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Resumen

Organofosforados y carbamatos son sustancias cuyo mecanismo de acciéon comun es
inhibir a la enzima acetilcolinesterasa. Son pesticidas ampliamente utilizados en Uruguay y en el
mundo. Son importantes determinantes de morbimortalidad en zonas rurales a nivel humano,
alterando también ecosistemas [1]. Sus efectos toxicos en animales y seres humanos son
multisistémicos [2] [3]. El objetivo de este trabajo es estudiar la toxicidad de los agroquimicos
organofosforados y carbamatos en la funcién de corazon y cardiomiocitos aislados. Se procedid
de dos maneras complementarias, i) revisando material publicado del tema, y ii) realizando
experimentos con cobayos o ratas. La funcion cardiaca se evalu6 por tension y actividad eléctrica
en corazon y células cardiacas aisladas, en situacién control y ante exposicion aguda a estos
agroquimicos. Finalmente, se realizd un analisis estadistico estableciendo que alteraciones
significativas pueden producir a nivel cardiaco. La exposicion aguda al carbamato carbofurano
produjo un efecto inotropico negativo, con una dosis media préoxima a 20 uM. Adicionalmente
produjo trastornos de la frecuencia y ritmo cardiacos en dosis similares. En contraste, la
exposicion al organofosforado AzinfosMetil, no metabolizado, a esas dosis no produjo mayores
efectos, aunque si se pudieron evidenciar los mismos, de naturaleza similar a los descritos para
carbofurnao, a dosis mayores. En conclusion, nuestros resultados sugieren que ambos grupos de
insecticidas caracterizados por inhibir la actividad anticolinesterasa, son capaces de ejercer
efectos agudos directos en la funcion cardiaca en corazones aislados y denervados, de manera

independiente de dicha inhibicion enzimatica.
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I INTRODUCCION — I.A - Generalidades -1.os agroquimicos son productos muy utilizados en

las zonas rurales de casi todo el territorio nacional. Por lo tanto, muchas personas que habitan en
estas zonas podrian estar expuestas a los mismos. Se sabe que los agroquimicos son toxicos. Por
ejemplo, se han descrito sindromes neurologicos por intoxicacidn con agroquimicos
organofosforados [4]. Sin embargo, no existen al presente estudios exhaustivos a nivel cardiaco.
En el corazon hay receptores metabotropicos muscarinicos que responden a acetilcolina [5].
También se han descrito otras alteraciones, como ser hiperglicemia, stress oxidativo, aumento de
calcio intracelular [6]. En esta monografia, nos preguntamos, cuales son los efectos de distintos
agroquimicos cuya accion comun es inhibir a la acetilcolinesterasa. Estos estudios pueden ser
relevantes dado que pueden sugerir que los efectos agudos de agroquimicos pueden deberse a
efectos independientes de su accidon anticolinesterasica (o no). Para comprender la repercusion
cardiovascular a exposicion aguda de dichos compuestos, nuestro trabajo primero comprendid

una revision bibliografica del marco tedrico de funcionamiento y patologia cardiacas que pueden

ser afectados por estos agroquimicos, asi como también una revision bibliografica de la toxicidad

y datos epidemiolégicos de dafos por los agroquimicos que estudiaremos en el mundo y en

nuestro pais. La exposicion que continia es por tanto, parte de la seccion de introduccion, pero

también de resultados.

I.B- Marco Tedrico de funcion y patologia cardiaca relevante — 1.B.1 - Funcionamiento

Cardiaco Normal

El funcionamiento cardiaco normal estd determinado por una serie de mecanismos
eléctricos acoplados a eventos mecanicos de contraccion, que a nivel celular se explican por el
potencial de accidn cardiaco, el acoplamiento excito-contractil y la interaccion de las proteinas
contractiles [7]. Durante el potencial de accion cardiaco (PAC), las variaciones en la polaridad
de membrana se deben a cambios secuenciales en la permeabilidad de ésta a determinadas
corrientes ionicas, producto de la apertura y cierre de canales idnicos especificos y selectivos para
determinados iones.

La actividad eléctrica del corazon se inicia en el nodo sinusal, a través de éste se propaga
hacia las auriculas derecha e izquierda despolarizandolas. Esta despolarizacion llega hasta el
noédulo AV donde la velocidad de propagacion se hace lenta hasta sobrepasarlo, luego el impulso
en el has de His toma una velocidad de conduccion méaxima para finalmente avanzar rapidamente

por las fibras de Purkinje y el tejido ventricular [8].

El PAC presenta diferencias segun la region del corazon en que se encuentre. De esta
forma podemos distinguir dos grandes grupos de PAC: el PAC de las células nodales y el PAC de

las células contréctiles. En el acoplamiento excito-contractil el ion Calcio (Ca®*) juega un rol



central. El Ca®" que entra por los canales de Ca*" de tipo L interacttia con los canales liberadores
de Ca*" del reticulo sarcoplasmatico (RS) denominados RyR2. Asi se produce la liberacion de
Ca*" inducida por Ca*". El Ca*" liberado por los RyR2 participa en la inactivacion de los canales
de Ca* tipo L, con lo cual se genera un realimentacion negativa mediada por Ca*". Altas
concentraciones de Ca** dentro del RS, aumentan la sensibilidad de los RyR2 al Ca*". El Ca?"
liberado por el RS es el que interactiia con las proteinas contréactiles cardiacas. El Ca*" liberado
por el RS, luego de liberado durante una contraccion, debe volver a llenar el RS. El Ca?* ingresa
al RS por una, Ca-ATPasa (proteina SERCA). La proteina SERCA presenta una inhibicion
mediada por fosfolamban, que durante la relajacion es fosforilada perdiendo su efecto inhibidor
y asi permitir el rapido llenado del RS con Ca** .Todos estos eventos se desarrollan en detalle en
[7].

La contraccion de las células cardiacas esta determinada por la interaccion entre 6

proteinas. Estas son: miosina, actina, tropomiosina, y el complejo de las troponinas (I,T,C) [9].
1.B.2 — Clasificacion y bases patogénicas de los trastornos del ritmo cardiaco (arritmias).

