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RESUMO

Além daintoxicacdo aguda, os organofosforados podem ser responsévei s por outras situagdes morbidas
amédio e longo prazo. Nao foram descritos até o momento os efeitos alongo prazo no sistema cardio-
circulatorio decorrentes da exposi¢do prolongada aos organofosforados. Foi nosso objetivo estudar
alguns desses possiveis efeitos por métodos histol 6gicos e morfométricos no coracdo de ratos tratados
semanal mente por 12 semanas com doses sub-letais (menos do que 1/3- grupo G5- ou 1/6- grupo G2,5-
daDL50) do organofosforado metamidofés. Foi observado o aumento no peso do coragéo e hipertrofia
defibras muscul ares cardiacas nos animaistratados; amédiado menor didmetro dos miécitos cardiacos
dos animais controle foi de 64,93 + 5,82 micra e nos tratados foi respectivamente de 82,24 + 12,39
(G2,5) 88,88 + 10,19 (G5), havendo diferenca estati sticamente significativa entre os grupos controle
e cada um dos grupos tratados. Sabe-se que a hipertrofia muscular esquerda é um dos principaisfatores
associados a disfuncéo cardiovascular. Embora ndo tenha sido estudado a funcéo cardiovascular, é
possivel que aexposi¢do experimental mais prolongada a organofosforados possa causar insuficiéncia
cardiaca. Estefato tem umaimportanciamaior no contexto de que aexposi¢éo inadvertida e prolongada
a esses compostos seja comum em alguns paises, incluindo o Brasil.

Palavr as-chave. musculo cardiaco, organofosforado, inibidores dacolinesterase, insuficiénciacardiaca,
morfologia, morfometria.

ABSTRACT

Organophosphate can be responsiblefor causing acuteintoxications, and ininducing delayed effects. Effects
onthecardio-vascular system after long-term exposition to organophosphate have not been described, sofar.
The objective of the present study was to study whether these effects on heart could be caused by these
compounds contact. Adult male Wistar albino rats, divided into groups, received weekly an enteral sub-lethal
dose of organophosphate methamidophos for 12 consecutive weeks. Then, their hearts were examined by
meansof histological and morphometric methods. Hipertrophy of cardiac musclecdllsintreated animalswas
observed, and this finding was confirmed by means of morphometric methods, that is, the measurement of
smallest diameter of cardiac muscular cells. The mean value of the smallest diameter of cardiac myocytes
from controls was 64.93 + 5.82um, and from two treated animals groups was 82.24+12.39um and
88.88 + 10.19 um, respectively. Although the functional consequences of cardiac hypertrophy were not the
object of the present study, the 3 month-treated animals did not show any sign of heart failure. However, it
could not be disregarded that long term exposition to organophosphate might cause any functional cardiac
disorder, including heart failure. These heart histology dterationsarerelevant, asBrazilian peoplearefrequently
undergo to long-term exposure to these compound with deleterious results.

Key words. muscle cardiac, organophosphate, cholinesterase inhibitors, heart fatilure, morphology,
morphometry.
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INTRODUCAO

Em nosso ambiente somos freglientemente expostos a
substéncias nocivas como compostos organofosforados. Estas
substancias sdo anticolinesterasicos amplamente utilizados
como pesticidas na lavoura e em domicilios, ambientes nos
quais o ser humano pode permanecer exposto aestes compostos.
A intoxicac8o ocorre pelaexposi ¢do acidental ou em tentativas
de suicidio. A intoxicag@o aguda desencadeia uma sindrome
clinica por hiperestimulagdo do sistema nervoso autbnomo,
predominando sintomas relacionados a atividade
parassimpatica e deformamenosintensaasintomas do sistema
nervoso autbnomo simpdatico incluindo taquicardia e
hipertensdo arteria sistémica'. Além daintoxicagéo aguda, os
organofosforados podem ser responsaveis por outras situaces
morbidas incluindo a chamada sindrome intermediéria e a
sindrome de neurotoxicidade retardada. Ja os sintomas
decorrentes da sindrome intermediéria e a sindrome de
neurotoxicidade retardada estéo relacionados ao comprome-
timento do sistema nervoso central e periférico?®.

Os sintomas decorrentes da intoxicagdo ou exposi¢ao
crbnica aos organofosforados incluem depresséo,
comprometimento cognitivo e aumento do risco de suicidio’81%12,
Em ratosfoi descrito comportamento anormal aps exposi ¢80 ao
organofosforado clorfenvifos, com diminui¢cdo da atividade
exploratdria e locomotore’.

Os efeitos alongo prazo no sistema cardio-circulatério
decorrentes daexposi¢&o prol ongada aos organof osforados séo
pouco conhecidos. O presentetrabal ho investigou as alteractes
morfoldgicas no coracdo de ratos apds a exposicao ao
organofosforado metamidofos por tempo prolongado.

