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AVALIACAO FUNCIONAL DO SISTEMA VESTIBULAR
DE COBAIAS INTOXICADAS AGUDAMENTE POR
ORGANOFOSFORADO POR MEIO DA PROVA CALORICA

Functional evaluation of the vestibular system of guinea pigs poisoned
by an organophosphate through caloric stimulation
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RESUMO

detectaveis na prova caldrica.

DESCRITORES: Equilibrio Postural,
Praguicidas; Toxicidade de Drogas

Objetivo: avaliar o funcionamento do sistema vestibular de cobaias expostas ao organofosforado
clorpirifés, de forma aguda, por meio da prova caldrica da eletronistagmografia. Métodos: 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 administragdo 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). Resultados: os resultados ndo demonstraram dife-
rencga estatisticamente significante na comparagéo das variaveis entre os grupos. Conclusao: con-
clui-se que nas doses testadas o agrotdxico organofosforado clorpirifés ndo causou danos funcionais

Vestibulo do Labirinto;

Inseticidas Organofosforados;

INTRODUCAO

O equilibrio corporal ¢ mantido pelo funcio-
namento conjunto de trés estruturas: o sistema
vestibular, o sistema visual e o sistema proprio-
ceptivo. O sistema vestibular detecta as sensagdes
de equilibrio, auxiliando na coordenagdo dos
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movimentos da cabeca e dos olhos, e nos ajustes
da postura corporal. Disfungdes neste sistema
podem resultar sensagbes desagradaveis como
vertigem, nausea e uma sensagdo de desequi-
librio acompanhada de movimentos incontrolaveis
dos olhos, o nistagmo 2. Nos seres humanos é
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, os quais enviam informagbes ao
sistema nervoso central (SNC)3.

O sistema vestibular central produz uma
resposta a movimentagdo cefalica que € trans-
mitida 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. A
eletronistagmografia(ENG), em suas diferentes
modalidades, € a maneira mais adequada de



avaliar os achados oculares e/ou vestibulares. Esta
consiste no registro da movimentagao ocular, que
representa o elemento principal na investigacao
e na avaliagdo dos disturbios vestibulares*s. A
resposta padrdo para o exame € o nistagmo, pois
toda vez que se estimula o sistema vestibular,
ele aparece como resposta. Isso se deve a um
desequilibrio entre as forcas antagdnicas vestibu-
lares que contribui para manter a orientagdo dos
globos oculares. Da mesma maneira uma patologia
no sistema periférico ou em suas conexdes centrais
pode determinar o aparecimento do nistagmo. O
nistagmo constitui-se no elemento fundamental
de anadlise do RVO na ENG. As anormalidades do
RVO podem ser encontradas na pesquisa da prova
calérica*

Algumas substancias quimicas tém causado
danos ao ser humano e ao meio ambiente. Dentre
estas substancias encontram-se os agrotoxicos,
alguns conhecidos por suas propriedades neuro-
téxicas, sdo frequentemente considerados como
responsaveis por intoxicagdes a trabalhadores que
entram em contato com esses compostos, princi-
palmente nos paises em desenvolvimento®’. Os
agrotoxicos sdo um importante fator de risco para
a saude humana. Estes produtos sao utilizados em
grande escala por varios setores produtivos e mais
intensamente pelo setor agropecuario®®.

Entre os agrotoxicos, encontram-seos inseti-
cidas organofosforados (OF), que sdo compostos
anticolinesterasicos que causam variado grau
de toxicidade para o ser humano. Em razdo do
beneficio do agrotdxico para o sucesso do plantio,
o trabalhador tem a tendéncia de subestimar seus
efeitos na saude de quem entra em contato com
o produto’. Diversas vezes, essa exposi¢do causa
alteragbes clinicas que, silenciosamente, alteram
a vida do trabalhador'. Sabe-se que a exposicao
por um curto periodo causa os chamados efeitos
agudos. Este quadro varia de intensidade, podendo
ser caracterizado por nausea, vomito, cefaleia,
tontura entre outros sintomas. Atontura € um sintoma
de destaque, considerada uma das expressdes
clinicas da exposigéo aos agrotoxicos’?.

Faz-se importante ressaltar que a populagéo
exposta ao agrotdxico n&o se limita ao trabalhador,
mas também a sua familia, que convive proxima
a plantacdo. Este fato evidencia a necessidade
de pesquisas que aprofundem metodologias para
avaliagdo da exposigdo aos agentes toxicos e os
riscos associados a estes produtos, tanto nos casos
de intoxicagdo aguda como na exposi¢cdo em longo
prazo ao agrotoxico™.

