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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Disturbios da Comunicacdo Humana
Universidade Federal de Santa Maria

Audicédo e biomarcadores do metabolismo oxidativo em escolares de regiao
fumicultora do Rio Grande do Sul

Autora: Leticia Regina Kunst
Orientador: Aron Ferreira da Silveira
Co-orientadora: Michele Vargas Garcia

Objetivo: avaliar o sistema auditivo e o metabolismo oxidativo de escolares
residentes de regido fumicultora. Material e método: Participaram do grupo estudo
(GE) 21 escolares normo-ouvintes residentes de regido fumicultora e, do grupo
controle (GC) 25 escolares normo-ouvintes que ndo residiam na zona rural. O
sistema auditivo foi avaliado por meio das emissdes otoacusticas produto de
distorcdo (EOAPD) e supressao das EOAPD. Os biomarcadores do metabolismo
oxidativo foram: ensaio cometa, teste de micronucleos (MN), Diclorofluoresceina
diacetato (DCFH-DA) referente a taxa de radicais livres e ensaio fluorimétrico de
qguantificacdo de DNA. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica.
Resultados: os escolares de ambos os grupos apresentaram EOAPD presentes.
Detectou-se diferenca significativa, entre os grupos, na orelha direita (OD) na
frequéncia de 4000 Hz e na orelha esquerda (OE) na frequéncia de 2000 Hz, sendo
a média de amplitude das EOAPD do GE menor que a do GC. Quanto a média da
amplitude das duas orelhas, a do GE apresentou-se inferior em todas as
frequéncias, verificando-se diferenca significativa nas frequéncias de 2000 e 4000
Hz. Na média geral da amplitude das EOAPD por orelha, ndo foi observada
diferenca significativa. Referente a ocorréncia do efeito de supresséo, os sujeitos de
ambos 0s grupos apresentaram efeito de supressdo das EOAPD presente. Ao
comparar a ocorréncia do efeito de supressao das EOAPD entre os grupos, nao foi
detectada associacdo estatistica significativa. Quanto os biomarcadores do
metabolismo oxidativo: no ensaio cometa, taxa de producdo de radicais livres e
ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA a média do GE mostrou-se
significativamente mais elevada que a do GC. No teste de MN, verificou-se diferenca
significativa quanto ao somatorio de ceélulas alteradas e a frequéncia de células
binucleadas, sendo a média do GE mais elevada que a do GC. Ja, referente a
frequéncia de células com MN ndo observou-se diferenca significativa entre os
grupos. Verificou-se associacdo entre amplitude das EOAPD e os biomarcadores do
metabolismo oxidativo, porém quanto a supressao das EOAPD esta associagédo ndo
foi observada. Conclus&o: Ambos os grupos obtiveram EOAPD e efeito de
supressdo das EOAPD presentes, porém o GE apresentou uma diminuicdo na
meédia da amplitude das EOAPD em todas as frequéncias. O GE apresentou indice
significativamente mais elevado em todos os biomarcadores do metabolismo
oxidativo. Foi verificada associacdo entre nivel de resposta das EOAPD e os
resultados dos testes de verificacdo do metabolismo oxidativo.

Palavras-chave: praguicidas, fumo, audicéo, estresse oxidativo e crianca.
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Hearing and biomarkers of oxidative metabolism in students of a tobacco-
producing region of Rio Grande do Sul

Author: Leticia Regina Kunst
Advisor: Aron Ferreira da Silveira
Co-Advisor: Michele Vargas Garcia

Objective: to evaluate the auditory system and the oxidative metabolism of students
who lived in a tobacco-producing region. Methods: 21 normal-hearing students from
the tobacco-producing region, study group (SG), and 25 normal-hearing students
who did not live in the countryside, control group (CG), participated of this research.
The auditory system was evaluated by the distortion-product otoacoustic emissions
(DPOAE) and by the suppression of DPOAE. The biomarkers of oxidative
metabolism were: comet assay, micronuclei test (MN), dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) for the rate of free radicals and fluorimetric assay for the quantitation of
DNA. The data were exposed to statistical analysis. Results: The students of both
groups revealed DPOAE presented. A significant difference was detected between
groups in relation to the right ear (RE) in the frequency of 4000 Hz and to the left ear
(LE) in the frequency of 2000 Hz, with a mean of SG lower than the one found for the
CG. Considering the mean of both ears, the SG presented lower mean among all the
frequencies and it was found a significant difference in the frequencies of 2000 and
4000 Hz. Considering the overall mean of DPOAE by ear, it was observed no
significant differences. In relation to the occurrence of suppression, the individuals of
both groups showed suppression effect of DPOAE presented. By comparing the
occurrence of suppression of DPOAES, between groups, no statistically significant
association was detected. Concerning the biomarkers of oxidative metabolism: the
comet assay, the rate of production of free radicals and fluorimetric assay for
quantitation of DNA; the mean of the SG was significantly higher than the one found
in the CG. In the MN test, it was found a significant difference in the sum of abnormal
cells and the frequency of binucleated cells, with the mean of the SG higher than the
mean of the CG. And, in relation to the frequency of cells with MN, it was verified no
significant difference between both groups. It was verified an association between
amplitudes and biomarkers of oxidative metabolism, but as the suppression of
DPOAE this association was not observed. Conclusion: Both groups revealed
DPOAE and suppression effect of DPOAE presented, but the SG showed a decrease
in mean amplitudes at all frequencies. The SG showed a significantly higher index in
all biomarkers of oxidative metabolism. It was verified association between level
response of DPOAE and the results of the oxidative metabolism verification tests.

