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Introducere

Problema fundamentala

Utilizarea insecticidelor la nivel mondial prezinta o directie ascendenta in ciuda tuturor
reglementdrilor instituite atat de Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS), cat si de autoritétile
nationale. Desi autoritdtile europene si nationale sustin o scadere a cantitatii totale de pesticide
utilizate, acestea nu ofera decat o imagine sintetica asupra situatiei de fapt, avand in vedere ca
noii compusi sintetizati necesitd o cantitate mai mica pentru o eficientd similara.

Cu toate ca insecticidele organofosforicele au Tnlocuit insecticidele organoclorurate, fiind
asociate la momentul respectiv cu un grad de toxicitate mai redus, Tn timp s-a dovedit ca aceste
substante prezinta de asemena o varietate de efecte nocive atat pentru om, cat si pentru mediu.

In afara de expunerea involntard, o cauza foarte frecventd de intoxicatie cu insecticide
organofosforice o reprezinta ingestia voluntara cu scop de suicid. La nivel mondial, OMS a
raportat in 2018 ca pesticidele reprezinta in continuare cea mai utilizatd metoda de suicid.

Studierea efectelor toxice ale compusilor organofosforici a aparut initial, ca urmare a
alterarii stdrii de sandtate a personalului implicat in domeniul agricol. Dincolo de manifestarile
aparute n context de expunere acuta, cercetdrile au relevat o incidentd crescuta a disfunctiilor
neurologice, renale si chiar imunologice in randul fermierilor.

Mecanismele toxice ale insecticidelor organofosforice sunt mult mai complexe decét s-a
crezut initial. Astfel dacd in mod traditional acesti compusi sunt clasificati ca inhibitori de
acetilcolinesteraza, studiile recente au relevat o varietate de afectari non-colinergice caracterizand
astfel un mod de actiune extrem de complex.

Dincolo de toxidromul acut colinergic si nicotinic, tabloul clinic asociat intoxicatiei acute
cu organofosforice cuprinde de asemenea o paleta diversa de tulburari neurologice care survin la
intervale variate de la expunere. Desi mai putin studiate celelalte afectari de organ, secundare
intoxicatiei contribuie semnificativ la morbiditatea si mortalitatea asociatd acesteia. Toxicitatea
cardio-respiratorie, spre exemplu, s-a dovedit extrem de severa, atat din cauza tulburarilor de ritm
maligne care pot surveni, cat si prin aparitia sindromului de detresa pulmonara de cauza toxica.

Intoxicatia acutd cu organofosforice poate evolua de asemnea subclinc, astfel incat absenta
manifestarilor acute specifice toxidromului colinergic poate duce la o evolutie insidioasa.
Repercursiunile acesteia sunt cu atat mai severe cu cat starea clinica relativ favorabila nu determina

pacientul sa solicite ajutor medical.



Interesul cu privire la afectarea endocrind asociatd intoxicatiei acute cu organofosforice a
crescut recent in randul cercetatorilor, odatd cu identificarea unei frecvente crescute a tulburarilor
de fertilitate in randul celor implicati 1n utilizarea si manipularea insecticidelor. Datele existente
deja indicd o afectare endocrind mult mai complexa care rezida in toate axele hormonale. Avand
in vedere rolul central al functiei endocrine in interfata dintre sistemul nervos central si
metabolism, se considerd ca tulburdrile hormonale asociate intoxicatiei cu insecticide

organofosforice sunt responsabile de o afectare sistemica extrem de severa.

Ipoteza de cercetare si obiectivele lucrarii
Lucrarea de fatd are ca premisd principald punerea in evidenta a eventualelor modificari
hormonale acute la nivelul principalelor axe endocrine care apar in contextul de expunerii acute la
insecticide organofosforice. Astfel ceea ce isi propune aceasta cercetare este sa ofere rezultate mai
clare in ceea ce priveste tulburarile endocrine care survin la pacientul diagnosticat cu intoxicatie
acutd cu compusi organofosforici.
Obiectivele stabilite cuprind in principal determinarea modificarilor cauzate de aceste
substante la nivelul fiecarei axe endocrine, astfel:
» Identificarea modificarilor la nivelul axei hipotalamo-hipofizo-tiroidiene;
* Evidentirea alterarilor asupra axului hipotalamo-hipofizo-
corticosuprarenalian;
» Determinarea efectelor aparute in functionarea axului somatotrop — factor de
crestere insulinic -1 (IGF-1);
» Detectarea modificarilor survenite in secretia prolactinei;

Date fiind interferentele dintre sistemul endocrin si metabolismul glucidic, cercetarea
actuala a evaluat de asemenea modificarile survenite post expunere la insecticide organofosforice
asupra statusului glicemic si insulinei.

Nu in ultimul rand, dincolo evaluarea modificarilor biochimice asociate intoxicatiei,
lucrarea a avut ca obiectiv identificarea modificarilor morfopatologice survenit la nivelul

principalelor glande endocrine.

Continutul lucrarii si metodologia cercetarii

Teza de fata este structurata in opt capitole si se incheie atat cu sintetizarea concluziilor



obtinute in fiecare studiu elaborat, precum si cu rezumarea contributiilor personale.

Partea generala a lucririi este formata din trei capitole astfel:

CAPITOLUL 1 prezina fiziologia sistemului colinergic, considerat principala tintd a
mecanismelor de actiune a compusilor organofosforici, precum si implicatiile colinergice de la
nivelul sistemului endocrin.

CAPITOLUL 2 descrie evolutia utilizarii pesticidelor organofosforice de la descoperire si
pana in prezent, precum si principalele proprietati fizico-chimice ale acestora.

CAPITOLUL 3 expune datele epidemiologice, caracteristicile toxicocinetice si
toxicodinamice ale insecticidelor organofosforice, precum si principalele manifestari clince
secundare intoxicatiei cu acest tip de compusi, evidentiindu-se afectarile asupra sistemului
endocrin.

