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Algumas substancias quimicas tém causado muitos danos ao ser humano e
ao meio ambiente. Dentre estas substancias encontram-se 0s compostos quimicos
do tipo agrotoxicos, frequentemente considerados como responsaveis por
intoxicacbes a trabalhadores, tornando isto um problema de saude publica. O
objetivo geral deste estudo consistiu em verificar se o organofosforado clorpirifos
teve influéncia no sistema vestibular de cobaias em exposi¢cdo aguda. Tratou-se de
uma pesquisa experimental. A pesquisa utilizou 18 cobaias albinas da espécie Cavia
porcellus, divididas em trés grupos; sendo o grupo | o controle dos demais, utilizando
agua destilada e contendo cinco animais. No grupo Il, com seis animais, foi
administrada a dose de 0,5mg/kg/dia de agrotoxico clorpirifés e no grupo Ill, com
sete animais a dose de 1mg/kg/dia do mesmo agrotéxico. Os trés grupos estiveram
sob experimento durante 10 dias. Para analise dos resultados foi realizada a analise
funcional do sistema vestibular através da eletronistagmografia (prova calo6rica —
com agua gelada) e a analise histopatologica através da microscopia eletrénica de
varredura. Os resultados ndo demonstraram diferenca estatistica significante para as
variaveis frequéncia de aparecimento de nistagmo e velocidade angular da
componente lenta na eletronistagmografia; e no nimero de tufos ciliares na analise
histopatoloégica por microscopia eletronica de varredura. Concluiu-se que o
organofosforado clorpirifés ndo ocasionou dano ao sistema vestibular das cobaias

nas doses testadas em exposi¢cao aguda.

Palavras-chave: Equilibrio Postural. Sistema Vestibular. Inseticida Organofosforado.

Praguicida. Toxicidade.



ABSTRACT

Master’'sThesis
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THE INFLUENCE OF ORGANOPHOSPHATE CHLORPYRIFOS VESTIBULAR
SYSTEM OF GUINEA PIGS

AUTHOR: LICIA ASSUNCAO COGO
ADVISOR: ARON FERREIRA DA SILVEIRA
CO-ADVISOR: MIGUEL ANGELO HYPPOLITO

Some chemicals have caused much damage to humans and the environment.
Among these substances are chemical compounds like pesticides, often considered
responsible for poisoning the workers, making it a public health problem. The aim of
this study was to verify whether the organophosphate chlorpyrifos was influential in
the vestibular system of guinea pigs in acute exposure. This was an experimental
research. The research used 18 albino guinea pigs of the species Cavia porcellus,
divided into three groups, with group | control the other, using distilled water and
containing five animals. In Group Il, six animals were administered 0.5 mg / kg / day
of pesticide chlorpyrifos and group Ill, with seven animals at a dose of 1mg/kg/day of
the same pesticide. The three groups were under experiment for 10 days. For
analysis of the results was performed functional analysis of the vestibular system by
electronystagmography (caloric test - with ice water) and histopathological analysis
by scanning electron microscopy. The results showed no statistically significant
difference for the variable frequency of appearance of nystagmus and angular
velocity of the slow component in electronystagmography, and the number of ciliary
tufts histologically by scanning electron microscopy. It was concluded that the
organophosphate chlorpyrifos did not cause damage to the vestibular system of the

guinea pigs at the doses tested in acute exposure.

Key-words: Postural Balance. Vestibular System. Insecticide Organophosphate.
Pesticides. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Existem substancias quimicas que causam danos aos seres humanos e ao
meio ambiente. A degradacdo do meio ambiente e 0 impacto na saide humana tém
se dado devido ao contato excessivo, de forma aguda ou gradativa, com tais
substancias (HOSHINO et al., 2008).

Dentre estas substancias encontram-se 0s compostos quimicos do tipo
agrotoxicos. Alguns, por suas propriedades neurotdxicas, sdo frequentemente
considerados como responsaveis por intoxicacdes a trabalhadores que entram em
contato com estes compostos, principalmente nos paises em desenvolvimento
(TEIXEIRA,AUGUSTO, MORATA, 2003; HOSHINO et al., 2008).

De acordo com Silva et al. (2005) os agrotéxicos representam um dos mais
importantes fatores de risco para a saude humana. Estes produtos séo utilizados em
grande escala por varios setores produtivos e mais intensamente pelo setor
agropecuario.

No Brasil, foram registrados 101.086 casos de intoxicagdo humana em 20009.
Dentre estes as intoxicacdes por agrotoxicos de uso agricola totalizaram 5.253
casos, 1.058 s6 no Sul do pais, regido de forte producéo agricola (Sistema Nacional
de InformacgBes Toxico-Farmacoldgicas — SINITOX, 2009).

O dificil acesso as informacdes e a educacao por parte dos usuarios desses
produtos, bem como o baixo controle sobre sua producao, distribuicdo e utilizacéo
sao alguns dos principais determinantes na constituicdo dessa situagado como um
desafio de saude publica.

No ano de 2008, o Brasil tornou-se o maior consumidor mundial de venenos
agricolas, superando os 700 milhdes de toneladas; ultrapassando os Estados
Unidos (646 milhdes de toneladas). Nesse ano as vendas com agrotoxicos no Brasil
significaram 7,125 bilhées de dolares. Deste montante, 0s inseticidas representaram
29% do consumo (GUAZZELLI, 2009).

No grupo dos inseticidas, encontramos 0s agrotoxicos organofosforados (OF),
amplamente utilizados. Os OF sdo compostos anticolinesterasicos que causam
variado grau de toxicidade para o ser humano. Em razdo do beneficio do agrotoxico
para o sucesso do plantio, o trabalhador tem a tendéncia de subestimar seus efeitos

na salide para quem entra em contato com o produto (KORBES, 2009).
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Diversas vezes, essa exposicdo causa alteracdes clinicas que ndo sao
detectadas pelos marcadores biologicos e que, silenciosamente, alteram a vida do
trabalhador. Sabe-se que a exposicdo em grandes doses por um curto periodo
causa os chamados efeitos agudos. Este quadro agudo varia de intensidade,
podendo ser caracterizado por ndusea, vomito, cefaleia, tontura, desorientacéo,
hiperexcitabilidade, parestesias, irritagdo de pele e mucosas, fasciculagdo muscular,
dificuldade respiratéria, hemorragia, convulsdes, coma e morte (SILVA et al., 2005;
HOSHINO et al., 2008).

Em estudo realizado por Hoshino et al.(2008), a tontura foi o sintoma de maior
destaque, considerada uma das expressfes clinicas da exposi¢cdo aos agrotoxicos.
Os pesquisadores sugerem que a mesma deve ser avaliada e detectada durante a
anamnese especifica do trabalhador rural, bem como devidamente investigada pelas
equipes de saude e responsaveis pelo atendimento médico nas localidades.

O sistema vestibular é responsavel por informar sobre a posicdo e o
movimento da cabeca, provendo-nos do sentido de equilibrio, auxiliando na
coordenacdo dos movimentos da cabeca e dos olhos, e nos ajustes da postura
corporal. Quando sua funcao é perturbada, surgem sensacfes desagradaveis como
vertigem, nausea e uma sensacdo de desequilibrio acompanhada de movimentos
incontrolaveis dos olhos (BEAR, CONNORS e PARADISO, 2002; AFIFlI e
BERGMAN, 2008).

Faz-se importante ressaltar que a populacdo exposta ao agrotéxico ndo se
limita somente ao trabalhador, mas também a sua familia, que convive proxima a
plantacdo. Este fato evidencia a necessidade de pesquisas que aprofundem
metodologias para avaliacdo da exposicdo aos agentes tOXicos e 0S riscos
associados a estes produtos, tanto nos casos de intoxicagdo aguda como na
exposicdo em longo prazo ao agrotoxico (KORBES, 2009).

Um aspecto relevante no trabalho rural brasileiro € a participacdo de criancas
e adolescentes nas atividades de trabalho agropecuario, principalmente na faixa
etaria abaixo de 14 anos. Essa faixa da populacdo é especialmente afetada, tanto
pelos aspectos técnicos dos processos de trabalho (exposicdo aos agrotoxicos, as
radiacbes solares, ao ruido, a vibracdo etc.), como também aqueles ligados a
organizacdo do trabalho (jornada, ritmo, contetdo das tarefas etc.). Além disso, é
preciso considerar o comprometimento do processo de socializacdo infantil e da
escolarizacéo (SILVA et al., 2005).
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No que diz respeito as criancas, uma variavel importante a ser considerada
séo os disturbios de aprendizagem que podem estar relacionados aos disturbios do
sistema audio-vestibular. Zeiglboim e colaboradores (2006) avaliaram criancas com
distarbios de aprendizagem e distlrbios vestibulares; e sugeriam existir relacao
entre estas duas condi¢cdes. Este fato reforga a relevancia de pesquisas com
substancias que causam sintomas audio-vestibulares, j& que no Brasil o trabalho
infantil ainda esté fortemente relacionado a agricultura familiar.

Korbes et al. (2010) afirma ser necessario outras pesquisas para que se
possa melhor entender a associacdo entre a exposi¢cao a agrotoxicos e a ocorréncia
de alteracdes em vias auditivas e vestibulares. Moraes (1999) ressalta a importancia
das pesquisas para que se possam sensibilizar as autoridades de salde, com
relacdo aos riscos causados por estes produtos. Silva et al. (2005) também fomenta
a importancia de pesquisar os efeitos agudos relacionados aos piretréides,
fungicidas e herbicidas.

O agrotoxico pode trazer prejuizos ndo s6 ao agricultor, que aplica o produto,
mas a populacéo vizinha em torno a lavoura e as pessoas, que mantém um contato
direto com ele, ou com seus pertences contaminados, tornando assim a intoxicacao
por agrotéxico um tema mais abrangente, que envolve uma questdo de saude
publica. Os estudos sugerem a relacdo entre a intoxicagdo por agrotéxico e sintomas
vestibulares, porém néo esclarecem onde ocorre o dano.

Diante do exposto, justifica-se a realizacdo de pesquisas que venham a
esclarecer a relacdo entre os disturbios ocasionados no sistema vestibular e a
intoxicag&o por agrotoxicos, principalmente os organofosforados.