Keywords: pesticides, tobacco, hearing, oxidative stress and child.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor e o maior exportador de
fumo do mundo. A cultura do fumo é desenvolvida em 704 municipios do Sul do pais
e envolve mais de 187 mil pequenos produtores rurais, sendo o estado do Rio
Grande do Sul, o maior produtor brasileiro (SINDITABACO, 2011). No Rio Grande do
Sul a fumicultura € uma atividade agricola de pequeno porte, com uso massivo de
agrotoxicos. Agricultores de pequeno porte tém sua atividade eminentemente
familiar, em que adultos e criancas se ajudam mutuamente no trabalho. Isso faz com
gue criangas e jovens estejam sujeitos a elevado risco de contaminacao.

Em razdo do beneficio do agrotdxico para o sucesso da producdo agricola,
sua utilizacdo ainda é amplamente disseminada e de forma irracional, ndo sendo
considerados os maleficios & salde a curto, médio e longo prazo (ARAUJO et al.,
2007; KORBES et al., 2010).

No meio rural, a exposicdo nao se limita apenas ao trabalhador, mas a toda
sua familia que convive junto a plantacdo, inclusive aqueles que ndo ajudam no
trabalho. Segundo Perry (2003) o contato também pode ocorrer por meio de
residuos nas roupas dos pais, no solo, na agua e nos alimentos.

O efeito da exposicdo continuada a agrotoxicos, por criancas e jovens €
pouco conhecido. Por estarem em desenvolvimento, 0s seus organismos Sa0 mais
vulneraveis a acdo dos produtos quimicos. A diferenca entre adultos e criancas néo
se limita apenas ao tamanho, observa-se relativa imaturidade das fungdes
fisiologicas e bioquimicas dos sistemas, na proporcdo dos componentes corporais
(dgua, proteinas, gordura e minerais) e na estrutura anatbmica dos Orgaos e,
também, na capacidade de metabolizar e excretar substancias téxicas (PERRY,
2003). Além disso, apresentam certos habitos como “levar a mao a boca”, que
aumentam as chances de ingerir compostos toOxicos presentes na agua, solo e
poeira domiciliar (BENITEZ-LEITE et al., 2010).

Na cultura do fumo, além dos riscos a saude devido a exposicdo aos
agrotoxicos, esta populacdo esta sujeita a problemas de saude decorrentes da
absorcao transdérmica da nicotina. Em humanos, a nicotina € facilmente absorvida
pela pele. Assim, qguando os sujeitos entram em contato com a folha do fumo, alta
quantidade de nicotina transdermal é absorvida (ARCURY et al., 2003), provocando
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um quadro de intoxicagdo. Porém, ainda ndo se conhecem os efeitos crénicos a
saude devido a exposicao dermal da nicotina, bem como sobre o sistema auditivo.

Na producéo de fumo séo utilizados diversos tipos de agrotoxicos, de classes
e toxicidade variadas. Entre o0s agrotoxicos mais utilizados estdo o0s
organofosforados, altamente toxicos (DA SILVA, 2011). Recentemente 0s
agrotoxicos organofosforados foram introduzidos no grupo de alta prioridade para
pesquisa de ototoxicidade devido a exposicdo ocupacional, da qual ja faziam parte
0s solventes, metais e asfixiantes (AZEVEDO, 2004).

A ototoxicidade em decorréncia do contato com o0s agrotéxicos provoca
alteracdo vestibular e/ ou coclear. Além disso, tem sido evidenciado também seu
potencial neurotoxico (HOSHINO et al., 2008). Atualmente, varios estudos tém
demonstrado estreita relacdo entre perda auditiva e exposicdo a agrotoxicos
(HOSHINO et al., 2008; CRAWFORD et al., 2008; FINKLER et al., 2012). Korbes et
al. (2010) investigou o efeito agudo dos organofosforados sobre a audicdo de
cobaias. Nao foi observada alteracdo funcional da céclea e nervo auditivo, porém,
verificou alteracdes na citioarquitetura das células ciliadas externas (CCE) da céclea.

S&0 escassos na literatura compulsada estudos que relacionam apenas a
nicotina a perda auditiva. Em geral, a discusséo se atém aos efeitos ototoxicos da
nicotina no fumo relacionado ao habito de fumar. Segundo Cocchiorella, Sharp e
Persky (1995 apud OLIVEIRA; LIMA, 2009), a nicotina pode ter efeito ototoxico
direto e causar isquemia coclear.

O sistema auditivo constitui-se em sistema auditivo periférico e central. Na
avaliacdo audioldgica, pode-se realizar a avaliagdo do 6rgado periférico- a coclea- e
ainda avaliar a fungdo auditiva central, podendo assim identificar o funcionamento da
via auditiva aferente e\ou eferente.