1.B.2.1 — Arritmias en general - Los trastornos del ritmo del corazén se denominan

arritmias. Estas se dividen en dos grandes grupos: taquiarritmias y bradiarritmias. Las
taquiarritmias cursan con un aumento de la frecuencia cardiaca, y las bradiarritmias lo hacen con
una disminucion de la misma. Dentro de éstas algunas pueden ser benignas y otras pueden ser de
extrema gravedad, como la fibrilacion ventricular, taquicardia ventricular y el bloqueo
auriculoventricular completo. La Fibrilacion ventricular es una arritmia severa que tiene un alto
riesgo de muerte. Se caracteriza por un ritmo ventricular rapido mayor a 250 latidos por minuto,
irregular, con frecuente morfologia cadtica, que genera una pérdida total de la contraccion

cardiaca. El corazdn tiene un aspecto macroscopico que se describe como “bolsa de gusanos” [10].

Respecto a las bases patogénicas de las arritmias se clasifican en cuatro grandes

categorias[11, 12].

A) Automatismo anormal: Ademas del nodo sinusal, la actividad marcapaso automatico se
observa en fibras auriculares especializadas de la union auriculoventricular y fibras de
Purkinje. El automatismo anormal se desarrolla en circunstancias como la isquemia o la
alteracion del equilibrio electrolitico, en fibras cardiacas desprovistas de automatismo y
pueden convertirse en marcapasos dominante, sobrepasando la frecuencia del

automatismo sinusal normal.

B) Actividades eléctricas desencadenadas: Son aquellas que no surgen espontineamente, se

originan siempre precedidas de un potencial de accion. Son llamadas pospotenciales y se



generan durante la fase de repolarizacion, estos pueden ser precoces (fase 2, 3) o tardios
(tras finalizar fase 3). Se ha observado en los tejidos auricular, ventricular y en el sistema
His-Purkinje en situaciones que cursan con el aumento de catecolaminas, hipercalcemia
y toxicidad digitalica (pospotenciales tardios) o durante la bradicardia, hipopotasemia u

otras circunstancias que prolongan el potencial de accion (Pospotenciales tempranos).

C) Bloqueos de la conduccion: La presentacion de alteraciones electroliticas, isquemia o
trastornos degenerativos en las células pueden producir anomalias del potencial de

accion celular, provocando que este sea incapaz de propagar el impulso eléctrico.
Los bloqueos pueden ser fijos, transitorios o funcionales. Se distinguen bloqueos

completos o incompletos de ramas o hemirramas del haz de His y de los nodos [13].

D) Arritmias por reentrada: Es el mecanismo mas frecuente de arritmia cardiaca. Las
reactivaciones de una zona de miocardio, por un mismo impulso eléctrico, estan dadas
por las reentradas en una via alternativa. Para que se produzca una reentrada son
necesarias: 1- un circuito eléctrico potencial formado por dos brazos. 2- un bloqueo
unidireccional en uno de los brazos, una conduccion suficientemente lenta en el otro para
que la zona proximal al bloqueo recupere la excitabilidad y pueda reactivarse de forma
retrograda. Un ejemplo clasico de arritmia por reentrada es el sindrome de Wolff

Parkinson White.

[.B.2.2.- Alternancias - La alternancia cardiaca es la oscilacion latido a latido de la
actividad eléctrica y/o de la fuerza de contraccion, manteniendo un ritmo regular. Es una respuesta
muy frecuente a estimulos nocivos percibidos por el corazéon que generalmente preceden a la
fibrilacion ventricular [14]. Los factores favorecedores de las alternancias que disminuyen
su umbral de activacion son: la hipotermia, inhibicion de la glucolisis, hipocalcemia, la
perturbacion de la funciéon mitocondrial, la acidosis hipercapnica, la hipertrofia e isquemia
miocardica, y la insuficiencia cardiaca [15]. En tanto los factores protectores, que
aumentan el umbral de activacion son: la hipercalcemia, la sensibilizacion farmacolégica de los
canales de Calcio y la estimulacion b-adrenérgica [16]. Aunque se considera una afeccion
multicausal, inducida generalmente por ritmos cardiacos rapidos, influenciados por una gama
amplia de factores, la base de esta patologia radica en las alteraciones que generan inestabilidad
en el acoplamiento de voltaje de membrana y la concentracion de calcio intracelular. Aun se
plantea la cuestion de si las alternancias son impulsadas por la membrana celular o por el calcio
intracelular.Las alternancias de voltaje impulsadas por la membrana celular fueron determinadas
por un solo parametro, la restitucion de la duracion del potencial de accion (APD), proceso

que depende del tiempo debido a la recuperacion de la inactivacion de las corrientes de iones



en el que se basa el potencial de accion. Por otra parte, las alternancias promovidas por el
Ca*" intracelular requieren de dos parametros claves para su generacion: la liberacion fraccionada
de la carga de Ca*" del RS y la eficiencia latido a latido de la recaptacion de Ca** citosolico. A
pesar de la complejidad de la sefializacion de Ca®" cardiaca, en estos Gltimos afios se han visto
progresos importantes para el entendimiento del fendomeno de las alteraciones cardiacas. La
evidencia tedrica y experimental indica que en base a la sefializacion de Ca** y el funcionamiento
de sus proteinas, se van a desarrollar nuevos farmacos y tratamientos genéticos como estrategias
terapéuticas con el fin de suprimir arritmias cardiacas. Una revision profunda del tema tratado en

este  parrafo, se desarrolla en [17].
1.B.3 — Injuria por Isquemia/Reperfusion a nivel cardiaco.

