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“Que o respeito a um orgdo tdo perfeito — o ouvido humano —
e a valorizacdo de um dos mais importantes sentidos

dos quais fomos dotados — a audigcdo — sejam

um compromisso mais do que momentdneo,

mas que o assumamos por toda uma vida,

pois som e audi¢do continuam a ser

uma das combinagdes mais belas.”

(Russo, 1997)
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Os agrotoxicos organofosforados sdo amplamente utilizados na agricultura, e a
elevada aplicacdo desses agentes, sem o emprego das devidas medidas de biosseguranga, vem
contribuindo para a degradagdo ambiental e para o aumento da incidéncia de intoxicagdo
ocupacional, tornando-se um dos principais problemas de saude publica no meio rural.
Pesquisas demonstram que os agentes ototoxicos, além de comprometer os sistemas auditivo e
vestibular periféricos, provocam ainda alteracdes nas vias auditivas centrais. Dentre os
principais agentes quimicos que podem levar a perda auditiva incluem-se os solventes, os
metais, os asfixiantes e os agrotoxicos organofosforados. O objetivo deste estudo foi analisar
a acfo ototoxica aguda de um agrotoxico do grupo dos organofosforados no sistema auditivo
periférico. Trata-se de um estudo experimental prospectivo, realizado em cobaias albinas
machos, divididas em trés grupos, nos quais se administrou dgua destilada (grupo 1 -
controle), agrotoxico - 0,3mg/Kg/dia (grupo 2), agrotéxico — 3 mg/Kg/dia (grupo 3), durante
sete dias consecutivos. O agrotoxico utilizado foi Tamaron® (metamidofés). A avaliacdo
auditiva funcional foi realizada utilizando-se Emissdes Otoacusticas Produto de Distor¢éo
(EOAPD) e Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefilico (PEATE), ambos realizados
antes e imediatamente apds o periodo de aplicagdo do agrotéxico. A avaliagdo anatdmica foi
realizada com Microscopia Eletronica de Varredura. As cobaias submetidas ao agrotdxico
apresentaram alteragdes morfoldgicas cocleares, com lesdes nas trés espiras analisadas na
microscopia eletronica, intensificadas de acordo com a dosagem recebida do agente. Na
avalia¢do auditiva funcional, todas as cobaias apresentaram EOAPD presentes, no entanto
verificou-se significincia estatistica nos valores da relacdo sinal/ruido das frequéncias de
1.500 e 6.000 Hz das EOAPD das cobaias dos grupos 2 e 3 quando confrontados com os
achados dos animais do grupo controle, indicando um possivel sofrimento celular. Nao foram
encontradas alteragdes estatisticamente significantes na avaliagdo do VIII par craniano por
meio da andlise da onda I do PEATE. Concluiu-se que o organofosforado pode ser
considerado um agente lesivo agudo das células ciliadas externas visto a correlacio entre a
dosagem aplicada e a quantidade de alteragdes observadas a microscopia eletronica,
entretanto a exposi¢do aguda ao Tamaron® ndo causou alteracdo funcional do sistema
auditivo periférico.

Palavras-chave: Organofosforado; Agrotoxico; Ototoxicidade; Emissdes Otoacusticas;
Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico; Células Ciliadas Externas.
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The organophosphate pesticides are widely used in agriculture, and the widespread
application of these agents, without the appropriate use of bio-security measures, has
contributed to environmental degradation and the increased incidence of occupational
poisoning, becoming one of the main public health problems in rural areas. Studies show that
the ototoxic agents, in addition to the peripheral vestibular and auditory systems compromise,
also impair central auditory pathways. Among the major toxic agents that can lead to hearing
loss are the solvents, metals, suffocating and organophosphate pesticides. This study
examined the acute ototoxic action of a pesticide on the peripheral auditory system. This is a
prospective experimental study. We used male albino guinea pigs, divided into three groups,
which was administered distilled water (group 1 - control), pesticide - 0.3 mg/Kg/day (group
2), pesticide - 3 mg/Kg/day (group 3), for seven consecutive days. The pesticide used was
Tamaron® (methamidophos). The auditory functional evaluation was performed using the
Distortion Product Otoacoustic Emissions (DPOAE) and Auditory Brainstem Response
(ABR), both performed before and immediately after the application of the pesticide. The
anatomical assessment was performed with scanning electron microscopy. The guinea pigs
subjected to pesticide had cochlear morphological changes, with lesions in three turns
examined in electron microscopy, which was increased according to the dosage received from
the agent. In all animals the DPOAE was present, but it was verified that the signal/noise ratio
of the frequencies of 1.500 and 6.000 Hz in DPOAE of groups 2 and 3 showed statistically
significant difference when compared to control group, indicating possible cell impairment.
There were no statistically significant changes in functional assessment of VIII nerve when
evaluated by wave I of ABR. It is concluded that the organophosphorous can be considered as
a harmful acute agent of outer hair cells, seen the correlation between the dose applied and the
amount of changes observed by electron microscopy, however, the acute exposure to
Tamaron® did not cause functional alteration of the peripheral auditory system.

Keywords: Organophosphate; Pesticide; Ototoxicity; Otoacoustic Emissions; Auditory
Brainstem Response; Outer Hair Cells.
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1 INTRODUCAO

Pesticidas do grupo dos organofosforados sdo compostos anticolinesterdsicos que
causam variado grau de toxicidade para o ser humano com ampla utilizacdo na agricultura.
Em razdo do beneficio do agrotéxico para o sucesso do plantio, o trabalhador tem a tendéncia
de superestimar seus efeitos, desconsiderando os maleficios a saide em curto, médio e longo
prazo. Embora um grande nimero de pesticidas tenha sido descoberto no inicio do século,

seus efeitos deletérios foram relatados somente a partir de 1932.

Apesar de se conhecer seu poder téxico, o uso dos compostos organofosforados é
ainda amplamente disseminado, principalmente nos paises de terceiro mundo. Atualmente, o
Brasil desponta como o maior consumidor de agrotéxicos da América Latina, respondendo

por 50% da quantidade comercializada.

O uso indiscriminado acarreta em um significativo nimero de intoxicagdes, agudas ou
cronicas, por esse tipo de pesticida. Para Moraes (1999), a elevada aplicacdo de agentes
toxicos, sem o emprego dos cuidados necessdrios, tem contribuido para a degradacdo
ambiental e para o aumento das intoxicag¢Oes ocupacionais, tornando-se um dos principais

problemas de satide publica no meio rural brasileiro.

A Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) estima que ocorram aproximadamente trés
milhdes de envenenamentos humanos por pesticidas em todo o mundo ao longo de um ano,
com mais de 220.000 mortes relatadas. No Brasil, a ocorréncia de intoxicagdes por pesticidas
do grupo dos organofosforados continua sendo alta, apesar da diminuicdo no seu uso em

relacdo a década dos anos oitenta.

A acdo deletéria dos agrotoxicos sobre a saide humana pode causar uma série de
manifestagdes clinicas, como nduseas, tontura, fraqueza, falta de apetite, nervosismo, dores de
cabega, alergias, lesGes renais e hepdticas, cancer e alteracdes genéticas. Em decorréncia da
inespecificidade dos sintomas relacionados a intoxicagdo, sendo estes comuns a multiplos
fatores etioldgicos, torna-se dificil, muitas vezes, estabelecer a manipulagdo do

organofosforado como o nexo causal.

Com relagdo ao sistema vestibulococlear, o efeito de agentes ototoxicos pode
manifestar-se em lesdes de células ciliadas externas (CCE), lesdes do VIII par craniano,

alteracdes no sistema vestibular e alteracdes no sistema nervoso central (SNC). A acdo
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neurotdxica de algumas substincias quimicas encontradas nos ambientes de trabalho pode
afetar ndo somente a audicdo e o equilibrio, mas também o tronco cerebral e via auditivas
centrais (BERNARDI, 2003). H4 evidéncias de que a alteracdo auditiva possa ser uma
manifestagdo precoce de intoxicagcdo por organofosforados (MANJABOSCO, MORATA e
MARQUES, 2004).

Sdo do conhecimento cientifico as intimeras alteragdes provocadas pela intoxicacao
por organofosforados no ser humano, levando-se em consideragdo todos os sistemas e 0rgaos
que o compde. Apesar de a literatura concordar a respeito da associacio existente entre a
exposicdo a agrotoxicos e a ocorréncia de alteracdes auditivas, sdo escassos os estudos que
avaliam as alteracdes histoldgicas especificamente relacionadas ao sistema auditivo

periférico.

Haja vista a semelhanga andtomo-fisioldgica existente entre o sistema auditivo
periférico de humanos e de cobaias, pesquisas realizadas com estes animais de laboratério sdo
deveras importantes, uma vez que os achados podem ser correlacionados com a populagio
humana e servirem, assim, de alerta para os possiveis comprometimentos auditivos

ocasionados pelo contato com agrotéxicos organofosforados.

Em razdo do exposto, o objetivo desta pesquisa consiste em estudar a agdo ototdxica
aguda de um agrotéxico do grupo dos organofosforados no sistema auditivo periférico de

cobaias.



2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo sdo apresentadas as sinteses dos estudos mais representativos
encontrados na literatura especializada e que se relacionam com o tema da presente pesquisa.
Para facilitar a leitura, o capitulo estd dividido em quatro partes. Primeiramente sio dispostos
trabalhos relacionados ao organofosforado e sua influéncia na saide em geral, e em seguida,
sdo apresentados estudos respectivos a acdo toxica do organofosforado no sistema

vestibulococlear. Por fim, faz-se referéncia ao uso de cobaias em estudos de base.

2.1 Os organofosforados

O trabalho agricola no Brasil € uma atividade significativa do ponto de vista social e
de negdécio. Entretanto, a satide do trabalhador desse setor nem sempre recebe a atencgio
necessdria. Agregados ao trabalho agricola, podem-se encontrar ruidos de vérios tipos,

vibracdes e produtos quimicos especificos, como os agrotoxicos (MANJABOSCO, 2005).

Os agrotdxicos sdo definidos como produtos quimicos ou bioldgicos utilizados, entre
outras finalidades, para exterminar pragas ou patégenos que ataquem as culturas agricolas.
Estima-se que na atualidade cerca de 2,5 a 3 milhdes de toneladas de agrotdxicos sejam

utilizados anualmente na agricultura em todo o mundo (MEYER et al., 2003).

O Brasil tem grande parte de sua economia baseada na atividade agricola, ocupando o
quarto lugar no mercado de pesticidas no mundo. Os pesticidas sdo potencialmente téxicos ao
homem, mas em decorréncia de sua importincia econdmica, o seu uso ¢ muito difundido e os
residuos de pesticidas podem ser encontrados nos alimentos, na 4gua € no meio ambiente

(CALDAS e SOUZA, 2000).

Em 1962, Carson ja alertava sobre o efeito da contamina¢do ambiental e humana
ocasionada pelo uso dos pesticidas. Segundo a autora, as substincias quimicas, difundidas
sobre as terras de cultivo, florestas ou sobre jardins, fixam-se por longo tempo no solo, e
podem, posteriormente, entrar em contato com organismos vivos, dando inicio a uma cadeia

de envenenamentos. Além disso, estas substincias podem passar de uma drea para outra, por
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meio de correntezas subterrineas, até emergirem ao chdo, e, a seguir, através da alquimia do
ar e da luz solar, se combinarem sob novas formas altamente perigosas a vegetagcdo, aos

animais € ao ser humano.

A autora acima citada comenta ainda que, sob as condi¢des agricolas primitivas,
observavam-se poucos problemas relativos a insetos. Tais problemas surgiram com a
intensificagdo da agricultura, na disposicdo de vérios hectares de terra a um unico género de
colheita, contribuindo assim para o aumento de populacdes especificas de insetos. A natureza
mantém um controle e equilibrio intrinseco, por meio dos quais se mantém as espécies dentro
de determinados limites. Contudo, o cultivo de um unico género de produto favorece o
desenvolvimento da populacdo de um determinado tipo de inseto a niveis muito mais altos,
em uma plantacdo dedicada somente aquele produto, ao contrdrio do que acontece em terras

cultivadas por diversificadas plantas.

A larga utilizacdo de agrotoxicos acaba desenvolvendo resisténcia das pragas aos
principios ativos, principalmente depois de serem expostas repetidas vezes ao mesmo
pesticida ou a dosagens inadequadas. A consequéncia dessa resisténcia € a necessidade do uso
de maior variedade e de maior quantidade de produtos. O aumento do consumo leva a uma
expansdo dos riscos a ele inerentes, fazendo com que a populacio de uma forma geral se
exponha em func¢io da contaminagdo ambiental e dos alimentos, tornando a problemadtica do

agrotéxico uma questdo ainda mais grave de saide publica (BEDOR et al., 2007).

Para atender a crescente demanda de produtos, Aradjo et al. (2007) refor¢cam o fato de
que os agricultores t€ém sido estimulados a utilizar uma grande variedade de produtos a fim de
aumentar a produtividade e reduzir as perdas das safras. Esta acdo tem levado ao uso
indiscriminado de agrot6xicos, colocando em risco a satide dos produtores, do meio ambiente

e dos consumidores.

Conforme Oliveira-Silva et al. (2001), a utilizacdo dos agrotdxicos no meio rural
brasileiro tem trazido uma série de consequéncias tanto para o ambiente como para a satde do
trabalhador rural. Em geral, essas consequéncias sdo condicionadas por fatores
intrinsecamente relacionados, tais como o uso inadequado dessas substancias, a alta
toxicidade de certos produtos, a falta de utilizagdo de equipamentos de protecdo e a
precariedade dos mecanismos de vigilancia. Esse quadro € agravado pelo baixo nivel

socioeconomico e cultural da grande maioria desses trabalhadores.



