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RESUMO

O malation é um pesticida organofosforado (OF) e sua toxicidade
depende da sua bioativacdo a malaoxon. O envenenamento por malation
tem sido tratado com um antagonista do receptor colinérgico (atropina)
e com oximas (principalmente pralidoxima) em uma tentativa de
reativar a acetilcolinesterase (AChE) inibida pelo OF. Contudo, o
tratamento com pralidoxima ndo tem sido eficiente para reativar a AChE
inibida pelo malaoxon e o seu uso rotineiro tem sido questionado. Um
dos objetivos deste estudo foi avaliar a poténcia in vitro de oximas
padrdo e de oximas recentemente sintetizadas em reativar a AChE
derivada do sobrenadante de cérebro de camundongos, apds inibicéo por
malaoxon. O malaoxon exibiu um efeito inibitério dependente da
concentracdo contra a AChE cerebral de camundongo (ICsp = 3.18 uM).
A pralidoxima demonstrou um significativo, porém modesto efeito de
reativacdo da AChE inibida pelo malaoxon (30% de reativagdo na
concentracdo de 600 uM). Embora as oximas HI-6 e metoxima exibiram
efeitos de reativacdo similares quando comparadas com a pralidoxima,
as oximas obidoxima e trimedoxima mostraram maior eficacia de
reativacdo (em torno de 70% de reativacdo na concentragéo de 600 puM).
As oximas recentemente desenvolvidas K074 e K075 demonstraram
maior efeito de reativacdo (em torno de 55% de reativacdo na
concentracdo de 600 uM) quando comparadas com a pralidoxima. Os
resultados deste estudo mostram que as oximas padrdo obidoxima e
trimedoxima e as oximas inéditas K074 e K075 apresentam efeitos de
reativacdo superior da enzima AChE de cérebro de camundongos
inibida pelo malaoxon sob condi¢des in vitro quando comparadas com a
pralidoxima. O segundo objetivo do trabalho foi avaliar o potencial
efeito benéfico das oximas K074, K075 e trimedoxima na reversdo de
efeitos deletérios induzidos pela exposicdo ao malation na atividade da
enzima AChE e em alguns pardmetros de estresse oxidativo em cdrtex
pré-frontal e hipocampo de camundongos adultos. A administracdo de
malation (na dose de 1,25 g/kg, s.c.) inibiu significativamente (em torno
de 50 %) a atividade da enzima AChE no c6rtex pré-frontal dos animais
24 h ap6s a administracdo. A oxima padrdo pralidoxima (¥4 da DLsg €
em combinagdo com a atropina) diminuiu significativamente este efeito.
A oxima inédita K074 (Y4 da DLs, € em combinagdo com a atropina)
apresentou baixo efeito de reativacdo da AChE, enquanto as outras
oximas estudadas (trimedoxima e KO75; ¥ da DLsy € em combinagéo
com a atropina) nao tiveram efeitos reativadores. A atividade da AChE
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hipocampal ndo foi inibida apds exposicdo aguda ao malation. A
exposicdo ao malation causou uma diminuicdo significativa na atividade
glutationa peroxidase e glutationa redutase no cortex pré-frontal doa
animais, mas os niveis de glutationa ndo foram afetados nesta mesma
estrutura. Estes resultados demonstraram que a oxima padrdo
pralidoxima foi o melhor reativador da AChE inibida pelo malation,
enquanto que as oximas inéditas K074 e K075 e a oxima padrdo
trimedoxima apresentaram somente modesto ou nenhum efeito de
reativagdo. Esta aparente contradicdo entre dados in vitro e in vivo esta
provavelmente relacionada com as baixas doses das oximas K074, KO75
e trimedoxima usadas no experimento in vivo.



ABSTRACT

Malathion is an organophosphate (OP) pesticide whose toxicity depends
on its bioactivation to malaoxon. Malathion poisoning has been treated
with the cholinergic receptor antagonist atropine and with oximes
(mainly pralidoxime) in an attempt to reactivate the OP-inhibited
acetylcholinesterase (AChE). However, pralidoxime has not been
efficient to reactivate malaoxon-inhibited AChE and its routine use has
been questioned. One of the objectives of this study was evaluated the in
vitro potency of standards and newly developed oximes in reactivating
malaoxon-inhibited AChE derived from mouse brain supernatants.
Malaoxon displayed a concentration-dependent inhibitory effect toward
mouse brain AChE (IC50 = 3.18 uM). Pralidoxime displayed a
significant but modest reactivating effect toward malaoxon-inhibited
AChE (30% of reactivation at 600 uM). Although the oximes HI-6 and
metoxime displayed similar reactivating effects when compared to
pralidoxime, the oximes obidoxime and trimedoxime showed higher
reactivating efficacies (around 70% of reactivation at 600 uM). The
newly developed oximes K074 and K075 showed significant increased
reactivating effects (around 55% of reactivation at 600 uM) when
compared to pralidoxime. The results of this study show that standard
(obidoxime and trimedoxime) and newly developed (K074 and KO75)
oximes present superior reactivating effects toward malaoxon-inhibited
mouse brain AChE under in vitro conditions when compared to
pralidoxime. The second objective of this work was to evaluate the
potential beneficial effects of the oximes K074, K075 and trimedoxime
in reversing hazardous effects induced by the malathion exposure on the
activity of the enzyme AChE and on oxidative stress-related parameters
in the pre-frontal cortex and hippocampus of adult mice. Malathion
administration (at 1.25 g/kg; s.c.) significantly inhibited (around 50 %)
the activity of cortical AChE at 24 h after poisoning. The standard
oxime pralidoxime (Y4 of the LDsy and in combination with atropine)
dignificantly decreased this effect. The newly developed oxime K074
(Ya of the LDsy and in combination with atropine) displayed low
reactivating effect while the other studied oximes (trimedoxime and
KO075; ¥ of the LDsp and in combination with atropine) did not show
reactivating effects. Hippocampal AChE activity was not inhibited by
acute malathion poisoning. Malathion exposure induced a significant
decrease in glutathione peroxidase and glutathione reductase in the
prefrontal cortex, but glutathione levels were not modified in this



structure. These results indicate that the standard oxime pralidoxime
was a better reactivator of malathion-inhibited AChE, while the oximes
K075, K074 and trimedoxime displayed only modest reactivating
effects. The apparent contradiction between in vitro and in vivo data is
probably related to the low dosages of the oximes K075, K074 and
trimedoxime used in the in vivo experiments.
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1. INTRODUCAO
1.1. Agrotoxicos

“Agrotdxicos” representam um termo definido pela Lei Federal
n®. 7802, regulamentada pelo Decreto n°. 98 816, no seu artigo 2, inciso
I da seguinte forma:

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

as substincias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Sabe-se que estas substincias podem ser classificadas quanto & praga
que combatem em: herbicida, fungicidas, raticidas, nematicidas,
inseticidas, acaricidas e molusquicidas (OMS, 1996).

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

Quanto aos pesticidas organofosforados, em 1936, o quimico
Alemao Gerhard Schrader sintetizou uma série de compostos
organofosforados (OFs) com uso potencial como inseticidas. Schrader
conduziu trabalhos que levaram a descoberta dos “agentes nervosos”,
especialmente o sarin, tabun e soman, os quais foram, posteriormente,
aplicados como agentes quimicos em ataques terroristas na Guerra
Militar (Khurana e Prabhakar, 2000; Rusyniak e Nafiagas, 2004; Kuca et al.,
2005; Kassa e Kunesova, 20006).

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

O uso estimulado de agrotoxicos acarretou em elevados indices
de intoxicagdes induzidas por estas substancias, seja no campo ou em
areas urbanas. Em um estudo detalhado da realidade das intoxicagdes
humanas por agrotdxicos em Santa Catarina, no ano de 2006, o Centro
de Informag¢des Toxicologicas (CIT) atendeu 944 pessoas com
diagnodstico de intoxicagdo por agrotoxicos. Os inseticidas foram a
classe de uso majoritariamente implicada nas intoxicagdes, € 0s
compostos OFs (especialmente o composto Malation) estiveram
envolvidos como contaminantes em casos de intoxicagcdes humanas no
Estado. Em 18% dos casos, a intoxicagdo foi devido a exposi¢do
ocupacional e cerca de 35 % dos casos foi por tentativas de suicidios.

1.2. Compostos Organofosforados (OFs)

Os pesticidas mais utilizados na agricultura sdo os compostos
organofosforados (OFs), que derivam do acido fosforico e tiofosforico e
geralmente s3o aplicados como inseticidas. A estrutura geral dos
compostos OFs esta representada abaixo (Abdollahi, 2004b; Brocardo,
2004; Costa, 2006; de Silva, 2006).

O

1
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OR!

Figura 1: Estrutura geral dos compostos organofosforados. O dtomo de
fosforo (P) pode estar ligado através de uma dupla ligacdo com o
oxigénio (O) ou com o enxofre. R e R’ representam grupos alcoxil. R”’=
grupo substituivel. Adaptado de Costa, 2006




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

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

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

Os OFs s3o absorvidos pelo organismo humano por via
dérmica, respiratéria e digestiva. A absorcdo por via oral assume
importancia nas intoxicac¢des digestivas, principalmente em criangas em
casos acidentais, ¢ em adultos através do consumo de alimentos
contaminados (Cavalieri et al., 1996; Larini, 1996; Maroni et al., 2000; Kushik
e Chandrabhan, 2003; Rusyniak e Nafiagas, 2004; Aluigi et al., 2005).

Apo6s absorvidos, os OFs interagem quimicamente e inibem a
funcdo de, principalmente, dois tipos de proteinas (enzimas da classe
das acetilcolinesterases - AChEs):

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

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

Os OFs podem sofrer metabolismo, principalmente a nivel
hepatico, podendo resultar em metabolitos toéxicos (inibidores de
enzimas colinesterases). Compostos que possuem na sua estrutura
quimica uma dupla ligacdo entre os atomos de enxofre e fosforo (P=S)
necessitam de uma bioativagdo metabdlica para que sua atividade
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biologica (inibi¢do de enzimas colinesterases) seja manifestada. Em
contraste, os compostos OFs que possuem uma dupla ligagdo entre os
atomos de oxigénio e fosforo P=O em sua estrutura quimica sdo
inibidores efetivos da enzima AChE, sendo desnecessario um processo
metabdlico para que exercam sua agdo bioldgica. Essa bioativacdo
consiste em uma desulfuragdo oxidativa realizada por enzimas
Citocromo P 450 (principalmente no figado), resultando na formagéo de
um “oxon” (P=0).

Costa (2006) cita outra importante classe de enzimas chamadas
fosfotriesterases  (também conhecidas como A-esterases) que
desempenham suas atividades cataliticas hidrolisando os compostos
OFs, desempenhando um importante papel na sua detoxificacdo. Uma
representante desta classe ¢ a enzima Paraoxonase (PON 1), que possui
a capacidade de hidrolisar os compostos oxons dos OFs. A baixa
atividade desta enzima, que ocorre principalmente em criancas com
menos de 2 anos, ¢ um fator que aumenta a toxicidade de certos
compostos oxons dos OFs (Furlong et al., 2005).

