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RESUMO

Foram descritos distUrbios neurol 6gi cos sutis aposintoxi cacdo por organof osforados. Estudos experimentais
relataram necrose de neurdnios, parti cularmente nos animais que apresentaram convul sdes. O objetivo do
presente trabalho foi investigar se ratos (que ndo tenham apresentado convulsdes) expostos a um agente
organofosforado, apresentaram alteragdes morfol gicas em regides especificas do cérebro. Os animais
receberam 2.5 ou 5.0 mg/kg peso de metamidofos, umavez por semana, por dois meses e foram decapitados
doismeses e sete dias ap6s a primeiraadministracéo dadroga. Foi observadaatrofiada camadamolecular
do cértex parietal sem perda neural em regides especificas do cérebro. Isto pode ser devido aatrofiaou a
perda de ramificagdes neurais mas sem perda de corpos neuronais.

Palavras-Chave. cérebro, morfometria, organofosforado, inibidores de colinesterase, excitotoxicidade.

ABSTRACT

Subtle neurological disturbs are described in organophosphorus intoxication. Experimental studies have
reported neuronal necrosis particularly in animalsthat present seizures. The objective of the present work
wastoinvestigateif rats (without seizures) exposed to an organophosphate agent, would have morphological
changes of specific regions of the brain. The animalsreceived 2,5 or 5,0 mg/kg of methamidophos, once
aweek, for 2 months and were decapitated after 2 months and 7 days of drug administration. We have
observed atrophy of the molecular layer of the parietal cortex without neuronal loss in specific cerebral

regions. Thiswould be due to atrophy or loss of neuronal ramifications but without neuronal loss.
Key Words. brain, morphometry, organophosphate, cholinesterase inhibitors, excitotoxicity.

INTRODUCAO

A intoxicagdo aguda por organofosforados tem grande
importancia epidemiol ogica para seres humanos e animais-22,
Os principais sintomas destas intoxicagdes so decorrentes da
hiperestimul agdo do si stemanervoso auténomo parassimpético
resultando no que se denomina Sindrome Colinérgica Aguda
por organofosforados. Entre estes sintomas se destacam um
grande aumento na secrecdo brénquica, broncoespasmo,
bradicardia, alteracdo nos niveis pressoricos e também,
convulsdo, comae paralisiado centro respiratdrio. Além disso,
descreve-se uma Sindrome da Neurotoxicidade Intermediaria
(Sindrome Intermedi&ria) também rel acionadaaintoxi¢acao por
organofosforados. Os sintomas da sindrome intermediaria sao
relacionados a fraqueza dos muscul os inervados pelos nervos

craniais e sdo observados de 24 a 96 horas apds a Sindrome
CalinérgicaAguda. A Sindrome da Neurotoxicidade retardada
relacionada aos organofosforados (OPIDN) é caracterizada por
polineuropatia motoradistal, surgindo de 1 a3 semanas apds a
exposi¢cdo a alguns compostos organofosforados. As
manifestagdes clinicas sdo fraqueza muscular, seguida de
espacicidade, hiperreflexia, clonus, reflexos anormais e sinais
de liberagdo piramidal*®. O mecanismo de indugdo da OPIDN
parece estar associado a inibi¢do de uma enzima, a carboxil-
esterase neuronal ndo especifica (neurophatic target esterase -
NTE). Acredita-se que aNTE desempenhaum importante papel
no metabolismo de lipidios neuronais®”.

Sequielas neuroldgicas da intoxicacdo por
organofosforadostambém foram descritas, incluindo disfungdo
neuropsi col 6gicaf. Ha evidéncias que os pacientes cronicamente
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expostos podem desenvolver disturbios comportamentaiscomo
depressdo e déficits de atencao®. Parron' et al sugeriram que ha
um aumento do risco de suicidio entre pessoas expostas aos
inseticidas quando comparado a outras pessoas com
caracteristicas socioeconémicas e demogréficas semelhantes.
Estudos  experimentais  demonstraram  efeitos
neurocomportamentaisem ratos como adiminuicdo daatividade
locomotora e exploratériat.