[.B.3.1 — Definiciones - Entendemos por isquemia a una lesion celular producida por la
disminucion o cese de la llegada de sangre a los tejidos [18]. Los fendmenos isquémicos o de
hipoperfusion ocasionan una diminucién de oxigeno hasta alcanzar un nivel critico donde el
consumo se hace dependiente de dicho aporte, creandose a nivel celular un estado que se conoce
como deuda de oxigeno [18, 19]. Dependiendo del tiempo, el fenémeno de isquemia va causando
dafio celular progresivo hasta llegar a la muerte, pero si se establece la re perfusion tisular antes
del dafio irreversible la célula puede reaccionar recuperandose completamente, o por el contrario
incrementado la lesion que tenia previo a la reperfusion lo que conocemos como Injuria por
reperfusion [20]. La injuria por reperfusion puede ser minimizada de varias maneras, sometiendo
al corazon a breves periodos de isquemia reversibles previo al periodo de isquemia definitivo,
estableciendo lo que se conoce como preacondicionamiento isquémico [20, 21], durante la
isquemia llamado acondicionamiento isquémico y posterior a la misma o post acondicionamiento
isquémico [21-23].

1.B.3.2 — Fisiopatologia de la injuria por reperfusion de la isquemia - La fisiopatologia de

la injuria por reperfusion involucra 4 mecanismos que son:1) Disminucion de fosfatos de alta
energia (ej adenosin-trifosfato, ATP); 2) Aumento en la producciéon de radicales libres; 3)
Inadecuada reperfusion tisular; 4) Sobrecarga de Ca** [19, 24]. Respecto a estos mecanismos,
someramente se explican por: 1- Disminucion de ATP: consumo y la reposicion asociado a
disminucion de flujo tisular de electrones a la mitocondria, con la consecuente disminucion de la
presion de oxigeno tisular, generdndose afectacion de las bombas dependientes de ATP ; es asi
por ejemplo que la afectacion de la bomba Na® - K ATPasa, tiene como consecuencia una salida
de K*, desde la célula y una acumulacion intracelular de Na* [18, 20]. Se terminara produciendo
una alteracion del sistema energético celular en condiciones de hipoxia, con afectacion de la
fosforilacion oxidativa y un aumento de la actividad de glucolisis anaerobia , esto conducira a un

aumento en la concentracion de acido lactico y como consecuencia una disminucion del pH que



acidificara el medio intracelular, con la afectacion final de multiples enzimas celulares [18] - 2-
Aumento/Produccion de radicales libres: Con la llegada de flujo sanguineo durante la reperfusion
aumentan las células pro-inflamatorias, como mastocitos activados, neutrofilos etc. Estas
contribuiran a producir un aumento en la concentracion de radicales libres en dicho sitio, los
cuales son muy toxicos y producen disfuncion celular por diferentes mecanismos como lo son,
la peroxidacion de membrana lipidica, la desnaturalizacion de enzimas y la disfuncion de
organelos, entre otros [19] - 3-Inadecuada reperfusion: también llamada sindrome de no reflujo,
en el cual el tejido isquémico no logra alcanzar los niveles de flujo existentes antes de someterse
a la isquemia [19, 24] - 4-Sobrecarga de Ca?": es secundaria a la recaptacion por deterioro en la
actividad del reticulo sarcoplasmatico, que lleva a un aumento en la concentracion de Ca®*
citosolica, que determina un incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial
inducida por este ion. Este aumento de permeabilidad depende de la acumulacion de Ca®" en la
matriz mitocondrial, lo cual a su vez es regulado por el potencial a través de la membrana
mitocondrial interna; si este potencial de membrana se conserva durante el incremento de Ca**,
se favorece la entrada y sobrecarga mitocondrial del mismo, resultando en el aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la posible evolucion hacia la muerte celular [25];
por lo tanto el potencial a través de la membrana interna mitocondrial y el nivel de Ca*" en su
matriz determinan en la isquemia la posible evolucion hacia la muerte celular. El Ca** finalmente
también activa fosfolipasas y otras enzimas degradantes que contribuyen a aumentar el dafio
tisular [18, 25].

1.B.3.3 - Acondicionamiento cardiaco — Se llama asi al mecanismo cardioprotector, que

puede ser pre, intra o post —isquémico, que puede ser realizado por medios fisicos y/o quimicos.
Los medios fisicos consisten en someter al corazon a breves periodos de isquemia reversible, en
determinado tiempo e intervalos de duracion con el fin de generar mecanismos cardioprotectores
frente a futuras situaciones de isquemia prolongada. Los medios quimicos consisten en la
aplicacion de drogas o farmacos cardioprotectores, realizado antes, durante y después de la
isquemia [26] .El acondicionamiento se puede explicar como breves periodos de isquemia que
estimulan liberacion de adenosina, bradiquininas, etc; hacia la circulacion y por esta acceden a
los miocitos. En estos se unen a receptores G unidos a receptores de superficie activandose y
disparando una cascada de transduccion, por medio activacion de enzimas tales como la fosfatidil
inositol 3 quinasa (PI3K)-AKT, quinasas reguladas por sefial extracelular (ERK %), asi como el
factor inducible por hipoxia (HIF). Estos factores y las quinasas de supervivencia actian sobre la
mitocondria, abriendo canales de K*-ATP dependientes liberando sustancias reactivas al oxigeno.
Finalmente se terminan activando otras quinasas de supervivencia como la protein-quinasa C,

entre otras. Estos mecanismos son los que terminan explicando el acondicionamiento y los



beneficios del mismo frente a la injuria por reperfusion [26].
1.C- Agroquimicos organofosforados y Carbamatos