18

Castro e Confalonieri (2005), fizeram um levantamento de propriedades rurais de
Cachoeiras de Macau, no Rio de Janeiro, acerca da percep¢do de risco e praticas de uso de
agrotéxicos. Os autores verificaram que 22,5% dos agricultores reportaram ji terem sido
intoxicados. Verificou-se que 85% dos agricultores nao utilizavam equipamento de protecio
individual (EPI), que 27,5% jogavam embalagens de agrotdxicos no rio ou no mato e que
60% dos entrevistados nunca foram treinados para manusear agrotoxicos. Quanto a percepcio
do risco do uso de agrotdxicos, foram identificadas trés categorias: 70% percebem, mas

continuam usando; 27% ndo percebem o risco; 3% percebem e ndo utilizam mais.

A OMS estima que a cada ano ocorra cerca de 3.000.000 casos de intoxicacdo aguda
por pesticidas, com 220.000 dbitos. A maioria destes incidentes ocorre nos paises em
desenvolvimento, como a Africa do Sul, Asia, América Central ¢ América do Sul (JAGA e

DHARMANI, 2003).

No Brasil, em 2003, ocorreram 5.570 casos notificados de intoxicagdo por
circunstincias ocupacionais, sendo que destes, 1.748 (31,4%) por agrotéxicos e 640 (11,5%)
por produtos quimicos (Sistema Nacional de Informacgdes Toxico-farmacoldgicas —
SINITOX). Hoshino et al. (2008) alertaram para o fato de que o dificil acesso as informagdes
e a educacdo por parte dos usudrios desses produtos, bem como o baixo controle sobre a
produgdo, a distribuicdo e a utilizacdo dos agrotéxicos sdo alguns dos principais

determinantes na constitui¢do dessa situacdo como um potencial desafio de satude publica.

A interacdo do trabalhador agricola com os agrotdxicos pode ocorrer de forma direta
ou indireta. De acordo com Manjabosco (2005), o contato direto ocorre quando os
trabalhadores preparam o agrotoxico que serd utilizado para aplicagdo na lavoura e
pulverizam-na, ou quando preparam a semente. O contato indireto com os agrotdxicos ocorre
constantemente, seja dentro do armazém ou na lavoura, onde se encontram residuos desses

agentes tOXicos.

Ferrer (2003) relatou que os praguicidas sdo uma das familias de produtos quimicos
mais amplamente empregadas pelo homem. Podem ser classificados de acordo com sua
funcdo (inseticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas) ou de sua familia quimica
(organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides). Até 1957, os organoclorados
eram os compostos mais usados como pesticidas. Entretanto, gradativamente eles foram sendo
substituidos pelos agrotoxicos do grupo dos organofosforados, devido a sua persisténcia

ambiental e seu reconhecido potencial inseticida (MORAES, 1999; FERRER, 2003).
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Atualmente os organofosforados sdo utilizados tanto no meio laborial como
doméstico, estendendo seu emprego no controle de pragas na agricultura, em diversas
industrias, na medicina e incluso no armamento quimico (BENEDICO, 2002; FERRER,
2003; JAGA e DHARMANI, 2003). Ferrer (2003) acrescentou que esses quimicos t€m seu
uso na medicina humana vinculado ao tratamento do glaucoma e da miastenia grave, sendo

usado como antiparasitario sist€émico e dérmico.

De acordo com Jaga e Dharmani (2003), as varidveis que determinam a toxicidade do
organofosforado sdo o nivel de exposi¢cdo ao agrotdxico no meio-ambiente, a dose absorvida e

o nivel de depressao da acetilcolinesterase individual.

No Brasil, a ocorréncia de intoxicagdes por pesticidas do grupo dos organofosforados
continua sendo alta, apesar de seu uso ter diminuido em relagdo a década de oitenta. Os dados
estatisticos dos Centros de Toxicologia de Belo Horizonte, Campinas, Floriandpolis, Ribeirdo
Preto, Londrina e Maringd mostram que de 495 casos de intoxicagdes ocupacionais, cerca de
34,9% foram devidos a organofosforados; de 622 casos de tentativas de suicidio, 38,1%
resultaram do uso de compostos deste grupo; de 38 casos de 6bitos, o organofosforado esteve

presente em 44,7% das ocorréncias (CAVALIERE et al., 1996).

Contudo, como comentado por outros autores, a exposi¢do ao organofosforado ocorre
ndo somente no meio rural, mas em diversos ambientes frequentados usualmente pela
populacdo em geral. Morgan et al. (2005) observaram a exposi¢do de criancas em idade pré-
escolar ao pesticida clorpirifds, e verificaram que, das 129 casas e 13 centros de educacdo
infantil analisados, residuos de clorpirifés foram detectados em 100% dos ambientes,

principalmente no ar e na poeira depositada no chéo.

O metamidofés (O,S-dimetilfosforamidotioato), conhecido comercialmente, entre
outros nomes, por Tamaron®, é um pesticida organofosforado de largo espectro de acdo.
Devido a ampla utilizacdo e a moderada toxicidade para alguns organismos, o metamidofds
pode apresentar sérios riscos a satide dos homens e dos animais, sobretudo quando presente
em quantidade acima da tolerada por estes organismos, seja na dgua, no ar, no solo ou nos

alimentos.

Em estudo realizado por Aratjo et al. (2007), o organofosforado metamidofds, em
suas formula¢des comerciais Tamaron® e Hamidop®, foi o agrotéxico mais utilizado (90%)
na comunidade rural de Cérrego de Sdo Lourenco. Alguns sintomas de intoxicagdo referidos

foram intenso prurido, rubor facial e irritagdo das mucosas nasal, faringea e dos olhos.
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Em estudo realizado por Delgado e Paumgartten (2000), em 55 lavouras do Municipio
de Paty do Alferes, no Rio de Janeiro, os autores verificaram que o Tamaron® é o produto
mais utilizado nas lavouras (53%), dentre os mais de 18 inseticidas em uso na regido. Neste
estudo, 55 agricultores foram entrevistados a respeito do uso dos agrotoxicos. Dos
entrevistados, 92% dos trabalhadores envolvidos no manuseio destes produtos informaram
ndo utilizar qualquer tipo de EPI para preparar e/ou aplicar os pesticidas. Esta negligéncia ou
falta de conhecimento das medidas preventivas acarreta em prejuizos a saide do trabalhador,
como verificado pelos autores, visto que 62% dos trabalhadores referiram j4 ter apresentado
alguns sintomas durante o manuseio do agrotéxico. Dos individuos que referiram os sintomas,

30% estavam usando o agrot6xico Tamaron®.

Soares, Almeida e Moro (2003), desenvolveram uma pesquisa na qual foi aplicado um
questiondrio durante os anos de 1991, 1994, 1995, 1998 e 2000, em aproximadamente 1.064
trabalhadores rurais de nove municipios de Minas Gerais, e verificaram que o agrotdxico mais
utilizado foi o Tamaron®, citado por 530 trabalhadores (39,61%). Os autores realizaram
exame de dosagem da colinesterase, no qual foi identificada uma propor¢do considerdvel de

trabalhadores rurais intoxicados (aproximadamente 50% da amostra).

Aratjo et al. (2007) referiram que a elevada prevaléncia de quadros de intoxicagdo
pelos agrotéxicos, tanto aguda como cronica, reflete a precariedade com que sio realizadas as
atividades de controle de pragas no campo, sem protecdo por equipamentos se seguranga, €
com uso indiscriminado de substancias quimicas prejudiciais ao meio ambiente, as espécies e
ao homem. Os autores comentaram ainda que a freqiiéncia de sinais e sintomas provém de
uma ocorréncia elevada de casos de contaminacdo humana por sobre-exposi¢do a inlimeros
produtos, utilizados geralmente na forma de coquetel, em curtos intervalos de reaplicacdo, e
sem a adocdo das adequadas medidas de seguranca. O agricultor que ndo conhece os efeitos
danosos dos agrotoxicos na saide pode superestimar seus beneficios e usar doses maiores que

as necessarias (SOARES, ALMEIDA e MORO, 2003).

Pires, Caldas e Recena (2005) relataram que, se as intoxicacdes pela exposicao podem
refletir uma falta de conhecimento dos riscos dos agrotoxicos a satde, o uso predominante dos
inseticidas organofosforados na tentativa de suicidio reflete, paradoxalmente, um
conhecimento real da toxicidade aguda destes compostos por esta populacdo. Na microrregiao
de Dourados, em Mato Grosso do Sul, os autores verificaram que o inseticida que mais

provocou intoxicagdes foi o organofosforado. Este agente apresentou um indice de 34,3% de
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individuos intoxicados, €, dos individuos intoxicados, 45,5% foram ao Obito. As tentativas de

suicidio com o uso do organofosforado ocorreram em 57,9% dos individuos.

Garcia (1996) relatou que o risco no trabalho com agrotéxicos estd associado
basicamente ao seu manuseio e a sua aplicagdo, por isso a descontaminagdo das roupas
impregnadas desses agentes ¢ muito dificil, permanecendo o acimulo da substincia quimica.
Nesse caso, a pele permanece em constante contato com os agentes, o que facilita a absor¢ao

dérmica.

A fim de se evitar ou minimizar os danos a satide provocados pelo manejo com os
agrotoxicos, medidas preventivas deveriam ser tomadas, tal como afirmou Teixeira (2000),
para o qual seria indicado que o trabalhador exposto a pesticidas tivesse um local adequado
para se alimentar, se trocar, guardar e lavar as roupas de trabalho, e que recebesse ainda
orientagdes quanto ao habito de lavar as maos e o rosto antes de beber, comer ou fumar. No
entanto, o que se verifica em grande parte das empresas agricolas € um minimo de cuidado
com a saude do trabalhador. Manjabosco (2005), tomando por base os dados coletados em sua
pesquisa, referiu que os métodos de prevencdo se deram em porcentagens ndo significativas,

abrangendo apenas a higiene das maos, banho e troca de roupa.

Para Hoshino et al. (2008), os trabalhadores possuem a percepcao dos perigos que seu
trabalho oferece a sua satde e ao meio ambiente, fato que permite evidenciar a necessidade de
acodes que promovam o conhecimento e capacitacio desta populacio para o uso adequado de
agrotoxicos, bem como a divulgacdo de outras formas de cultivo que ndo necessitem desta

substancia.

No Brasil, criou-se a necessidade de regulamentagdo do uso dos agrotdxicos, a partir
da década de 1970, tendo em vista o grande aumento de consumo no pais. A legislacdo foi
sendo atualizada, através de portarias e, posteriormente, pela Lei dos Agrotéxicos (Lei 7.802,
de 11 de julho de 1989) e sua regulamentacdo (Decreto n° 98.816, 11 de janeiro de 1990).
Apesar de a legislacdo brasileira ser bastante moderna e abrangente, os casos de intoxicacao

em trabalhadores rurais sdo frequentes no pais (SOARES, FREITAS e COUTINHO, 2005).

Bedor et al. (2007) alertaram para o fato de que deveria haver maior fiscalizacdo na
utilizacdo dos agrotdxicos, para a prote¢do da populacio local e do meio ambiente, além de
reflexdes para a organizacdo de servigos locais integrados de satdde do trabalhador para a
vigilincia e assisténcia sanitdria, articulando os aspectos ambientais, epidemioldgicos, clinico

e de educacdo na promocao e protecdo a saide e a0 meio ambiente.
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2.2 Efeitos dos agrotoxicos no organismo humano

A intoxicagdo por pesticidas pode ocorrer por trés vias: inalacdo, ingestdo e dérmica
(LEMUS e ABDELGHANI, 2000; LIMA et al., 2001). No caso de envenenamento por
inalacdo, os sintomas iniciais mais comuns s@o caracterizados por dores no térax, dificuldade
de respiracdo e dores de cabeca, aliados a visdo borrada e lacrimejante. Quando ingerido,
provoca nduseas, vOmitos, diarreias e caAimbras (efeitos iniciais mais comuns de
envenenamento). Contracdes e suor na pele sdo sintomas observados em caso de contato do

produto com partes do corpo (LIMA et al., 2001).

Os inseticidas organofosforados sdo conhecidos por seu efeito anticolinesterdsico.
Estes agentes inibem a enzima acetilcolinesterase, responsavel pela hidrélise da acetilcolina,
levando a um acimulo deste neurotransmissor nas sinapses nervosas (BEDOR et al., 2007).
De acordo com Cantarutti (2005), os sinais de intoxicagdo aguda estdo associados a inibicao
da colinesterase, ou seja, aos efeitos colinérgicos exacerbados. A toxicidade cronica é

relacionada a efeitos neurotdxicos.

Ecobichon e Joy (1991) descreveram que, em virtude do efeito inibidor das
colinesterases, os pesticidas organofosforados podem ocasionar, em mamiferos,
lacrimejamento, salivacdo, sudorese, diarreia, tremores e disttirbios cardiorrespiratorios. Estes
ultimos sdo decorrentes de broncoconstricdo, aumento das secrecdes bronquicas e bradicardia,
bem como de depressdo do SNC, sendo as principais causas de morbidade e mortalidade por

tais produtos.

O tratamento das intoxicagdes por organofosforados baseia-se principalmente no uso
da atropina, antidoto sintomaético e, com menor frequéncia, das oximas, antidotos especificos

que reativam as colinesterases (CAVALIERE et al., 1996).

Como sintomas da intoxicacdo aguda por inseticidas organofosforados, podem ser
descritos suor, salivacdo, lacrimejamento, fraqueza, tontura, dores e codlicas abdominais,
seguidos de vOmitos, dificuldade respiratéria, colapso, tremores musculares, convulsdes e
morte (AMES et al., 1995; PIRES, CALDAS e RECENA, 2005). Os organofosforados
causam também efeitos neuroldgicos retardados apds a exposicdo aguda e como consequéncia
da exposicdo cronica, incluindo confusdo mental e fraqueza muscular (ALAVANIJA,
HOPPIN e KAMEL, 2004). A exposicdo cronica a estes compostos pode levar ao

desenvolvimento de sintomas de depressdo, um fator importante nos suicidios. Caldas e Souza
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(2000) complementaram referindo que a exposicdo cronica ao agrotoxico estd relacionada,
entre outros, ao cancer, efeitos teratogé€nicos, neuropatias periféricas tardias e toxicidade

reprodutiva.