Metodologia intregii cercetarii a fost analizatd si aprobatd de cdtre Comisia de Etica a
Spitalului Clinic de Urgentd Bucuresti.

Partea originala a tezei include o cercetare experimentald materializata in patru studii, la
care se adauga un studiu prospectiv observational care a inclus pacienti internati in cadrul
Spitalului Clinic de Urgentda Bucuresti cu diagnosticul de intoxicatie acutd cu compusi

organofosforici.

CAPITOLUL 4 - Afectarea tiroidiand secundard intoxicatiei acute cu clorpirifos -

studiul 1

In prezent insecticidele de tip organofosforic au devenit cele mai utilizate tipuri de pesticide
la nivel mondial(1,2). Unul dintre cei mai utilizati compusi organofosforici la ora actuald in
domeniul agricol, clorpirifosul, a fost Tn ultimii ani introdus de catre autoritati si organizatiile de
protectie a mediului pe lista pesticidelor ce ar trebui interzise, avand in vedere datele cu privire la
efectele sale toxice(3,4).

Clorpirifosul sau acidul fosforotioic O,O-dietil O-(3,5,6 dicloro-piridinil) ester este un tio-
organofosforic (Figura 13) introdus pe piata pesticidelor de catre compania americana Dow inca
de la Inceputul anilor *60(5). Tn Romania acest insecticid este comercializat sub denumirea de
Reldan 22 EC si este utilizat In principal in combaterea daundtorilor pentru culturile de rapita, vita

de vie, in livezile de meri sau pentru protejarea cerealelor din depozite(6).



In cazul intoxicatiei acute cu organofosforice, la fel ca si in cazul traumei sau sepsisului,
alterarea axei hipotalamo-hipofizo-tiroidiene este caracterizata de aparitia unei hipofunctii
tiroidiene fara modificari biochimice clare(7).

Acest studiu experimental prezintda modificarile asupra axei tiroidiene induse de
administrarea orala de clorpirifos la sobolani de varsta adulta. Studiul experimental a inclus 20 de
sobolani de rasd Wistar de varsta adultd. Toti sobolanii au fost testati initial in vederea determinarii
nivelului bazal al butirilcolinesterazei, fT3, fT4 si TSH. Ulterior intregului lot de studiu i s-a
administrat prin intermediul unei sonde oro-gastrice clorpirifos. Determinarile hormonale stabilite
in protocolulul studiului au fost efectuate prin tehnica ELISA sandvis pentru determinari
cantitative, utilizand kituri specifice pentru sobolani.

La doua ore de la administrarea orald de clorpirifos, stabilirea diagnosticului biochimic al
intoxicatiei s-a efectuat pe baza stabilirii nivelului de inhibare a butirilcolinesterazei. In ceea ce
priveste evolutia hormonilor tiroidieni la doud ore de la intoxicatie, S-a obtinut o crestere a
nivelului de fT3, fT4 si TSH, fata de nivelul bazal. Determinarea la 48 de ore de la intoxicatie, a
relevat totusi o scadere semnificativad a nivelului T3, fapt care incadreaza evolutia statusului T3 in
trendul datelor deja existente. Masuratorile efectuate la 48 de ore au indicat o mentinere a unui
nivel plasmatic crescut de fT4. O explicatie a nivelului crescut de T4 in context de intoxicatie acuta
poate fi reprezentatd de afectarea conversiei T4 in T3, prin alterarea activitatii deiodinazelor. La
48 de ore nivelul TSH a scazut pana la o valoare apropiata de cea bazala.

In urma cercetarii de fata se poate aprecia ci rezultatele obtinute sustin datele cu privire la
efectele toxice ale clorpirifosului asupra functiei tiroidiene. Cu toate acestea, studiul prezinta o
particularitate in ceeea ce priveste nivelul initial crescut al T3, avand Tn vedere ca afectarea
tiroidiana eutiroidiana se caracterizeaza de o scadere rapida anivelului de T3. O alta particularitate
a acestui studiu este reprezentata de evidentirea modificarilor hormonale care survin foarte rapid
post intoxicatie, respectiv doar la doud ore. Totodata, valoarea crescutd a nivelului de TSH la doua

ore post intoxicatie este sugestivd pentru un posibil status hipotiroidian tranzitor.

CAPITOLUL 5 - Efectele expunerii acute la organofosforice asupra statusului

glicemic — studiu experimental — studiul 2
Identificarea efectelor pesticidelor organofosforice asupra metabolismului sunt relativ

recente, provenite mai ales din studii experimentale. Ulterior studiile de cohorta efectuate pe



populatia activa in domeniul agricol au demonstrat un risc crescut de diabet zaharat in randul
agricultorilor care utilizau astfel de compusi. Mai mult decét atat, s-a dovedit ca sotiile fermierilor,
care se ocupau de prepararea insecticidelor, au dezvoltat acelasi risc de a dezvolta diabet zahat. Nu
n ultimul rand, femeile gravide implicate in activitati agricole unde fusesera aplicate aceste tipuri
de insecticide sau care au lucrat la manipularea produselor, au prezentat un risc mai mare de
aparitie a diabetului gestational. Avand n vedere susceptibilitatea dovedita a populatiei pediatrice
la pesticide, cercetarile dedicate disfunctiei metabolice au relevat o crestere a tulburarilor
endocrine si a riscului de obezitate.