Focando o tema como uma questdo de saude publica, cabe a atuacdo de
uma equipe multiprofissional para assistir o sujeito intoxicado, ou que mantém
contato com o agrotoxico. Dentro da equipe encontra-se, dentre outros profissionais,
o profissional de fisioterapia, trabalhando desde a prevencdo dos problemas de
saude, a utilizagdo dos equipamentos de protecdo individual, bem como a
reabilitacdo deste individuo pds-intoxicacdo, caso necessario.

O objetivo do presente estudo foi identificar se o organofosforado clorpirifés
tem influéncia no sistema vestibular de cobaias em exposi¢cdo aguda, analisando sua

acao de forma funcional e morfologica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema vestibular e equilibrio

A orelha compreende trés compartimentos: orelha externa, média e interna.
Na porcado petrosa do 0sso temporal, aloja-se a orelha interna, formada por espacos
denominados vestibulo (saculo e utriculo) e canais semicirculares, também
denominados aparelho vestibular (ENDERLE, 2004).

O sistema vestibular nos seres humanos € composto por trés componentes
fundamentais: um sistema sensorial periférico, um processador central e um
mecanismo de resposta motora. O sistema periférico € constituido de um conjunto
de sensores do movimento, 0s quais enviam informacdes ao sistema nervoso central
(SNC), especificamente ao complexo nuclear vestibular e ao cerebelo, sobre a
velocidade angular da cabeca, a aceleracdo linear e a orientacdo cefalica em
relacdo ao eixo gravitacional (HERDMAN, 2002).

Este sistema detecta as sensacdes de equilibrio. Contém uma rede de tubos,
0ss0s e camaras chamado labirinto 0sseo, e dentro dele, uma rede de tubos
membranosos chamado labirinto membranoso, a parte funcional do sistema
vestibular (GUYTON, 1992).

O labirinto membranoso € uma estrutura complexa localizada no interior do
labirinto 6sseo. Esta estrutura consiste do ducto coclear, que é o 6rgdo sensorial
auditivo, bem como de trés canais semicirculares, saculo e utriculo, constituindo os
orgaos sensoriais vestibulares. A maior parte do labirinto membranoso é preenchida
com endolinfa, um fluido extracelular, que em sua constituicdo ibnica &€ semelhante
ao fluido intracelular. A perilinfa é um fluido semelhante ao fluido extracelular e ao
liguor e preenche o espaco existente entre o labirinto membranoso e o labirinto
0sseo (MARTIN, 1998).

As doencas que acometem o utriculo e o saculo produzem uma sensacéo de
inclinacdo e levitacdo (AFIFI e BERGMAN, 2008). Segundo Bear, Connors e
Paradiso (2002) a méacula do saculo estd orientada verticalmente e a do utriculo
horizontalmente.

As células receptoras vestibulares estdo localizadas em regides dos canais

semicirculares (denominadas ampolas), no saculo e no utriculo (denominadas
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maculas), estas células sdo sensores biolégicos, que convertem o deslocamento
provocado pelo movimento cefalico em uma descarga neural (HERDMAN, 2002). Os
receptores vestibulares (células sensoriais) sado ativados pelo deslocamento dos
estereocilios localizados nas suas superficies apicais. Contudo, estas propriedades
mecanicas do labirinto vestibular conferem aos receptores a sensagdo de
movimento. As células ciliadas dos canais semicirculares registram o movimento
angular da cabeca, ao passo que aquelas do utriculo e do saculo registram o
movimento linear (MARTIN, 1998).

O mecanismo que ativa os receptores vestibulares é diferente daquele dos
receptores auditivos. As células ciliadas dos canais semicirculares séo cobertas por
uma massa gelatinosa (denominada cupula), na qual os estereocilios estédo
embebidos. Movimentos angulares da cabeca induzem a endolinfa do interior dos
canais a fluir, deslocando a massa gelatinosa, que por sua vez, desvia 0S
estereocilios das células sensoriais. O utriculo e o saculo também possuem um
revestimento gelatinoso sobre as células sensoriais nas suas maculas. Cristais de
carbonato de calcio embebidos num material gelatinoso repousam sobre o0s
estereocilios das células sensoriais. Esta gelatina sofre uma deformacédo causada
pelos movimentos da cabeca, que acabam desviando os estereocilios. O saculo e o
utriculo sdo chamados de 6rgaos de otélitos, porque o termo otdlito € usado para
denominar os cristais de carbonato de célcio. Os canais semicirculares, utriculo e
saculo possuem, cada um deles, uma orientacdo espacial diferente em relacdo a
cabeca, conferindo assim uma sensibilidade seletiva a movimentacao nas diferentes
direcbes (MARTIN, 1998).

As terminacdes nervosas que chegam as células ciliadas das méaculas e das
cristas sdo aferéncias dos neurdnios sensoriais bipolares, que se situam no ganglio
de Scarpa, os axonios destes neurbnios formam o ramo vestibular do VIII par
craniano (BEAR, CONNORS, PARADISO, 2002; NISHIDA, 2012). A partir deste
local seguem pelo conduto auditivo interno junto com o0 ramo coclear e o nervo
facial. Ao sair do conduto, o ramo vestibular atravessa a area do angulo ponto-
cerebelar e chega ao bulbo, terminando nos nucleos vestibulares localizados no
assoalho do IV ventriculo. Os nucleos vestibulares ja fazem parte do sistema
vestibular central (MARTIN, 1998).

Bear, Connors e Paradiso (2002) explicam, que pelo fato dos canais de

ambos os lados da cabeca serem aproximadamente paralelos uns aos outros eles
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funcionam juntos de forma reciproca. Os dois canais horizontais trabalham juntos,
enquanto cada um dos anteriores &€ emparelhado. Quando o movimento cefélico
ocorre em um plano especifico para um par de canais, um canal é excitado e o canal
emparelhado oposto é hiperpolarizado.

A vascularizacdo do sistema vestibular se da pela artéria cerebelar antero-
inferior, ramo da artéria basilar, que supre o sistema vestibular periférico, através da
artéria labirintica (LOPES et al., 2008).

Os sensores de movimento do sistema vestibular periférico enviam
informagdes ao SNC. Este processa 0s sinais e combina-os com outras informagdes
sensoriais para estimar a orientacdo cefélica. O sistema vestibular central produz
uma resposta a movimentacdo cefélica, que ¢é transmitida aos musculos
extraoculares e a medula espinhal para preparar os reflexos vestibulo-ocular (RVO)
e vestibulo-espinhal (RVE). O RVO gera os movimentos dos olhos, que mantém a
visdo estavel durante o movimento cefalico. O RVE gera um movimento corpéreo de
compensacdo com 0 objetivo de manter a estabilidade cefalica e postural, ele
consiste em uma montagem de varios reflexos. O desempenho do RVO e do RVE é
monitorizado pelo SNC e quando necessario, € reajustado (HERDMAN, 2002)

Os neurdnios de resposta motora para 0 RVO sdo os neurdnios dos nucleos
motores oculares, que orientam o0s musculos extraoculares. Estes musculos sao
dispostos em pares e orientados em planos proximos aos dos canais semicirculares.
Esta disposicdo permite que um unico par de canais seja ligado principalmente a um
anico par de musculos extraoculares. O resultado € um movimento conjugado dos
olhos, no mesmo plano que o movimento da cabeca. Os neurbnios de resposta
motora para 0 RVE séo as células do corno anterior da substancia cinzenta da
medula espinhal, que comandam os musculos esqueléticos (HERDMAN, 2002).

O equilibrio corporal, pelo qual o sistema vestibular € um dos responsaveis, &
uma complexa interacao entre o sensorial e 0 motor que nos previne de quedas, por
exemplo. Quando ocorre uma alteragc&o visual, proprioceptiva ou vestibular surgem
alteracdes, que caracterizam o desequilibrio. Se a alteracéo € de origem vestibular,
ocorrem sintomas, que entre outros, a tontura € o mais comum e 0 que mais afeta a
qualidade de vida do individuo (POPPER, 2001).

O mesmo autor afirma que em decorréncia das alteragdes, que a afeccao
labirintica provoca, os pacientes podem se sentir inseguros e depressivos, levando-

0s ao isolamento e limitacBes nas atividades diarias e sociais.
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Além de tontura, as lesdes vestibulares, centrais ou periféricas, provocam
também o nistagmo, um movimento involuntario oscilante dos olhos, seguindo um
padrdo horizontal, vertical ou rotatorio. Os nistagmos periférico e central séo
diferentes um do outro, as seguintes caracteristicas podem diferencia-los: fixacédo
dos olhos suprime o nistagmo periférico, mas ndo o central; o nistagmo vertical puro
é geralmente central (AFIFI e BERGMAN, 2008).

A posicado do corpo, o movimento dos olhos e a percepcdo espacial sado
controlados pelo sistema vestibular, com o objetivo de manter o equilibrio corporal.
O sistema proprioceptivo-vestibular constitui o ponto inicial de contato do ser
humano com o ambiente (GANANCA et al., 1998).

Gananca et al. (2000) concluem que o equilibrio corporal é fundamental para
que os seres humanos possam adotar posturas e realizar movimentos com

harmonia e conforto fisico e mental.

2.2 Agrotoxicos organofosforados

Segundo a Lei Federal n° 7.802 de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo
Decreto 4.074 de 04 de janeiro de 2002, os agrotoxicos sdo substancias ou
misturas, de natureza quimica, destinadas a prevenir, destruir ou repelir, direta ou
indiretamente, qualquer forma de agente patogénico, ou de vida animal, ou vegetal,
gue seja nociva as plantas e animais, seus produtos e subprodutos e ao homem.

A utilizagdo de agrotoxicos na agricultura teve seu inicio na década de 1920,
tendo sua aplicacéo se expandido por ocasido da 22 Guerra Mundial, quando foram
utilizados como arma quimica.

Os inseticidas do grupo quimico dos OF sdo compostos organicos derivados
do acido fosforico e apresentam uma meia-vida curta, variando entre minutos a 72
horas (GONCALVES, 2008). Sao inseticidas amplamente utilizados na agricultura,
pecuaria e no controle de vetores; sendo comercializados em formulagbes com
diferentes apresentagbes como: po, liquido, granulo e solu¢des concentradas, etc.
(MANUAL DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO EM ACIDENTES COM
AGROTOXICOS, 2000).

A forma de absorcdo dos OF pode ser pela pele, ingestao e inalagéo. Estes
sdo substancias lipossoluveis, distribuem-se e armazenam-se principalmente no

tecido adiposo, atravessam a barreira hematoencefalica e placentaria. A elevacao da
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temperatura atmosférica € um fator de influéncia na absorcdo desses produtos, ou
seja, esses se tornam mais volateis, determinando uma elevagdo da pressao de
vapor. Com isso, se elevam a capacidade de inalacdo e a velocidade de circulacdo
sanguinea (GONCALVES, 2008).