Em estudo de Hoshino et al. (2008), a tontura foi o sintoma de maior destaque, e por
se tratar de uma das expressdes clinicas da exposi¢do aos agrotoxicos, os pesquisadores
sugeriram que a mesma deve ser avaliada e detectada durante a anamnese especifica do
trabalhador rural, bem como devidamente investigada pelas equipes de saide responsaveis

pelo atendimento médico nas localidades.

Palacios-Navas et al. (1999) observaram a ocorréncia de sintomas persistentes em 89
trabalhadores industrialmente expostos a praguicidas organofosforados. Verificaram que as
proporcdes mais altas de sintomas foram encontradas nos trabalhadores com idade entre 31 e
40 anos, com tempo de exposi¢do de 6 a 13 anos. Os sintomas mais frequentemente
apresentados foram conjuntivite (n=36), cefaleia (n=35), debilidade (n=34), ndusea,
lacrimejamento e dor estomacal (n=21), diarreia (n=20), visdo turva (n=19), nervosismo e

formigamento (n=18).

Em estudo realizado com 102 pequenos agricultores em Nova Friburgo, Rio de
Janeiro, com exposicdo midltipla a agrotéxicos, foram diagnosticados 13 quadros de
neuropatia tardia e 29 quadros de sindrome neurocomportamental e distirbios

neuropsiquidtricos associados ao uso cronico de organofosforados (ARAUIJO et al., 2007).

Outra alteragdo resultante da exposicdo ao agrotéxico verificada por Salles Jr. e Faro
(2007), foi uma diminuicdo significativa da atividade motora, em uma pesquisa cujo objetivo
foi o de avaliar os efeitos comportamentais da administracdo de uma formulagdo comercial de

agrotéxico, constituida de uma associag@o entre um organofosforado e um piretréide.

Aradjo et al. (2007) realizaram avaliacdo para verificar os sinais e sintomas clinicos,
indagados, referidos ou observados, e os classificaram em efeitos muscarinicos, nicotinicos,
centrais (cognitivos e neurocomportamentais) e periféricos (motores e sensitivos), descritos a

seguir:

- efeitos muscarinicos: sudorese, hipersalivacdo, lacrimejamento, coriza, espasmos e
caimbras abdominais, nduseas e vomitos, rubor facial, ardéncia e irritacdo nos olhos, prurido
nasal, dermatite, diarreia ou constipagdo, ressecamento da mucosa oral, sensacio de pressiao

toraxica, incontinéncia urindria.
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- efeitos nicotinicos: miofasciculacdo, principalmente braquial e palpebral, sensacdes
parestésicas, tremores involuntdrios nas maos e pernas, palpitagdo, mialgias na panturrilha,
formigamento, sensacdo de queimacdo e de peso nos membros inferiores, incoordenacio

motora.

- efeitos no sistema nervoso central: cefaleia habitual, fadiga, astenia, vertigem,
insOnia, ansiedade, irritabilidade, zumbido, nistagmo, confusio mental, visdo turva,

convulsdo, episédios depressivos e excitacio psicomotora.

- efeitos no sistema nervoso periférico: alteracdes nos reflexos tendinosos profundos,

na sensibilidade dolorosa e tatil.

Estudos conduzidos por Manjabosco, Morata e Marques (2004) mostraram que os
agrotoxicos organofosforados causam basicamente trés tipos de sequelas neuroldgicas apos a

intoxicacdo aguda ou devido a exposi¢ao cronica:

- polineuropatia retardada, caracterizada por fraqueza progressiva e ataxia das pernas,

podendo evoluir até uma paralisia flacida;

- sindrome intermedidria, na qual ocorre paralisia dos musculos do pescogo, perna e
pulmdo, além de diarreia intensa; ocorre de um a quatro dias apds o envenenamento €

apresenta risco de morte devido a depressao respiratéria associada;

- efeitos comportamentais, tais como insdnia ou sono perturbado, ansiedade, retardo de
reacOes, dificuldade de concentracio e uma variedade de sequelas psiquidtricas: apatia,

irritabilidade, depressdo, esquizofrenia.

Vasconcellos, Leite e Nascimento (2002) dividem as trés fases da intoxicacdo pelo
agrotéxico como: efeitos colinérgicos agudos, sindrome intermedidria, neuropatia tardia

induzida por organofosforado.

Para Benedico (2002), os quadros clinicos provenientes da intoxicacdo ao agrotdxico

sdo considerados como:

- sindrome colinérgica na fase aguda da intoxicagdo, em um periodo de laténcia de 30

a 60 minutos.

- efeitos toxicos diretos, com sinais de inflamacao aguda, ulceragéo e necrose laringea,
esofdgica, gastrica e duodenal, laringotraqueal e pulmonar, bem como hepatite, pancreatite e

insuficiéncia renal aguda.
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- sindrome intermedidria, nas 24 a 96 horas apds intoxicagdo aguda, na qual é
produzida uma paralisia dos musculos respiratérios, proximais das extremidades, podendo

persistir por varios dias e ocasionar uma insuficiéncia respiratéria severa.

- neuropatia retardada, que surge de duas a quatro semanas apds a exposicdo ao
agrotéxico e consiste numa degeneracdo axonal que desenvolve uma polineuropatia distal e

periférica-central.

O manejo incorreto dos organofosforados €, em grande parte, responsdvel pelo nimero
de intoxicacdes agudas, caracterizadas pelo desenvolvimento de uma sindrome colinérgica e
multiplas complica¢des cronicas, sendo a neuropatia retardada uma das mais representativas.
Na atualidade, estd se dando maior importincia a estas ultimas, cuja frequéncia vai
progressivamente aumentando, pois podem passar despercebidas por desconhecimento
médico e do préprio usudrio, que nido € capaz de relacionar sua sintomatologia com a

exposicdo ao agrotoxico (BENEDICO, 2002).

A populagdo rural exposta ao agrotxico nao se limita somente aos trabalhadores, mas
também a sua familia, que convive proxima a plantagdo, reforcando a necessidade de
pesquisas que aprofundem metodologias para avaliar esta exposi¢do aos agentes tOXicos € 0s
riscos associados a estes produtos, tanto nos casos de intoxicacdo aguda como na exposicao

em longo prazo ao agrotdxico.

2.3 A ototoxicidade

Diversos estudos correlacionando perda auditiva com a exposicdo ao ruido t€m sido
vistos na literatura, no entanto, existem outros fatores de risco para a saide auditiva que vém
sendo observados com frequéncia nos ambientes de trabalho. Ao se considerar perdas
auditivas ocupacionais, ¢ importante que se reconhega a potencialidade de outros agentes,
como € o caso dos produtos quimicos de efeito ototoxico (MORATA, 1989; TEIXEIRA e
BRANDAO, 1998; MORATA, 2003; TEIXEIRA, AUGUSTO e MORATA, 2002;

AZEVEDO, 2004).

Agente ototoxico € definido como substincia, quimico ou droga que causa dano

funcional ou les@o celular na orelha interna, especialmente em nivel da céclea e/ou canais
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semicirculares e VIII par craniano. Ja os agentes neurotdxicos alteram a fungdo vestibular
e/ou auditiva agindo primariamente em neurdnios das vias auditivas periférica e central

(JOHNSON, 1993).

Segundo preceitos de Almeida, Almeida e Duprat (1993), a ototoxicidade deve ser
considerada e estudada como um problema de saide publica. Existem mais de 200
substiancias que ja foram citadas na literatura como ototéxicas, sendo a maioria delas

desconsideradas como nocivas ao homem.

Conforme o Protocolo de Procedimentos Médico-periciais (Cddigo CID-10),
decretado em 1999, a perda auditiva por ototoxicidade refere-se aquela disacusia do tipo
neurossensorial, induzida por distintas substancias quimicas, de origem endégena ou exdgena.
O efeito ototoxico pode alcangar também, com frequéncia, o aparelho vestibular, sendo que
nestes casos os testes vestibulares podem mostrar um nistagmo espontaneo, depressdo da
reacdo térmica labirintica e reflexos vestibuloespinhais normais. Os sintomas da lesdo téxica
ao sistema vestibulococlear caracterizam-se por: zumbido como sendo o primeiro sintoma;
perda auditiva neurossensorial progressiva e bilateral, evoluindo das frequéncias altas para as
médias e inferiores; vertigem posicional e associada a nduseas; disturbios do equilibrio, com
vertigem persistente e instabilidade de marcha; e, ainda, osciloscopia, em razdo do disttirbio

do reflexo vestibulococlear presente.

A perda auditiva pode ser de instalac@o rdpida ou insidiosa e a gravidade depende da
quantidade absorvida do agente, e ainda do tempo de exposi¢do e interagcdo com o ototdxico.

Pode ocorrer durante a exposicio ou ter aparecimento tardio (KOS e KOS, 1998).

Azevedo (2004) citou como os métodos mais frequentemente utilizados para a
avaliacdo da ototoxicidade a audiometria tonal, audiometria vocal, imitanciometria, pesquisa
do declinio do reflexo acustico, pesquisa das Emissdes Otoactisticas (EOA) e do Potencial

Evocado Auditivo de Tronco Encefilico (PEATE).

Recentemente, os agrotoxicos organofosforados foram introduzidos no grupo de alta
prioridade para pesquisa relacionada a ototoxicidade devido a exposi¢do ocupacional, da qual
ja fazia parte os solventes industriais, além de metais pesados, e outros compostos, de
natureza quimica diversa, que comumente apresentam acdo asfixiante, caso do monoxido de
carbono e cianeto de hidrogénio (MORATA, 2003; AZEVEDO, 2004; MELLO e
WAISMANN, 2004).
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A configuracdo da perda auditiva provocada por substincias quimicas industriais pode
ser muito semelhante aquela observada em drogas ototoxicas como aminoglicosideos e
cisplatina, bem como aquela relacionada ao ruido. Os descritores, em geral, dessas desordens
sdo muito semelhantes: perda auditiva neurossensorial para frequéncias de 3 a 6 Khz, com
lesdo principalmente em células ciliadas cocleares, sendo a alteragdo bilateral, simétrica e

irreversivel (MORATA e LITTLE, 2002).

Estudo realizado com agentes de saide publica de Pernambuco demonstrou que a
exposicdo cronica a inseticidas pode ser responsavel pelo comprometimento da audigdo em
nivel periférico e central e, em caso de exposicdo combinada - ruido e inseticidas - haveria
interac@o entre estes dois agentes, levando a uma potencializagdo da perda auditiva em nivel

periférico (TEIXEIRA, 2000).

Teixeira, Augusto e Morata, em 2002, desenvolveram um estudo com o objetivo de
fazer uma descri¢do do perfil audiométrico do trabalhador agricola para verificar a influéncia
deste tipo de atividade laborial sobre o sistema auditivo. As pesquisadoras investigaram a
audicdo de 98 trabalhadores com idade média de 41,6 anos, submetidos a exposi¢do cronica
aos inseticidas organofosforados e piretroides com um tempo minimo de trés anos. Os sujeitos
foram divididos em dois grupos: um grupo (n=47) sem exposi¢do ao ruido e o outro (n=51)
com exposi¢do atual ou pregressa ao ruido. Constatou-se que 64% dos trabalhadores expostos
somente aos inseticidas apresentaram perda auditiva, enquanto que para o grupo com
exposicdo concomitante aos inseticidas e ruido, a incidéncia de alteracio na audiometria tonal
foi de 67%. A partir desses resultados, as autoras concluiram que a exposi¢do isolada aos
inseticidas dos tipos organofosforados e piretroides induz ao dano auditivo periférico e o

ruido é um fator que interage com os inseticidas, potencializando seus efeitos ototdxicos.

As mesmas autoras anteriormente citadas, em nova publicacdo, referiram que as
queixas de maior frequéncia observadas em seu estudo foram irritagdo nos olhos (54,1%),
cefaleia (44,9%), tonturas (35,7%), nduseas e torpor (16,3%). J4 os sintomas mais referidos,
relacionados ao SNC foram: dificuldades na compreensdo da fala (46%), dificuldade em
lembrar alguns fatos (43%), dificuldade em manter a atencdo (24%) e zumbido (24%)
(TEIXEIRA, AUGUSTO e MORATA, 2003).

Manjabosco, Morata e Marques (2004) realizaram um estudo na cidade de Cruz Alta,
no Rio Grande do Sul, com o objetivo de descrever o perfil audiométrico do trabalhador
agricola e assim verificar a influéncia desta ocupacio sobre a audi¢do do trabalhador. Foram

determinados dois grupos, sendo o grupo 1 constituido por 42 homens que trabalhavam no
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ramo da agricultura com tempo médio de 15 anos. Estes individuos eram expostos a varios
tipos de agrotoxicos, dentre eles os organofosforados. O grupo 2 foi composto por 42 sujeitos
ndo expostos a agentes externos nocivos a audicio e sem histéria prévia de perda auditiva. Os
resultados demonstraram que 60% dos sujeitos (n=25) do grupo 1 apresentaram limiares
auditivos elevados, sendo a alteracéo do tipo neurossensorial bilateral em 23 deles. A maioria
(n=23) dos trabalhadores com alteracdo nos limiares auditivos apresentou elevagcdo dos
limiares na faixa de frequéncias de 3.000 a 6.000Hz, no entanto, também foram encontradas
alteracdes nas frequéncias de 1.000, 2.000 e 8.000 Hz. Dos 25 individuos com alteragdo nos
limiares auditivos, 16% (n=4) estavam expostos somente a ruido e 84% (n=21) estavam
expostos a ruido e agrotéxicos. Desses 21 exames, 14% (n=3) mantinham contato indireto
com agrotoxicos e 86% (n=18) contato indireto e direto. Os autores concluiram que o fator
ocupacional dos trabalhadores da empresa agricola estudada teve grande impacto nos achados

audiométricos dos individuos avaliados.

