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Introducao

secutive days. Later, ciliary tufts of saccule and utricle maculae were counted by scanning
electron microscopy.

Results: Comparing the groups, a one-way ANOVA test for the variable “saccule” (p = 0.0569)
and a Kruskal-Wallis test for the variable “utricle” (p = 0.8958) were performed, revealing no
difference among groups in both variables.

Conclusion: The histopathologic analysis of the vestibular system of guinea pigs exposed to an
organophosphate showed no difference in the amount of ciliary tufts of saccule and utricle
maculae at the doses tested, although the result for the variable ‘“saccule’” was considered
borderline, showing a trend for significance.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/).

Analise morfologica do sistema vestibular de cobaias intoxicadas
por organofosforado

Resumo

Introdugdo: O sistema vestibular é responsavel pelo equilibrio corporal. Existem substancias que
o danificam, causando tontura; sdo chamadas vestibulotdxicas. Agrotoxicos tornaram-se objeto
de investigacao da ototoxicidade a partir de pesquisas que apontaram tontura como sintoma
recorrente entre as queixas de trabalhadores rurais.

Objetivo: Constitui-se em avaliar a histopatologia do sistema vestibular de cobaias expostas a
organofosforados, identificando os efeitos nesse sistema.

Método: E um estudo clinico experimental, que utilizou 18 cobaias, sendo seis intoxicadas com
organofosforado clorpirifds na dose de 0,5 mg/kg/dia; sete na dose de 1 mg/kg/dia, e grupo
controle com cinco cobaias expostas a agua destilada, durante 10 dias consecutivos. Posterior-
mente realizou-se a contagem dos tufos ciliares nas maculas dos saculos e utriculos através
microscopia eletronica de varredura.

Resultados: Na comparacao intergrupos, para a variavel saculo realizou-se o teste ANOVA one
-way (p = 0,0569); para a variavel utriculo, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis (p = 0,8958), reve-
lando nao haver diferenca entre os grupos em ambas as variaveis.

Conclusao: Analise histopatologica do sistema vestibular de cobaias expostas a organofosforado
ndo demonstrou diferenca na quantidade de tufos ciliares nas maculas dos saculos e utriculos
nas doses testadas, apesar do resultado para a variavel saculo ser considerado limitrofe mos-
trando uma tendéncia a significancia.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/).

no saculo e no utriculo sao chamadas de maculas. Estas cé-
lulas sao sensores bioldgicos, que convertem o deslocamento

0 sistema vestibular é constituido por trés partes principais:
sistema sensorial periférico, processador central e mecanis-
mo de resposta motora. O sistema sensorial periférico é com-
posto por um conjunto de sensores de movimento, os quais
enviam informacoes ao sistema nervoso central (SNC). O SNC
é responsavel pelo processamento desses sinais, e os combi-
na com outras informacgdes sensoriais, para estimar a orien-
tacao cefalica.'

O sistema periférico é composto por um labirinto dsseo
e um labirinto membranoso.? O componente membranoso
€ a parte funcional do sistema, que detecta as sensacoes
de equilibrio. Este contém trés canais semicirculares, o
saculo e o utriculo, que constituem os 6rgaos sensoriais
vestibulares.?

As células receptoras vestibulares estao localizadas em
regides dos canais semicirculares, denominadas ampolas; ja

provocado pelo movimento cefalico em uma descarga neu-
ral." Contudo, estas propriedades mecanicas do labirinto
vestibular conferem aos receptores a sensacao de movimen-
to. As células ciliadas do utriculo e do saculo registram o
movimento linear. Estes 6rgaos possuem um revestimento
gelatinoso sobre as células sensoriais das suas maculas, com
cristais de carbonato de calcio embebidos na superficie do
material gelatinoso, e estes repousam sobre os estereocilios
das células sensoriais. Esta gelatina sofre uma deformacao
causada pelos movimentos da cabeca, que acabam desvian-
do os estereocilios.?

0 equilibrio corporal, pelo qual o sistema vestibular é um
dos responsaveis, € uma complexa interacao entre o sensorial
e o0 motor, que nos previne de quedas, permite-nos adotar
posturas e realizar movimentos com harmonia.* Quando ocor-
re uma alteracao vestibular, ocorrem sintomas de desequili-
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brio, que, entre outros, a tontura é o mais comum e o que
mais afeta a qualidade de vida do individuo.?

Existem substancias que possuem a capacidade de danificar
ou perturbar o sistema vestibular, causando tontura. Elas
influenciam negativamente o sistema, ocasionando perda da
funcao vestibular ou lesao celular na orelha interna, e sao
chamadas de ototoxicas ou vestibulotoxicas.® O grau com que
esta substancia vai influenciar o individuo depende da pre-
disposicao individual, da dose administrada, do tempo de
duracao, da via de administracao, da idade, da tendéncia
familiar e/ou de eventual dano prévio a orelha interna.’

