontal em 3 horas bem como nas 24

horas apos intoxicagdes de animais com malation (Tabela 3).

Tempo Grupos GSH GPx GR
Controle 42,7+3,5 | 58,0+6,7 | 89,9+3,2
Malation 48,6+4,6 | 456+9,9 | 97458

3h Malation + Atropina 404+45 | 443135 [ 854+t44
Malation + Atropina + Oxima K027 | 45,7 +4,3 | 53,1+5,7 | 91,2+ 3,0
Malation + Atropina + Oxima K048 | 41,9+22 | 449+28 | 788+7,3
Controle 48,2+5,0 | 43,5+3,5 | 85579
Malation 429+6,3 | 399+34 |823+1,8
24 h | Malation + Atropina 420+43 | 415+55 (824144
Malation + Atropina + Oxima K027 | 48,4 +2,0 | 484 +3,6 | 86,3+ 3,7
Malation + Atropina + Oxima K048 | 39,2+ 3,7 | 40,3+ 1,3 [ 82,8+2,5

Tabela 3: Efeito do malation, atropina e as oximas K027 e K048 sobre niveis de glutationa e atividade das
glutationas redutase e peroxidase do cortex pré-frontal de camundongos expostos ao malation. Os animais
foram sacrificados em 3 h (A) ou 24 h (B) apds tratamento com malation. Os niveis de glutationa (SHNP) estéao
expressos em nmol/mg de proteina. As atividades das glutationas: peroxidase (GPx) e redutase (GR) estédo
expressas em nmol de NADPH oxidado/ min/ mg de proteina. Os dados estdo expressos por média e errro

padrdo (n = 6 animais por grupo).
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6. DISCUSSAO

6.1. Modulo 1: Efeito da exposi¢éo lactacional (pds-natal) ao malation sobre a atividade da
enzima AChE e variaveis bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de

camundongos (genitoras e respectiva prole).

Um dos temas prioritarios em saude publica tem sido a prote¢do de criangas aos
efeitos adversos de toxicantes ambientais a saude. Desta forma, pesquisadores tém
buscado entender os fatores especificos que podem promover uma maior susceptibilidade
de organismos ou sistemas em desenvolvimento (imaturos) aos efeitos deletérios de
toxicantes (Costa, 2006).

No caso dos compostos OFs, dados experimentais estabelecem que a toxicidade
aguda aos OFs (atribuida a inibicdo da AChE) é influenciada pela idade, ou seja, animais
jovens sdo mais sensiveis aos efeitos deletérios dos OFs. Esta sensibilidade é bem
evidente, sobretudo, no periodo perinatal de desenvolvimento (Slotkin et al., 2006). De fato,
neste periodo, animais expostos aos OFs apresentaram pouco ou nenhuma inibicido da
AChE e, mesmo assim, pode ocorrer o comprometimento em eventos bioquimicos
(replicagao do DNA, sobrevivéncia neuronal, proliferagao da célula glial) e comportamentais
(atividade locomotora, fungdes cognitivas) (Bellamy, 2003; Landrigan e Garg, 2002; Costa,
2005).

Essa relacao de neurotoxicidade induzida por OFs e as possiveis alteracdes a saude
em longo prazo pode ser melhor visualizada e compreendida através de um estudo
realizado num grupo de mulheres que, em algum momento da suas vidas, se expuseram a
pesticidas e apresentaram residuos desses compostos no leite oferecido aos seus bebés
(periodo de lactacao) (UNEP; 2002).

Associado a esse estudo, outros pesquisadores também afirmam que a exposigao
perinatal aos pesticidas OF causa neurotoxicidade em animais (Chanda et al., 1995; Slotkin
et al., 2005). Além disso, tem sido relatado que pesticidas OFs podem ser excretados no
leite (Salas et al., 2003; Sanghi et al., 2003; Battu et al., 2004)

Tendo em vista o volume ainda restrito de informagdées acerca da contribuicdo
exclusiva da exposicdo lactacional ao pesticida OF malation e as consequéncias

neurotéxicas na prole, nosso trabalho procurou desenvolver um protocolo experimental
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capaz de oferecer uma melhor compreensao dos efeitos da exposi¢cao lactacional ao
malation nesse periodo critico do desenvolvimento (Cohen et al., 2000; Makri et al., 2004).

O resultado do nosso estudo constatou a incidéncia de neurotoxicidade (inibicdo da
enzima AChE) como consequéncia da exposi¢ao lactacional ao malation em camundongos.
Do ponto de vista toxicologico, estes resultados revelaram um importante achado, pois a
exposicao lactacional pode, per se, ser responsavel pelos danos deletérios na prole, sem a
necessidade de intoxicagao prévia in Gtero.

Nos ultimos anos, parece haver um maior volume de estudos relacionando a elevada
vulnerabilidade de mulheres gravidas e lactantes e a exposigdo aos pesticidas (Hill et al.,
1995; Whyatt et al., 2002; Berkowitz et al., 2003). Neste contexto, alguns estudos sugerem
que familias residentes em regides rurais e trabalhadores rurais estdo mais expostos, se
comparado a outras populagdes (Simcox et al., 1999; McCauley et al., 2001; Curl et al.,
2002; Fenske et al.,, 2002). Essas evidéncias possuem relagdo com nossos dados
experimentais, que comprovam a ocorréncia de neurotoxicidade apds a exposicdo a um
pesticida OF, chamando a atengao das mulheres gestantes sobre a exposi¢cao ao OF, ndo
somente durante a gestacédo, mas também no periodo lactacional.

Sabe-se que a inibicdo da AChE cerebral pelos pesticidas OF leva ao acumulo de
ACh na fenda sinaptica, desencadeando a hiperatividade das vias colinérgicas. Visto que a
acetilcolina possui um importante papel tréfico no desenvolvimento cerebral, supomos que a
exposicao aos OFs durante o periodo de desenvolvimento possa interferir com a fungao
deste neurotransmissor levando a anormalidades no desenvolvimento neuronal devidas a
mudancas temporais ou de intensidade dos fendmenos neurotréficos (Slotkin, 2004a). Além
disso, sabe-se que pesticidas OF possuem efeitos diretos sobre processos celulares que
sdo unicos ao desenvolvimento cerebral, e que estes efeitos ndo estdo necessariamente
relacionados a inibicdo da AChE (Slotkin, 2004b).

Outra importante constatacdo do nosso estudo € que o efeito inibitério do malation
sobre a atividade da AChE cerebral foi mais intenso em camundongos da prole quando
comparado com suas respectivas genitoras. De fato, embora as genitoras tenham sido
expostas diretamente a injegdes subcutdneas de malation, somente a dose mais alta (200
mg/Kg) foi capaz de causar inibicio na AChE cerebral. Entretanto, na prole
lactacionalmente expostas ao malation, este efeito inibitério ja foi observado mesmo nos
animais cujas genitoras foram expostas a baixas doses de malation (20 mg/Kg). O motivo

pelo qual o cérebro imaturo apresenta alta sensibilidade aos pesticidas OFs quando
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comparado com adultos ndo esta completamente resolvido. Entretanto, evidéncias sugerem
que os organismos em desenvolvimento se recuperam mais facilmente da inibicdo da
enzima AChE do que em adultos e este fendbmeno parece estar relacionado a rapida sintese
de novas moléculas de acetilcolinesterase (Pope e Chakraborti, 1992; Pope et al., 1991;
Song et al., 1997).

Estudos recentes tém sugerido que os OFs tém outros alvos moleculares de agao
além da enzima AChE (Ward e Mundy, 1996, Pope, 1999). Tal fato é evidenciado pela
importante agdo dos OFs em induzir estresse oxidativo (Banerjee et al., 1999), através da
geracao de radicais livres e alteragdes no sistema de enzimas antioxidantes (Almeida et al.,
1997; El- Sharkawy et al., 1994).

Em animais, bem como em humanos, existem mecanismos especificos para reparar
danos celulares promovidos pelo estresse oxidativo apos exposi¢cao a agentes téxicos. O
principal mecanismo de defesa € o enzimatico, representado pela superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, tentando primeiramente combater os
radicais livres, e depois o estresse oxidativo. Esta claramente demonstrado na literatura que
a exposigao ao malation e outros OF, atinge alvos alternativos como o sistema antioxidante
do cérebro, figado, eritrdcitos (Bagchi et al., 1995; Srikanth e Seth, 1990; Pedrajas et al., 1995;
Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003), levando ao
desbalango no sistema, contribuindo para a toxicidade n&o-colinérgica dos OFs.