Outras reacdes de hidrolises, porém nao-cataliticas, também
ocorrem quando compostos OFs fosforilam residuos de serina das
esterases, classificadas como B-esterases, as quais sdo inibidas durante
uma exposicdo aos compostos OFs. As carboxilesterases, BChEs e
AChEs sdo exemplos de B-esterases. De particular importancia, a
carboxilesterase também efetua uma hidrolise catalitica no composto OF
malation, o que o torna menos toxico aos mamiferos. Os OFs nédo sdo
acumulados no organismo humano, sendo facilmente degradados e
excretados, principalmente através da urina, quase sempre nas primeiras
24 horas (Costa, 2006).

1.2.1. Toxicidade dos OFs

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

As manifesta¢des clinicas mais proeminentes da intoxicagdo por
OFs estdo separadas em categorias que se relacionam aos seus sitios de
acdo: SNC, SNA e jungdo neuromuscular, como mostra a Tabela 1

(Abdollahi, 2004b; Rusyniak e Nafiagas, 2004).

Tabela 1: Efeitos agudos da exposi¢do a compostos organofosforados.
Adaptado de Rusyniak e Nafiagas, 2004.

Receptor Orgio Efeito clinico
Sistema Nervoso Auténomo
Olhos Miose, lacrimagio
Boca Salivacio
Muscarinico Pulm&o Broncorréia,
Pés-Ganglionar broncoespasmo
(Parassimpatico} | Goragéo Bradiarritmia

Muscarinico
Pos-Ganglionar
(Simpético)

Trato Gastrintestinal

Diarréia, emeses,

aumento da motilidade

Trato Geniturinario

Glandulas Sudoriparas

Incontingncia urinaria

Diaforeses

Nicotinico
Pré-Ganglionar

(Simpatico)

Adrenal

Aumento das

Catecolaminas circulantes

Jungdo

Neuromuscular

Musculo Esquelético

Fasciculagdes, paralisia,

(Micotinico) fraqueza

Sistema Nervoso Central
(Nicotinico e Encéfalo Convulsdes, coma,
Muscarinico) depressdo SNC e

agitagéo



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

Alguns estudos epidemiologicos tém evidenciado que a lesdo
primaria na OPIDP ¢ pela mudanga degenerativa (danos nos segmentos
neuriticos ¢ na bainha mielinica) em axdnios e terminais sinapticos,
afetando tanto fibras nervosas periféricas quanto centrais (Lotti, 1992;
Ehrich e Jortner, 2001; Jamal et al., 2002; Lotti, 2005; Costa, 2006; de Silva et
al., 2006).

1.2.2. Tratamento

Alguns farmacos de rotina sdo utilizados para o tratamento
antidoto a intoxicacdo por OFs. Geralmente, individuos que apresentam
uma sintomatologia caracteristica de sindrome colinérgica sdo
submetidos a combinagdo de drogas anticolinérgicas, tais como o sulfato
de atropina, ¢ um reativador da enzima AChE (geralmente uma
molécula da classe das oximas) (Kuca et al., 2005; Petroianu et al., 2006).

O sulfato de atropina, que apresenta uma configuragdo quimica
semelhante a da Ach, age por um mecanismo de competi¢@o, inibindo a
acdo da Ach sobre o orgdo efetor. Esta competicdo ocorre
preferencialmente nos receptores colinérgicos muscarinicos, cuja
expressao ndo ¢ homogénea em todos os 6rgaos. Desta forma, a atropina
reverte apenas sintomas muscarinicos e deve ser administrada assim que
se suspeitar o diagnostico de intoxicagdo por compostos OFs. Ja as
oximas tém a propriedade de reativar a AChE. Elas sdo moléculas que
possuem um nitrogénio quaternario que se liga diretamente ao sitio
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anionico da AChE, deslocando a ligacdo dos OFs junto ao sitio
esterasico por serem doadores de proton H', estabelecendo ligagdo
oxima-OF, reativando a enzima (Moraes, 1999; Kushik e Chandrabhan,
2003; Rusyniak e Nafiagas, 2004). A eficiéncia das oximas varia de acordo
com a estrutura quimica do composto OF, com a estrutura quimica da
oxima e com a taxa de dealquilacdo pds-inibitéria conhecida como
“envelhecimento”. O envelhecimento € um processo que acontece
através da cisdo da ligacdo P-O, a qual resulta na formacdo de um
complexo estavel fosfonil-colinesterase carregado negativamente,
interrompendo o ataque nucleofilico pela oxima. Dessa forma, a
efetividade do tratamento depende da administragdo logo apos a
exposicdo ao OF, quando a ligagdo AChE-OF ainda ndo esté totalmente
estavel (Elhanany et al; 2001). O processo de inibicdo, reativacdo e
envelhecimento da AchE esta mostrado na figura 2.
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Figura 2: Inibigdo, reativacao e envelhecimento da enzima AChE.
Adaptado de Gongalves et al; 2006.

1.3. Malation

Dentre os OFs mais utilizados no Brasil, destaca-se o malation
(éster dietil dimetoxifosfinotiol - Figura 3), que ¢é utilizado nas areas
rurais e urbanas em uma variedade de situacdes (erradicacdes de insetos,
formigas e até piolhos. O malation ¢ amplamente utilizado devido a sua
alta eficacia como inseticida e sua baixa toxicidade em mamiferos




quando comparado a outros OFs. Entretanto, impurezas presentes na sua
formulagdo podem aumentar sua toxicidade (Maroni et al., 2000; Meinking
et al., 2004).

O malation pode causar alteragdes bioquimicas e fisiologicas
nos eritrocitos e linfocitos, além de induzir uma séric de aberragdes
cromossomicas em animais (Banerjee et al., 1999; Giri et al., 2001; Amer et
al., 2002).

O
S NG
-
P CH3
HsCO” ™S
O

Figura 3: Estrutura quimica do OF malation. Fonte: Buratti et al., 2004.

Estudos com animais ¢ humanos mostram que o malation, apés
absorcdo, ¢ oxidado no figado por enzimas do Citocromo P-450 em
pequenas quantidades para malaoxon, o qual ¢ o principal metabdlito
responsavel pelos efeitos toxicos observados (U.S. EPA, 2000; Buratti et
al., 2004). O metabolismo do malation também se da através de uma
enzima carboxilesterase hepatica que catalisa a degradacdo rapida do
malation a derivados como o malation dcido monocarboxilico (MMC) e
malation acido dicarboxilico (MDC). Essas reagdes competem com a
formag¢do do malaoxon (catalisada pelo Citocromo P-450), que por sua
vez também pode ser degradado pela carboxilesterase (Buratti et al., 2004
- Figura 4).
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Figura 4: As vias de bioativagdo do malation. DMTP, dimetiltiofosfato;
DMDTP, dimetilditiofosfato; MMC, malation acido monocarboxilico;
MDC, malation acido dicarboxilico. Adaptado de Buratti et al ; 2004.

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

Os efeitos da intoxica¢do aguda em populagdes expostas por malation
sdo semelhantes ao descrito pelos compostos OFs, no item 1.2.1.

1.4. Sistema Colinérgico versus Compostos OFs

A Ach é um neurotransmissor do SNC e SNP, e sua transmissdo
¢ mediada por dois tipos distintos de receptores: muscarinicos
(acoplados a proteina G) e nicotinicos (canais ionotropicos). Os
receptores muscarinicos estdo localizados no coragdo, células
musculares lisas e células glandulares. Além disso, estdo localizados,
juntamente com receptores nicotinicos, em células ganglionares
autonomas e em neurénios do SNC (Costa, 2006).

No SNP, a Ach ¢é o principal neurotransmissor dos ganglios
autonomos, fibras nervosas parasimpaticas pos-ganglionares e juncao
neuromuscular. Possui um papel fisioldgico essencial na estimulagdo da
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contrag¢do dos musculos esqueléticos e lisos. Também regula a secrecdo
em tecidos glandulares, como o intestino o as parétidas (Slotkin, 2004;
Costa, 2006). No SNC, a Ach apresenta inimeras fungdes, estando
implicada no processo cognitivo (atengdo, aprendizado ¢ memoria), na
motivagdo e recompensa, no processamento de estimulos, além da
participacdo no processo de sono e vigilia (Ankarberg, 2004).

A localizacdo anatomica dos neurdnios colinérgicos e suas
projecdes nas estruturas cerebrais estdo apresentadas na Figura 5.

Vias colinérgicas

Nicleos da base

Hipocampo

Figura 5: Principais vias colinérgicas no encéfalo. Adaptado de Woolf,
1991.

Apbs a liberagdo da Ach na fenda sindptica ou jungdo
neuromuscular ¢ sua ag¢do em receptores especificos (nicotinicos ou
muscarinicos), este neurotransmissor deve ser removido para permitir a
recuperagdo do receptor ou para evitar respostas repetitivas e
descontroladas apds um tunico estimulo. Esta remogdo ¢ feita pela
hidrolise do composto, com formagdo de colina e acido acético,
catalisada pela AChE (Figura 6) (Silman & Sussman, 2005).
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Figura 6: Representagdo esquematica da Acetilcolina em neurdnios
colinérgicos.

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

Tendo em vista que os compostos OFs causam inibicdo da
enzima AChE, levando a perda da homeostase colinérgica, tais
compostos OFs podem causar intimeros distirbios neuroquimicos,
neurocomportamentais e neuromorfologicos. Dentre as alteracdes
provocadas por esses compostos estdo: mudanga na conformagdo dos
receptores colinérgicos ¢ na densidade dos mesmos, citotoxidade,
vacuolizagdo citoplasmatica, aumento no espago intercelular, apoptose,
alteracdo em cascatas de sinalizagdo celular, diminui¢do no nimero de
células cerebrais, na comunicagdo sinaptica, proliferagdo da célula da
glia, comprometimento na inervacdo colinérgica em diferentes éareas
cerebrais. Tais modificagdes podem refletir em desordens
neuropsiquiatricas, como altera¢des locomotoras, ansiedade, depressao,
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perda de memoria e déficits de aprendizagem (Eyer, 1995; Slotkin, 2004;
De Silva, 2006).

1.5. Espécies Reativas e Estresse Oxidativo

O termo “radical livre” define qualquer molécula que possui
elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo, considerado
agente oxidante. Dentre os oxidantes mais importantes envolvidos em
processos patologicos estdo as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as
de nitrogénio (ERN). As principais ERO distribuem-se em dois grupos,
as radicalares: superoxido (O,7), hidroxila (OH’) peroxila (ROO") e
alcoxila (RO); e as ndo-radicalares: oxigénio singlete (O,'), o peroxido
de hidrogénio (H,O,) e o acido hipocloroso (HCIO"). Dentre as ERN
incluem-se o 6xido nitrico (NO"), o 6xido nitroso (N,O) e o peroxinitrito
(ONOQ"), dentre outros. A maioria destes compostos ¢ altamente
reativa, com tempo de vida bastante curto. Eles sdo formados in vivo
durante o metabolismo celular normal e, também, quando o organismo ¢
exposto a uma série de estimulos toxicos, como radiacdo ionizante e
xenobidticos diversos (Comporti, 1989; Gillham et al., 1997, Barreiros et al.,
2006).