Los organofosforades (OPFRs), son compuestos organicos degradables que

contienen enlaces fosforo-carbono, utilizados principalmente en el control de plagas [27]. Se
distribuyen a nivel mundial y de forma ubicua presentes en varios medios ambientales como el
polvo, el aire interior, la atmdsfera, las aguas superficiales, los sedimentos y el suelo [28]. Son
derivados de acido fosforico sintéticos, cuyas estructuras varian dependiendo de diferentes
enlaces éster y pueden ser divididos en tres tipos, los OPFRs clorados, OPFRs alquilos y OPFRs
arilos. Los OPFRs tienen una amplia gama de propiedades fisico-quimicas diferentes entre si,
como son, solubilidad, la presion de vapor y factores de bioconcentracion. Estas propiedades son
factores importantes a la hora de evaluar el comportamiento de estos en el ambiente y sobre los
organismos. Los OPFRs mas volatiles tienden a permanecer en el aire y los mas pesados en el
polvo. Los OPFRs del grupo Alquilo y Arilo, con mayor masa molecular son mas hidréfobos,
tienen similares factores de bioconcentracion y afinidad por los sedimentos y el suelo [28]. Los
Clorados son mas solubles en agua, por lo cual se consideran ser una amenaza persistente para
los animales acuaticos [28]. Durante los ultimos afios casi todos los organofosforados producidos
se han detectado en animales marinos, peces de agua dulce, aves, insectos y humanos [28]. La
migracion de los OPFRs en el medio ambiente conduce a su exposicion a los organismos y su
subsecuente absorcion. En seres humanos la absorcion se da principalmente por via inhalatoria
de aire interior. El polvo domestico es una de las fuentes mas importantes para personas que viven
en ambientes interiores [29]. Otra via significativa de absorcion es mediante la ingestion de
alimentos y agua contaminadas, en donde los plasticos de embalaje también juegan un papel
importante [30]. El contacto dérmico también puede ser una via de absorcion al tocar agua
contaminada, al usar toallitas para manos o al contacto directo con los productos que contienen
OPFRs [30]. Sin embargo, la exposicion total de los seres humanos a OPFRs, incluyendo todas
las vias de absorcion, sigue siendo desconocida. La absorcion en animales depende de la especie.
En animales acuaticos la via principal de absorcion es mediante las branquias y tejido epitelial
[31, 32]. En animales depredadores la via principal es la ingestion, esta depende del lugar que
ocupe el animal en la cadena trofica ya que un animal al final de dicha cadena es posible que
consuma mas OPFRs [33]. Se ha visto que los OPFRs tienen la propiedad de acumularse en
diferentes tipos de organismos vivos, lo cual se denomina proceso de bioacumulacion. El
potencial real acumulativo es variable entre los diferentes OPFRs, individuos y especies [34].
También se sabe que el comportamiento alimenticio junto con la eficiencia para metabolizar a los
OPFRs, pueden afectar en gran medida el potencial de acumulacion de estos. Hay estudios que

sugieren que el tamafio y el género influyen en la bioacumulacidn, en donde se vio que los peces



mas grandes podian acumular mas OPFRs y que las hembras tenian mas concentracion que los
machos [32]. Ademas se observo que los animales al final de la cadena trofica tenian mas
concentracion de OPFRs que los del principio. Esto se debe a la biomagnificacion, la cual es un
proceso de bioacumulacion. Por otro lado se sabe que el metabolismo es un determinante
principal de la bioacumulacion y el aclaramiento de xenobioticos, asi como un determinante
indirecto de los efectos toxicologicos de los OPFRs [35]. Estos son metabolizados en el higado a
través de dos fases de biotransformacion a metabolitos que son mas hidrofilos y mas facilmente
eliminados [36]. La eliminacion de los OPFRs ocurre en un gran porcentaje a través de la orina,
las heces y por ultimo, por el gas expirado [37, 38]. Hay que dejar claro que los estudios sobre el
metabolismo de OPFRs se han limitado a ratas de laboratorio y en modelos humanos in vitro, no
hay informacion sobre el proceso metaboélico in vivo lo cual deberia ser un objetivo a investigar
en el futuro. Se sabe que OPFRs son téxicos para el ser humano debido a que son inhibidores de
la enzima acetilcolinesterasa, la cual hidrdliza a la acetilcolina en sitios de transmision colinérgica.
Por la importancia del tema se han realizados estudios sobre la absorcion, bioacumulacion,
biomagnificacion y procesos metabodlicos[39]. Los OPFRs clorados han demostrado ser
neurotoxicos y cancerigenos [40, 41]. Estos pueden entrar facilmente al torrente sanguineo e
inducir tumores en el higado, rifidon y testiculos [42]. También se sabe que estos se encuentran en
el polvo domestico y que se correlaciona con una menor concentracion de hormonas tiroideas y
niveles altos de prolactina en hombres [43, 44]. Los carbamatos son compuestos organicos
derivados del acido carbamico, algunos de ellos conocidos como uretanos. Su mecanismo de
accion como los OPFRs es por inhibicion de la colinesterasa, pero en sitios de accion distintos
[39]. Se han reportado diversos casos de intoxicacion aguda por diversos agroquimicos
organofosforados y carbamatos en intentos de autoeliminacion en las que se ha descrito
alteraciones cardiacas en los pacientes, tanto alteraciones eléctricas a nivel del ECG reflejadas
como arritmias e imitacion de IAM como alteraciones a nivel de enzimas cardiacas simulando
injuria cardiaca [45, 46]. Un estudio de cohorte historico realizado en Taiwan demostrd una
relacion significativa entre el desarrollo de cardiopatias a largo plazo y la exposicion aguda a
insecticidas organofosforados incluso en pacientes con o sin otros factores de riesgo
cardiovasculares como diabetes, hipertension arterial y dislipemias. Se vio que la acumulacion de
acetilcolina en el terminal sinaptico puede estar asociada a una injuria miocardica persistente en
el paciente con intoxicacion por organofosforados. También se vio que un temprano y adecuado
tratamiento de la exposicion logré reducir significativamente el riesgo de desarrollo de patologias
cardiovasculares y neuroldgicas [47]. De esta manera este y futuros estudios deben estar
enfocados a la necesidad de estudiar el mecanismo por el cual los organofosforados causan dafio

a nivel cardiovascular y neuroldgico, ademas del riesgo de la exposicion cronica a los mismos y
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sus secuelas.
1.D- AzinfosMetil y Carbofurano-