O mesmo autor afirma que os OF sdo inibidores irreversiveis da
acetilcolinesterase (AchE) no SNC, nos glébulos vermelhos, no plasma e em outros
orgaos, e provocam um acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas e
consequentes efeitos parassimpaticomiméticos. Nao se acumulam no organismo,
mas sao responsaveis por efeitos retardados.

A AchE é a enzima responsavel pela degradacédo da acetilcolina em &cido
acético e colina, substancias inertes. A acetilcolina é o0 mais importante
neurotransmissor do impulso nervoso nas juncdes sinapticas. Os OF ao inibirem a
acado da AchE, provocam um excesso de acetilcolina nas terminagdes nervosas, 0
que inicialmente excitard e depois paralisard a transmissdo nas sinapses
colinérgicas, que incluem o SNC, terminacdes nervosas parassimpaticas e umas
poucas terminacfes simpdaticas, como glandulas sudoriparas (efeitos muscarinicos),
nervos somaticos e sinapses ganglionares (efeitos nicotinicos). A reacao entre o OF
e o sitio ativo da AchE resulta na formacéo de uma enzima estavel, fosforilada e néo
reativa, o que a torna “irreversivelmente inibida” (MANUAL DE DIAG. E TRAT. EM
ACIDENTES COM AGROT., 2000).

Além do efeito de neurotoxicidade em animais expostos a OF, 0 mesmo pode
provocar geracao de espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse oxidativo e
consequente dano celular (QIAO et al., 2002; AZEVEDO, 2009).

A principal via de eliminagdo deste composto do organismo é a urinaria. A
vida média do OF e de seus produtos € relativamente curta, porém seu efeito toxico
é prolongado (MANUAL DE DIAG. E TRAT. EM ACIDENTES COM AGROT., 2000).

De acordo com a classificagdo da EMBRAPA (2006), estes produtos sao
classificados toxicologicamente em quatro classes:

-Classe I: Extremamente toxicos
-Classe IlI: Altamente toxicos
-Classe Ill: Medianamente toxicos
-Classe IV: Pouco ou muito pouco tdxicos
Incluso na classificacdo toxicolégica |, encontra-se o agrotoxico inseticida

organofosforado Clorpirifds. Sua composi¢do quimica é O, O — diethyl O-3, 5,6 —
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trichloro -2- pyridylphosphorothioate, com formula bruta C9H11CI3NO3PS. E
utilizado como inseticida nas lavouras de algodao, batata, café, citros, feijao, maca,
milho, soja, tomate. O produto pode ser absorvido pelo trato gastrointestinal e em
menor extensdo por via dérmica e inalatoria, € rapidamente metabolizado e
excretado pela urina e fezes. Este OF causa efeitos agudos como sintomas de
sonoléncia, cefaleia, tontura, tremores, nauseas, sudorese, visdo turva, dificuldade
respiratoria, incontinéncia e convulsdes; bem como efeitos crénicos que através de
exposicoes repetidas ou prolongadas podem resultar em prejuizo de memoéria e
concentracdo, depressao severa, irritabilidade, cefaleia, sonambulismo ou insénia
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2010).

Os equipamentos de protecéo individual recomendados para uso do produto
em aplicacdo na lavoura sdo mascaras com filtro de carvéo ativado cobrindo nariz e
boca, luvas de borracha ou material impermeavel cobrindo as maos, 6culos de
seguranca para produtos quimicos, macacdo de mangas compridas impermeaveis,
botas de PVC e chapéu de aba larga (VIDE BULA PYRINEX 480 EC).

Também de acordo com a bula do produto, o intervalo de reentrada na

lavoura onde foi aplicado o produto € de no minimo 24 horas ap6s a aplicacao.

2.3 Eletronistagmografia

A avaliacao funcional selecionada para este estudo foi a prova calorica dentro
do espectro do exame de eletronistagmografia (ENG). A ENG, em suas diferentes
modalidades, é a maneira mais adequada de avaliar os achados oculares e/ou
vestibulares. Esta consiste no registro da movimentagdo ocular, estes movimentos
fisiologicos ou induzidos por estimulacdes visuais representam o elemento principal
na investigacdo e na avaliacdo dos disturbios vestibulares (GANANCA et al., 1998;
MUNARO, SLEIFER, PEDROSO, 2009).

A ENG é um método de inscricdo dos movimentos oculares baseados na
captacdo, por meio de eletrodos de superficie, da variacdo do potencial elétrico entre
a cornea (+) e a retina (-) que ocorre quando os olhos se movimentam. Destina-se
ao registro do nistagmo (GANANCA et al., 1998).

A resposta padréo para o exame € 0 nistagmo, pois toda vez que se estimula
0 sistema vestibular, ele aparece como resposta. Isso se deve a um desequilibrio

entre as forcas antagbnicas vestibulares, o que contribui para manter a orientacao
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dos globos oculares. Da mesma maneira uma patologia no sistema periférico ou em
suas conexdes centrais pode determinar o aparecimento do nistagmo (PESSOA,
1999).

O nistagmo constitui-se no elemento fundamental de analise do RVO na ENG.
As anormalidades do RVO podem ser encontradas na pesquisa da prova calorica
(em que a estimulacdo labirintica dos canais semicirculares laterais é efetuada em
cada ouvido independentemente). Esta prova permite classificar as disfun¢cdes em
periféricas e centrais. Além disso, as disfuncdes vestibulares podem ainda ser
classificadas como irritativas (quando a prova cal6rica mostrar preponderancia
direcional do nistagmo ou hiperreflexia) ou deficitarias (quando a prova calérica
revelar hiporreflexia ou arreflexia) (GANANCA et al., 1998).

A exploracdo semiolégica do RVO exige uma calibracdo prévia dos
movimentos oculares (GANANCA et al., 1998).

O mecanismo de ac¢édo do labirinto a estimulagdo € complexo, mas se admite
gue a teoria hidrodindmica desenvolvida por Barany, ainda é correta. De acordo com
o autor, a irrigacdo fria do conduto auditivo externo ira produzir um resfriamento da
parede do canal semicircular lateral que, na posicao vertical (paciente deitado em
decubito dorsal com a cabeca fletida para frente de 25 a 30°), determinara um
movimento dos liquidos labirinticos e consequentemente um desvio da clpula e,
portanto, nistagmos, desvios segmentares e tonturas. A irrigacdo com agua quente
provoca nistagmo na direcao da orelha irrigada, enquanto que a agua fria provoca o
nistagmo na direcdo oposta da orelha irrigada (PESSOA, 1999; MOR, FRAGOSO,
2012).

A estimulacéo da prova caldrica da ENG pode ser realizada por 4gua ou por
ar, em diferentes temperaturas. O uso do ar é indicado em casos de perfuracao
timpéanica ou para minimizar os sintomas neurovegetativos. Este método exige o uso
de equipamentos especiais e ndo possui uma rotina clinica bem descrita como a da
agua. Ja a agua € um procedimento ja padronizado. Esta provoca mais sintomas
neurovegetativos, todavia produz uma resposta mais robusta ao exame (PESSOA,
1999; MOR, FRAGOSO, 2012).

O exame com agua € realizado nas temperaturas quente, fria e gelada.
Segundo o protocolo de Fitzgerald & Hallpike (1942), as temperaturas utilizadas
seriam de 44° C e 30°C, com 240 ml de agua, irrigacdo durante 40 segundos e

intervalo de cinco minutos entre as irrigagcdes na seguinte sequéncia: 30°C-OD,
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30°C-OE, 44°C-OE e 44°C-OD. Este protocolo sofreu algumas alteragdes com o
passar dos anos. O protocolo usual atualmente € a estimulagdo a 4gua com canais
semicirculares laterais verticalizados, utilizando-se 240 ml de agua durante 40
segundos de irrigacdo e na seguinte sequéncia: 44°C-OD, 44°C-OE, 30°C-OE e
30°C-0OD; com intervalo de trés minutos entre as provas (MOR, FRAGOSO, 2012).

Quando tais temperaturas ndo produzem respostas adequadas podemos
realizar a prova a 18°C ou até mesmo a 0°C (PESSOA, 1999). Estes protocolos s&o
utilizados em humanos, o valor de temperatura estabelecido neste trabalho foi de
10°C, segundo o protocolo de Marsellian, Grellet e Colafémina de 1969 (OLIVEIRA,
CICILINI, SOUZA, ANDRADE, 1979).

A prova fria, assim como a prova gelada, produzem estimulos ampulipedos,
por isto o nistagmo neste caso bate para o lado oposto ao estimulo, jA na prova
quente o estimulo é ampulifugo e o nistagmo ira bater para o mesmo lado
(PESSOA, 1999).
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Resumo

A manutencao do equilibrio corporal é realizada pelo funcionamento conjunto
do sistema vestibular, da visdo e do sistema proprioceptivo. O sistema vestibular
produz uma resposta a movimentacdo cefalica que é transmitida aos musculos
extraoculares e produz o reflexo vestibulo-ocular. A eletronistagmografia avalia de
maneira adequada a integracdo visuo-vestibular. Os compostos organofosforados
causam danos a saude sendo a tontura um dos sintomas referidos por pessoas
expostas a estes agentes. Objetivo deste estudo foi avaliar o funcionamento do
sistema vestibular de cobaias expostas ao organofosforado clorpirifés, de forma
aguda, por meio da prova caldrica da eletronistagmografia. A pesquisa do tipo
experimental realizou a eletronistagmografia de cobaias expostas a organofosforado
durante 10 dias consecutivos, nas doses 0,5mg/kg/dia e 1,0mg/kg/dia por via
intraperitoneal e comparadas com grupo controle que recebeu administracédo de
agua destilada. Foi realizada prova calérica gelada (10°C) e comparadas as
variaveis frequéncia de aparecimento de nistagmos em 10 segundos (u/s) e
velocidade angular da componente lenta (°/s). Os resultados ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significativa na comparacdo das varidveis entre 0s
grupos. Conclui-se que nas doses testadas o agrotéxico organofosforado clorpirifos

nao causou danos funcionais detectaveis na prova caldrica.

