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RESUMO
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ASPECTOS ULTRA — ESTRUTURAIS DE COCLEAS DE COBAIAS EXPOSTAS A
AGROTOXICO E GINKGO BILOBA

AUTORA: ANDREA DULOR FINCKLER
ORIENTADOR: ARON FERREIRA DA SILVEIRA
Local e Data: Santa Maria, 20 de julho de 2010

O Brasil esta entre os principais consumidores mundiais de agrotdxicos e sua maior
utilizacdo se d& na agricultura, especialmente na monocultura, em grandes extensdes.
Pesquisas demonstram que os agentes ototoxicos, além de comprometer os sistemas auditivo
e vestibular periféricos, provocam ainda alteragdes nas vias auditivas centrais. O objetivo
deste estudo foi verificar os aspectos ultra-estruturais de cécleas de cobaias expostas a
agrotoxico e ginkgo biloba, utilizando doses comprovadamente ototoxicas, lesivas as células
ciliadas externas, avaliando-se as alteracdes anatdmicas através da microscopia eletronica de
superficie. Trata-se de um estudo experimental prospectivo, realizado em cobaias albinas,
cujo critério de inclusdo foi a presenca de OEAPD. A amostra foi dividida em cinco grupos,
nos quais se administrou soro fisioldégico 0,9% (grupo 1 - controle), agrotdxico -
0,3mg/Kg/dia (grupo 2), Ginkgo biloba - 100mg/kg/dia, 90 minutos apds, agrotoxico 0,3
mg/Kg/dia (grupo 3), agrotéxico — 3 mg/Kg/dia (grupo 4) e Ginkgo biloba - 100mg/kg/dia, 90
minutos apos, agrotoxico 3,0 mg/Kg/dia (grupo 5) durante sete dias consecutivos. O
agrotéxico utilizado foi o metamidofés da Fersol®. A avaliagdo anatdmica foi realizada com
Microscopia Eletronica de Varredura. As cobaias submetidas ao agrotoxico apresentaram
alteragdes morfologicas cocleares, com lesdes nas trés espiras analisadas na microscopia
eletronica, intensificadas de acordo com a dosagem recebida do agente. As cobaias tratadas
com agrotoxico e Ginkgo biloba, apresentaram uma manuten¢do da arquitetura ciliar nas
células ciliadas externas em todas as espiras da céclea, enquanto que nos grupo tratado
somente com agrotoxico, houve desaparecimento dos cilios das células ciliadas externas e
distor¢do na arquitetura dos cilios remanescentes a ME. Concluimos que quanto maior a
exposicao ao agrotoxico maior o dano nas CCE da céclea de cobaias albinas, enquanto que
aquelas que recebem previamente o ginkgo biloba mantém a citoarquitetura das CCE
preservadas.

Palavras-chave: ototoxicidade, agrotdxico, otoprotecao, ginkgo biloba.
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Brazil is among the world's largest consumers of pesticides and their increased use is
given in agriculture, especially monoculture in large areas. Research shows that the ototoxic
agents, in addition to compromising the peripheral auditory and vestybular systems, they may
cause changes in central auditory pathways. O objetivo deste estudo foi verificar os aspectos
ultra-estruturais de cocleas de cobaias expostas a agrotoxico e ginkgo biloba, utilizando doses
comprovadamente ototoxicas, lesivas as células ciliadas externas, avaliando-se as alteracdes
anatomicas através da microscopia eletronica de superficie. The aim of this study was to
evaluate the ultrastructural aspects of the cochlea of guinea pigs exposed to pesticides and
ginkgo biloba, using ototoxic doses, damaging the outer hair cells, to evaluate the anatomic
changes by surface electron microscopy. This is a prospective experimental study, conducted
in guinea pigs, wich the inclusion criterion was the presence of DPOAE. The sample was
divided into five groups, in which they administered 0.9% saline solution (group 1 - control),
pesticides - 0.3 mg / kg / day (group 2), Ginkgo biloba - 100mg/kg/day, 90 minutes after a
pesticide 0.3 mg / kg / day (group 3), pesticides - 3 mg / kg / day (group 4) and Ginkgo biloba
- 100mg/kg/day, 90 minutes after a pesticide 3.0 mg / kg / days (group 5) for seven
consecutive days. The pesticide used was that of methamidophos from Fersol ®. The
anatomical evaluation was performed with scanning electronic microscopy. The guinea pigs
subjected to pesticides showed morphological cochlear lesions in the three turns analyzed by
electronic microscopy, intensified according to the dosage received from the pesticide agent.
Guinea pigs treated with pesticides and Ginkgo biloba showed a maintenance of ciliary
architecture in outer hair cells in all cochlear turns, whereas in the group treated only with
pesticides, there was disappearance of the cilia of outer hair cells and distortion in the
architecture of cilia remaining the MoU. We conclude that the greater the exposure to
pesticides increased the damage in outer hair cells of the cochlea of albino guinea pigs, while
those who had previously received ginkgo biloba keep outer hair cells cytoarchitecture
preserved.

Keywords: Ototoxicity; Pesticide; Otoprotection; Ginkgo biloba
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INTRODUCAO

Agrotdxicos sao os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento dos produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas ¢ também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (Lei Federal 7.802 de 11.07.89).

O trabalho agricola no Brasil ¢ uma atividade significativa do ponto de vista social e
de negocio. Entretanto, a saude do trabalhador desse setor nem sempre recebe a atencdo
necessaria. Agregados ao trabalho agricola, podem-se encontrar ruidos de varios tipos,
vibragdes e produtos quimicos especificos, como os agrotoxicos (MANJABOSCO, 2005).

A Organizacdo 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. Estima-se que na atualidade cerca de 2,5 a 3 milhdes de
toneladas de agrotoxicos sejam utilizados anualmente na agricultura em todo o mundo
(MEYER et al., 2003).

A acdo deletéria dos agrotdxicos sobre a saude humana pode causar uma série de
manifestagdes clinicas, como nauseas, tontura, fraqueza, falta de apetite, nervosismo, dores de
cabeca, alergias, lesdes renais e hepaticas, cancer e alteragdes genéticas. Em decorréncia da
inespecificidade dos sintomas relacionados a intoxicacao, sendo estes de comuns a multiplos
fatores etiologicos, torna-se dificil, muitas vezes, estabelecer a manipulacio do
organofosforado como o nexo causal. Sabe-se que os produtos quimicos podem causar
problemas, tdo ou mais sérios que alteragdes auditivas. (CAMPO, 2002; FECHTER, 1999;
MORATA et. al., 1995).

Sao do conhecimento cientifico as inumeras alteragdes provocadas pela intoxicagdo
por organofosforados no ser humano, levando-se em consideracdo todos os sistemas e 6rgaos
que o compde. Apesar da literatura concordar a respeito da associacdo existente entre a
exposicao a agrotdxicos e a ocorréncia de alteragdes auditivas, sdo escassos os estudos, que
avaliam as alteragdes histologicas especificamente relacionadas ao sistema auditivo periférico

com drogas otoprotetoras.
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Diversas drogas tém sido testadas com o objetivo de otoprote¢do como o tiossulfato de
sodio, o dietilcarbamato, o ACTH e derivados, o acido 4-metilthiobenzoico, o acido lipdico, o
glutation e seus ésteres, metionina, procaina, hormonio estimulador alfa-melanocitico
(melatonina), antioxidantes como a ginkgo biloba e fosfomicina e compostos sulfurados
(RYBAK, RADHIKA E SOMANI1995; STENGS et al.,, 1998; SOCKALINGAM et al.,
2000).