El azinfosmetil y el carbofurano son agroquimicos utilizados para el control de plagas en
la industria agropecuaria. El azinfosmetil es un compuesto organofosforado utilizado
frecuentemente en nuestro medio como insecticida. El carbofurano es uno de los pesticidas mas
toxicos, utilizados en nuestro medio en plantacion de soja, maiz y papa, por su efectividad en
eliminar gusanos (anfidios). Ambos comparten como mecanismo de accion la inhibicion de la
acetilcolinesterasa [39]. Estos interaccionan con la enzima, inhibiendo competitivamente la
actividad de la misma en el sitio de acetilcolina, comportindose como sustancias
anticolinesterasica (permitiendo asi que la acetilcolina siga ejerciendo su actividad). Pequefias
dosis pueden ser fatalmente toxicas en humanos, generalmente por contacto, ingestion y/o
inhalacion. Estos toxicos son absorbidos por las plantas a través de sus raices y pueden

permanecer en las mismas incluso hasta el momento de llegar a sus consumidores.

1l. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Teniendo en cuenta todos los antecedentes mencionados, el trabajo experimental de esta

monografia, o sea su segunda parte, tiene como objetivo general estudiar si azinfosmetil

(OPFRs) y carbofurano (Carbamato), pueden ejercer efectos directos ante exposicion aguda a los
mismos en corazones aislados denervados. De realizarse este hallazgo es una informacion
relevante que indica que dichos compuestos pueden producir cardiotoxicidad independientemente
de su accion anticolinesterasica, sugiriendo que deberian haber métodos alternativos de
tratamiento para disminuir la mortalidad ante intoxicaciones agudas que afectan la funcion
cardiaca. Estos son estudios que viene llevando a cabo el Laboratorio del Dr. Ferreira,
participando nuestro grupo de metodologia en instancias puntuales de los mismos como ser
preparacion de soluciones, etc. Los resultados que presentamos fueron obtenidos por el
Laboratorio de Canales Ionicos del Dr. Ferreira y pertenecen al mismo. Dados los antecedentes
fatales por envenenamiento agudo por ambos, con descripcion de fallas cardiacas, nuestra

hipotesis general de trabajo, es que aun en corazones denervados, la exposicion aguda a los

mismos producira trastornos de la funcion cardiaca.

Nuestro objetivo especifico 1, es estudiar la dependencia de la curva dosis respuesta con

carbofurano. Nuestra hipdtesis especifica 1, es que carbofurano a relativamente bajas

concentraciones del orden uM, producira alteraciones deletéreas de la funcion cardiaca en ino y
cronotropismo. Finalmente, exploramos como la injuria por isquemia y reperfusion puede ser

afectada por este agroquimico.
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Nuestro objetivo especifico 2, es estudiar la dependencia de la curva dosis respuesta con

azinfos-metil. Nuestra hipétesis especifica 2, es que azinfos-metil, a relativamente bajas

concentraciones del orden uM, produciré alteraciones deletéreas de la funcion cardiaca en ino y
cronotropismo. Finalmente, exploramos como la injuria por isquemia y reperfusion puede ser
afectada por este agroquimico.

Nuestro objetivo especifico 3, es comparar la dependencia de la curva dosis respuesta

con azinfos-metil y carbofurano, estableciendo si hay diferencias estadisticamente significativas

o no. Nuestra hipétesis especifica 3, es que azinfos-metil tendra efectos deletéreos, a dosis mas

altas que el carbofurano, dado que el azinfos-metil necesita de cambios a nivel hepatico para

producir especies mas reactivas en los organismos.

1. MATERIAL Y METODOS

III.A. Normas éticas y uso de animales

Los cobayos fueron sacrificados por dislocacion cervical, método aprobado por CHEA (Comision
Honoraria de Experimentacion Animal). Para estos experimentos se utilizaron cobayos de sexo
masculino, con un peso aproximado de 200-300g. Los experimentos fueron realizados con el

consentimiento aprobado por CHEA (Expediente N° 071140-001464-12).

1I1.B. Materiales y Métodos

Los experimentos de corazon aislado de cobayo se realizaron mediante Método de Langendorft,
efectuandose el registro simultaneo de la actividad eléctrica y tension [48].Mediante este método,
se realizaron estudios dosis respuesta, con diferentes concentraciones de agroquimicos. En todo
momento el corazén recibe una soluciéon Tyrode (similar al suero electrolitico del plasma) y
oxigeno, desde el momento en que es obtenido y colocado en el set up (Langendorff) [49]. La
solucion Tyrode se obtuvo a partir de una solucion de Tyrode madre llevandola a 1.8 mM de Ca*’,
con un pH de 7.3. Su composicion final fue: NaCl 135 mM, KCI 5,4 mM, MgCI2 1 mM,
Na(H2)PO4 0.33 mM, Hepes, 10 mM. A esta solucion base se le agregaron los agroquimicos
Azinfosmetil y Carbofurano a partir de stocks de alta solubilidad en H20. Se administré oxigeno
sobre la solucion Tyrode a una presion de 50 kp/cm2. El flujo se midio varias veces durante los
experimentos y fue de aproximadamente 12 mL/min. La temperatura es medida de manera
constante con un sensor de temperatura (Digital Multimeter) En los experimentos realizados se
evaluaron los cambios de tension (amplitud) y frecuencia, registrados en el corazon aislado de
cobayo, ante concentraciones crecientes de los diferentes agroquimicos, carbofurano y azinfos-