Palavras-chave: Equilibrio Postural. Sistema Vestibular. Inseticida Organofosforado.
Praguicida. Toxicidade.
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Abstract

Maintaining body balance is held by the joint operation of the vestibular
system, vision and proprioceptive system. The vestibular system produces a
response to head movement is transmitted to the extraocular muscles and produces
the vestibular-ocular reflex. Electronystagmography adequately assesses visual-
vestibular integration. Organophosphate compounds cause health damage being one
of the dizziness symptoms reported by people exposed to these agents. This study
aimed to assess the functioning of the vestibular system of guinea pigs exposed to
the organophosphate chlorpyrifos, acutely, through caloric electronystagmography.
The research conducted an experimental electronystagmography of guinea pigs
exposed to organophosphate for 10 consecutive days, at doses 0.5 mg / kg / day and
1.0 mg / kg / day intraperitoneally and compared with a control group that received
distilled water administration. We performed caloric ice (10 ° C) and compared the
variables frequency of appearance of nystagmus in 10 seconds (u / s) and angular
velocity of the slow component (° / s). The results showed no statistically significant
difference in the comparison of variables between groups. We conclude that the
tested doses of the pesticide organophosphate chlorpyrifos caused no detectable

functional damage in the caloric test.

Key-words: Postural Balance. Vestibular System. Insecticide Organophosphate.

Pesticides. Toxicity.
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Introducéo

O equilibrio corporal é mantido pelo funcionamento conjunto de trés
estruturas: o sistema vestibular, o sistema visual e 0 sistema proprioceptivo. A
manutencdo do equilibrio geral é realizada pelo sistema vestibular, esse sistema
detecta as sensacfes de equilibrio, auxiliando na coordenacdo dos movimentos da
cabeca e dos olhos, e nos ajustes da postura corporal. Disfuncdes neste sistema
podem resultar sensacfes desagradaveis como vertigem, nausea e uma sensacao
de desequilibrio acompanhada de movimentos incontrolaveis dos olhos, o nistagmo
(GUYTON, 1992; BEAR, CONNORS, PARADISO, 2002; AFIFI & BERGMAN, 2008).

O sistema vestibular nos seres humanos € composto por trés componentes
fundamentais: um sistema sensorial periférico, um processador central e um
mecanismo de resposta motora. O sistema periférico é constituido de um conjunto
de sensores de movimento, 0s quais enviam informacdes ao sistema nervoso central
(SNC). O SNC processa esses sinais e 0os combina com outras informacdes
sensoriais, para estimar a orientacdo cefalica (HERDMAN, 2002). Sua estrutura
anatdbmica € composta de uma rede de tubos, 0ssos e camaras chamados labirinto
0sseo, e dentro dele, uma rede de tubos membranosos chamados labirinto
membranoso, a parte funcional do sistema vestibular (GUYTON, 1992).

O sistema vestibular central produz uma resposta a movimentacao cefélica
gue é transmitida aos musculos extraoculares e a medula espinhal desencadeando
os reflexos vestibulo-ocular (RVO) e vestibulo-espinhal (RVE). O RVO gera os
movimentos dos olhos, que mantém a visdo estavel durante o movimento cefalico. O
desempenho dos reflexos é monitorizado pelo SNC e quando necessario, é
reajustado (HERDMAN, 2002).

A eletronistagmografia (ENG), em suas diferentes modalidades, é a maneira
mais adequada de avaliar os achados oculares e/ou vestibulares. Esta consiste no
registro da movimentacdo ocular, que representa o elemento principal na
investigacdo e na avaliagdo dos disturbios vestibulares (GANANCA, VIEIRA,
CAOQVILLA, 1998; MUNARO, SLEIFER, PEDROSO, 2009).

A resposta padrdo para o exame € o nistagmo, pois toda vez que se estimula
0 sistema vestibular, ele aparece como resposta. Isso se deve a um desequilibrio
entre as forcas antagonicas vestibulares que contribui para manter a orientagao dos
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globos oculares. Da mesma maneira uma patologia no sistema periférico ou em
suas conexdes centrais pode determinar o aparecimento do nistagmo (PESSOA,
1999). O nistagmo constitui-se no elemento fundamental de analise do RVO na
ENG. As anormalidades do RVO podem ser encontradas na pesquisa da prova
calérica (GANANCA, VIEIRA, CAOVILLA, 1998).

Algumas substancias quimicas tém causado danos ao ser humano e ao meio
ambiente. Dentre estas substancias encontram-se 0s agrotoxicos, alguns
conhecidos por suas propriedades neurotoxicas, sdo frequentemente considerados
como responsaveis por intoxicacdes a trabalhadores que entram em contato com
esses compostos, principalmente nos paises em desenvolvimento (TEIXEIRA,
AUGUSTO, MORATA, 2003; HOSHINO, PACHECO-FERREIRA, TAGUCHI,
TOMITA, 2008). Os agrotoxicos sdo um importante fator de risco para a saude
humana. Estes produtos sdo utilizados em grande escala por varios setores
produtivos e mais intensamente pelo setor agropecuario (SILVA, SILVA, FARIA,
2005).

No Brasil, foram registrados 101.086 casos de intoxicacdo humana em 2009.
Dentre esses as intoxicacdes por agrotdoxicos de uso agricola totalizaram 5.253
casos, 1.058 s6 no Sul do pais, regido de forte producéo agricola (SINITOX, 2009).
Em 2008, os dados mostravam 806 casos na regido, o0 que revela que os casos de
intoxicacdo vém crescendo. O dificil acesso as informacdes e a educacao por parte
dos usuérios desses produtos, bem como o baixo controle sobre sua producéo,
distribuicdo e utilizacdo sdo alguns dos principais determinantes na constituicao
dessa situacdo como um dos principais desafios de saude publica.

Em 2008, o Brasil tornou-se o maior consumidor mundial de venenos
agricolas, neste ano as vendas com agrotoxicos no pais significaram 7,125 bilhdes
de ddlares. No total, os herbicidas representaram cerca de 45% das vendas, 0s
inseticidas 29%, e os fungicidas 21%(GUAZZELLI, 2009; IBAMA, 2010).

Entre os inseticidas, encontramos o0s organofosforados (OF), que séo
compostos anticolinesterasicos que causam variado grau de toxicidade para o ser
humano. Em razdo do beneficio do agrotoxico para o sucesso do plantio, o
trabalhador tem a tendéncia de subestimar seus efeitos na saude de quem entra em
contato com o produto (KORBES, 2009).

Diversas vezes, essa exposicdo causa alteragcbes clinicas que,

silenciosamente, alteram a vida do trabalhador. Sabe-se que a exposicdo por um
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curto periodo causa os chamados efeitos agudos. Este quadro varia de intensidade,
podendo ser caracterizado por ndusea, vomito, cefaleia, tontura, desorientacéo,
hiperexcitabilidade, parestesias, irritacdo de pele e mucosas, fasciculacdo muscular,
dificuldade respiratéria, hemorragia, convulsdes, coma e morte. A tontura é um
sintoma de destaque, considerada uma das expressdes clinicas da exposicdo aos
agrotoxicos (SILVA, SILVA, FARIA, 2005; HOSHINO, PACHECO-FERREIRA,
TAGUCHI, TOMITA, 2008).

Faz-se importante ressaltar que a populacdo exposta ao agrotéxico ndo se
limita somente ao trabalhador, mas também a sua familia, que convive préoxima a
plantacdo. Este fato evidencia a necessidade de pesquisas que aprofundem
metodologias para avaliacdo da exposicdo aos agentes tOxicos e 0S riscos
associados a estes produtos, tanto nos casos de intoxicagdo aguda como na
exposi¢do em longo prazo ao agrotéxico (KORBES, 2009).

O objetivo da pesquisa foi avaliar o funcionamento do sistema vestibular de
cobaias expostas ao organofosforado clorpirifés, de forma aguda, por meio da

eletronistagmografia.

Materiais e métodos

A pesquisa caracterizou-se como do tipo experimental de corte prospectivo
(SEVERINO, 2008). A mesma foi realizada de acordo com os Principios Eticos na
Experimental Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), que estabelece os
procedimentos para o uso cientifico de animais e foi aprovada pela Comissao de
Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, sob o n°. 135/2011, em 08 de novembro de 2011.

Para este estudo foram utilizadas 18 cobaias albinas machos, espécie Cavia
porcellus, linhagem inglesa, com peso entre 300 e 500g, com Reflexo de Preyer
presente e que ndo apresentavam sinais de otite externa e/ou média, auséncia de
perfuracdo timpanica a otoscopia. O Reflexo de Preyer é avaliado por observacéo de
pequenos movimentos de contratura do pavilh&o auricular da cobaia, quando a

mesma é estimulada com sons de pequena e média intensidade. Tal reflexo é
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utilizado para avaliar a funcdo auditiva em roedores (JERO, COLING, LALWANI,
2001).

Os animais ficaram alojados no Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina-USP, em
gaiolas coletivas de acordo com o grupo, com maravalha, em regime claro/escuro de
12 horas, temperatura e umidade controladas, racao propria e agua ad libitum.

Para a intoxicacdo as cobaias receberam pela via intraperitoneal o agrotoxico
OF Pyrinex 480 CE®, comercializado pela Milenia Agrociéncias S/A, que tem como
principio ativo o clorpirifés. O Pyrinex 480 CE® € um inseticida OF com ac¢éo de
contato e ingestao, recomendado para o controle de pragas nas culturas de algodéo,
batata, café, citros, feijao, maca, milho, soja, tomate rasteiro para fins industriais e
trigo. O produto esta registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA sob n°® 09298.

A via intraperitoneal foi a via escolhida, por garantir a absor¢cdo da dose, ja
gue por outras via corria-se o risco de ndo sabermos a exata dose absorvida.

As cobaias foram divididas em trés grupos: no grupo | (controle) foi realizada
a administracdo de agua destilada intraperitoneal em dose Unica diaria, no mesmo
volume correspondente & dose de agrotoxico para o peso da cobaia; no grupo Il foi
administrado o agrotéxico por via intraperitoneal na dose Unica diaria de 0,5
mg/kg/dia; e no grupo Il foi administrado o agrotdxico por via intraperitoneal na dose
Gnica diaria de 1,0 mg/kg/dia, todos durante dez dias consecutivos. As cobaias
tiveram seu peso controlado diariamente para o céalculo adequado da dose do
agrotoxico a ser utilizada. O controle era composto por cinco cobaias, e 0S grupos
tratados Il e lll, por seis e sete cobaias respectivamente.

Para o manejo dos animais e administracdo do agrotoxico foram utilizados os
equipamentos de protecao individual recomendados na bula do produto.

