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RESUMO



Esse estudo analisou as propriedades toxicoldgicas de novos compostos organofosforados.
Foram realizados experimentos para avaliar a atividade anticolinesterasica desses
organofosforados, in vitro, no sangue total através do método de Ellman modificado,
Para determinar a sua citotoxicidade foram utilizadas c€lulas PC 12, com as quais
avaliamos a viabilidade celular apOs contato com os organcfosforados ¢ determinamos a

IC 50, encontrando valores muito diferentes para os diversos organofosforados estudados.

Estudos de toxicidade aguda im vivo foram realizados com camundongos,
através da metodologia recomendada pela OECD nos quais determinamos a DL50 para

trés dos organofosforados estudados, sendo que um apresentou toxidade moderada.

Foram analisados os efeitos dos solventes nas constantes de acoplamento 2JHH, 3JHH, "hce

2 Jnc em espectros de RMN de 'H e *C do cloreto de acetilcolina.

Os valores das constantes de acoplamento em solventes de diferentes constantes dielétricas
(g} ndo sofreram variagdes, indicando uma auséncia de efeitos de solvente no equilibrio
conformacional do cloreto de acetiicolina (ACh). As constantes de acoplamento mosiram

que o sistema OCH;CH;N" tem uma conformacao gauche (sinclinal).

O Jnu € Jne s80 observados na maioria dos solventes, mas néo em solventes clorados e ndao
s30 dependentes da viscosidade do solvente, esse comportamento fot explicado usando
dados de medidas de T;. Os valores dos coeficientes de difusdo de RMN mostraram que a
ACh tem uma grande tendéncia de se agregar quando dissolvida em solventes clorados,

fato que pode explicar as diferengas observadas em valores de T; parao "*N.

Resumo



ABSTRACT



This study analyzed the properties of the news organophosphorus.
Experiments had been carried through to evaluate the inhibition of acetylcholinesterase of

these organophosphorus, in vitro, through the modified Ellman’s method. In order to
determine its cytotoxicity cells PC12 had been used, with which we evaluate the cellular

viability after contact with the organophosphorus and determined the IC50, different values

were found for the diverse organophosphorus.

Studies of acute toxicity had been carried through with mice, following the methodology
recommended by the OECD in which determine the DL50 for three of the

organophosphorus studied, being that one presented moderate toxicity.

Coupling constants values ( Jyu and Jnc) obtained from the 'H and > C NMR spectra of
acetylcholine chloride (ACh) in several solvents with a wide range of dielectric constants

() are remarkably invariant, indicating an absence of solvent effects in the conformational

equilibrium of this compound.

Those values show that the OCH,CH,N" system occurs in a synclinal conformation.
The Jng and Juc are observable in most solvents, but not in chlorine-containing solvents
and are not dependent on solvent viscosity. This behavior was explained using data from
T, measurements. The measurement of NMR diffusion coefficients show that ACh has a
greater tendency to aggregate when dissolved in chlorinated solvents, a fact that could

explain the observed differences in "N T,

Abstract
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1.1- Organofosforados e acetilcolina

Os compostos organofosforados tém atuaimente uma ampla utilizacio na
agricultura, como inseticidas e acaricidas, na medicina como medicamentos e est3o entre as
principais armas quimicas existentes, conhecidas como 0s “gases dos nervos”, incluindo os

gases: sarin (DAMODARAN et al.,2003; KHAN et al.,2000) , tabun e soman.

Devido & sua utilizagiio como defensivos agricolas, os organofosforados séo de

grande importancia em diferentes areas da toxicologia.

Esses compostos tém em sua estrutura um atomo de fosforo € um atomo de
oxigénio, podendo apresentar uma grande variedade de substituintes como Ri ¢ Rs.
Os grupos mais comuns sdo: alquila, alcdxi, ariloxi, amido, etc. € X pode ser um halogénio,
cianeto, tiocianato, fenoxi, tiofenéxi, tiocolina ou carboxilato (HOLMSTEDT,1963),
segundo formula geral (SCHRADER,1952) apresentada abaixo na Figural:

1\P//0
R/ \X

Figura 1- Formula geral dos organofosforados

Os organofosforados sio conhecidos por causar efeitos neurotoxicos em
humanos e animais por inibir a enzima acetilcolinesterase, por isso ha necessidade de se
realizar a dosagem de acetilcolinesterase nos trabalhadores que os aplicam ¢ os que

manipulam tais substancias nas indistrias de sintese ¢ formulagdes de inseticidas.

Acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima pertencente ao grupo das hidrolases,
sua principal fungio fisiolégica é a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh),
para que a acetilcolina possa funcionar como neurotransmissor na transmiss3o juncional
periférica, o éster precisa ser retirado ou inativado dentro dos limites de tempo impostos
pelas caracteristicas das respostas das jungbes neuroefetoras viscerais, placas motoras

terminais e varios tipos de neurdnios (GILMAN et al., 1996).

Introducdo
I8



-

A acetilcolinesterase é encontrada nos neurdnios colinérgicos (dendritos e
axbnios), nas proximidades das sinapses colinérgicas ¢ em oufros tecidos, essa enzima esta

presente em grandes quantidades na junc¢do neuromuscular.

A acetilcolina € o neurotransmissor enddgeno das sinapses e jungdes

neuroefetoras colin€rgicas dos sistemas nervosos central e periférico.

As acBes deste transmissor sdo efetivadas pelos receptores colinérgicos
nicotinicos e muscarinicos, que transmitem os sinais de um neurdnio para outro,
sendo que a acetilcolina precisa estar na conformagdo antiperiplanar para se ligar no

receptor nicotinico.

A acetilcolina ¢ sintetizada no citoplasma do terminal ax6nico, quando um
impulso nervoso atinge a jun¢fo neuromuscular, cerca de 125 vesiculas de acetilcolina sdo
liberadas pelos terminais no espago sinaptico, apos ser liberada, a acetilcolina pode ter
trés destinos: ligar-se a um receptor muscarinico , ligar-se a um receptor nicotinico ou ser

hidrolisada pela acetilcolinesterase transformando-se em jon acetato e colina.

A AchE é encontrada tanto no terminal nervoso como na superficie do orgéo
receptor e 2 colina recém formada ¢ ativamente reabsorvida pelo terminal neural para ser

utilizada na formacgdo de nova acetilcolina (GUYTON e HALL, 1997) como demonstra a
Figura 2.

Introducdo
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Terminal Nervoso

Acetil-coA
Colina

Colina
Acetiltransferase

A cetilcolina

muscarin}

colina @@@@@ @
AchE € e Na+Na+
Placa Motora K- K-

Musculo Esquelético

Figura 2- Hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase

Substincias que inibem a acetilcolinesterase sdo  denominadas
anticolinesterasicos (Figura 3), estes provocam um acumulo de acetilcolina nos receptores
colinérgicos muscarinicos € nicotimcos produzindo efeitos equivalentes & estimulagio

excessiva dos receptores colinérgicos no sistema nervoso central € periférico.

Os efeitos dos agentes anti-AChE sdo ativagio das respostas dos receptores
muscarinicos nos orgéos efetores auténomos, estimulacio seguida de paralisia de todos os

ganglios autbnomos e misculos esqueléticos (agdes nicotinicas) e estimulagiio subseqiiente
dos receptores colinérgicos no SNC.

Introdugdo
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Apos a administracio de doses toxicas ou letais de agentes anticolinesterasicos,

esses efeitos podem ser na maioria observados.

Acetfilcolinesterase

Anticolinesrerdsico

Figura 3- Mecanismo de agio dos anticolinesterasicos

Devido 4 ampla distribui¢do dos receptores colinérgicos, os anticolinesterasicos
tém uma extensa aplicacdo na forma de inseticidas agricolas, armas quimicas e no uso
terapéutico (GILMAN et al., 1996) no caso de doengas como glaucoma, miastenia gravis,
doengas do trato gastrointestinal e doenca de Alzheimer (DARVESH et al., 2003,
TARIOT et al.,2003).

Os compostos organofosforados sfio importantes agentes anticolinesterasicos e
agem inibindo a AChE, para entendermos o mecanismo de inibi¢io da enzima pelos
organofosforados ¢ necessario saber que a acetilcolinesterase possui dois sitios de agéo:

um sitio anidnico € um esterasico.