Um caso de perda auditiva apds intoxicacdo aguda a dois tipos de organofosforados
foi constatado por Harell, Shea e Ermett (1987). Em uma variag@o de oito a nove horas apds a
exposicdo, o individuo pesquisado apresentou visdo turva e episédios graduais de ndusea. No
quarto dia apds a exposi¢do, referiu perda auditiva e tontura, sendo constatada perda auditiva

bilateral profunda.

Stefani, Matusuyama e Melo (1996) verificaram um caso de perda auditiva subita nas
frequéncias altas bilateralmente ap6s a exposi¢cdo aguda a um tipo de piretroide de uso
doméstico. Contudo, houve regressdo da perda auditiva posterior & desintoxica¢do mediante

tratamento medicamentoso.

Em outro estudo, realizado com trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos do tipo
organofosforado e piretroide, constatou-se que 57% dos sujeitos apresentaram perda auditiva

neurossensorial nas frequéncias altas (TEIXEIRA e BRANDAO, 1998).

Ernest (1995), em sua pesquisa com trabalhadores rurais, observou alta incidéncia de
neuropatias periféricas e presenga de perdas auditivas do tipo neurossensorial de grau leve a

moderado nos trabalhadores expostos a agrotéxicos organofosforados.

Os achados de Beckett, Chamberlain e Hallman (2000) corroboram com a pesquisa
realizada pelo autor anteriormente citado, uma vez que também foi verificada a ocorréncia de
perda auditiva periférica associada & exposi¢@o a plantagdes pulverizadas com inseticidas dos

tipos piretroide e organofosforado em um grupo de agricultores de Nova York.
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Hoshino et al. (2008) realizaram um estudo com 18 trabalhadores rurais da cidade de
Teres6polis, Rio de Janeiro, compreendidos numa faixa etiria de 16 a 59 anos, que
responderam a questiondrios e foram avaliados por meio de audiometria e
vectoeletronistagmografia. Quando interrogados a respeito da interacdo entre o sistema de
trabalho e a queixa de tontura, 72,25% dos entrevistados responderam que os produtos
quimicos que utilizam no trabalho afetam o equilibrio, e ainda, 88,9% deles acreditam que seu
trabalho oferece risco a sadde. Os autores verificaram que 88,8% dos trabalhadores
apresentaram alteracdes de equilibrio corporal do tipo periférico irritativo e 38,8% deles
apresentaram perda auditiva do tipo neurossensorial, sendo que 22,22% apresentaram queda
nas frequéncias de 6.000 e 8.000 Hz, sugerindo que os agrotoxicos induzem alteragdes do

sistema vestibulococlear através de uma intoxicacao progressivamente lenta.

Pela imensa quantidade de agrotoxicos utilizada na agricultura e pela falta de um
sistema de vigilancia sanitdria que acompanhe a audi¢do dos trabalhadores periodicamente,
torna-se dificil prever qual o tipo de agrotdxico que pode causar dano auditivo no individuo.
Sabe-se, no entanto, que grande parte desses produtos € neurotdxica, podendo afetar
diferentes por¢des do SNC e periférico (MANJABOSCO, 2005). Produtos neurotdxicos
podem levar a problemas tdo ou mais sérios do que a perda auditiva. Porém hé evidéncias de

que a perda auditiva possa ser uma manifestacdo precoce de intoxicagdao (AZEVEDO, 2004).

Teixeira, Augusto e Morata (2003), Manjabosco, Morata e Marques (2004) e Hoshino
et al. (2008) alertaram sobre a questdo da utilizagdo de EPI, observando que a falta de uso dos

equipamentos de seguranca pode agravar ainda mais o quadro de alteracdes.

A literatura sugere que os agrotoxicos organofosforados induzem alteracdes do
sistema auditivo e do sistema vestibular, tendo sido evidenciado ainda seu potencial
neurotdéxico na populacdo exposta a este quimico. Portanto, os efeitos dos agrotdxicos
organofosforados sobre a satide humana englobam uma variedade de sinais e sintomas, muito
além da visibilidade clinica, necessitando de uma abordagem complexa a saide, de forma a
assegurar uma intervencdo terapéutica e preventiva nas acdes de satide ambiental e do

trabalhador (HOSHINO et al., 2008).

O trabalhador agricola est4 exposto a varios agentes nocivos a sadde, incluindo ruidos,
vibracdes e produtos quimicos especificos, como agrotoxicos. A acdo destes agentes pode ser
simultanea, favorecendo o comprometimento da audicdo. O individuo que trabalha em
industrias tem um acompanhamento periddico no que diz respeito a saide e principalmente

audicdo, recebendo informagdes sobre o problema. J4 os trabalhadores agricolas, que estdo em
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contato com diversos tipos de agrotéxicos, e, da mesma forma, podem sofrer a agdo somatoria
de outros agentes nocivos, na grande maioria das vezes, ndo t€ém o mesmo acompanhamento.
Pela influéncia destes fatores na audicdo, € possivel que esses individuos sejam candidatos a
apresentarem danos no sistema auditivo por estarem expostos a fatores de risco para a saude

auditiva (MANJABOSCO, MORATA e MARQUES, 2004).

2.4 Experimentos com cobaias

Pesquisas com animais t€m papel importante no desenvolvimento da ciéncia, no
sentido de aprimorar o conhecimento acerca dos mecanismos fisiopatolégicos de doencas e
avaliar técnicas com possibilidade de aplicabilidade no ser humano (ALBUQUERQUE,
2006).

O osso temporal da cobaia, a coclea e os seus componentes sdo semelhantes aos do
homem, com poucas excecdes, incluindo uma cadeia ossicular compactada, com o martelo e a
bigorna juntos, formando o complexo dsseo maleoincudal e o estribo. As dimensdes do
timpano sdo significativamente maiores nas cobaias e desprovidas de pars flacida. As
dimensdes das voltas em espiral da coclea da cobaia sdo de aproximadamente 4,25 voltas; ja
no homem, variam de 2,5 a 2,75 voltas (SEHITOCLU et al., 1990); 3,5 a 3,75 voltas
(WYSOCKI, 2004).

Diversos estudos foram realizados buscando revelar a extensdo da céclea de cobaias e
outros animais de laboratério. Com relagdo especificamente as pesquisas com cobaias, a
média do comprimento da membrana basilar encontrada foi 16,4 mm (LINSS et al., 2006); 18
mm (ZHOU e PICKLES, 1994); 18,6 mm (WADA et al., 1998); 20,32 mm (VIBERG e
CANLON, 2004). Na andlise por espiras, Linss et al. (2006) encontraram para espira basal,
espira 2 (E2), espira 3 (E3) e espira apical os valores 6,92 mm, 4,22 mm, 3,32 mm e 1,86 mm,

respectivamente.

A cobaia nio possui meato actistico interno, somente o externo. O osso temporal, a
histologia e as estruturas auditivas da cobaia parecem ser um potencial modelo para estudo
comparativo com o ouvido humano (VASCONCELOS, 2005). Podem ser ainda manipuladas

com certa facilidade, conhecendo-se as diferencas e similaridades topogréficas. Quanto ao
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VIII par craniano, Vasconcelos e Barreira (2007) referiram que este nervo, na cobaia,
percorre, em média, uma distdncia de 5 mm até o tronco cerebral, sendo que o osso temporal
molda o seu formato. O nervo vestibulococlear é constituido por fasciculo tnico, resultante da
fusdo dos fasciculos dos nervos vestibular e coclear. No homem podem ser identificados um

componente vestibular dorsal e outro ventral, o que ndo se observa na cobaia.

Com relac@o a avaliacdo da audi¢do em animais experimentais, o primeiro teste a
surgir foi o reflexo de Preyer, descrito em 1882. Consiste em uma técnica de facil execucdo,
que envolve a administragdo de um estimulo sonoro intenso, como o bater de palmas ou a
apresentacdo de um som metdlico, seguida da observacdo da reacdo reflexa do animal,
caracterizada pela movimentacdo do pavilhdo auricular. De acordo com lJero, Coling e
Lalwani (2001), a aplicag@o do reflexo de Preyer é usada principalmente para determinar se o

animal apresenta uma resposta auditiva.

Além da pesquisa do reflexo de Preyer, as Emissdes Otoacusticas Produto de
Distor¢do (EOAPD) vém sendo utilizadas como método de avaliacdo da fungfdo auditiva em
cobaias ha alguns anos (WITHNELL, SHAFFER e TALMADGE, 2003; NUTALL et al.,
2004; HYPPOLITO et al., 2005; LUKASHKIN e RUSSEL, 2005). Trata-se de método de
facil execugdo, baixo custo e alta reprodutibilidade. Adicionalmente, quando comparado a
andlise morfoldgica do 6rgdo de Corti, t€m mostrado grande correlagdo funcional (AQUINO,

OLIVEIRA e ROSSATO, 2008).

N

Concomitante a avaliagdo por meio das EOAPD, tém-se observado na literatura a
utilizacdo dos PEATE como método objetivo de avaliacdo dos sistemas auditivos periférico e
central de cobaias, por serem registrados de forma ndo invasiva e sem a interferéncia da

sedacdo ou anestesia aplicadas (ROCINHOLI, 1998; KASSE et al., 2008).

Com relagdo as pesquisas nas quais utilizou-se o agrotéxico como agente de
intoxicacdo de cobaias, Pelegrino et al. (2006) realizaram um estudo para verificar os efeitos
téxicos do organofosforado metamidofés no SNC, objetivando estudar os aspectos
morfométricos no cérebro de ratos, tratados com doses repetitivas de organofosforados
metamidofds. A pesquisa envolveu ratos Wistar machos que foram inoculados via oral, com
doses de 2,5 mg/Kg e 5,0 mg/Kg, durante dois meses, com intervalos de sete dias. Apds a
andlise dos resultados, os autores concluiram que doses subletais de organofosforados
metamidofés produzem hipotrofia da camada molecular do cértex cerebral, sem, contudo,

causar reducao do nimero de neur6énios em regides especificas do cérebro.
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Reiterando este achado, Perez et al. (2006), em pesquisa com ratos albinos machos,
que receberam doses semanais de metamidofés durante dois meses, verificaram que a
administracdo cronica do agente anticolinesterdsico metamidofés, em doses subletais,
produziu afilamento da camada molecular do cértex parietal. Devido ao fato desta camada ser
constituida basicamente por ramificacdes dendriticas e axonais dos neur0nios, os autores
concluiam que em doses baixas e repetitivas, o organofosforado possivelmente induza a perda

ou afilamento de ramificagdes neuronais.

Salles Jr. e Faro (2007) realizaram um estudo sobre os efeitos comportamentais
produzidos pela exposicdo aguda a pesticidas organofosforados. Os pesquisadores utilizaram
uma formulag@o comercial de agrotéxico vendida no Brasil, o Deltaphos®, que constitui uma
associacdo entre um organofosforado (triazofés) e um piretroide (deltametrina) sobre a
atividade locomotora e em modelo de ansiedade e depressdo em ratos. Os animais foram
divididos em grupos que receberam, via subcutinea, o organofosforado administrado durante
sete dias consecutivos. A ansiedade foi avaliada no Labirinto em Cruz Elevado; a atividade
locomotora foi avaliada em campo aberto e a depressao foi avaliada no teste do nado forgado.
Os resultados da pesquisa demonstraram que a administra¢do aguda de agrotdxico alterou o
comportamento locomotor e produziu ansiedade nos animais tratados, mas ndo produziu

depressdao nos mesmos.

Em um estudo no qual os autores aplicaram uma combinacdo de dois inseticidas
organofosforados em ratas durante o periodo gestacional e de lactag@o, observaram que de um
a 15 dias de pds-natal, os animais apresentaram alteracdo nos periodos de desenvolvimento
dos dentes, pelos e orelhas, bem como nos reflexos postural, palmar e de startle (GODINHO

et al., 2003).

Quilodran, Miranda e Jiménez (2006), ao aplicarem dose tnica de um organofosforado
em ratos machos com o intuito de pesquisar o efeito da exposi¢do aguda ao inseticida no
cerebelo, evidenciaram apoptose nas células de Purkinge de todos os ratos submetidos ao
agente toxico, bem como dano estrutural no citoesqueleto dos animais sobreviventes, fato que
poderia justificar a ocorréncia de danos motores nos casos de intoxicacdo por

organofosforados.

A literatura atualmente refere que se tém pesquisado sobre o sinergismo entre mais de
um tipo de agrotoxico, tendo em vista que muitos trabalhadores rurais fazem uso de
combinagdes de dois ou mais tipos diferentes destes produtos quimicos. Em estudo realizado

por Karabay e Oguz (2005), os autores procuraram investigar a genotoxicidade de dois
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inseticidas, quando administrados isoladamente ou em conjunto, verificando o efeito
sinérgico. Foram utilizados os produtos comerciais Tamaron® e Confidor®, analisados
separadamente, e Taifun®, pesticida que tem em sua féormula a combinacdo de dois
agrotoxicos. A pesquisa, realizada com ratos alimentados durante 15 semanas com racio
contendo os agrotéxicos, indicou que o nimero de aberragdes cromossdmicas aumentou de
acordo com as doses de agrotoxico recebidas, e houve diferenca estatisticamente significante
entre os trés grupos que receberam diferentes agrotoxicos e grupo controle. Os autores
alertam para o fato de que pesquisas que investiguem a genotoxicidade podem ser
desenvolvidas para auxiliar na descoberta do potencial humano ao desenvolvimento de

cancer.

Nao foram encontrados estudos que fizessem referéncias as lesdes no sistema
vestibulococlear provocadas pela administracdo proposital de agrotoxicos, no que se refere a
experimentos com cobaias e demais animais de laboratdrio, mesmo apds extensa consulta em

base de dados nacionais e internacionais.