As ERO sdo encontradas em todos os sistemas biologicos. Em
condigdes fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre
reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formacdo de H,O. Durante esse processo, sdo formados intermediarios
reativos, como os radicais superoxido (O,*), hidroperoxil (HO;®) e
hidroxil (OHe), e o peréxido de hidrogénio (H,O,). Normalmente, a
redugdo completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das ERO
¢ neutralizada com a entrada dos quatro elétrons (Figura 7) (Cohen,
1989).

e e e
O, —» O —»H,0, —3OHs —»H,0

Figura 7: Oxidantes do metabolismo normal. ¢ = elétron. Adaptado de
Ames et al., 1993.
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1.5.1. Lipoperoxidagao

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das
ERO, porém, a membrana ¢ uma das mais atingidas em decorréncia da
peroxidacdo lipidica (lipoperoxidagdo) que acarreta alteragdes na
estrutura e na permeabilidade das mesmas. Conseqiientemente, ha perda
da seletividade na troca idnica e liberagdo do conteudo de organelas,
como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, ¢ formagdo de produtos
citotoxicos (como o malondialdeido e hidroxinonenal), culminando com
a morte celular. A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer ¢ a exacerbagdo da
toxicidade de xenobiodticos. Salienta-se que os processos de
lipoperoxidagdo nem sempre sdo prejudiciais, ja que seus produtos sio
importantes na formagdo de prostaglandinas e, portanto, na resposta
inflamatoria. Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (Mello
Filho et al., 1983; Hershko, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1990; Shan et al.,
1990; Ross e Moldeus, 1991).

A lipoperoxidagdo ¢ uma reacdo em cadeia, representada pelas
etapas de iniciagdo, propagacdo e terminagdo (Figura 8). Estas etapas
estdo apresentadas nas reacdes seguintes, onde L representa o lipidio
(Gardes-Albert M, 1991):

LH + OHe (ou LO) > Le+ H,0 (ou LOH) Iniciacdo

Le+ 0O, > L.OOe Propagacéo
LH + LOOQes > Le+ LOOH Propagacéo
LOO* + Le >LOOL Terminacao
LOOQOse + LOQOe >LOOL + O, Terminacéo

Figura 8: Peroxidacdo de lipideos pela reag@o de radicais livres.
Adaptado de Salvador e Henrique, 2004.

As reagdes acima se iniciam com o seqiiestro do hidrogénio do
acido graxo poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal seqiiestro
pode ser realizado pelo OHe ou pelo LOe (radical alcoxil), com
conseqiiente formacdo do Le (radical lipidico). Na primeira equagdo de
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propagacdo, o Le reage rapidamente com o O,, resultando em LOO-
(radical peroxil), que, por sua vez, seqliestra novo hidrogénio do 4cido
graxo polinsaturado, formando novamente o L+ na segunda equacdo de
propagacdo. O término da lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais (Le
e LOOe) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem a
si proprios.

A lipoperoxida¢do pode ser catalisada por ions ferro, por
conversdo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente
reativos (alcoxil, LO+ e peroxil, LOO®), que, por sua vez, iniciam nova
cadeia de reagdes, denominada ramificacdo (Borg et al., 1988). O radical
hidroxil (OH") ¢ freqiientemente reconhecido como a espécie iniciadora
e a mais importante da lipoperoxidacdo (Gutteridge, 1988; Halliwell e
Gutteridge, 1990).

1.6. Sistemas de Defesa Antioxidante

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

1.6.1. Glutationa reduzida (GSH)

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

1.6.2. Glutationa redutase

Apbs exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua
oxidagdo a GSSG (glutationa oxidada) (Figura 10). A recuperagdo da
GSH ¢ feita pela enzima GR, uma etapa essencial para manter integro o
sistema de protecao celular. Habitualmente, a reserva intracelular de GR
¢ alta e somente uma grave deficiéncia desta enzima resultara em sinais
clinicos. A GR ¢ uma flavoproteina dependente da nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também
dependente da integridade da via das pentoses. Sob condi¢des de
diminuigdo do fornecimento de NADPH, como no jejum e na
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da
funcdo da GR (Van Asbeck et al., 1985; Hebbel, 1986; Frisher ¢ Ahmed,
1987; Gilbert ¢ Mc Lean, 1990; Shan, 1990; Ross ¢ Moldeus, 1991; Matsubara
etal., 1992).

GR
Gssea 2 GSH

NADPH NADP*

Figura 9: Reacdo de reducdo da GSSG pela GR. Nesta reaco, ¢ usando
o NADPH como co-enzima. Adaptado de Salvador e Henrique, 2004.

15



1.6.3. Glutationa peroxidase

A familia das enzimas glutationa-peroxidase (GPx) catalisa a
reducdo do peroxido de hidrogénio (H,0;) e peréxidos orgénicos para
agua e seus correspondentes alcodis as custas da conversdo da GSH a
GSSG (Figura 10), tanto no citosol quanto nas membranas e
mitocondrias (Hebbel, 1986; Shan, 1990). Interessantemente, tal enzima ¢
inibida por alguns xenobidticos eletrofilicos, tais como metais pesados
(Farina et al., 2005). Além disso, tal enzima parece ser inibida pelo
composto OF malation (Brocardo et al., 2007). Este fendmeno parece ser
responsavel, a0 menos em parte, pela peroxidagdo de lipideos induzida
por este OF.

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

Figura 10: Reagdo de detoxificagdo de H,O; pela GPx. Adaptado de
Possamai, 2005.

A razdo entre GSH e GSSG em células normais ¢ alta, pois
existe um mecanismo de reducdo da GSSG que ¢ catalisado pela enzima
glutationa redutase, conforme descrito anteriormente (Figura 9).

A glutationa desempenha também um importante papel na
detoxificacdo de xenobidticos e varios compostos endogenos, como
prostaglandinas, leucotrienos e hidroperdxidos organicos, por meio de
reacoes mediadas pela glutationa transferase (Possamai, 2005).
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Figura 11: Mecanismo de defesa antioxidante. Adaptado de Possamai,
2005.

1.6.4. Catalase

A catalase ¢ uma hemeproteina que catalisa a redug¢do do H,0,
a H,0 e O, (Figura 12). E encontrada principalmente no sangue, medula
Ossea, mucosas, rim e figado (Mayes, 1990). No SNC, tal enzima
apresenta uma grande importincia por auxiliar a enzima GPx na
detoxificacdo de H,0,, prevenindo danos oxidativos (Dringen et al.,
2005).

CAT
2 H,0O, - 2H,0 + O,

Figura 12: Reagdo de detoxificagdo de H,O, promovida pela catalase
(Andreazza et al., 2004).

Em células eucaridticas, existem catalases citosélicas e
perixossomais, estando presentes principalmente nos peroxissomas. Por
ndo possuirem peroxissomas, alguns orgdos estdo mais expostos aos
danos provocados pela produgdo de ERO, como o coragdo, os pulmdes e
o cérebro. Nesses orgdos, um mecanismo de defesa pode ser a difusdao
do H,0, para o sangue, onde reagem com a catalase eritrocitaria
(Possamai, 2005).
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1.6.5. Superoxido-dismutase (SOD)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes
grupos prostéticos em sua composicdo. Nos sistemas eucariontes
existem duas formas de SOD. A forma SOD-cobre-zinco estd presente
principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés esta localizada
primariamente na mitocondria. Esta enzima também tem papel
antioxidante, ja4 que catalisa a dismutacdo do radical superdxido em
H,0, e O,, na presenca do proton H (Figura 13) (Acharya et al., 1991).
Tal enzima estd implicada em wuma série de processos
neurodegenerativos (Rotilio et al., 2003). Além disso, a expressdo desta
enzima parece ser estimulada apds a exposicdo ao OF malation
(Fortunato et al., 2006).

SOD
205 + 2 H* =P H,O, + O,

Figura 13: Reacdo de detoxificagdo de anion superdxido promovida pela
SOD (Andreazza et al., 2004)

As enzimas acima citadas atuam de forma cooperativa para
neutralizar os efeitos deletérios de ERO gerados endogenamente durante
os processos fisiologicos normais ou em condi¢cdes de desequilibrio
oxidativo induzido por toxicantes xenobiodticos. A figura 14 resume a
fun¢do de tais enzimas nos processos de detoxificagdo de ERO.
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H,0, 2 GSH NADP*

GR

0, H,0 GSSG NADPH + H*
ROOH 2 GSH NADP'
GPx
ROH GSSG NADPH + H'

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

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

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

Sob condigdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia
do sistema antioxidante protetor, havera desequilibrio caracterizado
como “‘estresse oxidativo”. Sugere-se que a magnitude do estresse
oxidativo pode ser monitorada pela razdo GSSG/GSH (Halliwell, 1993).
De fato, o excesso de GSSG resulta em ambiente mais oxidante, que
favorece a formagdo de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras
de grupamento tiol (-SH). As pontes dissulfeto oxidam estas proteinas,
com prejuizo de suas fungdes. Esta oxidagdo € reversivel a custa da acdo
de compostos antioxidantes, como a GSH (Gilbert ¢ Mc Lean, 1990).
Neste contexto, sabe-se que o estresse oxidativo estd relacionado com
muitas desordens neurologicas, tais como a doenca de Alzheimer
(Meydani et al., 2001; Kedar, 2003), Parkinson (Mariani et al., 2005), além de
neurotoxicidade induzida pela exposicdo a xenobidticos, tais como os
OFs (Kehrer, 1993).

1.7. Estresse Oxidativo versus Compostos Organofosforados

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

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

A toxicidade dos OFs pode estar associada a indug@o de estresse
oxidativo, através da geracdo de radicais livres e alteragdes no sistema
de enzimas antioxidantes (Kovacic, 2003; Abdollahi et al., 2004b; Brocardo
et al., 2005; Delgado et al., 2006; Fortunato et al., 2006; Trevisan et al., 2008;
Franco et al., 2009).

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

20



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

Sdo inumeros os estudos indicando que os pesticidas, incluindo
os inseticidas OFs, representam um sério risco a satde publica. Cerca de
um milhdo de casos letais ndo intencionais e dois milhdes de
envenenamentos sdo reportados no mundo todo a cada ano (Maroni et al;
2000). A realidade no estado de Santa Catarina também ¢ um tema
preocupante. Segundo dados do Centro de Informagdes Toxicoldgicas
(CIT) localizado no Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina, 30% dos casos comunicados neste setor estdo
relacionados com exposi¢do a pesticidas, indicando a magnitude do
problema e a necessidade de pesquisas que busquem elucidar por
completo os mecanismos de toxicidade e identificar tratamentos mais
eficazes para os casos de intoxicacdo. Neste sentido, existe um consenso
quanto ao tratamento terapéutico de emergé€ncia para ser empregado
clinicamente em casos de intoxicagdo por compostos OFs, o qual se
baseia na administragdo de um farmaco anticolinérgico (geralmente a
atropina) e oximas reativadoras da enzima AChE (geralmente a
pralidoxima). No entanto, a experiéncia clinica com a pralidoxima nao
tem demonstrado eficiéncia nas intoxicagdes pelo composto malation
(Sudakin et al., 2000) e o seu uso rotineiro tem sido questionado.

