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RESUMO

O uso de praguicidas vem se tornando um problenda gz mais grave,
tendo em vista o permanente aumento da area plardadtodo mundo. Com o
desenvolvimento da agricultura no Brasil, vem skn@@ando um quadro que pode
ser considerado um dos principais problemas de &&liblica: a intoxicacdo hu-
mana por esses praguicidas. No grupo dos pragwsaléatacam-se os organofos-
forados (OP) e carbamatos, devido a sua grandizagdo no Brasil e ao alto nu-
mero de intoxicagbes comunicadas. Esses compoétoscomo principal alvo a
acetilcolinesterase mas alguns OP também sao camEz@mibir uma esterase pre-
sente no sistema nervoso. A inibicdo dessa enzim@hecida como "esterase neu-
rotéxica" (NTE), leva a um quadro conhecido com@Uuropatia tardia induzida
por organofosforados” (OPIDN), que tem como priatipintoma a paralisia dos
membros inferiores com degeneracdo axonal. A dosadge NTE utiliza dois ini-
bidores, sendo definida como resistente ao etibpeon (etPXN) e sensivel ao
mipafox (MPX). MPX, apesar de seletivo para NTE¢ @avendido comercialmen-
te, devendo ser sintetizado no laboratério. O abjetlesse trabalho foi a implan-
tacdo de um bioindicador para OPIDN, tendo por lmaseetodologia classica para
determinacdo de NTE em linfécitos, que possibiBeasnonitorar a intoxicacéo
humana por pesticidas com potencial para desenv@s®a sindrome. A substitui-
¢ao de MPX por clorpirifés-oxon (CPO) e de etPXN petil-paraoxon (metPXN)
levou a resultados muito diferentes dos obtidos edRXN e MPX. A paralisacédo
da reacdo com detergente ao invés de acido pecol&e mostrou mais eficiente,
eliminando a etapa de centrifugacdo. N&o foi padséstabelecer uma técnica de
conservacdo para as preparacfes de linfocitos oofpuga que a determinacao
seja feita no mesmo dia da coleta do sangue. Umdiagdo em um grupo de 27
voluntarios sadios indicou um valor de 11,42 + 6|k8dades de NTE por grama
de proteinas totais (U/g Ptn), ndo havendo difessncom relacdo ao sexo. A
grande variabilidade dos valores encontrados em popalacdo sadia, mesmo que
compativel com os resultados da literatura, diti@wd proposta de NTE linfocitéa-
ria como bioindicador de OPIDN.
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ABSTRACT

Pesticides are an increasingly serious problemmgipally due to their per-
manent increase of use in farmed land. The deweéoy of agriculture in Brazil
is causing one of the most important Public Hegltbblems: the human intoxica-
tion by pesticides. In the group of pesticides, argphosphates (OP) and car-
bamates are singled out, due to their-great usBrazil and resulting number of
intoxications. The principal target of these compdsi is the enzyme acetylcholi-
nesterase but some OP can inhibit an esterasdwindrvous system. The inhibi-
tion of this enzyme, called "neurotoxic esterasBITE), leads to "organophos-
phate-induced delayed neuropathy” (OPIDN), whiclises paralysis and axonal
degeneration in the lower limbs. The NTE assay us@sinhibitors and is defined
as being ethyl-paraoxon (etPXN) resistant and mipafMPX) sensitive. MPX,
although selective for NTE, is not commercially dahle and has to be synthe-
sized in the laboratory. A bioindicator for OPIDNided on NTE assay in human
lymphocyte for monitoring human intoxication by piegdes was the objective of
this study. The MPX replacement by clorpiriphos-ox@PO) and the etPXN re-
placement by methyl-paraoxon (mPXN) showed veryeddnt results in compari-
son with the classical inhibitors etPXN and MPXoBking the enzymatic reaction
with detergent, instead of perchloric acid, was enefficient and eliminated cen-
trifugation. Since it was not possible to consehlymmphocyte preparations, it was
necessary to make the NTE assay on the same dhjoofl sampling. A research
in 27 healthy volunteers indicates 11.42 + 6.33 NIrkts per gram of total protein
without gender differences. This NTE level is coriblke with the literature but
the great variation found in a health populationkedt difficult in proposing us-

ing lymphocyte NTE as an OPIDN bioindicator.
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1 INTRODUCAO
1.1 Historico

Com o avancgo tecnoldgico e a ampla utilizacdo deerdios e novos méto-
dos para o incremento da agricultura, uma grandeedade de agentes quimicos
tém sido utilizados, tanto como fertilizantes quanbmo agrotoxicos, o que vem
gerando uma série de danos ao ambiente e a saida&nhu No que se refere aos
agrotoxicos, devem ser destacados os organofosder@dP), por serem compos-
tos muito utilizados e por serem responsaveis porggande numero de intoxica-

¢cdes, principalmente em paises em desenvolvimento.

Devido ao seu extremo potencial toxico, inicialnents OP foram sinteti-
zados e utilizados como arma de guerra, conheamdaoc‘gas dos nervos” (sarin,
soman e tabun) e utilizados pelos nazistas na SkgWuerra Mundial. Esses
compostos vém sendo adaptados e desenvolvidos ggaean usados comercial-

mente como inseticidas

Os OP foram vistos como uma alternativa ao usoaiepostos organoclo-
rados, como o DDT, que foram proibidos na décad@@euma vez que se acumu-
lam nos ecossistemas além de se magnificarem neixadimenta?. O fato dos
OP terem uma baixa persisténcia no ambiente, eAdese bioacumularem, contri-

buiu enormemente para que o0 seu uso crescesserimiisadamente.

Em 1999, os OP e os metil-carbamatos (anticolinésteos) contabilizavam
52% do mercado mundial de controle quimico de ossed que correspondia a cerca de
oito bilhdes de délardsAlém disso, em 1993 80% das admissdes hospitatatacio-

nadas a pesticidas foram intoxicacdes por OP, ogabhente levando a mofte

Atualmente, além da sua utilizacdo especificameraegricultura, através
de sua aplicacdao na lavoura para o controle deasraambém sé&o utilizados na
industria como retardantes de chama, fluidos hiités e plastificante’s Na me-
dicina, alguns OP s&o usados no tratamento de htsie ectoparasitas e no tra-
tamento do glaucoma. Alguns OPs também sé&o usaal@s@tratamento da mias-

tenia gravis e do mal de Alzheinfer
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1.2 Anticolinesterasicos: Mecanismo de a¢ado e sindromes

Os OPs séo ésteres do acido fosfdrico e do acafodfidrico e fazem parte
de uma classe importante de compostos conhecidog emticolinesterasicos, que
ainda inclui os carbamatos, derivados do acido &maibo. Apesar das diversas
estruturas, o mecanismo de acédo dos OP e dos catbaré idéntich Eles atuam,
basicamente, no sistema colinérgico que é formadospcomponentes de sintese,
transporte e hidrolise de acetilcolina, pelas emamcetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE) e pelos receptores ratisecos (MAChRSs) e nicotini-
cos (nAChRSs), responsaveis pela transducédo do si@aloso. Os nAChRs estdo
ligados aos canais ibnicos enquanto os mAChRs saplados a proteina G. Os
sitios sensiveis aos OP sdo a AChE, a BChE e oshR&C

A inibicdo da enzima presente no sistema nervos®ChE, se da pela liga-
¢ao irreversivel dos anticolinesterasicos ao st@alitico da enzima, que, em
condi¢cBes normais, é responsavel pela destruicdacdslcolina, um neurotrans-
missor endégeno que age nas sinapses colinérgiaess guncfes neuroefetoras
com a funcdo de propagar o impulso nerfodéma vez inibida, a AChE se torna
impossibilitada de promover a quebra da acetil@ljerando um acumulo de ace-
tilcolina livre nas terminagdes nervosas, o que dam que 0 impulso nervoso se

propague continuamente, levando a uma crise cajin&r.

Clinicamente, os sintomas da exposicdo a OP séiaidos em trés tipos:
sindrome colinérgica, sindrome intermediaria e opatia tardia induzida por or-
ganofosforados (OPIDN)*

Na crise colinérgica, os sintomas observados rasyltbasicamente: (1) da
estimulacdo dos receptores muscarinicos do sisteemaoso parassimpatico cau-
sando: aumento de secrec¢des, broncoconstricdo emi@smbras gastrointestinais,
diarréia, incontinéncia urinaria e bradicardia; () estimulacao, e subseqliente
bloqueio, dos receptores nicotinicos causando tagdia, hipertensédo, fascicula-
¢do muscular, tremores, fraqueza muscular, e/oalisé flacida e (3) de efeitos
oriundos de ac¢Oes sobre o sistema nervoso cerdtelando labilidade emocional,
ataxia, letargia, confusdo mental, perda de memdramueza generalizada, con-

vulsdo, cianose e coma.

A sindrome intermediéaria foi recentemente descr@téSri Lanka durante o tra-
tamento de pacientes que tentaram o suitidissa condicdo paralisante consiste de
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uma seqiiéncia de sinais neurolégicos que apareee2d @ 96 horas apos a crise co-
linérgica, antes porém da neuropatia tardia. Oqgipad efeito é a fraqueza muscular,
primariamente afetando musculos inervados pelogosecranianos, tais como os fle-
xores do pesco¢o e 0s musculos da respiracaondfetambém os nervos dos mem-
bros. O mecanismo pelo qual essa sindrome se desengalesconhecido. Imagina-
se que a severa fraqueza muscular seja devidasari®bilizacdo e/ou a diminuicdo

da regulacéo dos receptores de acetilcdlifa

A terceira sindrome, conhecida por neuropatia sadiduzida por organofos-
forados (OPIDN), diferente das outras duas, é aausgenas pelos OPs neuropéti-
cos, tais como alguns fosfatos, fosfonatos e ésteeefosforamidatds Os sintomas
sdo observados de duas a trés semanas depois alsigpaos OPs neuropaticys
e se caracterizam por flacidez, fraqueza muscubsr bracos e pernas chegando a
um crescente desequilibrio, embaralhamento da rmamchmal, evoluindo para es-
pasmos, hipertonicidade, hiperreflexia, clonus fter®@s anormais, indicando dano
nos tratos piramidais e uma permanente sindrommedednio motol*. H&4 uma de-
generacdo dos axdnios longos na medula e nos nperidgricos>.

O mecanismo de acdo dessa sindrome parece eddp ldjretamente a uma
esterase, chamada de esterase neurotéxica (RTE)ndo a inibicdo da AChE,
principal alvo destas drogas. O processo de intpédo e aparecimento de OPIDN
depende da natureza do grupamento quimico queevhgar ao sitio ativo da NTE

e ndo somente a perda de atividade cataliticaipér s

Estudosmostram que os organofosforados produzem dois tid©PIDN,
tipo | e tipo Il, designadas de acordo com as s#@si caracteristicas, listadas a

seguir®

Estrutura quimica:

Os compostos que causam a neuropatia tipo | posswmermaitomo pentava-
lente de féosforo enquanto os compostos responsédedés neuropatia tipo Il, pos-
suem um atomo de fdsforo trivalente.

Os compostos tipo | incluem: derivados dos &cidesfdrico, fosfénico e
fosforamidico, além dos fosforofluoridratos e délagos de enxofre. Os compos-
tos tipo Il sdo derivados do fosfito. Sdo exemplescompostos do tipo | e Il, res-
pectivamente o tri-orto-cresil-fosfato (TOCP) dédriil fosfito (TPPi).
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A capacidade de um composto organofosforado camsaropatia tardia do
tipo | ou do tipo Il depende da reatividade do &bode fésforo presente na molé-
cula. Nos compostos que causam a neuropatia doltipaapacidade de fosforila-
¢do do &tomo de fosforo estd ligada ao seu caedsatrofilico, que por sua vez
depende exclusivamente do grupamento ligado a@mfésiNos compostos respon-
séveis pela neuropatia do tipo I, a presenca depamde elétrons livre no atomo

de féosforo aumenta a sua reatividade com outros@so

Seletividade das espécies:

A caracterizagdo dos compostos que causam neusoppt | e |l também
pode ser feita através da seletividade das espébidsrentes estudos mostram
gue nem todos os animais sdo sensiveis da mesmainrmaos OP, de forma que
venham a desenvolver OPIDN do tipo | ou do tipoHhguanto animais como va-
cas, cordeiros, bufalos, ovelhas, gatos e galis@assensiveis a OP causadores de
neuropatia tardia do tipo |, ratos, camundongosltms, porquinhos-da-india e
hamsters mostram uma neurotoxicidade tardia inctaste.