Nesse trabalho, mensuramos a atividade da GPx e GR, os niveis de glutationa e
TBARS (peroxidagao lipidica) na tentativa de avaliar o grau de dano oxidativo imposto pela
exposicao lactacional ao malation. Porém, nao identificamos mudangas significativas
nesses parametros tanto no cérebro de camundongos genitoras quanto na prole.

A relacao entre estresse oxidativo e toxicidade induzida pelos pesticidas OFs ainda é
tema de debate: ha alguns estudos contraditérios (Srikanth and Seth, 1990; Pedrajas et
al.,1995; Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003).
Resultados divergentes podem estar relacionados a diferentes compostos pesticidas OFs e
a diferentes regimes de exposigéo aplicados, que se referem principalmente a diferengas de
doses, diferencas nos periodos de administracdo e a diferencas de idades dos animais no
momentos de exposicao.

Fortunato e colaboradores (2006) reforgaram o conceito vigente na literatura que a
exposicao ao malation promove a peroxidacao lipidica; os autores apontaram aumento nos

niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) tanto em animais expostos
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ao malation agudamente quanto cronicamente. Um outro estudo, conduzido por Delgado
(2006), demonstrou que ratos expostos sub-agudamente ao malation apresentaram
alteragdes nos niveis de TBARS em diferentes regides cerebrais como hipocampo e
estriado. Slotkin e colaboradores (2005) utilizaram protocolos experimentais in vitro para
avaliar os efeitos da exposi¢ao lactacional a outro OF (clorpirifos) sobre a peroxidagao
lipidica. Neste estudo, os autores verificaram um aumento nos niveis de peroxidacao lipidica
no enceéfalo de ratos prole.

Em relacédo a exposigao lactacional a xenobiéticos, além dos inseticidas OFs, outros
compostos de grande toxicidade ambiental tem sido objeto de estudo quanto a toxicidade
para organismos em desenvolvimento. Dentre eles, o mercurio possui significativa
importancia. Por meio de experimentos em animais, nosso grupo tem apresentado que a
exposicao lactacional ao metilmercurio, um neurotoxicante ambiental bem conhecido,
alterou variaveis bioquimicas relacionadas ao estresse oxidativo no cerebelo de
camundongos (Franco et al., 2006); os mesmos achados foram observados no estudo
conduzido por Manfroi e seus colaboradores (2004). Paralelamente, estudos em humanos
revelam que criangas expostas a metilmercurio durante o periodo perinatal demonstraram
impactos adversos sobre a inteligéncia e desempenho reduzido nas areas de linguagem,
atengao e memoria (Grigg, 2004).

Ainda em relacdo a exposigao lactacional a xenobidticos, o composto
tetraclorodibenzodioxina (TCDD), representante mais conhecido do grupo das dioxinas, tem
recebido grande atengdo. Este composto € um contaminante ambiental capaz de se
acumular no tecido adiposo dos animais e capaz de causar dano aos organismos em
desenvolvimento. Investigagdes ao TCDD tem revelado sua capacidade em aumentar os
niveis de EROs na prole de ratos expostos lactacionalmente a esses compostos (Slezak et
al., 2002).

Em resumo, o presente modulo de resultados (Médulo 1) demonstra que a exposi¢cao
de camundongos lactantes ao malation durante o periodo de lactagéo inibe a atividade da
AChE cerebral na prole cuja unica forma de alimentacdo é através do leite materno. Esses
dados sao extremamente importantes porque a inibicio da AChE causa hiperatividade
colinérgica, a qual pode comprometer as ag¢des neurotréficas durante o desenvolvimento.
Levando em consideragédo que pesticidas OFs (inclusive malation) sdo excretados no leite

humano, o presente resultado torna-se relevante em termos de saude humana.
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6.2. Modulo 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na
atividade da enzima acetilcolinesterase e variaveis bioquimicas relacionadas com o

estresse oxidativo em cortex pré-frontal de camundongos.

Segundo alguns dados estatisticos, o Brasil € um dos maiores consumidores de
agrotoxicos do mundo, tanto de uso domésticos como de uso agricola. Neste contexto,
acredita-se que a falta de controle no uso destas substancias toxicas, somada com o
desconhecimento da populagdo a cerca dos riscos e perigos a saude, contribui para os
dados alarmantes publicados pelo CIT, onde o malation tem sido destaque no registro de
intoxicagbes humanas em Santa Catarina (Ministério da agricultura, pecuaria e
abastecimento, 2002; CIT/SC, 2005).

O tratamento padrdo oferecido em ambito hospitalar aos intoxicados por OFs
consiste na combinagdo de drogas anticolinérgicas (atropina) e reativadores da enzima
AChE (oximas) (Rusyniak e Nafnagas, 2004).

Ainda que amplamente utilizadas clinicamente, as oximas tém recebido
questionamentos quanto ao seu uso em todos os tratamentos de intoxicagdes por diferentes
OFs. De fato, sua eficacia nos tratamentos de intoxicagbes OFs dependem do composto,
nao sendo igual para todos os OFs, o que torna seu uso, algumas vezes, controverso
(Quinby e Wash, 1964; Willems et al., 1993; Bardin et al., 1994, Rotenberg, 1995, Dawson
et al., 1997, Thiermann et al., 1999).

Contudo, grande parte dos pesquisadores assume que, atualmente, ndo existe uma
oxima de amplo espectro capaz de contribuir para o tratamento e reversdo da sindrome
determinada pela intoxicagdo por diferentes OFs. Nesse sentido, esforcos estdo sendo
direcionados no desenvolvimento de novas moléculas (oximas) visando uma melhor
capacidade de reativagao enzimatica para atenuar sinais e sintomas neurotoxicos induzidos
pelos compostos OFs (Kassa e Kunesova, 2006).

Estudos apontam que o tratamento antidoto da intoxicagdo ao malation n&o é
suficientemente efetivo (Sudakin et al., 2000). De fato, ha evidéncias clinicas e bioquimicas
que a pralidoxima, uma oxima amplamente usada em intoxicagdes por OF, ndo é capaz de
reativar a AChE inibida pelo malation (Ganendran e Balabaskaran, 1976). Portanto ha uma
clara demanda de reativadores da AChE mais efetivos em comparagdo com as oximas
disponiveis atualmente (van Helden et al., 1996; Kassa, 2002; Peter et al., 2006). Nossos

resultados demonstraram claramente que ambas oximas da série K (Desenvolvidas por
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Kuka no Departamento de Toxicologia da Faculdade Militar de Ciéncias da Saude -
Republica Tcheca) (Kuca et al.,, 2003a,b), nomeadas K027 e K048, foram capazes de
reativar a enzima AChE de cortex pré-frontal de camundongos inibida apds a exposicéo
aguda ao malation.

Ainda que as oximas K027 e K048 representem estruturas quimicas intimamente
relacionadas, a K027 foi um reativador da AChE marcantemente mais efetivo do que a
oxima K048. De fato, a K027 reativou completamente a AChE inibida pelo malation em 24
horas apds a exposicao ao pesticida, enquanto que a K048 reativou parcialmente a AChE
nesse momento. Tal dado é extremamente importante porque apontam para estas oximas
assimétricas da série K como compostos promissores para estudos farmacoldgicos sobre a
reativagdo da AChE apds intoxicagdo com malation.

Kassa e Kunesova (2006), em um estudo comparativo do efeito neuroprotetor das
oximas inéditas (K027 e K048) com as oximas disponiveis comercialmente (obidoxima e HI-
6), demonstraram que as oximas inéditas K027 e K048 foram mais eficazes em eliminar a
neurotoxicidade provocada pelo agente tabun em ratos quando comparadas as oximas
usadas rotineiramente na clinica (obidoxima e HI-6). Num segundo passo, os autores
investigaram o potencial reativador da AChE entre as duas oximas inéditas, K027 e K048, e
a oxima K048 foi mais eficaz em reativar a enzima inibida pelo tabun quando comparada
com a K027. Porém, as duas oximas inéditas tanto K048 quanto a K027 se mostraram
como sendo ferramentas promissoras para o tratamento de intoxicacdo por tabun, pois a
diferenca de reativacdo da AChE entre as duas foi minima, e as duas mereceram ser
consideradas.