3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdao apresentadas a selecdo e a descrigdo dos grupos avaliados no
presente estudo, os procedimentos realizados e a andlise dos dados.

Esta pesquisa foi desenvolvida na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP) no periodo de agosto a setembro de 2008, com o
objetivo de estudar a acdo ototdxica aguda de um agrotoxico do grupo dos organofosforados

no sistema auditivo periférico de cobaias.

3.1 Materiais

Para o estudo foram utilizadas 15 cobaias albinas machos, espécie Cavia porcellus,
linhagem inglesa, com peso entre 300 e 500g, divididas em trés grupos: grupo 1 (dgua
destilada) com trés cobaias, grupo 2 (dose igual a 0,3 mg/Kg de agrotdxico) com seis cobaias
e grupo 3 (dose de 3 mg/Kg de agrotéxico) também com seis cobaias.

Para a intoxicacdo das cobaias, administrou-se o organofosforado Tamaron®
(metamidof6s), comercializado pela Bayer CropScience Ltda. Optou-se por este agente pelo
mesmo ser largamente utilizado em uma grande variedade de culturas, tais como algodio,
amendoim, batata, feijdo, fumo, soja, tomate e trigo, mesmo sendo considerado altamente
toxico (classe toxicoldgica II) (RAMOS, 1999). Em estudo realizado com trabalhadores rurais
expostos a diversos tipos de agrotoxicos, os autores constataram que Tamaron® foi o terceiro

agente mais utilizado na lavoura (HOSHINO et al., 2008).
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3.2 Métodos

3.2.1 Selecdo dos animais experimentais e critérios de inclusdo

O modelo experimental utilizado foi a cobaia albina pela facilidade de manejo,
dissec¢do coclear e manipulagdo e ainda pela igual facilidade de infus@o de drogas anestésicas
e drogas em experimentacdo, seja pela via intraperitoneal, intramuscular ou subcutinea,
quando comparadas a outros animais experimentais (AQUINO, OLIVEIRA e ROSSATO,
2008).

Os cuidados seguiram as diretrizes do Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio do Institute of Laboratory Animal Resources, (2003).

O protocolo experimental seguiu os Principios Eticos na Experimentacio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e seguiu ainda as
diretrizes expostas por Goldenberg (2000). A pesquisa foi submetida a andlise e aprovada pela
Comissio de Etica em Experimentagio Animal (CETEA) da FMRP-USP com o titulo
preliminar de “Agrotdxicos: acdo do organofosforado no sistema vestibulococlear”, sob o
protocolo numero 100/2008 (Anexo 1).

Os animais foram selecionados no Biotério Central da FMRP-USP, através da
presenca do reflexo de Preyer (JERO, COLING e LALWANI, 2001) e peso variando entre
300 e 500 g.

Ap6s repouso auditivo de 24 horas, os animais foram avaliados e submetidos a
otoscopia externa através da visualizacdo do meato actstico externo (MAE) com otoscopio.
Os animais que apresentaram sinais de otite externa ou média aguda, cerimen de dificil
remocgao, alteracdes inflamatérias do MAE ou mesmo conduto auditivo muito estreito para
adequar a sonda do equipamento EOA, foram descartados do experimento. Os animais foram
mantidos no Biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia
da FMRP - USP.

Como os grupos experimentais foram expostos a organofosforado de acao sistémica,

considerou-se para este estudo o nimero de orelhas internas, ndo de animais estudados.
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3.2.2 Formacao dos grupos de estudo

O grupo 1 foi formado por trés cobaias e os grupos 2 e 3 por seis cobaias cada.

GRUPO 1 - CONTROLE — AGUA DESTILADA
e Trés animais — seis cdcleas, com administracdo de dgua destilada intraperitoneal em
dose unica didria, no mesmo volume correspondente a dose de agrotéxico para o peso

da cobaia, durante sete dias.

GRUPO 2 - AGROTOXICO NA CONCENTRACAO DE 0,3 mg/Kg
e Seis animais — doze cécleas, com administracdo intraperitoneal de agrotéxico na dose

unica didria de 0,3mg/Kg/dia durante sete dias consecutivos.

GRUPO 3 - AGROTOXICO NA CONCENTRACAO DE 3mg/Kg
e Seis animais — doze cécleas, com administracdo intraperitoneal de agrotéxico na dose

unica diaria de 3mg/Kg/dia durante sete dias consecutivos.

A dose minima utilizada do agrotéxico foi baseada em um estudo prévio realizado por
Cavaliere et al. (1996), no qual evidenciou-se o potencial de miotoxicidade do
organofosforado. O cdlculo da dose médxima inicialmente baseou-se na dose letal para ratos
descrita na bula do produto. Em virtude do alto indice de mortalidade, propds-se uma
dosagem mdaxima original, obtida por testes piloto, com menor indice de letalidade.

Para a estimativa correta das doses, as cobaias eram pesadas diariamente,
imediatamente antes da administracdo das drogas. Para a aplicacdo controlada das drogas em
teste, foram utilizadas seringas descartdveis BD® de insulina, milimetradas, para cada grupo,
bem como foram utilizadas agulhas descartaveis BD® tamanho 21G1 (25 x 8 — 0.8 x 25 mm).
As cobaias foram previamente marcadas com 4cido picrico, para diferenciacdo das mesmas
dentro do seu respectivo grupo.

Em virtude da importancia dos EPI para evitar contato com o agrot6xico, no momento
da aplicacdo das doses didrias nos animais do experimento foram adotadas medidas de
precaucio, tais como a utilizacdo de jaleco, calgcas compridas, calgado fechado, luvas de latex
antiderrapante, toca cirirgica, 6culos de seguranca e mdscara descartdvel contra vapores

organicos cobrindo nariz e boca.
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3.2.3 Avaliacgéo funcional auditiva

A avaliacdo funcional auditiva foi realizada através do teste de EOAPD, utilizando-se
o Equipamento Smart DPOAE 4.42USBez. As cobaias eram sedadas com cloridrato de
cetamina para serem submetidas aos testes. Somente as cobaias com EOA presentes foram
incluidas no estudo.

Em todos os grupos, as EOAPD foram realizadas no primeiro dia da administracio do
agrotoxico, previamente ao inicio da intoxicag@o, e 24 horas apds a ultima dose da droga,
imediatamente antes do sacrificio.

O teste de EOAPD foi realizado seguindo a relagdo de frequéncias 2f(1) — f(2) com
relacdo f(2)/f(1) = 1,22. Deve-se ainda levar em consideracdo que as intensidades de f(1) e
f(2) podem ser iguais ou diferentes. Na literatura, em trabalhos utilizando cobaias, é citado
que os estimulos variam de 30 a 120 dB (WITHNELL, SHAFFER e TALMADGE, 2003;
LUKASHKIN e RUSSEL, 2005). Em humanos, a intensidade do estimulo desencadeante
pode variar de 0 a 70 dB NPS e pode ser medida na faixa de 500 a 8.000 Hz (HE e
SCHMIEDT, 1993). Baseando-se nos estudos de Michaelis et al. (2004), Hyppolito et al.
(2005) e Aquino (2007), no presente trabalho foi utilizada a intensidade de 70 dB NPS para
f(1) e £(2).

As otoemissdes resultantes costumam ser aproximadamente 55 dB NPS menos
intensas que o estimulo provocante (RASMUSSEN et al., 1993). O conjunto destas respostas
forma o griafico chamado audiococleograma, no qual se tem o estimulo que é o som e a
resposta que também € um som e fornece a funcdo das CCE responsaveis pelas frequéncias
analisadas.

Foram consideradas as EOA a partir de 1,5 KHz, pois as dimensdes do MAE da
cobaia fazem com que haja uma dificuldade de deteccdo das EOA abaixo desta frequéncia,
obtendo respostas que coincidem com as respostas do ruido (HYPPOLITO et al., 2005). Estes
dados estdo de acordo com o trabalho de Liang e Zhan (1998) que encontraram maiores
amplitudes de EOAPD acima de 2KHz, em cobaias.

Assim, como critério de integridade ou de alteracdo funcional da céclea foi
considerada a condicdo de presenca ou auséncia das EOAPD, respectivamente (HYPPOLITO
et 1., 2005). As EOAPD foram também avaliadas pela comparacdo dos valores médios das
amplitudes da relagdo sinal/ruido por frequéncia entre o inicio e o fim do experimento,

conforme metodologia utilizada por Garcia, I6rio e Petrilli (2003), com o intuito de observar
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indicios de sofrimento precoce das CCE. A relagdo sinal/ruido relaciona-se a diferenca na
comparagdo entre os parametros de resposta (amplitude) e ruido de fundo (KASSE et al.,

2008).

3.2.4 Avaliagdo eletrofisioldgica da audigcdo

A avaliagdo eletrofisioldgica da audi¢do foi realizada com o registro do PEATE, por
meio do equipamento Smart EP 3.86USBez, conectado a um microcomputador, duas sondas
de espuma, quatro eletrodos de contato e pasta eletrolitica. Nos trés grupos, o PEATE foi
realizado logo apds as pesquisa das EOAPD, no primeiro dia de administragdo do agrotdxico
e 24 horas ap6s a ultima dose da droga, imediatamente antes do sacrificio. Na ocasido do
exame, 0S animais ja se encontravam previamente anestesiados com inje¢do de cetamina via
intraperitoneal.

Para o registro do PEATE, o pelo da regido do vértex e entre as orbitas foi raspado
com lamina de aco, e realizou-se a limpeza das orelhas com esponja de aco para retirar a
oleosidade e melhorar o contato do eletrodo com a pele (ROCINHOLI, 1998).

Os eletrodos de superficie, para registro do PEATE, foram dispostos da seguinte
maneira: um eletrodo positivo no vértex craniano, dois eletrodos negativos na porcdo
posterior do pavilhdo das orelhas e um referéncia (terra) na fronte (entre as Orbitas). Os
mesmos foram posicionados com interposicio de pasta eletrolitica, para melhor
condutibilidade do sinal elétrico.

A estimulag@o sonora foi realizada por via aérea, através de sondas de espuma. O
estimulo utilizado foi o clique alternado, na taxa de 11,4 estimulos por segundo, com duracdo
de 0,1 ms e frequéncia fundamental de 1.000 Hz, utilizando a intensidade de 60 dB. O sinal
captado pelos eletrodos foi submetido a filtros passa-alta e passabaixa de 150 e 3.000 Hz,
respectivamente. O sinal filtrado e amplificado foi submetido & promediagdo de 1.000
varreduras dos registros dos Potenciais Evocados Auditivos (PEA), com 10 ms, e o resultado
final foi fornecido sob forma de ondas de potencial elétrico. Somente a onda I foi considerada
para o presente estudo, visto que esta onda registra o potencial no nervo auditivo, fazendo
parte ainda do sistema auditivo periférico. Foram avaliadas a amplitude e a laténcia da onda I,
bem como o limiar eletrofisiolégico minimo. Para a pesquisa do limiar, o estimulo sonoro foi

sendo oferecido de maneira decrescente de 10 em 10 dB até o limiar aproximado, e entdo de 5
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em 5 dB, pesquisando-se a intensidade minima de formacdo do pico da onda I, conforme

descrito por Viberg e Canlon (2004).

3.2.5 Avaliagdo histoldgica

No dia seguinte a dltima dose da droga ou da dgua destilada administrada em cada um
dos grupos, imediatamente apds a realizacdo das EOAPD e do PEATE, os animais foram
anestesiados com cloridrato de xilasina 2% (0,5ml/kg - Dopaser® 200mg; Laboratérios Calier
do Brasil Ltda) e cloridrato de cetamina 10% (0,9ml/Kg - Ketamin® 50mg/ml; Laboratério
Cristdlia) via intramuscular e sacrificados pelo método de decapitagdo. As bulas foram

imediatamente retiradas bilateralmente e abertas, expondo-se as cocleas.

3.2.5.1 Preparacdo do material

Em seguida a abertura da bula timpanica foi injetada solu¢do de fixacdo de
glutaraldeido a 2,5% lentamente através da janela redonda para que ndo houvesse lesdo de
estruturas vestibulococleares. Apds esta fixacdo inicial com glutaraldeido, o material foi
submetido a cinco lavagens com solu¢do tampao-fosfato 0,1M e submetido & microdissec¢io
expondo-se as espiras cocleares. Entdo foi novamente imerso em tampao-fosfato 0,1M por 12
horas depois de lavado com a mesma solucdo. Realizou-se a refixacdo em solug@o constituida
de tetréxido de 6smio a 1% em tampao-fosfato a 0,1M durante 1 hora a 4°C. Em seguida o
material foi lavado em trés banhos de dgua bidestilada por 2 a 3 minutos cada e imerso em
solu¢do de 4cido tanico aquosa 1% por 1 hora também a 4°C.

A desidratagdo das estruturas foi entdo realizada com banhos sucessivos de etanol em
concentracdes crescentes de 50%, 70%, 90% e 95% durante 10 minutos cada. 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 dgua ainda presente nas amostras, apos desidratacdo, foi realizada

utilizando-se o equipamento BAL-TEC - CPD 030 - Critical Point Dryer (Balzers,
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Liechtenstein) (Figura 1), através do processo de ponto critico, sendo as amostras transferidas

para a camara do aparelho e recobertas por didxido de carbono (CO,) liquido.