Estudos com TOCP em camundongos, independentecda meostram inibi-
¢do de NTE, dano estrutural no sistema nervos@mesenca de sinais caracteristi-
cos da OPIDN, tais como ataxia e paralisia. No cdesaatos, o efeito de TOCP
parece depender da raca, além dos ratos apresentaaeor resisténcia as disfun-

¢cOes observadas no modelo de neurotoxicidade taadjalinha.

No caso de compostos neurotoxicos do tipo Il, aigncamo gatos, cachor-
ros, macacos e galinhas se mostram mais sensivesirtoxicidade tardia, vari-

ando de acordo com cada espécie.

Sensibilidade idade-dependente:

Estudos recentes mostram que galinhas jovens séd® seasiveis a doses
repetidas de compostos neuropaticos do tipo | d® ajwma dose Unica. No caso
de individuos mais velhos, a dose Unica parecearaO®IDN tipo | com maior
severidade. Nos casos de OPIDN tipo Il em galintessijndividuos mais jovens
sdo susceptiveis a doses Unicas. Em ratos, assima em galinhas, a sensibilidade
ao aparecimento da OPIDN tipo | gradualmente aumentn a idade.
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Periodo de laténcia:

Embora os dois tipos de OPIDN sejam caracterizguysum atraso no ini-
cio do aparecimento de sinais de déficit ou les@orapética, o tempo do periodo

de laténcia varia de acordo com o tipo de neurapasiabelecida.

Em gatos, a laténcia no tipo Il de OPIDN tende mwa pouco mais curta
em relacdo ao tipo I. No primeiro, o inicio dosteimas se da de quatro a sete dias
ap6s a administracdo enquanto que no ultimo ossss&o observados de 14 a 21
dias ap6s a administragao.

Em galinhas, o periodo de laténcia observado éudérq a seis dias para o

composto neuropatico do tipo Il e de 6 a 14 diammacomposto do tipo I.

Sinais clinicos:

Os sinais observados no desenvolvimento de OPIDpenidem do tipo de
composto e da espécie do animal. Embora em galiadaftas ndo seja possivel
distinguir os sinais de OPIDN tipo | e Il, em owraspécies 0s sinais sao caracte-
risticos de cada sindrome.

Em gatos e macacos, compostos do tipo Il geramissitaés como: ataxia,
rigidez dos membros extensores dianteiros e auméattemperatura. Ja os com-
postos do tipo | geram somente a paralisia flacidl@mo sinal. No caso de ratos, os
sinais provocados por compostos do tipo Il sdoehggcitacdo, descoordenacéo e

parestesia das extremidades.

Inibicdo de NTE:

Nos estudos em ratos com os compostos do tipatividdade de NTE cere-
bral se mostrou inibida cerca de 65% em relacdac@urole. Nos estudos com
galinhas, ambos os compostos (tipo | e Il) inibiram minimo de 70% de NTE
cerebral.
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1.3 OPIDN em humanos

Eventos importantes da histéria marcaram a destalissa sindrome. O
primeiro ocorreu ha quase 100 anos atrds assocadwrganofosforado tri-o-tolil
fosfato (TOTPJ*. Essa epidemia de OPIDN ocorreu na década dewB@ntk a era
de proibi¢cdo do consumo de alcool nos Estados Wnidevido ao grande consumo
de uma peculiar bebida alcodlica feita a partireddrato de gengibre que estava
contaminada ou adulterada com uma mistura de éstiedolil fosfato. A sindro-
me afetou mais de 20.000 pessoas, em graus diggeptficou conhecida como
“Ginger Jake paralysis”, ou “Jake Leg".

Maurice Smith e seus colaboradores estudaram pdeimente essa sindro-
me e ndo s6 confirmaram que essa condicao poderiaeproduzida em animais
(coelhos, cédes e macacos) mas também demonstranansamente um dos trés
isbmeros encontrados no composto comercial dootiiHiosfato, o isbmero orto,
era responsavel pela toxiciddde

Outro evento marcante foi a paralisia de variobadthadores ingleses res-
ponsaveis pela producao indusrial de mipafox, umoncandidato a inseticida or-

ganofosforad®’.

No caso de humanos, a exposi¢cdo a compostos caesade OPIDN se da,
na maioria das vezes, devido a tentativas de swoigickxposicdo ocupacional ou
ingestdo acidentat”®!® Os sintomas de OPIDN em humanos estdo bem docu-
mentados a partir de epis6dios ocorridos em todwaodo (Tabela 1Y.

O sinal tipico de OPIDN é o aparecimento da fraqueéas pernas dentro de
um periodo de seis dias a um més ap0s a intoxicagao mais comum ocorrer
em duas semanas apds a exposi¢cdo. Porém, o daéuoiblogico causado por
OPIDN pode ser dividido em trés fases distintasigpessiva, estacionaria e me-
Ihora.

Durante a fase progressiva, que pode durar aténseses apds 0 apareci-
mento dos primeiros sintomas, sdo observados simaisais como caimbras,
gueimacao e dor aguda na panturrilha e menos fragireente nos tornozelos.
Concomitantemente, podem ser observados formigameatdorméncia das per-
nas e dos pés. Fraqueza e atrofia dos musculos@aioresulta na impossibilida-
de de levantar o pé e produz a situacao conhecdwm @é em “gota” (pé penden-
te). Uma semana apds o aparecimento da fraquezaatrdfia nos pés, em alguns
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casos, os sintomas podem se estender para as mB&®ss mudancas, ocorridas,
tanto nas pernas e pés quanto nas maos, podemhaeradas de hipoestesia de
“luva e meia”, que €é caracterizada pela diminuid&osensibilidade nessas éareas,
acarretando dificuldades no modo de andar. Aindéasa progressiva da OPIDN,

o teste de Rhombelty que avalia a coordenacdo motora dos membrosioméar e

a perda de senso de posicao, é positivo, o quetdeagerda de coordenacéo e de
senso de posicdo. Observa-se também nessa fasstacéai de reflexos no tendéo
de Aquiles e no tornozelo e, em alguns casos, aligeé flacida bilateral.

Durante a fase estacionaria, que pode durar deatdi@meses apds o inicio
dos sintomas, a paralisia se torna estacionari@sApdos sintomas sensoriais de-
saparecerem de duas a nove semanas apos o finselgpfagressiva, a paraplegia,

ou até mesmo a quadriplegia, persite

A fase de melhora aparece cerca de seis a 18 nag@sso surgimento dos
primeiros sinais de déficit neuroldgico e ocorrenda&neira inversa ao aparecimen-
to dos sintomas, onde, por exemplo, as maos e agbr os Ultimos membros a
serem acometidos, recuperam-se primeiro podendar leeg 15 meses a dois anos,
dependendo da gravidade do caso.
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Tabela 1- Cronologia da ocorréncia de casos de OPIDN emanos no mundo.

metilfosforotioa-
to)

Agente Quimico | Ano | Pais Incidéncia l(;lumero
e casos
1899 | Franca Creosato para tratamento 59
de tuberculose
. 10.000-
1930 | EUA Extrato de gengibre 20.000
1925- |Franca, Ale- . i
1934 |manha, Suica Abortivo 200-500
1937 | Africa do sul |CONtaminacdo de oleo ge ¢,
cozinha
1940 | Suica Contammagao de 6leo de 80
cozinha
1942 | Inglaterra _Producao 3
1945 | Inglaterra Oleo de semente de al- 17
goodao contaminado
1943- Usado como 6leo de co-
(tri—-cl)-rotg-sresil 1947 Alemanha zinha 1020
fosfato) 1947 | Suica Comida contaminada 73
1952 | Suicga Azeite contaminado 80
1955 | Africa do Sul | Agua contaminada 11
1959 | Marrocos Usado como oleo de coy 4 o4
zinha
1960 | india Contammagao de Oleo de 58
cozinha
1966 | Roménia Alcool contaminado 12
1967 | llhas Fiji Farinha conataminada -
1973 | Marrocos Exposi¢do a cola de sa- 4,
pateiro
1977- Sri Lanka Contar_mna(;ao de 6leo de 23
1978 gergelim
1988 | india Contammagao de 6leo de 1000
cozinha
M|p_afox . Quando dos testes de
(N,N-Diisopropil ;
.. 11952 | Inglaterra desenvolvimento do pror 2
fosforodiamidico d
uto
fluoreto)
Ometoato
(0,0-Dimetil S-
metilcarbamoxi-| 1972 | Franca Tentativa de suicidio 1
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Tabela 1- Cronologia da ocorréncia de casos de OPIDN emanos no mundo

(continuacéao)

Agente Quimico | Ano | Pais Incidéncia gumero
e casos
Leptofos
(O-4-Bromo-2,5-/1974- .
diclorofenil O- |1975 |EUA Producéo 12
metilfenilfosfo-
rotioato)
Tricloronato
(O_'Et“ 0'2_’4’_5' 1975 | Poldnia Tentativa de suicidio 1
triclorofeniletil
fosforotioato)
Triclorfon 1975 | Japéao Acidente 1
(2,2,2- Tricloro- 1797617 Tentativa de suicidio 1
1-hidroxietil fos-
fonato) 1984 | Roménia Exposicéo a inseticida 4
o 1982 | Sri Lanka Ingestao/Contaminacéao 9

Metamidofds da pele

1999 | Nicaradgua 56| Tentativa de suicidio 1

. Durante manuseio de

Fention 1985 | EUA animal 3
Clorpirifés 1986 | Italia Tentativa de suicidio 1
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1.4 Acdes secundérias de organofosforados

Destacando-se dentro do grupo dos anticolinestewasios OP tém como
alvo priméario a AChE e seu mecanismo de acdo ess&ddo na premissa de que
sua inibicdo é responsavel pela toxicidade agudabaica desses composto. Po-
rém, estd claro que os OP agem também em outrtsres que ndo s6 a AChE, o
gue traz a tona questdes sobre que contribuicdeseslvos alternativos tém na

letalidade aguda e nos efeitos secundarios de euldago prazo (Figura 1)

A BChE foi a primeira a ser reconhecida como algowdario na intoxica-
¢do por OP e continua tendo interesse como indicddoexposicdo a OP, através
da determinacdo de sua atividade no plasma. Genabre BChE é mais sensivel
que a AChE aos OP Estudos mostram que animais com BChE inibida &m
mentada sua sensibilidade a succinilcolina, miviacare aspirind. A poténcia da
cocaina em humanos, e a letalidade dessa drogaaemngongos, é aumentada
pela inibicdo da BChE por pesticidas B Esses resultados indicam que a

BChE pode ter um papel detoxificador.

A hidrolase de amidos e de acidos graxos (FAAH) receptor CB1 (cana-
bindide) sdo componentes do sistema conhecido acmanabindide e que também
sdo sensiveis a acdo de OPs, incluindo inseticddasus metabdlitos. A FAAH é
responséavel pela hidrolise do endocanabindide ardtedtanolamida (anandami-
da) e da oleamida, um agente endégeno indutor do’$0A duracdo da acéo da
anandamida é limitada pela FAAH. Alguns OP prolanga acdo da anandamida

exégena em camundongdos

O receptor CB1 é o principal alvo paraA@-tetrahidrocanabinol. A anan-
damida também se liga ao CB1 do cérebro levandatalepsia e & supresséo da
atividade espontédnea. O sitio CB1 é bloqueado grdos OPs, embora néo se

conheca a significancia funcional distg".