Introdugdo
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O sitio anidnico liga-se ao nitrogénio da acetilcolina, carregado positivamente,
enquanto que no sitio esterasico ha uma hidroxila de um residuo do aminoacido serina,
que se liga covalentemente a carboxila da acetilcolina, apds a ligagdo da enzima com a

acetilcolina ocorre a liberagdo de colina ¢ a inclusio de agna, com liberagdo do acetato.

Os organofosforados inibem a enzima ligando-se aos seus sitios esterasicos de
forma estavel. O 4tomo de fosforo do composto liga-se a hidroxila do residuo do
aminoacido serina do sitio esterasico, porém a liberagio do grupe derivado do acido
fosforico é muito lenta, e o sitio esterasico fica ocupado por muito tempo, nio podendo
receber a acetilcolina, inativando a AChE de forma irreversivel em virtude da ligagdo

covalente entre a enzima e o organofosforado. (MIDIO e SILVA, 1995).

A capacidade inibitoria dos organofosforados depende da sua estrutura quimica,
por exemplo, os organofosforados pertencentes aos grupos dos fosforotiolatos séo
geralmente mais ativos que os fosfatos correspondentes e que os fosforoamidatos sio

menos ativos que os demais compostos (ETO,1974).

A intoxicacdo aguda por organofosforados € caracierizada por sinais e sintomas
como salivagdo, sudorese, diarréia, miose, bradicardia, broncoconstrigdo, fraqueza
muscular, convalsdes (GILMAN et al., 1996). No tratamento em casos de intoxicagio por
organofosforado é recomendado o uso de um anticolinérgico (atropina) e um reativador da

enzima, pertencente ao grupo quimico das oxinas (pralidoxima).

A sintese de novos compostos organofosforados (compostos de 1 a 12)
pelo laboratério do Professor Paulo Olivato do IQ-USP (REIS et al.,2005), nos levou a
testar esses compostos quanto a sua toxicidade, pois estudos realizados em nosso
laboratério tém demonstrado que a simples presenga de um substituinte é suficiente para
afetar significativamente algumas propriedades fisico-quimicas e biologicas de compostos
anticolinesterasicos (HOEHR, 1993).

Introdugie
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As estruturas detalhadas dos compostos testados quanto a toxicidade sio

apresentadas a seguir:

Organofosforado 1:

o O
\\P PN
\O ___\
S CH;
a ~~ CH,

C1-S-P

o-metiltio-c-dietoxifosforil-para-cloroacetofenona

Organofosforado 2:

o O
\\P/O\/CH3
\0

Cl !
CH,

C1-80,-PO

a~-metilsulfonil-a-dietoxifosforil-para-cloroacetofenona

Introdugédo
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Organofosforado 3:

C\/0\//
/\

/O

Cl-enol-PO

H..

(Z) 1-(4'-clorofenil)-2-(etilsulfonil) vinil fosfato de dietila

Organofosforado 4:

H-enol-PO

(2)1- (4 — metoxifenil)- 2-(etilsulfonil) vinil fosfato de dietila

Introducdo
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Organofosforado 5:

O
\\P/O\/CHE
o

CH;

FS\\

CH,

a-metiltio-a-dietoxifosforil-orfo-fluoracetofenona

Organofosforado 6:
O
\\P O\
\\O
C[.I3 oy CH3
\ CH3

a-metiltio-o-dietoxifosforil-orfo-metilacetofenona

Organofosforado 7:
O
\\P O
\0 _\
Br 8 CH3
- cH,

a-metiltio-a-dietoxifosforil-orfo-bromeacetofenona

Introducdo
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Organofosforado 8:

0

\\P/O\/CH3

a-metiltio-o-dietoxifosforil-orto-cloroacetofenona

Organefosforado 9:

o O
\\P/O\/Cﬂf

™o
HBC\ J —\CH3

MeO-PO

o- dietoxifosforil-para-metoxiacetofenona

Organofosforado 10:

S CH;
CH;

a-metiltio-a-dietoxifosforil-para-bromoacetofenona

Intredugdo
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Organofosforade 11:

o O
\\ PLNG
P\ .
0]
_\
C S CH;
CH,
CL-S-PO

a-metiltio-a-dietoxifosforil-para-cloroacetofenona

Organofosforado 12:

a-metiltio-a-dietoxifosforil-orfo-metoxiacetofenona

1.2- Avaliaciio de toxicidade de novas substancias

A introdugd@o no mercado de novas drogas, cosméticos, aditivos de alimentos e
outras substincias, exigem que os mesmos passem por extensivos testes de toxicidade antes

de obterem autorizagio para comercializagio (FRESHNEY, 2005).

Testes de toxicidade aguda realizados em animais, envolvem avaliagdo de um
efeito toxico geral de uma unica dose de um produto quimico, ou em muitos casos,

o efeito de multiplas doses.

Introducdo
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O estudo da toxicidade aguda tem como objetivo caracterizar a relagao
dose/resposta que conduz a determinagdo da dose letal média (DL50) que corresponde a
concentragio do composto estudado que € letal para 50% da populagdo estudada.
Geralmente a substincia estudada é administrada a ratos ou camundongos por via oral ou
intraperitonial em varias doses até atingir a faixa letal. O nimero de animais mortos num

periodo de 14 dias ¢ utilizado para calcular a DL50 (OGA,1996).

Os testes de toxicidade aguda fornecem a base para classificar produtos
quimicos com relagdo a sua manipulagdo, transporte € uso, também para definir os
mecanismos de agdo toxica, estabelecer niveis de doses para oufros festes e propor

recomendactes médicas em caso de envenenamento.

Estes testes envolvem normalmente um grande nimero de animais, os quais sao

caros ¢ acarretam problemas de ordem ética (MEYER,2003).

Nesse estudo todos os organofosforados foram testados através de testes de

toxicidade in vitro e apenas trés deles foram testados em animais.

Nio se pode afirmar que 0s mesmos sistemas in vifro irio prover dados toxicos
gue serio totalmente equivalentes aqueles derivados de um sistema in Vvivo,
da mesma forma que os resultados dos testes com animais nio sdo totalmente

representativos da experiéncia humana a exposi¢do a uma substincia toxica.

Apesar das diferencas, a realizagio dos experimentos in vitro € in vivo para
simular uma resposta toxicologica em humanos tem se mostrado muito Gtil na protegdo da
populagio e houve avangos na nossa compreensio dos sistemas biomédicos

(STARK et al.,1986).

Muitos estudos tém demonstrado boa correlagio entre citoxicidade in vitro
obtida com linhagens celulares indiferenciadas e dados de DL50 (ROGUET et al., 1993,
GULDEN e SEIBERT, 2003), entretanto a toxicidade aguda pode ser causada por uma
variedade de mecanismos, muitos destes estudos podem nédo corresponder aos resultados

obtidos nos testes de citotoxicidade.
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1.3-Células PC12

Nesse estudo utilizaremos a linhagem celular adrenal feocromocitoma PC12 de
rato, linhagem esta clonada inicialmente de células tumorais da medula adrenal de rato
(WARREN e CHUTE, 1972), que podem ser mantidas por MUuitos anos, sem que OCOITam

alteragdes em suas caracteristicas fisiologicas.

Estas células possuem receptores colinérgicos e uma série de outros receptores
para neurctransmissores (JAMES E WOOD, 1992) sendo semelhantes a células
adrenérgicas, pois possuem a enzima acetilcolinesterase (AChE) ¢ a capacidade de

sintetizar, armazenar e liberar acetilcolina (GREENE e REIN, 1977).

Por apresentarem essas caracteristicas essas células sao utilizadas em diversos
estudos (DAS ¢ BARONE, 1999; LI ¢ CASIDA,1998; SONG et al.,, 1998) para avaliagio

da neurotoxicidade de anticolinesterasicos.

