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Resumo

Os organofosforados sdo um grupo de compostos quimicos amplamente utili-
zados em agropecudria como inseticidas, ocasionando intoxicagdes acidentais
em animais e humanos, e mesmo sendo utilizados em tentativas de suicidio. A
toxicidade desses produtos decorre sobretudo de insuficiéncia cardio-respiratd-
ria por compromentimento do sistema nervoso autonomo. Sabe-se que alguns
destes compostos induzem em animais de experimentagdo e em humanos, uma
miopatia caracterizada por degeneracdo de células musculares, comprometen-
do sobretudo a musculatura respiratéria. Baseado no fato de que este compro-
metimento contribui para a piora da funcao respiratdria, propde-se um protoco-
lo de avaliag@o rotineira de miotoxicidade por compostos organofosforados,
através de uma bateria minima e suficiente de coloragdes e reacdes histoquimi-
cas para quantificaciio da necrose muscular. Utilizaram-se como modelo expe-
rimental, grupos de ratos albinos (Wistar) intoxicados com o organofosforado
paraoxon, com e sem antidotos (atropina ou pralidoxima). Verificou-se nos
grupos tratados com paraoxon e paraoxon mais atropina, necrose de fibras
musculares no diafragma, que atingia em determinadas dreas até 15% das fi-
bras. No grupo tratado com paraoxon mais pralidoxima, a necrose foi minima,
evidenciando o papel mioprotetor deste tltimo antidoto.

Inseticidas organofosforados, toxicidade. Fibras musculares, patologia.

Abstracts

Organophosphates comprise a group of chemical compounds extensively used
in farming as insecticides, which cause accidental poisoning in animals and
men and are also used in suicide attempts. The toxicity of these compounds is
due especially to the cardiac and respiratory impairment in consequence of
autonomic nervous system disorders. However, it is known that some of these
products induce a myopathy in experimental animals and humans. This
myopathy is characterized by muscle cell degeneration, involving above all the
respiratory muscles. Based on the fact that this involvement certainly enhances
the respiratory impairment, this study offers an experimental method for
routine evaluation of organophosphate myotoxicity, using a minimal and
sufficient battery of stains and histochemical reactions, for muscle necrosis
quantification. For this purpose, albino rats (Wistar) treated with the
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organophosphate paraoxon, were used both with and without antidotes
(atropine or pralidoxime). Muscle fiber necrosis in the diaphragm of the rats
treated with paraoxon or paraoxon and atropine, that affected about 15% of the
fibers in some areas, was detected. In the group treated with paraoxon and
pralidoxime, a minimal necrosis was seen, revealing a protective role of this
later antidote during the development of myopathy.

Insecticides, organophosphate, toxicology. Muscle fibers, pathology.

INTRODUCAO

Os pesticidas organofosforados atuam inibindo
as colinesterases, principalmente a acetilcolinesterase
(AchE; EC3.1.1.7), aumentando o nivel de acetilco-
lina nas sinapses. Em mamiferos, estes efeitos ca-
racterizam-se principalmente por lacrimejamento,
salivagdo, sudorese, diarréia, tremores e distirbios
cardiorrespiratdrios. Estes dltimos sdo decorrentes
de broncoconstric¢do, aumento das secre¢des bron-
quicas e bradicardia, bem como de depressdo do sis-
tema nervoso central, sendo as principais causas de
morbidade e mortalidade por tais produtos''.

Alteracdes estruturais e funcionais observadas
nos musculos esqueléticos estdo relacionadas com
as estruturas quimicas dos produtos e com o tipo de
misculo, sendo o diafragma o mais afetado em estu-
dos experimentais® * 582 131415 Necrose muscular,
semelhante a observada em animais de laboratdrio,
foi encontrada em miusculos diafragma e intercos-
tais de individuos intoxicados pelo parathion®, dia-
zinon!, triclornato’ e combinagdo de malathion e di-
azinon'®. Uma vez que a insuficiéncia respiratéria é
uma das conseqiiéncias mais graves das intoxicacodes
por organofosforados, é possivel que o envolvimen-
to dos musculos da respiracdo constitua agravante
do distirbio respiratdrio, o qual é devido a disfun¢ao
do sistema nervoso auténomo.