O receptor CB1 parece também ter o papel de detexdbr, como mostra o
estudo em que os sintomas induzidos pértetrahidrocanabinol (catalepsia, hi-
pomotilidade e hipotermia) parecem estar completamausentes nos camundon-
gos deficientes para o gene CR1
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Outras serina-
hidrolases
arias agoes

1

‘ Carboxilesterases |
Amidases
| Interagbes de toxicidade

APH
Metabolismo de
neuropeptideo

Mortali dade

AFMID
Teratogénese

BchE,mAChR
Interagdes
colinérgicas

NTE,LysoPLA
Neurotoxicidade
tardia

FAAH, CB1
Interagdes
canabindides

Figura 1 - Alvos priméarios e secundérios dos organofosfosad

Fonte: Casida, 2004
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1.5 Esterase neurotéxica (NTE)

1.5.1 Inibidores de NTE neuropaticos e ndo-neuropaticos

A maioria dos compostos anticolinesterasicos age#m inibindo a NTE,
porém, esse fato por si sé ndo explica o aparedionda OPIDN. E preciso que
ocorra uma reagdo chamadging para que se evidenciem os sintomas. Essa rea-
cao vai determinar a diferenciacdo entre composh@siropaticos e nao-

neuropaticos.

Os compostos conhecidos como neuropéticos estde aatclasses dos fos-
fatos, fosfonatos e fosforoamidatos e sdo capagesadsar a inibicdo de NTE se-
guida de répida reacédo @ging S&o exemplos de compostos neuropéticos: lepto-
fos, tri-orto-cresil-fosfato (TOCP), di-isopropib$fato (DFP), etil-para-nitro-
fenil-feniltiofosfonato (EPN), triclorfon, diclorv& fention, isofenfés e clopiri-
f6s”°. A maioria dos compostos ndo neuropaticos fazepds classe dos fosfina-
tos, carbamatos e sulfonat@sSao capazes de inibir NTE porém n&o induzem a
reacdo deaging S&o exemplos de compostos ndo neuropaticos epatdoxon
(etPXN)*! e o tetra-etil-pirofosfato (TEP#) Estudod®** mostram que os com-
postos ndo neuropaticos teriasfieito protetorno desenvolvimento de OPIDN,
guando administrados antes dos compostos neur@gatim doses capazes de ini-
bir de 30 a 40% da atividade de NTE. Quando adnriami®s apds uma pequena
dose de um composto neuropético (>40-50% inibicds)compostos ndo neuropa-

ticos atuanpromovendm aparecimento de neuropatia severa.

1.5.2 NTE: caracteristicas e desenvolvimento de OPIDN

A NTE, principal alvo dos OP neuropaticos, foi daserta por Martin Jo-
nhson e foi originalmente definida como uma popéatagle sitios marcados ra-
dioativamente com disopropilfluorfosfato (DFfp e como uma esterase presente
em homogeneizados de cérebro. Tanto os sitios masceadioativamente quanto
a esterase sao bloqueados por OP neuropéticos, oomipafox, mas ndo por OP
ndo neuropéticos, como o paraoXoir. Ele mostrou que uma dose de OP neuro-
patico suficiente para inibir a atividade de NTEnma& de 70% seria uma dose pre-

ditiva para causar os sinais clinicos de OPIbN
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Essa enzima é encontrada em tecidos do sistemasmwervais como cére-
bro, medula e nervos periféricos, e também em suteocidos, tais como intestino,
placenta e linfécitos.

A atividade de NTE dos linf4citos € correlacionanen a atividade de NTE
cerebral’. Recentes estudos com a purificacdo e caractérizde NTE mostram
gue ela esta localizada na face citoplasmaticaealtculo endoplasmatico (RE),
onde esta ancorada via um segmento transmembraeanNraf®. E uma proteina
integral de membrana com 1327 aminoacidosom dominio regulatério (que po-
de estar ligada a AMP ciclico, ja que tem uma sagqig&&de aminoacido similar as
proteinas ligadas ao AMP ciclith e um dominio catalitico, contendo um residuo
serina (S966) que reage com OP neuropéaticd$m de seus substratos sintéticos,
o valerato de fenila (PVJ, é altamente seletivo para NTE sendo de 748m re-

lacdo as outras esterases resistentes ao PXN.

A NTE atua sobre ésteres carboxilicos e é inibida @P através do meca-
nismo geral de toda serina-esterase (Figura 2)xi@énio do grupamento hidroxi-
la do residuo serina do sitio ativo da enzima fazataque nucleofilico ao atomo
de carbono ou fésforo dos seus substratos natatade organofosforados, respec-
tivamente. Isso resulta na formacao de um interaréalialquil-enzima e na libera-
¢do do radical alcoodlico do substrato. Os compo§iBsagem de maneira anéloga
aos substratos formando uma fosforil-enzima cova&leom liberacdo de um gru-
po ligado ao fésforo. Se comparado com o intermeéaidlquil-enzima, a taxa de
hidrélise da enzima fosforilada € muito menor d& qquando comparada com a
alquil-enzima. Assim, a enzima permanece inibidguamto fosforilad¥.

Entretanto, a NTE sofre uma segunda reacdo que@astar essencialmen-
te ligada ao aparecimento de OPIDN, e que a dif@eerde outras serina-
hidrolases, pois além de ocorrer muito rapidamehéa transferéncia intramole-
cular (no caso de NTE inibida por DFP) do grupameisbpropil, formando um
aduto com outro residuo de aminoacido de NTE chansddo Z, ao invés de ser

liberado para o meio reaciofal
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Envelhecimento
Organofosforado Enzima Fosforilada Enzimatico

| |
OR HX OR R o
| / | / |
E-OH+| X-P=O— " EO-P=0 —* EO-P=0
| | |

‘ OR OR OR
/ Muito lento \
c\)R H,0

OH-X-P=0
|

OR

Figura 2 - Mecanismo de reagcdo com substratos e inibidores
Fonte: Glynp 2003°

De uma maneira geral, a reacdoatgng resulta da perda de um dos gru-
pamentos ligados ao 4tomo de fosforo o que deixastduo de serina do sitio ati-
vo da enzima ligado covalentemente a um radical anaryano-fosforil carregado
negativamente que € muito mais resistente a acdageéetes nucleofilicos, tais
como as oximas, que agem desfosforilando e readiwanenzima. A taxa daging
da enzima fosforilada é dependente da naturezargpagiento R, geralmente sen-
do menor com grupamentos métilOs organofosfinatos, nos quais as substitui-
¢des no fosfato estdo diretamente ligadas ao atdenddsforo, também reagem
covalentemente com o sitio ativo serina mas néoesofa reacdo daging, sendo
mais prontamente reativados por oxiftfas

A NTE é definida operacionalmente como a porcaaiilidade de hidrolise
de valerato de fenila em homogeneizados de tecjdesé resistente ao etil-paraoxon
(etPXN), um OP nao neuropatico, e sensivel ao mpéMPX), um OP neuropéti-
co*?. Em um ensaio diferencial pareado, aliquotas da nrasma amostra sdo coloca-
das separadamente com etPXN (A) e com uma miswiretlIXN e MPX (B) e a ati-
vidade de NTE é calculada diminuindo A de B. Essapéincipal forma que tem sido
usada para triagem de inseticidas OP com poteneialopaticd®.
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A funcéo bioldgica da NTE ainda ndo é bem conheeidportanto, o meca-
nismo pelo qual se desenvolve a OPIDN é foco de graade indagacdo. Estudos
recentes com sequenciamento de DNA complementaNA9Da partir de NTE
humana, revelaram a existéncia de homologia comcamsvermes e leveduras.
Esses resultados indicam um papel em algum prodesstamental comum as cé-
lulas eucariéticd$. A localizacdo celular de NTE é compativel com papel no
metabolismo de fosfolipidios de membrana. SegunmiG?, a NTE teria o papel
de dealquilar a fosfatidilcolina, principal fosfpldio das membranas eucaridticas,
formando glicerofosfocolina e duas moléculas deldaraxo. A colina (Cho) ex-
tracelular é levada para dentro da célula por parte mediado por proteina e é
fosforilada via colina-quinase. A fosfocolina (PGhd condensada com a citidina
trifosfato (CTP), mediada pela CTP-fosfocolina dittranferase para formar a ci-
tidina difosfocolina (CDP-Cho). A CDP-Cho reage cadlmcilglicerol, catalisado
pela colina-fosfotranferase, formando a fosfatidilea, que é dealquilada pela
NTE (NTE1 p em leveduras) formando glicerofosfonaliGroPCho) e duas molé-

culas de acido graxo (Figura %)

ouT i
O TP-fosfor olina cindl
Cho ——————w Chp CoMDURZE  p (p, | TAWESR L CDP.Cho

DAG
Coling
foufe
Sec14p :PtilC ho e
l &g
+ ¥
GroPCho + L PidCho

2FFA Esterase Neurotoxica (NTElp)

Il emb Plasmatica

Figura 3 - Caminho de sintese e dealquilacao de colina.

Fonte: Glynn, 200%°

Estudos com camundongos knock#dt com genétipo nte-/-, nulo para a
expressdo dessa enzima, mostraram que a NTE tegddunuito importante na em-
briogénese, sendo essencial para o desenvolvindm&ambrido, uma vez que esse
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camundongo morreu na metade da gestacao por ma¢adorda placenta. O camun-
dongo heterozigoto apresentou reducao de 50% wadie de NTE, apesar de ter o
desenvolvimento normal dos 6rgdos. A NTE se mos#ssencial no desenvolvi-
mento da camada labirintica e de células secursigigmntes da placerifa

O provavel evento molecular responsavel pelo deslgimento de OPIDN
€ o0 desequilibrio na homeostase fosfolipidica dicudo endoplasmatico (RE)
provocado pela inibicdo da atividade de NTE nosréeins. Uma vez que todo o
material destinado ao transporte axonal passa RE&loesse processo, inevitavel-
mente, esta prejudicado com a inibicdo de NTE. Alfisso, existe uma grande
interdependéncia entre axdnios e suas glias agskaxia, portanto, um dano em
uma dessas estruturas automaticamente teria urtoedeietério na outf&. Isso
explicaria, também, porque as partes distais dosaselongos sofrem degeneracéo
mais rapidamente do que outras, uma vez que opoatesaxonal fica bloqueado,
a reposicdo da NTE produzida no corpo celular doréwio levaria mais tempo
para atingir os axdnios terminais, devido a gradid¢ancia entre o ponto de sinte-
se e o local de reposico

Estudos evidenciam que a OPIDN pode ser evitadaatéumesmo ter seu
efeito minimizado, pelo tratamento com predinosal@ncomplexos vitaminicos B.
A prednosolona é um hormonio sintético cortico-adleusado em processos in-
flamatorios. J4 o complexo vitaminico B é muitoliztido na manutencao da sau-
de de nervos e das funcdes cerelfrais

Diante do fato de que o uso de agrotoxicos é urmalidade e de que ainda
faltam biomarcadores acessiveis para avaliacdoodenpial neuropatico de subs-
tancias quimicas, ressalta-se a importancia degsegar mais uma ferramenta, a
inibicdo da NTE, as ja existentes para a avaliagd@®xposicdo a OP, ou seja, a
inibicdo de AChE e BChE.

Evidéncias mostram que a NTE, além de estar disftildo no sistema nervo-
so, também esta presente no tecido linfatico. Bés@rvacéo levou a idéia de que
os linfécitos poderiam ser utilizados como um maarabiolégico de exposicao a
OP causadores de OPIDN. A partir do protocimlwitro criado por Johnsdf, in-
ternacionalmente aceito, Bertoéirestabeleceu um protocolo utilizando linfécitos
e mipafox como inibidor neuropatico para a deteagao de NTE.
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2 OBJETIVOS

Implantacdo de uma metodologia que possa permidivadiacdo da exposi-
¢do de trabalhadores rurais a pesticidas neurodéxie forma precoce auxiliando
a prevencédo de OPIDN.

2.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo padronizar uma dwtgia de determi-
nacdo de NTE linfocitéria, tendo por base a metodial classica para determina-
¢do de NTE.

2.2 Objetivos especificos

Coleta e processamento da amostra
« Avaliar a estocagem das células.

* Relacionar o nimero de células com a quantidaderdieinas totais

Dosagem de NTE

+ Testar inibidores alternativos;

« Avaliar a concentracao de substrato;

» Avaliar a reprodutibilidade da metodologia escodyid

« Avaliar os niveis de NTE linfocitaria em voluntasisaudaveis.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Solucgdes e reagentes
3.1.1 Preparagédo da amostra

Tampao Tris-HCI: Trihidroxi-metil-aminometano 50mM contendo EDTAaN
0,2mM HCI pH 8,0 (tampéo de analise);

PBS: Cloreto de s6dio 137mM contendo fosfato monobasie potassio 1,4mM,
fosfato dibasico de sddio 10mM, cloreto de potagsitmM e pH 6,8-7,4.