1.4- RMN de acetilcolina

A conformagio da acetilcolina (ACh) tem sido objeto de estudo de um grande
nimero de investigagdes tedricas (BERTHIER et al.,2000; MARINO et al, 2001;
SONG et al., 2004) e experimentais (JENSEN, 1982, CASSIDE] ¢ SCIACOVELLI, 1981;
KIM et al, 1992), entretanto os resultados indicam que toda conformagdo de ACh em
estado desidratado ¢ controlado por energias conformacionais vindas de interagdes
eletrostiticas causadas por uma forte interagho eletrostitica entre os atomos de

O(OCH,) e N* (Figura 4).
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+
H;C—C—OCH,—CH,-N(CHz); C1”
1 2 3 4

Figura 4- O conformero mais estivel do cloreto de acetilcolina.

Como no estado desidratado, a interagdo ion-dipolo entre os atomos de
O e N' também tem um significado importante na estabilidade da conformacio mais
estavel da ACh no estado hdratado.

A conformagio antiperiplanar (trans) é menos estavel por 1 keal mol! em
relagio a conformagio sinclinal (gauche) durante o processo de hidratacdo
(KIM et al.,1992; LICHTENBERG et al ,1974).

A relevancia de um espectro de RMN de micleo de spin 1/2 (‘H ou >C) para a
quimica orginica € a influéncia que um nicleo quadrupolar (**N) tem na muitiplicidade dos

sinais em virtude do seu acoplamento escalar mituo ¢ sua relaxagio.

O acoplamento para o nucleo quadrupolar de spin I produz, em teoria,
linhas 2nl + 1, entretanto, se a relaxagio do nicleo quadrupolar ¢ relativamente rapida para

a magnitude do acoplamento, o sinal pode nfio ser observado.

A ressonancia do carbono em CDCI; é somente um tripleto porque o deutério
tem um momento quadrupolo relativamente pequeno fazendo um acoplamento aparente,
visto que todos os acoplamentos com micleos clorados (*Cl e *'CL tem 1=3/2) niio

aparecem devido a uma relaxagfo muito rapida desses spins (CLARIDGE, 1999).
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A relaxagio quadrupolar do N (spinl, Q =+2.044 fm?) é muito dependente da
simetria de substituigiio ao redor do miicleo de nitrogénio e dos efeitos de ressonéncia de
outros niicleos, com spin 1/2, na sua vizinhanga, portanto a relaxagdo quadrupolar de "N e
os acoplamentos quadrupolares IH - “UN e BC - N (Jyu e Juc , respectivamente)
sio sensiveis a mudancas no ambiente ao redor do nitrogénio (BOVEY, 1969).
Por isso, para maioria dos compostos, existe o interesse no estudo das propriedades do
nicleo do N, uma vez que os atomos de nitrogénio estio geralmente localizados em
posiches moleculares estratégicas € estdo diretamente envolvidas nas interagdes

soluto-solvente (RICHARDS € THOMAS, 1974; GEROTHANASSIS, 1987).

Outros fatores importantes que afetam a relaxagéo quadrupolar sio a
temperaturz € a viscosidade. Os formatos das linhas observadas pelo micleo acoplado sdo
alterados pelas mudangas de viscosidade e temperatura, assim como O acréscimo na
temperatura leva a uma lenta relaxagdo e uma melhor resolugdo dos multipletes

(AKITT,1992),

Alternativamente, baixas temperaturas aumentam a velocidade de relaxagdo
quadrupolar e se a ressonancia de nicleos de spin 1/2 acoplados for ampla, a relaxacio se

torna muito rapida para que qualquer acoplamento seja exibido (AKITT,1 992).
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2- OBJETIVOS
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Os objetivos desse estudo foram:

Determinar a toxicidade in vitro e in vivo desses novos organofosforados e

investigar sua atividade anticolinesterasica.

Fazer uma triagem inicial da toxicidade desses organofosforados e comparar a

toxicidade desses novos compostos com os organofosforados ja existentes no mercado.

Estudar o comportamento do cloreto de acetilcolina (ACh) em varios solventes
para se determinar quais as intera¢des com 0s solventes que afetam a sua conformacio,
a sua mobilidade e formas de agregagio, dando énfase is mudangas que ocorrem com a
constante de acoplamento e a relaxagdo quadrupolar do YN com o aumento na polaridade

do solvente, procurando entender os fatores que governam as interagdes soluto-solvente.

l
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Organofosforados

Os organofosforados foram  sintetizados pelo laboratério  do
Prof. Dr. Paulo Olivato do IQ-USP.

3.2- Imibicéo in vitre da acetilcolinesterase

Estes experimentos foram realizados utilizando-se de amostras de sangue total
heparinizadas que foram gentilmente cedidas pelo Centro de Controle de IntoxicagGes
(CCI) da Unicamp, coletadas de pacientes do ambulatério de Toxicologia e Medicina do
Trabalho do Hospital das Clinicas da Unicamp. A utilizagio dessas amostras foi aprovada
pelo comité de ética em pesquisa da Unicamp segundo parecer niimero 441/2003 expedido

em 18/11/2003(Anexo 1).

As amostras foram inicialmente analisadas quanto a sua atividade
colinesterasica pelo laboratério do CCI e posteriormente apds a determinagdo da
pseudocolinesterase plasmatica e acetilcolinesterase eritrocitaria caso os valores estivessem
dentro da faixa de normalidade (pseudocolinesterase plasmatica entre 1,5-3,5 U/ mL e
acetilcolinesterase eritrocitaria entre 2,6 — 4,1 UVmL) o material era utilizado em nossos

estudos.

A dosagem dessas amostras foi realizada por espectrofotometria em 405 nm
pelo método de Ellman (ELLMAN et al., 1961; VAN SITTERT, 1987) modificado usando
acido 5,5 -ditio-bis-2-nitrobenzdéico (DTNB) e como substrato o iodeto de

propioniltiocolina.

Os novos organofosforados foram testados primeiramente como inibidor para
acetilcolinesterase substituindo a eserina {(também denominada fisostigmina) normalmente
no método de Ellman. Neste teste foi utilizado o diclorometano como veiculo para o

organofosforado.

Posteriormente esses compostos foram adicionados diretamente no sangue na
concentragio de 10 mg/mL para posterior dosagem da colinesterase pelo método de Ellman

para avaliacdo da atividade anticolinesterasica desses compostos {(SILVA, 1996).
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3.3- Caltura de células

Nesse trabalho foram utilizadas células de feocromocitoma de rato da linhagem
PCi2, gentilmente cedidas pelo laboratério do Prof Dr. Roger Castilho. As culturas
celulares foram mantidas em frascos de cultura (75 cm®) em meio de Eagle modificado por
Dullbecco (DMEM) contendo 4,5g de glicose por litro suplementado com 10% de soro
equino inativado por calor, 5% de soro fetal bovino inativado e 1% de penicilina

10.000 U/mL e streptomicina 10 mg/mL.

As culturas foram mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera contendo 5% de
CO,, em cultura continua através de repiques periddicos. Os repiques foram feitos durante a
fase de crescimento logaritmico, quando as mesmas atingissem a densidade de confluéncia
em tomo de 3 x 10° células por ml. Para verificar a densidade de confluéncia era feita a

contagem das células em cdmara de Newbauer utilizando-se do corante azul de tripan.

Para descolamento das células do substrato sélide ¢é adicionado ao frasco de
cultura 10 mL do préprio meio DMEM suplementado e descolamos as células com
“cell scraper’(raspagem), mantendo sempre em cada frasco um volume total de 20 ml

sendo 5 ml de células PC 12 e 15 mL de meio DMEM suplementado como descrito acima.

3.4- Estudos de citotoxicidade e determinacio da IC50

Os estudos de citotoxicidade foram realizados no laboratorio de Bioenergética
da faculdade de Ciéncias Médicas, esses estudos determinaram os valores de IC 50 que

corresponde a concentragdo do composto em estudo que inibe 50% do crescimento celular.

Os testes foram feitos em discos de cultura de células que tinham a dimensio de
35 mm x 10 mm. Nestes discos foram colocados o meio DMEM supiementado e as células
PC 12 que foram retiradas dos frascos de cultura iniciais que possuiam em torno de

3 x 10% células por mL.