Protocolos experimentais in vitro (Petroianu et al., 2005) investigaram o potencial de
diferentes oximas (K027, K033, K048, BI-6 e metoxima) em reativar a AChE inibida pelo OF
paraoxon em células sanguineas. Os resultados do grupo mostraram que as oximas K027 e
K048 tiveram maior agao farmacoldgica em reativar a enzima inibida pelo paraoxon quando
comparadas com as demais oximas avaliadas.

A eficiéncia de reativagdo pelas oximas é atribuida principalmente a velocidade de
ataque nucleofilico aos organofosforados, mas a eficiéncia varia com a estrutura quimica
dos compostos OFs, a origem da enzima, a estrutura quimica da oxima e a taxa de
dealquilagdo pos-inibitdria, conhecida como envelhecimento enzimatico (Worek et al., 2002;
Kovarik et al., 2004). O envelhecimento enzimatico € um processo que se origina da cisao

da ligagao P-O, resultando na formacédo de um complexo colinesterase—fosforil, carregado
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negativamente (Elhanany et al., 2001), impedindo o ataque nucleofilico por uma oxima. Um
interessante achado do nosso estudo foi o efeito temporal das oximas em reativar AChE
inibida pelo malation no cértex pré-frontal de camundongos. Ainda que as oximas nao
tenham tido efeito reativador em 3 horas, houve reativacdo completa da atividade AChE no
cortex pré-frontal dos camundongos 24 horas apds a intoxicagdo com malation e o
tratamento com a K027. Isto indica que a acao desta oxima parece ser suficientemente
rapida para evitar o envelhecimento da enzima AChE. Do ponto de vista farmacoldgico, esta
informacdo ¢é interessante e estes estdo de acordo com estudos prévios que tém
apresentado reducao na letalidade e neurotoxicidade em animais tratados com oxima K027
expostos a OFs (Kassa, 2006; Kassa & Kunesova, 2006).

Embora os mecanismos de toxicidade dos OFs n&o sejam totalmente elucidados,
sabe-se que as EROs possuem um importante papel na toxicidade desses compostos
(Almeida et al., 1997; Ray e Banerjee, 1998). Isso porque os radicais livres possuem um
grande potencial deletério, induzindo dano oxidativo. O malation pode agir diretamente ou
indiretamente, modificando a capacidade das defesas antioxidantes (Banerjee et al., 1999).

Ha evidéncias que a inibicdo da atividade da AChE pelo malation estd acompanhada
pela inducdo de estresse oxidativo no plasma em ratos submetidos a uma alimentagao
misturada com malation (Abdollahi et al., 2004).

A respeito disso, Fortunato e seus colaboradores (2006b) tém proposto que o
estresse oxidativo induzido pelo malation nos cérebros de ratos esta associado com a
modulacdo das enzimas antioxidantes: catalase e superéxido dismutase. Além disso, estes
tém demonstrado que o OF malation aumenta a formagcdo de &nion superdéxido na
mitocondria de determinadas regides cerebrais de ratos (Delgado et al., 2006).

Em nossos experimentos, também foi observado o dano oxidativo nos lipideos do
cortex pré-frontal de camundongos expostos ao malation. De acordo com nossos achados,
Delgado e colaboradores (2006) demonstraram que a exposi¢gdo sub-aguda ao malation
provocou aumento nos niveis de MDA em diferentes regides cerebrais de ratos. E
importante salientar que, em nosso estudo, este fenbmeno nao foi observado em 3 horas
apos a intoxicagdo, mas em 24 horas, sugerindo que este ndo € um evento imediato. Ainda
que o exato mecanismo molecular relacionado a tal processo nao esteja bem esclarecido,
nossos resultados sugerem que o aumento observado na peroxidacédo lipidica em animais

intoxicados com malation ndo esta relacionado a um desequilibrio na homeostase do
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sistema antioxidante da glutationa, ja que nao afetou a atividade das enzimas GPx e GR e
nao alterou os niveis do tripeptideo.

Um relevante achado do nosso estudo € que, além destes efeitos benéficos em
reativar a AChE inibida pelo malation em cértex pré-frontal de camundongos em 24 horas
apods a intoxicagdo, a oxima K027 também reduziu a peroxidacao lipidica induzida pelo
malation neste mesmo tempo. Estes resultados sugerem uma potencial ligacdo entre a
hiperestimulacdo do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no cértex pré-frontal de
camundongos apos exposicdo ao malation. Nesse sentido, tem sido evidenciado que a
superestimulagdo dos receptores muscarinicos (M4) no cértex frontal pode levar a um
aumento na concentracdo de glutamato extracelular (Dijk et al., 1995), sugerindo que a
acetilcolina produz efeitos excitatérios no cértex pré-frontal. Levando em consideracédo que
a excitotoxicidade e o estresse oxidativo no sistema nervoso central sdo eventos
relacionados (Aschner et al., 2007), supdem-se que a peroxidacgao lipidica observada apos
a exposicao ao malation esta relacionada aos eventos excitotoxicos. Contudo, estudos
adicionais sao necessarios para confirmar tal hipotese.

Em suma, o presente modulo de resultados (Modulo 2) indica que as novas oximas
desenvolvidas , K027 e K048, sao capazes de reativar a enzima AChE inibida pelo malation
no coértex pré-frontal de camundongos. Além disso, o efeito benéfico da oxima K027 sobre a
peroxidacgao lipidica induzida pelo malation em 24 horas sugere uma possivel ligagédo entre
a superestimulacdo do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no cértex pré-frontal de
camundongos apos exposi¢cao ao malation. Tendo em vista que os tratamentos disponiveis
(baseados em oximas) para intoxicagées por malation parecem ser pouco eficazes, os
dados do presente estudo sdo muito importantes porque apontam para as oximas
assimétricas da série K como antidotos promissores para os casos de intoxicagao por este

pesticida OF.
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7. CONCLUSOES

Modulo 1: Efeito da exposigao lactacional (pds-natal) ao malation sobre a atividade da
enzima AChE e variaveis bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo no cérebro de

camundongos (genitoras e respectiva prole).

Com os resultados deste estudo, conclui-se que:

» A exposicdo ao malation causou uma inibicdo significante da atividade da AChE no
cérebro das genitoras, porém, somente na dose mais alta (200 mg/kg).

» A atividade da AChE cerebral foi inibida na prole exposta lactacionalmente ao
malation.

» O efeito inibitério da enzima AChE é revelado na prole mesmo quando as genitoras
foram expostas a doses mais baixas do malation (20 mg/kg).

» O efeito da exposicao lactacional ao malation sobre a atividade da AChE foi dose-
dependente.

» O efeito inibitério do malation sobre a atividade da AChE cerebral foi maior em
camundongos da prole quando comparado com o efeito em suas genitoras.

» O malation é excretado no leite materno.

» A exposicao lactacional ao malation pode, per se, ser responsavel pelos danos

deletérios na prole, sem a necessidade de intoxicagao prévia in utero.

Modulo 2: Papel das oximas inéditas K027 e K048 sobre o efeito do malation na atividade
da enzima acetilcolinesterase e variaveis bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo
em cortex pré-frontal de camundongos.

Com os resultados deste estudo, conclui-se que:

» A atividade da AChE cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida
(em torno de 55%) em 3 horas depois da exposi¢do ao malation.

» A atividade da AChE cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida
(em torno de 55%) em 24 horas depois da exposi¢do ao malation.

» Nem a atropina nem as oximas foram capazes de eliminar a inibicdo da AChE cortical

provocada pelo malation em 3 horas apds o tratamento.
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A oxima K027 (em combinagao com a atropina) reverteu completamente a ocorréncia
de efeito inibitorio do malation na atividade da AChE no cortex pré-frontal em 24
horas apds envenenamento.

A oxima K048 (em combinagdo com a atropina) diminuiu significativamente a
ocorréncia de efeito inibitério do malation na atividade da AChE no cértex pré-frontal
em 24 horas apos envenenamento, mas ndo completamente.

A exposigao aguda ao OF malation causou um aumento significante na peroxidagéao
de lipideos no cértex pré-frontal de camundongos adultos.

O aumento da peroxidagao lipidica foi observado somente em 24 h apds a
administragao do malation.