Studiul de fata a avut ca scop principal evaluarea statusului metabolic post intoxicatie acuta
cu organofosforice la animale de laborator de varstd mica.Acesta a inclus opt sobolani de rasa
Wistar cu varsta de trei saptamani. Initial, toti cei opt sobolani au fost testati in vederea determinarii
nivelului bazal al butirilcolinesterazei, glicemiei, al insulinei si al IGF-1.Determinarile s-au
efectuat pe baza probelor sangvine prelevate in urma unei mici incizii la capatul cozii. Ulterior, s-
a administrat prin intermediul unei sonde oro-gastrice clorpirifos in doza de 0.1 g/kg, echivaland
cu jumatate din doza letala 50% (DL50). Dupa doua ore de la administrarea insecticidului, s-au
repetat prelevdrile sangvine, de data aceasta prin punctie la nivelul cordului. Atat prelevarile
sangvine precum si montarea sondei oro-gastrice s-au efectuat sub anestezie generala conform
protocolului Comitetului Institutional de Ingrijire si Utilizare a Animalelor de Laborator (IACUC),
utilizdndu-se izofluran 1% si ketaminad/xylazina 40 /5 mg/kg. Nivele butirilcolinesterazei au fost
detectate printr-o metoda spectofotometrica si au fost exprimate in unitati/ pe litru (U/L).

Determinarile hormonale stabilite in protocolulul studiului au fost efectuate prin tehnica ELISA
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sandvis pentru determindri cantitative, utilizand kituri specifice pentru sobolani. Toti sobolanii

Grafic 2.2. Nivelul bazal al insulinei si post intoxicatie
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inclusi initial in studiu au rezistat prelevarilor sanvine si intoxicatiei acute cu clorpirifos, pentru ca
dupa cea de-a doua prelevare sa fie eutanasiati, conform ghidului IACUC prin supradozare de
izofluran. In urma dozirii nivelului de butirilcolinesterazi inainte si dupa administrarea de
organofosforic s-a confirmat statusul de intoxicatie acutd. Dupa cum se observa si in Graficele 2.1
si 2.2 post intoxicatie s-a detectat un nivel crescut al glicemiei si al insulinei.

Valorile IGF-1 au fost de asemenea crescut post administrare de clorpirifos.

Pe baza curbelor ROC si a ariei de sub curbd a fost evaluatd diferentierea paramatrilor
ulterior contributia acestor parametri in aprecierea statusului de intoxicatie. Astfel conform
Tabelului 2.1, se poate aprecia ca din punct de vedere al metabolismului glucidic subiectul expus
la clorpirifos prezinta un status hiperglicemic, rezistenta la insulind si cresterea nivelului de IGF-

1.

Tabel 2.1 Profilul metabolic al subiectului din

lotul de studiu post intoxicatie

Glicemie 111 mg/dL
Insulina 18 ng/mL
IGF-1 239 pg/mL

In urma intoxicatiei acute, niciun animal din lotul de studiu nu a prezentat manifestari
colinergice, cu toate acestea dozarea nivelului de butirilcolinesteraza care a scdzut semnificativ

statistic dupd administrarea de clorpirifos a oferit confirmarea biochimica a intoxicatiei.



In ceea ce priveste statusul metabolic al lotului de studiu dupi administrarea orald de
clorpirifos s-a constatat o crestere semnificativa a glicemiei. Aceste rezultate coincid cu cele
disponibile deja in literatura conform cérora hiperglicemia apare in conditii de intoxicatie acuta
sau de expunere subcronica la organofosforice(8). Cresterea valorilor glicemiei din intoxicatia cu
organofosforice se poate explica prin efectele acesteia de stimulare neurologica, ca urmare a
acumularii de acetilcolina, crescand astfel nevoile metabolice(9).

Dozarea insulinei in grupul de studiu a relevat o crestere semnificativa a nivelului plasmatic
dupa administrarea de clorpirifos. Acest rezultat este explicat de prin faptul cd inhibarea
acetilcolinesterazei secundare intoxicatiei cu organofosforice provoacd o o crestere a stimularii
colinergice la nivelul celulelor B de la nivelul insulelor Langerhans, favorizand cresterea eliberarii
de insulind(9). Cresterea rezistentei la insulind in conditii de intoxicatie acutd cu pesticide
organofosforice a fost confirmata si in alte studii in care s-au testat efectele diclorvosului sau ale
malationului(10).

Valorile IGF-1 masurate in lotul de studiu au fost de asemenea crescute post intoxicatie
orald cu organofosforice. Aceste rezultate pot fi explicate pe baza faptului cd in conditii de
stimulare colinergica exacerbata s-a constatat o inhibare a secretiei de somtostatina si cresterea
eliberarii de STH(11). Acest mecasnism fiziologic sta la baza testului de evaluare a rezervelor de
STH, ce presupune eliberarea de piridostigmina(12). Cu toate acestea, se considera ca in conditii
acute cresterea eliberdrii de citokine genereaza o crestere a rezistentei periferice la efectele STH,
determinand astfel sciderea IGF-1(12). In ceea ce priveste datele disponibile deja in literatura,
rezultatele cu privire la nivelul de IGF-1 in conditii de intoxicatie acutd cu insecticide sunt
contradictorii.

Dincolo de ingrijorarea actuald legatd de efectele neurotoxice ale compusilor
organofosforice, tulburarile metabolice asociate expunerii la acest tip de pesticide, trebuie sa
intensifice reglementarile pentru a limita contactul cu acestea. studiul de fata sustine datele
existente in literaturd cu privire la efectele intoxicatiei acute cu organofosforice asupra statusului

metabolic.
CAPITOLUL 6 - Consecintele endocrine secundare stresului acut din cadrul
intoxicatiei cu insecticide organofosforice — studiul 3