A avaliacdo da funcdo coclear pode ser realizada por meio das emissdes
otoacusticas evocadas (EOA) que, tem-se demonstrado um meétodo eficaz de
deteccdo precoce de alteragbes auditivas. A presenga das EOA indica que a
fisiologia coclear esta normal (DURANTE et al., 2005). Segundo Kemp (1998), pode-
se observar alteragcbes nas respostas das EOA antes que sejam registradas
alteracdes no limiar auditivo (minimo som percebido pela orelha humana). Este tipo

de avaliacdo € usado também para o monitoramento de perdas auditivas.
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Com a descoberta das EOA foi possivel observar fisiologicamente a funcao
do sistema auditivo eferente por meio da analise da amplitude das EOA que pode
ser reduzida com a aplicacdo de um estimulo acustico competitivo. O efeito
denominado supressdo das EOA, é determinado pela subtracdo dos valores da
amplitude das EOA obtidos nas condigcbes com e sem estimulacdo contralateral e,
pode ser resultante da acao da via eferente olivococlear (WARR; GINAN, 1979).

O sistema olivococlear dividi-se em dois feixes: sistema olivococlear lateral
(SOCL) e sistema olivococlear medial (SOCM). O SOCL é composto
primordialmente por fibras ndo mielinizadas e ndo cruzadas, as quais inervam as
células ciliadas internas (CCI). E, o SOCM ¢é composto por fibras mielinizadas e
principalmente cruzadas (75%), as quais vao se conectar diretamente as CCE
(DURANTE, 2011). A presenca da supressdo ou reducdo das EOA evidencia o
funcionamento normal do SOCM (MUNIZ; VENTURA; ALGARRA, 2006). Havendo
0,5 a 1dB de reducéo ja é considerado que o SOCM estad com funcionamento normal
(COLLET et al.,1992).

Bernardi (2000) refere que o registro das EOA e a andlise do efeito de
supressdo podem servir como instrumento importante na deteccdo precoce das
alteracOes auditivas de origem coclear e retrococlear respectivamente e para a
elaboracao de acgOes preventivas em audiologia.

O biomonitoramento individual é a forma mais eficiente de prevenir e
diagnosticar precocemente episodios de intoxicacdo por agrotéxicos (OLIVEIRA-
SILVA et al., 2001), bem como identificar fatores de risco para o desenvolvimento de
determinadas patologias (MUNIZ et al., 2008 apud DA SILVA, 2011). A
monitorizagdo biolégica da exposicdo a agentes quimicos é uma medida das
substancias ou seus metabodlitos em varios meios biolégicos como sangue, urina,
saliva, ar exalado e outros. Estes parametros bioldgicos sdo denominados
indicadores biolégicos ou biomarcadores (AMORIN, 2003).

O organismo humano esta sujeito ao estresse oxidativo (EO) que € definido
como o desequilibrio entre os sistemas oxidantes (espécies reativas de oxigénio) e
antioxidantes, em favor dos primeiros (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004), causando
danos em muitos constituintes celulares, como lipidios insaturados, proteinas e DNA
(FINDLAY; TAPIERO; TOLUNSEND, 2005). O EO pode ser causado por espécies
reativas de oxigénio (EROs) provenientes do meio ambiente ou geradas pelo proprio
organismo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Os agrotoxicos (LUZ; SANTOS;



18

MELO, 2003), bem como a nicotina (WETSCHER et al., 1995 apud DA SILVA 2011)
sdo reconhecidos por gerar espécies reativas.

As EROs estdo envolvidas em um numero cada vez mais expressivo de
patologias, incluindo, em menor frequéncia, a perda da audicdo. Estudos tém
sugerido que o EO causado por diversos fatores de risco podem alterar a audicéo.
(BJELLAND; SEEBERG, 2003; ARBOLEDA-MORENO et al., 2004). Na céclea o EO
provoca a perda de membranas celulares, que relacionadas ao nosso sistema
auditivo corresponde a perda da membrana bioldgica das células ciliadas (HUANG
et al., 2000).

As EROs produzidas pelo EO tem uma alta reatividade, e uma meia vida curta
(VOSS; SIEMS, 2006). Por este motivo, sua determinacgdo in vivo ndo é viavel. Em
contrapartida os lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (DNA), apos
serem modificados pelas espécies reativas, tém uma meia vida maior, 0 que 0s torna
marcadores ideais do EO. Dentre estes marcadores encontramos 0 teste cometa,
teste de micronucleos (MN) (VASCONCELOS et al., 2007) e, atualmente, os testes
gue utilizam reagentes fluorescentes também vem sendo utilizados para esta
finalidade.

O ensaio cometa pode ser utilizado para o biomonitoramento humano,
genotoxicologia, monitoramento ecolégico e como uma ferramenta para investigar
danos ao DNA e reparo em diferentes tipos celulares, em resposta a uma série de
agentes nocivos ao DNA, tais como radiacdes, quimicos e drogas (MCKENNA;
MECKOWN; MECKLVEY-MARTIN, 2008).

O teste de MN é um teste genotoxico usado com muita frequéncia para
avaliar as consequéncias do meio ambiente e no monitoramento de populacdes
ocupacionalmente expostas (MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009). MN s&o
pequenos fragmentos cromossémicos acéntricos ou cromossomos inteiros deixados
para tras durante a divisdo celular mitética e aparecem no citoplasma das células em
interfase como um pequeno nucleo adicional (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008).