A oxima K027 foi capaz de diminuir notavelmente a peroxidacao lipidica no cortex

pré-frontal de camundongos adultos em 24 h apds intoxicagdo com malation.
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Abstract

The organophosphorus (OP) pesticide malathion is a highly neurotoxic compound. Although some studies have reported neurotoxicity signs
after the in utero exposure to OP pesticides, there is no evidence of the exclusive contribution of the lactational exposure to malathion as a possible
cause of neurotoxicity in the offspring. In this study. we investigated the exclusive contribution of malathion exposure through maternal milk on the
activity of acetylcholinesterase (AChE), as well as on biochemical parameters related to the oxidative stress (glutathione levels, lipid peroxidation
and glutathione reductase and glutathione peroxidase activities) in the brain of suckling mice. The same parameters were also evaluated in the
brains of the respective mothers, which where directly exposed to malathion during the lactational period tdaily s.c. injections: doses of 20, 60 and
200 mg/kg of body weight). Our results showed that the lactational exposure to malathion caused a high inhibitory effect of the brain AChE activity
in the offspring, even when dams were exposed to the lowest malathion dose (20 mg/kg). Brain AChE activity was also inhibited in mothers:
however. only at the highest malathion dose (200 mg/kg). No changes were observed in the biochemical parameters related to the oxidative stress
for both dams and pups brains, The present study shows, for the first time, that the exposure of neonatal mice to malathion via lactation inhibits the
activity of brain AChE in the offspring. These dat., summed to the fact that OP pesticides are excreted in human milk, makes relevant the

lactational exposure to these xenobiotics in terms of human health concerns.

) 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kexwaords: Malathion; Organophosphorus: Lactational exposure; Acetylcholinesterase; Neurotoxicity

1. Introduction

The OP pesticide malathion (Q.0-dimethyl-8-1.2-bis ethoxy
rbonyl ethyl phosphorodithioate), like other OP compounds,
is known to inhibit acetylcholinesterase (AChE) activity, an
effect that is thought to underlie the neurotoxicity elicited by
these compounds (Kwong, 2002). In this regard. studies have
reported neurotoxic effects of malathion exposure in both
humans (Komori et al.. 1991: Vidair, 2004) and experimental
animals (Abdel-Rahman et al.. 2004: Brocardo et al.. 20035).

Although neurotoxicity signs have been reported alter the in
utero exposure to some OP pesticides (Chanda et al., 1995),
there

is no evidence of the exclusive contribution of the

lactational exposure to malathion as a possible cause of

neurotoxicity in the offspring. In this regard, it is noteworthy
that many OP pesticides can be excreted in milk (Salas et al.,

¥ Corresponding author, Tel.: +55 48 3331 9795; fax: 455 48 3331 9672,
E-mail address: marcelofarina @ zipmail.com.br (M. Farina).

O161-813X/% — see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved,
doiz 10.1016/).neuro.2006,04,002

2003: Battu et al.. 2004). In addition, it has been reported the
presence of OP pesticides, including malathion, in human milk
(Sanghi et al., 2003), showing the relevance of the present issue
in terms of human health concerns.,

In addition to the inhibition of AChE activity. OP-induced
toxicity is also related to the pro-oxidative properties of these
compounds (Banerjee et al., 1999: Verma and Srivastava, 2001:
Ranjbar et al., 2002). Of particular significance, malathion
exposure increases lipid peroxidation in rodent erythrocytes,
liver and brain (Hazarika et al.. 2003: Akhgari ct al., 2003).
Other studies indicate that antioxidant enzyme activities were
increased, reduced or not changed in the liver, brain and
erythroeytes of animals treated with this compound (Srikanth
and Seth, 1990: Pedrajas et al., 1995; Ahmed et al., 2000; John
et al., 2001; Akhgari et al., 2003 Hazarika et al., 2003). The
differences found may be due, e.g. to the malathion exposure
regime employed (Brocardo et al.. 2005).

Even though the beneficial effects of maternal milk to
offspring are evident (Kunz et al.. 1999: Oddy, 2000), it seems
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reasonable and necessary to perform the correct evaluation of
the contribution of the exclusive lactational exposure to OP
pesticides as possible cause of neurotoxicity. Taking into
account the absence of studies showing the real contribution of
the lactational exposure to malathion toward the development
of neurotoxicity in the offspring, and the relationship between
the pro-oxidative properties of the OP pesticide malathion and
its toxic effects, this study was aimed to investigate the
neurotoxic effects of the exclusive lactational exposure o
malathion in suckling mice. The activity of AChE, as well as
biochemical parameters related to the oxidative stress, were
analyzed in mice brain. These variables were evaluated in the
weaning mice and dams in an attempt to detect possible
differences ol susceptibility to malathion-induced neurotoxi-
city between mature and developing brain.

2. Materials and methods
2.1, Chemicals

Commercial-grade  malathion  (0.0-dimethyl-S-1.2-bis
ethoxy carbonyl ethyl phosphorodithioate, 95% purity. CAS
121-75-5) was purchased from Dipil Chemical Ind. (Brazil). 3-

Nicotinamide adenine di

ucleotide phosphate  sodium  salt
reduced form, 5-5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid, glutathione
reductase from baker’s yeast, and reduced glutathione were
obtained from Sigma (St Louis, MO, USA). All other
chemicals were of the highest grade available commercially.

2.2, Animals

Adult Swiss Albino mice (male and female), 90 days old,
from our own breeding colony were maintained at 25 C, on a
12h light cyele: 12 h dark cycle. with free access to food
(Nuvital,
consisted of grouping three virgin females with one male for
5 days. Pregnant mice were selected and housed individually in
opaque plastic cages.

PR, Brazil) and water. The breeding regimen

2.3, Treatment

In the first day alter parturition (postnatal day 1), 20 dams
were randomly assigned to one of the four groups (control,
malathion 20 mg/kg. malathion 60 mg/kg and malathion
200 mg/kg) of five animals each. Pups (eight per litter) were
maintained with their mothers, which were exposed to
malathion (daily s.c. injections: doses of 20. 60 and 200 mg/
kg) during the lactational period. posinatal day 1 to postnatal
day 21. Commercial-grade malathion solution was dissolved in
physiological saline (150 mM NaCl) and its dose was based on
the study of Brocardo et al. (2005). Mothers from control group
received daily injections of physiological saline (10 mL/kg).
Since malathion and its metabolites are exereted mainly in
urine (Bouchard et al.. 2003), the possibility of dermal and oral
transference of malathion from dams 0 pups was considered
unimportant. Anyway, animals’ cages were cleaned daily to
minimize the contact of pups with potential contaminated

AR Silva et al./ NewroToxicelogy 27 (2006) T101-1105

bedding. Thus, the exclusive and significant way ol offspring
exposure o malathion was  through maternal milk.  All
experiments were conducted in accordance with the Guiding
Principles in the Use of Animals in Toxicology, adopted by the
Society of Toxicology in July 1989.

2.4, Tissue preparation

Twenty-four ho

after the last injection, two randomly
selected weaning mice, and their respective moth
killed by decapitation. Gender effects were not considered
important in selecting pups for analysis, pups of both sexes
were used. Brains were homogenized (1:5 w/v) in HEPES
25 mM. pH 7.4 bulTer and the tissue homogenates were rapidly
centrifuged at 20,000 > g. at4 “C for 30 min. The supernatants
obtained were used for the determinations of enzymatic
activities, as well as for the quantifications of the levels of
glutathione and thiobarbituric  acid reactive
(TBARS).

5, Were

substances

2.5, Determination of acetvicholinesterase activity

Brain acetylcholinesterase activity was estimated by the
method of Ellman et al. (1961), u
as a substrate. The rate of hydrolysis of acetylthiocholine iodide
is measured at 412 nm through the release of the thiol
compound which, when reacted with DTNB. produces the
color-forming compound TNB.

g acetylthiocholine odide

2.6, Antioxidant enzvine assavs

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured by
the Wendel (1981) method, using rert-butylhydroperoxide as
a substrate. NADPH disappearance was monitored by a
spectrophotometer at 340 nm. Glutathione reductase (GR)
activity was determined by the method described by Carlberg
and Mannervik (1985). The reduction of GSSG in the
presence of NADPH was measured spectrophotometrically at
340 nm.

2.7, Gluwtathione levels and lipid peroxidation

Glutathione was measured as nonprotein thiols based on
Ellman (1959} minor modifications (Farina et al., 2003). Lipid
peroxidation was measured as thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) based on Ohkawa et al. (1979),

2.8, Determination of protein

The protein content was quantified by the method of
Bradford (1976), using bovine serum albumin as a standard.