As oximas tém sido investigadas por muitos anos como
compostos que possuem grande potencial no tratamento de
envenenamentos por compostos OFs. Apesar disso, no momento,
somente quatro oximas piridinium (TMB-4, pralidoxima, HI-6 e
obidoxima) tém encontrado aplicagdo clinica (Jokanovi¢ and Stojiljkovié,
2006; Antonijevic and Stojiljkovic, 2007), contudo, o tratamento com essas
oximas ainda tém desvantagens, tais como baixa efic4cia reativadora e
alta toxicidade. Isto sugere a necessidade da busca por reativadores da
enzima AChE de amplo espectro e com maior eficacia que os
disponiveis clinicamente (Kassa, 2002). Dados recentes mostram que
mudangas estruturais nesses reativadores tém cooperado para uma maior
capacidade de reativagdo enzimatica, a qual reflete positivamente na
atenuagdo de sinais e sintomas neurotoxicos induzidas pelos compostos
OFs (Kassa et al, 2006; Kassa e Kunesova, 2006).

Tendo em vista a baixa eficicia de reativadores da enzima
AChE apos a exposicdo ao malation, estudos que busquem identificar
novos compostos reativadores desta enzima, com maior capacidade de
reativagdo, parecem ser de suma importancia.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GERAIS

Comparar oximas inéditas (K026, K027, K048, K074 e K075)
com oximas atualmente disponiveis na clinica (Pralidoxima,
Trimedoxima, Obidoxima, HI-6 ¢ Metoxima) quanto aos seus potenciais
efeitos benéficos contra o dano induzido por malation (e seu metabolito
malaoxon) in vitro e in vivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o potencial efeito inibitdrio in vitro do malaoxon sobre a
atividade da enzima AChE de sobrenadante tecidual de cérebro de
camundongos;

Determinar o efeito in vitro das oximas K026, K027, K048 K074,
K075, Pralidoxima, Trimedoxima, Obidoxima, HI-6 ¢ Metoxima em
reverter a inibicdo da atividade da enzima AChE provocada pelo
malaoxon em sobrenadante tecidual de cérebro de camundongos;

Avaliar o efeito da exposi¢do in vivo de camundongos ao malation
sobre a atividade da AChE no cortex pré-frontal e hipocampo dos
animais;

Avaliar o efeito da exposi¢@o in vivo de camundongos ao malation
sobre variaveis bioquimicas relacionadas com o estresse oxidativo
(atividade das enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase e
niveis de glutationa) no cortex pré-frontal e hipocampo dos animais;

Avaliar o efeito das oximas K074, K075, trimedoxima e
pralidoxima em proteger de alteragdes bioquimicas (atividade das
enzimas AChE, glutationa peroxidase, glutationa redutase e niveis de
glutationa) induzidas pela exposi¢cdo ao malation em cortex pré-frontal e
hipocampo de camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes:

As oximas testadas foram gentilmente cedidas pelo Dr Kuca
Kamil, da Universidade de Defesa e Faculdade Militar de Ciéncias da
Saude, Republica Tcheca. Suas estruturas estdo representadas na tabela
abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Estrutura quimica das oximas estudadas

7S 2Br- @ANOH
HON. ?—}l/ - | \ﬁ/\/\;N\
CH4 HON. AL
Pralidoxima
K074
_ 2Br~ /‘ ~NOH
HON Y 2 Z 7 NoH SRS
s N O Ny ron -
Obidoxima K075
NH> NHs
_ _ lo i
HONZ & | 2Br = 0 HON d ‘ = ‘ (0]
N~ N ‘ S e N
K027 HI-6
| S = | NH>
HON + + NOH -
SN oL
CHs CHs ﬂ%“\
HON
Methoxima N K048
HON® 7y 2B (7 [ NoH
SN ANy
Trimedoxima

Acido 5,5 ditiobis 2-nitrobenzoico, Comassie Blue, Albumina
de soro bovino, Nicotinamida adenina dinucleotideo fostato reduzida,
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Glutationa oxidada, Glutationa redutase, Glutationa reduzida, Peroxido
de ter-butila, Iodeto de Acetiltiocolina ¢ Malaoxon foram adquiridos da
empresa Sigma (St. Louis, MO, USA). Acido acético, Acido cloridrico
concentrado, Acido tricloroacético, Fosfato de potassio dibasico,
Fosfato de potéssio monobasico foram adquiridos da empresa Reagen
Quimibras (RJ, Brasil). Malation (95 % pureza) foi adquirido da
empresa Dipil (Massaranduba, SC, Brasil).

4.2. Animais:

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

4.3. Procedimentos experimentais:

4.3.1. Estudo in vitro: Efeito do malaoxon e das oximas padrio
(pralidoxima, trimedoxima, metoxima, obidoxima) e inéditas (K026,
K027, K048, K074 ¢ K075) sobre a atividade da enzima AChE de
sobrenadante tecidual de cérebro de camundongos.

Preparacdo tecidual: Os camundongos foram ecutanaziados por
decapitacdo. O cérebro foi imediatamente removido e homogeneizado
em 15 volumes de tampao HEPES 20 mM pH 7,4 e centrifugado a 1000
x g a 4°C por 5 minutos. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para
as incubagdes com malaoxon e/ou oximas de acordo com os seguintes
protocolos:

4.3.1.1 - Efeito do malaoxon sobre a atividade da AChE:

Os sobrenadantes teciduais foram incubados com crescentes
concentragdes de malaoxon (OuM, 1uM , 3uM, S5uM e 7 uM, dissolvido
em DMSO) em um meio contendo 135 mM de tampao fosfato (pH 8)
por 30 min a 37°C. A concentragdo final de DMSO no meio de reagdo
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foi 1%. Passado o periodo de incubagdo, realizou-se a analise da
atividade da AChE (item 4.4.1).

4.3.1.2 - Efeito das oximas sobre a atividade da AChE:

A reativagdo da AChE inibida pelo malaoxon foi realizada
imediatamente apds a sua inibi¢do por 3 puM de malaoxon. Esta
concentracdo foi escolhida com base no estudo anterior, no qual a
inibicdo da AChE foi dependente da concentragdo. Dez minutos apos a
adi¢do das oximas (0uM, 20uM, 60uM, 100uM, 200uM e 600 uM),
aliquotas de 25 pL foram utilizadas para a medida da atividade da
enzima (item 4.4.1).

Para determinar se a reativacdo feita pelas oximas sobre a
atividade da AChE era tempo dependente, foi realizada uma cinética de
reativacdo onde analisou-se a atividade da enzima nos tempos de 0, 10,
15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Observou-se que a reativacao
enzimatica aos 10 minutos foi a maxima, pois ndo diferiu dos demais
tempos. Assim, trabalhou-se apenas com o tempo 10 minutos.

4.3.2. Estudo In Vivo: Determinagao do papel das oximas K074, K075,
trimedoxima e pralidoxima sobre o efeito in vivo do malation na
atividade da enzima AChE e pardmetros relacionados ao estresse
oxidativo em cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos.

O estudo in vivo foi realizado com as oximas que obtiveram os
melhores resultados in vitro. Trinta e cinco animais (machos adultos)
foram agrupados em sete grupos com cinco animais cada. O tratamento
consistiu de uma unica injecdo de salina (NaCl 0,9% - 10 mL/kg) pelas
vias subcutanea, intraperitoneal e intramuscular, ao grupo controle. Os
demais grupos receberam uma Unica inje¢do subcutanea de malation na
dose de 1,25 g/kg. Cinco dos sete grupos expostos ao malation
receberam também uma inje¢do intraperitoneal de sulfato de atropina
(20 mg/kg). As oximas selecionadas no estudo in vitro foram
administradas via intramuscular (¥4 DLsp). Todos os compostos foram
administrados quase sucessivamente de acordo com o protocolo:

Grupo 1 - Salina (s.c.) + salina (i.p.) + salina (i.m.);
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Grupo 2 - Malation (s.c.) + salina (i.p.) + salina (i.m.);

Grupo 3 - Malation (s.c.) + atropina (i.p.) + salina (i.m.);

Grupo 4 - Malation (s.c.) + atropina (i.p.) + K074 (5,8 mg/kg, i.m.);
Grupo 5 - Malation (s.c.) + atropina (i.p.) + K075 (10,75 mg/kg, i.m.);
Grupo 6 - Malation Malation (s.c.) + atropina (i.p.) + trimedoxima (37,6
mg/kg, i.m.);

Grupo 7 - Malation Malation (s.c.) + atropina (i.p.) + pralidoxima (65,9
mg/kg, i.m.).

Todas as doses utilizadas no presente trabalho (% DLsy) foram
baseadas em trabalhos prévios na literatura (Kuca et al., 2004; Kassa et al;
2005; Kassa and Humlicek; 2008).

Preparacdo tecidual: Apds 24 horas da administragdo das
substancias, os animais foram eutanaziados por decapitacdo e o cdrtex
pré-frontal e hipocampo foram homogeneizados em 10 volumes de
tampdo TFK 50 mM, pH 7,4 para posterior dosagens bioquimicas. Os
homogenatos foram centrifugados a 1.000 x g por 5 minutos a 4°C para
a obtencdo do sobrenadante que foi utilizado na determinacdo da
atividade da AChE (item 4.4.1). Para a determinacdo dos niveis de
glutationa e da atividade da glutationa peroxidase e glutationa redutase
os homogenatos foram centrifugados a 16.000 x g por 20 minutos a 4°C
e o sobrenadante gerado foi utilizado nas analises.

4.4. Analises Bioquimicas:

4.4.1. Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterase (AChE): O
método baseia-se na producdo de tiocolina, a partir da hidrolise da
acetiltiocolina. Isto ¢ acompanhado por uma reagdo da tiocolina com
acido 5,5 — ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) para produzir o anion
acido 2-nitro-5-mercapto -benzdico (TNB) com cor amarela (Ellman et
al., 1961).

4.4.2. Avaliagdo da Glutationa Reduzida: Os grupamentos tidis nao-
proteicos (NPSH) nas amostras foram determinados usando reagente de
Ellman, 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato (DTNB). A amostra (40uL do
sobrenadante) foi misturada com 40 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a
10%. Apos, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 10 min.
Os NPSH foram quantificados pela adicdo de 60 uL do sobrenadante
acido/desproteinizado em 125 pL de TFK 1M, pH 7,0 e 25 pLL de DTNB
10mM. O monitoramento da concentragao dos grupos tiois foi avaliando
através da medida da absorbancia em 405 nm devido ao produto
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resultante da reagdo de NPSH (90% GSH) com DTNB, que gerou o
TNB de cor amarela (Ellman, 1959).