Como o ser humano pode ser exposto aos
organofosforados por longos periodos, particularmente os
trabalhadores rurais sem protecdo adequada, o objetivo do
presentetrabalho foi investigar em um model o experimental, se
ratos (que ndo tenham apresentado convulsdes ou sinais de
hip6xia) expostos abaixas doses de um agente organofosforado,
podem exibir alteragbes morfoldgicas em regifes especificas
do cérebro.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados dezoito ratos machos albinos adultos
da linhagem Wistar, pesando em média 280g. Os grupos
experimentais receberam o organofosforado O, S-
dimetilfosforoamidotionato (metamidofos). A DL50 oral desta
substanciapararatosfoi por previamente determinada (18 mg/
kg peso). Os animaistiveram livre acesso aragdo comercia ea
aguaaté 12 horas antes daadministracdo do metamidofés (jejum
noturno). Namanh& seguinte, 2 grupos de 6 animai s receberam
por viagastrica, respectivamente 2,5mg/kg peso (G2,5) e5,0mg/
kg peso (G5,0) de metamidofos umavez por semana por dois
meses. Um grupo controle de 6 animaisrecebeu o gliceroformol
por via géstrica pelo mesmo periodo de administracéo. Os
sintomas de intoxicagdo, assim como a ocorréncia de possiveis
convulsdes, foram observados durante 12 horas apés cada
administracgo. Os animaisforam decapitados uma semanaapds
a Ultima administragdo do composto.

Os encéfalos foram dissecados e seccionados
transversalmente na porcdo central (correspondendo ao sulco
central). As amostras foram fixadas em paraformaldeido 4% e
incluidas em parafina. Foram realizados 20 cortes seriados do
cérebro (8 ¥zm de espessura) em diregdo aregido occipital. Os
cortes foram submetidos a coloracéo pela hematoxilina eosina
ou cresil-violeta e visualizadas ao microscopio optico.

Morfometria: foram realizados estudos morfométricos
por microscopia épticaem areas especificas do cérebro (camada
piramidal interna, camada piramidal externado cortex cerebral
e nuicleo caudado).

Contagem dos neurdnios: 10 imagensde cadaéreaacima
especificada foram fotografadas com aumento de 40x, usando
uma camera digital adaptada a um microscépio 6ptico e aum
sistemadigital de andlise deimagens. A contagem dos neur6nios
foi realizada manualmente. Os neurdnios foram identificados
pela visualizagdo direta por microscopia Optica. Somente 0s
neurdnios piramidais caracteristicos (com os nucléolos
claramente visiveis) foram contados nas camadas piramidal

cortical interna e externa. Somente os grandes neurénios do
nicleo caudado foram contados. As células parcialmente
representadas (ndo claramente identificadas) foram excluidas
da contagem.

Espessura da camada molecular: Foi determinada a
espessura da camada molecular do cértex parietal. Para a
reprodutibilidade dos dados foi considerado em cada corte
seriado, a area de menor espessura a um campo microscopico
(40x) lateralmente ao sulco sagital superior, nos mesmos cortes
seriados acimadescritos. Asimagensforam obtidas com objetiva
40x, e com a ajuda de um sistemade andlise deimagens, foram
obtidas as medidas daespessuracortical, tracando-se umalinha
perpendicular que seinciavano limite entre acamadamolecular
e a camada piramidal terminando na superficie do cortex (20
cortesde cadaanimal de cadagrupo). A &reaanalisadaéformada
principa mente por ramificagoes neurais.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica usando
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (consideramos o nivel
de significancia de 0,05).

RESULTADOS

Os animais do grupo intoxicado com 5 mg/kg peso
durante 2 meses apresentaram sintomas moderados como
tremores e fasciculagdo no periodo seguinte a primeira
administracdo. Dois animais deste grupo apresentaram
convulsBes e foram excluidos do estudo. Nas administraces
seguintes os animais ndo apresentaram nenhum sintoma. Os
animais do grupo G2,5 néo apresentaram nenhum sintoma de
intoxicagdo. Pelaandlise qualitativa por microscopiaopticando
foi observadanecrose ou perdaneuronal no grupo tratado e ndo
foi observada diferenca entre grupos tratado e controle.

Analise morfométrica.

As médias e o desvio padréo da contagem neuronal na
camada piramidal interna no grupo controle foram
24.067+3.826, no grupo G2,5 foram 26.000+£4.472 e no grupo
G5,0 foram 23.567+4.018. N&o houve diferenca significante
entre estes grupos (p>0,05).