2.9, Statistical analysis
Dilferences between groups were evaluated by one-way

ANOVA, followed by Duncan’s multiple range tests when
appropriate.
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El Malathion 20 mg/Kg
1 malathion 60 mg/Kg
[ Malathion 200 mg/Kg

% of control

Offspring

Mothers

Fig. 1. Effects of malathion exposure on brain acetylcholinesterase activity.
Acetyleholinesterase activity is expressed as percent of control. All data are
represented as mean + S.EM., except Tor the control groups whose means are
showed as a traced line (100% ). The actual activities of brain AChL for control
maothers and pups were 49.1 and 60.3 nmol/min/mg protein, respectively. Two
weaning mice were randomly selected from each litter and the means of their

values of the biochemical parameters were used in statistical analysis as
representative of the respective liter. Mothers (n =3 per group). Offspring
(=35 liers per group: two pups per liter). *Significantly different from
control by one-way ANOVA (p < (L05).

3. Results

Fig. | depicts the activity of brain acetylcholinesterase in
lactating mice exposed to malathion, as well as i their
respective oflspring. Malathion exposure caused a signilicant
inhibition of AChE activity in the brain of mothers: however,
only at the highest malathion dose (200 mg/kg). Brain AChE
activity was also inhibited in weaning mice lactationally
exposed to malathion. It is noteworthy that this inhibitory effect
observed even when mothers were directly exposed to the
lowest malathion dose (20 mg/kg). In addition, the effect of the
lactational exposure to malathion on brain AChE activity was
dose-dependent. In fact, a significant Pearson correlation was
evidenced for malathion dose x brain AChE activity in the
weaning  mice (Pearson’s coellicient = =0.499: p = 0.006).
Even though the inhibitory effect of malathion on maternal
brain AChE activity was observed only at the highest malathion
dose. a significant Pearson cor
malathion dose » brain AChE activity in the dams (Pearson’s
coellicient = =0.616: p = 0.019).

The effects of malathion exposure on brain glutathione
peroxidase and glutathione reductase activities, lipid peroxida-
tion and glutathione levels are depicted in Table 1. No changes

ation was also evidenced for

Table |
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were observed in these parameters for both dams and pups
brains.

4. Discussion

There are studies showing that perinatal exposure to QP
pesticides cause neurotoxicity in animals (Chanda et al., 1995:
Slotkin et al., 2005). On the other hand, it has been reported that
OP pesticides can be excreted in milk (Salas etal.. 2003: Sanghi
et al., 2003: Battu et al., 2004). However, to the best of our
knowledge, there are no data in the literature showing
lactational exposure to malathion as cause ol neurotoxicily
in the offspring. The results of our study confirm the incidence
of neurotoxicity (inhibition of brain AChE) as consequence of
the exclusive lactational malathion exposure in suckling mice.
From a toxicological point ol view, this result represents an
important finding because they show, for the first time, that the
exposure of mothers to malathion during the lactational period
can, per se, cause neurotoxic effects in the offspring, without
the need of previous in utero intoxication.

In the recent years, a growing body of evidence indicates the
high vulnerability of pregnant/lactating women concerning
pesticide exposures (Hill et al., 1995; Whyatt et al., 2002;
Berkowitz et al., 2003), with several studies suggesting that
resident farm families and farm workers have higher exposures
than do other populations (Simcox et al.. 1999: McCauley et al..
2001: Curl et al.. 2002: Fenske et al.. 2002). These evidences.
summed 0 our experimental  data. which  confirm  the
oceurrence of neurotoxicity after the lactational exposure 1o
an OP pesticide, make clear the need for attention of pregnant
women on OP exposure not only during pregnancy, but also

icular, it is well known that the

during lactational pe
inhibition of the brain AChE by OP pesticides leads to the
accumulation of acetylcholine in the synapses that. in turn,
induces hyperactivity of cholinergic pathways. Since acet-
ylcholine plays important trophic roles in brain development,
one could assume that OP pesticides exposure during the
developmental period can interfere with neurotransmitter
function leading to neurodevelopmental abnormalities by
disrupting the timing or intensity of neurotrophic actions
(Slotkin. 2004a). On the other hand. it is noteworthy that OP
pesticides have direct effects on cellular processes that are
unigue  to b development, and that these elfects are

. Inpa

Effects of malathion exposure on brain glutathione peroxidase and glutathione reductase activities, lipid peroxidation and glutathione levels

Mothers Offspring

GPx GR NPSH TBARS GPx GR NPSH TBARS
Control 57.1 (2.8) 61.7 (2.8) 76.7(2.2) 0,159 (0.01) 65.8 (3.4) 59.7 (1.7) 729 (3.8) (L2018 (0.04)
Malathion 20 mg/kg 53.2 (5.1) 56,7 (1.7) T3.4(2.0) 0,156 (0.007) 60.3 (7.1) 58.9 (3.7) T3.9 (4.8) 0L.212 (10.03)
Malathion 60 mg/kg 56.4 (7.1) 59.4 (3.0 78.7(2.7) 0.143 (0.01) 63.7 (7.5) 59.7 (6.3) 77.3 (6.7) 0.174 (0.01)
Malathion 200 mg/kg 552 (3.8) 569 (3.2) 72303 0,153 (0.01) 603 (2.1 52.6(2.7) T74.2 (4.8) 0.196 (0.02)

Glutathione peroxidase and glutathione reductase activities are expressed as nmol of oxidized NADPH mg protein/min. Glutathione content was measured as nonprotein
thiols and is expressed as nmol/mg protein. Lipid peroxidation (TBARS levels) is expressed as nmol of malondialdehyde (MDA Ymg protein. All data are represented as
means with their respective S.E.M. between parentheses. Two weaning mice were randomly selected from each litter and the means of their values of AChE activity were

used in statistical analy

15 representative of the respective litter. Mothers (n = 3 per group). Offspring (n = 5 litlers per group; two pups per litier).
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mechanistically  unrelated o inhibition  of  cholinesterase
(Slotkin, 2004b).

Another important finding from our study is that the
inhibitory effect of malathion on brain AChE activity was
higher in weaning mice when compared to their respective
mothers. In fact. even though dams were directly exposed to
subcutancous injections of malathion, only the highest dose
(200 mg/kg) caused brain AChE inhibition. Conversely, in the
suckling mice lactationally exposed to malathion, this
inhibitory effect was observed even though mothers were
exposed to the lowest malathion dose (20 mg/kg). Why the
immature brain displays higher sensitivity to OP pesticides
relative to the adult is not completely solved. However,
evidence show that developing organisms recover more quickly
from cholinesterase inhibition than do comparably exposed
adults, largely due to the rapid synthesis of new cholinesterase
molecules (Pope and Chakraborti, 1992: Pope et al., 1991: Song
et al., 1997). Based on this evidence, one could suppose even
higher inhibitory elfects of brain AChE in suckling mice during
treatment period at least for a briel time interval.

Oxidative postulated  to
noncholinergic mechanism by which OP pesticides cause
neurotoxicity (Abou-Donia, 2003: Brocardo ct al., 2005). We
were unable to find evidence of significant effects of malathion
exposure on biochemical parameters related to oxidative stress
in mice brain from either mothers or weaning animals. Based
on our findings, one could ask if the sensitivities of the assays
used were sufficient to detect biochemical relevant changes. In
this regard, recent studies of our group have showed that the
exclusive lactational exposure to methylmercury. a well known
neurotoxicant. changed biochemical variables related to
oxidative stress in weaning mice cercbellum (Manfroi et al..
2004: Franco et al., 2006). In addition, Brocardo et al. (2005)
showed levels of thiobarbituric  acid
substances and decreased glutathione reductase activity in
rat cercbral cortex after acute exposure to malathion. Since the
biochemical protocols used in this study were exactly the same
ol those used in our previous studies (Manfron et al., 2004;
Franco et al., 2006) and in the study of Brocardo et al. (2005),
the negative findings of malathion effects on oxidative stress-
related parameters can not be linked to low sensitivities of the
used assays. The relationship between oxidative stress and OP
pesticides-induced toxicity is still unsolved: there are several
contradictory studies (Srikanth and Seth, 1990; Pedrajas et al.,
1995: Ahmed et al.. 2000: John et al.. 2001: Akhgari et al..
2003; Hazarika et al., 2003). Divergent results may be related to
different OP pesticide compounds and exposure regime
employed, which refer mainly to different doses. different
times of chronic administration and different ages of the
animals at the time ol exposure.