As tentativas de protecdo da orelha interna contra a agressao dos ototdxicos, sobretudo
aminoglicosideos e quimioterapicos, iniciaram-se desde que estas drogas comecaram a ser
utilizadas e seu efeito deletério foi identificado. Inimeras drogas ja foram identificadas e
estudos publicados mostrando terem efeito protetor ou atenuador contra lesdo por drogas
ototoxicas, porém nenhuma com a¢do totalmente eficaz.

A ginkgo biloba também tem sido demonstrada como agente protetora de lesdo de
células ciliadas externas quando administrada concomitantemente a droga ototoxica. A ginkgo
biloba teria uma acao antioxidade protegendo as células dos metabdlicos oxidativos. Esta acao
protetora foi demonstrada por HYPPOLITO et al. (2003) para a cisplatina e por MINAMI,
SHA E SCHACHT (2004) para amicacina.

Conforme a semelhanca anatomo-fisioloégica existente entre o sistema auditivo
periférico de humanos e de cobaias, pesquisas realizadas com estes animais de laboratorio sao
deveras importantes, uma vez que os achados podem ser correlacionados com a populagdo
humana e servirem, assim, de alerta para os possiveis comprometimentos auditivos
ocasionados pelo contato com agrotoxicos organofosforados.

Em razdo do exposto, o objetivo desta pesquisa consiste em verificar os aspectos ultra-
estruturais de cocleas de cobaias expostas a agrotoxico e Ginkgo biloba, utilizando doses
comprovadamente ototoxicas, lesivas as células ciliadas externas, avaliando-se as alteragdes

anatomicas através da microscopia eletronica de superficie.



2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo terd como objetivo apresentar a revisao da literatura relacionada ao tema
desta pesquisa, abordando aspectos relacionados aos agrotdéxicos bem como seus tipos,
procurando, em seguida, relacionar a sua influéncia na saude em geral, e em seguida, sdao
apresentados estudos respectivos da apresentagao clinica da agdo toxica no sistema auditivo,
ou seja, a ototoxidade e por fim faz-se referéncia ao uso do Extrato de Ginkgo biloba (EGb

761) como otoprotetor.

2.1 Agrotoxicos

O Brasil esta entre os principais consumidores mundiais de agrotdxicos e sua maior
utilizacdo se da na agricultura, especialmente na monocultura, em grandes extensoes.
Também sdo utilizados em saude publica, na eliminag¢do e controle de vetores transmissores
de doengas endémicas, no tratamento de madeira para constru¢do, no armazenamento de
graos e sementes, na producdo de flores, para combate a piolhos e outros parasitas, na
pecuaria etc. (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

Os agrotoxicos sdo definidos como produtos quimicos ou biologicos utilizados, entre
outras finalidades, para exterminar pragas ou patdgenos que atacam 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 toxicos ao
homem, mas em decorréncia de sua importancia econdmica, o seu uso ¢ muito difundido e os
residuos de pesticidas podem ser encontrados nos alimentos, na agua € no meio ambiente
(CALDAS e SOUZA, 2000).

O termo agrotoxico ao invés de defensivo agricola passou a ser utilizado, no Brasil,
para denominar os venenos agricolas, ap6s grande mobilizagdo da sociedade civil organizada.
Mais do que uma simples mudanca da terminologia, esse termo coloca em evidéncia a
toxicidade desses produtos para o meio ambiente e a saude humana. Sdo ainda genericamente
denominados praguicidas ou pesticidas. Por determinacdo legal, tais produtos devem
apresentar, nos rotulos, uma faixa colorida indicativa de sua classe toxicologica: Classe I

Extremamente toxicos - Faixa vermelha, Classe II Altamente toxicos - Faixa amarela, Classe
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III Medianamente toxicos - Faixa azul, Classe IV Pouco toxicos - Faixa verde. Essa
classificacdo também estd relacionada a acdo e ao grupo quimico ao qual pertencem
SOBREIRA et al. (1998).

... Os agrotoxicos ndo sdo, via de regra, substancias seletivas para o
combate das pragas a que se destinam. Por isso, recebem também o
nome de biocidas, pois tanto 0 homem como os demais vertebrados
também se expdem a esses compostos, sofrendo as consequéncias
dessa exposicdo, através das intoxicacdes que frequentemente
produzem (MIDIO e MARTINS, 2000, p. 191).

Nesse contexto, outro autor acrescenta que,

... Por ndo terem seletividade, os inseticidas atingem ndo s6 os
vetores € o ambiente em toda sua biodiversidade, mas também o
homem. Um dos indicadores dos efeitos nocivos a satde dos
trabalhadores sdo as intoxicagdes percebidas através dos dados
epidemiolédgicos, dos efeitos toxicologicos e clinicos (GURGEL,
1998).

No Brasil, a ocorréncia de intoxicagdes por pesticidas do grupo dos organofosforados
continua sendo alta, apesar de seu uso ter diminuido em relacdo a década de oitenta. Os dados
estatisticos dos Centros de Toxicologia de Belo Horizonte, Campinas, Florianopolis, Ribeirdo
Preto, Londrina ¢ Maringa 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).

O metamidofos (O,S-dimetilfosforamidotioato), conhecido comercialmente, entre
outros nomes, por Tamaron®, ¢ um pesticida organofosforado de largo espectro de agao.
Devido a ampla utilizacdo e a moderada toxicidade para alguns organismos, o metamidofos
pode apresentar sérios riscos a satide dos homens e dos animais, sobretudo quando presente
em quantidade acima da tolerada por estes organismos, seja na adgua, no ar, no solo ou nos
alimentos (MORGAN et al., 2005).

Em estudo realizado por Araugjo et al. (2007), o organofosforado metamidofos, foi o
agrotdxico mais utilizado (90%) na comunidade rural de Coérrego de Sao Lourenco. Alguns
sintomas de intoxicagao referidos foram intenso prurido, rubor facial e irritagdo das mucosas
nasal, faringea e dos olhos.

Em estudo realizado por Delgado e Paumgartten (2004), em 55 lavouras do Municipio

de Paty do Alferes, no Rio de Janeiro, os autores verificaram que o organofosforado
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metamidofos 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 nao 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 satde do trabalhador, como verificado pelos autores, visto que 62% dos
trabalhadores referiram ja ter apresentado alguns sintomas durante o manuseio do agrotdxico.
Dos individuos que referiram os sintomas, 30% estavam usando o organofosforado
metamidofos.

Soares, Almeida e Moro (2003), desenvolveram uma pesquisa na qual foi aplicado um
questionario 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 agrotoxico mais
utilizado foi o organofosforado metamidofos, citado por 530 trabalhadores (39,61%). Os
autores realizaram exame de dosagem da colinesterase, no qual foi identificada uma
propor¢do consideravel de trabalhadores rurais intoxicados (aproximadamente 50% da
amostra).