O numero de cobaias por grupo foi definido de acordo com as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2009) para realiza¢do de estudos
toxicoldgicos, sendo o minimo de cinco animais para cada dose testada no
experimento.

A dose do agrotoxico escolhido foi baseada na D, 50 oral para ratos do
Pyrinex 480 CE®, encontrada na bula do produto, que é de 300 mg/Kg e considerou
as normas da ANVISA de nao exceder 80% da D, 50.
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A avaliacéo funcional selecionada para ser realizada neste estudo foi a prova
calérica gelada (dgua a 10°C), conforme o protocolo de Marseillan, Grellet e
Colafémina (1969) dentro do espectro do exame de ENG. As variaveis selecionadas
foram: frequéncia de aparecimento de nistagmos (Fn) em 10 segundos de registro,
mensurada em unidades por segundo (u/s) e velocidade angular da componente
lenta (VACL), medida em graus por segundo (°/s).

A ENG foi realizada 24 horas antes de se iniciar o experimento e 24 horas
apos a ultima administracdo do agrotéxico e de agua destilada no grupo controle. O
primeiro exame foi realizado para que pudesse ser usado como parametro de
comparacdo da situacdo do sistema vestibular das cobaias, previamente a
intoxicacao e pos-intoxicacdo. O segundo procedimento foi realizado para avaliagéao
do efeito do agrotoxico no sistema vestibular destas cobaias através de uma prova
funcional, analisando assim o reflexo vestibulo-ocular das mesmas.

A técnica a ser utilizada para o estudo das respostas vestibulares ao estimulo
térmico foi a desenvolvida por Marseillan, Grellet e Colafémina em 1969. Essa
técnica baseia-se no registro eletronistagmografico das reac¢des oculares ao
estimulo térmico, em cobaias preparadas para experimentos crénicos com eletrodos
permanentes (OLIVEIRA, CICILINI, SOUZA, ANDRADE, 1979). Todas as cobaias
selecionadas foram submetidas a um procedimento cirdrgico asséptico para a
implantacdo de um eletrodo subcutaneo na regido frontal, e dois eletrodos
subcutédneos nas regibes periorbiculares (esquerda e direita) sob anestesia com
cloridrato de Xilazina 2% (0,5 ml/Kg — Dopaser®; Laboratérios Calier do Brasil Ltda)
e cloridrato de Quetamina 10% (0,9ml/Kg - Ketamin® 50mg/ml; Laboratorio
Cristalia), via intramuscular.

Apés a cicatrizacdo do ferimento cirargico as cobaias foram contidas em
caixas adequadas para o registro do nistagmo, provocado pela irrigacdo com 20 ml
de agua gelada a 10°C no conduto auditivo externo.

Concluidos os dez dias de administracdo do agrotéxico, as cobaias foram
submetidas a um novo registro do nistagmo (Figura 1), provocado novamente pela
irrigacéo do conduto auditivo externo com 20 ml de agua a 10°C.

Para o registro do exame foi utilizado o equipamento Nistagmocil®,
monocanal, qgue € um eletronistagmoégrafo para registro de nistagmos provocados
pelo método de RALPAC (estimulacao térmica a ar ou 4gua), é portatil e de simples

manejo, constituido por um sistema de registro acrescido de pré-amplificadores
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especiais acoplados por meio de capacitores que registram variacées dos potenciais
corneo-retinianos, mas que nao registram os valores absolutos desses potenciais.

Foram utilizados dois elétrodos ativos, um em cada canto externo das
cavidades orbitarias, para registro dos movimentos horizontais e um eletrodo
indiferente na linha média nasal a 2 cm da ponta nasal.

Os pré-amplificadores foram regulados para uma excursdo de 2 cm da pena
inscritora no papel de registro. Os elétrodos sao polarizados de maneira que o olhar
para a direita ocasione o desvio da pena para cima e o olhar para a esquerda cause
um desvio da pena inscritora para baixo.

A calibracdo dos movimentos deu-se a partir da estabilizacdo da pena e

permanéncia da cobaia com a cabeca em posicao estavel.

Figura 1 — Fotografia dos equipamentos e registro da Eletronistagmografia
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Figura 2 — Fotografia do registro dos nistagmos para a direita de cobaia do Grupo Controle, estimulo

oferecido na orelha esquerda.

Os valores da frequéncia de aparecimento de nistagmo (Fn) foram obtidos a
partir da contagem do numero de nistagmos presentes em 10 segundos de registro
do exame, com base na velocidade do papel no equipamento utilizado de 25 mm/s.

Para a obtencdo dos valores da velocidade angular da componente lenta
(VACL), foram realizadas trés medidas de nistagmos com bases iguais em trés
locais diferentes: no inicio, meio e fim do registro. O valor considerado para VACL
para cada orelha de cobaia foi a média entre os nove valores mensurados.

Os dados encontrados foram tratados estatisticamente através do programa
Statistica, versdo 9.0. Os dados coletados foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors. Para os dados normais intragrupos foi utilizado o teste t de
Student para variaveis dependentes. Ja para os dados intergrupos foi realizado o

teste ANOVA. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.

Resultados

Os resultados da ENG, quando comparados intragrupos demonstraram que
nao existe diferenca significante entre as orelhas em nenhum dos grupos, 0 que nos
mostra que existe semelhanca entre as orelhas, tanto na variavel Fn como na

variavel VACL. O teste de comparagdo no momento pré-experimento entre 0s grupo
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[, Il e lll demonstrou que ndo existia diferenca significativa entre eles, portanto os
grupos eram homogéneos.

Tais testes foram realizados para garantir a homogeneidade entre as orelhas
e entre 0s grupos. Este fato permite-nos comparar os resultados no momento pos-
experimento, considerando que antes eles eram estatisticamente semelhantes.

As médias das Fn e da VACL para as orelhas dos animais em cada grupo

estdo explicitadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1- Comparacédo dos valores médios das frequéncias do aparecimento de nistagmos (u/s)

entre o pré e pés-experimento dos Grupos I, Il e 11l (%)

Grupo Pré Pés p-valor
Experimento Experimento

Gl (n=5)
oD 5,18+1,12 4,08+1,29 0,28
OE 4,78+0,70 4,28+1,39 0,37

G Il (n=6)
oD 4,95+2,04 3,96+1,18 0,16
OE 4,63+0,98 4,08+1,30 0,20

Gl (n=7)
oD 4,42+1,52 3,94+0,77 0,47
OE 4,45+1,27 5,04+0,79 0,37

(*) Os dados foram apresentados como a média + desvio padréo
OD - orelha direita OE - orelha esquerda n - nimero de cobaias u/s - unidade/segundo

Teste intragrupo — Teste t de Student Teste intergrupos - ANOVA
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Tabela 2 - Comparacdo dos valores médios das velocidades angulares da componente lenta (°/s)

entre o pré e pés-experimento dos Grupos I, Il e 111(*)

Grupo Pré Pés p-valor
Experimento Experimento

G I (n=5)

oD 59,75+19,19 63,21+21,39 0,79

OE 55,569+23,25 73,39+22,70 0,09
G Il (n=6)

oD 59,05+17,42 57,34+15,74 0,76

OE 44,31+14,37 52,86+11,19 0,36
Gl (n=7)

oD 55,85+23,17 69,45+24,18 0,17

OE 62,66+16,71 68,31+25,69 0,54

(*) Os dados foram apresentados como a média + desvio padréo
OD - orelha direita  OE - orelha esquerda n - nUmero de cobaias  °/s - grau por segundo

Teste intragrupo — Teste t de Student Teste intergrupos — ANOVA

A comparacao entre 0s grupos no pos-experimento nao demonstrou diferenca
estatisticamente significante nas variaveis Fn e VACL.

Discussao

Pesquisadores advertem que a grande maioria dos acidentes graves e fatais
causados por agrotoxicos, incluindo a exposi¢cao acidental, profissional e a ingestao
em caso de suicidio é devida aos inseticidas OF e carbamatos altamente toxicos
(MENDES, 1995; MORAES, 1999).

Este fato revela que o agrotoxico OF clorpirifés nas doses administradas de
0,5mg/kg/dia e 1mg/kg/dia, durante 10 dias ndo ocasionou dano que fosse detectado
em exame funcional do sistema vestibular das cobaias.

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de avaliar o impacto do uso
de agrotoxicos OF na saude humana. Tais estudos utilizaram como metodologia a
entrevista com trabalhadores rurais expostos a estes compostos (MANJABOSCO,
MORATA, MARQUES, 2004; ARAUJO et al., 2007; LISBOA, SENA, DUTRA, 2007;
FARIA, ROSA, FACCHINI, 2009; HOSHINO et al., 2009; MAGALHAES, 2010;



41

AZEVEDO, 2010; SOUZA, 2011). Os resultados mostraram a tontura, como sendo
um sintoma recorrente referido por esses trabalhadores. O que sugere um
comprometimento funcional, porém neste estudo ndo se encontrou diferenca
significante entre as cobaias intoxicadas e as néo intoxicadas, através da prova
caldrica.

Ainda com a ressalva, de que a entrevista com trabalhadores é uma avaliagdo
subjetiva e, portanto, ndo possui a mesma confiabilidade do exame funcional
realizado neste estudo. Exame este, que confere um resultado mensuravel do efeito
causado pela exposicdo a substancia em questdo. Em contraponto com esta
pesquisa, os estudos referidos avaliam os sintomas cronicos, enquanto a amostra
dessa pesquisa foi exposta por um periodo breve, onde se avaliou o efeito agudo e
em animais.

O estudo que avaliou as alteracdes morfolégicas do aparelho vestibulo-
coclear de cobaias expostas a OF encontrou evidéncias de alteracbes através da
microscopia eletrénica de varredura nas cocleas, saculos e utriculos. Este resultado
que evidencia uma alteracdo morfoldégica pode sugerir um disturbio funcional
(KORBES, 2010). No entanto, na presente pesquisa ainda ndo houve manifestacio
de sintomas funcionais, isto pode ter ocorrido em virtude da diferenga do principio
ativo testado, apesar de pertencer a classe dos compostos organofosforados.