metil. También se observaron los cambios producidos en la actividad eléctrica cardiaca, ante
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diferentes dosis de los agroquimicos. Los experimentos de dosis respuesta se realizaron con estos
2 agroquimicos distintos que supuestamente utilizan los mismos mecanismos de accion
anticolinesterasa en su funcion como pesticidas. También realizamos experimentos para evaluar
la injuria por isquemia y reperfusion. Para ellos se detuvo el flujo de perfusion por un lapso
reversible de 5 a 10 minutos, manteniendo la temperatura del corazon a 37 grados Celsius.
Mientras, se monitorearon simultineamente los cambios en tension y actividad eléctrica cardiacas.
Se registro la tension con un sensor insertado en la base del musculo papilar conectado a un
transductor de tension Grass Force Displacement Transducer FT03. La sefial eléctrica se registro
con electrodos que se colocan en la superficie del corazdn, registrando potenciales de accion
monofasicos. Estas sefiales se amplificaron con amplificador diferencial Itel 601 con filtro de 10
Hertz y ganancia de 1000. La salida del amplificador se conectd a conversor analogo-digital
Minidigi 1* de 16 bits (Axon Instruments). Para obtener los registros se utilizd el software
Axovacs (Molecular Devices). Para el analisis de datos se utilizaron los siguientes softwares:
Clampfit (Molecular Devices) y Sigmaplot (Jandel Sci). A las curvas dosis respuesta se les ajustd
una ecuacion de Hill de acuerdo con [50] . Las pruebas estadisticas se desarrollaron con los datos

experimentales empleando Sigmaplot de acuerdo con [51].

IV. RESULTADOS

IV.1. Carbofurano — Relacionados con Objetivo Especifico 1.
En la figura 1, observamos los registros de tension y eléctricos ante la exposicion a

carbofurano 10 uM. Pueden verse claramente las alternancias de las contracciones (flechas)

L3,

Figl. Registro eléctrico (abajo)
: y de tensiéon (arriba), en un
o procedimiento experimental
0s de dosis respuesta con
. carbofurano 10 uM. Se

observan alternancias

IND
)

mecanicas (flechas).

A continuacion efectuamos los estudios de dosis respuesta con carbofurano, observandose un

efecto inotropico negativo, evidenciado por una disminucion de la contractilidad cardiaca en los
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registros de tension. El efecto inotropico negativo aumenta en funcion del aumento de las dosis
administradas de carbofurano, de esta forma se observa una inhibicion de la contractilidad

cardiaca con una dosis media de 20uM, luego de ajustar una ecuacion de Hill (ver Fig.2).

1.2 - Fig.2 Curva Dosis Respuesta del
inotropismo a Carbofurano con
< 1.0 | . o .
'% ajuste de ecuacion de Hill. La
E 0.8 - dosis media es de aprox. 20 uM,
g numero de Hill -1.5 (n=3).
5 0.6 -
Z
< 0.4 1
5
=
o 0.2 1
S
< 0.0 -
0.1 1 10 100 1000

[Carbofurano] (uM)

Adicionalmente, se evidencié un descenso en la linea de base luego de los lavados y recuperacion
con tyrode. Este efecto fue acumulativo con el aumento de la dosis administrada de carbofurano.
También observamos efectos cronotropicos negativos, con un marcado descenso de la frecuencia
cardiaca, en dosis similares a las que se observaron los efectos inotropicos negativos (ver Fig.3).

Dicho efecto se vio aumentado con el aumento de las dosis administradas de carbofurano.

©
T 1.4 |
_g Fig.3 Curva Dosis Respuesta del cronotropismo
Tg 1.2 a Carbofurano con ajuste de ecuacion de Hill.
g 1.0 La dosis media es de aprox. 30 uM, niimero de
g 0.8 7 Hill -1.5 (n=3).
©
5 0.6 1
S 04 |
]
‘s 0.2 1
&
5 0.0 1
o
o , , , ,
(I
0.1 1 10 100 1000

[Carbofurano] (uM)

Respecto al ritmo cardiaco, se evidencio la presencia de alternancias mecanicas, sugestivas de
trastornos de la homeostasis de Calcio intracelular.
En los experimentos de dosis respuesta con isquemia previa, se observaron alteraciones en la

recuperacion de la funcion cardiaca normal. Estas alteraciones fueron: aumento del tiempo de
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recuperacion, con una disminucion de la linea de base y de la amplitud de la onda de tension
contractil, y la aparicion de alternancias. Hicimos primero un registro control en ausencia del

agroquimico (Fig. 4) y luego un registro con el agroquimico (Fig.5).

o ) ) % )
L T (e

10— e i T T ) —

== o E 100 12
Tre (i

FigS. Registro de tension, en un procedimiento experimental donde se realiza isquemia y reperfusién con

solucion de carbofurano 10 uM en Tyrode. Se observa un marcado efecto inotrépico negativo.
IV.2. AzinfosMetil — Relacionados con Objetivo Especifico 2.

Los resultados observados para el azinfosmetil fueron muy distintos a los de carbofurano.
Esto se debe a que trabajamos con la sustancia sin metabolizacion hepatica, que potencia su
activacion. El azinfosmetil con el que trabajamos se potencia por una activacion enzimatica por
citocromo p450, que equivale a un primer paso hepatico. De todas formas desconociamos, si este
agroquimico podria tener efectos cardiotoxicos independiente de su activacion enzimatica, por lo
cual fue evaluado mediante los experimentos. Los resultados fueron acorde a la hipdtesis
planteada de una actividad de azinfosmetil, ain en ausencia de potenciacion hepatica. El
azinfosmetil mostro efectos cardiotoxicos mucho menos marcados que carbofurano. La Fig. 6

muestra un registro tipico de exposicion a azinfosmetil 10 uM.
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A 10 uM, a diferencia de carbofurano, se observaron cambios minimos de tension, de frecuencia
y ritmo cardiaco. La curva Dosis Respuesta con ajuste de la ecuacion de Hill se observa en la

Fig.7.

iz | Fig.7 Curva Dosis Respuesta del inotropismo a
AzinfosMetil con ajuste de ecuacion de Hill. La dosis

107 media es de aprox. 70 uM, numero de hill -2.5 (n=3).
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Es interesante que a dosis cercanas a 10 uM, es posible observar un incremento de la tensién con

AzinfosMetil, a diferencia de lo observado con carbofurano.

