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RESUMO

Um total de 134 lavradores expostos a agrotéxicos, selecio
nados quanto ao grau de intoxicagéo pelo nivel da atividade da
acetilcolinesterase eritrocitéria, classificados em 72 intoxi-
cados e 62 controles, foram estudados no que se refere a varia-

bilidade genética da colinesterase do soro (EC 3.1.1.8).

A atividade relativa da acetilcolinesterase foi avaliada
pelo método de Limperos e Ranta (1953), conforme modificagao de
Edson e Fenwick (1955). A fenotipagem do loco CHE1l da colineste
rase do soro foi feita com a utilizagao do metodo de inibigao
enzimatica, de Morrow e Motulsky (1968) e as variantes nao -
usuais foram retipadas de acordo com Alcantara e cols. (1991) .
A fenotipagem do loco CHE2 foi feita de acordo com o método de

eletroforese em gel de agar de Van Ros e Vervoort (1973).

"“
Os intoxicados mostraram frequencia significativamente

mais alta de variantes nao-usuais do que os controles,revelando
esses fenétipos um risco relativo de intoxicagao cerca de 9 ve-
zes maior do que o apresentado pelo fendétipo usual.Entre os in
viduos de fenétipos usuais, a presenga do fenétipo CHE2 C5- pa-
rece predispor a intoxicagio, com risco relativo de cerca de 4
vezes maior do que o do fenétipo CHE2 C5+. Nossa hipétese é que
a colinesterase do soro seria inibida antes da acetilcolineste-
rase, constituindo-se em fator de protegdo a inibigao dessa ul-
tima enzima. As variantes da colinesterase do soro com menor
afinidade por compostos organofosforados e carbamatos e/ou com
menor atividade permitiriam maior inibigao da acetilcolienste -

rase e portanto predisporiam a intoxicagao.
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1. INTRODUGZO

11 Objetivos

Os compostos agrotoxicos organofosforados e carbamatos, além
de agirem sobre os insetos, agem sobre os mamiferos, inibindo as
esterases de um modo geral e a acetilcolinesterase de um modo
mais especifico, provocando sintomatologia caracteristica. A coli
nesterase do soro, enzima que apresenta variabilidade genética
bem conhecida, por ser uma esterase, é inibida por estes compos-
tos. Considerando-se que a variabilidade genética pode levar a di
ferengas na atividade e na capacidade de inibigdo da colinesterase
do soro, questionou-se se nao levaria também a diferengas na sus-

ceptibilidade a intoxicagao por agrotéxicos.

Por estas razoes nasceu o interesse de se desenvolver o pre-

sente trabalho, cujos objetivos principais foram os seguintes:

1. Analisar a distribuigao da variabilidade genetica da coli
nesterase do soro em intoxicados por compostos inibidores de este
rases usados na agricultura e comparé—la com aquela de controles
das mesmas regioes rurais. O estudo da variabilidade genética in-

clui a determinacao dos fenotipos dos locos CHE1l e CHE2.

2. Caso os locos estejam relacionados com a susceptibilidade
a intoxicagio, tentar determinar se haveria papel preponderante

de um deles nesse fenomeno de intoxicagao.

Atingidos os objetivos propostos, teremos contribuido para

fornecer informagaes que possam fundamentar a elaboragao de futu
. . . . . . "na .

ro esquema epldemloléglco, que leve a diminuir a freqlencia de

intoxicagoes observada atualmente.

1. 2 Colinesterase do Soro

A colinesterase do soro (butirilcolinesterase, pseudocolines
terase, acilhidrolase de acilcolina, EC 3.1.1.8), por volta de
1947, quando da introducao dos inseticidas organofosforados na la

3 3 3 ~ . (4 3 . . 3
voura, adquiriu uma importancia pratica muito grande, principal-
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3 ’ . (3 3 ~ < K3
mente no diagnostico e controlc de intoxicagoes em operarios de
industrias quimicas e de lavradores que manipulam estes compos-

tos (Holmstedt, 1959; Humiston e Wright, 1S67).

1.2.1 Aspectos Fisiolégicos

A colinesterase do soro € sintetizada no figado do homem
e de outros animais (Koelle, 1951; Gerebtzoff e cols., 1954) .
AlteragSes na atividade enzimatica tém sido observadas em hepa-
topatias (Shih e cols., 1966; Kutty e cols., 1971). Por esta
razao a medigao da atividade da colinesterase do soro pode en-

trar na bateria de exames para avaliagao da fungao hepatica.

A atividade enzimatica pode estar diminuida apés a 102 se-
mana de gravidez, em mulheres com terapia com estrogénios
(Sicell e Kaminskis, 1975) e em doengas renzis cronicas ( Dietz
e cols., 1973). A tabela 1 sumariza diversas situagses en que a
atividade da colinesterase do soro pode estar diminuida. A ati-
vidade aumentada é observada em situagoes associadas com o meta
bolismo anormal de lipideos, tais como: hiperlipoproteinemia |,
obesidade (revisao em Kutty, 1980) e diabetes (Antropol e cols.,
1973). Também se encontrou elevada nos casos de sindrome nefro-
tica, principalmente associada com hiperlipoproteinemia (Way e
cols., 1975). Foi demonstrada correlagao positiva entre a ativi
dade enzimatica e as concentragoes de colesterol total, trigli-

cerideos, LDL e VLDL (Magarian e Dietz, 1987).