MATERAISE METODOS

Trés grupos de ratos abinos adultos (com seis-animais em
cada) pesando aproximadamente 300 g foram utilizados para o
experimento. Os animais foram pesados no inicio e ao fina do
experimento e tratados com 12 doses consecutivas, semanais do
organofosforado metamidofos (O S-dimetyl phosphoramidotiozate).
A DL50ora dessasubsténciapararatosfoi previamentecaculada
em 18mg/kg de peso corporal. Os animais permaneceram em
jejum 12h antes de cada administragéo e foram tratados
respectivamente com 2,5 (grupo G2,5) ou 5mg grupo (G5) de
metamidofos, em cada dose. Essa substéncia foi previamente
diluida em gliceroformol na proporgéo de 3,125mg/ml para o
grupo G2,5 ou 6,25 mg/ml para o grupo G5,0. Concomi-
tantemente, grupoA de seisanimaisrecebeu apenasgliceroformol
pelamesmavia, tendo sido mantidos nas mesmas condi¢des que
os ratos tratados.

Apds cada administragdo os animais foram
observados por 12 horas para a deteccdo de sintomas de
intoxicagBes como fasciculagBes, tremores e convulsdes,
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caracteristicos das intoxicacbes agudas por
organofosforados. Apds 24 h os animais foram submetidos
a leve sedacdo com cloridrato de ketamina e coletado o
sangue do plexo peri-orbitario com pipeta Pasteur. A
atividade da colinesterase plasmatica foi medida nos trés
grupos de animais empregando o método colorimétrico de
Ellman?3, modificado por Wilheim?!*, usando a acetiltiocolina
como substrato nos trés grupos de animais. Essa atividade
foi expressa em AE/ml/min a um comprimento de onda de
430 nm. Os dados foram submetidos a analise estatisticado
teste de Kruskal-Wallis e de Turkey Kramer.

Os animais foram eutanasiados por exposi¢cdo a atas
doses de cloridrato de ketamina, 8 dias apos a Ultima
administracdo do organofosforado (numero do protocolo da
comissdo debioética: 15/05). Os coragdes foram imediatamente
dissecados, pesados e um corte transversal foi feito na porcdo
média dos ventriculos. O segmento inferior foi fixado em
paraformaldeido e incluido em parafinarealizando-se aseguir
cortes histol 6gi cos de quatro micrade espessura, em micrétomo.
Os cortes histol 6gicos foram colhidos em 1&minas de vidro e
corados pelo método da hematoxilina-eosina.

O segmento superior foi imediatamente congelado em
isopentano previamente resfriado em nitrogénio liquido. Cortes
transversais destes materiais foram realizados em micr6tomo
criostato (espessura de seis micra) também corados pela
hematoxilina-eosina

Morfometria

Estudos morfométricos foram realizados no material
congelado, neste a retragdo de tecido, que € normalmente
observada em material fixado em formol, € evitada. Imagens
tomadas ao acaso das sec¢des obtidas em criostato foram
captadas por um microscépio 6ptico acoplado a uma camera
digital e a um computador com um sistema de andlise de
imagens. As imagens foram salvas e foi medido o didmetro
real (menor didmetro) de 100 fibras musculares cardiacas
tomadas ao acaso (100 fibras musculares cardiacas do
ventriculo esquerdo de cada animal). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica pel o teste de Kruskal -Wallis e
teste de comparagdo mdltipla de Dunn.

RESULTADOS

N&o foi observada diferenca no ganho de peso entre os
trés grupos (p>0,05 teste de Kruskal Wallis) de animais
submetidos ao tratamento.

Observou-se diminuicdo na atividade da
colinesterase plasmética nos animais tratados em relagao
aos controles. A atividade da colinesterase plasmética nos
animais controlefoi de 0,079 + 0,009 e nos grupos tratados
foi de 0,047 + 0,011 (G2,5) e 0,044 + 0,003 (G5). Houve
diferenca estatistica entre o grupo controle e 0os grupos
tratados (p<0,001-teste de Kruskal-Wallis). No entanto ndo
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foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratados
(G-2,5 e G-5,0, p<0,05- teste de Turkey Kramer).

Quanto aos sintomas da intoxicacéo foram observados
tremores e fasciculacfes exclusivamente no grupo G-5,0 no
periodo que se seguiu apenas a 12 admnistracao do
organofosforado.

A média de peso dos coragfes controle foi de 0,96
+ 0,017, sendo maior nos animais tratados: no grupo G2,5
foi de 1,13 + 0,103 e no grupo G-5,0 foi de 1,15 + 0,112.
Observamos diferenca estatistica entre o grupo controle e
cada um dos grupos tratados (p<0,05- teste de Kruskal-
Wallis).