Concluding, the present study shows, for the first time, that
the exposure of lactating mice to malathion inhibits the activity
of brain AChE in the offspring. These data are extremely
important because the inhibition of the brain AChE causes
cholinergic  hyperactivity. which may disrupt neurotrophic
actions during development. Taking into account that OP
pesticides — including malathion — are excreted in human milk,

stress has been represent a

increased reactive

AP Silva et al. / NewroToxicology 27 (2006) 1101-1105

the presented results become relevant in terms ol human health
CONCErns.
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Abstract

The potency of newly developed asymmetric bispyridinium oximes (K027, K048) in
reactivating acetylcholinesterase and in eliminating oxidative stress induced by acute
exposure to malathion was evaluated in mouse prefrontal cortex using in vivo methods.
Malathion (1 g/kg, dissolved in saline) was administered subcutaneously. The
asymmetric bispyridinium oximes K027 or K048 (1/4 of LDsp, dissolved in saline, i.p.)
were administered immediately after malathion and atropine sulfate (20 mg/kg,
dissolved in saline, i.p.). Control group received saline instead of malathion and
antidotes. Acetylcholinesterase activity and biochemical parameters related to oxidative
stress (glutathione levels, glutathione peroxidase and glutathione reductase activity, and
lipid peroxidation) were evaluated in mouse prefrontal cortex at two different timepoints
(3 or 24 h after malathion poisoning). Malathion administration markedly inhibited
cortical acetylcholinesterase activity (around 55%) at 3 h after malathion challenge and
such inhibition was maintained till 24 h after poisoning. Although neither atropine sulfate
nor oximes were able to eliminate cortical acetylcholinesterase inhibition at 3 h after
malathion poisoning, K027 (in combination with atropine) completely eliminated the
inhibitory effect of malathion exposure on cortical acetylcholinesterase activity at 24 h
after malathion administration. K048 (in combination with atropine) significantly
decreased acetylcholinesterase inhibition at 24 h after malathion poisoning. Even
though glutathione levels and glutathione peroxidase and glutathione reductase
activities were not affected, malathion administration markedly increased lipid
peroxidation in the prefrontal cortex at 24 h after poisoning and the oxime K027 (in
combination with atropine) was able to significantly decrease such phenomenon. Thus,
our results clearly demonstrate that the newly developed asymmetric bispyridinium
oximes K027 and K048 are able to reverse malathion-induced acetylcholinesterase
inhibition in mouse prefrontal cortex. Moreover, the ameliorative effect of the oxime
K027 on the increased lipid peroxidation observed at 24 h after malathion poisoning
suggests a potential link between the hyperstimulation of cholinergic system and

oxidative stress in the mouse prefrontal cortex after malathion exposure.

Keywords: Malathion, organophosphorus compounds, acetylcholinesterase, oximes,

neurotoxicity, oxidative stress.
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Introduction

The organophosphorus (OP) pesticide malathion (O,O-dimethyl-S-1,2-bis ethoxy
carbonyl ethyl phosphorodithioate), after bioactivation to malaoxon (Forsyth and
Chambers, 1989; Buratti et al., 2006), exerts its toxic effects by phosphonylation and
subsequent inactivation of acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7). The inhibition of
this enzyme allows the accumulation of acetylcholine in the synaptic terminals of the
central and peripheral nervous system with subsequent widespread overstimulation of
cholinergic receptors. This effect is thought to underlie the neurotoxicity elicited by OP
compounds (Kwong, 2002). Various studies have reported neurotoxic effects of
malathion exposure in both humans (Komori et al., 1991; Vidair, 2004) and
experimental animals (Abdel-Rahman et al., 2004; Brocardo et al., 2005; da Silva et al.,
2006). Malathion has been pointed as one of the main contaminants in cases of OP
intoxication in Santa Catarina, a state in Southern Brazil, according to unpublished data
obtained from Toxicological Information Center (Centro de Informacgdes Toxicoldgicas -
CIT) hosted by the Hospital Universitario, Florianopolis, SC.

In addition to the inhibition of AChE activity, OP compounds-induced toxicity is
also related to the pro-oxidative properties of these compounds (Banerjee et al., 1999;
Verma and Srivastava, 2001; Ranjbar et al., 2002). It was described that malathion
exposure increases lipid peroxidation in rodent erythrocytes, liver and brain (Hazarika et
al., 2003; Akhgari et al., 2003). Other studies indicate that the activities of antioxidant
enzymes were increased, reduced or not changed in the liver, brain and erythrocytes of
animals poisoned with this compound (Srikanth and Seth, 1990; Pedrajas et al., 1995;
Ahmed et al., 2000; John et al., 2001; Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003). The
differences found may be due, e.g. to the malathion exposure regime employed
(Brocardo et al., 2005).

Even though malathion exposure in Brazil represents an important problem with
respects to human health (Brocardo et al., 2007), the antidotal treatment of malathion
poisoning is not sufficiently effective. In fact, malathion poisoning is conventionally
treated by a combination of atropine (a cholinolytic drug) to antagonize the
overtimulation of cholinergic muscarinic receptors and AChE reactivators (pralidoxime
mainly) to reactivate inhibited enzyme. However, clinical experience with pralidoxime is

disappointing (Sudakin et al., 2000) and its routine use has been questioned. In this
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regard, there is a clear demand for “broad spectrum” AChE reactivators with a higher
efficacy than those clinically available (Kassa, 2002).

Recently, new potential reactivators (K027 and K048) of inhibited AChE were
developed at the Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Hradec
Kralove, Czech Republic (Figure 1). These oximes have been reported as excellent
reactivators of OP compounds-inhibited AChE under in vitro conditions (Kuca et al.,
2005; Petroianu et al., 2007a). Moreover, these oximes have also displayed protective
effects against OP poisoning under in vivo conditions (Kuca et al., 2005; Petroianu et
al., 2007b). It is noteworthy that their antidotal effectiveness against OP-induced
toxicity/AChE inhibition has been shown to be higher when compared to commercially
available oximes (Kuca et al., 2004, Kuca et al., 2005).

Taking into account (i) the high incidence of malathion poisoning in Brazil; (ii) the
low effectiveness of the current antidotal treatment of malathion poisoning; and (iii) the
evident beneficial effects of the oximes K027 and K048 on poisonings with OP
compounds others than malathion, the aim of this study was to investigate the potential
protective effects of the asymmetric bispyridinium oximes (K027 and KO048) in
reactivating inhibited AChE in mouse prefrontal cortex after acute malathion poisoning.
Since oxidative stress has been pointed as an important mechanism involved with
malathion toxicity, the potency of KO27 and K048 to counteract this phenomenon was

also evaluated.
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Materials and methods

Chemicals

Commercial-grade  malathion (O,0O-dimethyl-S-1,2-bis  ethoxy carbonyl ethyl
phosphorodithioate, 95% purity, CAS 121-75-5) was purchased from Dipil Chemical Ind.
(Brazil). B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt reduced form, 5-5'-
dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid, glutathione reductase from baker's yeast, and reduced
glutathione were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). The newly synthesized
oximes were designated as K027 (1-(4-hydroxyiminomethyl pyridinium)-3-(4-
carbamoylpyridinium) propane dibromi- de) and K048 (1-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-4-(4-carbamoylpyridinium) butane dibromide). Their
chemical structures (Figure 1) were derived from the structures of currently used AChE
reactivators, especially HI-6. Their synthesis was described previously (Kuca et al.,

2003a, b). All other chemicals were of the highest grade available commercially

Animals

Adult Swiss Albino mice (female), 60 days old, from our own breeding colony were
maintained at 25 °C, on a 12 h light cycle:12 h dark cycle, with free access to food
(Nuvital, PR, Brazil) and water. All used animals were originated from sibling mothers
and fathers. Mice were randomly divided in five different experimental groups. All
experiments were conducted in accordance with the Guiding Principles in the Use of
Animals in Toxicology, adopted by the Society of Toxicology (1989) and were approved
by our ethics committee for animal use at the Universidade Federal de Santa Catarina
(313/CEUA,; 23080.026023/2004-39/UFSC).