A colinesterase do soro tem sido detectada no cerebro
(Atack e cols., 1986); nos sistemas vascular, respiratério, di-
gestivo e urogenital, em certas glandulas exocrinas e endocri -
nas (Kutty, 1980) e na pele (Ortonne e cols., 1979). Apesar des
ta ampla distribuigéo, no homem e em outros mamiferos, sua fun-
¢ao ainda nao foi devidamente esclarecida. La Du e Lockridge

(1986) encontraram um alto grau de homologia entre as sequen

cias de aminoacidos dos centros ativos da colinesterase do soro

-03-



Tabela 1. Algumas causas de atividade diminuida da colinesterase

do soro*

Tipo

Condicao

3 .A 3 . ’ -
Deficiencias hereditarias

Variagao fisiologica

Causas adquiridas

Causas iatrogenicas

variantes da colinesterase do soro

apés a 102 semana de gravidez
(Sidell e Kaminskis, 1975)
recem natos e criangas

hepatopatias

infarto do miocardio

doengas do colégeno (distrofia mus-
cular progressiva, miotonia congg—
nita e dermatomiosite)

hiperpirexia

tuberculose

hipocalcemia (Kobayashi e cols.,
(1988)

uremia

INSETICIDAS ORGANOFOSFORADOS

inibidores da monoamino oxidase

terapia com estrogénios (Sidell e
Kaminskis, 1975)

propanilida

propranolol (Whittaker e cols.,
1982)

neostigmina

cloridrato de clorpromazina
circulagao extracorporea

~ -~ ~ . . 4
*As condigoes, nao acompanhadas de referencia, foram incluidas

de acordo com Whittaker, 1980.
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humana e da acetilcolinesterase do peixe Torpedo californica que

indica a conservagao das colinesterases durante a evolugao. A en
zima hidrolisa uma variedade de esteres da colina (acetilcolina,
butirilcolina e benzoilcolina), além de outros ésteres como o}
acido acetilsalicilico. Devido a esta ampla variedade de substra
tos ainda nao € conhecido o seu substrato natural em condigoes

normais (Harris, 1980).

Em mamiferos, o metabolismo de acidos graxos ocorre princi-
palmente no figado. Foi proposto por Clitherow e cols. (1963)que
a butiril-CoA produzida durante o processo metabolico possa for-
mar butirilcolina em presenga de colina. Este composto tem uma
potente agado nicotinica e exercera seus efeitos toxicos se nao
for destruido imediatamente. Estes autores consideram que a prin
cipal fungao biologica da colinesterase do soro seria hidrolisar

a butirilcolina no momento de sua formagao.

E interessante notar a relagao entre colinesterases e orga-
nofosforados. Em passaros (codornizes) tratados com Azodrin e Bi
drin (organofosforados) a colinesterase do soro foi amplamente
diminuida, enquanto que a acetilcolinesterase cerebral permane
ceu normal ou levemente diminuida (Shellenger e cols., 1966) .
Bajgar (1971) relatou que apenas 1% da dose toxica injetada de
IMPF (isopropil metilfosfonofluoridrato) penetrou no cérebro de
camundongo, tendo o restante da dose permanecido ligado a protei
nas plasmaticas. Observagoes anteriores, com ésteres organofos-
forados, tem demonstrado 1iga95es destes compostos a albumina,
colinesterase do soro e aliesterases (Myers, 1959; Christen e
cols., 1969). Parece que o plasma sangﬂineo faz um importante pa
pel, como uma primeira linha de defesa, contra o envenenamento
por organofosforados pela 1iga950 de proteinas plasméticas ao té

xico absorvido (Ecobicon e Comeau, 1973).
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1.2.” Aspectos Bioquimicos

Nas colinesterases (do soro e acetilcolinesterase)suple-se a
existéncia de um centro ativo com dois sitios: anidnico e estera
sico (Fig.la). O primeiro estaria constituido por um carbono ele
trofilico de uma carbonila e atrairia o nitrogénio da colina por
forgas de Van der Waals. O segundo constaria do imidazol de uma
histidina, que exalta a nucleofilidade de uma hidroxila serinica.
Como conseqllencia da atragao da molécula do substrato para os
dois sitios, se origina o complexo enzima-substrato (Fig.lg), A
acetilcolina se quebra, liberando a enzima acetilada e deixando
livre a molécula de colina (Fig. 1c). Por hidrolise (Fig. id) ,
a enzima regenera-se e libera acido acetico (revisao em Roses |,
1979). O'Brien (1969) propos a existencia de tres sitios no cen
tro ativo: um ianico, um hidrofobico e um esterasico. Roufogalis
e Quist (1972) propuseram tres sitios compreendendo um catali
tico (alfa-anionico) e dois alostéricos, um dos quais seria regu

lador (beta-anionico) e o outro sitio acelerador (gama-anionico).

A colinesterase do soro € diferente da colinesterase dos
eritrécitos, ou acetilcolinesterase (Alles e Hawes, 1940; Aldri-
dge, 1953a). Mendel e cols. (1943) e Nachmansohn e Rotherberg
(1945) estabeleceram caracteristicas que distinguem a acetilcoli
nesterase (colinesterase verdadeira, acetilcolina hidrolase ,

EC 3.1.1.7) da colinesterase do soro, incluindo o uso de compos

tos organofosforados, como inibidores diferenciais em estudos
in vitro.
A maior parte da enzima circulante e um tetramero com um

peso molecular de aproximadamente 340.000. As subunidades estao
arranjadas como um dimero de dimeros, com cada dimero composto
de duas subunidades identicas ligadas por pontes dissulfetos. Ca
da dimero contem apenas uma ponte dissulfeto intercadeia entre
duas subunidades. Estas pontes dissulfeto intercadeia nao sao
necessarias nem para a estrutura tetramérica nem para a ativida-
de. As quatro subunidades permanecem unidas por ligagaes cova -

lentes e cada subunidade contém 3 ou 5 pares de pontes dissulfe-
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to intracadeia (Lockridge e cols., 1979).