Aragjo et al. (2007) referiram que a elevada prevaléncia de quadros de intoxicacao
pelos agrotdxicos, tanto aguda como cronica, reflete a precariedade com que sdo realizadas as
atividades de controle de pragas no campo, sem protecdo por equipamentos de seguranga, €
com uso indiscriminado de substincias quimicas prejudiciais ao meio ambiente, as espécies €
ao homem. Os autores comentaram ainda que a freqii€ncia de sinais e sintomas provém de
uma ocorréncia elevada de casos de contaminagdo humana por sobre-exposi¢do a inimeros
produtos, utilizados geralmente na forma de coquetel, em curtos intervalos de reaplicagdo, 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).

A intoxicacdo por pesticidas pode ocorrer por trés vias: inalacdo, ingestdo e dérmica
(LEMUS e ABDELGHANI, 2000; LIMA et al., 2001). No caso de envenenamento por
inalagdo, os sintomas iniciais mais comuns sao caracterizados por dores no térax, dificuldade
de respiracdo e dores de cabega, aliados a visao borrada e lacrimejante. Quando ingerido,
provoca nduseas, vOmitos, diarréias e caimbras (efeitos iniciais mais comuns de
envenenamento). Contragdes e suor na pele sdo sintomas observados em caso de contato do

produto com partes do corpo (LIMA et al., 2001).
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Como sintomas da intoxicagdo aguda por inseticidas organofosforados, podem ser
descritos suor, salivacdo, lacrimejamento, fraqueza, tontura, dores e colicas abdominais,
seguidos de vomitos, dificuldade respiratdria, colapso, tremores musculares, convulsdes e
morte (AMES et al., 1995; PIRES, CALDAS e RECENA, 2005). Os organofosforados
causam também efeitos neuroldgicos retardados apos a exposicdo aguda e como conseqiiéncia
da exposicao cronica, incluindo confusdo mental e fraqueza muscular (ALAVANIJA,
HOPPIN e KAMEL, 2004). A exposi¢do cronica a estes compostos pode levar ao
desenvolvimento de sintomas de depressdo, um fator importante nos suicidios. Caldas e Souza
(2000) complementaram referindo que a exposi¢do cronica ao agrotdxico 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 satde responsédveis
pelo atendimento médico nas localidades.

Outra alteragdo resultante da exposi¢do ao agrotoxico verificada por Salles Jr. e Faro
(2010), foi uma diminuigdo significativa da atividade motora, em uma pesquisa cujo objetivo
foi o de avaliar os efeitos comportamentais da administragdo de uma formulagdo comercial de
agrotoxico, constituida de uma associacao entre um organofosforado e um piretroide.

KORBS (2009) realizou um estudo experimental com cobaias albinas, divididas em
trés grupos, nos quais administrou o organofosforado (metamidof6s) durante sete dias
consecutivos. Realizou avaliagdo auditiva funcional Emissdes Otoactsticas Produto de
Distor¢cao (EOAPD) e Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico (PEATE), ambos
realizados antes ¢ imediatamente apos o periodo de aplicacdo do agrotoxico. A avaliagdo
anatomica foi realizada com Microscopia Eletronica de Varredura. As cobaias submetidas ao
agrotoxico apresentaram alteracdes 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 significancia estatistica nos valores da relagao 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
encontrou alteragdes estatisticamente significantes na avaliagdo do VIII par craniano por meio

da andlise da onda I do PEATE. Concluiu que o organofosforado pode ser considerado um
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agente lesivo agudo das células ciliadas externas visto a correlagdo entre a dosagem aplicada e
a quantidade de alteragdes observadas a microscopia eletronica, entretanto a exposi¢ao aguda

ao agrotoxico ndo causou alteragdo funcional do sistema auditivo periférico.

2.2 Ototoxicidade

As ototoxicoses sdo afeccdes iatrogénicas provocadas por drogas que alteram a orelha
interna. Podem afetar o sistema coclear, o sistema vestibular ou ambos, afetando a audigao e
ou equilibrio. Considera-se ototoxicose quando ha perda auditiva neurossensorial de 25 dB
em uma ou mais frequéncias de 250 a 8.000 Hz e ou manifestagdes vestibulares como
vertigem ou desequilibrio (OLIVEIRA e BERNAL, 2003).

Virias drogas t€m sido descritas como potencialmente ototéxicas, como eritromicina,
cloranfenicol, ampicilina, minociclina, cefalosporina, viomicina, capreomicina, polimixinas,
actinomicina, framicetina, lincomicina, 4cido nalidixico, vancomicina e espectinomicina.
Também drogas ndo antibidticas como quimioterapicos (cisplatina, vincristina), clorexedina,
benzalconio, iodo, etanol, propilenoglicol e substincias como o mercirio e solventes
organicos (OLIVEIRA, 1989; ALMEIDA, ALMEIDA e DUPRAT, 1993; OLIVEIRA e
BERNAL, 2003).

Agente ototoxico ¢ definido como substancia, quimico ou droga que causa dano
funcional ou lesdo celular na orelha interna, especialmente em nivel da coclea e/ou canais
semicirculares e VIII par craniano. J& os agentes neurotoxicos alteram a fungdo vestibular
e/ou auditiva agindo primariamente em neuronios 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 saude publica. Existem mais de 200
substancias que ja foram citadas na literatura como ototoxicas, sendo a maioria delas
desconsideradas como nocivas ao homem.

A perda auditiva pode ser de instalacdo rapida ou insidiosa e a gravidade depende da
quantidade absorvida do agente, e ainda do tempo de exposi¢do e interagdo com o ototdxico.
Pode ocorrer durante a exposigdo 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 Otoacusticas (EOA) e do Potencial Evocado

Auditivo de Tronco Encefalico (PEATE).
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Recentemente, os agrotdxicos 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 ag¢ao asfixiante, caso do monoxido de
carbono e cianeto de hidrogénio (MORATA, 2003; AZEVEDO, 2004, MELLO e
WAISMANN, 2004).

A configuracdo da perda auditiva provocada por substancias quimicas industriais pode
ser muito semelhante aquela observada em drogas ototdxicas como aminoglicosideos e
cisplatina, bem como aquela relacionada ao ruido. Os descritores, em geral, dessas desordens
sao muito semelhantes: perda auditiva neurossensorial para frequéncias de 3 a 6 Khz, com
lesdo principalmente em células ciliadas cocleares, sendo a alteracdo bilateral, simétrica e
irreversivel (MORATA e LITTLE, 2002).

Harell, Shea e Ermett (1987) constataram um caso de perda auditiva apo6s intoxicagao
aguda a dois tipos de organofosforados. Em uma variacdo de oito a nove horas apos a
exposicao, o individuo pesquisado apresentou visdo turva e episddios graduais de ndusea. No
quarto dia ap6s 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 apds a exposicdo aguda a um tipo de piretroide de uso
doméstico. Contudo, houve regressdo da perda auditiva posterior a desintoxicagdo mediante
tratamento medicamentoso.

Em outro estudo, realizado com trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos do tipo
organofosforado e piretroide, constatou-se que 57% dos sujeitos apresentaram perda auditiva
neurossensorial nas frequéncias altas (TEIXEIRA e BRANDAO, 1998).

Pela imensa quantidade de agrotoxicos utilizada na agricultura e pela falta de um
sistema de vigilancia sanitaria que acompanhe a audi¢ao dos trabalhadores periodicamente,
torna-se dificil prever qual o tipo de agrotoxico que pode causar dano auditivo no individuo.
Sabe-se, no entanto, que grande parte desses produtos ¢ neurotoxica, podendo afetar
diferentes por¢des do Sistema Nervoso Central (SNC) e periférico (MANJABOSCO, 2005).
Produtos neurotoxicos podem levar a problemas tdo ou mais sérios do que a perda auditiva.
Porém ha evidéncias de que a perda auditiva possa ser uma manifestacio precoce de
intoxicacao (AZEVEDO, 2004).