\
34LTEC O |CPD 030, /

Figura 1 Criptical Point Dryer BAL-TEC — CPD 030

Para a adequada observagdo a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), as cécleas
dissecadas e parcialmente preparadas foram fixadas pela base em um porta-espécime
cilindrico de metal com pasta condutiva de carbono, Colloidal Graphite (Electron Microscopy
Sciences — Hatfield, PA). As estruturas foram entfo cobertas por uma fina camada de ouro de
24 quilates, através do processo de evaporizagdo com o equipamento BAL-TEC — SCD 050 —
Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein) (Figura 2), tornando-se eletricamente condutivas,
conforme estudos de Oliveira, Canedo e Rossato (2002), Hyppolito et al. (2003) e Aquino
(2007).
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Figura 2 Sputter Coater BAL-TEC — SCD 050

3.2.5.2 Microscopia eletrdnica de varredura

Terminados os processos de preparacdo das estruturas, as mesmas foram levadas para
andlise a MEV. O microscopio eletronico utilizado foi o JEOL Scanning Electron Microscope

—JSM 5200 (Tokyo, Japan) (Figura 3).
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Figura 3 Microscépio Eletronico de Varredura Jeol Scanning Microscope — JSM 5200

A andlise estrutural foi padronizada pelo estudo do terco médio das primeiras trés
espiras cocleares. A espira apical nao foi incluida no estudo visto que o desarranjo natural da
mesma dificulta uma andlise criteriosa da presenca e integridade das células ciliadas
(AQUINO, 2007). Uma vez que a varredura era feita na superficie do 6rgdo de Corti, a
imagem era congelada e fotografada, para posterior estudo, considerando-se a integridade ou
lesao das CCE e células ciliadas internas (CCI).

A condicdo de integridade ou lesdo das CCE e CCI foi definida pela andlise dos
estereocilios destas estruturas. Células que apresentaram estereocilios com forma e disposicao
perfeitas foram consideradas integras (normais). Células com estereocilios ausentes,
disformes ou em padrdo de desarranjo foram consideradas lesadas (OLIVEIRA e BERNAL,
2003; HYPPOLITO et al., 2003; 2005).
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3.2.6 Analise dos dados e tratamento estatistico

Baseando-se em estudo prévio (KASSE et al., 2008), foi realizada a anélise dos dados
de cada orelha de cada cobaia separadamente, como se fosse um dado isolado, que depois
foram agrupados, pois cada uma das orelhas apresentou uma resposta com um valor diferente

nos testes, variagdo interindividual, dentro da normalidade.

3.2.6.1 Delineamento experimental

Quanto as EOAPD, foi considerada a situacdo de presenga e auséncia de respostas,
bem como a relacdo sinal/ruido de cada frequéncia.

Com relacdo ao PEATE, considerou-se para a andlise estatistica, a amplitude e a
laténcia da onda I, bem como o limiar eletrofisiolégico minimo.

Foi adotado o delineamento experimental casualizado com um ndmero diferente de
repeticdes (trés cobaias para grupo controle e seis cobaias para cada um dos grupos expostos

ao organofosforado) de um experimento fatorial 3 x 2 (tr€s grupos x duas fases — pré e pds).

3.2.6.2 Metodologia estatistica

Os dados foram submetidos ao método da Anadlise de Varidncia (ANOVA) e
Significancia de F para dados paramétricos. Para normalizar o coeficiente de variagdo, foi
adotado o Teste de Tukey, apds a transformacdo para raiz quadrada dos dados das varidveis
limiar e amplitude da onda 1. J4 aos dados de relacdo sinal/ruido foi acrescentada uma
constante. Considerou-se o nivel critico de significincia de 5% de probabilidade. As andlises
foram efetuadas com auxilio do programa estatistico SAS — Statistical Analysis System 2001,

versao 9.1.3.



4 RESULTADOS

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados da pesquisa cujo objetivo consistiu em
estudar a acdo ototéxica aguda de um agrotéxico do grupo dos organofosforados no sistema
auditivo periférico de cobaias.

Com relagdo a avaliacdo funcional através das EOAPD, todas as cobaias dos trés
grupos avaliados mostraram presenga de resposta apds os sete dias de experimento, como

mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Ntiimero de cdcleas que evidenciam resultados de EOAPD presentes nos trés grupos estudados.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
EOAPD Presentes  Ausentes Presentes  Ausentes Presentes  Ausentes
Cocleas 6 0 12 0 12 0

A presenca de resposta das EOAPD de uma das cobaias do grupo 1 pode ser

observada na Figura 4.
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A seguir estdo apresentados exames de EOAPD de cobaias do grupo 2 (Figuras 5 e 6)

e do grupo 3 (Figuras 7 e 8), tanto pré quanto pds exposi¢do ao organofosforado, mostrando

presenca de respostas.
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N

Com relacdo a varidvel relacdo sinal/ruido, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes em nenhuma das frequéncias testadas, tanto na comparacdo
entre os valores pré e pos exposicdo do grupo 2, que recebeu a dosagem mais baixa de
agrotéxico (0,3 mg/Kg) como na comparacido entre os periodos pré e pds intoxicacdo do
grupo 3, cujas cobaias foram expostas a doses elevadas do agrotéxico (3 mg/Kg).

As Tabelas 2 e 3 mostram os valores médios da relag@o sinal/ruido por frequéncia nos
dois grupos de cobaias que receberam o agrotéxico durante sete dias consecutivos, com

resultados pré e pds experimento.
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Tabela 2 — Comparacdo dos valores médios da amplitude da relacdo sinal/ruido das Emissdes Otoacusticas pré e

pos intoxicacdo das cobaias do grupo 2 por frequéncia.

Orelha Frequéncia Fase Média Desvio Padrdo Valor de p
Direita 1500 Pré 10,83 4,62 0,22
Pés 16,33 9,16
2000 Pré 24,83 7,90 0,34
Pés 29,17 7,03
3000 Pré 24,83 8,64 0,63
Pés 27,67 10,89
4000 Pré 16,60 12,21 0,27
Pés 22,83 7,47
6000 Pré 27,50 7,37 0,16
Pos 32,83 4,62
8000 Pré 39,50 15,31 0,38
Pos 46,00 8,19
Esquerda | 1500 Pré 12,83 10,68 0,29
Pos 19,00 8,19
2000 Pré 21,50 9,57 0,34
Pos 26,83 8,65
3000 Pré 21,00 9,45 0,24
Pos 28,33 10,98
4000 Pré 18,83 13,79 0,31
Pos 25,67 7,39
6000 Pré 33,17 11,70 0,29
Pés 40,00 9,25
8000 Pré 41,67 12,40 0,48
Pos 46,00 7,32
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Tabela 3 — Comparacdo dos valores médios da amplitude da relacdo sinal/ruido das Emissdes Otoacusticas pré e

pos intoxicacdo das cobaias do grupo 3 por frequéncia.

Orelha Frequéncia Fase Média Desvio Padrdo Valor de p
Direita 1500 Pré 11,50 3,56 0,09
Pés 21,83 7,05
2000 Pré 13,83 12,45 0,16
Pés 25,00 12,88
3000 Pré 17,83 8,25 0,77
Pés 19,83 14,26
4000 Pré 18,67 11,88 0,11
Pés 28,50 7,04
6000 Pré 29,67 14,95 0,18
Pos 38,83 4,17
8000 Pré 39,50 17,67 0,30
Pos 48,00 6,32
Esquerda | 1500 Pré 10,33 4,08 0,19
Pos 15,50 8,09
2000 Pré 20,67 13,95 0,54
Pos 24,50 4,85
3000 Pré 24,00 7,61 0,33
Pos 18,00 12,03
4000 Pré 17,00 7,37 0,11
Pos 24,16 6,68
6000 Pré 36,00 12,69 0,54
Pés 39,33 2,66
8000 Pré 39,83 5,19 0,51
Pos 6,62 6,62

.Na comparagio dos resultados do teste de EOAPD do grupo controle com os achados

na avaliagdo pés experimento do grupo 2, verificou-se diferenga estatisticamente significante

nos valores médios da relagdo sinal/ruido das frequéncias de 1.500 e 6.000 Hz na orelha

direita. Os valores obtidos nas demais frequéncias ndo apresentaram diferenca significativa

entre as cobaias do grupo exposto a dose mais baixa de agrotdxico e aquelas pertencentes ao

grupo controle.

Ja a comparacio realizada entre os resultados obtidos nas EOAPD do grupo controle

com o grupo 3, intoxicado com dose mais elevada do organofosforado, obteve-se diferenga

estatistica significante também nos valores médios da relagdo sinal/ruido das frequéncias de

1.500 e 6.000 Hz, porém em 1.500 Hz na orelha direita e 6.000 Hz na orelha esquerda. A

mesma diferenca ndo pdde ser observada nas outras frequéncias avaliadas na comparagdo dos

resultados pos experimento do grupo 3 com o grupo controle.
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As Tabelas 4 e 5 mostram os valores médios da relag@o sinal/ruido por frequéncia nos
dois grupos de cobaias que receberam o agrotoxico durante sete dias consecutivos, em

comparagdo com resultados encontrados no grupo controle.

Tabela 4 — Comparacdo dos valores médios da amplitude da rela¢@o sinal/ruido das Emissoes Otoactsticas entre
as cobaias dos grupos 1 (G1) e 2 (G2).

Orelha Frequéncia Grupo Média Desvio Padrdo Valor de p
Direita | 1500 Gl 36,67 2,31 0,008
G2 16,33 9,16
2000 Gl 29,67 4,73 0,92
G2 29,17 7,03
3000 Gl 18,00 16,46 0,32
G2 27,67 10,89
4000 Gl 31,67 4,04 0,1
G2 22,83 7,47
6000 Gl 49,33 7,23 0,004
G2 32,83 4,62
8000 Gl 45,00 7,55 0,86
G2 46,00 8,19
Esquerda | 1500 Gl 27,67 10,07 0,2
G2 19,00 8,19
2000 Gl 29,67 11,59 0,69
G2 26,83 8,66
3000 Gl 25,33 20,59 0,78
G2 28,33 10,98
4000 Gl 34,00 8,19 0,17
G2 25,67 7,39
6000 Gl 47,00 5,29 0,27
G2 40,00 9,25
8000 Gl 49,00 9,64 0,61
G2 46,00 7,32

"Valor menor que 0,05 significa diferenca estatisticamente significante. Teste de Tukey.
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Tabela 5 — Comparacdo dos valores médios da relag@o sinal/ruido das Emissdes Otoacusticas entre as cobaias
dos grupos 1(G1) e 3 (G3).

Orelha Frequéncia Grupo Média Desvio Padrdo Valor de p
Direita | 1500 Gl 36,67 2,31 0,01
G3 21,83 7,05
2000 Gl 29,67 4,73 0,57
G3 25,00 12,88
3000 Gl 18,00 16,46 0,87
G3 19,83 14,26
4000 Gl 31,67 4,04 0,5
G3 28,50 7,04
6000 Gl 49,33 7,23 0,25
G3 38,83 4,17
8000 Gl 45,00 7,55 0,55
G3 48,00 6,32
Esquerda | 1500 Gl 27,67 10,07 0,09
G3 15,50 8,09
2000 Gl 29,67 11,59 0,36
G3 24,50 4,85
3000 Gl 25,33 20,59 0,51
G3 18,00 12,03
4000 Gl 34,00 8,19 0,09
G3 24,16 6,68
6000 Gl 47,00 5,29 0,02"
G3 39,33 2,66
8000 Gl 49,00 9,64 0,07
G3 37,50 6,62

"Valor menor que 0,05 significa diferenca estatisticamente significante. Teste de Tukey.

Com relacdo a avaliacdo do estado funcional do nervo auditivo através do PEATE,

ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significantes nas varidveis limiares,

laténcia e amplitude da onda I, tanto na comparacio entre os valores pré e pos de cada um dos

grupos cujas cobaias foram expostas ao agrotdxico, como na comparacio dos resultados pds

experimento dos grupos 2 e 3 com o grupo controle.

As Tabelas 6 e 7 mostram os valores médios dos limiares, laténcia e amplitude da

onda I nos dois grupos de cobaias que receberam o agrotéxico durante sete dias consecutivos,

com resultados pré e pds experimento.
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Tabela 6 — Comparacdo dos valores médios das laténcias absolutas, limiares e amplitudes da onda I pré e pés

intoxicag@o das cobaias do grupo 2.

Limiar Laténcia Amplitude
Orelha Pré Pos Pré Pés Pré Pos
Direita Média 26,67 31,67 1,29 1,77 2,79 2,39
Desvio Padrao 13,66 7,53 0,12 0,11 1,53 1,38
Valor de p 0,45 0,8 0,64
Esquerda | Média 25,00 30,00 1,13 1,17 2,05 1,87
Desvio Padrao 8,37 10,95 0,56 0,11 1,09 1,33
Valor de p 0,4 0,87 0,8

Tabela 7 — Comparagdo dos valores médios das laténcias absolutas, limiares e amplitudes da onda I pré e pds

intoxicagd@o das cobaias do grupo 3.

Limiar Laténcia Amplitude
Orelha Pré Pos Pré Pos Pré Pos
Direita Média 24,17 28,33 1,28 1,25 2,50 1,93
Desvio Padrio 12,00 9,83 0,11 0,10 1,06 0,71

Valor de p 0,53 0,66 0,24
Esquerda Média 26,67 26,67 1,24 1,18 2,31 2,17
Desvio Padrio 8,16 12,11 0,08 0,06 0,93 1,13

Valor de p 1,00 0,2 0,82

As Tabelas 8 e 9 mostram os valores médios dos limiares, laténcia e amplitude da

onda I nos dois grupos de cobaias que receberam o agrotéxico durante sete dias consecutivos,

em comparacdo com resultados encontrados no grupo controle.

Tabela 8 — Comparacdo dos valores médios das laténcias absolutas, limiares e amplitudes da onda I entre as
cobaias dos grupos 1 (G1) e 2 (G2).

Limiar Laténcia Amplitude
Orelha Gl G2 Gl G2 Gl G2
Direita Média 30 31,67 1,28 1,77 3,01 2,39
Desvio Padrao 10 7,53 0,11 0,11 0,70 1,38
Valor de p 0,79 0,98 0,5
Esquerda Média 26,67 30,00 1,24 1,17 2,44 1,87
Desvio Padrao 11,54 10,95 0,17 0,11 1,63 1,33
Valor de p 0,68 0,51 0,59
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Tabela 9 — Comparacgdo dos valores médios das laténcias absolutas, limiares e amplitudes da onda I entre as

cobaias dos grupos 1 (G1) e 3 (G3).

