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RESUMO
Foram descritos distúrbios neurológicos sutis após intoxicação por organofosforados. Estudos experimentais
relataram necrose de neurônios, particularmente nos animais que apresentaram convulsões. O objetivo do
presente trabalho foi investigar se ratos (que não tenham apresentado convulsões) expostos a um agente
organofosforado, apresentaram alterações morfológicas em regiões específicas do cérebro. Os animais
receberam 2.5 ou 5.0 mg/kg peso de metamidofos, uma vez por semana, por dois meses e foram decapitados
dois meses e sete dias após a primeira administração da droga. Foi observada atrofia da camada molecular
do córtex parietal sem perda neural em regiões específicas do cérebro. Isto pode ser devido a atrofia ou à
perda de ramificações 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 animals that present seizures. The objective of the present work
was to investigate if rats (without seizures) exposed to an organophosphate agent, would have morphological
changes of specific regions of the brain. The animals received 2,5 or 5,0 mg/kg of methamidophos, once
a week, 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. This would be due to atrophy or loss of neuronal ramifications but without neuronal loss.
Key Words. brain, morphometry, organophosphate, cholinesterase inhibitors, excitotoxicity.
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INTRODUÇÃO

A intoxicação aguda por organofosforados tem grande
importância epidemiologica para seres humanos e animais1,2,3.
Os principais sintomas destas intoxicações são decorrentes da
hiperestimulação do sistema nervoso autônomo parassimpático
resultando no que se denomina Síndrome Colinérgica Aguda
por organofosforados. Entre estes sintomas se destacam um
grande aumento na secreção brônquica, broncoespasmo,
bradicardia, alteração nos níveis pressóricos e também,
convulsão, coma e paralisia do centro respiratório. Além disso,
descreve-se uma Síndrome da Neurotoxicidade Intermediária
(Síndrome Intermediária) também relacionada à intoxiçação por
organofosforados. Os sintomas da síndrome intermediária são
relacionados à fraqueza dos músculos inervados pelos nervos

craniais e são observados de 24 a 96 horas após a Síndrome
Colinérgica Aguda. A Síndrome da Neurotoxicidade retardada
relacionada aos organofosforados (OPIDN) é caracterizada por
polineuropatia motora distal, surgindo de 1 a 3 semanas após a
exposição a alguns compostos organofosforados. As
manifestações clínicas são fraqueza muscular, seguida de
espacicidade, hiperreflexia, clonus, reflexos anormais e sinais
de liberação piramidal4,5. O mecanismo de indução da OPIDN
parece estar associado à inibição de uma enzima, a carboxil-
esterase neuronal não específica (neurophatic target esterase -
NTE). Acredita-se que a NTE desempenha um importante papel
no metabolismo de lipídios neuronais6,7.

Seqüelas neurológicas da intoxicação por
organofosforados também foram descritas, incluindo disfunção
neuropsicológica8. Há evidências que os pacientes cronicamente
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expostos podem desenvolver distúrbios comportamentais como
depressão e déficits de atenção9. Parron10 et al sugeriram que há
um aumento do risco de suicídio entre pessoas expostas aos
inseticidas quando comparado a outras pessoas com
características socioeconômicas e demográficas semelhantes.
Estudos experimentais demonstraram efeitos
neurocomportamentais em ratos como a diminuição da atividade
locomotora e exploratória11.

Como o ser humano pode ser exposto aos
organofosforados por longos períodos, particularmente os
trabalhadores rurais sem proteção adequada, o objetivo do
presente trabalho foi investigar em um modelo experimental, se
ratos (que não tenham apresentado convulsões ou sinais de
hipóxia) expostos à baixas doses de um agente organofosforado,
podem exibir alterações morfológicas em regiões específicas
do cérebro.

MATERIAIS E MÉTODOS

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
substância para ratos foi por  previamente determinada (18 mg/
kg peso). Os animais tiveram livre acesso à ração comercial e à
água até 12 horas antes da administração do metamidofós (jejum
noturno). Na manhã seguinte, 2 grupos de 6 animais receberam
por via gástrica, respectivamente 2,5mg/kg peso (G2,5) e 5,0mg/
kg peso (G5,0) de metamidofos uma vez por semana por dois
meses. Um grupo controle de 6 animais recebeu o gliceroformol
por via gástrica pelo mesmo período de administração. Os
sintomas de intoxicação, assim como a ocorrência de possíveis
convulsões, foram observados durante 12 horas após cada
administração. Os animais foram decapitados uma semana após
a última administração do composto.