4.4.3. Avaliagdo da atividade Glutationa Peroxidase (GPx): A GPx
catalisa a redu¢@o de H,O,, bem como outros lipoperéxidos, utilizando a
glutationa reduzida (GSH) como co-substrato e produzindo glutationa
oxidada (GSSG). A GSSG ¢ reduzida pela glutationa redutase com o
consumo de NADPH, que foi mensurado através da leitura em
espectrofotdmetro em 340 nm (Wendel, 1981).

4.4.4. Avaliacdo da atividade Glutationa Redutase (GR): A GR catalisa
a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidacdo do
NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG, a enzima leva ao consumo de
NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A velocidade de consumo de
NADPH, em condi¢des de saturagdo, expressa a atividade enzimatica
(Carlberg e Mannervik, 1985).

4.4.5. Dosagem de Proteinas: O contetdo de proteinas foi quantificado
pelo método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como
padrio.

4.5. Analise Estatistica: Foi efetuada a analise de varidncia (ANOVA)
de uma ou de duas vias, de acordo com o protocolo experimental,
seguida do teste post-hoc de Bonferroni ou de Dunnett, quando
apropriado. As diferengcas entre as médias foram consideradas
estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS
Os resultados do presente trabalho foram divididos em dois médulos.

O moédulo 1 representa dados obtidos do estudo in vitro (Efeito do
malaoxon e das oximas sobre a atividade da enzima AChE em
sobrenadante tecidual de cérebro de camundongos). Este mddulo esta
sob a forma de artigo cientifico, o qual foi enviado para publicagdo no
periddico Toxicology in Vitro. Assim, além dos resultados, contém uma
breve introdugdo, materiais ¢ métodos, discussdo e referéncias
bibliograficas.

O modulo 2 exibe os dados do estudo in vivo (papel das oximas K074,
K075, trimedoxima e pralidoxima sobre o efeito do malation na
atividade da enzima AChE e parametros relacionados ao estresse
oxidativo em cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos). Este
moédulo ndo esta sob a forma de artigo cientifico e contém apenas os
resultados.
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Abstract

Malathion is an organophosphate (OP) pesticide whose toxicity
depends on its bioactivation to malaoxon. Malathion poisoning has been
treated with the cholinergic receptor antagonist atropine and with
oximes (mainly pralidoxime) in an attempt to reactivate the OP-
inhibited acetylcholinesterase (AChE). However, pralidoxime has not
been efficient to reactivate malaoxon-inhibited AChE and its routine use
has been questioned. In this study, we evaluated the in vitro potency of
standards and newly developed oximes in reactivating malaoxon-
inhibited AChE derived from mouse brain supernatants. Malaoxon
displayed a concentration-dependent inhibitory effect toward mouse
brain AChE (ICs5p = 3.18 uM). Pralidoxime displayed a significant but
modest reactivating effect toward malaoxon-inhibited AChE (30% of
reactivation at 600 uM). Although the oxime HI-6 and metoxime
displayed similar reactivating effects when compared to pralidoxime,
the oximes obidoxime and trimedoxime showed higher reactivating
efficacies (around 70% of reactivation at 600 pM). The newly
developed oximes K074 and K075 showed significant increased
reactivating effects (around 55% of reactivation at 600 uM) when
compared to pralidoxime. The results show that standard (obidoxime
and trimedoxime) and newly developed (K074 and KO075) oximes
present superior reactivating effects toward malaoxon-inhibited mouse
brain AChE under in vitro conditions when compared to pralidoxime.
Taking into account the unsatisfactory effect of pralidoxime as antidotal
treatment for malathion poisonings, the presented results motivate in
vivo studies on the effects of obidoxime, trimedoxime, K074 and K075
as potential antidotes for malathion poisonings.

Key words: Malaoxon; malathion, oximes; pralidoxime;
acetylcholinesterase.
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1. Introduction

Malathion is an organophosphate (OP) compound widely used
as a pesticide in agriculture and in veterinary practice, as well as in
attempts at suicide (Maroni et al; 2000). Its toxicity requires the
bioactivation to malaoxon (Buratti et al; 2006; Forsyth and Chambers, 1989)
and phosphorylation of the serine hydroxyl group in the active site of
acetylcholinesterase (AChE), leading to the inactivation of this enzyme
and accumulation of acetylcholine at cholinergic receptors’ sites. The
acute toxicity observed in malathion poisoning is usually attributed to
the hyperstimulation of the muscarinic and nicotinic receptors triggering
a variety of signs and symptoms that characterize the cholinergic
syndrome (Abou-Donia, 2003; Brocardo et al., 2005; Trevisan et al., 2008;
Franco et al., 2009). Various studies have reported neurotoxic effects of
malathion exposure in both humans (Komori et el; 1991; Vidair, 2004) and
experimental animals (Abdel-Rahman et al; 2004; Brocardo et al; 2007; da
Silva et al; 2006). Malathion has been pointed as the most important
contaminant in cases of OP intoxication in Santa Catarina, a state in
Southern Brazil, according to unpublished data obtained from a
Toxicological Information Center (Centro de Informagdes
Toxicologicas — CIT) hosted by the Hospital Universitario,
Florianopolis, SC.

The standard antidotal treatment of malathion poisoning
includes the administration of a muscarinic cholinergic receptor
antagonist (generally atropine) to block the overstimulation of
cholinergic receptors by acetylcholine. Moreover, the use of oximes also
represents a useful antidotal procedure to reactivate the inhibited AChE
(da Silva et al; 2008). From a molecular point of view, oximes are
nucleophilic substances that are able to break down the bond between
the enzyme and the OPs inhibitors, releasing the enzyme to perform its
physiological role (Bartosova et al., 2006; Kassa, 2002). Oximes have been
investigated for many years as compounds with a great potential in the
treatment of OPs poisoning (Dawson, 1994), but, to the present time, few
compounds have found clinical application (Antonijevic and Stojiljkovic,
2007; Jokanovi¢ and Stojiljkovi¢, 2006). Nevertheless, the treatment with
these oximes still has disadvantages. Of particular interest, the antidotal
treatment of malathion poisoning with pralidoxime (the standard oxime
used in such condition) has not been efficient to reactivate inhibited
AChE (Sudakin et al; 2000) and its routine use has been questioned. In
this scenario, there is a clear demand for new and “broad spectrum”
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ACHhE reactivators with a higher efficacy than those clinically available
(Kassa, 2002).

The newly oximes from the K-series (K026, K027, K048, K074
and KO075), which were recently developed at the Department of
Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralove,
Czech Republic, have been reported as excellent reactivators of OP
poisoning under in vitro and in vivo conditions (Kassa and Karasova, 2007;
Kuca et al., 2005 a,b,c; Kuca et al.,, 2007; Petroianu et al., 2007a,b). It is
notable that the antidotal effectiveness of some of these oximes against
toxicity/AChE inhibition induced by the OP compounds tabun and sarin
has been shown to be higher when compared to commercially available
oximes (Kuca and Cabal, 2004; Kuca et al., 2005a,b,c).

Considering the high incidence of malathion poisoning in
Brazil, the low effectiveness of the current antidotal treatment of
malathion poisoning and the evident beneficial effects of the oximes
from the K-series on poisonings with OP compounds others than
malathion, the aim of this study was to investigate the reactivation in
vitro potency of newly developed oximes (K026, K027, K048, K074
and KO075) to reactivate malaoxon-inhibited AChE from mouse brain
homogenates, comparing their effects with the commonly clinically used
oximes (pralidoxime). The potencies of standard oximes others than
pralidoxime (HI-6, obidoxime, trimedoxime and metoxime) in
reactivating malaoxon-inhibited AChE were also evaluated.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Malaoxon, acetylthiocholine iodide and 5-5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic)
acid were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). Pralidoxime,
obidoxime, metoxime, HI-6, trimedoxime, and the newly developed
oximes (K027, K028, K074, K075 - see Figure 1) of 98.5% purity were
synthesized at the Department of Toxicology of the Faculty of Military
Health Sciences in Hradec Kralove (Czech Republic). Their purity was
analyzed using high performance liquid chromatography. All other
chemicals were of the highest grade available commercially.

2.2. Animals

Swiss male mice (60 days old), from our own breeding colony, were
maintained at 22°C, on a 12 h light:12 h dark cycle, with free access to
food and water. All experiments were conducted in accordance with the
Guiding Principles in the Use of Animals in Toxicology, adopted by the
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Society of Toxicology (1989) and were approved by our ethics
committee for animal use at the Universidade Federal de Santa Catarina
(313/CEUA; 23080.026023/2004-39/UFSC).

2.3. Enzymatic source

Animals were euthanized by decapitation and the whole brain was
quickly removed and homogenized (1:15 w/v) in 20 mM HEPES buffer
20 mM, pH 7.4. Tissue homogenates were centrifuged at 3.000 x g, at
4°C for 5 min. The supernatants obtained were used for incubations with
malaoxon and/or the oximes and further determination of AChE
activity.

2.3. Inhibition of AChE

Mouse brain supernatants were incubated with increasing malaoxon
concentrations (0 - 7 uM) in a medium contained 50 mM phosphate
buffer, pH 8.0, for 30 min at 37 °C. After incubations, aliquots of 15 pL
were taken to measure the enzyme activity (item 2.5).

2.4. Reactivation of AChE

Reactivation of the malaoxon-inhibited AChE was performed
immediately after its inhibition by 3 uM of malaoxon. This
concentration (3 pM) is approximately the ICsy value for AChE
inhibition (item 2.3). Ten minutes after the addition of oximes (0 - 600
pM) aliquots of 15 uL were taken to measure the enzyme activity (item
2.5). No further reactivations were observed after 10 min of incubations
with the oximes in temporal studies up to 2 h (data not shown).
Experimental data were presented as percentage of reactivation and
calculated from the following equation:

%R =(1-0a0-ar)x 100

a0 - ai

where o0 is the activity of the intact enzyme, ai is the activity of the
inhibited enzyme and ar is the activity of the reactivated enzyme.

2.5. AChE activity

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

2.6. Statistical analyses

The differential effects of the studied oximes (concentration-response
studies) were analyzed by Two-Way Analysis of Variance, followed by
the Bonferroni test. Differences between the slopes of the reactivation
curves for standard and newly developed oximes were analyzed by One-
Way Analysis of Variance, followed by the Dunnett's test.
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2. Results

Figure 2 shows the inhibitory effect of malaoxon on the mouse
brain AChE activity. After a 30 minutes incubation with increasing
malaoxon concentrations (0-7 uM), mouse brain AChE was
significantly inhibited in a concentration response manner (Figure 2).
From these results, an ICsq value of 3.18 uM was found.

Figure 3 shows the reactivating effects of the oximes on
malaoxon-inhibited AChE. In such studies, the malaoxon concentration
used (3 uM) was based the ICs, value found in the previous experiment
(3.18 uM).