A utilizacdo de sondas fluorescentes para a deteccdo e quantificacdo de
pequenas quantidades de DNA desempenham um papel cada vez mais importante
em diversos estudos e aplicacdes biolégicas, como técnicas de biologia molecular e
de diagnéstico (DRAGAN et al., 2010). Devido a uma maior sensibilidade, os
métodos fluorescentes tém sido extremamente utilizados para monitorar a produgéo

de espécies reativas em células de diferentes tecidos. Outra grande vantagem



19

desses métodos estd na sua alta sensibilidade de deteccdo dessas espécies,
permitindo uma andlise quantitativa (SILVEIRA, 2004).

A identificacdo de danos nao perceptiveis (diagnéstico preditivo), com
possiveis efeitos num futuro mais distante sobre a saude é de suma importancia.
Identificar precocemente danos auditivos permite proporcionar melhores condi¢des
de vida a estes sujeitos, principalmente quando se sabe das interferéncias da perda
auditiva na qualidade de vida das pessoas. Especialmente no caso de escolares, as
consequéncias sobre seu desenvolvimento/aprendizado ou mesmo futuramente na
vida adulta.

A partir do exposto, os objetivos deste estudo foram avaliar o sistema auditivo
e 0 metabolismo oxidativo de escolares residentes de regido fumicultora,
considerando que estes sujeitos, mesmo que indiretamente, estdo expostos a
diversas substancias toxicas.

Esta dissertacdo foi constituida no modelo Alternativo e subdivide-se nos
capitulos: Introducdo, Material e Método, Artigo de Pesquisa 1, Artigo de Pesquisa 2,
Discussao Geral e Conclusoes.

Os artigos de pesquisa serdo enviados a periodicos cientificos da area.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o sistema auditivo e o0 metabolismo oxidativo de escolares residentes

de regido fumicultora.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a funcdo coclear através da analise da amplitude das EOAPD em
escolares residentes de regido fumicultora.

e Avaliar a funcdo do SOCM através do efeito de supressao das EOAPD em
escolares residentes de regido fumicultora.

e Tracar o perfil oxidativo de escolares residentes de regido fumicultora.

e Correlacionar os achados audiolégicos (EOAPD e supressao das EOAPD)
com os resultados do perfil oxidativo de escolares residentes de regiao

fumicultora.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Delineamento

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo e transversal.

3.2 Aspectos éticos

O Projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, no dia 31 de
outubro de 2011, sob o numero: 0237.0.243.000-11.

Os pais e/ou responsaveis que mostraram interesse que o0 escolar
participasse da pesquisa, bem como o assentimento do mesmo, foram informados
sobre os procedimentos metodolégicos da mesma e, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

Os dados de identificacdo sdo sigilosos. Somente foram avaliados aqueles
escolares que concordaram com a pesquisa e tiveram o TCLE assinado pelo

responsavel.

3.3 Caracterizacado da Amostra

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados escolares de dois
municipios da regido central do Rio Grande do Sul. O grupo estudo (GE) foi
composto por escolares residentes na zona rural fumicultora de um municipio da
regido central do Rio Grande do Sul. E, para o grupo controle (GC), foram
recrutados escolares residentes na zona urbana de outro municipio, ndo fumicultor,

também da regido central do estado. Optou-se por selecionar os escolares do GC da
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zona urbana de um municipio distinto do GE, para garantir que estes sujeitos

estivessem livres da exposi¢do a agrotoxicos e nicotina derivada da folha do tabaco.

Os sujeitos foram selecionados em escolas da rede publica dos respectivos

municipios.

A selecdo dos sujeitos obedeceram aos seguintes critérios:

3.3.1 Ciitérios de inclusao

Os sujeitos que participaram do grupo estudo (GE) deveriam:

> Ter idade entre sete a 14 anos;

> Residir na zona rural fumicultora;

>
>
>

Ser normo-ouvinte;
N&o estar exposto continuamente a ruidos intensos;

N&ao conviver diariamente com fumantes;

Os sujeitos que participaram do grupo controle (GC) deveriam:

>

>
>
>
>

Ter idade entre sete a 14 anos;

Nao residir na zona rural;

Ser normo-ouvinte;

N&o estar exposto continuamente a ruidos intensos;

N&o conviver diariamente com fumantes;

3.3.2 Ciitérios de exclusdo

Foram excluidos do GE, bem como do GC os sujeitos que:

>
>
>

apresentaram alterac6es neuroldgicas evidentes;
apresentaram historico de alteracdes otologicas;
apresentaram alteracdes audiologicas, segundo critério adotado para

este estudo;
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> apresentaram doencas cronicas e/ou fazem uso de medicacao
continuada.

A amostra de conveniéncia contou inicialmente com 48 voluntarios. Destes
dois apresentaram alterac6es na avaliacdo audiologica basica sendo excluidos da
pesquisa e encaminhados aos atendimentos necessarios.

A amostra final ficou constituida de 46 escolares com idade entre sete a 14
anos, que foram divididos em dois grupos:

Grupo estudo (GE): 21 escolares, 12 do género feminino e nove do género
masculino, com idades entre sete a 14 anos, normo-ouvintes, residentes da zona
rural fumicultora.