Desi este cel mai studiat mecanism endocrin implicat in rdspunsul la stres, activarea axei

hipotalamo-hipofizo-corticosuprarenaliane, nu este singurul mecanism endocrin, ce favorizeaza



adaptarea la stres(13). La ora actuala prolactina este consideratd un hormon de stres, a carui
activitate este responsabila de modularea raspunsului la stres, de imunostimulare si reglare
metabolicd(13,14). Cu toate acestea mecansimul prin care prolactina isi exercita efectele nu sunt
momentan, complet elucidate (14). Modificarile axei hipotalamo-hipofizo-tiroidiene in conditii de
stres acut sunt specifice afectarii sistemice non-tiroidiene, in care se inregistreaza in principal o
scadere a nivelului de T3(15). Desi in mod clasic se considera ca situatiile de stres determina
scaderea hormonilor tiroidieni, exista date contradictorii in literatura, conform carora anumite
evenimente stresante duc la cresterea acestora, cum ar fi zgomotul puternic(16). Se considera de
asemenea ca axa hormonala tiroidiand se afla in relatie directa cu axa glucocorticoida, astfel incat
cresterea nivelui de cortizol determina scaderea activitatii tiroidiene prin alterarea transformarii
T4 in T3, dar si prin inhibarea eliberarii de TRH la nivel hipotalamic(16).

Efectele inhibarii acetilcolinesterazei la nivel axului  hipotalamo-hipofizo-
corticosuprarenalian au fost dovedite atit in studii experimentale, cat si pe pacienti si sunt
reprezentate de cresterea nivelului de ACTH, precum si de cresterea eliberdrii de
glucocorticoizi(12). Cercetarile au relevat de asemena cé nivelul de CRH 1n conditii de intoxicatie
acuta este scazut, cel mai probabil ca urmare a mecanismului de feed-back negativ exercitate de
cresterea nivelului de cortizol(17). In ceea ce priveste afectarea tiroidiana secundari intoxicatiei
cu organofosforice s-a dovedit cd aceste substante pot determina un dezechilibru hormonal in
conditiile unei functii glandulare anterior normale atat la nivel central prin inhibarea eliberarii de
TSH secundare cresterii nivelului de somatostatind, cat si la nivel periferic prin interferenta in
procesului de deiodinare a T4(17). La nivel hipofizar acumularea de acetilcolind secundara
inhibarii acetilcolinesterazei determina stimularea eliberararii de dopamina de la nivelul neuronilor
tuberoinfundibulari, avand ca rezultat final inhibarea eliberarii de prolactina(18).

Modificarile sistemice produse de expunerea acutd la organofosforice a determinat
catalogarea acestui tip de intoxicatie ca o situatie de stres acut similara cu cele identificate n
conditii de trauma sau sepsis, ca urmare studiul de fatd a avut ca scop evaluarea statusului

hormonilor de stres post intoxicatie acutd cu organofosforice(19).



Am elaborat un studiu experimental comparativ in care s-a evaluat statusul hormonal in
conditii de stres acut provocat de intoxicatia acutd cu organofosforice la sobolani intdrcati. Studiul
a inclus 13 sobolani de rasda Wistar, cu varsta de 3 sdptamani. Cei 13 sobolani au fost impartiti in

doua loturi — Lotul A a reprezentat lotul de studiu si a cuprins 8 sobolani, iar Lotul B — a reprezentat
UL Grafic 3.1 Nivelul butirilcolinesterazei la sobolanii intoxicati si neintoxicati
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lotul control si a fost format din 5 sobolani. In cadrul lotului de studiu s-a administrat clorpirifos

(Reldan™ 22 EC, Dow Agrosciences), n doza de 100 mg/kg prin intermediul unei sonde oro-
gastrice. In lotul control s-a administrat prin gavaj, solutie salina, iar probele sangvine s-au recoltat
prin aceeiasi tehnica. In ambele cazuri s-au efectuat recoltiri sangvine in vederea determindrii
nivelelor plasmatice ale butirilcolinesterazei, corticosteronei, T3, T4, TSH si prolactina. Conform

Graficului 3.1 nivelul pseudocolinesterazei a fost inhibat semnificativ in lotul de studiu.

amot,  Grafic 3.2 Valorile corticosteronei in grupul de studiu

Grafic 3.6 Valorile prolactinei in cele doud loturi de studiu 400 |-
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Tn ceea cea priveste statusul hormonal in lotul intoxicat s-a obtinut un nivel crecut atat al

corticosteronei (Grafic3.2), al hormonilor tiroidieni, dar si al prolactinei (Grafic 3.6).
Pe baza curbelor ROC obtinute Tn urma analizei statistice, a corelatiilor semnificative
statistic si a coeficientului de variatie semnificativ fatd de grupul control am elaborat un profil

hormonal al subiectului cu intoxicatie acutd cu organofosforice. Astfel conform datelor noastre,



subiectul intoxicat a prezentat parametri descrisi in Tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Profilul hormonal al subiectului
intoxicat din grupul de studiu

Butirilcolinesteraza <28 U/L
Corticosteron >280 nmoli/L
T3 >4.4 ng/mL
TSH >3.2 ng/mL

Inca de la inceputul anilor ‘80, Clement si colaboratorii au luat in considerare clasificarea
intoxicatiei acute cu organofosforice ca o reactie de stres generalizata(20) Riscul de toxicitate si
repercursiunile stresului acut secundar acestora in cadrul populatiei pediatrice genereaza un grad
de ingrijorare la nivel mondial(21). Avand in vedere considerentele etice legate de cercetarile
asupra nou-nascutilor si copiilor, se incearca evaluarea modificarilor induse de toxice asupra
animalelor de laborator de varsta mica(21). Din acest motiv in studiul de fata s-a efectuat evaluarea
efectelor endocrine din cadrul intoxicatiei cu organofosforice la animale de laborator cu varsta
mica.

In lotul de studiu, sobolanii intoxicati au prezentat o crestere semnificativa a nivelului de
corticosterona, comparativ cu cei din lotul control, rezultat care coincide cu datele deja raportate
in literatura. In cazul cercetirii de fatd, la doud ore de la intoxicatia cu clorpirifos s-a detectat o
crestere a nivelului plasmatic al T3, T4 si TSH, fata de lotul control.