A colinesterase do soro apresenta quatro formas moleculares

C C. eC

1’ 72’ 73 4’
(LaMotta e cols., 1965). C

principais: C as quais sao interconversiveis

1 corresponde ao monamero, C3 ao dime-

ro e C4 ao tetramero (Scott e Powers, 1972). O componente C

corresponde ao monomero ligado a albumina (Masson, 1979).

2

A seqﬁgncia de aminoacidos da colinesterase do soro foi
determinada por Lockridge e cols.(1987), e a enzima é consti -
tuida por 574 aminoacidos por subunidade e 9 cadeias de carboi-
dratos ligadas a 9 residuos de asparagina. A serina do centro a-

. (4 . 4 . ~ 3 3 (]
tivo e o 1982 aminoacido da seqllencia aminoterminal.

1.2.3 Determinagao Genética

As variagGes hereditarias da colinesterase do soro vieram
a luz apés a introdugao da succinildicolina (suxametonio) como
miorrelaxante, no inicio da década de 1950. Normalmente os efei-
tos da droga sao pequenos, pois é rapidamente hidrolisada pela
colinesterase do soro em produtos inativos (succinato e colina).
Entretanto, alguns individuos (1 em 2.000 europeus) sao sensi
veis a seus efeitos. Nestes individuos uma dose padrao pode de-
senvolver uma paralisia muscular prolongada e apnéia por duas ho
ras ou mais. Estudos nesta area demonstraram que o0s individuos
eram portadores de variantes da colinesterase do soro ( revisao

em Harris, 1980).

Dois locos autossomicos (CHE1 e CHE2) nao ligados (Harris e

cols., 1963) determinam a colinesterase do soro. O primeiro esta
localizado no cromossomo 3 (Kidd e Gusella, 1985, segundo Zelins
ki e cols., 1987). Este apresenta um alelo muito comum ( usual ,

CHE1*U) e os alelos atipico (CHE1*A - Kalow e Genest, 1957) re-
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sistente ao fluoreto (CHE1*F - Harris e Whittaker, 1961), silen-
cioso S (CHE1*S - Liddell e cols., 1962), silencioso T (CHE1*T -
Goedde e cols., 1965), silencioso R (CHE1*R - Scott e Wright
1976), resistente & succinildicolina (CHE1*SU - Agarwal e cols.,
1976), J (CHE1*J - Garry e cols., 1976), K (CHE1*K - Rubinstein
e cols., 1978), H (CHE1*H - Whittaker e Britten, 1987) e Newfound
land (CHE1*NFLD - Simpson e Elliot, 1981). As variantes n#3o usu-
ais condicionam uma atividade enzimidtica mais baixa e estZo rela
cionadas com a sensibilidade ao suxametdnio. As variantes J, H e
K somente s3o distinguidas em heterozigotos para outro alelo ni3o
usual (Evans e cols., 1980; Evans e Wardell, 1984; Whittaker e

Britten, 1987). Através de estudos familiais os gendtipos

CHE1*K/CHE1*S e CHE1*K/CHE1*K puderam ser descobertos (Whittaker

e Britten, 1988; Whittaker e cols., 1988).

Através de estudos de seqlienciamento do DNA foram caracteri
zadas determinadas mutagles. Assim o alelo CHE1*A teria  origem
numa mutacdo de ponto ocorrida no nucleotideo 209 (GAT—> GGT)
vcausando, na. proteina, a substituigdo de um aminodcido na posi-
gdo 70 (Asp—» Gly), a variante quantitativa CHE1*K possui uma
treonina no lugar de uma alanina (nucleotideo 1615 GCA—s> ACA)
(revisdo em La Du, 1989), A variante CHE1*H, na posigdo 142 pos
sui uma substituigdo de um aminoidcido (Val—s Met) devido a outra
mutagdo de ponto: GTG—s> ATG (Jensen e cols., 1990). Num tipo de
variante silenciosa, variante Ann Arbor, ocorre uma mutagéo do
tipo frameshift (Nogueira e cols., 1990). Duas mutagoes foram
relacionadas com a resistencia ao fluoreto: fluoreto 1 (ACG—>
ATG, posigao 243 Thr—» Met) e fluoreto 2: (GGT—> GTT, posicao
390 Gly—s Val; Bartels e cols., 1990).

0 loco CHE2, cuja localizagao cromossomica ainda nao esta

definida, apresenta apenas dois alelos identificados, CHE2*C5+ e
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CHE2*C5~ (Harris e cols., 1962). Os portadores do alelo CHE2*C5+
apresentam, em média, uma atividade 25% mais elevada (Harris,
1980). Estes individuos apresentam uma banda extra, denominada
CS’ observada eletroforeticamente. Tortolero e Medina (1978)pro
puseram que esta banda fosse uma modificagao do isomero C4.

Scott e Powers (1974) sugeriram que C_ representa um hibrido

5

dos componentes C, e CS’ pois em individuos CHE2 C5+ heterozi -

4
gotos para o alelo atipico, a banda C5 sofre a mesma inibigéo
por dibucaina que as demals bandas condicionadas pelo loco CHE1.
A isozima 05 representa um tetramero C4 associado a uma outra
molécula (Primo-Parmo e cols., 1990), a qual nao é nem albumina
nem um fragmento de colégeno, nem um fragmento de imunoglobuli-

na e nem um fragmento de fibronectina (Masson e cols., 1990).