Diversas substancias ototoxicas vém sendo estudadas, den-
tre elas antibioticos aminoglicosideos, aspartame, acido sa-
licilico, medicagoes oncologicas, agrotoxicos, entre outros.

Os agrotoxicos tornaram-se objeto de investigacao na li-
nha 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
populacao.??

Existem pesquisas que relatam a acdo ototoxica e também
o efeito neurotdxico de agrotoxicos. Este efeito se da pela
inibicao das enzimas colinesterases, causando a interrupcao
da propagacao do impulso nervoso para o organismo, dando
origem a diversos sintomas e sinais clinicos. "

A ototoxicidade de agrotdxicos foi constatada em pesquisa
realizada com 59 trabalhadores rurais, dos quais 49,15% apre-
sentaram alteracoes auditivas.' Em pesquisa realizada em
uma comunidade rural com 33 trabalhadores, 54% destes
relataram apresentar sintomas quando os agrotdxicos sao
aplicados nas lavouras proximas a comunidade onde residem;
dentre os sintomas apresentados, a tontura é relatada por
12% da amostra.™

Tais achados remetem a importancia da investigacao do
sistema vestibular, por sua ligacao direta com o sistema au-
ditivo, levando ainda em consideracao os achados de pesqui-
sas que revelam sintomas clinicos associados ao sistema
vestibular, como a tontura.

As pesquisas com seres humanos permitem a identificacao
dos sintomas, porém, nao permitem a avaliacao do impacto
morfoldgico que estes sintomas causam no sistema vestibular
do individuo. Por isso, o objetivo desta pesquisa foi analisar
a histopatologia do sistema vestibular de cobaias expostas a
organofosforados, identificando os efeitos destes compostos
nesse sistema.

Método

Esta pesquisa teve carater experimental e foi submetida a
Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
FMRP-USP (Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Univer-
sidade de Sao Paulo), aprovada sob o protocolo nUmero
135/2011, e esta de acordo com os principios éticos na ex-
perimentacao animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).

No presente estudo, foram utilizadas 18 cobaias albinas
adultas, machos, da espécie Cavia porcellus, selecionadas
no biotério central da Biotério Central da Universidade de
Sao Paulo, Campus Ribeirao Preto, com peso entre 300 e
500 gramas. Foram incluidas no estudo as que apresentaram
reflexo de preyer presente, reflexo este avaliado por obser-
vacao de pequenos movimentos de contratura do pavilhao

auricular da cobaia, quando a mesma é estimulada com sons
de pequena e média intensidades. Tal reflexo é utilizado
para avaliar a funcao auditiva em roedores.'® Na selecao
inicial, as cobaias foram avaliadas e submetidas a otoscopia
manual. Nao foram incluidas no experimento aquelas que
apresentaram sinais de otite externa e/ou média e perfura-
cao timpanica.

Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de
cirurgia experimental do Departamento de Cirurgia e Anato-
mia da FMRP-USP (Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto,
Universidade de Sao Paulo), em gaiolas coletivas, separadas
de acordo com o grupo experimental, com maravalha, em
regime claro/escuro de 12 horas, racao propria e agua ad
libitum.

Para realizacao do estudo, as cobaias foram divididas em
trés grupos, sendo o Grupo | o controle:

« Grupo I: cinco cobaias, com administracdo de agua desti-
lada intraperitoneal em dose Unica diaria, no mesmo volu-
me correspondente a dose de agrotoxico para o peso da
cobaia, durante 10 dias.

e Grupo lI: seis cobaias, com administracao intraperitoneal
de agrotoxico na dose Unica diaria de 0,5 mg/kg/dia, du-
rante 10 dias consecutivos.

 Grupo llI: sete cobaias, com administracao intraperitoneal
de agrotoxico na dose Unica diaria de 1mg/kg/dia, duran-
te 10 dias consecutivos.

As 18 cobaias totalizavam 36 orelhas, considerando-se,
assim, 36 saculos e 36 utriculos.

O nUimero de cobaias por grupo foi definido de acordo com
as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria' para
realizacao de estudos toxicologicos, sendo o minimo de cin-
co animais para cada dose testada no experimento.

0 modelo experimental escolhido foi cobaia albina, pois,
segundo estudo de Albuquerque, Rossato, Oliveira e Hyppo-
lito,"® este modelo se mostrou o melhor animal na etapa de
microdisseccao, em comparacao com o rato. As vantagens
deste modelo estao no tamanho e na rigidez do osso tempo-
ral, que permite uma melhor retirada do material anatomico
para analise.