O objetivo da pesquisa foi avaliar o funciona-
mento do sistema vestibular de cobaias expostas
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ao organofosforado clorpirifés, de forma aguda, por
meio da eletronistagmografia.

METODOS

A pesquisa caracterizou-se como do tipo
experimentalde corte prospectivo, de acordo com
Severino (2008)'2. 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 Experimentacdo Animal
(CONCEA), que estabelece os procedimentos para
o0 uso cientifico de animais e foi aprovada pela
Comissao de Etica em Experimentagédo Animal da
Faculdade de Medicina da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo,
sob o n°. 135/2011, em 08 de novembro de 2011.

Para este estudo foram utilizadas 18 cobaias
albinas machos, espécie Caviaporcellus, linhagem
inglesa, com peso entre 300 e 500g, com Reflexo
de Preyer presente e que n&o apresentavam
sinais de otite externa e/ou média, auséncia de
perfuragdo timpanica a otoscopia. O Reflexo de
Preyer é avaliado por observacdo de pequenos
movimentos de contratura do pavilhdo auricular da
cobaia, quando a mesma é estimulada com sons de
pequena e média intensidade. Tal reflexo é utilizado
para avaliar a fungéo auditiva em roedores’.

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

Para a intoxicagdo as cobaias receberam pela
via intraperitoneal o agrotéxico OF Pyrinex 480
CE®, comercializado pela Milenia Agrociéncias
S/A, que tem como principio ativo o clorpirifés. O
Pyrinex 480 CE® é um inseticida OF com acgéo de
contato e ingestdo, 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.

A via intraperitoneal foi a via escolhida, por
garantir a absorgdo da dose, ja que por outras
via corria-se o risco de ndo se saber a exata dose
absorvida.

As cobaias foram divididas em trés grupos: no
grupo | (controle) foi realizada a administragéo
de agua destilada intraperitoneal em dose unica
diaria, no mesmo volume correspondente a dose
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de agrotdxico para o peso da cobaia; no grupo Il foi
administrado o agrotdxico 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 unica diaria de 1,0 mg/kg/dia, todos durante
dez dias consecutivos. As cobaias tiveram seu peso
controlado diariamente para o calculo 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. O
numero de cobaias por grupo foi definido de acordo
com as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria para realizagdo de estudos toxicoldgicos,
sendo o minimo de cinco animais para cada dose
testada no experimento. Dessa forma escolheu-se
o minimo de animais para a formagdo do grupo
controle, acrescentando-se um animal conforme o
aumento da dose, pelo risco de perda animais.

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

A dose do agrotéxico escolhido foi baseada na
D, 50 oral para ratos do Pyrinex 480 CE®, encon-
trada na bula do produto, que é de 300 mg/Kg e
considerou as normas da ANVISA de nao exceder
80% da D, 50.

A avaliagdo funcional selecionada para ser
realizada neste estudo foi a prova caldrica gelada
(agua 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 compo-
nente lenta (VACL), medida em graus por segundo
(°/s).

AENG foi realizada 24 horas antes de se iniciar o
experimento e 24 horas ap6s a ultima administragéo
do agrotoxico e de agua destilada no grupo controle.
O primeiro exame foi realizado para que pudesse
ser usado como parametro de comparagdo da
situagao do sistema vestibular das cobaias, previa-
mente a intoxicagao e poés-intoxicagcao. O segundo
procedimento foi realizado para avaliagao do efeito
do agrotoxico no sistema vestibular destas cobaias
por meio 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 eletro-
nistagmografico das reagbes oculares ao estimulo
térmico, em cobaias preparadas para experimentos
cronicos com eletrodos permanentes'. Todas as
cobaias selecionadas foram submetidas a um
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procedimento cirdrgico asséptico para a implan-
tacdo de um eletrodo subcuténeo,na regiao frontal,
e dois eletrodos subcutaneos nas regides perior-
biculares (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;
Laboratério Cristalia), via intramuscular.

Os eletrodos implantados foram confeccionados
com fio metalico conforme o modelo desenvolvido
pelos criadores da técnica (Figura 1), possuindo
externamente a cabega do animal uma tomada
para captacéo do sinal (Figura 2).