As variantes do loco CHEl sao caracterizadas através de en
saios enziméticos, com o uso de inibidores da colinesterase do
soro, e muitas substancias para este fim jé foram testadas,tais
como: dibucaina (Kalow e Genest, 1957), extrato aquoso de bata-
ta (Harris e Whittaker, 1959), fluoreto de sodio ( Harris e
Whittaker, 1961), Ro2-0683 (Harris e Robson, 1963; Morrow e Mo-
tulsky, 1968), alcool n-butirico (Whittaker, 1968a), cloreto de
sodio (Whittaker, 1968b), uréia (Hanel e Mogensen, 1971), ca-
tions bivalentes e tampoes (Garry, 1971a,b; Garry e cols.,1972),
cloridrato de fenilciclidina - Sernylan (Becker, 1972), propra-
nolol (Whittaker e cols., 1981). Uma técnica fundamentada na
taxa de hidrolise entre dois substratos (procaina e tetracaina)
foi desenvolvida por Smith e Foldes (1972) para a identificag50
dos portadores do alelo atipico. As variantes do loco CHE2 sao
determinadas por técnicas eletroforéticas, utilizando-se prin -
cipalmente suportes de amido (Harris e cols., 1962), poliacrila

mida (Simpson, 1972) e agar (Van Ros e Vervoort, 1973).
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1.3 Inseticidas Organofosforados

A origem e utilizagao dos inseticidas quimicos (Tabela 2) se
deu inicialmente com materiais simples e disponiveis tais como os
arsenicais, 0leos de petroleo e produtos extraidos de vegetais
(nicotina, piretroides, rotenona, etc). Mais tarde, apareceram os
primeiros compostos orgénicos sintéticos: dinitrocompostos e tio-
cianatos. Uma grande revolugao no controle de pragas agricolas se
iniciou com a introdugao do DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis-clorofe -
niletano) na lavoura. Outros compostos organoclorados tais como
BHC, Toxafeno, Clordane, Aldrin e Dieldrin apareceram-logo em se-
guida. A segunda revolugéo ocorreu com a sintese do Parathion pe-
lo pesquisador alemao Schrader, em 1944, que também sintetizou ou
tros compostos organofosforados como o Paraoxon, Syxtox, Tabun e
Sarin, sendo os dois ultimos criados e utilizados para fins bé-
licos. Os carbamatos, por sua vez, sao um grupo relativamente re-

cente de compostos sintéticos (revisao em Matsumura, 1985).

As pesquisas nas areas de farmacologia e toxicologia dos com
postos organofosforados iniciaram-se por volta de 1947, logo apés
o inicio de sua utilizagao na agricultura. O produto pioneiro, a
ser introduzido, foi o Parathion (DuBois e Geiling, 1959), ainda

hoje um dos mais utilizados.

1.3.1 Efeitos Toxicos e Terapia

Os compostos organofosforados sao inibidores das esterases
em geral (Tabela 3), sendo que a uUnica excegao € a esterase-A (ho
je conhecida como paraoxonase) que consegue hidrolisa-los (Aldri-
dge, 19532,3). As colinesterases (do soro e acetilcolinesterase )
s3o inibidas por estes compostos (Fig.2). Como a inibigao pode

’z 4 cv13 5,7 . . .
ser diferencial, e possivel utiliza-los em ensaios in vitro para
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Tabela 2. Cronologia da sintese ou uso de produtos com ag8o inse-
ticida (de acordo com Matsumura, 1985). ‘

Tipos de Produtos Ano

Produtos naturais 900*
1690
1800*
1845
1848

Fumegantes e derivados do

petrdleo 1854
1867
1868
1874
1918

Primeiros inseticidas sin
téticos 1925

1939

1941
1941
1944
1940/50
1947
1952

Inseticidas modernos 1967

1970/80

1980

Produtos e Local

arsenitos - China

tabaco - Europa

piretrbides - Ciucaso
fésforo inorgénico - Alemanh

pé de raizes - Malésia

052 para fumegagdo - Francga
verde de Paris - EUA
derivados do petrbéleo - EUA
sintese do DDT (Zeidler)

cloropicrina - Franga

dinitrocompostos

descoberta das propriedades
seticidas do DDT (Miiller)

sintese dos 2-4-D - EUA
BHC - Franga

Parathion - Alemanha
Aldrin,Dieldrin,Endrin, etc
Carbamatos - Suiga
Malathion

primeiros inseticidas mime-
ticos hormonais - EUA

desenvolvimento dos inseti-
cidas piretroides sinteticos
-Reino Unido, Japao

descoberta das avermectinas

a

*Ano aproximado
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Tabela 3. Alguns compostos organofosforados inibidores de enzimas
com atividade esterasica (modificado de Aldridge, 19539).

Enzima

Inibidor

Quimiotripsina

Tripsina

Colinesterases*

Esterase hepética

Esterase de laranja e
trigo

Esterase-B

Diisopropil fosfonofluoridrato (DFP)
Difenil fosfonicloridrato

Dietil fosforofluoridotionato
Tetraisopropilpirofosfato (TIPP)
Tetraetilpirofosfato (TEPP)
Tetrapropilditionopirofosfato. (NPD)

Paraoxon

DFP e seus anélogos
Paraoxon
TEPP, TIPP, NPD

DFP

TEPP
DFP

Paraoxon
TEPP

*do soro e acetilcolinesterase
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— T 1. Representacao esquematica

da enzima.

- 2. Composto organofosfo-
cmiset rado ligado ao sitio

S.A. S.E. esterasico (ligacao do
tipo Coulomb).

3. Fosforilacao da enzima no

s S —— sitio esterasico.

Composto organofosforado de formula estrutural
generica R,

0
N\ -

P HOX

Fig.2. Diagrama do processo de inibigao da acetilcolinesterase por
compostos organofosforados ( de acordo com Matsumura, 1985)
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diferencia-las (Aldridge, 1953a,c).

As manifestagoes clinicas das intoxicagoes por inseticidas
organofosforados sao conseqliencia do -actmulo do neurotrans
missor acetilcolina, devido a inibigéo da acetilcolinesterase ,

. £ . £ .
e se traduzem nos chamados efeitos muscarinicos, nicotinicos e
efeitos sobre o sistema nervoso central (Edson, 1955; Holmstedt,

1959; Schvartsman, 1979), resumidos na tabela 4.