Limiar Laténcia Amplitude
Orelha Gl G3 Gl G3 Gl G3
Direita Média 30 28,33 1,28 1,25 3,01 1,93
Desvio Padrao 10 9,83 0,11 0,10 0,70 0,71
Valor de p 0,82 0,76 0,07
Esquerda | Média 26,67 26,67 1,24 1,18 2,44 2,17
Desvio Padrao 11,54 12,11 0,17 0,06 1,63 1,13
Valor de p 1,00 0,48 0,77

A seguir, encontram-se dispostas figuras representando o exame de PEATE realizado
nos trés grupos estudados. A Figura 9 exemplifica um exame realizado em cobaia do grupo
controle, na qual se observa presenca da onda I na intensidade de 60 dB e limiar
eletrofisiolégico em 20 dB para ambas as orelhas (minima intensidade na qual se verifica a

presenga da onda I).
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Os resultados do PEATE de cobaias expostas ao organofosforado encontram-se
representados a seguir, demonstrando o exame pré e pds exposi¢do do grupo 2 (Figuras 10 e
11, respectivamente), bem como exame pré e pos intoxicagdo do grupo 3 (Figuras 12 e 13,

respectivamente).
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Figura 11 Exemplo de tragcados do PEATE de cobaia do grupo 2 pds intoxicacao.
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Figura 12 Exemplo de tragcados do PEATE de cobaia do grupo 3 pré intoxicagao.
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Figura 13 Exemplo de tracados do PEATE de cobaia do grupo 3 pés intoxicagao.

Para identificar as lesdes provocadas pela administragdo do agrotéxico no sistema
auditivo periférico, foi realizada a MEV das cécleas. Nas cobaias do grupo 1, observou-se a

manutencdo da arquitetura normal das CCE e CCI (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti normal de cobaia do grupo 1. Observa-se a preservacdo das

estruturas. Aumento de 750 vezes.

Figura 15 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti normal de cobaia do grupo 1, em “close”, mostrando: A —
estereocilios das CCI; B — estereocilio da CCE; C — membrana reticular; D — CCE; E — prolongamento digital da
célula de Deiters; F — células de Deiters. Aumento de 1.500 vezes.
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Figura 16 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti normal de cobaia do grupo 1, em “panordmica”, mostrando a E3.
Aumento de 350 vezes.

Quanto a MEV dos grupos nos quais foram administradas doses de agrotdxico,
observou-se alteragdes morfoldgicas em 83,3% das cécleas do grupo 2 (0,3 mg/Kg/dia) e em
100% das cocleas do grupo 3 (3 mg/Kg/dia), sendo as lesdes mais extensas neste dltimo
grupo.

A avaliagdo anatdmica do grupo 2, no qual foi administrado doses de 0,3 mg/Kg/dia,
mostrou lesdo de CCE em nivel da E3, caracterizadas por distor¢do ciliar com desarranjo no
padrio em W e encurtamento dos cilios, ou ainda, auséncia dos mesmos. As alteragdes foram
observadas na 2° e 3? fileiras, mais evidentes nesta dltima. Ja as CCI apresentaram alteracdes
na espira basal, E2 e E3, com cilios presentes, porém, com desarranjo na conformacdo em V.

As alteracdes estdo exemplificadas nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 2, mostrando a E3, com deformacdo ou
auséncia dos cilios das CCE na 2°* e 3 fileiras e cilios das CCI. F1: primeira fileira; F2: segunda fileira; F3:

terceira fileira. Aumento de 500 vezes.

25k V X7Se

Figura 18 Fotomicrografia de 6rgao de Corti de cobaia do grupo 2, em “close” da E3. Aumento de 750 vezes.
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As alteracdes morfoldgicas encontradas no grupo 3, que recebeu doses de 3 mg/Kg/dia
do agrotoxico, foram mais extensas e caracterizadas por auséncia dos cilios das CCE,
desarranjo no padrdo em W, cilios dobrados e auséncia parcial de um dos bracos do W. As
alteracdes morfoldgicas encontradas na espira basal acometeram somente a 3° fileira das CCE,
enquanto que na E2 a 2° e 3* fileira foram mais atingidas. J4 na E3 observou-se lesdo severa
nas trés fileiras das CCE. Os cilios das CCI também mostraram irregularidades na sua
conformacgdo, estando encurtados e fundidos nas trés espiras analisadas. As alteracdes

encontradas estdo demonstradas nas Figuras 19, 20, 21 e 22.

¥
. Sk U X3S0 SOKkm

Figura 19 Fotomicrografia de 6rgao de Corti de cobaia do grupo 3, em “panordmica” da E2. Observam-se

alteragdes ciliares nas 2° e 3” fileiras de CCE. Aumento de 350 vezes.
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Figura 21 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 3, em “panordmica” da E3. Observa-se extensa

lesdo de CCE, com deformacdo e auséncia de cilios. Aumento de 200 vezes.
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Figura 22 Fotomicrografia de 6rgao de Corti de cobaia do grupo 3, em “close” da E3. Aumento de 750 vezes.
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5 DISCUSSAO

Neste capitulo, com a finalidade de cumprir com o objetivo anteriormente proposto, de
estudar a ag@o ototdxica aguda de um agrotdxico do grupo dos organofosforados no sistema
auditivo periférico de cobaias, foi realizada uma andlise critica dos resultados obtidos na

presente pesquisa.

Quando possivel, realizou-se também correlagdes com resultados compilados e
descritos por outros pesquisadores da drea de Audiologia que buscam esclarecer as relagdes
entre as alteracdes no sistema vestibulococlear e a exposi¢cdo aos agrotéxicos em seres
humanos. Foram feitas correlagdes ainda com dados apresentados por estudiosos cujas
metodologias de pesquisas estdo concentradas no manejo com animais de laboratdrios,
principalmente cobaias. Essas duas dreas estdo descritas na maioria das vezes de forma
independente, uma vez que ndo foram encontrados trabalhos cujo objetivo fosse semelhante

ao desse estudo.

O presente estudo buscou pela primeira vez analisar a acdo do uso de um agrotéxico
diretamente sobre as estruturas que desempenham fun¢des primordiais no sistema auditivo,
sendo este o ponto divergente em relacdo as outras pesquisas realizadas por autores
anteriormente citados, nas quais foram observadas alteracdes somente a nivel sintomatico e

funcional.

Na avaliagdo funcional do sistema auditivo, as EOAPD se mantiveram presentes em
todas as cobaias dos trés grupos analisados, mesmo aquelas que sofreram intoxicacdo pelo
organofosforado durante sete dias consecutivos (grupos 2 e 3), conforme demonstrado na

Tabela 1.

Collet et al. (1989) observaram que, nos seres humanos, as emissdes otoacusticas se
tornam ausentes quando uma perda auditiva em 1 KHz for superior a 40 dB NA e quando a
média audiométrica de 0,5; 1; 2 e 4 KHz exceder 45 dB NA, indicando assim que a presenga

de EOA indica a integridade funcional - total ou parcial - das CCE.

Ja em investigacdo realizada por Collet et al. (1993), na qual foram analisadas 931
orelhas com perda auditiva coclear de diversas patologias, sem comprometimento retrococlear
ou de orelha média, os achados mostraram que a presenca das emissdes refletia o limiar

auditivo da melhor frequéncia auditiva e ndo somente das frequéncias médias. Este fato
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reforcou a teoria de que a presencga das emissdes ndo dependia da integridade da cdclea inteira
ou de audi¢cdo normal, mas que, pelo menos, uma frequéncia entre 2,5 e 8 KHz tivesse limiar

igual ou menor que 40 dB NA.

Conforme preceitos de Azevedo (2003), as EOAPD podem estar presentes em perdas
auditivas de grau leve a moderado (de até 50 dB). Dessa maneira, a presenca de respostas no
teste de EOA pode ter ocorrido em fun¢do da ndo dependéncia da integridade total da cdclea e
sugere que a exposicdo aguda ao organofosforado, nas condi¢des da presente pesquisa, nio
provoca alteracdes nos limiares auditivos superiores a 50 dB. Confirmando tal constatagéo,
pdde-se encontrar em estudo com trabalhadores expostos a agrotéxicos do grupo dos
organofosforados, realizado por Ernest (1995), uma alta incidéncia de neuropatias periféricas

e presenca de perdas auditivas do tipo neurossensorial de grau leve a moderado.

No entanto, divergindo dos achados do presente estudo, com relagcdo a exposi¢cdo
aguda ao organofosforado, Harell, Shea e Ermett (1987) relataram um caso no qual foram
verificados, apés oito a nove horas da intoxicacdo, sintomas como visdo turva e ndusea e,
decorridos quatro dias da intoxicagdo, foi constatada perda auditiva bilateral de grau

profundo.

No que se refere a andlise da relacdo sinal/ruido, as Tabela 2 e 3 mostram os valores
encontrados para cada uma das frequéncias avaliadas, numa comparagdo com as EOAPD
realizadas antes e apds o periodo de exposi¢do ao organofosforado, apresentando os
resultados dessa comparacdo tanto para o grupo 2 como para o grupo 3. Para ambos os
grupos, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes nos valores da varidvel
relacdo sinal/ruido em nenhuma frequéncia, indicando que uma exposicao aguda pelo periodo
de sete dias, apesar de provocar lesdes cocleares, ndo acarretou em danos funcionais do
sistema auditivo. Este achado reforca o fato de que a integridade parcial das estruturas do

orgdo de Corti seja suficiente para desencadear uma resposta ao estimulo sonoro evocado.

J4 na andlise comparativa da relagao sinal/ruido feita entre os achados das EOAPD p6s
exposicdo do grupo 2 e o grupo controle, observou-se diferenca estatistica altamente
significante nas frequéncias de 1.500 e 6.000 Hz da orelha direita, conforme apresentado na
Tabela 4. Resultados semelhantes foram observados na comparacgio realizada entre os valores
da relagdo sinal/ruido do grupo 3 com o grupo controle, na qual verificou-se correlagio
estatistica significante nas mesmas frequéncias do grupo 2. Porém, neste grupo que recebeu
dose mais elevada do agente toxico, a significncia para 1.500 Hz foi observada na orelha

direita, enquanto que 6.000 Hz apresentou diferenca significativa na orelha esquerda.
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A diferencga estatisticamente significativa observada nos valores médios da relacdo
sinal/ruido das cobaias dos grupos intoxicados quando comparadas aos animais do grupo
controle pode ser um indicativo de inicio de sofrimento das CCE por agressdo na estrutura
ciliar das mesmas, provocada pela insercdo do agrotéxico no organismo, o que futuramente

acarretaria em alterag@o na fung@o destas células.

De acordo com Brownell et al (1985), as CCE t€m capacidade de dois tipos de
contracdo, rapida e lenta, sendo efetores cocleares ativos devido a eletromotilidade, ou seja,
suas propriedades mecéanicas. Seriam estas células, devido a energia mecénica liberada na
contracdo rapida, responsaveis pelas EOA. Assim, pode-se supor que uma diminui¢do da
relacdo sinal/ruido poderia advir da redu¢do na amplitude das respostas de energia de
audiofrequéncia da coclea, uma vez que as CCE, responsdveis por esta geracdo de resposta,

estaria em processo de alteragdo estrutural.

Segundo Patuzzi (1993), qualquer lesdo coclear que interrompa a micromecénica da
coclea por alteragdes da morfologia ou do processo eletromecanico das CCE reduziria a

vibracao do 6rgdo de Corti e consequentemente da EOA.

Somado a essas consideragdes, encontra-se o fato de que as EOA sao controladas pelo
sistema eferente olivococlear medial cruzado que chega as CCE, alterando as contrag¢des
rdpidas através de contracdes lentas, tipo muscular (actina e miosina), sendo a acetilcolina o
mediador liberado (OLIVEIRA, 2003). Devido ao organofosforado ser conhecido por seu
efeito anticolinesterdsico, influenciando sobre o mecanismo de liberacio da enzima
acetilcolinesterase, alteracdes na hidrdlise da acetilcolina poderiam estar contribuindo para a

reducdo das respostas das CCE.

A correlagdo estatistica encontrada na frequéncia de 6.000 Hz encontra respaldo na
literatura, uma vez que diversas pesquisas indicam perda auditiva nas altas frequéncias
decorrentes da exposi¢do aos ototoxicos. De acordo com Morata e Little (2002), a
configuragio da perda auditiva provocada por substancias quimicas industriais, tais como 0s
organofosforados, pode ser muito semelhante aquela observada em drogas ototdxicas, bem
como aquela relacionada ao ruido, nas quais se observa perda auditiva neurossensorial para

frequéncias de 3 a 6 Khz, com lesdo principalmente em células ciliadas da céclea.

Teixeira e Brandao (1998), em estudo realizado com trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos do tipo organofosforado e piretroide, sem exposicdo a ruido, foi constatado que

57% apresentaram perda auditiva neurossensorial nas frequéncias altas. Resultados
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semelhantes foram observados por Hoshino et al. (2008), que encontraram uma incidéncia
38,8% de perda auditiva do tipo neurossensorial, sendo que 22,22% dos trabalhadores

apresentaram queda nas frequéncias de 6.000 e 8.000 Hz.

Da mesma forma como foi constatada diferenca estatisticamente significativa nos
valores médios da relagdo sinal/ruido em 6.000 Hz, a frequéncia de 1.500 Hz também
apresentou significancia estatistica quando comparados os valores da relacdo sinal/ruido das
cobaias dos grupos intoxicados com os animais do grupo controle. Estudos sugerem que, além
das frequéncias agudas, a intoxicacdo por agrotoxicos também pode acometer outras
frequéncias, conforme verificado por Manjabosco, Morata e Marques (2004). Os autores, em
uma pesquisa com trabalhadores agricolas expostos a diversos tipos de agrotéxicos,
encontraram perda auditiva neurossensorial bilateral como a alteragdo mais frequente, com
elevacdo dos limiares na faixa de frequéncias de 3.000 a 6.000Hz. No entanto, também foram

encontradas alteragGes nas frequéncias de 1.000 e 2.000 Hz.