Foi colocado nos discos de cultura um volume final de 3 mL de meio
suplementado misturado as células que tinham numa concentragio final aproximadamente

1x10° células /ml. Os discos de cultura ficavam na estufa a 37°C, em atmosfera contendo
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5% de CO;, durante 1Zhs. Apos esse periodo as células foram tratadas com os
organofosforados, sendo usado como veiculo para o organofosforado o dimetilsulfoxido

(DMSO) e no grupo controle foi colocado somente DMSO.

Os estudos foram feitos com diferentes concentragBes dos organofosforados
que variavam de 0 mM a 20 mM para se determinar a IC 50. A viabilidade celular era
observada no periodo de 72hs apos a administragio do organofosforado.

A taxa de sobrevivéncia celular inicialmente estava sendo quantificada
fluonmétricamente utilizando-se o espectrofluorimetro Hitachi F-4010, no comprimento de
onda entre 365-580 nm, utilizando-se 4 pL de brometo de etidio e 0,005% de digitionina,
as lerturas eram realizadas comparando-se as amostras de células controle com amostras de
células expostas aos organofosforados.Para alguns organofosforados ndo foi possivel

obtermos leituras devido a alta turvacgiio apresentada pela amostra.

Optamos por alterar a forma de avaliar a taxa de sobrevivéncia celular e
passamos a avaliar a viabilidade celular através do corante azul de tripan a 0,1% em
solugio de PBS, contando as células viaveis em cimara de Newbauer, para termos uma

avaliagdo uniforme de todos os organofosforados.

A contagem das células foi realizada contando-se os quatro quadrantes
presentes na cdmara de Newbauer na qual as células que apresentavam coloracdo azul eram
consideradas inviaveis e as células nfo coradas eram as células viaveis. Os wvalores
encontrados foram divididos por 4 e em seguida multiplicados por 10* que é o valor
correspondente a 4rea de cada quadrante (Imm’) somado ao espago encontrado entre a
laminula e a camara (0,1 mm) que equivale a 0,1 pt ou 10™* mi. Por isso multiplica-se por
10* para obter o nimero de células em cada mililitro, € o resultado ¢ multiplicade por

10 que € o valor de diluigio no azul de tripan.

A diluigo foi realizada utilizado-se 100ul. de células retiradas do disco de
cultura com organofosforado e 900uL. de azul de tripan.
Apoés a contagem das células, a porcentagem de células viaveis foi utilizada

para estabelecer a 1C50, que foi estabelecida através da inser¢iio dos dados de viabilidade
no programa GraphPad Prism 4 (http.//www.graphpad.com).
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3.5- Estudos de toxicidade aguda em camundongos

Os testes foram realizados no laboratério de Farmacologia e Toxicologia do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) e tiveram
como objetivo avaliar os riscos desses compostos para satide humana através do estudo

com camundongos.

Os estudos de toxicidade in vivo foram realizados através da determinagio da
dose letal média (DLS0) que ¢ a concentragiio do composto estudado, letal para 50% da
populagdo estudada. A DL 50 foi calculada apos a inser¢iio dos dados num programa
rotineiramente utilizado no laboratorio de Farmacologia ¢ Toxicologia para o calculo da
DL 50.

De acordo com o valor da DL 50 encontrado, o organofosforado recebe uma
classificacio de acordo com “The globally harmonized system for hazard classification and

labelling 2003” (http.//www.unece org) da organizagio UNECE (United Nations Economic

Commission for Europe) que indica o seu nivel de toxicidade (Anexo 2).

Os testes para determinar a DL50 foram realizados com camundongos da
linhagem Swiss machos adultos pesando entre 20-30 g, ambientados a 22°C com
fotoperiodo de 12/12 h, mantidos com ragio e agua ad libitum. A utilizagio dos animais
para esse estudo foi aprovada pela comissfo de ética na experimentagdo animal da
UNICAMP, segundo protocolo 607-1 de 03/10/2003 (Anexo 3).

Para determinac¢iio da DL50, os camundongos permaneceram em jejum por
12 horas, no diz do teste os camundongos foram pesados e divididos em grupos de

cinco animais nos quais sdc administradas diferentes concentragdes do organofosforado

parz cada grupo.

As doses sdo uma mustura do organofosforado dissolvido em uma solugdo
salina (NaCl a 1%), caso nio haja diluicio completa do organofosforado é necessario

adicionar uma gota de Tween (detergente nZ0-i6nico).

As doses foram administradas aos camundongos por via oral através de sonda

gastrica em diferentes concentrages num intervalo de 30 a 1000 mg/kg,
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Os valores que correspondem a essas concentragdes s&o calculados por regra de
trés apds pesagem dos animais, o volume de solugio salina adicionado ao organotfosforado
também ¢ calculado pelo peso do camundongo e comresponde a 0,01 ml/g e ao grupo

controle foi administrado apenas solugio salina.

Apés a ingestdo das doses, foi observada a taxa de mortalidade durante os
primeiros 30 minutos, periodicamente durante o primeiro dia e diariamente num periodo de

14 dias.

Adicionalmente & taxa de mortalidade, foram observadas as ocorréncias de
sinais ou sintomas do sistema nervoso autdnomo (salivagio, diarréia) e do sistema central ¢
periférico {tremor, convuisdo, coma).

Para a realizacio dos testes de DL50 escolhemos apenas trés organofosforados
dos testes para que ndio houvesse um grande nmamero de animais sacrificados, uma vez que

para cada dose testada s#o utilizados 5 animais.

Os organofosforados estudados nos animais foram escolhidos de acordo com os
resultados obtidos com o trabalho realizado com as células, optamos por utilizar os
organofosforados que tiveram a IC50 num valor mais elevado o que significa que sdo
menos toxicos, portanto foram utilizados os organofosforados 9 e 11 e o

organofosforado 4 que apresentou um valor intermediario de IC 50 entre os valores mais

1OXicos e menos toxicos.

3.6- Métodos de RMN
3.6.1- Mateniais

O Cloreto de acetilcolina (Aldrich) foi utilizado sem purifica¢do.

3.6.2- Espectro de RMN

O espectro de RMN de 'H em solventes de diferentes constantes dielétricas (g)
foram obtidos no espectrdmetro Varian Gemini 300 com concentragio de 0.15 mol L7,
sendo usados como referéncia interna SiMe,; (TMS) e 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato

de sodio (DSS).
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O espectto de RMN de 'H foi obtido nas seguintes condigdes:
128 transientes acumulados em 32k pontos de dados com um pulso de 37°, largura de
varredura de ca. 3000 Hz e tempo de aquisigdo (AT) de ca. 2.7 s; e para o espectro de
13C NMR: 1024 transientes, 32k pontos de dados, pulso de 45°, largura de varredura de
ca. 10000 Hz e AT 1 s. A atribuigiio dos sinais nos espectros de 'H ¢ °C NMR da

ACh foram realizados através de experimentos bidimenstonais HETCOR.

3.7- Experimentos de RMN de PFG

Para os experimentos de RMN de pulso com gradiente de campo (PFG),

as amostras de ACh nas concentragdes 1, 5, 10, 25, 50 ¢ 100mM foram preparadas em D;0.

O espectro de RMN com PFG para ACh foi também determinado na
concentragdo de 100 mM nos solventes: D,0, CDsOD e CDCl. Os espectros de PFG
(WIDER et al, 1994) foram adquiridos a 25°C num espectrometro Bruker DRX
400 usando-se sondas de 5mm de didmetro com detecgdo no modo inverso com um nico
gradiente(Z) . Uma seqiiéncia de pulsos de repetigio foi estimulada usando pulsos de
gradiente bipolar para difusiio (ANTALEK, 2002). Os coeficientes de difusio medidos
através de um aumento da amplitude de gradientes de pulsos em 8 passos
[0.68 G.cm™ (2%) para 13.62 G. cm™ (50%)1. A duragdo do gradiente de pulso (10 ms) e o
tempo de difusio (20ms) foram constantes. O espectro foi adquiriddo com um tempo de

relaxacgio de 1.5 s e com 16 varreduras.