As médias e o desvio padréo da contagem neuronal na
camada piramidal externa no grupo controle foram
24.317+5.199, no grupo G2,5 foram26.500+4.020 e no grupo
G5,0 foram 22.767+4.485. N&o houve diferenca significante
entre estes grupos (p>0,05).

As médias e o desvio padréo da contagem neuronal no
nicleo caudado no grupo controle foram 25.850+5.725, no
grupo G2,5 foram 23.400+4.005 e no grupo G5,0 foram
26.050+5.143. N&o houve diferenca significante entre estes
grupos (p>0,05) (tabela 1).

As médias e o desvio padréo da espessura da camada
molecular foram 127.214+19.187%4m no grupo controle,
123.495+12.497 no grupo G2,5 e 114.473+14.429 no grupo
Gb5,0. Emboratenhamos observado umatendénciaadiminuicéo
da espessura da camada molecular no grupo que recebeu 2.5
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mg/kg de metamidofos, ndo foi observada diferenca estatistica
significante entre este grupo e o grupo controle (p>0,05).
Entretanto, pelaanalise estatistica, acamadamolecular do grupo
G5,0 eramais delgada comparada ao grupo controle (p<0,001)
e ao grupo G2,5 (p<0,05) (KW=28888) (tabela 2).

DISCUSSAO

Alguns estudos experimentais rel atam necrose neuronal
no hipocampo, no cortex entorinal e frontal, no complexo
amidal6ide, no nicleo caudado e no tdlamo frontal pela
intoxi cacdo aguda por organofosforados!21#141516, Como foram
observadas convulsdes ou insuficiéncia respiratéria em
praticamente todos os animais destes estudos, € provavel que
outros fatores como a anoxia sgjam responsaveis por estas
mudancas morfol égicas

Estudos em animais que sofreram intoxicag&o aguda por
organofosforados e que ndo tenham apresentado convul sdes sdo
escassos, tendo sido observadas apenas lestes morfol dgicas
minimas, por exemplo, degeneragdo damielinanasraizesdorsa
eventral do nervo espinal, ap6s administracao detriclorfonio*”

Nossos estudos, no entanto, indicam que aadministracdo
repetitiva (cronica) do agente anticolinesterasico metamidofos
em doses subletais (menos de 1/3 de DL 50), produziu &filamento
dacamada molecular do cortex parietal, o quefoi demonstrado
por estudos morfométricos. Entretanto, esta alteracdo nao é
acompanhada por perdaneuronal dascamadas piramidal interna
e externa, e do nucleo caudado. Devido ao fato da camada
molecular ser constituida basicamente por ramificagoes
dendriticas e axonais dos neurdnios, nds podemas concluir que
em doses baixas e repetitivas, este organofosforado
(metamidofos) possivelmente induza a perda ou afilamento de
ramificacBes neuronais. Umahipétese paraexplicar essaslesdes
cerebrais apds aadministragdo de compostos organof osforados
seria a liberagdo excessiva de neurotransmissores, similar ao
gue acontece na excitotoxicidade por glutamato no estado de
mal epilético. Esta hip6tese é sustentada por Lallement®® et a
que descreveram o efeito protetor de Gk-11, composto
antiglutamatergico, na intoxicacdo experimental pelo
organofosforado soman.

Mesmo a exposicdo a doses subletais de
organofosforados pode induzir efeitos neurotéxicos nos
animais®. Ahlbom? et al observaram a diminuicdo da
densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos nos
cérebros dos ratos expostos ao composto
disopropilfluorofosfato (DFP). Entretanto, algumas evidéncias
sugerem que os efeitos neurol6gicos observados apos a
administragéo de organofosforados seriam ndo somente devido
a hiperatividade ou as convulsfes “colinergicas’. A
disponibilidade de outros neurotransmissores podem estar
alteradas, em conseqiéncia do excesso de atividade
colinérgica. Estaliberagéo seria responsavel, pelo menos em
parte, pelas seqliel as neurol ogicas.
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EL Etri* et a, observaram uma diminuicgo dos niveis
de norepinefrina nos ratos que apresentaram convul sdes apos
uma Uni caadministragéo do composto organof osforado soman.
Embora os niveis de dopamina e de serotonina ndo tenham se
modificado nestes animais, os niveis de &cido 5-
hidroxiindol acetico (um metabolito daserotonina), e &cido 3,4-
dihidroxifenilacetico e acido homovanilico (metabolito da
dopamina) foram alterados, indicando um aumento de
“turnovers’ de dopamina e de serotonina. De acordo com estes
autores, estes resultados sugerem que a mudanca dos niveis de
norepinefrina podem ter um papel importante na inducéo das
convul sdes aposintoxicagao por organofosforados. Eimportante
indicar que o estado de mal epil ético de qualquer etiologiapode
induzir a perda neuronal no sistema nervoso central,

Tabela 1. Contagem neuronal em &reas cerebrais especificas.