Os efeitos muscarinicos sdo conseqUéncia da agao da acetil
colina nas células nervosas pés—ganglionares e levam a estimu-
lagao das células efetoras. Os efeitos nicotinicos sao resul-
tado da agao sobre os elementos somaticos nervosos que levam a
estimulagao seguida por paralisia da musculatura voluntaria. Os
efeitos sobre o sistema nervoso central sao origiharios da agao
direta da acetilcolina sobre os neuronios (Radeleff, 1964, de

acordo com Matsumura, 1985).

0O esquema terapgutico atualmente utilizzdo, com resultados
satisfatorios, compreende o uso de dois antidotos: sulfato de
atropina e derivados das oximas. O primeiro funciona como anti-
doto farmacolégico eficaz nas manifestagoes muscarinicas e dis-
turbios do sistema nervoso central. Seu uso deve ser precoce e
-prolongado por no minimo, 24 a 48 horas. A introdugao dos deri-
Qados das oximas na terapéutica, modificou radicalmente o as-
pecto das intoxicagSes por compostos organofosforados, permi-
tindo a recuperagao dos casos outrora considerados fatais. Se-
gundo Askew (1956), Kewitz e Nachmansohn (1957), o antidoto po-
de reativar 80% da enzima inibida, em um minuto (Fig. 3). Os
derivados_mais utilizados das oximas sao o PAM (piridina aldoxi

ma metiodida) e o sulfoxilato de N-metil alfa piridilaldoxima
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Tabela 4. Sinais e sintomas das intoxicagaes, classificados pelo
orgao atingido (elaborada a. partir dos dados de Schvartsman (1979).

3 4 ~ . . 3 3 3
Efeitos e orgaos atingidos Sinais e Sintomas
Muscarinicos
. 3 . 4 -~ K3 4 .
trato gastrointestinal anorexia, nauseas, vomitos, coli-
cas, aumento do peristaltismo e
diarreia.
»~ 4 . 03 4 . 3 -
glandulas exocrinas sudorese, sialorreia e lacrimeja-
mernito
trato respiratorio dispneia, cianose, bronquiocons -

trigao, acimulo de secregoes bron
quicas levando a edema agudo pul-
monar.

globo ocular midriase inicial seguida de miose.

Nicotinicos

’ f L4 . ’
musculatura esqueletica tremores de lingua, labios, palpe
bras, espasmos musculares atingin
do pescogo e face.

Sobre o Sistema Nervoso
Central cefaleia, tonturas, tremores, ata

(3 [ 3
xia, disturbios da palavra, con -
vulsoes e coma.
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Composto organofosforado de
generica Ri o

Nl -
//P-O-X

2

R

/l\!

i
H-0-N=CH-N-CH,
©
HoX H

1. Enzima inibida pelo compost
organofosforado, e o derivado
de oxima entrando em acao no
processo de detoxicacao.

g.'f
-/ 2. 0 composto organofosforado
£ p g 0 a

se liga ao derivado da oxima,
mas ainda permanece ligado a

enzima.

3. 0 composto organofosfo-
rado se desliga da enzima.

formula estrutural

Piridina a]@ggima metiodida (derivado da oxima)

Fig.3. Mecanismo de agao do PAM (piridina aldoxima metiodida) so-
bre a enzima inibida por composto organofosforado (esquema elabo-

rado a partir dos dados de Schvartsman,1979)
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(no Brasil com o nome comercial de Contrathion). Seu efeitos se
fazem sentir principalmente sobre as manifestagoes nicotinicas
para as quais a atropina € ineficaz (Schvartsman, 1979). A condu

ta terapéutica auxiliar é apresentada na tabela 5.

Alguns compostos organofosforados, como o Paraoxon, agem di
retamente sobre a acetilcolinesterase sem sofrer alteragoes meta
bolicas prévias. No entanto, os tiofosfatos (como o Parathion) ,
que constituem a maioria dos compostos atualmente utilizados, SO
se tornam toxicos no figado, ap6s uma transformagao metabolica ,
que consiste na troca do enxofre pelo oxigénio, catalisada pela
difosfopiridina nucleotideo oxigenase (DPNO) na fragao micros-
somal hepatica (Fig. 4). O analogo oxigenado resultante € o ini-
bidor das esterases (DuBois e Geiling, 1959). Gage (1953) rela-
tou a existéncia de uma outra substancia que inibe a acetilcoli

. . ~ . 4 3 »
nesterase nas intoxicagoes por Parathion, a qual e isomera deste

composto (Fig. 5).

Os efeitos toxicos dos inseticidas organofosforados nao se
restringem a inibigao da acetilcolinesterase e da colinesterase
do soro. Ha evidencias de que afetam outros 6rg50s nao relaci
onados diretamente com a intoxicagao. Shain e cols. (1977) perce
beram uma alteragao significativa na homeostasia prostética de
ratos sobre a agéo do Parathion e de outros compostos. Espir e
cols. (1970) relataram a ocorrencia de quatro casos de impoten-
cia sexual em cinco lavradores ingleses que utilizavam inseti
cidas e pesticidas. Os autores nao conseguiram atribuir o fenamg
no a um composto particular, porém as suspeitas recaem sobre o

lMetassystox, que € um organofosforado.

4 K] ~ 3 . ’ 3
Ha evidencias de que muitos agrotoxicos, dentre os organo-
. L4
fosforados e alguns organoclorados,seriam responsaveis por alte-
~ ’ . .
ragoes hematologicas suficientemente graves para comprometer a

resposta imune (Street e Sharma, 1975).
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Tabela 5. Terapgutica complementar nos casos graves de intoxica-
950 por compostos organofosforados (elaborada a partir dos dados

de Schvartsman, 1979).