Grupo controle (GC): 25 escolares, 17 do género feminino e oito do género
masculino, com idades entre sete a 14 anos, normo-ouvintes, ndo residentes da

zona rural.

3.4 Metodologia

Este estudo foi desenvolvido em parceria com o Centro de Referéncia em
Saude do Trabalhador (CEREST) de Santa Maria/RS, com autorizacdo prévia do
Nucleo de Educacdo Permanente em Saude (NEPS) da Secretaria Municipal de
Saude de Santa Maria. E ainda, contou com o apoio da Secretaria Municipal de
Saude e de Educacdo do municipio de origem das criancas do GE.

3.4.1 Selegéo do GE

Os sujeitos do GE foram selecionados em uma escola publica localizada na
zona rural de um municipio fumicultor. Inicialmente foi realizada uma reunido com a
direcdo da escola para explicar os objetivos do estudo e assinatura do Termo de
Autorizac&o Institucional (APENDICE B). Apés a autorizacao, foi aplicado um breve
guestionario aos alunos para identificar os escolares que residiam na zona rural

fumicultora, ou seja, que os pais sédo fumicultores.
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Foi enviado um convite com informacgdes sucintas da pesquisa aos pais de
todos os sujeitos selecionados, para participarem de uma reunido na qual os
pesquisadores expuseram de forma clara e detalhada a metodologia do estudo.
ApoOs a reunido, agueles que manifestaram interesse receberam uma requisicédo de
autorizacdo, na qual constava detalhes da pesquisa, solicitagdo de autorizagao para
coleta sanguinea e dados pessoais para contato. Foi elaborada esta autorizacéo
para o controle dos pesquisadores e da escola, pois, nhem sempre era possivel
contatar diretamente com o0s pais. Posteriormente, 0s pais que autorizaram a
participagcéo do filho na pesquisa, entregaram a autorizagdo na secretaria da escola
para entdo serem agendadas as coletas.

Composicéo do GE: 160 sujeitos responderam ao questionario inicial, desses
103 foram selecionados e 57 ndo se enquadraram neste critério de inclusao (residir
na zona rural fumicultora) sendo excluidos da pesquisa. Dos alunos selecionados,
apenas os pais de 25 escolares consentiram a participacao do filho (a) na pesquisa.
Destes 25 escolares, trés ndo puderam comparecer no dia da avaliacdo e um foi
excluido segundo critério de excluséo deste estudo.

As avaliacdes do GE foram realizadas nos meses de novembro e dezembro
de 2011, compreendendo o periodo de intervalo entre a colheita e o plantio do fumo,
a fim de evitar predominio de algum dos agentes, considerando que a exposicdo
aos agrotoxicos € maior no periodo de plantio e da nicotina € maior na época da
colheita.

Para facilitar o transporte dos sujeitos a cidade de Santa Maria, eles foram
divididos em trés grupos para as avaliacbes. O transporte dos escolares do GE,
bem como de seus responsaveis, foi de responsabilidade da prefeitura municipal da
cidade de origem das criangas. Todos os escolares compareceram acompanhados

por algum responsavel.

3.4.1 Selegéo do GC

Quanto ao recrutamento dos sujeitos do GC foram visitadas trés escolas
publicas da cidade de Santa Maria. Primeiramente, foi realizada uma reunidao com a

direcéo de cada escola na qual foram expostos 0s objetivos da pesquisa e assinado
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o Termo de Autorizacéo Institucional (APENDICE B).

ApGs autorizacdo das escolas, foram entregues convites aos alunos, somente
agueles dentro da faixa etaria do estudo, contendo informacdes sucintas da
pesquisa. Aqueles que tiveram interesse na participacdo do filho na pesquisa,
completaram com seus dados pessoais e devolveram o convite a secretaria da
escola, posteriormente entregue a pesquisadora responsavel. Por meio dos dados
informados, os sujeitos foram contatados para agendamento das avaliacdes.

Composicdo do GC: Foram convidados em meédia 250 alunos, desses
somente 57 sujeitos demonstraram interesse em participar da pesquisa. Todos o0s
sujeitos foram contatados, porém apenas 26 participaram da pesquisa, sendo um

excluido segundo critério de exclusdo deste estudo.

3.4.3 Procedimentos de coleta de dados

As avaliacbes audioldgicas e as coletas dos materiais biolégicos, de ambos
0s grupos, foram realizadas no CEREST, preferencialmente todas no mesmo dia.

Primeiramente os pais e/ou responsaveis e o préprio sujeito foram submetidos
a anamnese, no qual foram pesquisadas informacbes referentes aos dados
pessoais, historico otolégico e de saude geral, queixa auditivas, alimentacéo,
hébitos, desempenho escolar e aspectos socioambientais.

Todos os participantes foram submetidos as seguintes avaliagdes: inspecéo
visual do meato acustico externo, audiometria tonal liminar (ATL), imitanciometria,
emissdes otoacusticas evocadas produto de distorcdo (EOAPD) com e sem ruido
contralateral. Além das avaliacbes audiolégicas foi realizada a pesquisa dos

biomarcadores do metabolismo oxidativo.