O tratamento das intoxicac¢des por organofosfo-
rados baseia-se principalmente no uso da atropina,
antidoto sintomdtico e, com menor freqiiéncia, das
oximas, antidotos especificos que reativam as coli-
nesterases.

No Brasil, a ocorréncia de intoxicacdes por pes-
ticidas do grupo dos organofosforados continua sen-
do alta, apesar de seu uso ter diminuido em relagdo a
década dos anos oitenta. Os dados estatisticos dos
Centros de Toxicologia de Belo Horizonte, Campi-
nas, Floriandpolis, Ribeirdo Preto, Londrina e Ma-
ringd mostram que de 495 casos de intoxicagdes
ocupacionais, cerca de 34,9% foram devidos a orga-
nofosforados; de 622 casos de tentativas de suicidio,
38,1% resultaram do uso de compostos deste grupo;
de 38 casos de 6bitos, 44,7% foram devidos a orga-
nofosforados'®.

Os objetivos do presente trabalho foram:

1 - padronizar técnicas histoquimicas para ava-
liar lesdes musculares causadas por organo-
fosforados;

2 - comparar a eficdcia dos antidotos atropina e
pralidoxima na prevencgdo de tais lesdes.

MATERIAL E METODO

Animais

Ratos albinos machos e fémeas da linhagem Wistar
(225 g + 25 g) foram divididos em 4 grupos. Cada grupo
foi constituido por 8 animais (4 machos e 4 fémeas), man-
tidos separados durante todo o experimento em gaiolas de
plastico, recebendo dgua e racdo ad libitum.

Produtos

O organofosforado utilizado foi o Paraoxon® (dietil-
paranitrofenil fosfato) com 98,2% de pureza, fornecido
pela Bayer do Brasil, Sdo Paulo. O Sulfato de Atropina®
foi proveniente da Sigma e o mesilato de pralidoxima
(Contrathion)®, da Rhodia. O paraoxon foi dissolvido em
propilenoglicol (0,3 mg/ml); a atropina (0,3 mg/ml) e a
pralidoxima (10,0 mg/ml) foram preparadas em solugdo
fisiolégica.

Administracao de Paraoxon, Atropina e Pralidoxima

Os produtos foram injetados via intraperitoneal por 4
dias com intervalos de 24 h. O grupo 1 foi tratado apenas
com paraoxon (0,3 mg/kg); o grupo 2 com paraoxon (0,3
mg/kg) seguido imediatamente de atropina (0,3 mg/kg); o
grupo 3 com paraoxon (0,3 mg/kg) seguido imediatamen-
te de pralidoxima (10,0 mg/kg) e o grupo 4 (Controle)
recebeu apenas propilenoglicol (0,25 ml).

Observacao dos Sinais de Intoxicacao

Os sinais de intoxicagdo e sua intensidade foram ob-
servados diariamente apds a aplicagdo dos produtos e
registrados durante a primeira hora e a cada 30 min das
seis horas subseqiientes. Para o registro da intensidade dos
sinais de intoxicacdo estabeleceu-se o seguinte critério:
(+) leve, (++) moderado e (+++) intenso.

Determinacao da Atividade da Colinesterase
Plasmatica

Amostras de 1 ml de sangue foram colhidas por pun-
cdo do plexo retro-orbitdrio, 24 h apds o dltimo trata-
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r.p.m. por 15 min, e a atividade da colinesterase foi de-
terminada pelo método espectrofotométrico de Ellman'?,
1961 modificado por Wilheim'®, 1967. O substrato utili-
zado foi a acetiltiocolina e a atividade enzimética foi
determinada pela variacdo de absorbancia/ml/minuto
(AE/ml/min), sendo feitas leituras no comprimento de
onda de 430 nm.