Medida

Procedimento

~ A Y o ~
Assistencia as condigoes
4 I3
respiratorias

Medicagao

Outros cuidados

Manutengao da permeabilidade das vi
as aereas superiores, administragao
de oxigénio, aspiragao enérgica e
freqﬂente, entubagao endotraquial ,
traqueostomia e respiragao artifi -
cial quando necessario.

LA . £ =
Barbituricos ou diazepinicos nos ca
sos com convulsoes.

Corregao dos disturbios hidroeletro

1iticos, aporte calorico adequado ,

administragao de analgésicos e anti

espasmédicos, antibioticos de largo

espectro, monitorizagao e vigilancia
rigorosa pelo menos nas primeras 48

horas.
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H,_C-CH,O s H,_C-CH_O,

3 2 3 2 ?
: -O'</>NO2 DPNO* o >§3-0</~\> NO2
2

HSC-CH20 H3C-CH o

Parathion Paraoxon

*DPNO = difosfopiridina nucleotideo oxigenase

Fig. 4. Transformagao do Parathion no seu anélogo oxigenado (Para
oxon), segundo DuBois e Geiling (1959).

-20-



H_C-CH,O H C-CHZO

RN ’ I
L= O
H3C-CH20 HSC—CHZS
Parathion Isomero do Parathion
00-dietil-S-p-nitrofenil 0S-dietil-O-p-nitrofenil
tiofosfato tiofosfato

Fig.5 Isomero do Parathion capaz de inibir a acetilcolinesterase
sem sofrer a transformagéo no figado (Gage, 1953).
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Ja foi evidenciado o efeito de mutagénese, observado em
bacterias (Centeno e cols., 1988), em camundongos (Salvadori e
cols., 1985, 1986a,b e Ribeiro e cols., 1986), no homem (Larri-

pa e cols., 1983) e em Drosophila melanogaster (Velazquez e

cols., 1986).

Como os compostos organofosforados inibem a atividade da
acetilcolinesterase e da colinesterase do soro, os métodos de
diagnéstico de intoxicagSes por estes compostos estao fundamen
tados nesta peculiaridade, como o método de Limperos e Ranta
(1953) modificado por Edson e Fenwick (1955). Usando este mes-
mo principio existem métodos de pesquisa de residuos de organo-
fosforados, principalmente em alimentos. Estes métodos detectam
quantidades infinitezimais de organofosforados pela inibigao de
certa quantidade de enzima purificada (Nanda-Kumar e cols. ,
1976; Nanda-Kumar e Ramasundari, 1980; Udaya-Bhaskar e Nanda-
Kumar, 1981, 1982). Para os carbamatos existem provas baseadas

no mesmo principio (Mendoza e Shields, 1970, 1971).

1.3.2 Metabolizagao

Entre os sistemas enzimaticos responséveis pela degradagao
dos compostos organofosforados, dois grandes grupos distintos
de sistemas enzimaticos sao importantes. Sao os sistemas oxida-
tivos e hidroliticos. No figado, quatro enzimas degradam varios
compostos organofosforados: (a) uma esterase estimulada por
ions Ca++ que degrada dietilfosfatos (Kojima e O'Brien, 1968 ,
segundo Matsumura, 1985); (b) uma DFPase estimulada por ions
Mn*t e cot? (Mounter e cols., 1955); (c) uma Malathion carboxi-
lase (Main e Braid, 1962) e (d) uma enzima que degrada Diclor -
vés e é caracterizada pela ativagdo por ions Mn*t. A Gltima en-
zima seria idéntica a segunda, e a primeira é encontrada também

no soro e muitas vezes conhecida como paraoxonase (Matsumura |,

1985).
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Aldridge (1953b) percebeu que a esterase aromatica ( este-
rase-A) de certos animais (cavalo, coelho e rato) era capaz de
hidrolisar o Paraoxon. Na época, esta enzima foi denominada de
esterase-E600. Em trabalho anterior, Aldridge (19533) jé mencio
nava o fato de que uma maior concentragao de organofosforado é
necessaria para inibir a acetilcolinesterase eritrocitaria na
presenga do soro. Atualmente, a esterase-E600 € conhecida como
paraoxonase (EC 3.1.1.2) e catalisa a hidrolise do Paraoxon em
produtos menos toxicos: acido dietilfosforico e p-nitrofenol
(Aldridge, 1953b) que sao eliminados pela urina (Geldmacher -v.

Mallinckrodt, 1978), como mostra a figura 6.

Ball e cols. (1954) perceberam que ratos pré—tratados com
compostos organoclorados (Aldrin) eram mais resistentes ao Para
thion. Os autores notaram um aumento na atividade da esterase-
E600 (paraoxonase) com o pré-tratamento, o que explica em parte
a resisténcia observada. Sabe-se também que oOs organoclorados
possuem uma agao hepatotéxica, qQue poderia provocar algum dano
ao figado, de modo que o animal nao pudesse transformar o Para-

thion em Paraoxon (ver Fig.4).

As diferengas quantitativas na atividade da paraoxonase re
fletem uma diferenga qualitativa na enzima do soro de indi-
viduos de genétipos distintos (Eckerson e cols., 19833). Depen-
dendo destes genétipos haveria uma protegéo maior ou menor con-
tra a-intoxicagéo por agrotéxicos organofosforados em indi-
viduos cronicamente expostos a eles (Geldmacher-v.Mallinckrodt e

cols., 1979).