Ficoll: Ficoll-Histopaque Sigma, numero de catalogo 1077

3.1.2 Determinacéo do teor de proteinas toffis

CTC (Cobre-Tartarato-Carbonato): Carbonato de sodio 20% contendo tartarato
se sodio e potassio 0,2% e sulfato de cobre pedrtatzido 0,1%. Preparar o sulfa-

to de cobre e adiciona-lo ao tartarato. A solucé&ocdrbonato de sddio deve ser
adicionada lentamente a solucédo de sulfato-tamarsib agitacdo constante, para
evitar a formacédo de precipitado.

SDS: Dodecil sulfato de sédio 10%.

NaOH: Hidroxido de sédio 0,8M.

Reagente de fenolReagente de Folin & Ciocalteu comercial a 2N.
Reagente A:Partes iguais de CTC, SDS, NaOH e agua destilada.
Reagente B:Reagente de fenol diluido em agua destilada naqrpdo 1:6
Padréo: Solugcado de albumina bovina segundo Cohn a 1mg/mL

3.1.3 Determinacéo segundo Johnson (NTE)

Tampao de andlise Trihidroxi-metil-aminometano (Tris) 50mM contendo
EDTA.N& 0,2mM, pH 8,0 com HCI;

Tampéo citrato: Acido citrico 50mM, pH 6,0 com Tris;

PBS: Cloreto de sodio 137mM contendo fossfato monatzAsie potassio 1,4mM,
fosfato dibasico de sddio 10mM, cloreto de potagsitmM e pH 6,8-7,4.

Substrato: Valerato de fenila disperso em dimetilformamidaSang/mL e disper-
so em Triton 0,03% na proporcdo de 1:30 em volume;

SDS Dodecil sulfato de sddio 1% contendo aminoanti@r0,025%;
Solucéo estoque de etPXNetil-paraoxon 8mM em acetona;

Solucédo estoque de MPXmipafox 10mM em Tampdo 50mM Tris-citrato pH 6,0;
(MPX foi gentilmente doado pelo Dr. Paul Glynn)

Ferricianeto de potassio (KkFe(CN)s) 0,4%.
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3.1.4 Método alternativo NTElike)

Tampao de andlise Trihidroxi-metil-aminometano (Tris) 57,12mM comigo
EDTA.N& 0,228mM, pH 8,0 com HCI;

Substrato: Valerato de fenila disperso em dimetilformamidaSng/mL e disper-
so em Triton 0,03% na propor¢cdo de 1:30 em volume;

Solucéo estoque de CPCclorpirifds-oxon 2,8mM em metanol;

Solucdo estoque de mPXNmetil-paraoxon 1,5mM em metanol;

Acido perclérico 0,3M;

Tampao de neutralizacado Tris 1,71M pH 9,0 contendo aminoantipirina 0,025%
Ferricianeto de potassio (lKkFe(CN)): 0,4%.

3.2 Procedimentos
3.2.1 Preparagédo da amostra

Foram coletados 20ml de sangue venoso de cada deaddubos tipo Va-
cuntainer® com heparina. Ficoll-Histopaque foi addo por 10 minutos em ba-
nho-maria a uma temperatura de 37°C. O sanguedigicnado cuidadosamente
com pipeta automatica, de forma perpendicular &g¢arde tubos Falcon (tubos
conicos) contendo o Ficoll, respeitando a proportdb de sangue e Ficoll. Os
tubos foram centrifugados (4§B0min/21°C) com rampa de aceleracdo suave (3
minutos e 40 segundos para o estabelecimento dacidelde méaxima). Apds a
centrifugacdo, a interface opaca entre o plasmaFécall foi aspirada e cuidado-
samente transferida (aproximadamente 2,0mL) pataosutubos Falcon vazios.
PBS foi adicionado na proporcédo de 5 vezes o voldmamostra, homogeneizan-
do -se cuidadosamente por inversdo. Apoés centrifaga100@/10min/21°C), o
sobrenadante foi aspirado e descartado preservaedon sedimento de cerca de
1,0mL por tubo. As células foram ressuspensas é&mnwezes o volume inicial de
amostra com PBS e novamente homogeneizada pors@veEsse Ultimo processo
de lavagem foi repetido mais duas vezes, senddimallsedimento levado a exa-
tamente 2,0mL com PBS. Uma aliquota de 1,0mL dssspensao de linfofictos"”
foi retirada para a dosagem de proteina e parantagem de linfécitos e ao res-
tante do sedimento (1mL) foram adicionados 2,0mlLtatapdo de andlise para a
lise das células. Essa preparac¢ao foi usada pdedeaminacdo de NTE.
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3.2.2 Determinacao do numero de células

Uma aliquota da suspenséo de linfécitos em PBSlifaida 1:10 na mesma
solugcdo e o numero de células foi determinado emacéd de Neubauer.

3.2.3 Determinacéo do teor de proteinas toffis

Foram adicionados 10uL e 100 pL do padrao de albar(#®10 e P100, res-
pectivamente), em tubos contendo agua destilada yparvolume final de 1,0 mL.
Uma aliquota de 50uL da suspensao de linfécitosP&8 foi utilizada para a de-
terminacédo de proteina e levada a 1mL com agualaeést Em todos os tubos fo-
ram adicionados 1,0mL do reagente A. Apds 10miBmd, do reagente B foi adi-
cionado a todos os tubos, sob intensa agitacaos 8dminutos, foi feita a leitura
em espectrofotdbmetro a 750nm.

A quantificacdo de proteina na amostra foi calcaldd seguinte forma:
Proteina (ug) = (1 x A}

S =log (h /1) /log (A750h/ A750l);
| = antilog ((logh) / S — log A750h);

onde h e | sdo a maior e a menor quantidade dodpadie proteina, respectivamen-
te 100 e 1fig, e A750h e A750l os seus respectivos valores likoraancia a
750nm.

3.2.4 Dosagem de NTE
3.2.4.1 Determinacdo segundo Johnson (NTE)

A NTE foi descrita por Johnson em 1968mo sendo a atividade de hidrélise de
valerato de fenila sensivel a 50uM de mipafox ésteste a 40uM de etil paraoxon,
sendo a metodologia proposta pelo mesmo autor &'48 mais usada até o momen-
to. Nesse trabalho, as atividades indicadas conitc”Noram obtidas por esse método,
com a reducéo do volume final de dosagem de 78 ®&rou 1,75mL. Uma metodolo-
gia alternativa, indicada como “NTike”, também foi utilizada.

Em um tubo (A) foram adicionados: 200uL de prepaoagle linfocitos,
150uL de tampéo de analise, 600 pL de tampédo PB8,de etPXN e 45uL de
tampdo citrato. Em um outro tubo (B), foram adi@das as mesmas quantidades

de amostra, PBS, tampédo de analise e de PXN mdisdgumipafox e 4QL de




Ferrante Peyon, AC 21

tampéao citrato. Essas condi¢des garantem a inibig@io 4QuM de etPXN e 5GM
de MPX. Os tubos foram incubados a 37°C em banhoan@or 20 minutos. De-
pois do periodo de inibicdo, 1,0mL do substrato ddicionado aos tubos A e B,
gue foram incubados da mesma forma por mais 15 tognuiecorrido esse tempo,
os tubos foram retirados do banho e a reacéo fidligada adicionando-se 1,0mL
de solugdo de SDS. Em seguida, 500pL de ferriccadet potdssio foram adicio-
nados gerando uma cor vermelha que foi lida em @spf@témetro no compri-
mento de onda de 510nm. Para cada amostra foi feitobranco, que continha
todos os reagentes do ensaio porém com a amosfoeiliaria sendo colocada de-
pois do SDS e antes do revelador. A atividade d& Ndi calculada diminuindo a
atividade no tubo A da atividade no tubo B utilidarse 13900M.cm™ como o
valor para o Coeficiente de Absortividade Molargtoduto corado formadé.

3.2.4.2 Método alternativo NTElike)

No método alternativo de dosagem de NTE linfocadaram feitas as se-
guintes modificacdes:

(a) metil-paraoxon foi usado no lugar de etil-paraxon;
(b) clorpirifés-oxon foi usado no lugar do mipafox;

(c) acido perclorico, seguido de uma centrifugacdo,usado como paralisante
da reacad?*?

Em um tubo (A) foram adicionados: 200uL de prep@oage linfocitos, 430uL
de tampéo de andlise ejl0de metanol contendo a quantidade de paraoxortX et
mPXN) necessaria para atingiri® no meio de inibicdo. Em um outro tubo (B) fo-
ram adicionadas as mesmas quantidades de amoB®aténpdo de analise e de me-
tanol contendo a mesma quantidade de paraoxoruardidade indicada de clorpirifés-
oxon. Os tubos foram incubados a 37°C em banhoar@oi 20 minutos. Depois do
periodo de inibicao, 2@l do substrato foram adicionados aos tubos A eug, fgram
incubados da mesma forma por mais 15 minutos.

Decorrido esse tempo, as amostras foram retiradalsadho e a reacéo foi
paralizada pela adicdo de 300uL de acido perclokgms passagem para Eppen-
dorfs® e centrifugacdo (5min/12.000rpm em microcénga), 1,0mL do sobrena-
dante foi coletado e colocado em tubo contendo LOfgitampéo de neutralizagcdo
seguindo-se a adicicdo de 100uL de ferricianete, gerou uma coloracdo verme-
lha que foi lida em espectrofotdbmetro no comprineede onda de 510nm. Para
cada amostra foi feito um branco, que continha sods reagentes do ensaio po-
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rém com a amostra de linfécitos sendo colocada ideghm acido perclorico e antes
do revelador. A atividade de NTE foi calculada dimindo a atividade no tubo A
da atividade no tubo B utilizando-se 13908Mm® como o valor para o Coefici-
ente de Absortividade Molar do produto corado fodofa

3.3 Caracteristicas da populacao analisada

A populacdo estudada era composta de voluntario€E8TEH, adultos,
saudaveis, sem doencas degenerativas do sistemasoergque ndo faziam uso de
imunossupressores, com idade entre 18 e 60 ané@s expostos a nenhum tipo de
praguicida neurotoxico em um periodo minimo de 8dOs voluntarios foram
informados do objeto da pesquisa e assinaram ootelenconsentimento. Este pro-
jeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquiaaEscola Nacional de Saude

Publica sob protocolo de niumero 62/06.
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4 RESULTADOS

Testes preliminares foram realizados na tentati@dndplementar uma me-
todologia de dosagem de NTE menos laboriosa e mpli€avel ao trabalho de
rotina. Os testes realizados foram: (a) a substitwidos inibidores, em especial do
MPX, que nédo é vendido comercialmente, e que devesimtetizado no laboraté-
rio, e (b) a estocagem das preparac6es de linfécito

Por definicdo, NTE é uma esterase resistente &pataoxon (etPXN) e sen-
sivel ao MPX, mas existem outros OP descritos caritndores de NTE. Nessa 16-
gica, etPXN foi substituido por metil-paraoxon, désponivel no laboratério, e o
MPX foi substituido por clorpirifés-oxon (CPO), qu@mbém estava disponivel no
laboratério e é fornecido comercialmente. Mas, @tmoca de qualquer um dos ini-
bidores que definem NTE, foi necessario introduzitermo NTHike para as ativi-
dades medidas nessas condi¢cBes. A concentracdrarsitude valerato de fenila
(PV) nao variou tendo mPXN ou mPXN e CPO como ihibbes (Figura 4), tendo
sido escolhida a concentragcédo de 0,568mM paraexrdéatiacdo de NTkke.

O mPXN inibiu menos (62%) a atividade de hidrélds valerato de fenila
do que o etPXN (69%). Mesmo com essa diferenca gegua primeira inibicéo, a
alteracdo da atividade de NIile depois da inibicdo com CPO foi bastante signi-
ficativa. O metanol, solvente do paraoxon, ndoiinid enzima quando presente na
mesma concentracdo empregada na dosagem (Tabetac®dncentracdo de CPO,
200uM, foi escolhida depois de uma curva de inibicamyFa 5).