While the monopyridinium oxime pralidoxime displayed only
modest reactivation effects toward malaoxon-inhibited AChE (around
20 % at 600 uM), the bispirydinium oximes (trimedoxime and
obidoxime - Figure 3A) and newly developed oximes (K074 and K075 -
Figure 3B) displayed significant higher reactivation efficacies when
compared to pralidoxime. Unlike, the other evaluated oximes (HI-6,
metoxime, K027 and K048) showed reactivation effects similar to that
of the standard oxime pralidoxime. Conversely, the oxime K026 showed
low reactivating effect when compared to pralidoxime (Figure 3B). The
higher reactivating efficacies of trimedoxime, obidoxime, K074 and
K075 are also observed in Table 1, which depicts the slopes of the
reactivation curve for standard and newly oximes. It is important to
mention that no further reactivations were observed after 10 min of
incubations with the oximes in temporal studies up to 2 h (data not
shown).
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4. Discussion

Malathion, which is an organophophorothionate pesticide with
relative low toxicity, can be activated by the cytochrome P450 system
by oxidative desulfuration to form malaoxon, an effective inhibitor of
AChE (Forsyth and Chambers, 1989; Buratti et al., 2006). Malathion has
been pointed as one of the main contaminants in cases of
organophosphorus (OP) intoxication in Santa Catarina, a state in
Southern Brazil, according to unpublished data obtained from
Toxicological Information Center (Centro de Informagdes
Toxicologicas - CIT) hosted by the Hospital Universitario,
Florianopolis, SC. However, the antidotal treatment of malathion
poisonings is not sufficiently effective (Sudakin et al., 2000). In fact, there
are biochemical and clinical evidences that pralidoxime, a widely used
oxime in OP poisoning, does not reactivate human AChE inhibited by
malathion exposure (Ganendran & Balabaskaran, 1976). With particular
emphasis to malathion, there is a clear demand for more effective AChE
reactivators in comparison with currently available oximes.

The results presented in this study clearly showed that the
standard oximes trimedoxime and obidoxime, as well as the oximes
from the K-series (developed by Kuca from Department of Toxicology
of the Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralove, Czech
Republic), namely K074 and K075, were able to reactivate malaoxon-
inhibited AChE derived from mouse brain with a higher efficacy when
compared to the standard oxime pralidoxime. These findings suggest
that obidoxime, trimedoxime, K074 and K075 could also act as potential
AChE reactivators under in vivo conditions after malathion poisonings.

From a molecular point of view, AChE reactivators are mono-
(pralidoxime) and bisquaternary (obidoxime, trimedoxime, methoxime,
HI-6, K027, K048, KO074, KO075) salts with the oxime group
(nucleophilic functional group splitting the bond between enzyme and
inhibitor) in positions two or four at the pyridinium ring (Kuca and Cabal,
2005; Kuca et al, 2007). Interestingly, pralidoxime, which is a
monoquaternary oxime, displayed a very similar reactivating effect
toward malaoxon-inhibited AChE when compared to the bisquaternary
oximes methoxime, HI-6, K027 and KO048. Conversely, the
bisquaternary oximes trimedoxime and obidoxime displayed a
significantly higher reactivating effect toward malaoxon-inhibited
AChE when compared to  pralidoxime. In addition, the oximes K074
and K075, which are also bisquaternary, displayed significant higher
reactivating effect toward malaoxon-inhibited AChE when compared to
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pralidoxime, K027 and KO048. The relationships between molecular
profiles and reactivating potencies of the studied oximes are complex.
The effectiveness of oxime reactivation is primarily attributed to the
nucleophilic displacement rate of organophosphates, but the efficiency
varies with the chemical structure of the OP compound, the chemical
structure of the oxime and the rate of post-inhibitory dealkylation
known as aging (Worek et al., 2002; Kovarik et al., 2004). The aging is a
process that proceeds through P-O bond scission, which results in
formation of a negatively charged phosphonyl-cholinesterase complex
(Elhanany et al., 2001), thwarting nucleophilic attack by an oxime. The
fast and extremely high reactivation (70% in some conditions) observed
in our experimental protocol discards the occurrence of significant post-
inhibitory dealkylation.

The fact that no further reactivations were observed after 10
min of the incubations (in temporal studies up to 2 h) with all the
studied oximes indicate that the kinetics of their reactivating effects is
very fast under in vitro conditions. However, slower reactivating effects
under in vivo conditions could not be ruled out. This is believed taking
into consideration mainly the distribution of these oximes. In agreement,
an in vivo study (da Silva et al., 2008) demonstrated that the oxime K027
presented reactivating effect toward malathion/malaoxon-inhibited
mouse brain AChE at 24 h, but not at 3 h after treatment. This indicates
that the fast reactivating effects observed in this study under in vitro
conditions could not be reproduced under in vivo conditions. Of
particular importance, the kinetics of the oximes transport through the
blood brain barrier is crucial for the reactivating effects toward brain
AChE (da Silva et al., 2008).

An important theme to take into consideration is the potential
toxicity of the studied oximes. Although our data showed that
obidoxime and trimedoxime were better reactivators of malaoxon-
inhibited AChE when compared to pralidoxime, in vivo studies have
shown that obidoxime and trimedoxime can be more toxic (lower LDsg)
than pralidoxime to rodents (Musilek et al., 2007). In addition, K074 and
K075 displayed higher toxicity when compared to K027 and K048
(Musilek et al., 2007). The oxime K027 has been reported to be safer (less
toxic) when compared to pralidoxime in rats (Musilek et al., 2007) and
mice (Calic et al., 2006). From a comparative point of view, the toxicities
of the studied standard oximes in rodents are HI-6 < pralidoxime <
obidoxime < trimedoxime (Calic et al., 2006; Musilek et al., 2007). With
respect to the newly developed oximes of the K series, their toxicities
are K027 < K048 < K075 < K074 (Musilek et al., 2007). Toxicological
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information on K026 and methoxime are scarce. Based on the
differential toxicity induced the studied oximes under in vivo conditions
(Calic et al., 2006; Musilek et al., 2007), it is possible that the outstanding
reactivating effects of trimedoxime, obidoxime, K074 and K075 toward
malaoxon-inhibited AChE could be overcome by their potential higher
toxicity when compared to pralidoxime. In vivo studies are necessary to
solve these questions.

In summary, the present study indicates that standard
(obidoxime and trimedoxime) and newly developed (K074 and K075)
oximes present superior reactivating effects toward malaoxon-inhibited
mouse brain AChE under in vitro conditions when compared to
pralidoxime. Taking into account the unsatisfactory effect of
pralidoxime as antidotal treatment for malathion poisonings, the
presented results motivate in vivo studies on the effects of obidoxime,
trimedoxime, K074 and KO75 as potential antidotes for malathion
poisonings.
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Legends
Figure 1: Chemical structure of oximes used.

Figure 2: Inhibitory effect of malaoxon on mouse brain AChE activity in
vitro. Mouse brain supernatant was incubated with different Malaoxon
concentrations during 30 min at 37°C. Thereafter, AChE activity was
determined according to Materials and Methods Section. Data are
expressed as percent of inhibition and represented as mean = SEM of
three independent experiments. The calculated ICs, value was 3.18 uM.

Figure 3: Effect of standard oximes (a) and newly oximes (b) to
reactivate mouse brain AChE inhibited by malaoxon in vitro. Mouse
brain supernatant was incubated with 3 M of malaoxon during 30 min
at 37 °C and then different oximes concentrations (0-600 uM) were
added to the medium for 10 min at 37 °C. Thereafter, AChE activity was
determined according to the Materials and Methods Section described
above. Data are expressed as reactivation potency and represented as
mean = SEM (n = 7-10). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 when
compared to the pralidoxime standard by Two-Way ANOVA, followed
by the Bonferroni test.
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Table 1

Slopes of the linear reactivation curves for standard and newly oximes

Standard Oximes

Newly Oximes

Oxime Slope Oxime Slope
Pralidoxime 0,04737+ 0,004247 K074 0,08801 + 0,009435*
Trimedoxime 0,1768 + 0,02100* K075 0,08631 + 0,008555*
Obidoxime 0,1226 + 0,01218 K048 0,05988 + 0,006434
HI-6 0,08609 + 0,01096 K027 0,05262 + 0,006932
Methoxime 0,03884 + 0,006464 K026 0,02855 + 0,003550

The slopes of the reactivation curve for standard and newly oximes were
derived from the reactivation studies (Figure 3). Values are expressed as
mean + SEM (n = 7-10). *Statistically different (p < 0.01) when
compared to pralidoxime by One-Way ANOVA, followed by Dunnett's

test.
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5.2. Mobdulo 2: Papel das oximas K074, K075, trimedoxima e
pralidoxima sobre o efeito do malation na atividade da enzima AChE e
parametros relacionados ao estresse oxidativo em cortex pré-frontal e
hipocampo de camundongos.

Primeiramente, investigou-se a capacidade das oximas K074,
K075, trimedoxima e pralidoxima (em combina¢do com sulfato de
atropina) em reverter a inibicdo da enzima AChE no cortex pré-frontal e
hipocampo de camundongos 24 h apo6s a exposi¢do ao malation. Os
dados obtidos estdo expressos na Figura 14A.

A atividade da AChE cortical foi consideravelmente inibida
pelo malation (em torno de 50%). As oximas pralidoxima e K074 (em
combinagdo com atropina) diminuiram significativamente essa inibigao,
mas a pralidoxima foi mais efetiva. As outras oximas (trimedoxima e
KO075) nado tiveram efeito reativador significativo. Por outro lado, a
atividade da AChE hipocampal ndo foi significativamente reduzida apos
o tratamento com malation (Figura 14B).

Apos verificar a capacidade reativadora das oximas na inibigdo
da enzima AChE, investigou-se o efeito do malation e das oximas frente
a parametros do sistema antioxidnte da glutathione no cortex pré-frontal
e hipocampo de camundongos 24 horas ap6s a intoxicacdo. O malation
causou uma diminuigdo significativa nas atividades glutationa
peroxidase e glutationa redutase no cortex pré-frontal (Tabela 3). Os co-
tratamentos com as oximas ndo alteraram este efeito. Quanto aos niveis
de glutationa do cortex pré-frontal, ndo foram verificados efeitos
significativos dos tratamentos. No hipocampo, as atividades glutationa
peroxidase e glutationa redutase ndo foram modificadas apds os
tratamentos (Tabela 3).
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Figura 15: Efeito do tratamento com malation, atropina e oximas sobre
a atividade da AChE no cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) de
camundongos ap6s 24 horas. A atividade da AChE estd expressa em
nmol de substrato hidrolisado/min/mg de proteina e representada como
média + erro padrdo (n = 5 animais por grupo). *p < 0.05 e **p < 0.01
quando comparado com o controle tratado com salina pela analise de
variancia de uma via, seguida do Teste de Dunnett.
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Tabela 3: Efeito do malation, atropina e oximas sobre os niveis de
glutationa e sobre as atividades glutationa redutase e peroxidase do
cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos. Os niveis de glutationa
estdo expressos em nmol/mg de proteina. As atividades glutationa
peroxidase (GPx) e redutase (GR) estdo expressas em nmol de NADPH
oxidado/min/ mg de proteina. Os dados estdo expressos por média e erro
padrdo (n = 5 animais por grupo). *p < 0.05 e **p < 0.01 quando
comparado com o controle tratado com salina pela analise de variancia
de uma via, seguida do Teste de Dunnett.