3.8- Tempo de relaxacio nos espectros de RMN

O tempo de relaxagio do '*N foi determinado através de experimentos de

inversdo-recuperagio no espectrometro Bruker Advance DPX 300 operando em 21.68 MHz
para "N,

A amostra foi preparada em um tubo de RMN de Smm com 100mg de ACh
diluida em 0.7 mL do solvente, sendo utilizados como solventes CDCl; e DMSO-dq.
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A seqiéncia de pulsos comega com tempo de reciclagem (Di=2s),
que ¢ suficientemente longo para assegurar que toda magnetizagio retorne ao equilibrio.

Um pulso de 180° é aplicado para inversio de toda magnetizagéo.

Durante o tempo de reciclagem a magnetizagio ¢ feita para recuperar uma certa
soma (tempo de reciclagem variando de 5 até 60 ms) e para finalizar um pulso de
90° converte a z-magnetizaglio residual em uma observivel magnetizacio transversa,

que ¢ detectada durante o periodo de aquisigio (AQ=0.9s) (BRAUN et al.,1996).
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4- RESULTADOS
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4.1- Inibicio in vitre da acetilcolinesterase

O primeiro teste realizado consistiv em testar os organofosforados como
inibidores para acetilcolinesterase substituindo a eserina normalmente no método de Ellman
(ELLMAN et al., 1961), nos testes realizados nenhum organofosforado se mostrou eficiente
na substituicdo da eserina, pois ndo houve a interrupgo total da reagdo enzima - substrato

(colinesterase - iodeto de propioniltiocolina) como normaimente ocorre com a eserina.

Os resultados da inibigio da colinesterase total (T), plasmatica (P) e

eritrocitaria (E) encontrados apos adi¢do dos organofosforados estio descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Porcentagem de inibigdo da acetilcolinesterase

Organofesforado Inibicdo T Inibicio P Inibicao E
1 36,5% 40,9% 33,3%
2 20% 0% 24%

3 100% 100% 100%
4 100% 100% 100%
5 11,5% 8,2% 14,3%
) 18,7% 20,3% 18,8%
7 0% 0% 0%

8 0% 0% 0%

9 56,4% 69,3% 42.5%
10 57,7% 92,75% 29,95%
11 28% 39% 16%
12 22.4% 23% 22%
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4.2- Estudos de citotoxicidade e determinagdo da IC 50

Nos estudos de citotoxicidade estabelecemos os valores de IC50, que representa
o valor da concentragiio de organofosforado que tem 50% das células viaveis, os valores
encontrados foram calculados apés a contagem das células, a porcentagem de células
vidveis relacionadas com o logaritmo da concentragio do organofosforado foi inserida

programa GraphPad Prism 4 (http://www.graphpad.com) que nos forneceu o valores de

IC 50 para os diferentes organofosforados, esses valores estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2- Valores de IC350 para os diferentes organofosforados

Composto IC 50 (mMIl) R2
Organofosforado 1 33,9 0,945
Organofosforado 2 1,7 0,99
Organofosforado 3 8,95 0,97
Organofosforado 4 7,5 0,98
Organofosforado 5 19,44 0,965
Organofosforado 6 6,85 0,97
Organofosforado 7 3,18 0,95
Organofosforado 8 1,3 0,95
Organofosforado 9 67,5 0,97
Organofosforado 10 7,38 0,95
Organofosforado 11 2302 0,97
Organofosforado 12 7,32 0,96
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4.3- Estudos de toxicidade aguda e determinagdo da DL 50

Os valores da DL 50 encontrados para os organofosforados 4, 9 ¢ 11 estdo

descritos na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de DI.50 para os diferentes organofosforados

Composto DL 50 (mg/kg)
Organofosforado 4 40
Organofosforado 9 300

Organofosforado 11 950

Os animails apOs a administragiio dos organofosforados apresentaram sinais
tipicos de estimulagio do sistema nervoso auténomo parassimpatico como sialorréia
intensa, diarréia ¢ aumento de micgdo, quando administramos o composto 4 as mortes
foram rapidas ¢ nio observamos sinais apresentados pelos compostos 9 e 11 como sinais de
alteragio do SNC como fraqueza muscular, hipotonia, ataxia, falta de coordenac¢do motora
e sonoléncia, a morte dos animais nas doses mais elevadas de todos os compostos era

produzida apos convulsio.

4.4- Estudos da RMN da acetilcolina

Os resuitados de RMN descritos foram obtidos através de uma metodologia
utilizada em nosso laboratoro, inicialmente foi feita uma interpretagdo completa dos
espectros de RMN de 'H e °C de ACh. As atribuiges dos sinais dos grupos OCH; e
CH,N" foram feitas utilizando o mapa de contorno 2D HETCOR, no qual sfio mostrados os
sinais em 4.58 e 3.76 ppm correspondentes aos grupos OCH; e CHoN' respectivamente.

Entio, o efeito dos solventes no equilibrio conformacional da ACh foi
comparado entre solventes de diferentes polaridades (e 4.8 to 80.0). As constantes de

acoplamento Jyn € Jnc para os hidrogénios H-3 e H-4 foram extraidos dos espectros de
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hidrogénio, do mesmo modo o acoplamento Jnc foi mensurado diretamente no espectro de

C com préton desacoplado e seus valores sio apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- As constantes de acoplamento Jim, “ni® € Jnc (em Hz), para o sistema A;B,X
do cloreto de acetilcolina (ACh), carbonos metilenos C-3 e C-4, em solventes de
constantes dielétricas diferentes (g). * *Jay = 2.5 Hz. *Nio observavel
“Sinal expandido, incluindo *Jyy. “Insohivel. “Multiplete.

Solvente £ B A~ 3 Fusna Jame e e "Ines
CDCls 48 7.1 25 7.2 2.6 b g
C,D,Cl4 8.5 7.1 2.7 7.1 2.7 b ¢
Piridina 12.4 15.1° - 7.2 2.6 ¢ a
Acetona  20.7 14.9° - 7.2 2.6 3.9 3.3
CD;0D 33.0 15.0° - 7.1 2.5 3.7 3.1
CD;CN 37.5 14.9° - 7.2 2.7 ¢ 3.1
DMSO 46.7 14.4° - 73 2.6 3.3 e
D0 80.0 14.8° - 7.2 23 3.9 3.4

Os espectros de RMN de 'H do O-CH,-CH,-N+ fragmento do cloreto de

acetilcolina em diferentes freqiiéncias e solventes estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5- Espectros de RMN de 'H do O-CH,-CH,-N+ fragmento do cloreto de
acetilcolina: (a) em 60 MHz; em 300 MHz: (b) em CDsCN; (¢) em CDCl; e
(d) simulado. O sinal de OCH; ¢ mostrado a esquerda.
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Os espectros simulados no programa MESTRE-C estio apresentados na
Figura 6.

a) d)
Gt bt LAAd L A Laadd st Lan e
4.57 4.55 4.53 ppm 4.818 A4.595 4.580 ppe
C
b) )
s ase 4w e asav 4.525 4510 ppam

Figura 6- Espectro expandido de RMN de 'H do grupo OCH, (em campo baixo) de ACh.
a) em D,0; b) em CDCls; espectro de RMN de 'H do grupe OCH; com
desacoplamento dos hidrogénios do grupoCH,N" ¢) em D,0 e d) em CDCls.

Os resultados dos experimentos de PFG realizados para avaliar o coeficiente de

difusio em diferentes concentragdes de D,O estdo representados na Tabela 5.
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Tabela 5- Coeficiente de difusio de RMN ACh em diferentes concentragbes de D,0 a

25 °C.
Concentracio ACh Desvio Padrio HDO*
(mM) D x 10" (m®/s) (x10'% D x 10° (m’/s)
1 5.29 0.06 1.52
5 5.48 0.10 1.62
10 5.52 0.24 1.69
25 . 5.58 0.25 1.56
50 5.51 0.30 1.59
100 5.44 0.53 1.51
Desvio Padriio 0.09x107¢ 0.07x10°

*() coeficiente de difusdo foi determinado quando a pureza do HDO era 1.51x10™° m/s.