Para a intoxicacao das cobaias, foi administrado o agroto-
xico organofosforado Pyrinex 480 CE®, produzido o pela Mile-
nia Agrociéncias S. A. O Pyrinex 480 EC® é um inseticida
organofosforado com acao de contato e ingestao, recomen-
dado para o controle de pragas nas culturas de algodao, ba-
tata, 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 dose do agrotoxico escolhido foi baseada na DL 50 oral
para ratos do Pyrinex 480 CE®, encontrada na bula do produ-
to, que é de 300 mg/kg, e considerou as normas da ANVISA
de nao exceder 80% da DL 50. As cobaias tiveram seu peso
controlado diariamente para o calculo adequado da dose do
agrotoxico a ser utilizada.

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

Apos 24 horas da Ultima administracao do agrotoxico, os
animais foram anestesiados com Tionembutal (25 mg/kg) na
dose 6 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal e euta-



14

Cogo LA et al.

nasiados pelo método de decapitacdo. Imediatamente apos
o sacrificio do animal, os ossos temporais contendo as bulas
timpanicas foram removidos. As bulas timpanicas foram aber-
tas, retirando-se em seguida os 6rgaos vestibulares.

Posteriormente a eutanasia, para disseccao microscopica,
as pecas anatomicas foram perfundidas com solucéo de fixa-
cao de glutaraldeido a 3 % e a 4°C, sendo mantidas na solu-
cao por 24 horas. Para fixacao, através da janela redonda foi
injetada uma solucao de glutaraldeido a 3%, em tampao fos-
fato 0,1M, pH = 7,4, por 4 horas a 4°C, lavadas trés vezes por
5 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 desidratacao das estruturas foi realizada com banhos
sucessivos de etanol em concentracoes crescentes de 50, 70,
90 e 95% durante 10 minutos cada, em temperatura ambien-
te. A seguir, utilizou-se etanol a 100% em trés banhos de
20 minutos cada, deixando-se as estruturas imersas no ultimo
banho em temperatura ambiente, por 12 horas. A secagem
da agua ainda presente nas amostras, apds a desidratacao,
foi realizada com o equipamento BAL-TEC CPD 030 - Critical
Point Dryer (Balzers, 40 Liechtenstein), através do processo
de ponto critico, sendo as amostras transferidas para a ca-
mara do aparelho e recobertas por didxido de carbono (CO,)
liquido.

Para a adequada observacao através da microscopia ele-
tronica de varredura (MEV), as pecas dissecadas e parcial-
mente preparadas foram fixadas em um porta-espécime
cilindrico de metal com pasta condutiva de carbono, Colloi-
dal Graphite (Electron Microscopy Sciences - Hatfield, PA).
As estruturas foram cobertas por uma camada fina de ouro
24 quilates, através do processo de vaporizacao, com o equi-
pamento BAL-TEC - SCD 050 - Sputter Coater (Balzers, Lie-
chtenstein), tornando-se eletricamente condutivas.

A analise morfoldgica das estruturas vestibulares foi reali-
zada através da microscopia eletronica de varredura no mi-
croscopio eletronico JEOL Scanning Electron Microscope - JSM
5200. Procedeu-se o registro fotografico das imagens com um
aumento de 3.500 vezes. Apos o registro fotografico, as ima-
gens foram transferidas para o software IMAGE J®, para pro-
cessar a avaliacao.

Foi realizada uma avaliacdo microscopica dos tufos cilia-
res das maculas do saculo e do utriculo, bilateralmente
para cada animal incluso no experimento. Esta avaliacao
se deu por meio da contagem do numero de tufos ciliares
na regiao 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 orgaos vestibulares que apresentaram a MEV artefatos que
pudessem interferir na contagem dos tufos ciliares, como
lesdes das estruturas durante a disseccao 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
aferida pelo teste de Lilliefors. Foi realizada a analise des-
critiva dos dados. Conforme o resultado do teste de norma-
lidade, os dados normais foram comparados entre grupos
pelo teste ANOVA one-way, e os dados nao normais foram
comparados através do teste de Kruskal-Wallis.

Resultados

Ao final das analises, seis saculos e trés utriculos foram per-
didos, 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 nimero
de tufos ciliares do saculo e do utriculo nos grupos I, Il e lll,
conforme tabela 1.

Para comparar os dados intergrupos, para a variavel sacu-
lo 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 varia-
vel utriculo, a comparacao entre os grupos foi analisada
através do teste de Kruskal-Wallis, que apresentou como
resultado p = 0,8958, revelando nao haver diferenca entre
0S grupos.

Os resultados dos testes comparativos entre o grupo con-
trole e as diferentes doses de agrotoxico organofosforado
testadas nao causaram danos histopatologicos ass células
ciliadas do saculo e do utriculo das cobaias envolvidas neste
estudo, durante o periodo de dez dias, quando analisadas
pela MEV (ver figuras 1-6).