Mounter e Whittaker (1953) relataram uma esterase do soro
humano capaz de hidrolisar o Paraoxon e o DFP. Esta enzima e a
paraoxonase considerada por alguns autores como a arilesterase

(EC 3.1.1.2). A atividade da arilesterase tem sido medida com
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HSC—CH o) H C- CH 0] NO

2 ﬂ [ 2
P-0{_INO, _Paraoxonasey b-on + 2
H3C—CH20' H C-CH O OH
Paraoxon égido p-nitrofenol
dietilfosforico

Fig.6 Hidrolise do Paraoxon pela paraoxonase (Geldmacher-v.
Mallinckrodt, 1978).
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varios substratos: fenilacetato (Kitchen e cols., 1973), o e p-
nitrofenilacetato (Huggins e Lapides, 1947), beta-naftilacetato
(Burlina e cols., 1977), vinilacetato (Augustinsson, 1964) e
tiofenilacetato (Mendoza e cols., 1976). Exatamente como a para
oxonase, requer ions Ca++ para a atividade (Marton e Kalow 1962),
portanto € inibida em presenga de EDTA e pelo PMB (p—hidroximeg
curibenzeno) (Augustinsson, 1961) e nao o e por inibidores da co
linesterase do soro. A estreita correlagao entre a atividade da
arilesterase e da paraoxonase dentro de tres fenétipos ( ativi-
dade alta, média e baixa) sugere que as duas atividades devam

ser propriedade da mesma enzima (Eckerson e cols., 19839).

1.4 Consumo de Agrotéxicos - Situagao do Brasil e do Parana

No periodo de 1964 a 1984 houve um acréscimo de 279% no
consumo de agrotoxicos no Brasil. Os estados que mais consu
miram foram: Sao Paulo (35%), Parana (20%) e Rio Grande do Sul
(18%). No mesmo periodo a produgao nacional de agrotéxicos so-
freu um estimulo de incentivos fiscais e outras facilidades ,
sendo que a produgdo no pais em 1964 chegava a 25% dos agroto-
xicos comercializados, alcangando 75% em 1984 (Rlegg e cols. ,
1986). A tabela 6 mostra os compostos organofosforados produ -

zidos atualmente no Brasil.

O aumento do consumo tem trazido conseqﬁéncias ao meio am-
biente. Caceres e cols. (1987) descreveram a contaminagéo de
éguas de 38 reservatorios de 7 bacias hidrogréficas localizadas
no Estado de Sao Paulo, por agrotéxicos organoclorados (BHC ’
DDT, Heptacloro, Clordane, Aldrin, Dieldrin e Endrin). Como a
comercializagao e uso destes compostos no Brasil & proibida, e

provével que dentro de algum tempo a contaminagéo destas éguas
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Tabela 6. Compostos organofosforados atualmente produzidos e utili-
zados no Brasil (segundo o Compéndio de Defensivos Agricolas, 1987).

Nome Comercial Principio Ativo Classe Fabricante?®
Usol Tox.?2
Acefato Fersol Acephate I+A I1T 11
Actellic 500 Pirimphos I I1I 15
Afigran Disulfoton I+A I 17
Afugan CE Pirazophos F+1I 1T 13
Alacran 400 BR Monocrotophos I+A I 18
Anthio Formothion I+A I 21
Azincol 400 E DOBT I+A I 27
Azodrin 75 UBV/400 E Monocrotophos I+A I 23
Basudin Diazinon I I1I 06
Biation 600 Parathion I I 28
Birlane 250 P Chlorfenviphos I I 23
Briten 60 S DHT I I1 24
Cefanol Acephate I+A IV 18
Ceratix Ethion I III 07
Curacron 250/500 UBV Profenophos I+A II 06
Cythion 1000 Malathion I I1 08
Danex 50 LC Trichlorphon I+L III 27
Danex 80 PM Trichlorphon I I1T 27
DDVP CE/100 CE DDVP I+A II 09
DDVP DDVP I+A 11 26
DDVP CE Pikapau DDVP I+A IT 22
Devepan DDVP I+A I1 18
Diazenon 600 CE Diazinon I+A I1 06
Dimecron 500 Phosphamidon I I 06
Dimetoato Dimethoato I+A II 12
Dimetoato 500 CE Dimethoato I+A I 26
Dimetol Dimethoato I II 27
Dimexion Dimethoato I+A I 13
Dipterex 500/P&é 25 Trichlorphon I+L 1T 04
Disyston GR 25/GR- 50 Dissulfoton I+A I 04
Ekatin Thiometon I+A 11 21
Ethion 500 Diethion I+A IT 07
Fenix Ethoprophos I+N ITI 20
Folidol 600/P6 1,5% Parathion I+A I 04
Folimat Omethoato I+A I 04
Fosfamidon Phosphamidon I I 28
Fosferno 500 ED Malathion I+A I1T 15
Fostiol 600 Parathion I I 23
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Tabela 6. Cont.

Nome Comercial

Principio Ativo

Fosvan

Frumin

Gesaverol 4
Granutox
Gusathion 400
Hinosan
Hostathion 400 BR
Thara Dimethoate 50
Imidan

Kilvan 300
Kitazin GR/P6 25
Kitazin 480 CE
Lebaycid EC/500
Lebaycid P

Lorsban 240 UBV/480 BR

Malafog

Malagran

Malathion 40 Pikapau
Malathion 50 CE
Malational

Malatol 20/40 P
Malatol UBV

Mata Gorgulhos
Metassystox CE 250
Methyl Parathion 600
Narol CE

Nexion 400 CE
Nuvacron 250 UBV
Nuvan 1000 CE
Orthene 750/3% P&
Ortho Hamidop 600
Parathion 60-E Pikapau
Paratiol 60-E
Perfecthion

Phosdrin

Pik-Rex Pikapau
Rhodiatox 60

Riton 100 CE

Roxion

Shellgran

DDP
Dissulfoton
Malathion
Phorato
Azinphos
Edifenphos
Triazophos
Dimethoato
Phosmet
Vamidothion
IBP