Sdo apresentados na Tabela 6 os coeficientes determinados para acetilcolina em

D,0, CDs;0D e CDCl;,

Tabela 6- Viscosidade, Coeficiente de difusdo e Coeficiente de difusfo corrigido para
100 mM ACh em CDCl, D,0 ¢ CD;0D

Solvente Viscosidade Coeficiente de difusio Coeficiente de
(1, mPa, 25°C) ® x 10, m’s™) difusdo corrigide
(mxDx10'%)
D,0 0.890 5.44 4.84
CD;0D 0.544 10.6 5.77
CDCls 0.537 4.58 246
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5.1- Inibicao da acetilcolinesterase

Uma das maneiras de estudar a inibicio da acetilcolinesterase é a inibigdo
enzimatica in vifro. Esta pode ser obtida adicionando-se compostos inibidores de

colinesterases diretamente & amostra de sangue.

Alguns pesquisadores (CLOTHIER et al, 1981; SILVA 1996;
SKRINJARIC-SPOLJAR et al, 1988; SMITH, 1974) utilizaram inseticidas

anticolinesterasicos na inibi¢do in vifro, para pesquisas de diferentes objetivos.

Para o método de Eliman (ELLMAN et al., 1961) os organofosforados ndo se
mostram eficientes na substituicio da eserina , pois ndo houve a interrupgio total da reagdo

enzima - substrato.

Os resultados da inibicdo da colinesterase total (T), plasmatica (P) e
eritrocitaria (E) encontrados apés adigdo dos organofosforados descritos na Tabela 1,
demonstram grande variag8o entre os organofosforados enquanto os organofosforados 3 ¢ 4
inibi¢do total das colinesterases mostrando-se altamente toxicos, os organofosforados 7 e 8

ndo apresentaram nenhuma inibi¢do, apresentando baixa toxicidade.

E interessante observar que os compostos 3 e 4 sfio os Unicos que apresentam

uma dupla ligagio C=C conjugada com o anel e com o grupo sulfonila.

5.2- Citotoxicidade e Toxicidade Aguda

Os futuros compostos a serem langados no mercado precisam ser

cuidadosamente avaliados quanto aos seus riscos potenciais, antes de se iniciar o seu uso.

Um dos testes utilizados na avaliagdo e classificag¢iio de compostos como os

organofosforados é o teste de toxidade aguda, no qual se determina o valor da DL50.

Para se determinar o valor da DL50 ¢ necessario um grande mimero de animais,
para evitar o uso de animais, os testes de toxicidade aguda tem sido substituido por ensaios
in vitro (SEIBERT et al.,1996; KATZUNG, 1994; TRIGLIA, et al, 1991)
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Um dos ensaios in vitro mais utilizados em substituicio aos testes de toxicidade
aguda ¢ o teste de citotoxicidade em cultura de células. Nesse estudo foram feitos testes de
cttotoxicidade para os 12 organofosforados estudados, de acordo com o resultado dos testes
de citotoxicidade foram escolhidos apenas trés organofosforados para serem feitos testes de

toxicidade aguda.

Os testes de citotoxidade demonstram diferentes valores para os diversos
organofosforados, os compostos que apresentaram maior toxicidade foram os
organofosforados 2 ¢ 8 ¢ os menos toxicos foram os organofosforados 9 ¢ 11.
Ao compararmos os organofosforados estudados com os ja existentes no mercado podemos
dizer que todos s30 menos toxicos que paraxon (IC50=0,04mM), que € um organofosforado
extremamente tOxico, entretanto se compararmos os 12 compostos ao fenthion que € um
organofosforado de toxicidade moderada (IC50=4,8mM), os organofosforados 2,7 ¢ 8
s&o mais toxicos (FLASKOS et al.,1994; VERONESI e EHRICH, 1993).

Apds os testes de citotoxicidade, foram escolhidos 3 compostos para serem
realizados os testes de toxicidade aguda, escolhemos os compostos que tiveram a IC50 num
valor mais elevado o que significa que sdo menos toxicos, portanto foram utilizados os
organofosforados 9 e 11 e o organofosforado 4 que apresentou um valor intermediario de

IC 50 entre os valores mais tOXicos € menos toxicos.

De acordo com os valores de DL 50 encontrados os organofosforados
receberam uma classificagio de acordo com os critérios da UNECE (Anexo 2),
o composto 4 recebeu a classificagio 2 o que significa que se trata de um composto
altamente toéxico, o composto 9 recebeu classificagio 3 sendo considerado téxico,
no entanto 0 composto 11 recebeu classificaciio 4 e pode ser considerado pouco toxico em

concordancia com os dados obtidos nos testes de citoxicidade.

Comparando-se o composto 11 com organofosforados ja existentes no mercado,
este tem a mesma classificagdo que os organofosforados malathion, fenitrothion, menazon
( GAINES, 1969). Com essa classificagdio o composto tem potencial para ser
comercializado, porém ainda s30 necessarios outros testes como de toxicidade crbnica,
potencial mutagénico e carcinogénico, testes que ndo foram feitos nesse estudo, pois 0

objetivo desse estudo foi fazer uma primeira triagem da toxicidade desses compostos.
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Analisando os sinais clinicos apresentados pelos camundongos notamos
alteragBes no sistema autdnomo e SNC, tipicas de intoxicagio por organofosforados como

fraqueza muscular, perda da coordenagio motora ¢ sialorréia (HAYES, 1989).

£.3- RNM da Acetilcolina

Para realizagiio desse estudo foi necessiria uma completa interpretagio sem
ambigitidades do espectro de RMN de 'H e *C da ACh. Os resultados foram apresentados
na Tzbela 4, as atribuigdes dos sinais dos grupos OCHa € CH,N" demonstram que os sinais

em 4,58 e 3,76 ppm correspondem aos grupos OCHz e CH,N respectivamente.

Existem trés possiveis conformeros para moléculas do tipo XCH,CH:Y,

uma anfiperiplanar (estrutura 1) e duas formas sinclinal que sdo equivalentes

(estrutura 11 e 11, figura 7).
X H

Ji H

H H H__ H H
A C

' H H H X X H

Y Y Y

antiperiplanar sinclinal sinclinal
I I m

Figura 7- Conformeros estaveis para moléculas do tipo XCHCH:Y

Em cada conformero pelo menos duas constantes de acoplamentos vicinais
distintas estdo envolvidas; em I ha um acoplamento J antiperiplanar € um J sinclinal.

Em IT h4 um acoplamento J antiperiplanar ¢ tiés J sinclinal.
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A rapida interconversdo dos confOrmeros por rotagio das ligagSes C-C
restituem cada par geminal de protons quimicamente equivalentes ¢ o sistema de quatro
hidrogénios € descritc como AA'XX' ou AA'BB° dependendo dos deslocamentos
quimicos entre pares de metileno se sdo altos ou pequenos. A designacio AzX, ou AzB;,
também sfo determinadas por este sistema, sendo estritamente reservado a casos raros,

os quais ambos os micleos A sio acoplados em igual extensdo com os dois micleos X ou B.

A mesma rotagio, entretanto, nfio leva a uma Gnica média de constante de
acoplamento vicinal exceto quando as populagdes de conformeros sio iguais, portanto os

espectros obtidos sdo complexos e ndo podem ser analisados em primeira ordem.

A andlise detalhada desses sistemas (POPLE et al,1959; WILBERG ¢
NIST,1962; EMSLEY,1965) esta fora do objetivo desse trabalho , mas certas caracteristicas

sdo resumidas nesse trabalho.

O sistema AA'BB’ (e AA"XX") s&o simétricos em seus pontos médios, metade

¢ devido a AA’ e outra a BB'(XX") e ambos podem ser usados para anilise espectral.

Cada metade de um espectro AA'XX' tem um centro de simetria

(é centrosimétrico) adicional para o0 grupo como um todo.

Na maiona dos casos, quatro constantes de acoplamento estio envolvidas, elas
podem ndo ser diretamente derivadas do espectro, mas podem ser calculadas segundo os
pardmetros definidos por K, M, N:

Ja
A—A’

N

J
/B B

K=Ja+Jg L=0-T
M=Js-Jp;, N=J+J

Em muitos casos Jy =.Jp quando M = 0.
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O espectro de ACh 60 MHZ em DO ja foi publicado
(CULVENOR e HAM,1966), porém néo tem a resolugiio usada atualmente.