Relacionando-se as pesquisas de Pelegrino et al. (2006) nas quais utilizou-se o

agrotoxico como agente de intoxicacdo de cobaias, foi realizado um estudo para verificar os
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efeitos toxicos do organofosforado metamidofos no SNC, objetivando estudar os aspectos
morfométricos no cérebro de ratos, tratados com doses repetitivas de organofosforados
metamidofos. 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
analise dos resultados, os autores concluiram que doses subletais de organofosforados
metamidofos produzem hipotrofia da camada molecular do cortex cerebral, sem, contudo,
causar reducdo do nimero de neurdnios em regides especificas do cérebro.

Reiterando este achado, Perez et al. (2006), em pesquisa com ratos albinos machos,
que receberam doses semanais de metamidofoés durante dois meses, verificaram que a
administracdo cronica do agente anticolinesterdsico metamidofos, em doses subletais,
produziu afilamento da camada molecular do cortex parietal. Devido ao fato desta camada ser
constituida basicamente por ramificacdes dendriticas e axonais dos neurdnios, os autores
concluiam que em doses baixas e repetitivas, o organofosforado possivelmente induza a perda
ou afilamento de ramificacdes neuronais.

Salles Jr. e Faro (2010) realizaram um estudo sobre os efeitos comportamentais
produzidos pela exposi¢do aguda a pesticidas organofosforados. Os pesquisadores utilizaram
uma formulac¢do comercial de agrotdxico vendida no Brasil, o Deltaphos®, que constitui uma
associacao 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 subcutanea, 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 forcado.
Os resultados da pesquisa demonstraram que a administragdo aguda de agrotoxico alterou o
comportamento locomotor e produziu ansiedade nos animais tratados, mas ndo produziu
depressdo nos mesmos.

Segundo Schanaider et al. (2004), a maior parte da pesquisa na area de educagdo
médica ¢ empreendida nos animais de pequeno porte (camundongo, rato, hamster, cobaia ou
gerbil) e compreendem quase 90% do total das espécies utilizadas nos laboratorios. O
conhecimento sobre a anatomia da orelha de cobaias e ratos ¢ indispensavel na area de
otologia. Uma utilizagdo mais adequada destes animais faz com que os resultados obtidos
sejam mais confidveis, evitando o uso de técnicas que ndo sdo adequadas para uma
determinada espécie e provocando, desnecessariamente, a morbidade e mortalidade de grande

numero de animais.



22

De acordo com Oliveira (1989), em seu trabalho relacionado ao sistema labirintico, a
cobaia foi escolhida porque os sistemas auditivo e vestibular, neste animal, se assemelham
sensivelmente aos do homem e ¢ um animal que se presta muito bem para experimentos
relacionados a labirintologia.

Diferentemente, Santos et al. (2005), utilizaram o rato como animal de experimentacao
por este apresentar vantagens praticas e semelhangas anatémicas e patologicas com a orelha
média humana.

Para facilitar as pesquisas dos investigadores no campo da labirintologia que utilizam
como animal de experimentagdo a cobaia, Oliveira (1989) descreveu a anatomia do 0sso
temporal deste animal, com dissec¢do sob visdo estereoscopica das pecas anatdmicas e
microfotografias de preparagdo de superficie dos epitélios coclear e vestibular. Estes
conhecimentos sdo essenciais, principalmente no estudo das alteracdes estruturais provocadas
por drogas labirintotoxicas e trauma acustico.

Judkins e Li (1997) descreveram a anatomia topografica da orelha média do rato
albino através de microfotografias, ilustrando em detalhes estruturais diferentes exposicoes
cirargicas. Muitas das estruturas anatomicas da orelha média do rato albino existem no
humano, contudo, o nervo facial emerge do osso temporal em uma posi¢ao mais superficial e
anterorostral. Os ossiculos sao mais finos do que os humanos, quase totalmente ocultos no
epitimpano e a artéria carotida passa entre as cruras do estribo. Concluem que embora a
exploragdo e dissec¢do possam ser feitas em animais eutanasiados, o procedimento das
pesquisas ¢ mais freqlientemente tragado em animais vivos que serdo avaliados algum tempo
depois da cirurgia para analisar uma premissa cientifica.

Pinilla et al. (2001) descreveram um acesso simples a orelha média do rato causando
minima morbidade e mortalidade dos animais. Quando comparada com a cobaia, as estruturas
anatomicas da orelha média do rato sdo mais similares do que quando comparadas ao
humano. A unica excegdo ¢ a localizacao mais superficial e anterorostral do nervo facial do
rato quando comparado ao da cobaia e ao humano. Contudo, a céclea da cobaia ¢ maior e a
cadeia ossicular ¢ fundida no nivel incudomaleolar, enquanto a cdclea do rato estd projetada
no interior da orelha e os ossiculos estdo claramente definidos e podem ser removidos
separadamente como no humano. O rato ndo serve como um modelo para estapedotomia ou
ossiculoplastia envolvendo substituicdo dos ossiculos, devido a presenca da artéria cardtida
que passa ao longo da base da coclea e através das cruras do estribo, neste caso uma
exposicao da janela oval poderd causar danos por hemorragia, lesdes cocleares e morte do

animal. Por outro lado, o acesso facil a janela redonda e a parede lateral pode ser uma
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alternativa para a cocleostomia sem causar danos & membrana timpanica ou aos ossiculos.
Concluiram que sdo necessarios cuidados especificos quando se trata de novos acessos a
orelha média de pequenos animais, como o rato, quando uma sobrevida prolongada e um

acompanhamento subseqiiente sdo desejados.

2.3 Otoprotec¢ao pelo Extrato de Ginkgo biloba

Ginkgo biloba ¢ uma arvore de origem chinesa, sendo a unica planta vivente da
familia Ginkgoacecae. Alguns fosseis da espécie possuem idade aproximada de 250 milhdes
de anos, sendo por esse motivo, referida por Darwin como um “fossil vivo” (MAJOR, 1967).
Curiosamente, possui forte resisténcia a uma grande quantidade de pragas e fungos, o que
contribui para sua longetividade (GOLD et al., 2002). Foi descrita pela primeira vez pelo
médico alemao, Engelbert Kaelmpter, por volta de 1690, mas apenas despertou o interesse de
pesquisadores ap6s a Segunda Guerra Mundial, quando perceberam que a planta tinha
sobrevivido a radiacdo em Hiroshima, brotando no solo da cidade devastada. A planta ginkgo
tem origem chinesa e significa damasco prateado enquanto que a palavra biloba vem do
formato bilobado das folhas desta planta (DIAMOND et al., 2000).

O extrato seco padronizado das folhas para uso fitoterapico (patenteado como Egb-
761) contém 24% de flavonodides, 7% de proantocianidinas e 6% de terpendides, 13% de
acidos carboxilicos e 2% de catequinas. Os flavonoides incluem canferol e quercetina
conjugados com glicose ou rhamnose e biflavonas (ginkgetina, isoginkgetina). A fracdo
terpénica consiste em lactonas diterpénicas (ginkgolideos A, B, C, J e M), e sesquiterpénicas
como o composto bilobalideo (VAN BEEK, 2002; MACLENNAN; DARLINGTON;
SMITH, 2002).