A dosagem de NTE linfocitaria € um processo quanramente, precisa
ser realizado no dia da coleta do sangue totale@ensidade de transformar essa
dosagem em um procedimento de campo, que possarteenuma rotina, seria
interessante dispor de algum tipo de estocagenma Rap, foram testados alguns
métodos de congelamento para as preparacdes deitimf conforme mostra a Ta-
bela 3. O congelamento a -20°C em um periodo de dodito dias levou a uma
perda de 70% da atividade enzimética. No congelémnan170°C a perda foi de
19%. Esses resultados indicaram a impossibilidaglepeservar a atividade da
enzima por congelamento ficando estabelecida armdénacdo de NTE no mesmo
dia da coleta do sangue.
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Figura 4 - Efeito da concentracdo do substrato na atividdeldidrolise de valera-
to de fenila de preparag¢des de linfocito humanos.

Os circulos brancos representam a atividade naepgasde 40M de metil-paraoxon (mPXN) e
os circulos pretos a atividade na presenca déwle mPXN mais 200M de clorpirifés-oxon
(CPO). Todos os simbolos representam a média dee@mina¢des independentes tendo por base
a metodologia alternativa (NTike) e a barra vertical um Desvio Padrdo. (1U = 1 wmcol de
fenol/min).

Tabela 2 - Diferenga do efeito inibidor de metil (mPXN) &lgaraoxon (etPXN)

sobre a atividade de hidrélise de valerato de feeiin preparacdes de linfécitos
humanos.

Esterase (mU/mL)

Condicéo
Total % NTE like

Esterase total 13,70 0

+ 10% de metanol 13,76 -0,4'

+ 10% de metanol + 4M mPXN 5,26 62

+ 10% de metanol + 4M etPXN 4,20 69

+ 10% de metanol + 40M mPXN + 20QuM CPO 1,99 85 3,27
+ 10% de metanol + 4M etPXN + 20uM CPO 1,70 95 2,50

Todos os resultados representam a média de 3 diet@gfes independentes.

Ativacdo em vez de inibicAd;U = 1 micromol de fenol/min
% = Percentagem de inibicdo em relacdo a atividaderésica total;
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Figura 5 - Curva de inibicdo da atividade de hidrolise ddevato de fenila em
preparacao de linfécito humano por clorpirifos-oX@PO) na presenca de 4

de etil-paraoxon (etPXN).

Os circulos brancos representam a atividade dedhsdr do substrato na auséncia de inibidores
(Esterases totais). Os triangulos brancos represerd atividade de hidrélise do substrato na
presenca de etPXN. Os tridngulos pretos represeraaatividade de hidrélise do substrato na
presenca de etPXN e diferentes concentra¢cdes de CBdbs os simbolos representam a média
de 3 determinacfes independentes e a barra vedimadlesvio padrdo. (1U = 1 micromol de fe-
nol/min).

Tabela 3 - Efeito do congelamento na atividade de hidréligevalerato de fenila
em preparacgdes de linfécito humano.

Dias de Esto- Antes' Depois’ Perda

Temperatura cagem muU/mL muU/mL (%)
-20°C 2 8,66 + 0,57 2,18 £+ 0,73 75
-20°C 8 5,19 £ 0,48 1,54 £ 0,82 70
-170°C 6 6,96 + 0,64 5,64 + 0,67 19

Todos os resultados representam a média de 3 dieta¢cies independentes.

NTElike; 1U = 1 micromol de fenol/min.
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A determinacdo de NTe, que emprega como inibidores mPXN e CPO,
foi comparada com a metodologia descrita por Johreso 19772 A partir de uma
mesma amostra de sangue, foram realizadas trésndatgdes em triplicata para
cada metodologia observando-se que a atividadeTde fidi muito maior do que a
de NTHike (Tabela 4). A determinacao do fenol, produto foronpela hidrélise
do valerato de fenila, é bastante diferente nas gnietodologias testadas. No sen-
tido de avaliar tdo somente as diferencas entre MROPO, esses inibidores foram
comparados em um experimento tendo por base amiet@¢cdo de NTE segundo
Johnson. Os valores de atividades de NTE enconsrgdando CPO foi utiIizadJo/’{["” Comentario: nanomor?)

no lugar de MPX foram diferentes, sendo ligeiraneemtaiores com CPO (Tabela
5). Isso implica em dizer que CPO inibe outras restes além de NTE. A partir
dessas observacdes, optou-se por utilizar a metgilde Johnsdf para a de-
terminacdo de NTE.

No sentido de diminuir o consumo de reagentes, lame final de reacédo
foi reduzido para a metade e para um quarto domeloriginal e foram realizadas
dosagens de NTE de um mesmo paciente em dias dierepara que se pudesse
avaliar a reprodutibilidade desse método com esuadificacdes. O coeficiente de
variacdo da determinacdo de NTE foi muito menor &BmL, metade do volume
original descrito pelo autor, do que com 1,75mLvadume final, ficando estabe-
lecido 3,5mL de volume final para a rotina (Tabé)a Os niveis de proteinas to-
tais das preparacdes de linfécitos foram utilizagasa a correcdo da atividade,
expressando-se os resultados em Unidades por grarpeoteinas totais (U/g Ptn).
Os limites de dosagem foram estabelecidos com uummgacde amostra, usando
1,75mL de volume final, sendo possivel a determiiwage atividades da ordem de
1mU (Figura 6).

A atividade de NTE foi determinada em uma populad@&o27 voluntarios
saudaveis. Os principais resultados das rotinaltarees estdo descritos na Tabela
7. As atividades foram normalizadas pelo teor deginas totais e pelo nimero de
células das preparacdes de linfocitos. Ndo foramenladas diferencas significa-
tivas entre homens e mulheres (Tabela 8).
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Tabela 4- Comparacao dos métodos de determinacao de NTE.

NTE NTElike
Média 6,18 1,84
DP 0,74 0,19
CVv 11,9 10,5

'Cada resultado representa a média de 3 determisdeitas no mesmo dia, em triplicata (N = 9), &
partir de uma mesma amostra de sangue, expressasdfg de proteinas totais.

NTE representa os niveis de atividade de hidrélise alerato de fenila resistente ao etil-paraoxon
(etPXN) e sensivel ao mipafox MPX, determinadosuselg Johnson (1977NTElike representa os
niveis de atividade de hidrélise de valerato delderesistente ao metil-paraoxon (mPXN) e sensivel
ao clorpirifés-oxon (CPO) determinados pela metodd alternativa descrita em Material e Méto-
dos. 1U é igual a quantidade de enzima que forrmactomol de produto por minuto.

Tabela 5 -Memoria de calculo da determinagdo de NTE subsiitmiMP X por CPO

Leituras (mA) Atividade
etPXN etPXN+MPX etPXN+CPO NTE (MPX) | NTE (CPO)
mA | Media | cv | mA | Media | cv | mA [Media] cv mU/mL mU/mL
171 180 9 73 71 7 39 43 5 9,2 11,5
184 65 43
204 65 43
182 70 44
175 72 45
219 78
164
182
174
162
171
168

Leituras (mA) representam os valores de miliAbsorvandiéé(lia) e o Coeficiente de Variacéo
(CV%) das leituras espectrofotométricas, descontadoesgpectivos brancos, depois da incuba-
¢do por 15min a 37°C de uma aliquota de 200uL dapgracdes de linfécitos na presenca de
40uM de etil-paraoxonetPXN) e da mesma quantidade de amostra incubada petonméempo
na presenca de uma mistura de 40uM de etil-para@x&duM de mipafoxgtPXN + MPX) e
40uM de etil-paraoxon e 200uM de clorpirifés-oxaetRXN + CPO). Atividade NTE (MPX)
representa os niveis de atividade de hidrolisealerato de fenila resistente ao etPXN e sensivel
ao MPX eAtividade NTE (CPO) representa os niveis de atividade de hidrélise alerato de
fenila resistente ao etPXN e sensivel ao CPO, sdidligual a quantidade de enzima que forma
1 micromol de produto por minuto. As determinac®eam conduzidas tendo por base a deter-
minacdo de NTE segundo Johnson (1977) com a subgid de MPX por CPO em uma mesma
amostra.
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Tabela 6 — Reprodutibilidade da determinacdo de NTE em arapdes de linféci-
tos humanos

NUmero de Proteinas NTE
Data células Totais N Cv
(x10°) (mg/mL) mU/mg Ptn
19/10/06 1,93 0,82 4 12,3 9,2
26/10/06 1,12 1,06 15 13,2 19,3

N - NUumero de determinagOes feitas em triplicata, n@mm dia, em diferentes aliquotas de uma
mesma amostra de preparagéo de linfocitos de adismtarios diferentes;

NTE - Média das determinag¢des. 1U = 1 micromol de fenoi/m

CV - Coeficiente de Variacdo (%) dos resultados de NTE;

OBS —A amostra de 19/10/06 foi dosada com 3,5mL de veldimal de dosagem (metade do volume
indicado pelo autor) e a amostra do dia 26/10/0&lésada com 1,75mL de volume final de dosagem
(um quarto do volume indicado pelo autor).

y = 0,0136x
. R? = 0,903
6 .
5 S
E 4
Ll
= 4
z
2 © o
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0 100 200 300 400 500

Proteinas totais ( pg)

Figura 6 - Efeito da quantidade de amostra na determindgaNTE.

NTE determinada em triplicata (Johnson, 1977), cotume final de 1,75mL. Proteinas totais
pelo método Peterson em triplicata. Os circulogeepntam a Média e a barra vertical um Des-
vio Padréo.
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Tabela 7 -Memdria de calculo das determinacfes de NTE enddités humanos
de 27 voluntérios sadios.

Voluntarios Leituras (MA) Atividade| Normalizadores | Atividade corrigida
etPXN etPXN+MPX NTE Ptn Cels NTE NTE

ID [ Sexo| Idade Media | CV Media | CV | mu/mL | mg/mL | 10°/mL Ptn Cels
1 F 34 242 5 137 4 8,81 0, 46 1,28 19, 3 6,9
2 M 52 204 9 98 4 8, 90 0,41 1,75 21,9 51
3 M 45 131 18 85 8 3,83 0, 49 2,44 7,9 1,6
4 F 20 187 3 106 7 6,76 0,73 3,44 9,2 2,0
5 M 58 127 12 84 11 3,66 0,51 1, 33 7,2 2,8
6 F 22 169 3 80 4 7,53 0, 38 1,42 19, 6 53
7 F 26 107 10 67 21 3,41 0, 40 2,77 8,5 1,2
8 M 22 205 3 186 22 1,58 0,44 0,91 3,6 1,7
9 F 45 46 11 37 3 0,77 0, 32 1, 97 2,4 0,4
10 F 20 54 18 24 5 2,51 1, 04 0, 20 2,4 12,8
11 M 31 66 16 27 8 3,84 0, 34 1,77 11,3 2,2
12 F 34 145 3 129 9 1,39 1,13 5,50 1,2 0,3
13 M 27 124 2 66 2 4,90 0, 29 0,23 17,1 21,0
14 F 26 66 12 37 22 2,43 0, 48 1, 90 5,0 1,3
15 F 27 105 13 65 6 3,36 0,41 2,44 8,3 1,4
16 M 62 131 6 76 5 4,66 0, 33 1,76 14, 3 2,6
17 F 32 250 12 153 7 8,16 0,52 3,23 15,7 2,5
18 M 27 208 3 113 11 8,01 0, 37 2,26 21,9 3,5
19 F 49 131 6 76 5 4,66 0, 68 2,35 6,8 2,0
20 F 37 79 1 27 20 4,34 0, 23 0,33 18,9 13,4
21 F 29 250 12 153 7 8,16 0, 82 2,21 10,0 3,7
22 F 25 208 3 113 11 8,01 1,29 3,97 6, 2 2,0
23 M 28 105 13 65 6 3,36 0, 49 3,35 6,9 1,0
24 M 31 190 3 123 8 5, 67 0,42 2,15 13,5 2,6
25 M 24 182 3 119 5 5,30 0, 32 2,07 16, 6 2,6
26 M 38 223 9 152 1 5,95 0, 40 2,03 14,7 2,9
27 F 35 289 7 207 15 6, 86 0, 38 1, 86 17,9 3,7
Média 33,56 156 96 5,07 1,56 6, 32 11,4 4,0
DP 11, 42 67 49 2,41 0,79 3,45 6,3 4,6
CcVv 34 43 50 48 51 55 55 116

Cada linha mostra os resultados de um voluntario.