Tn lotul de studiu s-a identificat o corelatie invers proportionala intre nivelul plasmatic de
corticosterona si T4, date similare cu cele obtinute in studiul lui Feralzzo et al pe cabaline, in care
nivelul crescut de hormoni glucocorticoizi din timpul stresului fizic se asociaza cu scdderea
nivelului de hormoni tiroidieni(22). Mecanismele prin care cele doua axe hormonale interactioneza
sunt reprezentate pe de-o parte de inhibarea acidului ribonucleic mesager (ARNm) pentru TRH la
nivel hipotalamic si afectarea a deiodinarii hormonilor tiroidieni in periferie de catre cortizol, si pe
de alta de scaderea nivelului de ARNm pentru CRH la nivel hipotalamic si scaderea nivelului de
cortizol plasmatic determinate de scaderea nivelului de hormoni tiroidieni(16). Tn cadrul lotului de
studiu s-a inregistrat o crestere a nivelului de prolactind in raport cu lotul de control. Cresterea

nivelului plasmatic de prolactina in cadrul raspunsului acut la stres favorizeaza cel mai probabil



activarea sistemului imun, acest hormon fiind catalogat ca un mediator intre sistemul nervos
central, cel endocrin si imunitate(23).

Unul din punctele forte ale studiului de fata este reprezentat de evaluarea statusului
hormonal la animale de laborator de varstd mica, in conditii de intoxicatie acutd cu
organofosforice, subiect despre care datele sunt insuficiente la ora actuala in literatura. Analizand
intreg profilul hormonal al subiectilor intoxicati putem afirma cu fermitate ca aceast studiu sustine

datele din literatura cu privire la catalogarea acestui tip de intoxicatie ca o situatie de stres acut.

CAPITOLUL 7 - Alterari histologice si citologice secundare intoxicatiei acute cu

organofosforice —studiul 4
Luand in considerare liposolubililtatea crescuta a acestei clase de insecticide, se anticipeaza
ca virtual toate organele pot fi afectate de toxicitatea organofosforicelor(24). Studiile cu privire la
efectele citotoxice ale organofosforicelor au relevat o crestere a numarului de celule necrotice si
apoptotice in sangele periferic recoltat de la pacienti intoxicati(25). Cercetarile de laborator au
relevat de asemenea modificari ultrastructurale observate atat in vitro, pe linii celulare, cat si in
VIVO pe tesuturi recoltate de la animale intoxicate(26).

Avand in vedere comportamentul toxicocinetic al organofosforicelor, unele din principalele
organe afectate de toxicitatea organofosforicelor sunt reprezentate de ficat si rinichi(27). Ficatul
reprezintd principalul organ implicat in metabolizarea tuturor substantelor xenobiotice(27). In
cazul compusilor organofosforici de tip tiofosfat ficatul reprezintd de asemenea situsul unde are
loc bioactivarea acestora prin desulfurare oxidativa la compusi oxon(28). Compusii rezultati sunt
ulterior metabolizati la acelasi nivel prin hidroliza legaturii esterice rezultind compusi cu toxicitate
mai redusa(29). Din punct de vedere morfopatologic studiile experimentale au relevat ca diferitele
tipuri de organofosforice testate determina accelerarea apopotozei hepatocitare, alterari structurale
si vasculare(30). Mecanismul prin care compusii organofosforici produc leziuni tisulare renale nu
sunt complet eluciudate, cu toate acestea se incrimineaza si in acest caz implicarea exacerbarii
stresului oxidativ(31).

Cercetarile au relevat ca glandele suprarenale sunt foarte vulnerabile in conditii de expunere
la organofosforice, identificandu-se leziuni citoplasmatice extensive si hipertrofierea zonei
fasciculate in detrimentul zonei reticulare(32,33). Alte modificari histopatologice observate la

animalele de laborator intoxicate au fost migrarea celulelor medulare la nivel cortical, precum si



Figura 4.1 Aspecte macroscopice ale glandelor tiroida si suprarenala

atrofie celulara generalizata(33).

Alterarile histopatologice detectate la nivel tiroidian sunt reprezentate de alterari ale
foliculilor tiroidieni, precum si de aparitia zonelor de necroza focald(33,34).

In acest sens am elaborat un studiu experimental care a inclus sase sobolani de rasa Wistar
de sex masculin.Cei sase sobolani au fost impartiti in doua loturi, astfelincéat lotul 1, care a cuprins
patru sobolani, a reprezentat grupul de studiu, iar lotul 2 care a cuprins doi sobolani a reprezentat
grupul martor. Subiectilor inclusi in lotul 1 li s-a administrat prin intermediul unei sonde oro-
gastrice clorpirifos. Protocolul a fost repetat la 48 de ore, iar la o saptamana subiectii au fost
eutanasiati prin supradozare de izofluran in vederea recoltarii de organe (ficat, rinichi, tiroida,
suprarenale si pancreas) pentru examenul histopatologic. Tehnica de eutanasie face parte din
metodele acceptate de ghidul IACUC.

In Figurile 4.1 sunt prezentate imagini microscopice ale glandelor tiroidi si suprarenale
efectuate in timpul prelevarilor probelor histologice.