Areas Cerebrais Contagemde  Analise de
Neurdnios variagao

Camada Controle 24.067 + 3.826

piramidal 25mg/kg  26.000 + 4.472 NS (p > 0,05)

interna 50mg/kg  23.567 £ 4.018 NS (p > 0,05)

Camada Controle 24.317 £ 5.199

piramidal 25mg/kg  26.500 + 4.020 NS (p >0,05)

externa 50mg/kg 22767 £ 4485 NS (p >0,05))
Controle 25.850 £ 5.725

Nucleobasal 2,5mg/kg  23.400 £ 4.005 NS (p >0,05))
50mg/kg  26.050 £ 5.143 NS (p >0,05))

S = significante; NS = ndo significante.

Foram obtidas 10 imagens de cada &rea especifica (camadapiramidal interna,
camada piramidal externa do coértex cerebral e o nicleo caudado) em cada
seccao seriada. Os neur6nios foram identificados em visualizagéo direta por
microscopia éptica. Somente os neurdnios piramidais caracteristicos (com
nucléolo claramente visivel) foram contados nas camadas piramidal cortical
interna e externa. Somente os grandes neurdnios do nucleo caudado foram
contados. N&o houve diferenca significante da contagem neuronal nacamada
piramidal interna, nacamadapiramidal externae no niicleo caudado (p>0,05).

Tabela 2. Espessura da camada molecular do cortex parietal.

Grupos Espessura da Comparagao
camada molecular estatistica com
controle
Controle 127.214 + 19.187
2,5mg/kg 123.495 + 12.497 NS (p > 0.05)
5,0 mg/kg 114.473 + 14.429 S(p<0.001)

S = significante; NS = nao significante.

A camada molecular do grupo que recebeu 5.0 mg/kg (G5,0) de
metamidofos era mais delgada comparada ao grupo de controle (p<0,001)
e ao grupo que recebeu 2.5 mg/kg (p<0,05) (KW=28888).
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particularmente no hipocampo. Estas |esbes sdo rel acionadas a
liberac&o excessivade neurotransmissores estimul adores como
o glutamato®2,

Outras ateragdes metabolicas devido a intoxicagéo por
organofosforados descritas previamente como adiminuicéo dos
niveis cerebrais de glicose e o aumento da atividade da
fosforilase do glicogenio, descrita por Sarin & Gill** nado
explicam as mudancas nos padrfes neurocomportamentais dos
animais nem as alteracGes morfol 6gicas descritas. Seriadificil
relacionar as alteraces morfol dgicas que nds descrevemos no
presente trabalho com sintomas clinicos especificos descritos
aposintoxicagdo por organofosforados. Entretanto, acreditamos
que estas mudancas morfolégicas sejam ainda mais
disseminadas, afetando outras regifes cerebrais.

REFERENCIAS

1. Tafuri J, Roberts J. Organophosphate poisoning. Ann Emerg Med 1987;
16: 193-202.

2. Ecobichon DJ. Toxic effects of pesticides. In Casarett And Doull’s
Toxicology: The basic science of Poisons (C.D. Klaassen. Ed.) 5" ed.,
McGraw-Hill, New York. 643-89, 1996.

3. Burn JD, Leighton FA. Further studies of brain cholinesterase: cholinergic
receptor ratios in the diagnosis of acute lethal poisoning of birds by
anticholinesterase pesticides. J Wildlife Diseases 1996; 32: 216-24.

4. Cavanagh JB. The toxic effects of tri-ortho-cresyl phosphate on nervous
system, an experimental study in hen. JNeurol Neurosurg Psychiatr 1954,
17: 163-72.

5. Sprague GL, Bickford AA. Effect of multiple diisopropylfluorophosphate
injections in hens: behavioral and histological investigation. J Toxicol
Environ Health 1981; 8: 973-88.