Técnicas Histoldgicas e Histoquimicas

Os animas foram anestesiados com éter e decapitados
24 h ap6s o ultimo tratamento e os hemidiafragmas es-
querdos foram colhidos e congelados em n-hexano previa-
mente resfriado em nitrogénio liquido, em posicdo para
obter cortes transversais em micrétomo-criostato. Cortes
seriados (8 wm de espessura), colhidos em diferentes 1a-
minas para microscopia, foram corados pela hematoxili-
na-eosina (HE) bem como submetidos as reagdes histo-
quimicas para fosfatase dcida e nicotinamida-adenina-
dinucleotidio-tetrazolium-redutase (NADH-TR) segundo
Dubowitz'?,1985.

Avaliacao das Alteracdes Histologicas

Foi observada ao microscdpio éptico toda a drea do
corte histoldgico e feita semiquantificacao das alteragdes
encontradas, seguindo os seguintes critérios: 1) observa-
¢do pelo HE, no aumento de 100 X, com delimitagdo dos
5 campos mais alterados; 2) semi-quantificag¢do de fibras
alteradas nos 5 campos, no aumento de 400 X, nos cortes
seriados submetidos as reagdes histoquimicas de NADH-
TR e fosfatase acida, sendo (+) até 5% de fibras alteradas;
(++) de 5 a15% de fibras alteradas e (+++) acima de 15%
de fibras alteradas.

Andlise Estatistica

Os resultados da atividade da colinesterase plasmatica
foram analisados pelo teste de Mann-Whitney-Wilcoxon
para amostras ndo-paramétricas, tomando-se como indice
de significancia p < 0,01.

Sinais de Intoxicacao

A Tabela 1 mostra os sinais de intoxicac¢ao obser-
vados. O grupo que recebeu apenas paraoxon (grupo
1) apresentou os sinais mais intensos. A aplicagc@o de
atropina diminuiu a intensidade dos sinais, com exce-
¢do da fasciculagao e flacidez musculares, e preveniu
a ocorréncia de diarréia (grupo 2). O tratamento com
pralidoxima (grupo 3) mostrou-se altamente eficaz,
impedindo a manifestacao de todos os sinais.

Determinacao da Atividade da Colinesterase
Plasmatica

Os animais tratados com paraoxon (grupo 1) e
paraoxon mais atropina (grupo 2) apresentaram re-
sultados de atividade da colinesterase de 32,2% e
43,8%, respectivamente, revelando diferencas esta-
tisticamente significativas (p < 0,01) em relacdo ao
grupo-controle. Ja os animais tratados com paraoxon
mais pralidoxima (grupo 3) apresentaram atividade
da colinesterase de 94,1%, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa em relacido ao grupo-
controle (Tabela 2).

Histopatologia

A andlise histopatolégica mostrou nos animais
dos grupos tratados com paraoxon (grupo 1) e
paraoxon mais atropina (grupo 2) a presenca de fi-
bras musculares necréticas, freqiientemente com
fagocitose, que se encontravam proximas umas as
outras nas dreas mais afetadas. Essas fibras foram
evidenciadas com maior nitidez na rea¢do histoqui-
mica para fosfatase 4cida (Fig. 1). A reacdo de
NADH-TR mostrou fibras com diferentes graus de
alterac@o da trama intermiofibrilar, correspondendo
a alteracdes da estrutura normal das fibras muscula-

Tabela 1 - Sinais observados durante o experimento, em ordem de aparecimento, sendo (+) leve,

(++) moderado e (+++) intenso.

Sinal Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Paraoxon Paraoxon + Paraoxon + Controle
atropina pralidoxima
Salivacdo aumentada +++ + - R
Lacrimejamento +++ + - -
Exoftalmia +++ ++ - -
Tremores +++ ++ - -
Dispnéia +++ + - -
Fasciculagdo muscular 4+ +++ - -
Ataxia +++ ++ - -
Prostracao +++ + - _

Diarréia +++
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Tabela 2 - Atividade da colinesterase plasmatica (AE/ml/min) e desvios-padrdo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Paraoxon Paraoxon Paraoxon Controle
+ atropina + pralidoxima
Atividade 0,48 + 0,092 0,65 + 0,124 1,38 + 0,241 1,46 + 0,133
%o 32,2 43,8 94,1 100,0