3.4.3.1 Avaliagdes audiologicas

Inicialmente foi realizada uma triagem audioldgica para atender os critérios de

inclusdo e exclusdo do estudo. Primeiramente foi executada a inspecédo visual do
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meato acustico externo utilizando o Otoscopio Clinico da marca Klinic Welch-Allyn,
para entdo realizar a ATL.

A ATL foi realizada em cabina acusticamente tratada com o audidbmetro da
marca Interacoustics, modelo AC40 e fone de ouvido TDH-39. Por se tratar de uma
triagem audiologica, na ATL foram pesquisados somente os limiares de via aérea
nas frequéncias de 500, 1000, 2000 e 4000 Hz. A técnica utilizada foi descendente-
ascendente. Foram considerados individuos normo-ouvintes aqueles que
apresentaram meédia tritonal (500, 1000 e 2000 Hz) menor ou igual a 25 dBNA
(decibel Nivel de Audicdo) (LLOYD II; KAPLAN, 1978).

As medidas de imitancio acustica foram realizadas por meio do analisador de
orelha média da marca Interacoustics, modelo AT 235 e tom-sonda 226 Hz, para
pesquisa da curva timpanométrica e dos reflexos acusticos. Estes foram
pesquisados nas frequéncias de 500 a 4000Hz bilateralmente, no modo
contralateral. Foram incluidas na amostra somente os escolares com timpanograma
tipo A e reflexos acusticos presentes (JERGER, 1970).

Posteriormente os sujeitos foram avaliados por meio das EOAPD em ambas
as orelhas, primeiramente na auséncia e, apés, na presenca de estimulacdo
acustica contralateral. O registro das EOAPD foi realizado em local silencioso
utilizando o analisador coclear da marca Interacoustics modelo Otoread Screening.
Para obtencdo das EOAPD (2F1-F2) foram utilizados dois tons puros na razao de
F2/F1=1,22, onde F1 é apresentada na intensidade de L1 = 65dBNPS e F2 em L2 =
55dBNPS. Para medida das EOAPD foram testadas as frequéncias de 1500, 2000,
3000, 4000, 5000 e 6000Hz. Foi considerado EOAPD presentes, quando a relacdo
sinal/ruido foi igual ou superior a 6dBNPS em pelo menos trés frequéncias
(WAGNER et al., 2008).

Neste estudo, foram pesquisadas as EOAPD, pois estas avaliam uma faixa
mais ampla de frequéncias, incluindo as altas frequéncias, importantes na avaliagao
de sujeitos expostos a ruido e/ou substancias téxicas. Descritas por David Kemp
(1978), as EOAPD séao evocadas como resposta da intermodulagcdo de dois tons
puros simultaneos de frequéncias proximas (F1 e F2), denominados tons primarios,
e apresentam como diferencial a capacidade de comportamento por frequéncia.

A estimulacéo acustica contralateral foi um ruido branco, na intensidade de 60
dBNA (COLLET et al.,, 1992), gerado pelo audiémetro ja citado (Interacoustics

Modelo AC 40, via fone auricular TDH-39). A fim de evitar a manipulacdo da sonda
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das EOAPDs, o fone foi acoplado na orelha contralateral & captacdo das EOAPDs
antes do inicio do teste. Nesta pesquisa, obedeceu-se a seguinte ordem de
testagem: EOAPD na orelha direita (OD) sem ruido, EOAPD na OD com ruido,
EOAPD na orelha esquerda (OE) sem ruido, EOAPD na OE com ruido.

O célculo da supresséo contralateral das EOAPD foi feito pela subtracdo do
nivel de resposta das EOAPD sem estimulagdo acustica contralateral do nivel de
resposta das EOAPD com estimulagcédo acustica contralateral. A analise do efeito de
supressao foi por response (resposta geral). O response é calculado a partir da
média geométrica das freqiiéncias sob teste. Neste estudo, foi considerado efeito de
supressédo presente quando houve reducdo das amplitudes das EOAPD de pelo
menos 0,5 dB e efeito de supressdo ausente quando ndo ocorreu reducao, ou seja,
diferenca menor que 0,5 ou negativa. De acordo com Collet et al. (1992), um efeito
de supresséo de 0,5 a 1,0 dB revela a integridade do SOCM.

ApGs as avaliagbes audioldgicas os responsaveis receberam uma devolutiva
sendo orientados quanto aos resultados de cada teste e os encaminhamentos

necessarios para agueles que apresentaram alteracédo nos resultados.

3.4.3.2 Procedimentos de coleta do material biol6gico

Para a determinacéao do perfil oxidativo foi realizada uma coleta de material
biolégico (sangue e células epiteliais da mucosa oral).

A coleta sanguinea foi executada do seguinte modo: o material biologico foi
obtido por meio de puncdo venosa, efetuada por uma técnica de enfermagem
capacitada. Os lacres da seringa e agulha foram retirados na frente do voluntéario e
em seguida, foram conectadas. O sangue foi imediatamente armazenado em um
tubo com anticoagulante de heparina sodica. ApGs a coleta, seringa e agulha foram
descartadas em recipientes proprios para materiais perfurocortantes e infecto-
contagiosos. Este material foi utilizado nas seguintes avaliagdes: ensaio cometa,
Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) referente a taxa de producdo de radicais

livres e ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA.
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Logo em seguida foi efetuada a coleta das células epiteliais da mucosa oral.
Este material foi utilizado apenas no teste de micronucleos, o procedimento de
coleta foi descrito abaixo, no detalhamento do respectivo teste.