Grupos GPx GR GSH
Controle 6,20+0,25 [16,76+2,28 | 2,91+0,78
Malation 3,66+0,66 |10,73+227 | 2,48+0,56
Malation + Atropina 344+0447 | 967+065 | 2,73+0,50

. .| Malation + Atropina + 354+0427 | 881+067 | 2,39+0,30

Cortex pre-

Pralidoxima

frontal
Malation + Atropina + 3,14+0467 | 986069 | 2,58+0,44
Trimedoxima
Malation + Atropina + K074 378+066 | 877+1,15 | 3,39+0,49
Malation + Atropina + KO75 | 3,54 £0,25 | 8,61+0,33" | 3,23+045
Controle 0,90+0,39 | 10,25+ 1,18
Malation 1,03+0,23 | 14,56 + 3,03
Malation + Atropina 1,08 +£0,26 | 14,05+ 1,13
Malation + Atropina + 0.,84+0,24 | 12,96 + 1,57

Hipocampo Pralidoxima

Malation + Atropina + 0.66+0,24 | 11,30+ 0,75
Trimedoxima
Malation + Atropina + K074 0,85+0,35 | 11,63+ 1,34
Malation + Atropina + K075 0,82 +0,21 9,13+£1,25
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6. DISCUSSAO

6.1. Médulo 1: Estudo in vitro - Efeito do malaoxon e das oximas sobre
a atividade da enzima AChE em sobrenadante tecidual de cérebro de
camundongos.

O malation, que é um pesticida organofosforado com toxicidade
relativamente baixa, pode ser ativado pelas enzimas do sistema
citocromo P450 por dessulfuracdo oxidativa para formar malaoxon, um
inibidor efetivo da AChE (Forsyth and Chambers, 1989; Buratti et al., 2006).
O malation tem sido apontado como um dos principais contaminantes
em casos de intoxicacdes por organofosforados (OP) em Santa Catarina,
de acordo com dados nédo publicados obtidos do Centro de Informagdes
Toxicologicas (CIT) localizado no Hospital Universitario, Florianopolis,
SC. No entanto, o tratamento antidoto contra o envenenamento por
malation ndo ¢ suficientemente efetivo (Sudakin et al., 2000). De fato,
existem evidéncias bioquimicas e clinicas de que a pralidoxima, oxima
amplamente utilizada em casos de intoxicagdes por compostos
organofosforados, ndo reativa eficientemente a AChE humana inibida
pela exposicdo ao malation (Ganendran & Balabaskaran, 1976). Com
particular énfase ao malation, existe uma clara demanda por
reativadores da AChE mais efetivos em comparacdo com aqueles
atualmente disponiveis.

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram
claramente que as oximas padrao trimedoxima e obidoxima, bem como
as oximas da série — K (desenvolvidas pelo Dr. Kamil Kuca, do
Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Hradec
Kralove, Republica Checa), nomeadas de K074 and K075, foram
capazes de reativar a AChE inibida in vitro por malaoxon derivada de
cérebro de camundongos com maior eficacia quando comparadas com a
oxima padrao pralidoxima. Estes achados sugerem que a obidoxima,
trimedoxima, K074 e K075 também poderiam atuar como potenciais
reativadores da AChE sob condigdes in vivo apds envenenamentos com
malation.

De um ponto de vista molecular, os reativadores da AChE sao
sais mono- (pralidoxima) e biquaternarios (obidoxima, trimedoxima,
methoxima, HI-6, K027, K048, K074, KO75) com o grupo oxima (grupo
funcional nucleofilico capaz de quebrar a ligacdo entre a enzima e o
inibidor) nas posi¢des dois ou quatro do anel piridino (Kuca e Cabal,
2005; Kuca et al., 2007). Curiosamente, a pralidoxima, que é uma oxima
monoquaternaria, exibiu um efeito de reativagdo muito similar em
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relagdo a AChE inibida pelo malaoxon quando comparada com as
oximas biquaternarias metoxima, HI-6, K027 e K048. Por outro lado, as
oximas biquaterndrias trimedoxima e obidoxima demonstraram um
efeito de reativagdo significativamente maior na AChE inibida pelo
malaoxon quando comparadas com a pralidoxima. Além disso, as
oximas K074 e K075, as quais também sdo biquaternarias, exibiram um
efeito de reativagdo significativamente maior na AChE inibida pelo
malaoxon quando comparadas com a pralidoxima, K027 e K048. A
relacdo entre as caracteristicas estruturais/moleculares e os efeitos de
reativagdo das oximas estudadas ¢ complexa. A eficicia de reativagdo
das oximas ¢ primeiramente atribuida a taxa de deslocamento
nucleofilico dos OFs, mas a eficiéncia varia de acordo com a estrutura
quimica do composto OF, com a estrutura quimica da oxima e com a
taxa de dealquilagdo pos-inibitoria conhecida como “envelhecimento”
(Worek et al., 2002; Kovarik et al., 2004). O “envelhecimento” ¢ um
processo que acontece através da cisdo da ligacdo P-O, a qual resulta na
formagdo de um complexo fosfonil-colinesterase carregado
negativamente (Elhanany et al, 2001), interrompendo o ataque
nucleofilico pela oxima. A rdpida e extremamente elevada retivacio
(70% em algumas condi¢des) observada em nosso protocolo
experimental descarta a ocorréncia de desalquilagdo pds-inibitoria
significativa.

O fato de ndo ser observada mais retivacdo apds 10 min de
incubagdo (em estudo temporal de até 2 h) com todas as oximas
estudadas indica que a cinética de seus efeitos de reativagdo ¢ muito
rapida sob condigdes in vitro. Contudo, efeitos lentos de reativagdo sob
condi¢des in vivo ndo podem ser excluidos. Acredita-se nesta
possibilidade levando em consideracdo principalmente a distribuigao
dessas oximas. De acordo, um estudo in vivo (da Silva et al.,, 2008)
demonstrou que a oxima K027 apresentou efeito de reativacdo contra a
AChE cerebral de camundongo inibida por malation/malaoxon no
tempo de 24 h, mas ndo 3 h ap6s o tratamento. Isso indica que o rapido
efeito de reativacdo observado nesse estudo sob condi¢bes in vitro
poderia ndo ser reproduzido sob condig¢des in vivo. De particular
importancia, a cinética de transporte das oximas através da barreira
hemato-encefalica é crucial para os efeitos de reativacdo em relagdo a
AChE cerebral (da Silva et al., 2008).

Um importante tema que deve ser levado em consideracdo ¢ a
potencial toxicidade das oximas estudadas. Embora nossos dados
demonstrarem que a obidoxima e trimedoxima foram os melhores
reativadores da AChE inibida pelo malaoxon quando comparadas com a
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pralidoxima, estudos in vivo demonstraram que a obidoxima e
trimedoxima podem ser mais toxicas (menor DLsy) do que a
pralidoxima para roedores (Musilek et al., 2007). Além disso, as oximas
K074 ¢ K075 demonstraram maior toxicidade quando comparadas com
as oximas K027 e K048 (Musilek et al., 2007). Ha relatos na literatura
mostrando que a oxima K027 ¢ mais segura (menos tdxica) quando
comparada com a pralidoxima em ratos (Musilek et al., 2007) e
camundongos (Calic et al., 2006). De um ponto de vista comparativo, as
toxicidades das oximas padrio estudadas em roedores sdo HI-6 <
pralidoxima < obidoxima < trimedoxima (Calic et al., 2006; Musilek et al.,
2007). Com respeito as oximas recentemente sintetizadas da série — K,
suas toxicidades sdo K027 < K048 < K075 < K074 (Musilek et al., 2007).
Informagdes toxicologicas sobre as oximas K026 e metoxima sio
escassas. Com base na diferencial toxicidade induzida das oximas
estudadas sob condig¢des in vivo (Calic et al., 2006; Musilek et al., 2007), é
possivel que os efeitos marcantes de reativagdo da trimedoxima,
obidoxima, K074 ¢ K075 na AChE inibida pelo malaoxon possam ser
superados pelos seus maiores potenciais toxicos quando comparadas
com a pralidoxima. Estudos in vivo sdo necessarios para resolver estas
questoes.

Em resumo, o presente estudo indica que as oximas padrio
(obidoxima ¢ trimedoxima) e as oximas inéditas (K074 and KO075)
apresentam efeitos de reativacdo superior contra a AChE cerebral de
camundongo inibida por malaoxon sob condigdes in vitro quando
comparadas com a pralidoxima. Levando em consideracdo o efeito
insatisfatorio da pralidoxima como tratamento antidoto para
envenenamentos por malation, os resultados apresentados motivam
estudos in vivo dos efeitos da obidoxima, trimedoxima, K074 and K075
como potenciais antidotos para envenenamentos por malation.

6.2. Mddulo 2: Estudo in vivo - papel das oximas K074, K075,
trimedoxima e pralidoxima sobre o efeito do malation na atividade da
enzima AChE e pardmetros relacionados ao estresse oxidativo em cortex
pré-frontal e hipocampo de camundongos.

Dados estatisticos indicam que o Brasil é um dos maiores
consumidores de agrotdxicos do mundo, tanto de uso doméstico como
de uso agricola. Neste contexto, acredita-se que a falta de controle no
uso destas substancias toxicas, somada com o desconhecimento da
populagdo a cerca dos riscos e perigos a saude, contribui para os dados
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alarmantes publicados pelo CIT, onde o malation tem sido destaque no
registro de intoxicagcdes humanas em Santa Catarina (Ministério da
agricultura, pecuaria e abastecimento, 2002; CIT/SC, 2005). No entanto,
apesar do elevado numero de casos de intoxicagdes, o malation ¢
considerado um pesticida OF de baixa toxicidade para mamiferos
(Maroni et al; 2000).

O tratamento padrio oferecido em ambito hospitalar aos
intoxicados por OFs consiste na combinagdo de drogas anticolinérgicas
(atropina) e reativadores da enzima AChE (oximas) (Rusyniak e Nafiagas,
2004). Esses reativadores contém um grupo oxima nucleofilico (anion
oximato) o qual ¢ capaz de deslocar o OP da AChE e assim restaurar a
sua a fungdo (Marrs; 1993).

Apesar de serem amplamente utilizadas na clinica, o uso de
oximas tém sido questionado no que diz respeito as intoxicagdes por
diferentes compostos OFs. De fato, sua eficdcia nos tratamentos de
intoxicagdes por OFs depende do tipo do composto, ndo sendo igual
para todos os OFs, o que torna seu uso, algumas vezes, controverso
(Quinby e Wash, 1964; Willems et al., 1993; Bardin et al., 1994, Rotenberg,
1995, Dawson et al., 1997, Thiermann et al., 1999). De fato, atualmente, ndo
existe uma oxima de amplo espectro capaz de contribuir para o
tratamento e reversdo da intoxicagdo por diferentes OFs. Nesse sentido,
esforcos estdo sendo direcionados no desenvolvimento de novas
moléculas (oximas) visando uma melhor capacidade de reativagdo
enzimatica para atenuar sinais e sintomas neurotdxicos induzidos pelos
compostos OFs (Kassa e Kunesova, 2006).