Nesse trabalho, nds apresentamos stnais para ambos 0s hidrogénios metilénicos
no espectro de RMN de 'H em acetonitrila (figura 5b) e em cloroférmio (figura 5¢)
em 300MHZ, que demonstram sinais com melhor resolugiio em comparagio com espectros
obtidos a 60 MHZ (figura 5a).

A regifio dos dois protons metilénicos pode ser classificada como um sistema
AA'XX', porque a diferenca entre os deslocamentos quimicos (84-0x) € maior que Jax
(ABRAHAM et al.,1993). O multiplete no campo menor (figura 5b), devido aos protons
OCH,, ¢ mais complexo do que o multiplete de NCH; porque existe um acoplamento
adicional de aproximadamente 2 Hz entre os protons de OCH; e o atomo de nitrogénio

positivamente carregado (spin nuclear 1).

O sal de nitrogénio quartenario possui um acoplamento nas trés ligagdes
*J NCCH que é maior (1,5-2Hz) que o acoplamento nas duas ligagSes 2J NCH (0-0,6Hz)
(KAWAZOQE et al., 1967).

Os valores de N e L sdo estimados no multiplete que estd no campo alto e
redefinido por calculos de interatividade e programas computacionais como MESTRE-C,
versdo 3.6.9; http.//www.mestrec.com (PAN e ROGERS,1968), sendo N, 9,70 Hz e L,
4,49 Hz; entdo 2J = 14,19 (N +L), assim J = 7,10 e J'=2,60 Hz. Estes resuitados foram
comparados com os valores calculados se os conférmeros antiperiplanar

{estrutura I, figura 7) ou sinclinal (estrutura IT e II figura 7) forem favorecidos.

No caso de uma conformagio anfiperiplomar com um acoplamento menor
(2,6Hz) pode corresponder a .J; , mas um valor maior {7,0Hz) é anormalmente baixo para

Ji devido aos efeitos do substituinte.

Entretanto, para a conformagcdio sinclinal , o acoplamento de 2 ,6Hz é condizente
com os valores de .J;, sendo J = 7,1 Hz aproximadamente o valor esperado de ¥ (i + Jy),
sendo (9,7 +2,6)/2 =62 Hz
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Esses resultados mostram claramente que o fragmento OCH,CHN" esta num
amranjo sinclinal, entdo se for observado que ndo existem mudangas nos valores das

constantes de acoplamento (Juu and Jnc) quando se altera o solvente.

De um solvente ndo-polar para um muito polar, existe a indicagdo da auséncia
do efeito do solvente no equilibrio conformacional da acetilcolina e conseqlientemente

também indica uma alta estabilidade do conférmero sinclinal.

Os acoplamentos observados (7,2 e 2,3 Hz em D;0) estdo préoximos aos
acoplamentos encontrados por Culvenor ¢ Hams (7.0 e 2,5 Hz em D0} e com os dados
para perclorato de acetilcolina (6,9 e 2,4 Hz em D,0) (BOVEY, 1972).

Além disso, a conclusdo da ocorréncia da forma sinclinal também esta de
acordo com um trabalho anterior para ACh em D,O (SONG et al., 2004) e no estado
cristalino (JENSEN, 1982), no qual a estabilidade pode ser atribuida a uma forte interagio

ion-dipolo entre a alta eletronegatividade de O e a carga positiva do atomo N™.

O espectro de acetilcolina merece alguns comentérios, o espectro expandido na
figura 5b ,em CDsCN, difere do espectro correspondente em CDCl; como mostra a figura
5¢, que é similar ao espectro simulado (figura 5d) através do programa MESTRE-C .

Além disso sdo scmelhantes os espectros experimentais. Em ambos os solventes,
com os espectros simulados para o sinal de CH, N, o sinal experimental para o grupo

OCH; em solvente ndo-clorado é mais complexo do que no espectro calcuiado.

Entre todos os solventes usados nesse trabalho, o espectro em C,D,Cl, €
também similar ao espectro em CDCls, enquanto para os solventes restantes o sinal para o

grupo OCH; aparece como um multiplete complexo como em CD;CN.

A comparagio do sinal expandido do grupo OCH; nos solventes D,O e CDCl; ¢
mostrado na figura 6 (a e b, respectivamente), esta € uma clara indicagdo que o pnmeiro
sinal pode ser incluido no acoplamento Jxe , envolvendo o nucleo de "N (spin 1),

que foram confirmados por irradiagéo dos hidrogénios de CH, N,
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Para eliminar os acoplamentos proton-proton, que tem um triplete no espectro

em D;O (figura 6c) e um singlete para o espectro em CDCls (figura 6d).

Esses resultados sugerem que o tempo de relaxacgéo do “N (71) em solventes

n3o-clorados e solventes clorados devem ser diferentes.

Os tempos de relaxagdo foram medidos e foi observado que 77 € 45 ms em

DMSQO-ds e em CDCls, o valor de 71 ¢ 18ms.

A possivel influéncia do efetto da viscosidade no tempo de relaxacio do
N nesse caso pode ser excluida pela investigacdo de dados de viscosidade no estudo dos
solventes. Enquanto o acoplamento com o YN ndo é oBservado em CDCl; ¢ C;D,CL
(770,537 ¢ 1,437 mPa s, a 25%C, respectivamente), é claramente observade em todos os
outros solventes, por exemplo, piridina, acetona, CD:0D, CD3;CN, DMSO e D;0(7 0,879,
0,306, 0,544, 0,369, 1,987 ¢ 0,890 mPa s, a ZSOC, respectivamente).

A Unica possibilidade para explicar as diferengas no espectro RMN de 'H de
ACh é explicada pelo seu comportamento em solugdo. Para estudarmos essa possibilidade
foram feitos experimentos RMN PFG nos solventes D,0, CD3;0D e CDCls.

E esperado que o coeficiente de difusio diminua quando os movimentos
moleculares diminuem por agregagdo molecular ou vanagdo na viscosidade.
Também foram escolhidos para esses experimentos o metanol e o cloroféormio devido suas
viscosidades serem muito proximas isso reduz os efeitos da viscosidade nos coeficientes de

ACh em solugio.

Primeiramente foram encontrados os valores dos coeficientes de difusdo nas
solu¢des com diferentes concentragSes de acetilcolina em D20, para determinar se haviam
variagbes devido ao aumento na agregagdo. Os resultados desses experimentos para ACh

em diferentes concentragbes em D0 estdio na Tabela 5.

Uma pequena variacdo é observada para o coeficiente de difusdio, dentro da
margem de erro experimental, indicando que 2 ACh apresenta 0 mesmo comportamento em

todas as concentragOes estudadas.
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Os coeficientes de difusdo determinados para acetilcolina em D.O, CD;0D e
CDCls a 25°C foram mostrados na Tabela 6. Como os solventes CDsOD ¢ CDCls tem
viscosidades muito semelhantes e o coeficiente de difusio da ACh em solugio de metanol ¢
cerca de duas vezes o valor na solugdo de cloroférmio , podemos concluir que existe

agregacio da ACh em cloroformio, mas nio em metanoi.

Além disso, se a corregdo das diferencas na viscosidade ¢ incluida
multiplicando ¢ valor de D para a viscosidade, valores do coeficiente de difusdo mostram
que a agregacio da acetilcolina em metanol e em agua sdo muito semelhantes, mas muito
diferente para o cloroférmio, o que confirma que o comportamento da acetilcolina em

solucdo é diferente para solventes clorados e ndo clorados.
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De acordo com os objetivos inmcialmente propostos neste estudo,

concluimos que:

Nos testes de citotoxicidade observamos gue os organofosforados estudados
apresentaram diferentes piveis de toxicidade com valores de IC50 bem distintos
comprovando que presenca de um substituinte é suficiente para afetar significativamente

algumas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de compostos anticolinesterésicos.

Os estudos de toxicidade aguda demonstraram que os organofosforados 4 € 9
tem uma toxicidade elevada, porém o organofosforado 11 apresenta uma toxicidade

mediana portanto poderia ser utilizado comercialmente.