Todo material bioldgico foi identificado e enviado ao laboratério de
Biogendmica da UFSM do Departamento de Morfologia-CCS, onde foram realizadas

as analises.

3.4.4 Avaliagcdo de marcadores do metabolismo oxidativo

O perfil oxidativo foi constituido pelos seguintes indicadores de estresse ou
dano oxidativo: ensaio cometa, teste de micronucleos, Diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA) referente a taxa de producéo de radicais livres e ensaio fluorimétrico de

guantificacdo de DNA.

3.4.4.1 Ensaio cometa

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com o método proposto por Singh et
al., (1988) e modificado por Collins, Ma e Duthie, (1995). Para cada individuo foram
confeccionadas laminas em duplicata. Todos os passos foram conduzidos sem luz
direta para prevenir danos adicionais ao DNA. Para execucdo da técnica, foram
misturados 5uL de amostra (leucdcitos) com 90uL de 0,75% Agarose low melting
(baixo ponto de fusdo) em um microtubo. O material foi adicionado em uma lamina
pré-coberta com agarose 1,5%, e coberta por uma laminula, ficando na geladeira por
cinco minutos. Apos, a laminula foi retirada e a lamina colocada em uma cuba com
solugéo de lise por um dia, a 4°C. Em seguida, foi realizada a eletroforese das
laminas, utilizando tampéao de eletroforese, de forma que as laminas ficaram nessa
solugcdo por 25 minutos em repouso para permitir o desenovelamento do DNA, e
posteriormente foi realizada a eletroforese por 25 minutos a 25 Voltz (V) e 300
microAmperes (mA). Entdo, as laminas foram lavadas com solugdo neutralizadora

por cinco minutos por trés vezes e foram lavadas duas vezes com agua destilada e
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ficaram em temperatura ambiente para secagem até o dia seguinte. As laminas
foram reidratadas por cinco minutos e colocadas em uma cuba contendo solugéo
fixadora por dez minutos. A seguir, foram lavadas trés vezes e postas para secar em
temperatura ambiente. Foram novamente reidratadas por cinco minutos e colocadas
em uma cuba contendo solucdo corante por 25 minutos a 37°C. Depois da
coloracgdo, as laminas foram lavadas por trés vezes em agua destilada e novamente
colocadas para secar em temperatura ambiente.

As laminas foram analisadas em microscopio Optico binocular da marca
Olympus®, modelo CX40, com aumento de 400 vezes. Foi feita uma contagem, para
cada amostra, de 100 células (50 por lamina). As laminas foram analisadas por dois
observadores independentes e, para o indice de dano (ID), foi considerada a média
dos danos das duas laminas analisadas. O calculo do indice de dano (ID), foi feito a
partir da formula proposta por Cavalcanti et al. (2008): ID= (0 x n0) + (1 x nl1) + (2 x
n2) + (3 x n3) + (4 x n4), onde n = niumero nucleos de cada classe analisada.

As cinco categorias que foram usadas para classificacdo do Cometa séo

aguelas propostas por Garcia et al. (2004) e mostradas na figura 1, a seguir:

Figura 1. Classificacdo do Dano ao DNA. (Fronza et al., 2011).

3.4.4.2 Teste de MicronUcleos

Para o teste de MN foram coletadas células epiteliais da mucosa oral, por

meio do esfregaco (raspagem) da mucosa da bochecha, em média de dez vezes de
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cada lado, utilizando escova Cytobrush ou Swab, visando adquirir o maximo possivel
de células epiteliais, sem machucar o participante. Logo apos a coleta, o material foi
depositado em um tubo cénico tipo Falcon, contendo 2 mL de solucao fisiologica ou
solucéo PBS pH 7,4. Para o transporte do material até o laboratorio este foi mantido
refrigerado em caixa de isopor.

As amostras foram centrifugadas a 1000-1500 RPM por dez minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente foi desprezado o sobrenadante usando
pipetas Pauster individuais, com cuidado para ndo remover o pellet de células. Entao
foi adicionado 1,5 mL de solugéo fixadora e centrifugado novamente a 1000-1500
RPM durante 1-2 minutos. Novamente foi desprezado o sobrenadante, mantendo
um pouco da solucado fixadora no tubo, e entdo homogeneizado o conteddo com
pipetas Pauster para ressuspender as células. O conteudo foi depositado em
laminas limpas e previamente identificadas, as quais foram colocadas para secar em
temperatura ambiente por 10-15 minutos. Depois foi realizada a coloragcao utilizando
corantes panaticos. Para finalizar as laminas foram lavadas com agua destilada para
retirar 0 excesso de corante e colocadas novamente para secar em temperatura
ambiente durante a 20-25 minutos.