Toti subiectii inclusi in lotul de studiu au supravietuit administrarii de clorpirifos, doi dintre
acestia dezvoltand insa sindrom colinergic, manifestat in principal prin diaree si sialoree. La nivel
hepatic cele mai importante modificari histologice au fost reprezentate de dilatatia venei
centrolobulare si a sinusoidelor, identificate pe toate sectiunile de ficat recoltate din in lotul de
studiu expus la clorpirifos (Figura 4.2). Aceste modificari patologice hepatice sunt adesea descrise

ca fiind rezultatul efectului toxic al diferitelor substante exogene(35).0 alta afectare de tip vascular
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Figura 4.2 Tesut hepatic cu dilatatie vena centro-lobulara si
dilatatie sinusoidala
a — dilatatie centro-lobulara, b — dilatatii sinusoidale

observata in grupul de sobolani intoxicati a fost reprezentata de dilatarea ramurilor venei porte,
aparutd cel mai probabil in acelasi context ca si dilatarea sinusoidelor. In plus, s-a detectat o
hipertrofiere a celulelor Kupffer indicand o activitate fagociticd extensivd post expunere la
clorpirifos.

Modificarile histologice renale, evidentiate in lotul de studiu, au fost localizate atat la nivel
glomerular, cat si la nivel tubular. La nivel glomerular cea mai frecventa a modificare detectatd a

fost reprezentatd de atrofia glomerulilor, precum si vacuolizarea celulelor mezangiale, in timp ce

Figura 4.3 Tesut renal cu glomeruli atrofici si dilatatii tubulare
a —atrofie glomerulara, b — dilatatie tubulara



La nivelul suprarenalelor principala modificare observata in urma examenului microscopic
a fost reprezentatd de aspectul vacuolizat difuz al corticalei. Desi vacuolele lipidice sunt prezente
in mod normal la nivelul corticalei, se poate observa o crestere semnificativa in cazul subiectilor
intoxicati. Cresterea numarului de vacuole, mai ales la nivelul zonei fasciculate se produce frecvent
in conditii de expunere la substante toxice(36). Mai mult decat atat, s-a constatat ca augmentarea

numarului de vacuole apare de asemenea ca urmare a unei activitatii extensive a
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Figura 4.4 Tesut suprarenalian cu aspect vacuolizat al citoplasmei

corticotropinei(36).

In cazul probelor de tesut tiroidian, cele mai intalnite modificari observate in urma evaluarii
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Figura 4.5 Foliculi tiroidieni cu celule epiteliale foliculare
descuamate in coloid



la microscopul optic au fost legate de alterari la nivelul coloidului. Pe de-0 parte s-a observat
scaderea globald a continutului de coloid la nivelul foliculilor, iar pe de alta parte s-a detectat
modificarea consistentei acestuia, prin evidentierea aspectului spumos (Figura 4.5). Scaderea
cantitatii de coloid la nivel folicular este cel mai adesea asociatd cu procesul de senescenta si nu
se reflectd intotdeauna in modificari functionale ale glandei(37).

Studiul de fatd a demonstrat ca dincolo de alterarile functionale secundare expunerii la
insecticide organofosforice, extrem de dezbdtute in literaturd, acestea produc de asemenea
modificari histologice severe.

Ficatul, ca principal situs de activare si metabolizare a compusilor oranofosforici a
prezentat modificari severe atit la nivel vascular, cat si la nivelul hepatocitelor. Considerat
principalul organ implicat in detoxifierea xenobioticelor, alterarea structurii hepatice prin expuneri
repetate la organofosforice va duce la instituirea unui cerc vicios in care efectele toxice vor creste
progresiv, 1n paralel cu scaderea functiei de hepatice.

In urma evaludrii datelor din literaturd, s-a constatat ci acesta este primul studiu care a
relevat un grad de severitate atat de crescut in ceea ce priveste afectarea renald post expunere la
organofosforice. Modificarile extensive post intoxicatie au cuprins intregul parenchim renal,
identificAndu-se alterari atat la nivel glomerular, tubular si interstitial.

In ceea ce priveste afectarea la nivelul glandelor suprarenale, cresterea numarului de
vacuole 1n toate zonele corticosuprarenalei se coreleaza cu datele obtinute in studiile precedente
conform cdrora intoxicatia cu organofosforice se asociaza cu o hiperfunctie a axei hipotalamo-
hipofizo-corticosuprarenaliana.

La nivel tiroidian alterdrile observate la nivelul foliculilor se incadreaza modificarile

secundare procesului inflamator asociate expunerii la organofosfosforice.

CAPITOLUL 8 - Contributii cu privire la modificarile statusului hormonal
secundare intoxicatiei acute cu organofosforice voluntare la pacienti suicidari —

studiul 5,

Conform OMS, cea mai frecventd metoda utilizatd pentru sinucidere la nivel global este

auto-otravirea cu pesticide (20 % din cauze)(38). De-a lungul timpului se considera ca aceasta



cauza de suicid a determinat aproximativ 260 000 de deces anual, reprezentand o treime din
metodele de sinucidere(39). Din punct de vedere regional s-a constatat o ratda mai mare de suicid
prin ingestia de pesticide in Asia de Est si Sud-Est, clasificatd de OMS ca zona Pacificului de Vest,
unde procentele ajung pana la 55 %(39,40). Cu toate ca Uniunea Europeana si Statele Unite ale
Americii sunt printre cei mai mari utilizatori de pesticide, rata intoxicatiilor voluntare cu pesticide
este scazuta(40-42). Cercetarile recente au relevat ca numarul de cazuri de suicid este crescut in
randul fermierilor sau a persoanelor care sunt implicate in manipularea pesticidelor, fata de
populatia generala, indicand astfel ca pesticidele per se reprezintd un factor de risc pentru
suicid(43).

In acest sens am elaborat un studiu prospectiv, observational, in care s-a evaluat din punct
de vedere biochimic statusul hormonal al pacientilor intoxicati cu insecticide organofosforice, in
contextul unei tentative de suicid.

In grupul de studiu au fost inclusi pacientii internati cu diagnosticul de intoxicatie acuti cu
insecticide organofosforice, din cadrul sectiei de Anestezie si Terapie Intensiva a Spitalului Clinic
de Urgenta Bucuresti. Pacientii cu patologii endocrine preexistente sau in tratament cu inhibitori
de acetilcolinesteraza au fost exclusi din lotul de studiu.