Treatment

Sixty animals were randomly divided in five groups (A-E) with 12 animals each. Animals
from groups B-E received a single subcutaneous (s.c.) injection of malathion (1 g/kg,
1/3 LDsp, dissolved in saline). Animals from groups C-E received a single intraperitoneal
(i.p.) injection of atropine sulfate (20 mg/kg, dissolved in saline). The asymmetric
bispyridinium oximes K027 (150 mg/kg; %2 da DLsg) or KO48 (180 mg/kg; %2 da DLsp,
dissolved in saline) were administered intraperitoneally to animals from groups D and E,

respectively. DLsy were based on a previous study (Kuca et al., 2005a). All compounds
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were administered almost simultaneously, with 10 seconds intervals between each
administration. The order of administration was malathion or saline (s.c.), followed by
atropine or saline (i.p.), followed by oxime or saline (i.p.). So, all animals received one
subcutaneous and two intraperitoneal injections. Control group (A) received only vehicle

(saline, 10 ml/kg) instead of malathion, atropine and oxime.

Tissue preparation for biochemical analyses

At two different timepoints (3 or 24 h after treatment), animals were Kkilled by
decapitation: 6 animals per group per timepoint. The prefrontal cortices were
homogenized (1:5 w/v) in HEPES 25 mM, pH 7.4 buffer and the tissue homogenates
were rapidly centrifuged at 20,000 x g, at 4 °C for 30 min. The supernatants obtained
were used for the determination of enzymatic activities and for the quantification of the

level of glutathione and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).

Biochemical analyses

Acetylcholinesterase activity: Brain acetylcholinesterase activity was estimated by the
method of Ellman et al. (1961), using acetylthiocholine iodide as a substrate. The rate of
hydrolysis of acetylthiocholine iodide is measured at 412 nm through the release of the
thiol compound which, when reacted with DTNB, produces the color-forming compound
TNB.

Antioxidant enzymes: Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured by the
Wendel (1981) method, using tert-butylhydroperoxide as a substrate. NADPH
disappearance was monitored by a spectrophotometer at 340 nm. Glutathione
reductase (GR) activity was determined by the method described by Carlberg and
Mannervik (1985). The rate of GSSG reduction was indirectly determined through
monitoring the NADPH disappearance at 340 nm.

Glutathione levels and lipid peroxidation: Glutathione was measured as nonprotein
thiols based on Ellman (1959) minor modifications (Farina et al., 2003). Lipid
peroxidation was measured as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) based
on Ohkawa et al. (1979).
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Determination of protein: The protein content was quantified by the method of Bradford

(1976), using bovine serum albumin as a standard.
Statistical analysis

Differences between groups were evaluated by one-way ANOVA, followed by Duncan's

multiple range tests when appropriate.
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Results

Figure 2 describes the effects of the exposures to malathion and the oximes
K027 or K048 (in combination with atropine) on prefrontal cortical AChE activity at 3 h
(Figure 2A) and 24 h (Figure 2B) after poisoning. Malathion exposure markedly inhibited
cortical AChE activity (around 55%) at 3 h and such inhibition was maintained until 24 h
after malathion challenge. Although neither atropine nor oximes were able to eliminate
cortical AChE inhibition at 3 h after malathion treatment, KO27 completely reversed the
inhibitory effect of malathion exposure on prefrontal cortical AChE activity at 24 h after
poisoning. The oxime K048 (in combination with atropine) significantly decreased AChE
inhibition at 24 h after malathion poisoning but it was not be able to eliminate AChE
inhibition completely.

Figure 3 shows the effects of the exposures to malathion and the oximes K027 or
K048 (in combination with atropine) on prefrontal cortical thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS, marker of lipid peroxidation) at 3 h (Figure 3A) and 24 h (Figure
3B) after poisoning. Malathion exposure significantly increased lipid peroxidation in the
prefrontal cortex, but this effect was observed only at 24 h after malathion
administration. The oxime K027, which completely reactivated AChE at 24 h after
malathion poisoning, was able to significantly decrease the induced lipid peroxidation at
this timepoint.

Biochemical parameters related to the glutathione antioxidant system
(glutathione levels and glutathione peroxidase and glutathione reductase activities)
were not changed in the prefrontal cortex at 3 h as well as 24 h after poisoning with

malathion (Table 1).
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Discussion

Malathion, which is an organophophorothionate pesticide with relative low
toxicity, can be activated by the cytochrome P450 system by oxidative desulfuration to
form malaoxon, an effective inhibitor of AChE (Forsyth and Chambers, 1989; Buratti et
al., 2006). Malathion has been pointed as one of the main contaminants in cases of
organophosphorus (OP) intoxication in Santa Catarina, a state in Southern Brazil,
according to unpublished data obtained from Toxicological Information Center (Centro
de Informagdes Toxicoldgicas - CIT) hosted by the Hospital Universitario, Floriandpolis,
SC. However, the antidotal treatment of malathion poisonings is not sufficiently effective
(Sudakin et al., 2000). In fact, there are biochemical and clinical evidences that
pralidoxime, a widely used oxime in OP poisoning, does not reactivate human AChE
inhibited by malathion exposure (Ganendran & Balabaskaran, 1976). Therefore, there is
a clear demand for more effective AChE reactivators in comparison with currently
available oximes (van Helden et al., 1996; Kassa, 2002; Peter et al., 2006). Our results
clearly demonstrated that both oximes from the K-series (developed by Kuca from
Department of Toxicology of the Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralove,
Czech Republic - Kuca et al., 2003a,b), namely K027 and K048, were able to reactivate
inhibited AChE in prefrontal cortex of mice acutely exposed to malathion. Even though
the oximes K027 and K048 represent closely related chemical structures, KO27 was
markedly more effective AChE reactivator than KO048. Indeed, K027 completely
reactivated the inhibited AChE at 24 h after malathion exposure while K048 only
partially reactivated the enzyme at this timepoint. Such data are extremely important
because they render asymmetric bispyridinium oximes of the K-series as promising
compounds for pharmacological studies on AChE reactivation after malathion
poisoning.

The effectiveness of oxime reactivation is primarily attributed to the nucleophilic
displacement rate of organophosphates, but the efficiency varies with the chemical
structure of the OP compound, the source of enzyme, the chemical structure of the
oxime and the rate of post-inhibitory dealkylation known as aging (Worek et al., 2002;
Kovarik et al., 2004). The aging is a process that proceeds through P-O bond scission,
which results in formation of a negatively charged phosphonyl-cholinesterase complex
(Elhanany et al., 2001), thwarting nucleophilic attack by an oxime. An interesting finding

of our study was the temporal effect of the oximes in reactivating the inhibited AChE
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after malathion poisoning in mouse prefrontal cortex. Even though the oximes had no
reactivating effects at 3 h, the complete reactivation of mouse prefrontal cortical AChE
activity at 24 h after malathion poisoning and K027 treatment indicate that its
pharmacological effects appear to be fast enough to avoid AChE aging. From a
pharmacological point of view, this information is interesting and it is in agreement with
previous studies that have shown decreased lethality and neurotoxicity in OP-exposed
animals treated with K027 (Kassa, 2006; Kassa & Kunesova, 2006).

Even though several studies have shown that malathion exposure induces
oxidative stress (Akhgari et al., 2003; Hazarika et al., 2003; Brocardo et al., 2005;
Fortunato et al., 2006a), the molecular mechanisms involved in this phenomenon are
not completely understood. In this regard, Fortunato and his co-workers (2006b) have
proposed that malathion-induced oxidative stress in rat brain is associated to the
modulation of the antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase. In addition,
it was shown that malathion increased the in vitro formation of superoxide anion in the
mitochondria of rat brain regions (Delgado et al., 2006). In our experiments, a high
oxidative damage toward lipids of the prefrontal cortex of malathion-exposed mice was
observed. It is noteworthy that this phenomenon was not observed at 3 h after
poisoning, but at 24 h, suggesting that it is not an immediate event. Even though the
exact molecular mechanism related to such process is not clear, our results suggest
that the observed increased lipid peroxidation in animals poisoned with malathion is not
related to a potential dyshomeostasis of the glutathione antioxidant system.

A remarkable finding of our study is that, beside its beneficial effects in
reactivating the inhibited AChE in mouse prefrontal cortex at 24 h after malathion
poisoning, K027 also decreased the induced lipid peroxidation at this timepoint. These
results suggest a potential link between the hyperstimulation of cholinergic system and
oxidative stress in the mouse prefrontal cortex after malathion exposure. In this regard,
it has been evidenced that the overstimulation of muscarinic (M) receptors in the frontal
cortex could lead to increased extracellular glutamate concentrations (Dijk et al., 1995),
suggesting that acetylcholine produces excitatory effects in the prefrontal cortex. Taking
into account that excitotoxicity and oxidative stress in the central nervous system are
events that stimulate each other (Aschner et al., 2007), one could suppose that the
observed lipid peroxidation after malathion exposure is related to excitotoxic events.