O extrato de Ginkgo biloba tem sido usado tradicionalmente como fitoterapico para
prevencdo ¢ tratamento de arteriosclerose, problemas de memoria, deméncia, doenca de
Alzheimer, vertigens e cefaléia (MAHADY, 2001). Esses efeitos estdo relacionados a alta
atividade antioxidante de seus flavondides e de suas lactonas diterpénicas (ginkgolideos),
sendo que estas ultimas atuam mais em regides hidrofobicas, como por exemplo, em
membranas celulares (SCHOLTYSSEK et al., 1997).

Para (Gardes-Albert et al., 1993), oscompostos antioxidantes atuam bloqueando a a¢do
de radicais livres como o anion superdxido, o radical hidroxil o radical perdxido e o radical
6xido nitrico. Atuam também indiretamente via diminui¢do da formacao de radicais livres ao

inibir a atividade ou expressao de enzimas que catalisam a geracao desses radicais ou entao
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pelo aumento da expressdo de genes que codificam enzimas antioxidantes como a heme-
oxigenase, a superoxido dismutase mitocondrial e a glutationa peroxidase (MAITRA et al.,
1995)

As tentativas de protecdo da orelha interna contra a agressao dos ototdxicos, sobretudo
aminoglicosideos e quimioterapicos, iniciaram-se desde que estas drogas comegaram a ser
utilizadas e seu efeito deletério foi identificado. Inimeras drogas ja foram identificadas e
estudos publicados mostrando terem efeito protetor ou atenuador contra lesdo por drogas
ototdxicas, porém nenhuma com acdo totalmente eficaz.

Em 1964, um extrato de Ginkgo biloba (GB), chamado EGB 761, foi desenvolvido por
uma companhia farmacéutica alema e, desde entdo, centenas de estudos tem examinado os
efeitos da ginkgo em modelos animais e humanos. (Diamond et al., 2000).

A ginkgo biloba também tem sido demonstrada como agente protetora de lesdo de
células ciliadas externas quando administrada concomitantemente a droga ototoxica. A ginkgo
biloba teria uma acao antioxidade protegendo as células dos metabdlicos oxidativos. Esta acao
protetora foi demonstrada por Hyppolito et al. (2003) para a cisplatina e por Minami, Sha e
Schacht (2004) para amicacina.

Huang, Whitworth e Rybak (2007) avaliaram a eficacia do EGb 761 como otoprotetor
contra a ototoxicidade induzida pela cisplatina em ratos, por meio de medidas do potencial
endococlear (EP), potencial evocado auditivo de tronco encefalico (PEATE) e microscopia
eletronica de varredura das cocleas processadas. Os achados demonstraram significante
otoprotecdo nos ratos recebendo EGb 761 e altas doses de cisplatina, pelas avaliagdes do
PEATE, EP e da microscopia eletronica, e oferecem evidéncias dos potenciais beneficios do
antioxidade EGb 761 na preservagao da audicdo daqueles em uso de quimioterapia.

Mahadevan e Park (2008), fizeram uma explanacdo sobre a quimica, a eficdcia, a
seguranca e os usos do EGb 761 e informam que os dois mecanismos de agdo propostos para
sua atividade antioxidante seriam limpar radicais livres e, diretamente ou indiretamente, inibir
a formacao de radicais livres. Eles concluem que o EGb 761 tem exibido efeitos terapéuticos
complexos, que incluem efeitos em doengas neurodegenerativas, cancer, doencas
cardiovasculares, tinido, queixas geriatricas, desordens psiquicas, e que os principais
mecanismos de acdo em todos esses casos seria sua atividade antioxidante.

Hyppolito et al. (2003) descreveram que a cisplatina ¢ uma droga anti-neoplasica
potente, largamente utilizada para o tratamento do cancer, tanto em adultos quanto em
criancas. Entre seus efeitos colaterais, a ototoxicidade se apresenta como um dos mais

importantes e leva a perda auditiva irreversivel, bilateral, para as latas freqiiéncias (4 KHz a 8
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KHz). O objetivo dos autores foi avaliar, por meio das emissdes otoacusticas por produtos de
distor¢ao (EOAPD) e por microscopia eletronica de superficie (ME), a acdo do extrato de
Ginkgo biloba (EGb 761) na cdclea de cobaias albinas. Observaram EOAPD presentes pré e
pos-tratamento no grupo EGb (100mg/kg via oral) e 90 minutos apds Cisplatina (80ms/kg/dia
via intraperitoneal) por oito dias. Verificaran que no grupo tratado com Ginkgo biloba a
estrutura ciliar nas c¢lulas ciliadas externas foi mantida em todas as espiras da coclea,
enquanto no grupo tratado somente com cisplatina as EOAPD desapareceram apds o
tratamento, com desaparecimento dos cilios das células ciliadas externas e distor¢do da
arquitetura dos cilios remanescentes sob ME. Os autores concluem que o EGb, por sua acao
anti-oxidante, atua como fator otoprotetor a ototoxicidade pela cisplatina.

Charagnac (1976) explica que a polivaléncia do Ginkgo biloba ¢ facilmente
compreendida se for considerado que o EGb 761 age como um “trivasoregulador”, ou seja,
influencia o sistema circulatdrio total e ndo apenas o sistema arterial, capilar ou venoso.
Outras acdes que ndo sao especificamente ligadas ao sistema cardio-vascular, como a
“neuroprotecdo”, também contribuem para a agdo polivalente do EGb 761. A neuroprote¢do
determina melhoria do metabolimo cerebral, protecdo contra hipdxia e isquemia, efeitos
protetores e curativos no edema cerebral, efeitos nos sistemas colinérgicos centrais, reducao
de “déficits” de neurotransmissores por causa da idade avancada, protecdo contra danos as
estruturas cerebrais e melhoria da adaptacdo ao estresse.

Dubreil (1986) confirma os bons resultados obtidos com Ginkgo biloba no sofrimento
isquémico das células sensoriais da coclea. Essa hipdtese é invocada diante de qualquer
surdez coclear aguda, quer se trate de surdez subita idiopatica, quer se trate de surdez por
traumatismo sonoro ou por barotraumatismo. Com efeito além das propriedades
hemodinamicas, em particular sobre a microcirculacdo dos tecidos que sofreram isquemia, o
Ginkgo biloba possui propriedades metabolicas que protegem as células com andxia de suas
conseqiiéncias deletérias, em particular da peroxidagao lipidica.

Renn (1993) sugere que o beneficio da Ginkgo biloba EGb 761 sobre a audi¢do deve-
se, em parte, & sua acdo anti radicais livres e argumenta que o EGb 761 exerce acdes
vasculares, hemorreoldgicas e metabolicas, que permitem a ele “irrigar” preferencialmente
tecido isquémico.

Hyppolito et al. (2003) argumenta que a ginkgo biloba apresenta propriedades
antioxidantes, peroxido dismutase e glutadion. No plasma, também atua formando complexos
com fosfolipides, aumentando sua atividade anti-oxidante. Em nivel intracelular, atua em

mitocondrias, na fosforilagdo oxidativa do RNA mitocondrial e no Complexo de Golgi,
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auxiliando no mecanismo de reparo do DNA com melhora do “status antioxidante” celular e

aumento dos niveis de glutadion intracelular e diminui¢ao na incorporagdo de 3H-timidina.