Dupa indeplinirea criteriilor clinice de includere in lotul de studiu, pentru fiecare pacient au
fost colectate date demografice (varsta, sex, mediu de viatd). Mai apoi, fiecarui pacient i s-au
prelevat probe sangvine in vederea determinarii nivelului plasmatic de butirilcolinesteraza,
inhibarea acesteia fiind considerat criteriul biochimic de includere in grupul de studiu. Ulterior a
fost dozat nivelul plasmatic de TSH, fT3, fT4, cortizol, IGF-1 si prolactina. Au fost efectuate
dozari repetate la admisie si, respectiv la 24 de ore de la internare.

In perioada iulie 2017- iulie 2018, in sectia de Anestezie si Terapie Intensivi, a Spitalului
Clinic de Urgentd Bucuresti, au fost identificati 15 pacienti intoxicati cu pesticide organofosforice
prin autoingestie Tn contextul unei tentative de suicid. In urma aplicarii criteriilor de excludere,
lotul de studiu a cuprins 7 pacienti, intoxicati cu pesticide organofosoforice in urma unei tentative
de suicid.

Din punct de vedere demografic, varsta medie n lotul de studiu este 49 de ani, iar sexul
predominant a fost cel masculin. Pseudocolinesteraza a fost sever inhibata la momentul admisie
certificand din punct de vedere biochimic caracterul de intoxicatie acutd. Valoarea plasmatica a

cortizolului a fost crescutd la admisie pana la o valoare de 50 ng/L, pentru ca la 24 de ore sa se



injumatateasca. Un trend similar s-a observat ti in cazul hormonilor tiroidieni, astfel atat T3, T4 si
TSH au crescut initial in faza acuta pentru ca la 24 de ore sa scada semnificativ. In ceea ce priveste
evolutia IGF-1 in conditii de intoxicatie acuta la 24 de ore valoarea medie este mai mica cu 21
ng/ml fatd de baseline. Principalale corelatii parametrice semnificative statistic din lotul de studiu
au fost reprezentate de cea dintre IGF-1 si fT3 , intre care s-a obtinut o relatie invers proportionala
si cea dintre cortizol si ft4 masurati la admisie intre care s-a obtinut o relatie pozitiva.

In cadrul studiului de fatd manifestarile clinice, specifice toxidromului colinergic, nu au fost
prezente decat n cazul unui singur pacient, desi nivelul de inhibare al butirilcolinesterazei a fost
semnificativ in cazul Intregului lot. Dupa cum se observa madsurarea nivelului de
butirilcolinesterazd reprezintd o metoda valida pentru determinarea acestui tip de intoxicatii, cu
toate acestea Valoarea scdzutd a pseudocolinesterazei de la admisie nu a reprezentat insa un
marker de severitate al intoxicatiei, fiind cunoscut faptul ca gradul de inhibare al acesteia nu se
coreleazd cu gradul de inhibare a acetilcolinesterazei sau cu aparitia manifestarilor clinice
specifice(44,45).

Se considera ca o crestere a cortizolului in conditii de intoxicatie acutd cu insecticide
organofosforice este multifactoriald, fiind pe de-o parte secundara stresului acut si pe de alta parte
mediata de nivelul crescut de acetilcolind de la nivel hipotalamic.

Intoxicatia cu organofosforice se caracterizeaza printr-o disfunctie tiroidiand specificica
patologiilor critice, precum politrauma sau sepsisul, cunoscuta sub denumirea de ,, sick euthyroid
syndrom”(46) Studiul de fata este in concordanta cu datele din literatura desi valorile initiale au
fost crescute peste limitele superioare a normalului, acestea au scazut semnificativ la 24 ore.

Desi evolutia IGF-1 n lotul de studiu a fost in contradictie cu 0 o serie de rezultate
disponibile in literatura, aceasta poate fi explicata prin faptul ca excesul de acetilcolina de la nivel
hipofizar.

Corelatia pozitiva dintre cortizol si fT4 ilustreaza relatia deja descria in literatura dintre
axele corticosuprarenala si tiroidiena. Astfel se considera ca cresterea nivelului de cortisol
favorizeaza activitatea deiodinazei 3 care inhiba trasformarea T4 in T3.

Corelatia negativa dintre nivelul de IGF -1 si fT3 poate fi explicata pe baza datelor relevate
de studiile experimentale conform carora cresterea nivelului de IGF-1 scade numarul de receptori
pentru T3, indicand astfel o posibila alterare efectelor hormonilor tiroidieni la nivelul organelor

tinta.



Tn concluzie intoxicatia cu organofosforice poate produce o afectare sistemica severa chiar
in absenta aparitiei manifestarilor clasice tipice sindromului colinergic. Tulburarile endocrine
polimorfe specifice stresului acut si afectarii tiroidiene eutirodiene trebuie avute in vedere in cazul
unui pacient intoxicat cu pesticide organofosforice avand in vedere morbiditatea asociata pe

termen lung.

CONCLUZII GENERALE

Lucrarea de fatd care a avut ca scop principal evaluarea modificarilor hormonale post
intoxicatie cu compusi organofosforici, a relevat o serie de rezultate solide cu privire atat asupra
axei hormonale tiroidiene, corticosuprarenaliene, somatotropice, prolactinei, dar si asupra
disfunctiei metabolismului glucidic asociate. Metodologia fiecérui studiu a fost bine pusa la punct
si in fiecare caz respectarea acesteai a fost intocmai. Compararea datelor obtinute cu rezultatele
deja existente din litaratura s-a bazat pe o bibliografie extensiva. Prezentarea principalelor

rezultate obtinute sunt:

= Nivelul butirilcolinesterazei scade semnificativ post intoxicatie cu compusi
organofosforici, cu toate acestea gradul de inhibare nu se coreleaza cu aparitia
manifestirilor de tip colinergic sau nicotinic. In plus sciderea aceastei nu oferd date cu

privire la afectarea de organ asociatd intoxicatiei.