Em Voluntarios estdo descritos: identificacddD(), sexo e idade dos 27 voluntarios, sendo 15
mulheres F) e 12 homensM). Leituras (mA) representam os valores de miliAbsorvandvé{
dia) e o Coeficiente de VariacddC{Y% ) das 3 leituras espectrofotométricas, descontam®s
respectivos brancos, depois da incubagéo por 12n8@°C de uma aliquota de 200uL das prepa-
racdes de linfocitos na presenca de 40uM de etizeon €tPXN) e da mesma quantidade de
amostra incubada pelo mesmo tempo na presenca @éemistura de 40uM de etil-paraoxon e
50uM de mipafox étPXN + MPX). Atividade representa os niveis de atividade de hidrolise de
valerato de fenila resistente ao etPXN e sensivell®X, sendo 1U igual a quantidade de enzima
que forma 1 micromol de produto por minuto (Johnsb®77).Normalizadoresindicam o nivel

de proteinas totaisP¢n) e o niumero de célulaéls) da preparagdo de linfécitodtividade
corrigida indica os valores da atividade de NTE corrigidetop normalizadores indicados sendo
NTE Ptn expressa como U/gNRTE Cels como U/16células.
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Tabela 8- Dados estatisticos da atividade de NTE em liné&cde 27 voluntarios.

Todos Mulheres Homens

Parametro NTE NTE NTE

U/g Ptn dade U/g Ptn dade U/g Ptn dade
NUumero de voluntarios 27 15 12
Minimo 1,20 20 1,20 20 3,60 22
Percentil 25% 6,80 26 5,00 25 7,55 27
Mediana 10,00 31 8,50 29 13,90 31
Percentil 75% 17,10 38 17,90 35 16,85 49
Maximo 21,90 62 19,60 49 21,90 62
Médiat 11,42 33,6 10,09 30,7 13,08 37,1
Desvio Padrao 6,33 11,4 6,56 8,53 5,89 13,8
CcVv 55 34 65 28 45 37

!N&o existem diferencas significativas (test@ = 0,05) entre as médias para homens e mulheres,
tanto para NTE quanto para idade,;

1U = 1 micromol de fenol/min;
CV = Coeficiente de Variagéo (%).
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5 DISCUSSAO

A determinacdo da atividade de NTE esta ligadaedligho do aparecimen-
to de OPIDN. A implementagdo de uma metodologiaddeagem de NTE em lin-
focitos humanos pode avaliar a exposicdo a agrotéxe detectar a possibilidade
de OPDIN de forma precoce. Porém, a dosagem de hEItEE um procedimento
simples, principalmente no que se refere a utiimade inibidores. A maior difi-
culdade esta no fato do inibidor diferencial, o MPYo estar disponivel comerci-

almente, sendo obtido somente através da sintepedpuio laboratério® >,
A sintese de MPX é descrita por Johr€pe é realizada em duas etapas:

(a) Reagir cautelosamente quatro mols de isopropaka com um mol de
oxicloreto de fésforo em tricloroetileno anidro;

(b) Em seguida, reacéo direta do produto formadsalvido em tricloroeti-
leno, sob agitagcdo, com um pequeno excesso de nlngd® saturada de fluoreto
de potassio a 40-50°C.

O produto formado tem como caracteristicas estaradorma de cristais
brancos, ter ponto de fusdo 61-62°C, e ser estéweltemperatura ambiente na
auséncia de umidade.

Os produtos necessarios a sintese encontram-se thidponiveis comerci-
almente. Porém, sabendo-se que mipafox € um comppet causa permanente
paralisia, sua preparacdo deve seguir cuidadosmnmoiide manipulacdo que, na
maioria das vezes, sO estdo disponiveis em labgoatde sintese organica. Dessa
forma, optamos por nao realizar a sintese de MPX fqu gentilmente doado pelo
Dr. Paul Glynn da Universidade de Leicester na dbgjira, o que possibilitou a
implementacdo da técnica classica de dosagem de idTIEboratério de Toxico-
logia do CESTEH.

Uma outra dificuldade, também inicialmente encodéra descrita por al-
guns autores°° esta no fato de que o valerato de fenila, substn@ais comum
para a NTE, muitas vezes também néo se encontpomiigel comercialmente,
sendo também necessaria a sua sintese.

Johnsof? também descreve a sintese do valerato de fenikggealizada a

partir de uma Unica etapa:
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(a) Reacéo direta de cloreto de valerila com exzeahs fenol, a 100°C. O
excesso de fenol é retirado com a adicdo de umac&olde éter de petroleo 60-
80°C e uma lavagem com hidréxido de sédio 2N, seéguie lavagem com agua. O
excesso de gua deve ser retirado com sulfato di@.sAp6s evaporacdo do sol-
vente, preparar uma solucao a 15mg/mL em dimetiltonida que é estavel du-

rante meses se estocada a 15°C em local escuro.

A sintese de valerato de fenila (PV) foi a primedétapa desse trabalho de
modo a garantir 0s reagentes essenciais para gaeab do ensaio de NTE. Os
resultados néo foram apresentados, pois ndo setesairu um objetivo produzir
0 PV em nosso laboratério. O procedimento foi radio em carater experimental
da técnica de sintese, com a cooperacao da Draséhelra Valverde do Instituto

de Quimica da Universidade Federal Fluminense.

Essa sintese teve algumas diferencas em relacfoopsstas de Johnson
mas foi capaz de mostrar ser necessaria uma apgeih relativamente simples
para esse trabalho, como um condensador de reBuxm destilador a vacuo, sem
os riscos da sintese de MPX. Os reagentes necesg#&ia a sua sintese estao dis-
poniveis comercialmente. O produto final obtido fealmente o valerato de feni-
la, como pode ser constatado posteriormente panatografia gasosa com detec-
¢do por espectrometria de massa (resultados natrawlos). Porém, o produto
sintetizado néo tinha pureza suficiente para séizatlo como substrato no ensaio

de NTE, sendo o PV utilizado nesse trabalho obtioilmercialmente.

Esse substrato, quando hidrolisado pelas esterdibesa fenol. A quanti-
dade de fenol é determinada colorimetricamente ap@sconjugacéo oxidativa
com a 4-aminoantipirina na presenca de ferriciarddopotassio, resultando em
4-N-(1,4-benzoquinoneimina)-antipirina, um cromdfayue tem absor¢cdo maxima
no comprimento de onda de 510nm e um CoeficientAlsortividade Molat? de
13.9000M'cm™.

Considerando que a atividade de NTE sO pode seralimada a partir de
uma inibicdo diferencial, e que, de acordo com wmaénicdo de NTE dada por
Dudek e Richardson em 1982 por Kropp em 2004, essa enzima é uma estera-
se resistente a inibidores ndo neuropéticos e eeissa inibidores neuropéticos,
optou-se pela realizacdo de testes iniciais pagementacdo do método de de-
terminacdo de NTE com inibidores ndo neuropaticm®XN)** e neuropéticos
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(CPOY disponiveis no laboratério. Essa atividade foiaminada NTHke por ter
um comportamento muito semelhante ao da NTE, megueopor definicd@sses
ndo sejam os dois inibidores classicos para essammacao. As duas metodolo-
gias utilizadas nesse trabalho, para a determindo&gue chamamos de NTike e
para determinacdo de NTE, sdo baseadas em Jolf§orespectivamente, e fo-

ram originalmente usadas para a determinacdo de NTE

A primeira padronizacdo da atividade de NiKE foi a concentracdo satu-
rante do substrato valerato de fenila (PV). A Fegdrmostra o efeito da concen-
tracdo de PV sobre a atividade das esterases ert@stao mPXN e ao CPO. A
atividade de NTEsO pode ser medida através de uma segunda inili¢@cencial
com um inibidor neuropatico. Assim, na Figura 4uava que representa os resul-
tados na presenca de mPXN, ou seja, as esterasisterdes a esse inibidor pre-
sentes na preparacdo de linfécitos, mostra, efetérde, o efeito da concentracao
do substrato sobre a atividade de NTE. Mas, espadambém expressa as enzi-
mas resistentes aos dois inibidores, mPXN e CP( atividade soO é revelada na
segunda curva, apés inibicdo com CPO. As duas suindicam que 0,57mM de
PV, concentracdo ja utilizada para a determinag@dN@E®®, também é saturante

para a determinacdo de NIie.

A NTE é uma serina hidrola$ee, portanto, é capaz de hidrolisar diversas
ligacdes, tais como ésteres, amidas e peptideosanido-se dificil encontrar um
substrato especifico. Como foi possivel visualizarFigura 4, o substrato valerato
de fenila, ndo é especifico para NTE sendo hidadléspor outras esterases pre-
sentes no sistema com a mesma afinidade. A tenaé&tas duas curvas da Figura
4 (na presenca de um e de dois inibidores) é nmaétonelhante e revela a inespeci-
ficidade desse substrato.

Estudog®394%:53.84ngstram que, na verdade, NTE é uma fosfolipaseoe, p
tanto, o substrato mais apropriado para a realzagfiensaio seria um fosfolipi-
dio. A evidéncia dessa provavel funcéo fisiologieaNTE responde uma parte das
guestdes relacionadas a escolha de substrato psaadeterminagcédo enzimatica. O
substrato inicialmente utilizado por John80bera o fenilacetato de fenila (PPA),
posteriormente substituido pelo valerato de fe(H&). Sendo NTE uma fosfoli-
pase, é de se esperar uma maior afinidade por cetmpdidrofébicos. Logo, o
acesso do substrato ao centro catalitico da enpinoaavelmente é mais facilitado

guando o substrato utilizado é o PV em vez do PPma demonstracao da hidro-
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fobicidade do PV é a necessidade da sua dispemsdégea, ndo em uma solugao,
mas como uma emulsdo com detergente, para que pesssado da determinagédo
enzimatica. Johns8htestou diversas concentraces de diferentes substraem-

pre acima do limite de solubilidade dessas subst&npara que fossem alcanca-
das as maiores atividades. Os substratos hidrasadais rapidamente foram os

ésteres de fenila.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostramito €fos inibidores es-
colhidos. Os testes iniciais foram realizados coXMN, que, mesmo sendo um
composto ndo neuropatitc’’, revelou que, em comparacdo com o etPXN, tem
menor acdo inibitéria (7%) sobre as atividades elsterases totais. Segundo John-
sont’, essas enzimas s&o irrelevantes mas precisam $eddsipara que o ensaio
possa ser realizado. Esse resultado vai de acamthoacliteratur®’ que mostra que
0 aumento da natureza hidrofébica dos substituideesm alquil-fosfato aumenta
seu poder de inibicdo. Segundo JohiféomPXN e etPXN sé inibem NTE em
concentragcdes muito mais altas do que 40uM, quecénaentracdo utilizada na
determinacdo dessa enzima. Assim, as diferencasnémcas entre mPXN e
etPXN néo devem ser atribuidas a uma inibicdo d& .NApesar dessa diferenca
ser pequena, como a literatura preconiza a utifimagde etPXN, optou-se usar esse

inibidor e abandonar o mPXN.

A utilizacdo de um segundo inibidor se faz necesspara diferenciar a
NTE do conjunto de esterases resistentes a compostaropaticos e ndo neuropa-
ticos. A figura 5 mostra que a partir de 50uM deCCjA € possivel observar uma

inibicdo das esterases resistentes a CPO.

Esse resultado esta em desacordo cothdie, avaliando a acdo de organo-
fosforados sobre o crescimento celular e a format@meuritos em células com
propriedades neuronais, como forma preditiva deDDRImostra que CPO na con-
centracdo de 200uM, proxima a concentracao coresigecitotoxica, ndo conseguiu
inibir mais do que 50% desses processos. Esse#tagss indicam que CPO néo
teria acdo neuropatica. Da mesma forma, Krbopostrou que a concentracdo de
CPO necessaria para inibir 50% da atividade de NMWEcérebro de galinha é 20
vezes maior do que a concentracdo de MPX. Apesaioda concentracdo de 50uM
de CPO mostrou ter efeito inibitério de toda a iaide de NTHke (Figura 5).

Mesmo assim, considerando que a poténcia inibitddaCPO sobre NTE, como
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mostra a literaturd’ °% é 20 vezes menor do que a de MPX, estabeleceuesm-

centracdo de 200uM de CPO como ideal para seradid no ensaio de NTike.