Figura 1 — Desenho esquematico dos eletrodos
permanentes implantados

Figura 2 — Fotografia da cabega de cobaia com

eletrodos implantados permanentemente e
tomada externa



Apds a cicatrizagdo do ferimento cirurgico as
cobaias foram contidas em caixas adequadas para
o registro do nistagmo, provocado pela irrigagao
com 20 ml de agua gelada a 10°C no conduto
auditivo externo.

Concluidos os dez dias de administracdo do
agrotoxico, as cobaias foram submetidas a um
novo registro do nistagmo (Figura 3), utilizando-se
o eletrodo permanente ja implantado, provocado
novamente pela irrigagdo do conduto auditivo
externo com 20 ml de agua a 10°C.

Para o registro do exame foi utilizado o
equipamento Nistagmocil®, monocanal, que € um
eletronistagmégrafo para registro de nistagmos
provocados pelo método de RALPAC (estimulagao
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térmica a ar ou agua), é portatil e de simples manejo,
constituido por um sistema de registro acrescido de
pré-amplificadores especiais acoplados por meio
de capacitores que registram variagbes dos poten-
ciais coérneo-retinianos, mas que nao registram os
valores absolutos desses potenciais.

Os pré-amplificadores foram regulados para uma
excursao de 2 cm da pena inscritora no papel de
registro. Os elétrodos sdo 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 calibragdo dos movimentos deu-se a partir da
estabilizacdo da pena e permanéncia da cobaia
com a cabeca em posicao estavel.

Figura 3 — Fotografia dos equipamentos e registro da Eletronistagmografia
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Figura 4 — 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 obtengdo dos valores da velocidade
angular da componente lenta (VACL), foram reali-
zadas 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 estatisti-
camente por meio do programa Statistica, verséo
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 consi-
derado o nivel de significancia de 5%.
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 RESULTADOS

Os resultados da ENG, quando comparados
intragrupos demonstraram que nao existe diferenga
significante entre as orelhas em nenhum dos
grupos, o que nos mostra que existe semelhanca
entre as orelhas, tanto na varidvel Fn como na
variavel VACL. O teste de comparagao no momento
pré-experimento entre os grupo |, Il e Il demonstrou
que nao existia diferenga significante entre eles,
portanto os grupos eram homogéneos.

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

As médias das Fn e da VACL para as orelhas
dos animais em cada grupo estao explicitadas nas
Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Comparagédo dos valores médios das frequéncias do aparecimento de nistagmos (u/s)
entre o pré e pés-experimento dos Grupos |, Il e Il (¥)

Grupo Pré Pos 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
Glll(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 padrdo

OD - orelha direita; OE - orelha esquerda; n - numero de cobaias; u/s - unidade/segundo

Teste intragrupo — Teste t de StudentTeste intergrupos - ANOVA

Tabela 2- Comparagao dos valores médios das velocidades angulares da componente lenta (°/s)
entre o pré e pos-experimento dos Grupos |, Il e lli(*)

Grupo Pre Pos p-valor
Experimento Experimento

Gl (n=5)

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

OE 55,59+23,25 73,394£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
Glll(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 padrdo

OD - orelha direita; OE - orelha esquerda; n - numero de cobaias; ° /s - grau por segundo

Teste intragrupo — Teste t de StudentTeste intergrupos — ANOVA

A comparagao entre 0s grupos no poés-experi-
mento ndo demonstrou diferenga estatisticamente
significante nas variaveis Fn e VACL.

DISCUSSAO

Os testes pos-experimento nao demonstraram
diferenga estatisticamente significante revelando
que o agrotéxico OF clorpirifés nas doses adminis-
tradas 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.

Pesquisadores advertem que a grande maioria
dos acidentes graves e fatais causados por agroté-
xicos, incluindo a exposicao acidental, profissional
e a ingestdo em caso de suicidio € devida aos

inseticidas OF e carbamatos altamente téxicos™ .
Estudo que observou a qualidade de vida e a saude
auditiva de trabalhadores expostos a agrotdxicos
observou que tais compostos acarretam piores
escores de qualidade de vida e efeitos sobre a
saude auditiva em comparagdao com populagao
nao exposta, evidenciando a influéncia dessas
substancias na saude humana'®.

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’?*. Os resultados
mostraram a tontura, como sendo um sintoma
recorrente referido por esses trabalhadores. O que
sugere um comprometimento funcional, porém
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neste estudo ndo se encontrou diferenga signifi-
cante entre as cobaias intoxicadas e as n&o intoxi-
cadas, por meio da prova caldrica.