= Imediat post intoxicatie cu organofosforice survine o crestere semnificativa a nivelului de

T3 si TSH, care scade ulterior semnificativ la 48 de ore de la intoxicatie.

= Valoarea T4 creste post intoxicatie cu organofosforice, cel mai probabil printr-0 afectare a

trasformarii T4 in T3, considerata forma activa a hormonilor tiroidieni.

= EXpunerea la compusi organofosforici induce aparitia rapidd a unui status hiperglicemic.

= Secundar administrarii orale de organofosforice s-a dovedit o crestere concomitenta atat a

nivelului de insulina, cat si a celui de IGF-1.



=

Profilul metabolic stabilit al subiectului intoxicat s-a caracterizat prin hiperglicemie,

rezistenta la insulind si cresterea nivelului de IGF-1.

Evaluarea statusului hormonilor de stres post intoxicatie acutd a relevat o crestere
semnificativa a nivelului plasmatic al corticosteronei in randul animalelor de labortor de

varsta mica.

Analiza statusului hormonilor tiroidieni in cazul sobolanilor intarcati a relavat de asemenea

o crestere a T3, T4 si TSH.

Prolactina a inregistrat o crestere post expunere acuta la orgoganofosforice.

Profilul hormonal al subiectului intoxicat In conditii acute a fost caracterizat de o crestere

a nivelului de corticosterona, T3 s1 TSH.

Modificarile histologice identificate la nivelul organelor prelevate au relevat modificari
structurale extensive atat la nivelul hepatic si renal, dar si la nivelul glandelor endocrine

analizate.

Pacientii intoxicati acut cu diferite tipuri de organofosforice au prezentat din punct de
vedere hormonal o crestere a nivelului de cortizol, care s-a mentinut ulterior la limita

superioara a normalului.

In ceea ce priveste afectarea tiroidiana a pacientilor intoxicati, s-a observat o crestere initial
a nivelului de T3, urmatd de o scadere a acestuia la 24 de ore. T4 si TSH, desi nu au
prezentat cresteri in cazul determindrilor initiale au inregistrat scaderi semnificative la 24

de ore.

Dacé nivelul de IGF-1 a fost crescut in faza initiala, acesta a scazut semnificativ la 24 de

ore.



Importanta si orginalitatea rezultatelor tezei

Tematica cercetdrii prezintd o importantd majora pentru specialisti atat din domeniul
toxicologie clinice, cat si pentru cei din terapie intensiva, avand in vedere ca tratamentul
intoxicatiei acute nu a Inregistrat progrese semnificative recente. Aceste rezultate indica faptul ca
abordarea unui pacient intoxicat cu insecticide implicd o evaluare, monitorizare si un tratament
mult mai complexe decat cel actuale. Mai mult decat atat aceasta lucrare semnaleaza ca situatia
expunerii la organofosforice reprezintd o problema de sdnatate publica mult mai grava decat parea
initial fiind asociata cu repercursiuni pe termen lung.

Desi Romania face parte din tarile care au raportat o scadere globala a comertului de pesticide,
accesibilitatea crescutd la acest tip de produse pentru persoane neinstruite In manipularea ti
utilizarea acestora sugereazd nevoia unor reglementari mai stricte.

Tinand seama de faptul cd in literatura de specialitate studiile dedicate la momentul actual
acestui subiect sunt extrem de limitate, acestea releva in parte o serie de rezultate contradictorii.
Ca urmare consider cd rezultatele obtinute in lucrarea de fatd, vin in completarea tabloului clinic
complex asociat intoxicatiei cu organofosforice.

O concluzie inovatoare a lucrarii a fost caracterizarea intoxicatie acute cu compusi
organofosforici din punct de vedere al hormonilor de stres. S-a dovedit astfel ca se impune
clasificarea acestui tip de intoxicatie ca o situatie de stres acut, similard traumei sau sepsisului.
Trebuie avut in vedere ca mecanismele de producere a cresterii hormonilor de stres sunt stimulate
in paralel prin acumularea de acetilcolina la nivel sinaptic.

Elaborarea profilului hormonal si metabolic al subiectului post intoxicatie acutd cu
organofosfosforice reprezintd elemente de noutate extrem de utile atat pentru viitoare cercetari,
cat si pentru o monitorizare clinica mai eficienta a pacientilor.

Un element de noutate a fost identitificarea unor modificari histologice si citologice polimorfe,
in toate organele analizate la microscopul optic si, respectiv, electronic. In mod special s-au
remarcat leziunile glomerulare si tubulare de la nivel renal, pentru care nu au fost identificate
echivalente in literatura.

O alta idee inovatoare a lucrarii a fost stabilirea unui cerc vicios Intre modificarile hormonale

survenite la pacientii cu patologii psiho-emotionale preexistente, care s-au intoxicat in mod



voluntar cu insecticide si posibila agravare statusul psihiatric. In acest sens se considera oportun
ca pacientii cu aceste antecedente personale patologice, expusi la insecticide organofosforice sa
beneficieze de o monitorizare psihiatrica sporitd post externare din sectia de terapia intensiva.
Datele obtinute in lucrarea de fatd s-au bucurat de apreciere atat la nivel national, prin
premierea din cadrul Congresului National al Societatii de Anestezie si Terapie Intensiva din
Romania, precum si la nivel international in cadrul a numeroase conferinte stiintifice precum
Congresul Societatii Europene de Terapie Intensiva (ESICM), Congresul Societatii Europene de
Anestestezie (ESA), Congresul Societdtilor Europene de Toxicologie (EuroTox), Congresul

Societatii Europene de Nutritie Enterala si Parenterala.
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