§47.55% mostram que é possivel a utilizacdo de linfécitos

Diversos estudd
como matriz para a dosagem de NTE e que esta atleichos linfécitos esta corre-
lacionada com a atividade de NTE cerebfaimplementacdo da técnica de deter-
minacdo de NTE em linfocitos, para utilizacdo coloindicador, requer inicial-
mente a separacado de linfocitos a partir do sangiat. Porém, a técnica desse pro-
cedimento € um pouco demorada e necessita de pessnaconhecimento técnico
especifico, o que impede, muitas vezes, que segaiizadas muitas andlises diari-
amente. O estudo de um método de estocagem visnardar o nimero de analises
simultaneas, assim como, eventualmente, transposddinfocitos ja separados de
trabalhadores ou pessoas expostas para determidacBid E no laboratdrio. Como
mostra a Tabela 3, a amostra de linfocito congelmd20°C, sem nenhum tratamen-
to prévio, teve uma perda de 75% na atividade dE HpOs dois dias de estocagem.
Bertoncirf’ descreve uma perda de 20% da atividade, mesmo tcatamento da
amostra com glicerol, apds trés dias nessa mesmpet@tura. A menor conserva-
¢do que foi observada com as nossas amostras @iovante deve-se ao ndo trata-
mento prévio. Quando a amostra foi congelada a°@70perda foi um pouco me-
nor, de 19%, mesmo em um periodo de seis dias. nfi® Schwab® também de-
monstraram uma perda de cerca de 33% da atividadereostras congeladas a
80°C com glicerol. Bertoncifl indica a possibilidade de um congelamento de @té 3
dias a -80°C sem alteracdo da atividade de NTEinAssmo mostrou Sigolae¥
nado foi possivel garantir uma estocagem eficazpidaparacdes de linfocitos, o que

traz vérias limitagdes no uso de NTE como bioindara

Os resultados apresentados até o momento forandasbtsem o uso de
MPX, na tentativa de contornar os problemas deestmtdesse inibidor. Além dis-
so, foi utilizada a metodologia que previa a p&atéo da reacdo enzimatica com
acido percléricd® centrifugacdo e neutralizacdo da acidez com adifgitampao.
Johnson em 1977 propds a paralisacdo da reacdo por adicdo de §xSalém de
paralisar a reacdo clareia o meio reacional senessdade de centrifugacdo. A
extingdo destas etapas melhorou do ponto de visttcp, a utilizacdo do método
e principalmente sua implementag¢do na rotina. Cowmssos resultados indicaram
dificuldades no uso de inibidores alternativos, wanmaostra de MPX foi consegui-
da por doacgado permitindo a comparacdo das duasdwoleigias descritas nesse
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trabalho. A Tabela 4 mostra que essas duas metgds@geram resultados dife-
rentes para uma mesma amostra. E necessario masgak a atividade de NTiEe
nao necessariamente precisa ser igual a de NTHgéog inibidores séo diferentes
e inibem as esterases presentes no linfécito dadadiferente, conforme ja mos-
trado. Mas, tendo agora acesso aos inibidores gfiaein NTE, optou-se por con-
tinuar o trabalho com uma metodologia internaciorerite aceits.

Segundo Kayyalf, a mudanca na etapa de paralisacdo, propostaohor- J
sorf?, sem mudar o Coeficiente de Absortividade Molar do croméforo, pode
levar a erros de quantificagdo do fenol produzi@om a presenca do detergente
(SDS), o comprimento de onda deveria ter sido atterde 510 para 490nm. Essa
variagdo € devida a reducdo da atividade de dgumelo reacional mas, mesmo
assim, a utilizacdo da metodologia de JohA$ea mostrou mais apropriada para
implementacdo de uma rotina, uma vez que tem meteysas intermediérias, co-
mo transferéncia de amostras e centrifugacao, odimeui o tempo da analise, e
a introducao de artefatos.

Talvez a Unica dificuldade encontrada na metoda@odge Johnsdf esta
justamente no uso do SDS. Esse reagente mostraunseipossivel etapa limitante
do processo, principalmente se sua qualidade néonfdto boa. Podem ocorrer
grumos causando turbidez no meio reacional. Aléssali temperaturas ambientes
muito baixas podem induzir a formacao de micelasgleenecesséario o aguecimen-
to do meio reacional para que fique limpido. Mesassim, o método de John-
sorf?, que introduz o SDS como paralisante, mostrounsais adequado para uso

em rotinas de avaliagao clinica.

O uso de CPO como inibidor seletivo de NTE foi éa@b tendo por base a
metodologia classica de determinacao de NTE. Oslteedos da Tabela 5 indicam
gue o CPO inibe mais que o MPX, indicando que auémzimas, que seriam resis-
tentes ao MPX, estdo sendo inibidas. Mesmo assidifeaenca foi muito pequena
0 que permite considerar o uso desse inibidor mesttacdo de uma metodologia
alternativa. Para a melhor avaliacdo de CPO coritmdar diferencial na determi-
nacdo de NTE como um bioindicador de OPIB&tia necessaria a aplicacdo das
duas técnicas em duas populagdes, uma expostar@ &b, aliada a uma bateria
de testes que confirmassem essa exposicdo. O diigndos casos de apareci-

mento de OPIDN séo raros, e entre um dos princifedires esta a dificuldade da
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realizacdo do ensaio laboratorial de NTE, prinapathte devido a limitagcdo quan-

to ao uso de MPX.

Reinder&! mostrou, em estudds vitro de inibicdo de NTE usando analo-
gos de leptofés-oxon, que também é um potentedoibde NTE, que CPO inibe,
além de NTE, um grupo de esterases que hidrolis¥ne Bao insensiveis a MPX.
Essa inibicdo, além de NTE, seria responsavel ggargum erro na hora de ex-
pressar a atividade enzimatica. Seriam necességnglos mais precisos para de-
terminar que compostos inibiriam as esterases tegiss ao MPX, e determinar

qual seria esta atividade residual, para que orvddoNTE pudesse ser corrigido.

Outro fator que contribui para a dificuldade do ghiéstico de OPIDN é
descobrir a origem da polineuropatia que, muitasege pode ter a causa confun-
dida com diversas doencas, como diab®esor exemplo. Por isso é importante
gue, juntamente com o aparecimento dos sintomgamskevantadas as substan-
cias envolvidas no quadro de intoxicacdo e sewhi=i como possivel composto
neuropatico, além da avaliacdo da inibicdo enziocedde NTE. Normalmente, o
aparecimento de OPIDN é precedido de uma exposigdma a algum composto
que tenha potencial neuropatté8*®4 Passada a fase critica, o paciente tende a
apresentar uma melhora no quadro devido, principatey ao tratamento dos sin-
tomas colinérgicos mas comeca a apresentar os poseintomas de polineuro-
patia tardia ap6s 15 dias da exposicao.

A reprodutibilidade do método, outro problema cmdtinesse tipo de méto-
do, foi avaliada em dois voluntarios com determ&wmge NTE em triplicata, sen-
do uma das replicatas feita com um quarto do vakado por Johnsdhe outra
com a metade, como mostra a Tabela 6. A intencé@aeRiar a possibilidade de
usar uma menor quantidade de reagentes sem intenteprecisdo do método. O
coeficiente de Variacdo (CV) ficou na faixa de 9,29,3%. O maior CV foi ob-
servado na metodologia com um quarto do volume5)?). Utilizando metade
do volume proposto (3,5mL), a variabilidade intresaio foi mais compativel com
um método de avaliacdo clinica tendo sido estadbeesse volume para os testes
com uma populacéo de voluntarios sadios. MBRéhdica um CV de 17% para a
determinagcdo de NTE linfocitaria utilizando o mesmeétodo. Além disso, esse
autor demonstrou que a repeticdo da determinaca¥Tde linfocitaria em 5 indi-

viduos em quatro momentos diferentes levou a umtag@&o de 22,3% no CV da




Ferrante Peyon, AC 38

dosagem dessa enzima em cada individuo. Isso irdigaanto é dificil o estabe-
lecimento de valores normais em uma populacgéo.

O efeito da quantidade de amostra no ensaio de i Evaliado em uma
preparacédo de linfécitos com 1,06mg/mL de protefiais, indicando uma boa cor-
relacdo entre a quantidade de proteina e a atieidi@dNTE. Resultados equivalen-
tes foram obtidos com 1,75 e 3,5mL de volume fifFgura 6) permitindo concluir
gue a metodologia proposta nesse trabalho é capazedir quantidades de NTE da
ordem de 1mU com o volume final de 1,75mL. Essesltados sdo compativeis

com os observados por Mar8hgue indica proporcionalidade & partir de 3,0mu.

Foram determinadas as atividades de NTE em prefasage linfécitos de
27 voluntarios saudaveis como um teste para a imi@t@o de uma rotina de uso
dessa técnica como um bioindicador para OPIDN. thddades observadas varia-
ram de 1,2 a 21,9U/g de proteina, com um valor méei 11,4U/g (Tabela 7).

Mutch®®, avaliando NTE linfocitaria em 113 individuos sawdis, indica
uma faixa de variacao de 2,5 a 16,2U/g de protetoas uma mediana de 7U/g. Ja
Maroni®®, avaliando 68 homens saudaveis, encontrou 13,32+#g de proteinas
para a NTE linfocitaria. Bertoncth avaliando 108 pessoas saudaveis, encontrou o
valor de 11,5+2,5U/g de proteinas para a deterndioadessa enzima. Com base
nesses resultados, podemos concluir que a metoidolmglantada gera resultados
compativeis com a literatura. Precisa ser ressaltpue a faixa de normalidade
indicada por Mutch demonstra uma grande varia¢c&saaeterminacdo em uma
populacdo saudavel. Maroni e Bertoncin indicam daimais estreitas, com CV de
18 e 22% respectivamente. Outros autofagem referéncia a esses resultados na
indicacdo da faixa de normalidade para NTE linfacgd.

Mas, algumas dificuldades devem ser apontadas quemtvalor de normali-
dade para a NTE linfocitaria humana. Poucos traisfitram realizados em termos
de populacdo para que fosse estabelecida uma faigenacionalmente aceita de
normalidade. Além disso, trabalhos realizados cood@os animaié®® indicam
ser necessaria a inibicdo de pelo menos 70% dalatie da NTE cerebral para que
possam comecgar a serem observados os sintomas I@ENOBabendo-se que € ne-
cessario a reacdo de “aging” para que esses sistaperecam, ndo é possivel indi-
car somente a inibicdo de NTE como causa para ceapaento do OPIDN. Mas,




Ferrante Peyon, AC 39

mesmo assim, como ferramenta de bioindicacdo, podetonsiderar que toda e
gualquer inibicdo de NTE indica um potencial deagéio da doenca.

Além disso, tendo em vista a complexidade dessarghé@bacdo, muitos sdo
os fatores que podem introduzir erros analitic@s processos de contagem de cé-
lulas ou de determinacdo de proteinas na preparatdlopodem alterar resultados
gue, de fato, deveriam ser iguais ou muito proximdas, por outro lado, ndo é
possivel estabelecer os valores normais de NTEwamparametro de normalizagao
para a preparacao de linfécitos, ja que essa ndna&matriz biolégica naturalmente
presente nos individuos. Além disso, é necess&nsiderar a possivel variagdo do
teor dessa enzima na populacao, somados aos pisssives analiticos.

Em um estudd com trabalhadores expostos a clorpirifés, o grapotrole
(n=30) apresentou atividade normal variando de7,3J/g de proteinasendo a
atividade média do 3,75U/g. O grupo exposto apreseratividade média de
5,06U/g proteinas, indicando ndo uma inibicado masaumento na atividade de
NTE linfocitaria. Isso pode refletir uma respostiaptativa do organismo a expo-
sicdo a organofosforados, fazendo com que os litdéaanificados sejam retira-
dos da circulacéo, selecionando uma sub populagdmftbcitos mais resistentes e
com NTE ativd®. Portanto, sdo estritamente necessarios estudmssedpopula-
¢oes de linfocitos para que se estabelecer osdardtserem considerados normais.