1.4 4
12 Fig.8 Curva Dosis Respuesta del cronotropismo a

AzinfosMetil con ajuste de ecuacion de Hill. La dosis
1.0 1 media es de aprox. 80 uM, numero de hill -1.8 (n=3).
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0.6 1
0.4 1
0.2 1

0.0

0.1 1 10 100 1000
[Azinfosmetil] (uM)

16



En la Fig.8 se observa el cronotropismo negativo para el azinfosmetil. Finalmente, se estudio la
injuria por isquemia y reperfusion en presencia de Azinfos Metil. A diferencia de carbofurano, en
los experimentos con isquemia previa, el corazon se recuper6 de la isquemia casi normalmente

con la solucion de AzinfosMetil 10 uM en Tyrode. Tampoco se evidencié un aumento de las

alteraciones isquémicas en estas condiciones. Los resultados se muestran en la Fig.9.

Time (min)
Fig9. Registro de tensién, en un procedimiento experimental donde se realiza isquemia y reperfusién con

solucion de AzinfosMetil 10 uM en tyrode. Se observa un débil efecto inotrépico negativo.

IV.3. Comparacion Carbofurano y AzinfosMetil — Relacionados con Objetivo Especifico 3.
Realizamos las comparaciones de los efectos producidos por ambos agroquimicos, para
saber si hay diferencias estadisticamente significativas entre los efectos observados. De ser asi,
sugiere que la repercusion a la exposicion aguda a ambos es distinta y por tanto conlleva distinta
peligrosidad. Estos son datos de asociaciones estadisticas que no implican necesariamente
mecanismos de accion distintos. Puede tratarse de un mismo mecanismo de accidon que en un caso
su efecto es mas pronunciado al otro. Las comparaciones que efectuamos usando test de t de
Student para los valores promedio de las curvas Dosis Respuesta, comprenden: a) Comparacion
del efecto inotropico negativo entre carbofurano y azinfosmetil b) Comparacion del efecto
cronotropico negativo entre carbofurano y azinfosmetil ¢) Comparacion entre los efectos
inotropico y cronotropico negativo, para cada uno de estos agroquimicos.
1V.3.4 - Comparacion del efecto inotrdpico negativo entre carbofurano y azinfosmetil.
En la tabla I se observa el resultado del test de t aplicado a los valores promedio de las curvas

dosis respuesta para el inotropismo negativo de carbofurano y azinfosmetil.
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Normality Test: Passed (P =0.473)

Treatment Name N Missing Mean Std Dev SEM
Col 27 9 1 0.625 0.375 0.133
Col 28 9 1 0.357 0.348 0.123
Difference 9 1 0.268 0.149 0.0526

t=5.089 with 7 degrees of freedom. (P = 0.001)
95 percent confidence interval for difference of means: 0.143 to 0.392

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant change (P =0.001)

Tabla I — Test de t para valores promedio de respuesta inotrépica para cada dosis molar equivalente de
carbofurano o azinfosmetil. El analisis estadistico efectuado para n=9 valores promedio entre el efecto inotropico
negativo de ambos agroquimicos, es estadisticamente diferente y significativo con p = 0.001, siendo el carbofurano

significativamente mas potente que el azinfosmetil.

Este resultado puede explicarse por el hecho de que la variedad azinfosmetil empleada necesita
de un paso de metabolizacion hepdtica que potencia su efecto. De todos modos, debe remarcarse,
que a pesar de no contar con esta potenciacion hepatica, el azinfosmetil mantiene a valores
cercanos a 100 uM efectos cardiacos deletéreos.

1V.3.B - Comparacion del efecto cronotrépico negativo entre carbofurano y azinfosmetil.

En la tabla II se observa el resultado del test de t aplicado a los valores promedio de las curvas

dosis respuesta para el cronotropismo negativo de carbofurano y azinfosmetil.

Normality Test: Passed (P =0.066)

Treatment Name N Missing Mean Std Dev SEM
Col 39 9 1 0.471 0.399 0.141

Col 40 9 1 0.607 0.280 0.0989
Difference 9 1 -0.136 0.132 0.0465

t=-2.912 with 7 degrees of freedom. (P = 0.023)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.246 to -0.0255

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant change (P =0.023)

Tabla II — Test de t para valores promedio de respuesta cronotropica para cada dosis molar equivalente de
carbofurano o azinfosmetil. El analisis estadistico efectuado para n=9 valores promedio entre el efecto cronotrépico
negativo de ambos agroquimicos, es estadisticamente diferente y significativo con p = 0.023, siendo el carbofurano

significativamente mas potente que el azinfosmetil.

Al igual que para la Tabla I, este resultado puede explicarse por el hecho de que la variedad
azinfosmetil empleada necesita de un paso de metabolizacion hepatica que potencia su efecto. Si
bien aqui no efectuamos un analisis estadistico para trastornos del ritmo, fue posible observar que
carbofurano conduce a dosis mas bajas a estas alteraciones del ritmo cardiaco, siendo posible
observar alternancias, como se muestra en la Fig.1. Las alternancias con carbofurano son muy
relevantes dado que estan indicando un proceso patoldgico de fondo que implica un desbalance

de la homeostasis del Ca?" intracelular. No observamos alternancias con AzinfosMetil.
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1V.3.C - Comparacion del efecto inotropico y cronotropico negativo para cada uno de los
agroquimicos estudiados.

Este test estadistico es relevante, dado que puede sugerir si hay elementos comunes, que puedan
explicar los efectos negativos observados en funciones cardiacas diferentes, para cada uno de los
agroquimicos. Si no hay diferencias significativas entre ambos efectos, podria ser debido a que
se compromete como base por ambos agroquimicos, un elemento estructural-funcional como

blanco comun para lograr estas alteraciones de funciones cardiacas distintas.

CARBOFURANO

Group N Missing Median 25% 75%
Col 42 9 1 0.205 0.1000 0.615
Col 43 9 1 0.330 0.165 0.820

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P =0.574)

Correlation coefficient r=0.987
Both variables are statistically linked or associated.

AZINFOSMETIL

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Col 45 9 1 0.625 0.375 0.133
Col 46 9 1 0.607 0.280 0.0989

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference
is due to random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P
=0.914).