However, additional studies are necessary to confirm such hypothesis.
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In summary, the present study indicates that the newly developed asymmetric
bispyridinium oximes K027 and K048 are able to reactivate inhibited AChE in mouse
prefrontal cortex after acute malathion exposure. Moreover, the ameliorative effect of
the oxime K027 on the induced lipid peroxidation at 24 h after malathion poisoning
suggests a potential link between the overstimulation of cholinergic system and
oxidative stress in the mouse prefrontal cortex after malathion exposure. Since the
available oxime-based treatment of malathion poisonings appear to be ineffective, the
present data are very important because they render asymmetric bispyridinium oximes

of the K-series as promising antidotes for malathion poisoning.
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Legends

Figure 1: Chemical Structure of oximes used.

Figure 2: Effects of malathion, atropine and the oximes K027 or K048 on mouse
prefrontal cortex acetylcholinesterase activity. Animals were sacrificed at 3 h (A) or 24 h
(B) after malathion poisoning. Acetylcholinesterase activity is expressed as nmol of
substrate hydrolyzed/min/mg protein and represented as mean + SD (n = 6 animals per
group). Different symbols above the bars indicate significant differences (p < 0.05) by

analysis of variance followed by Duncan multiple range test.

Figure 3: Effects of malathion, atropine and the oximes K027 or K048 on mouse
prefrontal cortex lipid peroxidation. Animals were sacrificed at 3 h (A) or 24 h (B) after
malathion poisoning. Lipid peroxidation was measured as thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). Data are expressed as nmol of malondialdehyde (MDA)/mg
protein and represented as mean = SD (n = 6 animals per group). Different symbols
above the bars indicate significant differences (p < 0.05) by analysis of variance

followed by Duncan multiple range test.

Table 1: Effects of malathion, atropine and the oximes K027 or K048 on mouse
prefrontal cortex glutathione levels and glutathione peroxidase and glutathione
reductase activities. Animals were sacrificed at 3 h (A) or 24 h (B) after malathion
poisoning. Glutathione (GSH) levels are expressed as nmol/mg protein. Glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) activities are expressed as nmol of
NADPH oxidized/min/mg protein. Data are represented as mean + SD (n = 6 animals

per group). Significant differences (p < 0.05) between groups were not found.
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Figure 2
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Figure 3
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Table 1

Timepoint Groups GSH GPx GR
Control 427 £35 58067 899+3.2
Malathion 486 +46 456+99 974 +58
3h Malathion + Atropine 40445 443 +£35 85444
Malathion + Atropine + Oxime K 027 45743 53157 912+30
Malathion + Atropine + Oxime K 048 419+22 449+28 88+73
Control 48250 43535 85579
Malathion 429+6.3 309+34 823+18
24 h Malathion + Atropine 42043 415+£55 82444
Malathion + Atropine + Oxime K 027 484 +20 484 +36 863+37
Malathion + Atropine + Oxime K 048 392+37 403 +13 828+25
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Graduacao em Neurociéncias. Universidade Federal de Santa Catarina.

O pesticida organofosforado (OF) Malation é um composto utilizado como inseticida em
acetilcolinesterase (AChE), causando neurotoxicidade tanto em humanos quanto em animais.
Além da inibicdo da AChE, a toxicidade dos OFs esta também relacionada com as
propriedades pré-oxidantes desses compostos. Um dos objetivos deste trabalho foi investigar
a contribuicdo exclusiva da exposicdo ao malation através do leite materno sobre a atividade
da AChE, bem como sobre parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo (niveis
de glutationa, peroxidacdo de lipideos e atividade das enzimas glutationa peroxidase e
glutationa redutase), no encéfalo de camundongos (genitoras e prole). As genitoras foram
expostas ao malation através de injecOes didrias e subcutaneas nas doses de 20, 60 e 200
mg/kg do peso corporal, durante o periodo lactacional (1° ao 21° dia pds-natal). Apéds a Gltima
injecdo, dois animais de cada prole e suas respectivas genitoras foram sacrificados por
decapitacdo. Removeu-se o encéfalo para a anélise das variaveis bioquimicas. Os resultados
mostraram que a exposi¢cdo lactacional ao malation causou um alto efeito inibitorio na
atividade do AChE no cérebro da prole, mesmo quando as maes foram expostas a menor dose
do malation (20 mg/kg). A atividade da AChE cerebral também foi inibida nas maées;
entretanto, somente na dose mais elevada do composto (200 mg/kg). Nenhuma mudanca foi
observada nos parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo, tanto nas maes
quanto nas proles. Esta fase do estudo mostra que a exposigéo (via lactagdo) de camundongos
neonatos ao malation inibe a atividade da AChE no cérebro da prole. Este dado, somado ao
fato de que os pesticidas OF sdo excretados no leite materno, torna relevante a exposicéo
lactacional a estes xenobidticos em termos de interesses a saide humana.

Sabe-se que o tratamento antidoto para a intoxicacdo por malation, que é baseado na
combinacdo de atropina e um reativador da enzima acetilcolinesterase (principalmente a
pralidoxima), ndo é suficientemente eficaz. Desta forma, o outro objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial efeito benéfico de duas oximas inéditas (K027 e K048) na reversdo do
efeito inibitdrio na atividade da AChE e na eliminacdo do estresse oxidativo em cértex pre-
frontal de camundongos expostos ao malation. Para este propdsito, utilizaram-se
camundongos adultos. O malation foi administrado subcutaneamente na dose de 1 g/kg. As
oximas inéditas K027 e K048 (1/4 da LDsp, dissolvidas em salina, i.p) foram administradas
imediatamente apds o malation e o sulfato de atropina (20 mg/kg, dissolvido em salina i.p). A
atividade da AChE e os parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo (niveis
glutationa, atividade da glutationa peroxidase e redutase, e peroxidacdo lipidica) foram
avaliados no cértex pré-frontal destes camundongos em dois tempos diferentes (3 e 24 horas
apos a exposicao). Os resultados do experimento mostraram que atividade da AChE cérebro-
cortical de camundongos adultos foi consideravelmente inibida (em torno de 55 %) em 3
horas e se manteve inibida até 24 horas apds a exposicdo ao malation. Nem a atropina nem as
oximas foram capazes de eliminar a inibicdo da AChE cortical provocada pelo malation em 3
horas apds o tratamento. A oxima K027 (em combinacdo com a atropina) impediu
completamente a ocorréncia de efeito inibitério do malation na atividade da AChE no cortex
pré-frontal em 24 horas ap0s o envenenamento. A oxima K048 (em combinacdo com a
atropina) diminuiu significativamente, mas ndo completamente, o efeito inibitorio do
malation na atividade da AChE no cortex pre-frontal em 24 horas apds envenenamento. A



exposicao aguda ao OF malation causou um aumento significativo na peroxidagdo de lipideos
no cértex pré-frontal dos animais. O aumento da peroxidacéo lipidica foi observado somente
em 24 h ap6s a administracdo do malation. A oxima K027 foi capaz de diminuir
notavelmente a peroxidacao lipidica no cértex pré-frontal de camundongos adultos em 24 h
apos intoxicacdo com malation. Estes resultados demonstraram que as oximas inéditas K027
e K048 foram capazes de reativar a enzima AChE no cértex pré-frontal de camundongos
expostos ao malation. Além disso, o efeito benéfico da oxima K027 sobre a peroxidacao
lipidica induzida pelo malation em 24 horas sugere uma possivel ligacdo entre a super-
estimulagdo do sistema colinérgico e o estresse oxidativo no coértex pré-frontal de
camundongos apds a exposicdo ao malation. Tendo em vista que os tratamentos disponiveis
(baseados em oximas) para intoxicagdes por malation parecem ser pouco eficazes, os dados
do presente estudo sdo muito importantes porque apontam para as oximas assimétricas da
série K como antidotos promissores para 0s casos de intoxicagao por este pesticida.

Palavra- chave: malation; organofosforados; exposi¢éo lactacional; acetilcolinesterase;
neurotoxicidade; oximas; estresse oxidativo.