Outro fato que pode ter contribuido para o aparecimento desta diferenca
estatisticamente significante demonstrada na relago sinal/ruido da frequéncia de 1.500 Hz é
explicado por Azevedo (2003). De acordo com o autor, as EOAPD s@o mais limitadas nas
frequéncias baixas, nas quais o ruido apresenta maior interferéncia, sendo o melhor
desempenho do teste ocorreria nas frequéncias acima de 2.000 Hz, pois o ruido diminui com o

aumento da frequéncia.

Neste estudo as EOAPD se mantiveram presentes apds periodo de intoxicac¢do, porém
houve reducdo da amplitude da relacdo sinal/ruido em determinadas frequéncias, o que estd de
acordo com Aquino, Oliveira e Rossato (2008), que administraram drogas ototoxicas em
cobaias e também observaram presenga das EOAPD, porém com diminui¢do da amplitude das
respostas ao término do experimento. Estes animais com reducdo da amplitude das EOAPD
apresentaram um grau de lesdo em CCE maior que aquelas sem esta variacdo. Em vista do
achado, os pesquisadores concluiram que a reducdo da amplitude correlaciona-se com o
aumento do ndmero de CCE lesadas, sendo este achado de grande importincia por mostrar
correlacdo entre estas duas varidveis, o que induz que ndo sé a presenca mas também a

diminuicdo da amplitude da relacdo sinal/ruido deve ser observada.

Com relagdo a avaliagio do estado funcional do nervo vestibulococlear, o teste
comparativo entre os resultados das varidveis limiar, laténcia e amplitude da onda I do
PEATE pré e pds exposi¢do ao organofosforado tanto do grupo 2 como do grupo 3 encontrou

valores de p maiores do que 0,05, ndo existindo diferenca estatisticamente significante entre
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as duas fases do experimento (Tabelas 6 e 7). Portanto, a intoxica¢do aguda por um periodo
de sete dias consecutivos ndo ocasionou alteracdes funcionais no VIII par craniano quando

analisado por meio da onda I do PEATE.

Foi realizada ainda uma andlise estatistica entre os valores das médias de limiar,
laténcia e amplitude da onda I encontrados no PEATE pés intoxicacdo dos grupos 2 e 3 em
comparagdo ao grupo controle (Tabelas 8 e 9). Da mesma forma, ndo houve correlacio
estatistica significante entre as cobaias dos grupos expostos de forma aguda ao

organofosforado e as cobaias do grupo controle.

Os achados do presente estudo estdo de acordo com a literatura, segundo a qual a
perda auditiva nas altas frequéncias nio gera influéncia, pronunciadamente, nas ondas do
PEATE, até atingir 60 dB NA em 4.000 Hz. Quando presente, essa influéncia se daria,
sobretudo, na laténcia da onda V (HALL, 1992). Musiek et al. (1999) complementa que em
perdas auditivas de até 65 dB para frequéncias a partir de 1.000 Hz, ainda € possivel observar

a presenca de todas as ondas.

Em decorréncia da auséncia de alteracdes estatisticamente significativas neste exame,
no que diz respeito as varidveis limiar, laténcia e amplitude, nos grupos cujas cobaias
receberam doses didrias de agrotoxico, pode-se inferir que a exposi¢ao aguda ao agente toxico
durante o periodo estabelecido para a pesquisa, ou seja, uma exposi¢do durante sete dias
consecutivos, nas doses estabelecidas para cada grupo, ndo provoca mudancas nos limiares
auditivos superiores a 65dB nas frequéncias acima descritas, sendo, permitindo, portanto, a

captagdo das respostas da onda I do PEATE.

Alguns estudos que buscaram analisar a acdo do agrotdxico no sistema nervoso
revelam que os sintomas ocorrem de maneira tardia, e ndo imediatamente apds a intoxicacao
aguda (ALAVANIJA, HOPPIN e KAMEL, 2004; ARAUJO et al., 2007), e que, em doses
baixas e repetitivas, o organofosforado possivelmente induza a perda ou afilamento de

ramifica¢gdes neuronais (PEREZ et al., 2006).

Com relag@o a neuropatias retardadas, Benedico (2002) relatou que os sinais surgem
de duas a quatro semanas apds a exposicdo ao agrotdxico, consistindo em uma degeneracgio
axonal. Dessa forma, pode-se supor que alteracdes poderiam ser observadas em nivel de VIII
par craniano e demais estruturas que compde a via auditiva se houvesse maior periodo de

laténcia entre a dltima aplicacdo do organofosforado e a realizacdo do PEATE para os grupos
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2 e 3. A observagdo a longo prazo da acdo do organofosforado no sistema auditivo periférico,

porém, ndo se constituiu em objetivo desse experimento.

Outra explica¢do para o ndo aparecimento de alteracdes em nivel de nervo auditivo
pode ser a forma na qual foi provocada a intoxicac¢do, sendo a mesma de cardter agudo.
Autores remetem ao fato de que as alteracdes no sistema auditivo surgem a partir de
exposicdes cronicas ao organofosforado. Em pesquisas mais recentes, através de um grupo de
trabalhadores expostos a inseticidas do tipo organofosforado e piretroide, foi constatado que
as exposigcdes cronicas a estes inseticidas afetam o sistema auditivo nos niveis periférico e
central (TEIXEIRA, 2000; TEIXEIRA, AUGUSTO e MORATA, 2002; TEIXEIRA,
AUGUSTO e MORATA, 2003).

De acordo com Cantarutti (2005), os efeitos neurotoxicos estdo relacionados a
intoxicacdo cronica, e, uma vez que os agentes neurotéxicos alteram a funcdo vestibular e/ou
auditiva agindo nas vias auditivas centrais e SNC e periférico (JOHNSON, 1993;
MANJABOSCO, 2005), exposi¢cdes agudas ndo seriam suficientes para provocar lesdes

funcionais no sistema auditivo.

Em conformidade com a metodologia descrita na literatura, por pesquisa de KASSE et
al., 2008, que buscaram avaliar a ototoxicidade de drogas medicamentosas, realizou-se neste

estudo uma analise descritiva dos dados da MEV.

Analisando os achados a MEV, pode-se inferir que as lesdes provocadas pelo
organofosforado no 6rgio de Corti sdo predominantemente nas CCE e progridem do apice
para a base da coclea. Nas espiras analisadas, a terceira fileira de CCE € a primeira a ser
lesada, seguindo-se para a segunda e primeira fileiras. Esta sequéncia de lesdes também
coincide com a altura das CCE, sendo a E3 a primeira a ser lesada; a segunda espira que sofre
maior lesdo do organofosforado é a E2; a espira basal € a terceira espira com o maior nimero
de alteracOes. As células localizadas na espira apical ndo foram analisadas, uma vez que esta

espira apresenta naturalmente uma configuracio de desarranjo celular.

Estes achados confirmam a tendéncia de progressao das lesdes morfoldgicas conforme
o grau de intoxica¢do ocorrido com o organofosforado, visto o maior nimero de lesdes
observadas no grupo 3 em relacdo ao grupo 2, sendo que o primeiro foi aquele cujas cobaias

receberam uma dose maior do agrotéxico.

Estudos realizados em cobaias submetidas a drogas ototdxicas revelam resultados

divergentes aos do presente estudo, na observacdo a MEV. Na exposi¢do a amicacina, lesdes
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ocorreram predominantemente nas duas primeiras espiras que, desta forma, apresentaram um
menor nimero de CCE normais do que na E3. As alteragdes estruturais foram mais intensas
na primeira fileira de CCE, seguidas pela segunda fileira (AQUINO, OLIVEIRA e
ROSSATO, 2008). Tais achados concordam com resultados da pesquisa de Oliveira e Bernal
(2003), que referiram que os aminoglicosideos provocam lesdes no o6rgdo de Corti
predominantemente nas CCE, com progressdao da agressdo da base para o dpice da cdclea,
sendo a primeira fileira de CCE também a primeira a ser lesada, seguindo-se para a segunda e

terceira fileiras.

Em pesquisas realizadas com cisplatina, autores como Kasse et al. (2008) descreveram
lesdes extensas das CCE na porgdo basal da céclea, concordando com Hyppolito et al. (2005),
segundo os quais as alteracdes mais evidentes também foram verificadas na espira basal, com
auséncia de cilios nas trés fileiras de CCE, seguida pela E2 e E3, respectivamente. Em nivel
de CCI também foram observadas modificacdes ciliares, com cilios presentes, porém em

padrdo de desarranjo.

Quanto ao padrdo de les@o encontrados no presente estudo, a andlise morfoldgica
mostrou como alteragdes predominantes a auséncia de estereocilios e deformidades na
conformacdo em W dos mesmos, o que vem de encontro aos resultados obtidos em pesquisas

de Oliveira, Canedo e Rossato (2002), Aquino (2007) e Aquino, Oliveira e Rossato (2008).

N

Apesar das alteracdes histoldgicas encontradas a nivel coclear, as EOAPD se
mantiveram presentes nas cobaias de ambos os grupos nos quais foi administrado o
organofosforado durante o periodo de sete dias consecutivos. Este fato pode ser explicado
observando na microscopia eletrdnica dessas cobaias, lesdes em um grande nimero de CCE,
porém, em algumas fileiras, células se encontravam conservadas ou somente com alteracdes
estruturais leves, sem perda dos cilios, podendo, neste caso, gerar uma boa resposta em
determinadas frequéncias das EOAPD, como apontado por Kasse et al. (2008), em sua

pesquisa relacionada a ototoxicidade da cisplatina em cobaias.
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Consideracoes finais

Este estudo, no qual administrou-se duas concentra¢des diferentes do agrotdxico
organofosforado Tamaron® durante o periodo de sete dias consecutivos, mostrou que o
agrotdxico apresentou uma acdo ototéxica sobre o sistema auditivo periférico de cobaias,
mesmo a exposicdo sendo de cariter agudo. Considera-se tal fato uma vez que, na MEV,
pdde-se verificar alteragdes na citoarquitetura das CCE de cobaias pertencentes aos grupos
que sofreram intoxicagdo por organofosforado, sendo que o aumento de tais alteracdes

estruturais acompanhou o aumento da dosagem do agrotéxico aplicada.

As cobaias dos grupos submetidos ao agrotoxico apresentaram EOAPD presentes apds
a ultima administracdo do agente toxico, indicando que a intoxicagdo aguda ndo causou
alteracdo funcional da céclea. No entanto, observou-se diferenca estatisticamente significante
nos valores médios da relacdo sinal/ruido das frequéncias de 1.500 e 6.000 Hz em ambos os
grupos intoxicados quando confrontados com as achados das cobaias do grupo controle,

indicando um possivel sofrimento celular.

Nao foi observada alteracdo funcional do nervo auditivo em decorréncia da exposicio
aguda a agrotoxico do grupo dos organofosforados quando analisada através da onda I do

PEATE.

Trabalhos de pesquisa que investiguem o ototoxicidade - cocleotoxicidade e
vestibulotoxicidade - utilizando agrotéxicos permitem aprimorar os conhecimentos sobre
anatomofisiologia da orelha interna e vias auditivas, sendo este o passo inicial para a

descoberta de meios de prevencio e prote¢do mais eficientes do 6rgio de Corti.

Acredita-se que pesquisas que investiguem as alteragdes anatdmicas das células
ciliadas e demais estruturas do 6rgio de Corti, concomitantes a avaliagdo funcional do sistema
auditivo, sejam a melhor forma para elucidar os mecanismos de lesdo ototxica dos
agrotéxicos e permitir um melhor controle das alteragdes com medidas de prevengdo da

toxicidade da orelha interna.

Os resultados obtidos demonstram a necessidade de pesquisas complementares com
caracteristica de intoxicacdo ndo somente aguda, mas também de cariter cronico, para
esclarecer o impacto dos agrotdxicos no organismo, especificamente no sistema auditivo, por
meio de trabalhos com animais experimentais com perspectivas de aplicabilidade na espécie

humana.



6 CONCLUSAO

Em fungdo dos resultados obtidos conclui-se que:

¢ O organofosforado pode ser considerado um agente lesivo agudo das CCCE visto a
correlacdo entre a dosagem aplicada e a quantidade de alteracdes observadas a

microscopia eletrdnica, em cobaias.

e As lesdes morfoldgicas da cdclea ocorrem de maneira predominante nos estereocilios

das CCE e progridem da E3 para a espira basal.

e A terceira fileira de estereocilios das CCE é a primeira a ser atingida quando da
intoxicacdo por organofosforado, ocorrendo progressdo das alteracdes estruturais para

a segunda e primeira fileiras.

e A exposicdo aguda ao organofosforado Tamaron®, durante o periodo de sete dias
consecutivos de intoxica¢do, ndo causou alteracdo funcional do sistema auditivo
periférico das cobaias avaliadas, uma vez que ndo foram detectadas evidéncias de

alteracdo nos testes de EOAPD e PEATE.
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ANEXO 1
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comissio de Etica em Experimentagio Animal —

Ja0tE)
IErmsnutt

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n°® 100/2008, sobre o projeto intitulado: “Agrotdxicos: agdo
do organofosforado no sistema vestibulococlear”, sob a responsabilidade do
Professor Doutor Miguel Angelo Hyppolito esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADO pela COMISSAO
DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CETEA) em reunifio de 28
de julho de 2008.

(We certify that the protocol n° 100/2008, about “Pesticides: action of the organofosforado in the
vestibulococlear 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 RIBEIRAO PRETO OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO - ETHICAL
COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 67/28/2008 meeting).

Ribeirdo Preto, 28 de julho de 2008.
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Prof: Dr. Eduardo Melani Rocha
Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal
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