Ainda com a ressalva, de que a entrevista com
trabalhadores é uma avaliagc&o subjetiva e, portanto,
nao possui a mesma confiabilidade do exame
funcional realizado neste estudo. Exame este,
que confere um resultado mensuravel do efeito
causado pela exposi¢ao a substancia em questao.
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.

O estudo que avaliou as alteragdes morfoldgicas
do aparelho vestibulo-coclear de cobaias expostas
a OF encontrou evidéncias de alteragdes por meio
da microscopia eletrénica de varredura nas cécleas,
saculos e utriculos. Este resultado que evidencia
uma alteragao morfoldgica pode sugerir um disturbio
funcional®. No entanto, na presente pesquisa ainda
nao houve manifestacdo 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 nao
mostraram diferencga estatistica significante entre as
variaveis pesquisadas. Isto esta em desacordo com
outros pesquisadores que encontraram alteragdes
funcionais em testes sensorio-motores em seres
humanos como mudanga na medida de oscilagao
postural com olhos fechados e em superficie
macia, sugerindo efeito subclinico do agrotéxico
sob os sistemas vestibular e proprioceptivo’.
Também discorda da pesquisa, que analisou
a \Vectoeletronistagmografia de trabalhadores
expostos a OF cronicamente, que encontraram
alteragcdes em 50 % dos casos analisados; estas
alteragdes traduziram-se em hiperreflexia na prova
calérica da VENG, entretanto, aqui avaliou-seos
efeitos agudos deste organofosforado®.

O estudo com trabalhadores rurais expostos de
forma aguda torna-se dificil, ja que a grande maioria
destes sujeitos esteve anteriormente exposta a estas
substancias por longos periodos. Outra limitante
do estudo com seres humanos € que raramente
0s mesmos estdo expostos a um sé agente, o que
dificulta a avaliacao dos efeitos especificos de um
Unico principio ativo. Por tal motivo, o estudo experi-
mental 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 producao agricola, que utilizou
como amostra 301 criangas com idade entre 23-25
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meses expostas a OF. Neste estudo evidenciou-se
a presenga de altos niveis de metabdlitos OF nos
testes de urina, porém nao encontrou relagéo entre
este dado e os niveis de desenvolvimento infantil?’.
Este fato refor¢a a ideia de que mesmo na presenca
do composto no organismo, muitas vezes nao se
encontra relagdofuncional com este achado.

Exposi¢cdes agudas a organofosforados podem
nao ser capazes de representar alteragbes em
exames funcionais, como mostra o estudo que
avaliou os efeitos destes compostos no sistema
auditivo de cobaias. A pesquisa encontrou
alteragdes nas células ciliadas externas da céclea
pos-intoxicacdo aguda por OF, porém esta lesdo
morfolégica ndo se traduziu em alteragéo funcional
no sistema auditivo periférico das cobaias avaliadas
pelos testes de Emissdes Otoacusticas Produto de
Distorgéo e potencial Evocado Auditivo de Tronco
Encefalico™.

O periodo agudo de exposi¢cdo e avaliagao
pode ter sido o fator determinante dos resultados
ndo significantes 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 segurancga
a utilizagao desta substancia.

Apesar dos resultados ainda conflitantes com
a relagdo aos efeitos morfolégicos da exposicao
a agrotoxicos, os estudos mostram a observagéo
de sinais e sintomas na populagao exposta a estes
compostos e que tais relatos devem-se ao uso
incorretos das substancias, o despreparo dos traba-
Ihadores com relagdo ao manuseio e subestimagao
dos efeitos destes compostos a saude?®2°,

CONCLUSAO

O agrotéxico organofosforado clorpirifés nas
doses testadas ndo demonstrou dano funcional
ao sistema vestibular das cobaias intoxicadas de
forma aguda.
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ABSTRACT

functional damage in the caloric test.

Drug Toxicity

Purpose: this study aimed to assess the functioning of the vestibular system of guinea pigs exposed
to the organophosphate chlorpyrifos, acutely, through caloric stimulation electronystagmography.
Methods: 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). Results: the results showed
no statistically significant difference in the comparison of variables between groups. Conclusion: we
conclude that the tested doses of the pesticide organophosphate chlorpyrifos caused no detectable

KEYWORDS: Postural Balance; Vestibule, Labyrinth; Insecticides, Organophosphate; Pesticides;
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