Histologia e M orfometria

N&o se observou necrose ou inflamag&o no coracdo
dosratos controles ou tratados(Figural). Havia, no entanto,
pela andlise qualitativa, aparente hipertrofia de miocitos
cardiacos nos grupos tratados, nas sec¢des de criostatos
corados pela Hematoxilina-eosina. Esta hipertrofia foi
confirmada por estudos morfométricos. A média do menor
didmetro dos midcitos cardiacos dos animais controle foi
de 64,93 + 5,82 micra, o do grupo G-2,5foi 82,24 + 12,39,
e a do grupo G-5,0 foi de 88,88 + 10,19. Observamos
diferenca estatistica entre os grupos controle e cada um
dos grupos tratados (teste de comparagdo multipla Dunn -
p<0,001 paraambos os grupos tratados). Nao houve, porém
diferenca entre os grupos tratados pelo teste de Dunn
(p>0,05). (Tabelas)

Tabela 1. Atividade de colinesterase plasmética apés 24 horas da
primeira administragdo, expressada como AE/mL/min, 430 nm
comprimento de onda (AE= variag&o de absorbéancia). Havia diferencas
estatisticas entre o grupo controle e o grupo G2,5 (p<0,001), e entre o
controle e o grupo G5,0 (p<0,001). N&o houve diferenca estatisticaentre
o grupo G2,5 e G5,0 (p>0,05) (ANOVA e teste de comparagdo multipla
Turkey-Kramer).

Tabela 3. Essa tabela compara a media do menor diametro (micrometros)
dos midcitos cardiacos de ratos tratados com o organof osforado metamidofés
durante trés meses, assim como os controles. Diferenca estatistica foi
observada entre o grupo G2,5 e o controle (teste de comparacdo multiplade
Dunn, p<0,001), entre o grupo G5 e o controle (teste de comparagéo multipla
de Dunn, p<0,001), mas ndo entre os grupos tratados, entretanto o diametro
meédio dos midcitos cardiacos do grupo G5 eram maiores do que os do grupo
G2,5. (Teste estatistico de Kruskal-Wallis KW=27.293, p<0,001).

Controle G2,5 G5,0
Atividade de
colinesterase 0,079 0,047 0,044
(Média + + +
+ 0,009 0,011 0,003
desvio padrio)

Tabela 2. A tabela mostra o peso dos coragdes (miligramas) de animais
tratados e dos animais controles. Houve diferencga estatistica entre os
pesos dos coragdes do controle e do grupo G2,5 e entre o controle e o
grupo G5 (p<0,05). N&o houve diferenca estatistica entre o grupo G2,5
e G5 (p>0.05). (teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis ANOVA).

Grupo controle - .
(Meédia + desvio padrio) G2,5 G5
0,96 1,13 1,15
T T x
0,017 0,103 0,112

Controle | G2,5 G35
64,93 82,24 | 88,88
(Média + desvio padrio) + + +
5,82 12,39 | 10,19
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Figura 1. Representagdo histolégica do coragdo de ratos do grupo controle
(A) eratos tratados com o organofosforado metamidofds durante 12 semanas
consecutivascom 5 mg/kg do peso corporal (B). Coloragéo pelaHematoxilina-
eosina x280- fragmento de coloragdo congelado em isopentano, previamente
resfriado em nitrogénio liquido.

DISCUSSAO
Embora existam numerosos trabal hos referentes as

sindromes agudasinduzi das por organofosforados 0 mesmo ndo
€ verdadeiro quanto a exposi ¢&o prol ongada a esses compostos.
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No entanto, atualmentejaexistem evidéncias de que esses efeitos
tenham importancia para saide humana, animal ou ambiental.

No presentetraba ho por estudos morfométricos, observou-
se que a exposicdo ao organofosforado metamidofos provoca
hipertrofiadefibrasmusculares cardiacasderatos. Estahipertrofia
cardiaca, no entanto, ndo pode ser facilmente explicada. Embora
tenha sido documentada hipertensdo arterial sistémica nas
intoxicagdes agudas por anti-colinesterésicos' decorrente da
hiperatividade simpética que ocorre em menor relevancia nas
intoxicagdes por organofosforados, ndo se observaram sequer
sintomas persistentes de hiperatividade colinérgica, que
sabidamente preponderam sobre as atividades simpéti cas. Portanto,
estahipdtese esté praticamente descartadaque ahipertrofiacardiaca
sgja decorrente da acdo direta dos organofosforados, induzindo
talvez, aproducao defatores de crescimento que atuem nascélulas
musculares cardiacas devendo ser objetivo de estudos ulteriores.

A hipertrofia cardiaca € um fendmeno complexo que
envolve muitas vias bioguimicas incluindo a acdo de moléculas
como acalcineurinat®, aumento daexpressdo domRNA do NAT 1%,
aumento de cardiotrofina®. Visto que ha necessidade de
esclarecimento dos mecanismos de hipertrofia cardiaca na
intoxicagdo por organofosforados, esses aspectos deverdo ser
abordados também nesta situac&o.

Sabe-se que a hipertrofia muscular esquerda € um dos
principais fatores associados a disfuncdo cardiovascular. Embora
ndo tenha sido observado nos animais indicios de disfuncéo
cardiaca, ndo podemosdescartar que aexposi ¢ao experimental mais
prolongada a organofosforados possa resultar em insuficiéncia
cardiaca, sendo bastante provavel que o mesmo sga verdadeiro
para outros mamiferos como o homem. Este fato tem uma
importancia maior ainda dentro do contexto de que a exposicéo
inadvertida e prolongada a estes compostos € comum em alguns
paises, incluindo o Brasil.
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