6. Johnson MK. Organophosphates and delayed neuropathy - I1ts NTE alive
and well? Toxicol Appl. Pharmacol 1990; 102: 385-99.

7. Lotti M. The pathogenesis of organophosphate polyneuropathy. Crit. Rev
Toxicol 1992; 21: 465-87.

8. Rosenstock L, Keifer M, Daniell WE, mc Monnell R, Claypoole K. The
Pesticide health Effects Study Group. Chronic central nervous system effects
of acute organophosphate pesticide intoxication. Lancet 1991; 338: 223-37.

9. Levin HS, Rodnitzky RL. Behavioral effects of organophosphate in man.
Clin Toxicol 1976; 9(3): 391-403.

10. Parron T, Hernéndez FA, Villanueva E. Increased risk of suicide with
exposure to pesticides in an intensive agricultural area. A 12-year
retrospective study.Forensic Sci Int, May 1996; 79: 53-63.

11. SockoR, Gralewicz S, Gorny R. Long-term behavioural effectsof arepeated
exposureto chlorphenvinphosinrats. Int Joccupationa Med Environmental
Health 1999; 12: 105-17.

12. Lemercier G, Carpentier H, Sentenac-Roumanou Morlis P. Histological
and Histochemical Changes in the Central Nervous System of the Rat
Poisoned by an Irreversible Anticholinesterase Organophosphorus
Compound. Acta Neuropathol 1983; 61: 123-9.

13. Petras JM. Brain pathology indued by organophosphate poisoning with
the nerve agent soman. Medical Defense Bioscience Review, United
States Army Medical research Institute of Chemical Defense 1884;
407-14.

14. Wall HG, Jaax NK, Hayward 1J. Brain lesions in rhesus monkeys after
acute soman intoxication. Medical Defense Bioscience Review, United
StatesArmy Medical research Institute Of Chemical Defense, Aberdeen
Proving Ground, MD 1987, 155-62.

15. Baze WB. Soman-induced morphological changes: an over view in the
non-human primate. J. Applied Toxicol 1993; 13: 173-7.

16. Britt JO, Martin JL, Okerberg CV, Dick EJ. Histopathologic Changes in
the Brain, Heart and Skeletal Muscle of Rhesus Macaques, Tem days after
Exposure to Soman (na Organophosphorus Nerve Agent). Comparative
Medicine 2000; 50:133-9.

17. Sheets, L.P,, Hamilton, B.F., Sangha, GK., Thyssen JH. Subchronic
Neurotoxity Screening Studieswith Six Organophosphate I nsecticides:
An Assessment of Behaviour and Morphology Relative to
Cholinesterase Inhibition. Fundamental and Applied Toxicol 1997,
35: 101-19.

18. Lallement GD, Clarencon D, Masqueliez D. Nerve agent poisoning in
primates: antilethal, anti-epileptic and neuroprotective effects of GK-11.
Arch Toxicol 1998; 72: 84-92.

19. Kassa J, Koupilova M, Herink J, Vachek J. The long term influence of
low-level sarin exposure on behavioral and neurophysiological functions
in rats. Acta Medica 2001; 44(1): 21-7.

20. Ahlbom J, Fredriksson A, Eriksson P. Exposure to na organophosphate
(DFP) during adefined period in neonatal life induces permanent changes
in brain muscarinic receptors and behaviour in adult mice. Brain Research
1995; 677: 13-9.

21. El Etri MM, Nickell WT, Ennis M, Skau KA, Shipley MT. Brain
norepinephrine reductions in soman-intoxicated rats: association with
convulsions and AchE inhibition, time course, and relation to other
monoamines. Exp Neurol 1992; 118(2):153-63.

22. Olney JW. Excitatory amino acids and neuropsychiatric disorders. Biol
Psychiatric 1989; 26: 505-25.

23. Scorza FA, Arida RM, Priel MR, Calderazo L, Cavaheiro EA. Glucose
utilization during status epilepticus in an epilepsy model induced by
pilocarpine. Arq Neuropsiquiatr 2002; 60: 198-203.

24. Sarin S, Gill KD. Dichlorvos induced alterations in glucose homeostasis:
Possible implications on the state of neuronal function rats. Mol Cell
Biochemistry1999; 199: 87-92.

53