3 METODOLOGIA

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

A parte experimental desta pesquisa foi desenvolvida na Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP—-USP) no periodo de janeiro a margo de
2010, com o objetivo de verificar os aspectos ultra-estruturais de cocleas de cobaias expostas
a agrotoxico e Ginkgo biloba, utilizando doses comprovadamente ototoxicas, lesivas as
células ciliadas externas, avaliando-se as alteracdes anatOmicas através da microscopia

eletronica de superficie.

3.1 Material

Escolhemos como animal experimental cobaias albinas, pela facilidade de manejo,
dissec¢@o coclear e manipulacdo e ainda pela igual facilidade de infusdo de drogas anestésicas
e drogas em experimentagdo, pela via intraperitoneal, intramuscular ou subcutinea, quando
comparados a outros animais experimentais (AQUINO, OLIVEIRA e ROSSATO, 2008).

Para o estudo foram utilizadas 21 cobaias albinas fémeas, espécie Cavia porcellus,
linhagem inglesa, com peso entre 400 e 600g, divididas em cinco grupos: grupo 1 com 3
animais e 6 cocleas, grupo 2 com 2 animais e 4 cocleas, grupo 3 com 7 animais e 14 cocleas,
grupo 4 com 2 animais e 4 cocleas e grupo 5 com 7 animais e 14 cécleas.

Para a intoxicagdo das cobaias, administrou-se o organofosforado - metamidofos
comercializado pela Fersol® Ltda. Optou-se por este agente pelo mesmo ser largamente
utilizado em uma grande variedade de culturas, tais como algodao, amendoim, batata, feijao,
fumo, soja, tomate e trigo, mesmo sendo considerado altamente toxico (classe toxicoldgica II)
(RAMOS, 1999). Em estudo realizado por Arajo et al. (2007), o organofosforado
metamidofos, foi o agrotoxico mais utilizado (90%) na comunidade rural de Corrego de Sao
Lourengo. Alguns sintomas de intoxicacdo referidos foram intenso prurido, rubor facial e
irritacdo das mucosas nasal, faringea e dos olhos.

Para testar o efeito otoprotetor nas células ciliadas externas a lesdo provocada pelo
metamidofos, utilizou-se o Extrato de Ginkgo biloba (EGb 761), cujo nome comercial ¢é
TEBONIN® comercializado pelo laboratdrio farmacéutico — Byk Quimica 40mg/ml. Optou-

se por esta droga em razao de ser largamente utilizada na pratica clinica e por ndo serem
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descritos efeitos colaterais importantes, bem como existirem descri¢des sobre interagdes com
outras drogas (HYPPOLITO et. al. 2003).

Os cuidados seguiram as diretrizes do Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de
Laboratoério do Institute of Laboratory Animal Resources. O protocolo experimental seguiu os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi submetido a andlise e aprovagdao da Comissao de
Etica em Experimentagio Animal (CETEA) da FMRP-USP, sob o protocolo niimero
175/2009 (Anexo 1).

3.2 Métodos

3.2.1 Sele¢do dos animais experimentais e critérios de inclusio

Os animais foram selecionados no Biotério Central da Faculdade Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, através da presenca do Reflexo de Preyer (JERO,
COLING e LALWANI, 2001), e peso variando entre 400 e 600 gramas. Apds um repouso
auditivo de 24 horas, os animais eram avaliados e submetidos a otoscopia externa. Os animais
que apresentavam sinais de otite externa ou otite média aguda, cerume de dificil remogao,
alteracdes inflamatérias do conduto auditivo externo ou mesmo conduto auditivo muito
estreito para acomodar adequadamente a sonda do equipamento de emissdes otoacusticas
(EOA), eram descartados do experimento. Os que apresentavam rolha de cerume e tinham a
mesma removida eram mantidos. Todos os animais incluidos eram entdo submetidos a uma
triagem auditiva por emissdo otoacustica produto de distor¢cio (EOAPD) em cabine com
isolamento acustico e sob anestesia com ketamina (65 mg/Kg). As cobaias que apresentavam
EOAPD presentes nas duas orelhas eram selecionadas para o experimento e as demais

excluidas.

3.2.2 Formacio dos grupos de estudo

Grupo 1: (controle) 3 animais — 6 cocleas — soro fisioldgico 0,9% via intraperitoneal
em dose Unica didria, no mesmo volume correspondente a dose de metamidofos para o peso
da cobaia durante sete dias consecutivos;

Grupo 2: (controle) 2 animais — 4 cocleas - dose de 0,3 mg/Kg/dia de metamidofos via

intraperitoneal por sete dias consecutivos;
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Grupo 3: (estudo) 7 animais — 14 cocleas — Ginkgo biloba 100mg/kg via oral 90
minutos apos, metamidofos 0,3 mg/Kg/dia via intraperitoneal por sete dias consecutivos;

Grupo 4: (controle) 2 animais — 4 cdcleas - dose de 3,0 mg/Kg/dia de metamidofos via
intraperitoneal por sete dias consecutivos;

Grupo 5: (estudo) 7 animais — 14 cocleas — Ginkgo biloba 100mg/kg via oral 90
minutos apos, metamidofos 3,0 mg/Kg/dia via intraperitoneal por sete dias consecutivos;

A dose minima utilizada de metamidof6s, considerada potencialmente ototdxica, foi a
mesma utilizada em estudos prévios de Korbes (2009) e confirmado pelo nosso grupo
controle. O calculo da dose maxima inicialmente baseou-se na dose letal para ratos descrita na
bula do produto.

A dose utilizada de Ginkgo biloba capaz de promover um efeito otoprotetor as CCE
expostas previamente a uma droga potencialmente ototdxica foi a mesma utilizada por Fukaya
e Kanno (1999); Hyppolito et. al. (2003).

Para a estimativa correta das doses, as cobaias eram pesadas diariamente,
imediatamente antes da administra¢do das drogas. Para a aplicacdo controlada das drogas em
teste, foram utilizadas seringas descartaveis 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 acido picrico, para diferenciacdo das
mesmas dentro do seu respectivo grupo. Em virtude da importancia dos EPI para evitar
contato com o agrotoxico, no momento da aplicacdo das doses didrias, nos animais do
experimento foram adotadas medidas de precaugdo, tais como a utilizagdo de jaleco, calgas
compridas, cal¢ados fechado, luvas de latex antiderrapante, toca cirurgica, Oculos de
seguran¢a e mascara descartdvel contra vapores organicos cobrindo fossas nasais e cavidade

oral.
3.2.3 Avaliacao histolégica

No dia seguinte a ultima dose da droga ou da solugdo fisioldégica administrada em cada
um dos grupos, os animais foram sacrificados com injecao letal de tiopental (Thionembutal®)
intraperitoneal, pelo método de decapitacao e as bulas imediatamente retiradas bilateralmente

e abertas, expondo-se as cocleas.

3.2.4 Preparacao do material
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Em seguida a abertura da bula timpanica injetou-se solugdo de fixacdo de
glutaraldeido a 2,5%, lentamente através da janela redonda, para que ndo houvesse lesdo de
estruturas vestibulococleares. Apds esta fixagcdo inicial com glutaraldeido, o material foi
submetido a cinco lavagens com solugdo tampao-fosfato 0,1M e submetido a microdissec¢ao
expondo-se as espiras cocleares. Entdo foi novamente imerso em tampao-fosfato 0,1M por 12
horas depois de lavado com a mesma solucao. Realizou-se a refixagdo em solugdo constituida
de tetroxido 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 4gua bidestilada por 2 a 3 minutos cada e imerso em
solugdo de acido tanico aquosa 1% por 1 hora também a 4°C.