Neste contexto, nossos estudos in Vivo objetivaram avaliar as
atividades reativadoras de oximas inéditas (da série K), comparando-as
com oximas padrdo; dentre estas, a oxima pralidoxima (utilizada nos
casos de intoxica¢do por malation). Nossos resultados demonstraram
que a pralidoxima foi o reativador mais eficaz contra a AChE inibida
pelo malation em cortex pré-frontal de camundongos, enquanto que a
oxima recentemente sintetizada K074 foi capaz de reverter a AChE
apenas parcialmente. As outras oximas estudadas, trimedoxima e K075,
nao foram capazes de reativar a AChE inibida apods a exposi¢cdo aguda
ao malation.

Um importante ponto as ser considerado é que as doses das
oximas administradas nos animais ndo foram as mesmas. Isto poderia
sugerir que a maior eficacia da pralidoxima em reverter a inibigdo da
enzima AChE apds exposicdo ao malation se deveu & maior dose
utilizada. Isto realmente pode ser verdade. Entretanto, ndo foi possivel
utilizar doses equimolares das oximas testadas porque a toxicidade das
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mesmas ¢ diferente. Baseando-se em dados da literatura (Calic et al.,
2006; Musilek et al., 2007) e em estudos piloto de toxicidade
desenvolvidos em nosso laboratério, observou-se que as toxicidades das
oximas padrio estudadas em roedores sdo HI-6 < pralidoxima <
obidoxima < trimedoxima. Com respeito as oximas recentemente
sintetizadas da série — K, suas toxicidades sdo K027 < K048 < K075 <
K074 (Musilek et al., 2007). Neste estudo, as doses utilizadas foram % da
DLso. Embora experimentos de nosso grupo demonstrem que as oximas
obidoxima, trimedoxima, K075 e K074 sdo mais potentes reativadoras
da enzima AChE inibida in vitro por malaoxon (metabdlito ativo do
malation) quando comparadas com a pralidoxima e usadas em
concentragdes equimolares, a situagdo in vivo ndo pdde ser mimetizada
devido a elevada toxicidade das oximas obidoxima, trimedoxima, K075
e KO074. Uma alternativa interessante seria detectar mecanismos
moleculares relacionados com a toxicidade destas oximas. Assim,
poderiam ser administradas em doses mais elevadas (e eficazes)
juntamente com um antidoto especifico, no intuito de bloquear tal
toxicidade. Novos estudos sdo necessarios para isto. De qualquer forma,
pode-se dizer que a toxicidade destas oximas parece ndo estar envolvida
com alteragdes no sistema antioxidante da glutationa e com alteragdes
da atividade da AChE, ao menos no cortex pré-frontal e hipocampo dos
animais.

Estudos similares comparando a eficacia de oximas em reativar
a AChE inibida por OFs tanto in vitro quanto in vivo sdo bem
demostrados na literatura. Kassa et al; 2005, demonstrou que a
trimedoxima foi capaz de reativar significativamente a AChE inibida
pelo agente toxico tabun em ratos tanto sob condi¢des in vitro quanto in
vivo, ao contrario das oximas pralidoxima e HI-6 que reativaram
modestamente a AChE em ambas situagdes. Neste sentido, estudos com
as oximas recentemente desenvolvidas K074 ¢ K075 demonstraram que
esses novos reativadores sdo compostos promissores para reativar a
ACHhE inibida por tabun in vivo, tendo a sua eficacia comparavel com a
oxima padrido trimedoxima (Kassa e Humlicek; 2008) e sendo mais
eficazes quando comparadas com a oxima HI-6 (Kuca et al; 2005b; Kassa
et al; 2007).

Até o presente momento, ndo existe uma oxima de amplo
espectro capaz de conter, satisfatoriamente, os efeitos toxicos agudos de
todos os agentes OFs indiferente da sua estrutura quimica (Kassa; 2002).
Um exemplo disso ¢ a oxima HI-6, que é muito eficaz em reativar a
ACHhE inibida pelos agentes toxicos soman e ciclosarin, no entanto o HI-
6 ndo foi eficaz em proteger ratos da neurotoxicidade induzida pelo
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tabun (Kassa e Krejcova; 2003). Da mesma forma, as novas oximas da
série K (K074 e K075) parecem ser reativadores efetivos contra a AChE
inibida pelo agente VX (Kuca e Kassa; 2004) e relativamente efetivos
contra a AChE inibida pelo tabun, no entanto, K074 ¢ K075 ndo sdo
oximas adequadas para o tratamento de envenenamentos com ciclosarin
devido essas oximas ndo serem capazes de reativar eficientemente a
ACHhE inibida por este composto (Kuca et al; 2006, Musilek et al; 2006). No
presente estudo, observou-se que a oxima mais eficaz em reativar a
ACHhE inibida pelo malation foi a oxima padrio pralidoxima, enquanto
que as oximas da série K, quando usadas em doses seguras (atdxicas),
demonstraram baixa ou nenhuma eficacia de retivacdo contra a AChE
inibida apds exposi¢ao aguda por malation.

Apesar do claro envolvimento da enzima AChE na toxicidade
dos compostos OFs, outros alvos potencialmente envolvidos nessa
toxicidade tem sido reportados. Embora os mecanismos de toxicidade de
tais compostos ndo serem totalmente elucidados, sabe-se que as espécies
reativas de oxigénio (EROs) possuem um importante papel (Almeida et
al,, 1997, Ray e Banerjee, 1998). A intoxicagdo por OFs pode estar
acompanhada por um aumento na geracdo de EROs em tecidos
bioldgicos, neste sentido o malation pode agir direta ou indiretamente
modificando a capacidade das defesas antioxidantes nesses tecidos
(Banerjee et al., 1999).

A formacgdo de EROs que podem levar a peroxidagdo lipidica
apdés exposicdo a pesticidas tem sido muito relatada na literatura
(Banerjee et al., 1999, Akhgari et al; 2003), tornando essas EROs
candidatos alternativos que podem causar toxicidade pelo composto
malation. Com relagdo a isto ja foi observado dano oxidativo nos
lipideos do cortex pré-frontal apds exposi¢do aguda ao malation (da Silva
et al; 2007). De acordo com estes achados, Delgado e colaboradores (2006)
demonstraram que a exposi¢ao subaguda ao malation provocou aumento
nos niveis de MDA em diferentes regides cerebrais de ratos. Além disso,
ha evidéncias que a inibi¢do da atividade da AChE pelo malation esta
acompanhada pela inducdo de estresse oxidativo no plasma em ratos
submetidos a uma alimentacdo misturada com malation (Abdollahi et al.,
2004).

De particular importancia ao malation, nossos resultados
reforcam a idéia de que sua neurotoxicidade esta relacionada, ao menos
em parte, com a indugdo de estresse oxidativo. De fato, o tratamento
com malation inibiu as atividades glutationa peroxidase e glutationa
redutase no cortex pré-frontal dos animais. Estes dados estdo de acordo
com estudos prévios (Brocardo et al., 2005, 2007; Trevisan et al., 2008;
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Franco et al., 2009), que demonstram dano oxidativo (lipoperoxidagdo) e
inibicdo de enzimas do sistema antioxidante da glutationa no SNC de
animais expostos ao malation. Interessantemente, nossos estudos
mostram que o cortex foi mais susceptivel ao efeito do malation quando
comparado com o hipocampo. Estes dados estdo de acordo com
resultados previamente publicados (Trevisan et al., 2008), mas se
desconhece os eventos relacionados com esta diferencial
susceptibilidade.

Em suma, o presente modulo de resultados (Modulo 2) indica
que as novas oximas desenvolvidas K074 ¢ K075 e a oxima padrao
trimedoxima, quando administradas em doses seguras (atoxicas), ndo
foram capazes de reativar eficientemente a enzima AChE inibida pelo
malation no cortex pré-frontal de camundongos. Tendo em vista que os
tratamentos disponiveis (baseados em oximas, particularmente a
pralidoxima) para intoxicagdes por malation parecem ser pouco
eficazes, confirma-se a necessidade de busca por novos potenciais
agentes reativadores da enzima AChE apds a intoxicacdo humana ou
animal por malation.
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7. CONCLUSOES

Modulo 1: Efeito do malaoxon e das oximas sobre a atividade da enzima
AChE em sobrenadante tecidual de cérebro de camundongos.

Com os resultados deste estudo, conclui-se que:

O malaoxon causou uma inibi¢do significativa na atividade da
AChE em sobrenadante tecidual de cérebro dos camundongos;

O efeito inibitério do malaoxon sobre a AChE cerebral de
camundongos foi dependente da concentragao;

A ICsy do malaoxon sobre a atividade da AChE cerebral de
camundongos in vitro foi de 3.18 uM;

A oxima padrdo pralidoxima exibiu um significativo, porém
modesto efeito de reativagdo in vitro contra a AChE inibida por
malaoxon na concentracdo de 600 uM;

A maior poténcia de reativagdo da AChE foi alcancada pelas
oximas padrdo trimedoxima e obidoxima (em torno de 70%) na
concentrac¢do de 600 uM;

As oximas inéditas K074 e K075 apresentaram um efeito de
reativagdo significativo (em torno de 55%) quando comparadas com a
pralidoxima, na concentragao de 600 uM;

Isto sugere que as oximas K074, K075, trimedoxima e
obidoxima poderiam ser melhores reativadoras quando comparadas com
a pralidoxima em condi¢des in vivo;

Modulo 2: Papel das oximas pralidoxima, trimedoxima, K074 ¢ K075
sobre o efeito do malation na atividade da enzima AChE e parametros
relacionados ao estresse oxidativo em cortex pré-frontal e hipocampo de
camundongos.

Com os resultados deste estudo, conclui-se que:

A atividade da AChE do cortex pré-frontal de camundongos foi
consideravelmente inibida (em torno de 50%) 24 horas apds a exposicao
ao malation, confirmando o seu efeito inibitdrio ja relatado;

A atividade da AChE hipocampal de camundongos ndo foi
afetada apos tratamento agudo com malation, o que sugere uma
suscetibilidade diferencial dependendo da estrutura analisada;

A oxima padrdo pralidoxima (em combinagdo com a atropina)
diminuiu significativamente a inibi¢do causada pelo malation na
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atividade da AChE do cortex pré-frontal 24 horas apds a exposigdo,
corroborando com seu uso na clinica;

A oxima inédita K074 (em combinacdo com a atropina)
apresentou baixos efeitos de reativagdo sobre a AChE inibida pelo
malation no cortex pré-frontal de camundongos quando comparada com
a pralidoxima. Entretanto, deve-se considerar que as doses ndo foram
equimolares devido a elevada toxicidade desta oxima inédita.

O malation diminuiu significativamente as atividades glutationa
peroxidase e glutationa redutase no cortex pré-frontal de camundongos
24 horas apo6s intoxicagdo, o que sugere que o estresse oxidativo esta
implicado na toxicidade induzida por este composto.
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