IBP

Fenthion
Fenthion
Chlorpiriphos
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Malathion
Demethon
Parathion
Chlorpiriphos
Bromophos
Monocrotophos
Dichlorvos
Acephate
Methamidophos
Parathion
Parathion
Dimethoato
Mevinphos
Trichlorphon
Parathion
Dichlorvos
Dimethoato
Malathion
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Classe Fabricante®
Usol Tox.?
I+A I 19
I+A I 21
I IIT 06
I+A I 08
I+A I 04
F I 04
I+A I 13
I+A II 16
I II 25
I+A II 20
F IV 16
F I1 16
I+A II1 04
I+A III 04
I+A II 10
I II 08
I III 08
I IV 22
I I1T1 26
I I1T 27
I IIT 08
I IIT 08
I III 02
I+A I 04
I I 01
I+A 11 27
I I11 05
I+A I 06
I+A I 06
I I1I 14
I+A I 14
I+A I 22
I I 27
I I 03
I I 23
I Iv 22
I+A I 07
I II 24
I II 05
I IV 23



Tabela 6. Cont.

Nome Comercial

Principio Ativo Classe Fabricante?®

Solvirex G 50/GR 100
Sumapb. 2

Sumifog

Sumithion PM/500 CE
Supraciol

Swingtox Malatol 600
System 10 GR
Tamacron BR
Toxaparatiol 655-E
Trichlorphon Pikapau
Trichlorphon 500
Trichlorphon 80 PS
Trifonal 50 S
Trithion TM 480 CE
Zolone 350 BR

Usol Tox.2

Disulfoton I+A I 21
Feniltrothion I Iv 02
Feniltrothion I+f III 16
Feniltrothion I II 16
Methidathion I+A I 06
Malathion I II1I 08
Disulfoton I I 18
Methamidophos I+A I 04
Parathion I I 27
Trichlorphon I 111 22
Trichlorphon I II 29
Trichlorphon I IT 28
Trichlorphon I ITT 18
Carbophenothion I+A IT 20
Phosalone I+A I 25

1= Classe de uso: A=
I=

2= Classe toxicologic

3= Fabricante: Cédigo
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15

acaricida; F= fungicida; f= formicida
inseticida; L= larvicida; N= nematocida

a: segundo portaria interministerial (MA/MS
220/79) que estabelece as classes toxico-
16gicas e a cor da tarja que deve estar no
rotulo do produto:

I- altamente toxico = tarja vermelha

II-= medianamente toxico = tarja amarela
III= pouco toxico = tarja azul
IV= praticamente atoxico = tarja verde

Fabricante C6digo Fabricante
Agroceres 16 Tharabras
Agro—quimica 17 Inabras

Basf 18 Ipiranga

Bayer 19 Labormax
Boehringer 20 Rhodia
Ciba-Geigy 21 Sandoz

CNDA 22 Sao Vicente
Cyanamid 23 Shell

Defensa 24 Sintesul

Dow 25 Staufer

Fersol 26 Sultox
Herbitécnica 27 Usina Colombiana
Hoechst 28 Velsicon

Hokko 29 Diversos fabricantes
ICI
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4
seja por agrotoxicos organofosforados em quantidades crescentes.

A contaminagao de aguas traz uma conseqliéncia imediata: a
agao dos produtos toxicos sobre animais e plantas do meio aqué—
tico. Saroja e Bose (1982) perceberam que a alga unicelular

Chlorella protothecoides tem seu crescimento inibido na presenga

de Parathion, além do fato de sofrer alteragbes no nimero e volu

mes celulares e conteudo de pigmentos (clorofila e carotenodides).

Os compostos organofosforados, apesar de serem geralmente
menos toxicos e alguns biodegradaveis (Andrea e cols., 1982) nao
sao isentos de perigos. Zambroni (1986, segundo Palermo-Neto e
cols., 1987) relatou 141 casos de intoxicagao aguda por estes
compostos no periodo de 1984 a 1985, constituindo 23,8% das into
xicagSes por agrotéxicos verificadas no Centro de Controle de In

toxicagoes de Campinas (SP).

No Parana foram oficialmente registradas, nos anos de 1984
e 1987, 4.598 casos de intoxicagao por agrotéxicos de acordo com
levantamento efetuado pela Divisao de Toxicologia da Secretaria
de Estado da Saude (SESA), como mostra a tabela 7. Em 1987 o or-
gao iniciou a classificagao das intoxicagoes de acordo com os ti
pos de acidentes ocorridos com o0 uso de agrotéxicos ( profissio-
nais, acidentais, abuso, tentativa de suicidio, outros). Estes
acidentes sao mais comuns em homens (87,5% dos casos). A freqlien
cia de tentativas de suicidio utilizando agrotoxicos (13,6%) de-
monstra que existe certa facilidade ao acesso a esses produtos

(tabela 8).

4 ’
Segundo a Secretaria de Estado da Saude, estes numeros de-
vem representar uma subestimativa, uma vez que estes acidentes

nao sao de notificagao compulsoria.

A tabela 9 mostra os compostos toxicos que mais causaram in

toxicagSes no Parana nos anos de 1983 a 1984, sendo registrados
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Tabela 7. Numero de intoxicagaes por agrotéxicos e de obitos por
eles provocados, comunicados a Secretaria de Estado da Saude do
Parana, no periodo de 1984 a 1987. '

Ano N¢ de casos % Obitos %
1984 2.164 47,1 158 7,3
1985 1.119 24,3 106 9,5
1986 748 16,3 72 9,6
1987 567 12,3 39 6,9
Total 4.598 100,0 375 8,1

Fonte: DT/DECD/FCMR/SESA
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Tabela 8. Acidentes provocados pelo mal uso de agrotoxicos regis
trados no Parané, no ano de 1987, segundo a Secretaria de Estado

da Saude do Parané.

Tipo de Acidente N¢ de Casos %

Profissional 363. 64,0
Acidental 95 16,7
Abuso 14 2,5
Tentativa de suicidio<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>