Os encéfalos foram dissecados e seccionados
transversalmente na porção central (correspondendo ao sulco
central). As amostras foram fixadas em paraformaldeido 4% e
incluídas em parafina. Foram realizados 20 cortes seriados do
cérebro (8 ¼m de espessura) em direção à região occipital. Os
cortes foram submetidos à coloração pela hematoxilina eosina
ou cresil-violeta e visualizadas ao microscópio óptico.

Morfometria: foram realizados estudos morfométricos
por microscopia óptica em áreas específicas do cérebro (camada
piramidal interna, camada piramidal externa do córtex cerebral
e núcleo caudado).

Contagem dos neurônios: 10 imagens de cada área acima
especificada foram fotografadas com aumento de 40x, usando
uma câmera digital adaptada à um microscópio óptico e à um
sistema digital de análise de imagens. A contagem dos neurônios
foi realizada manualmente. Os neurônios foram identificados
pela visualização direta por microscopia óptica. Somente os
neurônios piramidais característicos (com os nucléolos
claramente visíveis) foram contados nas camadas piramidal

cortical interna e externa. Somente os grandes neurônios do
núcleo caudado foram contados. As células parcialmente
representadas (não claramente identificadas) foram excluídas
da contagem.

Espessura da camada molecular: Foi determinada a
espessura da camada molecular do córtex parietal. Para a
reprodutibilidade dos dados foi considerado em cada corte
seriado, à área de menor espessura à um campo microscópico
(40x) lateralmente ao sulco sagital superior, nos mesmos cortes
seriados acima descritos. As imagens foram obtidas com objetiva
40x, e com a ajuda de um sistema de análise de imagens, foram
obtidas as medidas da espessura cortical, traçando-se uma linha
perpendicular que se inciava no limite entre a camada molecular
e a camada piramidal terminando na superfície do córtex (20
cortes de cada animal de cada grupo). A área analisada é formada
principalmente por ramificações neurais.

Os dados foram submetidos à análise estatística usando
o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis (consideramos o nível
de significância de 0,05).

RESULTADOS

Os animais do grupo intoxicado com 5 mg/kg peso
durante 2 meses apresentaram sintomas moderados como
tremores e fasciculação no período seguinte à primeira
administração. Dois animais deste grupo apresentaram
convulsões e foram excluídos do estudo. Nas administrações
seguintes os animais não apresentaram nenhum sintoma. Os
animais do grupo G2,5 não apresentaram nenhum sintoma de
intoxicação. Pela análise qualitativa por microscopia óptica não
foi observada necrose ou perda neuronal no grupo tratado e não
foi observada diferença entre grupos tratado e controle.

Analise morfométrica.
As médias e o desvio padrão 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.  Não houve diferença significante
entre estes grupos (p>0,05).

As médias e o desvio padrão 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. Não houve diferença significante
entre estes grupos (p>0,05).

As médias e o desvio padrão da contagem neuronal no
núcleo 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.  Não houve diferença significante entre estes
grupos (p>0,05) (tabela 1).

As médias e o desvio padrão da espessura da camada
molecular foram 127.214±19.187¼m no grupo controle,
123.495±12.497 no grupo G2,5 e 114.473±14.429 no grupo
G5,0. Embora tenhamos observado uma tendência à diminuição
da espessura da camada molecular no grupo que recebeu 2.5
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mg/kg de metamidofos, não foi observada diferença estatística
significante entre este grupo e o grupo controle (p>0,05).
Entretanto, pela análise estatística, a camada molecular do grupo
G5,0 era mais delgada comparada ao grupo controle (p<0,001)
e ao grupo G2,5 (p<0,05) (KW=28888) (tabela 2).

DISCUSSÃO

Alguns estudos experimentais relatam necrose neuronal
no hipocampo, no córtex entorinal e frontal, no complexo
amidalóide, no núcleo caudado e no tálamo frontal pela
intoxicação aguda por organofosforados12,13,14,15,16. Como foram
observadas convulsões ou insuficiência respiratória em
praticamente todos os animais destes estudos, é provável que
outros fatores como a anoxia sejam responsáveis por estas
mudanças morfológicas,

Estudos em animais que sofreram intoxicação aguda por
organofosforados e que não tenham apresentado convulsões são
escassos, tendo sido observadas apenas lesões morfológicas
mínimas, por exemplo, degeneração da mielina nas raízes dorsal
e ventral do nervo espinal, após administração de triclorfonio17,