Correlation coefficient r=0.981

Both variables are statistically linked or associated.

Tabla III — Test de t y analisis de correlacion de Pearson para la comparacion de valores promedio de respuesta
ino y cronotropica para cada dosis molar equivalente de carbofurano o azinfosmetil. El andlisis estadistico
efectuado para n=9 valores promedio entre el efecto ino y cronotrépico negativo de ambos agroquimicos, es
estadisticamente indistinguible y no significativo. Para ambos agroquimicos hay una dramatica asociacioén entre las

variables crono e inotropica de la funcién cardiaca.

Este test estadistico es relevante e indica que cuando se afecta el inotropismo, hay una asociacion
estadisticamente significativa, respecto a que se afecte también el cronotropismo. Esto se
evidencid de mejor forma efectuando un analisis de correlacion estadistica de Pearson entre ambas
variables (r aprox. 1). Ello sugiere que como base de dicha asociacion, puede existir un elemento
estructural/funcional comin para ambos. Realizar un analisis estadistico a los experimentos de
isquemia e injuria por reperfusion no se considerd necesario, dado que las diferencias son
marcadamente visibles en todos los casos. Por otro lado, realizar los mismos no es
metodologicamente sencillo, dado que existié una variacion en el rango de 1 a 2 minutos para las

isquemias y reperfusiones realizadas. De todos modos, todos estos experimentos implicaron la
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mantencion de isquemia por un periodo de 5 a 10 minutos, para no provocar dafios irreversibles

en el corazon aislado.

V. DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados experimentales en esta monografia, muestran que los agroquimicos
pesticidas ORPFs y carbamatos, caracterizados por la inhibicion de la actividad anticolinesterasa,
son capaces de ejercer efectos en corazon aislado denervado, independientemente de su accion
anticolinesterasa. Este hecho es relevante dado que ante exposiciones agudas (como por ejemplo
intentos de autoeliminacion), se puede dar este tipo de situacion, que necesitara en su tratamiento
no solo de la reactivacion de la actividad anticolinesterasa via Oximas [52], sino que también
tratamientos alternativos que surgen de este diagnodstico toxicologico molecular. Ambos alteran
la capacidad cardiaca contractil, la frecuencia y ritmo cardiacos disminuyendo su reserva y
capacidad funcional.

Otro hallazgo relevante es que carbofurano produce mayores alteraciones a nivel cardiaco
a dosis bajas, que la variedad semiactiva no metabolizada de azinfosmetil. El carbofurano es
bastante mas severo que el azinfosmetil respecto a la generacion de arritmias, produciendo
alternancias mecanico-eléctricas. Esta bien establecido que las alternancias mecanico-eléctricas
son un preambulo de situaciones mas graves, que conducen a la muerte, como ser la fibrilacion
ventricular [53, 54].

Respecto a la isquemia e injuria por reperfusion, se producen resultados similares que los
observados para los corazones aislados en situacion basal. Carbofurano agrava los fendmenos
observados por la isquemia y la reperfusion, en tanto que con azinfosmetil dichos fendémenos son
minimizados. El agravamiento de los fenémenos de isquemia y reperfusion por carbofurano,
sugiere un sinergismo o adicidon entre los mecanismos de produccion de dafio por isquemia y
reperfusion, con los de carbofurano.

Todos los fendmenos resultaron similares, pero con una potencia significativamente
mayor para el carbofurano respecto del azinfosmetil, esto quiza es debido a que el azinfosmetil
se encuentra en su estado semi-activo. En la estructura organofosforada del azinfosmetil semi-
activa, igual se generan trastornos cardiacos similares, pero a una dosis mayor.

El hecho de que los fendmenos ino y cronotropicos estén asociados para cada uno de los
agroquimicos con alto coeficiente de correlacion, sugiere un mecanismo de base comun. A nivel
de la frecuencia cardiaca en el nodo, el canal de Ca?" L, es uno de sus factores determinantes [8].
Un bloqueo de dicho canal conduce a un cronotropismo negativo. A nivel del miocardio contractil,
dicho canal es también central para el acoplamiento excitacion contraccion cardiaco [7]. Si se
bloquea dicho canal, se obtiene un inotropismo negativo y posibles alteraciones del ritmo como

alternancias debido a un desbalance de la homeostasis de Ca®" intracelular. De esta forma, es
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posible que ambos agroquimicos impacten de manera comiin, al menos sobre este canal a nivel
cardiaco, pudiendo explicarse asi la gran asociacion de los fendomenos observados.

Las estructuras de carbofurano y azinfosmetil se muestran en la Fig.10. Ambos

Fig 10. Comparacion de estructuras de
Carbofurano y AzinfosMetil. Ambos
agroquimicos tienen un sector aromatico
hidrofébico (circulo oscuro) y un sector polar

(circulo rojo).

N,/ & T -

Ca rbofura no AzinfosMetil

agroquimicos presentan un sector aromatico hidrofobo y un sector polar, lo que puede explicar la
similitud de su mecanismo de accion y también de toxicidad (ya sea inhibicion anticolinesterasa
o promocion de cambios cardiacos directos). Es interesante observar que las drogas bloqueantes
de canal de Ca®' L, tienen generalmente una estructura similar a estos dos agroquimicos.

Como perspectivas futuras que ya estan en curso en el Laboratorio de Canales I6nicos, se
esta explorando el efecto directo de estos agroquimicos en las corrientes por el canal de Ca*" L.
También se exploraran otros elementos relacionados a la homeostasis de Ca** intracelular como
ser el receptor de Ryanodina Tipo 2 y la bomba de Ca?>" SERCA del RS. Estas son las perspectivas
desde el punto de vista basico. Desde el punto de vista clinico, se plantea el seguimiento adecuado
de la funcién cardiaca en intoxicaciones agudas producidas por estos agroquimicos con falla

cardiaca, planteando posibles tratamientos con agonistas del canal de Ca** L en estos casos.
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