A desidratacao das estruturas foi entao realizada com banhos sucessivos de etanol em
concentragdes 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 agua ainda presente nas amostras, apos desidratacdo, foi realizada
utilizando-se o equipamento BAL-TEC — CPD 030 — Critical Point Dryer (Balzers, 40
Liechtenstein), através do processo de ponto critico, sendo as amostras transferidas para a
camara do aparelho e recobertas por dioxido de carbono (CO2) liquido.

Para a adequada observagao a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), as cocleas
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, entdo cobertas por uma fina camada de ouro de
24 quilates, através do processo de evaporizagao com o equipamento BAL-TEC — SCD 050 —
Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein), tornando-se eletricamente condutivas, conforme
estudos de OLIVEIRA, CANEDO E ROSSATO (2002), HYPPOLITO et al. (2003),
AQUINO (2007) e KORBES (2009).

3.2.4.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Terminados os processos de preparagdo das estruturas, as mesmas foram levadas para
analise a MEV. O microscopio eletronico utilizado foi o JEOL Scanning Electron Microscope
—JSM 5200 (Tokyo, Japan).

A andlise estrutural foi padronizada pelo estudo do terco médio das primeiras trés
espiras cocleares. A espira apical ndo foi incluida no estudo visto que o desarranjo natural da

mesma dificulta uma andlise criteriosa da presenga e integridade das células ciliadas
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(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
lesdo das CCE.

A condicao de integridade ou lesdo das CCE foi definida pela andlise dos estereocilios
destas estruturas. Células que apresentaram estereocilios com forma e disposi¢do 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).

3.2.5 Delineamento experimental

Quanto as EOAPD, foi considerada a situacdo de presenga ou ausé€ncia de respostas.
Foi adotado o delineamento experimental casualizado com um niimero diferente de repeti¢des
(duas a trés cobaias para grupo controle e sete cobaias para cada um dos grupos expostos ao

organofosforado e ao EGD).



4 RESULTADOS

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados da pesquisa cujo objetivo consistiu em
verificar os aspectos ultra-estruturais de cocleas de cobaias expostas a agrotoxico e Ginkgo
biloba, utilizando doses comprovadamente ototdxicas, lesivas as células ciliadas externas,
avaliando-se as alteragdes anatomicas através da microscopia eletronica de superficie.

Com relacao a avaliagdo funcional através das EOA, todas as cobaias dos cinco grupos
avaliados apresentaram presenca de resposta antes da aplicagdo do agrotoxico, totalizando 42
cocleas avaliadas.

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

manuten¢do da arquitetura normal das CCE (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti normal de cobaia do grupo 1, mostrando a Basal.
Observa-se a preservacao das estruturas. A: prolongamento digital da célula de Deiters;

B:CCE; C: estereocilio da CCE; D: membrana reticular. Aumento de 1000x.
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Figura 2 Fotomicrografia de 6rgao de Corti normal de cobaia do grupo 1 em “panordmica”,

mostrando a E3. Observa-se a preservagdo das estruturas. Aumento de 200x.

Quanto a MEV dos grupos nos quais foram administradas doses de agrotoxico,
observou-se alteragdes morfologicas em 100% das cocleas do grupo 2 (0,3 mg/Kg/dia) e do
grupo 4 (3 mg/Kg/dia), sendo as lesdes mais extensas neste ultimo grupo.

A avaliagdo anatdémica do grupo 2, no qual foi administrado doses de 0,3 mg/Kg/dia,
mostrou lesdo de CCE em nivel da E2 e E3, caracterizadas por distor¢ao ciliar com desarranjo
no padrao em W e encurtamento dos cilios, ou ainda, auséncia dos mesmos. As alteracdes

foram observadas na 17, 2* e 3* fileiras. As alteragdes estdo exemplificadas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 2 mostrando a E2. Observa-se
auséncia de CCE na F2 e F3. CCI: células ciliadas internas; CCE: células ciliadas externas;

F1: fileira 1; F2: fileira 2; F3: fileira3. Aumento de 750x.
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Figura 4 Fotomicrografia de 6rgao de Corti de cobaia do grupo 2 mostrando a E3. Observa-se
auséncia de CCE na F1, distor¢ao ciliar com desarranjo no padrao em W e encurtamento dos

cilios. Aumento de 1500x.

No Grupo 1 (Soro Fisiologico 0,9% - 7 dias) e no Grupo 3 (Ginkgo biloba 100mg/kg via
oral 90 minutos apos, metamidofos 0,3 mg/Kg/dia - 7 dias) ndo houve lesoes significativas de

células ciliadas externas a MEV em nenhuma coéclea (Figuras 1,2, 6 € 7).
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Figura 5 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 3 mostrando a Basal.

Observa-se CCE preservadas. Aumento de 1500x.
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Figura 6 Fotomicrografia de 6rgao de Corti de cobaia do grupo 3 mostrando a E2. Observa-se

CCE preservadas. Aumento de 1500x.

As alteracdes morfolégicas encontradas no grupo 4, que recebeu doses de
metamidofos 3,0 mg/Kg/dia - 7 dias, foram mais extensas e caracterizadas por auséncia dos
cilios das CCE, desarranjo no padrdo em W e cilios dobrados. As alteragdes morfoldgicas
encontradas na espira basal acometeram somente a 3* fileira das CCE. Ja na E3 observou-se

lesdo severa nas trés fileiras das CCE (Figuras 7, 8 ¢ 9).
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Figura 7 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 4, mostrando a E3 em

“panoramica”. Observa-se auséncia de CCE na F1, F2 e F3. Aumento de 350x.
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Figura 8 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 4, mostrando a E3. Observa-

se auséncia de CCE na F1, F2 e F3. Aumento de 1000x.
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Figura 9 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 4, mostrando a Basal.

Observa-se auséncia de CCE na F3. Aumento de 1500x.

No Grupo 5 que recebeu doses de 100mg/kg de Ginkgo biloba e 90 minutos apos,
metamidofos 3,0 mg/Kg/dia por 7 dias, 100% das CCE mantiveram-se normais ao final do

experimento como pode ser observado nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10 Fotomicrografia de orgao de Corti de cobaia do grupo 5, mostrando a Basal.

Observa-se CCE preservadas. Aumento de 1500x.
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Figura 11 Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia do grupo 5, mostrando a E2. Observa-

se CCE preservadas. Aumento de 1500x.

Nao consideramos a espira apical por ser um local responsavel pela detec¢do de sons
graves e 0s ototoxicos comprometem principalmente os sons agudos e, principalmente porque
esta espira tem um desarranjo natural das células ciliadas que dificultam uma analise
anatomica criteriosa. Da mesma forma ndo foram consideradas para efeito de estudo as CCI

por serem células menos lesadas a exposicao por ototoxico, comparativamente com as CCE.