Os resultados da presente pesquisa ndo mostraram diferenca estatistica
significativa entre as varidveis pesquisadas. Isto estd em desacordo com outros
pesquisadores que encontraram alteracées funcionais em testes sensorio-motores
em seres humanos como mudanca na medida de oscilacdo postural com olhos
fechados e em superficie macia, sugerindo efeito subclinico do agrotéxico sob os
sistemas vestibular e proprioceptivo (HOSHINO et al, 2008). Também discorda da
pesquisa, que analisou a Vectoeletronistagmografia de trabalhadores expostos a OF
cronicamente, que encontraram alteracbes em 50 % dos casos analisados; estas
alteracdes traduziram-se em hiperreflexia na prova caldrica da VENG, entretanto,
aqui avaliamos os efeitos agudos deste organofosforado (DICK, STEENLAND,
KRIEG, HINES, 2001).

O estudo com trabalhadores rurais expostos de forma aguda torna-se dificil, ja
gue a grande maioria destes sujeitos esteve anteriormente exposta a estas
substancias por longos periodos. Outra limitante do estudo com seres humanos é

gue raramente 0S mesmos estdo expostos a um sO agente, o que dificulta a
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avaliagcdo dos efeitos especificos de um anico principio ativo. Por tal motivo, o
estudo experimental torna-se uma alternativa de se pesquisar o efeito isolado de um
principio ativo.

Os achados dessa pesquisa sao similares aqueles encontrados em pesquisa
realizada na China, pais de forte producédo agricola, que utilizou como amostra 301
criangas com idade entre 23-25 meses expostas a OF. Neste estudo evidenciou-se a
presenca de altos niveis de metabdlitos OF nos testes de urina, porém nao
encontrou relacdo entre este dado e os niveis de desenvolvimento infantil
(GUODONG et al., 2012). Este fato reforca a ideia de que mesmo na presenca do
composto no organismo, muitas vezes nao encontramos correlagdo funcional com
este achado.

Exposicdes agudas a organofosforados podem ndo ser capazes de
representar alteracdes em exames funcionais, como mostra o estudo que avaliou 0s
efeitos destes compostos no sistema auditivo de cobaias. A pesquisa encontrou
alteracdes nas células ciliadas externas da céclea pés-intoxicacdo aguda por OF,
porém esta lesdo morfolégica ndo se traduziu em alteracdo funcional no sistema
auditivo periférico das cobaias avaliadas pelos testes de EmissGes Otoacusticas
Produto de Distor¢éo e potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico (KORBES,
2009).

O periodo agudo de exposicao e avaliacdo pode ter sido o fator determinante
dos resultados néo significativos neste estudo, apontando para a necessidade de se
realizar estudos com diferentes doses e por um periodo de tempo mais prolongado

para que se possa determinar com maior seguranca a utilizacdo desta substancia.

Conclusao

O agrotoxico organofosforado clorpirifés nas doses testadas ndo demonstrou

dano funcional ao sistema vestibular das cobaias intoxicadas de forma aguda.
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Resumo

O sistema vestibular € responsavel pelo equilibrio corporal. Existem
substancias que o danificam, causando tontura. Estas sdo chamadas
vestibulotdxicas. Os agrotoxicos tornaram-se objeto de investigacdo da ototoxicidade
a partir de pesquisas que apontaram a tontura como um sintoma recorrente entre as
queixas de produtores rurais. O objetivo constitui-se em avaliar a histopatologia do
sistema vestibular de cobaias expostas a organofosforados, identificando os efeitos
destes compostos nesse sistema. O estudo é do tipo experimental. Foram utilizadas
18 cobaias, sendo seis intoxicadas com organofosforado clorpirifés nas doses de 0,5
mg/kg/dia; sete na dose de 1mg/kg/dia, e grupo controle composto por cinco cobaias
expostas a agua destilada, durante 10 dias consecutivos. Posteriormente realizou-se
a contagem dos tufos ciliares nas maculas dos saculos e utriculos através
Microscopia Eletronica de Varredura. Na comparacédo dos dados intergrupos, para a
variavel saculo realizou-se o Teste ANOVA one-way que resultou em p= 0,0569; ja
para a variavel utriculo, utilizou-se o Teste Kruskal-Wallis, que apresentou como
resultado p= 0,8958, revelando n&do haver diferenca entre os grupos em ambas as
variaveis. Conclui-se que a andlise histopatologica do sistema vestibular de cobaias
expostas agudamente ao agrotoxico organofosforado ndo demonstrou diferenca
para a quantidade de tufos ciliares nas maculas dos saculos e utriculos nas doses

testadas neste experimento.

Palavras-chave: Equilibrio Postural. Sistema Vestibular. Inseticida Organofosforado.

Praguicida.Toxicidade.
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Abstract

The vestibular system is responsible for body balance. There are substances
that damage, causing dizziness. These are called vestibulotoxicas. Pesticides have
become the object of investigation of ototoxicity from research that showed dizziness
as a symptom of recurrent complaints among farmers. The objective is to evaluate
the histopathology in vestibular system of guinea pigs exposed to organophosphates,
identifying the effects of these compounds in this system. The study is the
experimental type. 18 guinea pigs were used, six organophosphate intoxicated with
chlorpyrifos at doses of 0.5 mg / kg / day seven dose of 1mg/kg/day and control
group of five guinea pigs exposed to distilled water for 10 consecutive days. Later
there was the counting of ciliary tufts in macules of saccules and utricles by Scanning
Electron Microscopy. In intergroup comparison of data for the variable saccule held
the one-way ANOVA test resulted in p = 0,0569, whereas for the variable utricle, we
used the Kruskal-Wallis test, showed that as a result p = 0,8958, revealed no
differences between groups in both variables. It is concluded that the histopathologic
analysis of the vestibular system of guinea pigs acutely exposed to organophosphate
pesticides showed no difference in the amount of the ciliary tufts macules saccules
and utricles of the doses tested in this experiment.

Key-words: Postural Balance. Vestibular System. Insecticide Organophosphate.

Pesticides.Toxicity.
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Introducéo

O sistema vestibular é constituido por trés partes principais: um sistema
sensorial periférico, um processador central e um mecanismo de resposta motora. O
sistema sensorial periférico é composto de um conjunto de sensores do movimento,
0s quais enviam informacdes ao sistema nervoso central (SNC). O SNC é
responsavel pelo processamento desses sinais e 0Ss combina com outras
informacdes sensoriais, para estimar a orientacao cefalica (HERDMAN, 2002).

Este sistema periférico € composto de um labirinto ésseo e um labirinto
membranoso (GUYTON, 1992). O componente membranoso € a parte funcional do
sistema, que detecta as sensacfes de equilibrio. Esta contém trés canais
semicirculares, saculo e utriculo, constituindo os 6rgdos sensoriais vestibulares
(MARTIN, 1998).

As células receptoras vestibulares estdo localizadas em regides dos canais
semicirculares, denominadas ampolas, ja no saculo e no utriculo sdo chamadas de
maculas. Estas células sdo sensores bioldgicos, que convertem o deslocamento
provocado pelo movimento cefalico em uma descarga neural (HERDMAN, 2002).
Contudo, estas propriedades mecanicas do labirinto vestibular conferem aos
receptores a sensacdao de movimento. As células ciliadas do utriculo e do saculo
registram o movimento linear. Estes 6rgdos possuem um revestimento gelatinoso
sobre as células sensoriais das suas maculas, com cristais de carbonato de calcio
embebidos na superficie do material gelatinoso, estes repousam sobre os
estereocilios das células sensoriais. Esta gelatina sofre uma deformacdo causada
pelos movimentos da cabec¢a, que acabam desviando os estereocilios (MARTIN,
1998).

O equilibrio corporal, pelo qual o sistema vestibular € um dos responsaveis, €
uma complexa interacdo entre o0 sensorial e 0 motor, que nos previne de quedas,
permite-nos adotar posturas e realizar movimentos com harmonia (GANANCA,
MUNHOZ, CAOVILLA, SILVA, 2000). Quando ocorre uma alteracao vestibular,
ocorrem sintomas de desequilibrio, que entre outros, a tontura € o0 mais comum € o
gue mais afeta a qualidade de vida do individuo (POPPER, 2001).

Existem substancias que tem a capacidade de danificar ou perturbar o
sistema vestibular, causando tontura. Tais substancias que influenciam

negativamente o sistema, ocasionando perda da funcao vestibular ou lesédo celular
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na orelha interna sdo chamadas de ototdxicas ou vestibulotéxicas (JOHNSON,
1993). O grau com que esta substancia vai influenciar no individuo depende da
predisposicao individual, da dose administrada, do tempo de duracdo, da via de
administracdo, da idade, da tendéncia familiar e/ou de eventual dano prévio a orelha
interna (ZOCOLI, REICHOW, ZOCOLlI, 2003).

Diversas substancias ototdxicas vém sendo estudadas dentre elas antibioticos
aminoglicosideos, aspartame, acido salicilico, medica¢cdes oncoldgicas, agrotoxicos
entre outros.

Os agrotoxicos tornaram-se objeto de investigacdo na linha de ototoxicidade a
partir de pesquisas realizadas com produtores rurais, que apontaram a tontura e/ou
vertigem como sendo um sintoma recorrente entre as queixas desta populacéo
(DICK, STEENLAND, KRIEG, HINES, 2001; ARAUJO et al., 2007; HOSHINO et al.,
2008; FARIA, ROSA, FACCHINI, 2009).

As pesquisas com seres humanos permitem-nos identificar os sintomas,
porém ndo nos permitem avaliar o impacto morfolégico que estes sintomas causam
no sistema vestibular do individuo. Por isso o objetivo desta pesquisa constitui-se
em analisar a histopatologia do sistema vestibular de cobaias expostas a
organofosforados, identificando os efeitos destes compostos nesse sistema.

Materiais e Métodos

Esta pesquisa foi submetida & Comissé&o de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da FMRP-USP, aprovada sob protocolo numero 135/2011 (Anexo 1) e esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

No presente estudo foram utilizadas dezoito cobaias albinas adultas, machos,
da espécie Cavia porcellus selecionadas no Biotério Central da Universidade de Sao
Paulo, Campus de Ribeirdo Preto, com peso entre 300 e 500 gramas. Foram
incluidas no estudo as que apresentaram Reflexo de Preyer presente, reflexo este,
avaliado por observacdo de pequenos movimentos de contratura do pavilhdo
auricular da cobaia, quando a mesma € estimulada com sons de pequena e média
intensidade. Tal reflexo é utilizado para avaliar a funcdo auditiva em roedores
(JERO, COLING, LALWANI, 2001). Na selecéo inicial, as cobaias foram avaliadas e
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submetidas a otoscopia manual. Nao foram incluidas no experimento aquelas, que
apresentaram sinais de otite externa e/ou média e perfuragéo timpanica.

Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP), em gaiolas coletivas
separadas de acordo com o0 grupo experimental, com maravalha, em regime
claro/escuro de 12 horas, rag¢éo propria e 4gua ad libitum.

Para realizacdo do estudo as cobaias foram divididas em trés grupos, sendo o
grupo | o controle;

-Grupo [: cinco cobaias, com administracdo de agua destilada intraperitoneal
em dose Unica diaria, no mesmo volume correspondente a dose de agrotoxico para
0 peso da cobaia, durante 10 dias.

-Grupo |lI: seis cobaias, com administracdo intraperitoneal de agrotéxico na
dose Unica diaria de 0,5 mg/kg/dia, durante 10 dias consecutivos.

-Grupo lll: sete cobaias, com administracdo intraperitoneal de agrotéxico na
dose Unica diaria de 1mg/kg/dia, durante 10 dias consecutivos.

As dezoito cobaias, totalizavam trinta e seis orelhas, considerando-se trinta e
seis saculos e trinta e seis utriculos.

O numero de cobaias por grupo foi definido de acordo com as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2009) para realizacdo de estudos
toxicolégicos, sendo o minimo de cinco animais para cada dose testada no
experimento.

O modelo experimental escolhido foi cobaia albina, pois segundo estudo de
Albuquerque et al. (2009) este modelo mostrou-se 0 melhor animal na etapa de
microdissec¢cao em comparagao com o rato. As vantagens deste modelo estdo no
tamanho e rigidez do osso temporal que permite uma maior facilidade para a retirada
do material anatdémico para analise.

Para a intoxicacao das cobaias, foi administrado o agrotoxico organofosforado
Pyrinex 480 CE®, comercializado pela Milenia Agrociéncias S/A. O Pyrinex 480 EC®
€ um inseticida organofosforado com acéo de contato e ingestao, recomendado para
o controle de pragas nas culturas de algodao, batata, café, citros, feijao, maca,
milho, soja, tomate rasteiro para fins industriais e trigo. O produto esta registrado no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA sob n° 09298.
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A dose do agrotoxico escolhido foi baseada na DL 50 oral para ratos do
Pyrinex 480 CE®, encontrada na bula do produto, que é de 300 mg/Kg e considerou
as normas da ANVISA de ndo exceder 80% da DL 50. As cobaias tiveram seu peso
controlado diariamente para o calculo adequado da dose do agrotdéxico a ser
utilizada.

Para o manejo das cobaias e administracdo do agrotoxico foram utilizados os
equipamentos de protecao individual recomendados na bula do produto.

AplOs 24 horas da ultima administracdo do agrotoxico os animais foram
anestesiados com Tionembutal (25 mg/kg) na dose 6 mg/kg de peso corporal, via
intraperitoneal e eutanasiados pelo método de decapitacdo. Imediatamente ap6s o
sacrificio do animal, os o0ssos temporais contendo as bulas timpéanicas foram
removidos. As bulas timpanicas foram abertas e removeram-se 0s 0rgaos
vestibulares.

Posteriormente a eutanasia dos animais, para dissec¢cdo microscopica, as
pecas anatdmicas foram perfundidas com solucao de fixacdo de glutaraldeido a 3%
a 4°C e mantidas na solucao por 24 horas. Através da janela redonda foi injetada,
para fixacdo, uma solucdo de glutaraldeido a 3% em tampéo fosfato 0,1M, pH = 7,4,
por 4 horas a 4°C, lavadas trés vezes por cinco minutos com 0 mesmo tampao. Em
seguida, foram fixadas com tetroxido de 6smio 1% por 2 horas a 4°C e a seguir
submetidas a desidratacao.

A desidratacdo das estruturas foi realizada com banhos sucessivos de etanol
em concentracdes crescentes de 50%, 70%, 90% e 95% durante 10 minutos cada
em temperatura ambiente. A seguir utilizou-se etanol a 100% em trés banhos de 20
minutos cada, deixando-se as estruturas imersas no ultimo banho a temperatura
ambiente por 12 horas. A secagem da agua ainda presente nas amostras, ap0s
desidratacéo, foi realizada utilizando-se o equipamento BAL-TEC — CPD 030 —
Critical Point Dryer (Balzers, 40 Liechtenstein), através do processo de ponto critico,
sendo as amostras transferidas para a camara do aparelho e recobertas por didxido
de carbono (CO2) liquido.

Para a adequada observacdo a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
as pecas dissecadas e parcialmente preparadas foram fixadas em um porta-
espécime cilindrico de metal com pasta condutiva de carbono, Colloidal Graphite
(Electron Microscopy Sciences — Hatfield, PA). As estruturas foram cobertas por uma

camada fina de ouro 24 quilates, através do processo de vaporizacdo com 0
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equipamento BAL-TEC — SCD 050 — Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein),
tornando-se eletricamente condutivas.

A andlise morfolégica das estruturas vestibulares foi realizada através da
Microscopia Eletrébnica de Varredura no microscopio eletrébnico JEOL Scanning
Electron Microscope - JSM 5200. Procedeu-se o registro fotografico das imagens
com aumento de 3.500 vezes. ApéOs o registro fotografico as fotografias foram
transferidas para o software IMAGE J®, para que se processasse a avaliacao.

Realizou-se uma avaliagdo microscoépica dos tufos ciliares das maculas do
saculo e do utriculo, bilateralmente para cada animal incluso no experimento. Esta
avaliagcdo se deu por meio da contagem do numero de tufos ciliares na regido da
estriola presentes por campo fotografico. O aumento de 3.500 vezes foi padronizado
para todas as fotografias.

Para a analise estatistica foi obtida a média ponderada do numero de tufos de
estereocilios presentes em cada orelha. Os 6rgaos vestibulares, que apresentaram a
MEV artefatos que pudessem interferir na contagem dos tufos ciliares, como lesbes
das estruturas durante a dissec¢cdo ou montagem do material, foram excluidos do
estudo.

Os dados encontrados foram tratados estatisticamente através do programa
Statistica, versao 9.0, considerando-se um nivel de significancia de 5%. A
normalidade dos dados foi testada pelo Teste de Lilliefors. Foi realizada a analise
descritiva dos dados. Conforme o resultado do teste de normalidade, os dados
normais foram comparados entre grupos pelo Teste ANOVA one-way e os dados

nao-normais foram comparados através do Teste Kruskal-Wallis.

Resultados

Ao final das analises, perderam-se seis saculos e trés utriculos, os quais
foram considerados nos itens “n” das tabelas.

O Teste de Lilliefors acusou normalidade para os dados da variavel saculo e
nao-normalidade para a variavel utriculo. Foi realizada a analise descritiva dos
dados para o numero de tufos ciliares do saculo e utriculo nos grupos I, Il e IlI,

conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Comparacédo dos valores médios do nimero de tufos ciliares do saculo e do utriculo entre

os Grupos I, Il e lll (*)

Grupo Média Minimo Maximo

Gl
Século (n=9) 25,44+6,50 14,00 35,00
Utriculo (n = 10) 24,86+3,51 17,00 28,00

Gl
Séaculo (n=9) 26,70+5,54 20,00 38,00
Utriculo (n = 11) 26,45+4,50 18,00 34,00

Gl
Século (n=12) 31,41+5,35 22,50 42,00
Utriculo (n = 12) 27,97+£3,77 23,66 37,50

(*) Os dados foram apresentados como a média + desvio padréo
n — ndmero de século e de utriculo

Para comparar os dados intergrupos, para a variavel saculo foi realizado o
Teste ANOVA one-way que resultou em p= 0,0569, demonstrando nao haver
diferenca entre os valores dos grupos I, Il e lll para a variavel testada. Ja para a
variavel utriculo, a comparacdo entre os grupos foi analisada através do Teste
Kruskal-Wallis, que apresentou como resultado p= 0,8958, revelando néo haver
diferenca entre os grupos.

Os resultados dos testes comparativos entre o grupo controle e as diferentes
doses de agrotéxico organofosforado testadas ndo causaram danos histopatolégicos
as células ciliadas do saculo e do utriculo das cobaias envolvidas neste estudo,

durante o periodo de dez dias, quando analisadas pela MEV.

Discussao

A média do grupo | foi menor do que os demais, mas nao é possivel afirmar
que houve diferenca significativa entre os grupos, pois as médias dos grupos Il e lll
estdo de acordo com os valores médios encontradas por outros autores, que

realizaram MEV em cobaias, utilizando em seus grupos controles agua destilada
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durante 30 dias, e outro soro fisiolégico durante 10 dias (SILVEIRA, 2011;
MARQUEZINI, 2011).

Os resultados da presente pesquisa nao evidenciaram diferenca estatistica
significativa entre o nimero de tufos ciliares dos grupos de cobaias intoxicadas com
as diferentes doses de organofosforado. Isto vai de encontro aos resultados de
outros pesquisadores, que avaliaram o sistema vestibular de cobaias intoxicadas por
organofosforados durante sete dias, nas doses de 0,3 e 3mg/kg/dia, e que
encontraram alteracdes ciliares nos saculos e utriculos (KORBES, SILVEIRA,
HYPPOLITO, 2010). Convém ressaltar que a referida pesquisa utilizou doses e
principio ativo diferentes da atual.

Os danos morfolégicos em animais exposto a organofosforados vem sendo
amplamente pesquisados. Estudo que avaliou de forma aguda os efeitos de um
organofosforado no sistema nervoso observou alteracdo estrutural no cerebelo,
caracterizada por apoptose nas células de Purkinje e dano estrutural ao
citoesqueleto dos animais sobreviventes (QUILODRAN, MIRANDA, JIMENEZ,
2006). Em pesquisa gque avaliou os efeitos crénicos no SNC de animais intoxicados
por organofosforado, foi observada a hipertrofia da camada molecular do cértex
cerebral, e que pode levar a perda ou afilamento das ramificacdes neurais
(PELEGRINO et al., 2006; PEREZ et al., 2006), porém este nado foi objetivo de nossa
pesquisa, que avaliou tufos ciliares em células sensoriais das méaculas do saculo e
utriculo.

Pesquisa realizada com trabalhadores rurais, que entraram em contato com
organofosforado clorpirifds e posteriormente realizaram testes para avaliacédo
sensorio-motora, demonstraram alteracdes principalmente nas medidas de oscilacdo
postural com os olhos fechados e em superficie macia. Este resultado sugere um
efeito subclinico envolvendo os sistemas proprioceptivo e vestibular (HOSHINO et
al., 2008).