Nossos estudos, no entanto, indicam que a administração
repetitiva (crônica) do agente anticolinesterásico metamidofos
em doses subletais (menos de 1/3 de DL50), produziu afilamento
da camada molecular do córtex parietal, o que foi demonstrado
por estudos morfométricos. Entretanto, esta alteração não é
acompanhada por perda neuronal das camadas piramidal interna
e externa, e do núcleo caudado. Devido ao fato da camada
molecular ser constituída basicamente por ramificações
dendríticas e axonais dos neurônios, nós podemos concluir que
em doses baixas e repetitivas, este organofosforado
(metamidofos) possivelmente induza à perda ou afilamento de
ramificações neuronais. Uma hipótese para explicar essas lesões
cerebrais após a administração de compostos organofosforados
seria a liberação excessiva de neurotransmissores, similar ao
que acontece na excitotoxicidade por glutamato no estado de
mal epilético. Esta hipótese é sustentada por Lallement18 et al
que descreveram o efeito protetor de Gk-11, composto
antiglutamatergico, na intoxicação experimental pelo
organofosforado soman.

Mesmo a exposição à doses subletais de
organofosforados pode induzir efeitos neurotóxicos nos
animais19. Ahlbom20 et al observaram a diminuição da
densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos nos
cérebros dos ratos expostos ao composto
disopropilfluorofosfato (DFP). Entretanto, algumas evidências
sugerem que os efeitos neurológicos observados após a
administração de organofosforados seriam não somente devido
à hiperatividade ou às convulsões “colinergicas”. A
disponibilidade de outros neurotransmissores podem estar
alteradas, em conseqüência do excesso de atividade
colinérgica. Esta liberação seria responsável, pelo menos em
parte, pelas seqüelas neurológicas.

EL Etri21 et al, observaram uma diminuição dos níveis
de norepinefrina nos ratos que apresentaram convulsões após
uma única administração do composto organofosforado soman.
Embora os níveis de dopamina e de serotonina não tenham se
modificado nestes animais, os níveis de ácido 5-
hidroxiindolacetico (um metabolito da serotonina), e ácido 3,4-
dihidroxifenilacetico e ácido 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 mudança dos níveis de
norepinefrina podem ter um papel importante na indução das
convulsões após intoxicação por organofosforados. É importante
indicar que o estado de mal epilético de qualquer etiologia pode
induzir a perda neuronal no sistema nervoso central,

Tabela 1. Contagem neuronal em áreas cerebrais específicas.

Áreas Cerebrais Contagem de Análise de
Neurônios variação

Camada Controle 24.067 ± 3.826
piramidal 2,5 mg/kg 26.000 ± 4.472 NS (p > 0,05)
interna 5,0 mg/kg 23.567 ± 4.018 NS (p > 0,05)

Camada Controle 24.317 ± 5.199
piramidal 2,5 mg/kg 26.500 ± 4.020 NS (p >0,05)
externa 5,0 mg/kg 22.767 ± 4.485 NS (p >0,05))

Controle 25.850 ± 5.725
Núcleo basal 2,5 mg/kg 23.400 ± 4.005 NS (p >0,05))

5,0 mg/kg 26.050 ± 5.143 NS (p >0,05))

S = significante;  NS = não significante.
Foram obtidas 10 imagens de cada área específica (camada piramidal interna,
camada piramidal externa do córtex cerebral e o núcleo caudado) em cada
secção seriada. Os neurônios foram identificados em visualização direta por
microscopia óptica. Somente os neurônios piramidais característicos (com
nucléolo claramente visível) foram contados nas camadas piramidal cortical
interna e externa. Somente os grandes neurônios do núcleo caudado foram
contados. Não houve diferença significante da contagem neuronal na camada
piramidal interna, na camada piramidal externa e no núcleo caudado (p>0,05).

Tabela 2. Espessura da camada molecular do cortex parietal.

Grupos Espessura da Comparação
camada molecular estatistica com

controle
Controle 127.214 ± 19.187
2,5 mg/kg 123.495 ± 12.497 NS (p > 0.05)
5,0 mg/kg 114.473 ± 14.429 S (p < 0.001)
S = significante;  NS = não 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 lesões são relacionadas à
liberação excessiva de neurotransmissores estimuladores como
o glutamato22,23.

Outras alterações metabólicas devido a intoxicação por
organofosforados descritas previamente como a diminuição dos
níveis cerebrais de glicose e o aumento da atividade da
fosforilase do glicogenio, descrita por Sarin & Gill24 não
explicam as mudanças nos padrões neurocomportamentais dos
animais nem as alterações morfológicas descritas. Seria difícil
relacionar as alterações morfológicas que nós descrevemos no
presente trabalho com sintomas clínicos específicos descritos
após intoxicação por organofosforados. Entretanto, acreditamos
que estas mudanças morfológicas sejam ainda mais
disseminadas, afetando outras regiões cerebrais.
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