5 DISCUSSAO

Neste capitulo, com a finalidade de cumprir com o objetivo anteriormente proposto,
realizou-se também uma correlacdo com resultados compilados e descritos por outros
pesquisadores da area de Audiologia que buscam esclarecer as relagdes entre as alteragdes no
sistema auditivo e a exposi¢cdo aos agrotoxicos em seres humanos. Foram feitas correlagdes
ainda com dados apresentados por estudiosos cujas metodologias de pesquisas estdo
concentradas no manejo com animais de laboratorios, principalmente cobaias.

O presente estudo buscou analisar os aspectos ultra-estruturais de cocleas de cobaias
expostas a agrotdxico e Ginkgo biloba, utilizando doses comprovadamente ototoxicas, lesivas
as celulas ciliadas externas, avaliando-se as alteragdes anatOmicas através da microscopia
eletronica de superficie.

O modelo experimental utilizado foi a cobaia por ser um animal décil, de facil manejo,
com orclha média e interna de bom tamanho e acesso, facilitando a dissecgdo ¢ estudo. Por
estes motivos, em otologia vem sendo um dos animais mais utilizados como modelo
experimental (CANEDO, 1999; OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO, 2002; HYPPOLITO et
al, 2003; MAUDONNET, 2005).

A analise morfoldgica mostrou que o tipo de lesdo de CCE mais comum encontrado
foi a auséncia de estereocilios, seguido pela distor¢do ciliar com desarranjo do padrao “W”.
Este achado coincide com aqueles descritos em outras publicacdes (OLIVEIRA; CANEDO;
ROSSATO, 2002; HYPPOLITO ET AL, 2005).

Pesquisas que se estendem do final da década de 80 até o presente tem se dedicado a
compreensdo dos mecanismos de ototoxicidade e da utilizagdo de drogas que atuariam como
otoprotetoras as células ciliadas. Acreditamos que a linha de pesquisa que estuda os
mecanismos endogenos de autodefesa das células ciliadas do orgdo de Corti,
concomitantemente com as pesquisas genéticas e avaliacdo funcional, ¢ o caminho mais
racional para chegarmos a resultados concretos que nos possibilitem ter um melhor controle
sobre a lesdo e a prevencao da toxicidade na orelha interna.

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

ramificagdes neuronais (PEREZ et al., 2006).
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Analisando os achados a MEV, observou-se que as lesdes provocadas pelo
organofosforado no 6rgao de Corti sdo predominantemente nas CCE e progridem do apice
para a base da coclea. Nas espiras analisadas, a primeira fileira de CCE ¢ a primeira a ser
lesada, seguindo-se para a segunda e terceira 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 ¢ a E2; a espira basal ¢ a terceira espira com o maior nimero
de alteragdes. As células localizadas na espira apical ndo foram analisadas, uma vez que esta
espira apresenta naturalmente uma configuragdo de desarranjo celular.

Estudos realizados por Aquino, Oliveira e Rossato (2008) em cobaias submetidas a
drogas ototoxicas revelam resultado divergente aos do presente estudo, quanto a observagao a
MEV. Na exposi¢do a amicacina, lesdes ocorreram predominantemente nas duas primeiras
espiras que, desta forma, apresentaram um menor nimero de CCE normais do que na E3, ja
as alteragdes estruturais encontradas neste estudo corroboram com onde encontraram
alteracdes mais intensas na primeira fileira de CCE, seguidas pela segunda fileira.

Em pesquisas realizadas com cisplatina, autores como Kasse et al. (2008) descreveram
lesoes extensas das CCE na porcao basal da coclea, concordando com Hyppolito et al. (2005),
segundo os quais as alteragdes 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 modificagdes ciliares, com cilios presentes, porém em
padrdo de desarranjo.

Neste estudo, os animais que receberam o extrato de Ginkgo biloba 90 minutos antes
do agrotoxico mativeram a citoarquitetura das CCE e ndo apresentaram alteragdes estruturais
no 6rgdo de corti. Tais achado concordam com os resultados da pesquisa de Fukaya e Kanno
(1999), que estudaram, em ratos, os efeitos da ginkgo biloba como otoprotetor aos danos
causados as células ciliadas externas pela cisplatina. Utilizaram a dose de 1,0 mg/ Kg/ dia por
10 dias consecutivos ¢ 90 minutos apds as cobaias receberem 100 mg/ Kg /dia de ginkgo
biloba. Verificaram através de medidas do potencial de acdo e por microscopia eletronica de
superficie que existe um efeito protetor porque a ginkgo biloba reduz a peroxidacao lipidica e
atua removendo do meio intracelular anions superoxidos e radicais livres.

O EGDb 761 age como limpador de radicais livres por impedir a peroxidacao lipidica,
aumentar os niveis de GSH e a atividade de enzimas antioxidantes, assim como possui uma
atividade superdxido-dismutase (SOD) (Huang, Whitworth e Rybak, 2007). Dessa forma, o
EGD 761 contribuiu para impedir o efeito ototoxico do metamidofds. Seus principios ativos,

em especial, ginkgolideos e flavonoides seriam os responsaveis pelos efeitos antioxidantes, e
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acredita-se que eles migrem para a orelha interna (Fukaya e Kanno, 1999), assim
comprovamos neste estudo que o EGb 761, exerceu efeitos sobre a toxicidade induzida pelo
organofosforado - metamidofos.

A Ginkgo biloba apresenta propriedades antioxidantes, atua diminuindo a peroxidacdo
lipidica, aumentando os niveis de catalase, superdxido dismutase e glutation. No plasma,
também atua formando complexos com fosfolipides, aumentando sua atividade antioxidante.
Em nivel intracelular, atua em mitocondrias, na fosforilagao oxidativa do RNA mitocondrial e
a nivel do Complexo de Golgi, auxiliando no mecanismo de reparo do DNA com melhora do
"status antioxidante" celular, com aumento dos niveis de glutation intracelular e diminui¢do
na incorporagao de 3H-timidina (FOSSLIEN, 2001).

Como Fukaya e Kanno (1999), observamos que existe um efeito protetor da ginkgo
biloba para as células ciliadas externas, pois ndo encontramos lesdo celular as células ciliadas
externas na microscopia eletronica de varredura, na espira basal da céclea, nem nas espiras E2
e E3 apos 7 dias consecutivos de uso de agrotoxico nas doses de (0,3 mg/ Kg/ dia e 3,0 mg/
Kg/dia), quando em associagdo com a Ginkgo biloba,

Considerando os mecanismos de ototoxicidade, relacionados aos mecanismos de
antioxidagdo celular e formacao de radicais livres, e, sendo que o extrato de ginkgo biloba
leva a redugdo da peroxidagao lipidica, com limpeza de superoxidos, impedindo a formacgao
de radicais livres, além de ser um medicamento largamente utilizado em humanos e com
efeitos colaterais considerados pouco significativos e as evidéncias de otoprotecdo ao
metamidofos, existe a possibilidade de uso concomitante da ginkgo biloba e metamidofos
para tentar-se minimizar os efeitos ototoxicos deste agente. Assim, o extrato de Ginkgo biloba
tem um efeito protetor para as CCE, em codcleas de cobaias contra a agdo ototoxica do

metamidofos.



6 CONCLUSAO

Em funcao dos resultados obtidos conclui-se que:

1. Quanto maior a exposi¢do ao agrotoxico maior o dano nas CCE da céclea de cobaias
albinas, ja aquelas que recebem previamente o ginkgo biloba mantém a citoarquitetura das

CCE preservadas.
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