Foi observado através dos valores das constantes de acoplamento (Jux € Jnc)
dos espectros de RMN de 'H ¢ PC que niio ha efeito do solvente no equilibrio
conformacional da ACh. Os valores das constantes de acoplamento indicam que o sistema
OCH,CH,N" esta numa conformagio sinclinal , estando esses resultados de acordo com
trabalhos anteriores para ACh em D,O (SONG et al, 2004) e no estado cristalino
(YENSEN, 1982). A preferéncia pela conformagdo sinclinal pode ser atribuida a uma forte

interagio fon-dipolo entre os atomos O e N,

Os acoplamentos observados com "N em solventes nio clorados sio resultados
de longos tempos de relaxagfio, em relagio aos expertmentos com solventes clorados,

os acoplamentos sio observados.

Os valores dos coeficientes de difusdo para ACh em diferentes solventes
confirmam que o comportamento desse composto depende da matureza do solvente.
De fato a ACh demonstra uma grande tendéncia a agregacdo molecular em solventes

clorados, esta observagdo pode ser vista nas diferencas no comportamento do “Nem T;.
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COMITE DE EYICA EM PESQUISA

1= Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, 5P

® (0_19) 3785-8936

FAX (0_19) 3788-8925

§ vnew fem unicamy br/pesurisadetica/index. Intm?
QS cop i Femunicamp. br

CEP. 18/11/03.
(Grapo 111)

PARECER PROJETQ: N° 441/2003

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDOS DE TOXICIDADE "IN VITRO"™ E "IN VIVO" DE NOVOS
ORGANOFOSFORADOS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Estela Munhoz Sega

INSTITUICAO: Hospita! das Clinicas da UNICAMP

APRESENTACAO AQO CEP: 26/09/2003

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/11/04

If - OBJETIVOS

Determinar a toxicidade “in vitro™ e "in vivoe” de novos organofosforados, investigar sua
atividade asticolinesterisica. Comparar a toxicidade desses guatro novos compostos Com OS
organofosforados ja existentes no mercado.

I - SUMARIO

Trata-se de pesquisa experimental em que serio utiizados: uma cultura de células de
ratos cedida pelo professor Roger Castitho, células compradas de um reposiiorio dos Estados
Unidos, camundongos swiss, amostras de sangue humano total estocado provenientes do Centro
de Controle de Intoxicagdes. As amostras de sangue humano seriio coletadas de 20 pacientes do
ambulatorio de Toxicologia e Medicina do Trabatho do Hospital das Clinicas. Para esses seres
humanos, niio ha riscos com 2 participagio no estudo. Os experimentos avaliario a atividade
anticolinesterasica dos organofosforados, " vitro", no sangue humano total, pelo método
Ellman modificado. Para se determinar & neurotoxicidade dos organosforados, serfio utilizadas
células de feocromocitoma de ratos (PC12), obtidas no laboratério do Prof. Dr. Roger Castilho,
do IQ-USP. Estudos de toxicidade aguda e de atividade amticolinesterasica, "in vivo", serao
realizados em camundongos de acordo com método recomendado pela OECD.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto esti bem eclaborado, condizente com as normas do CEP e do CONEF.
Apresenta Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, informando os riscos beneficios para o
sujeito da pesquisa. Os risco a que ele estard sujeito serd o aparecimento de um hematoma
(mancha roxa) e/ou uma dor no local da pungdo venosa, no oferccendo outros mnscos
importantes. Os beneficios esperados serio a contribuicio na determinagio da atividade
anticolinesterisica destes novos pesticidas com menor toxidade ac homem. Ha um orgamento de
projeto de pesquisa com fundos da FAEP no total de R$ 4.000,00 para material de consumo.
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Uma vez que foram atendidas, de forma satisfatoria, as pendéncias apresentadas pelos relatores,
encaminhamos recomendando a aprovagio.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente casoc €
atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 196/96 ¢ complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢ Esclarecido, assim como todos os anexos inchuidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sao de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio represeniam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

Vi - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a jiberdade de recusar-se a participar ou de retirar Se
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma € sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1 f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (liem 1V 2.4).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado €
descontinuar 0 estudo somente apos anilise das razdes da descontinuidade pelo CEP que ©
aprovou (Res. CNS ltem HI.1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujero
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que aiterem ©
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). £ papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesme que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP ¢ 4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitara — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventusis modificagdes on emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.€)

Relatérios parciais € final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com Os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X1 Reunigo Ordinaria do CEP/FCM, em 18 de novembro de 2003.

I'_ i -:-,fl' . Py
Profa. Dra. Eﬁi‘gﬂé{{'Sﬁ Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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A2.17 Acute toxicity (See Chapter 3.1 for details)
Hazrard Criteria Hazard commumication elements
| category
Symbol
LDs < 5 mg/kg bodyweight (oral}
1Dy < 50 meg/kg bodyweight (skin/dermal)
i LCs < 100 ppm{gas) Signpal word Danger
LCss < 0.5 (mg/l) (vapous} Fatal if :;lallowed.
LCx < 0.05 (mg/T) (st mist) .( ) .
Hazard Fatal in contact with
statemeati skin {dermal)
Fatal if irhajed {gas,
vapour, dust, misi)
LD between 5 and less than 50 mg/kg bodyweiglt | Symbol
{oral)
LD50 between 50 and less than 200 mg'kg
bodvwe .
R yweight (skin/dermal) Signal
LCSObuwemlOOaaﬂ]asﬂ:anSMppm(gas) Faml i swallowed.
LCS0 between 0.5 and less than2 0 (mg/1) (vapour) (oral)
LC50 between 0.05 and less than 0.5 (mg/T) Hazard Fatal in contact with
(dust, must) Statement skin (dermal)
Fatal if inhaled {gas,
vapour, dust, mist)
1D between 50 and less than 300 me/ke Symbol &
bodyweight (oral)
LDso between 200 and less than 1000 me/kg
3 bodyweiglt (skin/dermal) Sigmal word Danger
LCap between 500 and less than 2500 ppm (gas) Toxic if swallowed.
LCsp between 2.0 and less than 10.0 (mg/D) (vapour) (oral}
LCy, between 0.5 and less than 1.0 (me/) Hazard Toxic in contact with
(dust, mist) statement skin (dermal)
Toxic if inhaled (gas,

vapour, dust, mist)

Continned on next page
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calepory
(cont'd)
LD, between 300 and less than 2000
50 bt (oral) mglkg Symbol !
LDspbetween 1000 and less than 2000 mg/kg
bodyweighi (skin/dermal) Si ;

4 LCs, between 2500 and iess than 5000 ppm (gas) igoal HW =
%Cmbgtwmlo.ﬂmdlm&mzo.o (mgM swallowed. (oral)
vapout Haomfil in contact
LCS50 between 1.0 nd less than 5.0 (mg/D) Hazard ; wrﬂlshnn(ldexmal)
(dust, mist) Harmful if inhated

(gas, vapour, dust,
mist)
Symbol No symbol
leobetwaenZOOOandSBOO(malorskmldmna[) Signal word Warning
Fﬂrgam,vapmmdnﬂs,mists,lﬂg;iuﬂm
ecpi\’alenlmngeafﬂwmalandde:mlu)so(i.e., May be harmful if
between 2000 and 5000 mg/kg bodyweight). swallowed (oral)

5 | See also the additional criteria Mzy be harmful m

. . tion of siemificant effect in | Hazard contact with skin

e Any mortality at Category 4 " staement ¢ )

e Sionificant climical signs at Category 4 May be harmful if

o Indication from other stdies. nhaled (gas, vapour,
dust, mist)
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&& Universidade Estadual de Campinas _ ﬁ:}
¥ Instituto de Biologia >

CEEA-IB-UNICAMP

Comiss3o de Etica na Experimentac3o Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos gque o Protocolo n° §07-1, sobre "DETERMINACAO DA
- - R DOS IN

VIT N E i " sob a
responsabilidade de Profa.Dra. Neici Fenalti Héehr/Estelao Munhoz Sega esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 03 de
Outubro de 2003,

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 807-1, entitled ™ ,
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on October 3, 2003.

24, 03 de Outubro de 2003.

S

3
Profa. Dra. Lliana Verinaud Fétima’ﬁonso
Presidente - CEEASIB/JUNICAMP Sacretaria - CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 5% 19 328B-6359
TNSTITUTO DE BIOLDGIA FAX 5519 3X893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERING VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - 5P - BRASTL
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