Discussao

A média do grupo | foi menor do que dos demais, mas nao é
possivel afirmar que houve diferenca significativa entre eles,
pois as médias dos grupos Il e lll estdo de acordo com os va-
lores médios encontradas por outros autores, que realizaram
MEV em cobaias, utilizando em seus grupos controles agua
destilada durante 30 dias, e outro soro fisiologico durante
dez dias.?%?' Os resultados da presente pesquisa nao eviden-
ciaram diferenca estatistica significativa entre o nimero de
tufos ciliares dos grupos de cobaias intoxicadas com as dife-
rentes doses de organofosforado. Isso corrobora com os re-
sultados de outros pesquisadores, que avaliaram o sistema
vestibular de cobaias intoxicadas por organofosforados du-
rante sete dias, nas doses de 0,3 e 3 mg/kg/dia, e que en-

Tabela 1 Comparacao dos valores médios do nimero de
tufos ciliares do saculo e do utriculo entre os Grupos I, Il
ellr

Grupo Média Minimo  Maximo
Gl
Saculo (n =9) 25,44 + 6,50 14,00 35,00
Utriculo (n = 10) 24,86 + 3,51 17,00 28,00
Gl
Saculo (n=9) 26,70 + 5,54 20,00 38,00
Utriculo (n = 11) 26,45+ 4,50 18,00 34,00
Gl
Sculo (n=12)  31,41:5,35 22,50 42,00
Utriculo (n = 12) 27,97 + 3,77 23,66 37,50

n, nimero de saculo e de utriculo.
2 Os dados foram apresentados como a média + desvio padrao.



Morphological analysis of the vestibular system of guinea pigs

15

Figura 1 Utriculo - Grupo I.

25k v R3,.500

Figura 3 Utriculo - Grupo II.

contraram alteracoes ciliares nos saculos e utriculos.?
Convém ressaltar que a referida pesquisa utilizou doses e
principio ativo diferentes da atual.

Os danos morfoldgicos em animais expostos a organofosfo-
rados vém sendo amplamente pesquisados. Estudo que ava-
liou de forma aguda os efeitos de um organofosforado no
sistema nervoso observou alteracao estrutural no cerebelo,
caracterizada por apoptose nas células de Purkinje e dano
estrutural ao citoesqueleto dos animais sobreviventes.? Em
pesquisa que 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,??* porém,
este nao foi o objetivo de nossa pesquisa, que avaliou tufos
ciliares em células sensoriais das maculas do saculo e do
utriculo.

Figura 6 Saculo - Grupo Il

Pesquisa realizada com trabalhadores rurais que entraram
em contato com organofosforado clorpirifds e posteriormen-
te realizaram testes para avaliacao sensoriomotora demons-
traram alteracdes, principalmente, nas medidas de oscilacao
postural com os olhos fechados e em superficie macia. Este
resultado sugere um efeito subclinico envolvendo os sistemas
proprioceptivo e vestibular.™

Avaliacao funcional através da vectoeletronistagmografia
de trabalhadores expostos a organofosforados revelou que a
maior parte dos sujeitos apresentou alteracao do tipo disfun-
cao vestibular periférica irritativa.® Isto evidencia que o agro-
toxico organofosforado tem potencial neuro-ototdxico,
porém, ainda nao é possivel afirmar qual a dose e o tempo
de exposicao seguros para estes compostos nao causarem
danos a salde.

Estudos funcionais comprovaram que a intoxicacao por agro-
toxico causa tontura e/ou vertigem em trabalhadores expostos
a estes compostos,®° porém, ainda nao foi possivel elucidar a
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origem morfoldgica especifica deste sintoma, nem mesmo se
existe uma causa Unica ou se esta seria multifatorial.

Ainda sao necessarios estudos que possam determinar as
doses e o0 tempo de exposicao seguros para os agrotoxicos
organofosforados. Portanto, vale ressaltar que, em qualquer
dose a ser utilizada e em eventual contato com estes com-
postos, devem ser utilizados equipamentos de protecao in-
dividual indicados para tal. A nao avaliacao dos canais
semicirculares foi uma limitacao do nosso estudo e deve ser
considerada em outras pesquisas. A delicadeza da peca ana-
tomica foi o fator que impediu a avaliacdo dos mesmos.

Conclusao

A analise histopatologica do sistema vestibular de cobaias
expostas de forma aguda ao agrotoxico organofosforado ndao
demonstrou diferenca para a quantidade de tufos ciliares nas
maculas dos saculos e dos utriculos nas doses testadas neste
experimento. Vale ressaltar que o resultado para a variavel
saculo é limitrofe, indicando que estudos com valor maior de
“n” podem demonstrar significancia.
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