Figura 1 - Corte transversal de fibras musculares exibindo
necrose e fagocitose de algumas delas (setas). Mdsculo
diafragma de rato intoxicado pelo paraoxon. Reagdo
histoquimica pela fosfatase acida. A barra corresponde a 100

um.

res (Fig. 2). Com menor freqiiéncia foram observa-
das fibras atréficas angulares. No grupo tratado com
paraoxon mais pralidoxima (grupo 3), fibras
necréticas e com alteracdo da trama intermiofibrilar
foram encontradas em pequeno nimero. Os resulta-
dos da andlise histopatol6gica dos musculos diafrag-
ma dos animais estudados (analisados em conjunto
em cada grupo), expressos semiquantitativamente,
encontram-se na Tabela 3.

DISCUSSAO

Embora o comprometimento do sistema muscu-
lar esquelético em intoxicagdes por alguns organo-

Figura 2 - Corte transversal de fibras musculares exibindo
alteracdo da estrutura interna das mesmas (a seta indica uma
destas fibras). Misculo diafragma de rato intoxicado pelo
paraoxon. Reacdo histoquimica pela Nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-tetrazolium-redutase (NADH-TR). A barra
corresponde a 50 um.

fosforados seja conhecido de longa data, pouca im-
portancia se da a este fato, haja vista que a avaliagao
rotineira por estes compostos nao inclui protocolos
de miotoxicidade. Sabe-se que a principal causa de
morbidade e mortalidade nas intoxicac¢des pelos or-
ganofosforados é o comprometimento cardiorrespi-
ratério. No entanto, é provavel que o comprometi-
mento da musculatura esquelética, sobretudo da
musculatura respiratdria, contribua tal morbidade, o
que refor¢a a importancia da avaliacdo das lesdes
musculares nessas intoxicagdes.
Experimentalmente, além dos sinais de intoxica-
¢ao tipicos dos organofosforados, o pardmetro mais
utilizado na avalia¢do do nivel de toxicidade desses

Tabela 3 - Altera¢bes encontradas no mdsculo diafragma em dreas selecionadas, expressas de forma semiquantitativa: (+) até
5% de fibras alteradas; (++) de 5 a 15% de fibras alteradas; (+++) acima de 15 % de fibras alteradas.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Alteracoes Paraoxon Paraoxpn Parqoan Controle
+ atropina + pralidoxima
Necrose/fagocitose +++ +++ + -
Desorganizacdo da trama intermiofibrilar +++ +++ + -
Fibras atr6ficas angulares + + - -
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compostos ¢ a medida da atividade da colinesterase
plasmatica. As doses utilizadas em nosso experimen-
to foram suficientes para desencadear sinais de into-
xicagdo, bem como diminui¢do da atividade da
colinesterase plasmatica, o que permitiu avaliar cla-
ramente as diferencas entre os grupos tratados.

Com relacdo aos antidotos, a atropina age como
inibidor competitivo da acetilcolina em nivel dos
receptores muscarinicos, porém nao tem agdo nos
receptores nicotinicos, que sdo os existentes na pla-
ca motora. Isto explica o fato de que a atropina ndo
impediu o desenvolvimento da miopatia no diafrag-
ma. Dekleva e col.®, 1989, descreveram resultados
semelhantes em experimentos com ratos intoxicados
pelo organofosforado soman, nos quais verificaram
que a atropina ndo prevenia o desenvolvimento da
miopatia mesmo com doses altas (20 mg/kg).

No presente estudo, o uso da pralidoxima imedia-
tamente apds a administracdo do paraoxon impediu
a inibi¢d@o da colinesterase plasmatica e preveniu o
desenvolvimento da miopatia. Ariens e col.?, 1969,
em trabalho pioneiro sobre miopatia por organofos-
forados em ratos, ja haviam relatado o papel prote-
tor da pralidoxima com relacio a este efeito sobre o
musculo esquelético. Em humanos, tem sido relata-
do que as oximas s@o capazes de reativar a
colinesterase por um periodo que varia de 24 a 36
horas apds a intoxicagio''. No entanto, ndo ha rela-
tos quanto ao seu papel preventivo da miopatia no
homem.

No que se refere a padronizacdo das técnicas
histoquimicas para avaliagdo das lesdes muscula-
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