Maroni®® sugere a utilizacdo de plaquetas como matriz mpispriada para
a dosagem de NTE, ja que apresenta menos conta@iinagequer um volume
menor de sangue total para ser obtida. Porém, aguptas nédo representariam,
verdadeiramente, uma exposi¢do a OP neuropatisis gue seu tempo de vida na
circulacdo é de 10 dias, enquanto os linfocitosepodiurar até alguns meses. Por
isso, apesar do extenso trabalho de separacamfdeitos, essa ainda parece ser a
melhor matriz a ser utilizada em humanos.

A contagem manual de linfécitos é um processo thads® e que requer habi-
lidade por parte do analista. Porém, alguns laldoias ja dispdem de equipamentos
analiticos que transformam essa contagem em umdoé&onples e de rotina. A
dosagem de proteinas totais, no entanto, € um gimoeato mais simples e que tem
uma boa reprodutibilidad® Nesse trabalho, adotamos a normalizacéo da atieid

de NTE linfocitaria pelo teor de proteinas totaés goreparacfes que, apesar de ter
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apresentado um coeficiente de variacdo muito aleomostrou melhor do que a
normalizacdo por nimero de células, como mostratoBein'’.

Na Figura 7, descrita a seguir, € possivel verltafde correlacdo entre a
guantidade de proteinas totais e o nimero de c®lds 27 determinacfes apre-
sentadas na Tabela 7. Outros autores também iradicaéo ser possivel estabele-
cer uma correlacdo entre o nimero de linfécitos quantidade de proteind<°
Esses autores sugerem que a contagem de célulaqreparacdes de linfocitos,
tem uma variagdo muito grande, que vai muito alénvariacéo interindividu8l.
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Figura 7 - Relagcdo entre o niumero de células e o teor deefitas totais em pre-
paracfes de linfécitos humanos

Os circulos representam o nimero de células, détedo em Camara de Neubauer com a conta-
gem de pelo menos 8 campos, e o teor de prote@iaist determinado em triplicata pelo método
de Peterson, em 27 preparac¢des de linfocitos humdraloadores voluntarios.

A presenca de NTE em varios tipos de tecido, imdoio linfaticd’, per-
mite a determinac¢é@o dessa enzima em linfécitos ctommoa de prevencéo do pos-
sivel aparecimento de OPIDN. Porém, essa deterramago traduz os eventos
moleculares responsaveis pela patogénese de ORIEN.ha nenhuma indicacéo
de como a inibicdo de NTE linfocitaria possa faparte desse processo, princi-
palmente porque a funcéo fisiolégica de N¥E"ainda ndo esta completamente
esclarecida.
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A evidéncia de que a NTE é uma fosfolip¥s@°3®pode trazer algumas
consideracOes importantes a respeito do desenvehtionde OPIDN. Os humanos
possuem mais de 100 hidrolases lipidicas, podemdorer mais de uma isoforma
em uma mesma célula. A lisolecitina, conhecida cdisofosfatidilcolina, € um
produto de hidrolise da fosfatidilcolina e esta gam®te na membrana celular de
muitos tecidos, incluindo o nervoso. O aumento de§so de lisofosfolipideo na
membrana é responséavel pela desmielinizacdo dah&sineuronais, acompanha-
da de lesdes axonais. Segundo QuiStaa inibicdo de NTE causaria um aumento
localizado dos niveis de lisolecitina o que podatdbuir para o aparecimento de

OPIDN em humanos.

Ainda relacionado & patogénese de OPIDN, ChoudAawgere que o acu-
mulo de proteinas do citoesqueleto, tais como midrnolos e neurofilamentos,
prejudica o transporte e aumenta a degeneracdoahxdma forma de tratamento
sugerida é a utilizacao de bloqueadores de caioig vez que ele estaria envolvi-
do na regulacdo da dindmica dos microtubulos. Aimlinigdo do cdlcio intracelu-
lar impediria a fosforilacdo de proteinas quinasssociadas aos microtubulos,
evitando assim seu acumulo.

Ja Glynrt® sugere o desequilibrio na homeostase fosfolipidi@s membra-
nas do reticulo endoplasmético (RE) como sendoimciral produto da inibi¢cdo
da atividade de NTE nos neurbénios. Uma vez que toduaterial destinado ao
transporte axonal passa pelo RE, esse processdtanelmente, esta prejudicado

com a inibicdo de NTE.

Diante das diversas possibilidades das causas dBNQPs linfécitos néo
poderiam ser considerados biomarcadores de efpits sim de exposicdo. Eles
indicariam a exposi¢cdo a um composto com potenwealropatico de forma quali-
tativa, sendo necessério, também, conhecer previgarehistérico dos compostos
envolvidos na exposi¢cdo assim como utilizar outssnarcadores para exposicao
a OP com valores de normalidade estabelecidos.

O ideal seria que as atividades de NTE pudesseravadiadas em trabalha-
dores expostos e nao expostos, ou ainda, utilizangodprio individuo como seu
controle, visto a dificuldade no estabelecimentaidevalor de normalidade.
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CONCLUSOES

N&o é possivel, para a determinacdo de NTE emditds, a substituicdo dos
inibidores etPXN e MPX por mPXN e CPO, respectivatee mesmo sendo
esses compostos exemplos de inibidores ndo neucopétneuropético, res-
pectivamente, pois 0s niveis de inibicdo sédo diftzs.

N&o é possivel a preservacdo da atividade de Nifeditaria através do con-
gelamento o que obriga que a determinacdo de Nj&fe#a no mesmo dia da
coleta do sangue.

A paralisacao da reacado enzimatica com SDS, elindoaa etapa de centrifu-
gacdo quando do uso de acido perclérico, garantbares resultados e acele-
ra o processo de dosagem.

A reprodutibilidade da determinacdo de NTE em prapaes de linfocitos hu-
manos indicada nesse trabalho foi semelhante aritest literatura, apesar
de ser muito baixa para um método de aplicagaaocain

A atividade de NTE linfocitaria em uma populagcao2¥evoluntarios saudaveis
variou de 1,20 a 21,90U/g de proteina, com médidHd e desvio padrédo de
6,3U/g, ndo sendo observadas diferencas signifiaatentre homens e mulhe-
res.

N&o houve correlacdo entre o nimero de célulag@aatidade de proteina das
preparacdes de linfocitos humanos, sendo mais adkga normalizacédo pela
guantidade de proteina por ser uma determinagdoncenor variagao.

A implementacdo da dosagem de NTE em linfécitos &muos foi alcancada
mas devem ser melhor estudados os fatores que mpassaduzir erros anali-

ticos de modo a confirmar as altas variagcbes emadas em uma populacéo
nao exposta.
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8 ANEXOS

8.1 Termo de consentimento
(Em acordo as Normas da resolucdo 196/96 do Coode#ltional de Saude-MS)

Instituicbes participantes do Estudo:

Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e E@ldgmana - CESTEH/ENSP
da Fundacgédo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

Titulo do Estudo:

Padronizacdo e implementacdo de metodologia de ndicador biolégico para
avaliacdo de neuropatia tardia induzida por orgasfmrados

Investigadores:

Equipe do Centro de Estudos da Saude do Trabathadaologia Humana,
ENSP, FIOCRUZ.

Coordenador: Ana Carolina Ferrante

Vocé esta sendo convidado a participar de um estpdtvocinado pela Fundacéao
Oswaldo Cruz, com o objetivo de desenvolver umaogi@ibgia para avaliacdo de
toxicidade no sistema nervoso (neurotoxicidade) dampostos organofosforados
como ferramenta de monitoramento na avaliacdo gpasgdo aos OP.

Este documento procura fornecer informagdes sokte estudo e a experiéncia
gue serd realizada, explicando como seréo os exajueass 0s beneficios e os ris-
cos que podem estar relacionados com a sua pati&mp ou seja, informacdes
necessarias para que vocé possa dar o seu canseidi para colaborar com esta
pesquisa. A sua participacdo ndo € obrigatériaggaquer momento vocé podera
desistir de participar da pesquisa e retirar o sensentimento. Sua recusa néao
trara nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesdoisau com a instituicdo.As
informacgdes obtidas através dessa pesquisa ser#fadepciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacdo. Os exames e procedios aplicados serdo gratui-
tos.

Antes de assinar este termo, vocé deve tirar tadasuas duvidas sobre o mesmo,
ndo hesitando em fazer perguntas sobre qualquetopgqure julgar necessario es-
clarecer. E importante estar ciente das seguimf@smacdes:

Esta sendo desenvolvido um método modificado deagie® de enzimas sensiveis
a praguicidas que afetam o sistema nervoso, quersajs barato e de facil reali-
zacdo do que o método ja existente. Os praguicsdassubstancias muito utiliza-
das nas lavouras para o controle de pragas, e tansé® conhecidos pelo termo
agrotoéxicos.

A dosagem destas enzimas, e particularmente deamnigna conhecida como es-
terase neurotdxica, é muito importante do pontovidéa da salde publica, uma
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vez que a inibicdo desta enzima pode ter como cué&sgia 0 aparecimento (trés
semanas depois da exposi¢cdo) de efeitos toxico® @maralisia de pés e pernas,
e diversas pessoas estdo expostas a estes compostase indiretamente, através
do seu uso no controle de pragas de lavouras.

Para tal realizacao, serd necessario coletar umerexvolume de sangue, mais ou
menos a quantidade de uma colher de sopa, utilz@edpara isso agulhas indivi-
duais e descartaveis. Vocé pode sentir uma ligeérasacao de ardéncia, apds a
coleta, no local onde sera introduzida a agulha.

A sua participacdo se dara somente no momento Bdacda amostra e os resul-
tados deste estudo nos ajudardo a validar um méttale barato e mais facil de

ser realizado, que podera ser unida a outras femgas de avaliacdo da exposicéo
aos agrotdxicos para que se possa fazer uma a#alidg risco associado a esta
exposicao.

Nome e assinatura do pesquisador responsavel
Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e E@ldgmana
Tel: (21) 2598-2820 — (21) 2598-2819 — Fax: (21y@3210

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneside minha participacdo na
pesquisa e concordo em participar.

Nome e assinatura do voluntario

Rio de Janeiro, de de




8.2 Questionario

1-ldentificacéo:

2-Data:__ [ |/

3-Nome:

51

4-Data de nascimento: / /

5-ldade: _
[J 2-masculino

6-Sexo: [ 1-feminino

7-Telefone para contato:

8-Raca/Etnia:

[1 1-branco [ 2-negro [1 3-mestico
9- Trabalha?
[1 1-sim [1 2-ndo

10- Qual o tipo de trabalho que faz?

[ 4-asiatico [] 5-indio

11-Qual a frequéncia com que vocé trabalha?

[] 1-trabalha diariamente
[1 2-trabalha quando nao esta na escola
[1 3-trabalha quando solicitado pela familia

12-Alguém da sua casa trabalha na agricultura?

13-Ha quanto tempo foi a GUltima desinsetizacdoutasa?

] 1-1 dia
6- 1 semana

] 2-2 dias [J 3-3 dias

[] 7-entre 1sem e 15 dias [] 8-entre 15 dias e 1 més

[0 4-4 dias

] 5-5 dias 0

[] 9-mais de 1 més
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14- Lembra como era o produto?

15-Tem alguma horta na sua casa?
[1 1-sim [1 2-ndo

16-As plantas ou a horta da sua casa sao tratasasgrotoxico?
[1 1-sim [1 2-ndo

17-Vocé consome os alimentos que planta na hortgudecasa?
0 1-sim 0 2-nédo

18-Vocé tem agrotoxico em casa?
0 1-sim 00 2-néo 00 3-ndo sabe

19-Vocé usa a embalagem do agrotéxico vazia patia ¢im?
[ 1-sim [ 2-ndo

19a -Se sim, para que?

20 -Ja foi intoxicado por algo?
[ 1-sim [ 2- ndo [1 3-ndo sabe

21- Qual foi o produto?

22-Hé& quanto tempo ocorreu a intoxicagdo?

23- Faz uso de algum medicamento?
[ 1-sim [ 2-ndo

23a-Se sim, para que?




24- Ja teve algum sintoma semelhante a estes?
[ 1- Fraqueza das pernas
[ 2- Formigamento

[13- Fortes caimbras nas pernas

25- Faz uso de vitamina B?
[] 1- sim [l 2- ndo

25 a- Se sim, que tipo?
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