Avaliacdo funcional através da Vectoeletronistagmografia de trabalhadores
expostos a organofosforados revelou que a grande maioria dos sujeitos apresentou
alteracdo do tipo Disfuncdo Vestibular Periférica Irritativa (ARAUJO et al., 2007) .
Isto evidencia que o agrotoxico organofosforado tem potencial neuro-ototoxico,
porém ndo se pode ainda afirmar qual a dose e o tempo de exposi¢cao seguros para

estes compostos ndao causarem danos a saude.
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Estudos funcionais comprovam que a intoxicagao por agrotoxico causa tontura
e/ou vertigem em trabalhadores expostos a estes compostos (DICK, STEENLAND,
KRIEG, HINES, 2001; HOSHINO et al., 2008), porém ainda nao foi possivel elucidar
a origem morfoldgica especifica deste sintoma, nem mesmo se existe uma causa
Unica ou esta seria multifatorial.

Ainda sd@o necessarios estudos que possam determinar as doses e tempo de
exposicao seguros para os agrotoxicos organofosforados. Portanto, vale ressaltar
gue em qualquer dose a ser utilizada e em eventual contato com estes compostos

utilize-se os equipamentos de protecéo individual indicados para tal.

Concluséao

A analise histopatolédgica do sistema vestibular de cobaias expostas de forma
aguda ao agrotoxico organofosforado ndo demonstrou diferenca para a quantidade
de tufos ciliares nas maculas dos saculos e dos utriculos nas doses testadas neste

experimento.
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5 DISCUSSAO GERAL

Pesquisadores advertem que a grande maioria dos acidentes graves e fatais
causados por agrotoxicos, incluindo a exposicao acidental, profissional e a ingestéao
em caso de suicidio é devida aos inseticidas OF e carbamatos altamente toxicos
(MORAES, 1999; MENDES, 1995).

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de avaliar o impacto do uso
de agrotéxicos OF na saude humana. Tais estudos utilizaram como metodologia a
entrevista com trabalhadores rurais expostos a estes compostos (ARAUJO,
2007;AZEVEDO, 2009; FARIA et al., 2009; HOSHINO et al., 2009; LISBOA et al.,
2007; MAGALHAES, 2010; MANJABOSCO et al., 2004; SOUZA, 2011). Os
resultados mostraram a tontura, como sendo um sintoma recorrente referido por
esses trabalhadores. Porém no presente estudo ndo se encontrou diferenca
significante entre as cobaias intoxicadas e as nao intoxicadas.

Ainda com a ressalva, de que a entrevista com trabalhadores é uma avaliacéo
subjetiva e, portanto, ndo possui a mesma confiabilidade do exame funcional
realizado neste estudo. Exame este, que confere um resultado mensuravel do efeito
causado pela exposicdo a substancia em questdo. Em contraponto com esta
pesquisa, os estudos referidos avaliam os sintomas crénicos, enquanto a amostra
dessa pesquisa foi exposta por um periodo breve, onde se avaliou o efeito agudo e
em animais.

Os resultados da presente pesquisa ndo mostraram diferenca estatistica
significativa nas variaveis pesquisadas. Isto estd em desacordo com outros
pesquisadores que encontraram alteracées funcionais em testes sensorio-motores
como mudanca na medida de oscilacdo postural com olhos fechados e em superficie
macia em trabalhadores rurais que entraram em contato com OF clorpirifés. Tal
achado sugere efeito subclinico do agrotoxico nos sistemas vestibular e
proprioceptivo (HOSHINO, 2008). Também discorda da pesquisa, que analisou a
Vectoeletronistagmografia de trabalhadores expostos a OF cronicamente, que
encontraram alteragbes em 50 % dos casos analisados; estas alteragoes traduziram-
se em hiperreflexia na prova caldrica da VENG, entretanto, aqui avaliamos os efeitos
agudos de um organofosforado (DICK et al., 2001).

Isto evidencia que o agrotoxico organofosforado tem potencial neuro-

ototoxico, porém ndo se pode ainda afirmar qual a dose e o tempo de exposicéo
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seguros para estes compostos ndo causarem danos a saude, o que vem de
encontro aos limiares de doses, aqui testadas e que n&do mostraram diferenca
estatistica significativa.

O estudo com trabalhadores rurais expostos de forma aguda torna-se dificil, ja
gque a grande maioria destes sujeitos esteve anteriormente exposta a estas
substancias por longos periodos. Outra limitante do estudo com seres humanos é de
gue raramente 0S mesmos estdo expostos a um sO agente, o que dificulta a
avaliacdo dos efeitos especificos de um unico tipo de principio ativo, o que justifica a
utilizac@o de animais de laboratorio de forma experimental.

Ainda os achados dessa pesquisa sdo similares aqueles encontrados em
pesquisa realizada na China, pais de forte producdo agricola, que utilizou como
amostra 301 criancas com idade entre 23-25 meses expostas a OF. Neste estudo
evidenciou-se a presenca de altos niveis de metabdlitos OF nos testes de urina,
porém nao encontrou relacao entre este dado e os niveis de desenvolvimento infantil
(GUADONG et al., 2012). Este fato reforca a ideia de que mesmo na presenca do
composto no organismo, muitas vezes ndo encontramos correlacdo funcional com
este achado.

Exposicdes agudas a organofosforados podem n&o ser capazes de
representar alteracdes em exames funcionais, como mostra o estudo que avaliou 0s
efeitos destes compostos no sistema auditivo de cobaias, com alteracdes nas
células ciliadas externas da céclea poés-intoxicacdo aguda por OF, porém esta lesao
morfologica ndo se traduziu em alteracao funcional no sistema auditivo periférico das
cobaias avaliadas pelos testes de Emissdes Otoacusticas Produto de Distorcao e
Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico (KORBES, 2009). No entanto,
nessa pesquisa que objetivou avaliar os tufos ciliares nas maculas das células
sensoriais, estas ndo mostraram alteracdes morfologicas pela MEV e nem funcionais
através da ENG. Todavia, as doses e principio ativo foram diferentes, apesar de ser
um composto da classe dos organofosforados.

Os resultados da presente pesquisa demonstraram que a média do grupo | foi
menor do que os demais com relacao a variavel nimero de tufos ciliares, mas néao e
possivel afirmar, que houve diferenca entre 0os grupos, pois as meédias dos grupos Il
e lll estdo de acordo com as médias encontradas por outros autores que realizaram
MEV em cobaias, utilizando em seus grupos controles agua destilada durante 30
dias e soro fisioldgico durante 10 dias (SILVEIRA, 2011; MARQUEZINI, 2011).
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Os resultados da presente pesquisa, que nao evidenciaram diferenca
estatistica significante entre o numero de tufos ciliares dos grupos de cobaias
intoxicadas com as diferentes doses de organofosforado, vdo de encontro aos
resultados de outros pesquisadores que avaliaram o sistema vestibular de cobaias
intoxicadas por organofosforados durante 7 dias, nas doses de 0,3 e 3mg/kg/dia, os
quais encontraram alteracdes ciliares nos séaculos e utriculos (KORBES et al., 2010).
Convém ressaltar que tal pesquisa utilizou doses e principio ativo diferentes da
atual.

Estudos funcionais comprovam que a intoxicagcao por agrotoxico causa tontura
e/ou vertigem em trabalhadores expostos a estes compostos (DICK et al., 2001;
HOSHINO, 2008), porém ainda ndo foi possivel elucidar a origem morfologica
especifica deste sintoma, nem mesmo se existe uma causa Unica ou esta seria
multifatorial.

Os danos morfolégicos em animais exposto a organofosforados vem sendo
amplamente pesquisados. Estudo que avaliou de forma aguda os efeitos de um
organofosforado no sistema nervoso observou alteracdo estrutural no cerebelo,
caracterizada por apoptose nas células de Purkinge e dano estrutural ao
citoesqueleto dos animais sobreviventes (QUILODRAN et al., 2006). Em pesquisa
gue avaliou os efeitos cronicos no SNC de animais intoxicados por organofosforado,
foi observada a hipertrofia da camada molecular do cortex cerebral, e que pode levar
a perda ou afilamento das ramificacées neurais (PELEGRINO et al., 2006; PEREZ et
al., 2006), dados estes, que reforcam e justificam os objetivos da presente pesquisa
em avaliar possiveis injurias celulares, embora em locais diferentes como nas
méculas dos saculos e utriculos.

Ainda sao necessarios estudos, que possam determinar as doses e tempo de
exposicao seguros para 0s agrotoxicos organofosforados. Portanto, vale ressaltar
gue em qualquer dose a ser utilizada e em eventual contato com estes compostos
utilize-se os equipamentos de protecéo individual indicados para tal.

O periodo agudo de exposicéo e avaliagdo pode ter sido o fator determinante
dos resultados néo significativos neste estudo, apontando para a necessidade de se
realizar estudos com diferentes doses e por um periodo de tempo mais prolongado

para que se possa determinar com maior seguranga a utilizagcdo desta substancia.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se com este estudo que o organofosforado clorpirifés nas doses
testadas de 0,5mg/kg/dia e 1mg/kg/dia ndo teve influéncia no sistema vestibular das
cobaias intoxicadas de forma aguda durante 10 dias, pois os resultados da avaliacéo
funcional através da eletronistagmografia e da avaliagdo morfoldégica por
microscopia eletronica de varredura ndo demonstraram diferenca para a frequéncia
de aparecimento de nistagmos, VACL, e para o numero tufos ciliares nas maculas

dos saculos e utriculos, respectivamente.
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Anexo A

Comprovante de aprovacdo da Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentacio n° 135/2011, sobre o projeto intitulado “4 influéncia do
organofosforado clorpirifés no sistema vestibular”, sob a responsabilidade
do Professor Doutor Miguel Angelo Hyppolito esti de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e foi aprovado ad
referendum no dia 08 de novembro de 2011.

(We certify that the protocol n° 135/2011, about “The clorpyriphos in vestibular system”, agrees with
the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the College of Medicine of Ribeirdo Preto of the
University of S3o Paulo — Ethical Commission of Ethics in Animal Research (CETEA) ad referendum in
11/08/2011.

Ribeirdo Preto, 08 de novembro de 2011.

,ﬂ/ c\: oo L/>>-_7é\
Prof. Dr. Mdrcio Dantas

Presidente da Comisséo de Etica em
Experimentagdo Animal