Depois de seco, o material foi observado em microscépio 6ptico binocular da
marca Olympus®, modelo CX40, com magnificacdo de 400x para contagem dos
micronucleos presentes e posterior andlise dos dados. Foram contadas 1000 células
sendo classificadas quanto: célula normal (sem alteracdo), célula com MN, célula
binucleada (BN), célula com pontes nucleares (PNs) e células com Buds nucleares

(BUD) ou “Broken eggs”, conforme a figura 2:
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Figura 2. Classificacdo das células do teste de MN: A (célula sem alteracdo); B (célula
com MN); C (célula BN). (FRONZA et al., 2011)

3.4.4.3 Taxa de producéo de radicais livres

A potencial geragao de EROs foi monitorada por meio do uso de uma sonda
fluorescente, a 2,7’- diclorofluoresceina (DCF). Este ensaio foi baseado no seguinte
pressuposto quimico: o diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) é capaz de se
difundir através de membranas celulares. Dentro das células esta molécula é
deacetilada pela acdo das enzimas esterases intracelulares (ROTA; CHIGNELL,;
MASON, 1999). Esta reacdo forma, por sua vez, um produto ndo-fluorescente, a
dihidroclorofluoresceina (DCFH). A DCFH na presenca de EROs é oxidada
(preferencialmente perdxidos, hidroperoxidos e Oxido nitrico - NOe) passando para
uma forma altamente fluorescente a diclorofluoresceina (DCF). Assim, quanto maior
a fluorescéncia detectada pela maior absorbancia avaliada pelo fluorimetro, maior a
ocorréncia de compostos oxidantes. Esta avaliacao foi realizada conforme Da Costa
Krewer et al. (2011).
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3.4.4.4 Ensaio fluorimétrico de quantificagdo de DNA.

No ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA, inicialmente o sangue total
foi centrifugado a 2000 RPM durante dez min. Para esta técnica foi utilizado o
plasma sanguineo.

Antes de iniciar o experimento fez-se a leitura da placa de Elisa vazia. Em
seguida, pipetou-se 10uL do plasma em placa de Elisa preta em, no minimo,
quadruplicatas. Na sequéncia foi adicionado 10uL do reagente PicoGreen® . Apdés o
término das pipetagens, a placa foi mantida em repouso (incubacdo) durante 5
minutos, em temperatura ambiente e de forma protegida da luz (pois o reagente
PicoGreen® é fotossensivel). Passado o periodo de incubacéo, realizou-se a leitura
da placa em fluorescéncia, com 480nm de excitacdo e 520 nm de emissdo. A
interpretagdo dos valores obtidos é dada de forma que quanto maior o valor de

fluorescéncia, mais DNA livre ha no meio, indicando morte celular.

35 Andlise dos dados

Os dados coletados foram dispostos em uma planilha eletrénica Excel 2007,
para posterior andlise estatistica. Primeiramente realizou-se a andlise descritiva das
variaveis. Em seguida foi feita a andlise inferencial.

As analises estatisticas foram executadas com o auxilio do software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), versao 17.0. Para verificar a
normalidade das variaveis utilizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov.

Para todas as analises comparativas, das variaveis numéricas, foi utilizado o
teste t-Student para amostras independentes. J4, na comparacdo da variavel
categorica ocorréncia do efeito de supressao das EOAPD foi utilizado o teste Exato
de Fisher. Na comparacdo entre ocorréncia de efeito de supressdo e os testes
genotoxicos foi utilizado o teste de Mann Whitney.

Em todas as analises foi adotado nivel de significancia de 5%.
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4 ARTIGO 1 - EMISSOES OTOACUSTICAS E BIOMARCADORES DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM ESCOLARES DE REGIAO
FUMICULTORA

4.1 Resumo

Objetivo: verificar a associacdo entre a amplitude das Emissdes otoacusticas
produto de distorcdo (EOAPD) e biomarcadores do estresse oxidativo (EO) em
escolares residentes de regido fumicultora. Material e método: Participaram do
grupo estudo (GE) 21 escolares normo-ouvintes residentes de regido fumicultora e,
do grupo controle (GC) 25 escolares normo-ouvintes que nao residiam na zona rural.
O sistema auditivo foi avaliado por meio das EOAPD e os biomarcadores do EO
foram: Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) e teste de micronucleos (MN).
Resultados: Os dois grupos apresentaram EOAPD presentes em ambas as orelhas.
Detectou-se diferenca significativa, entre os grupos, na orelha direita (OD) na
frequéncia de 4000 Hz e na orelha esquerda (OE) em 2000 Hz, sendo a média de
amplitude das EOAPD do GE menor que a do GC. Quanto a média das duas
orelhas, o GE apresentou média inferior em todas as frequéncias, verificando-se
diferenca significativa em 2000 e 4000 Hz. Na média geral das EOAPD por orelha,
nao foi observada diferenca significativa. Na taxa de producéo de radicais livres a
média do GE mostrou-se significativamente mais elevada que a do GC. Quanto a
frequéncia de células alteradas no teste de MN a média do GE também apresentou-
se significativamente mais elevada que a do GC. Na comparac¢do entre a amplitude
das EOAPD e os resultados dos biomarcadores do EO, verificou-se correlacdes
importantes. Conclusdo: O GE apresentou nivel de resposta das EOAPD menor em
todas as frequiéncias e indices elevados dos biomarcadores do EO, sendo verificada
associacao entre as avaliacoes.

Palavras-chave: praguicidas, fumo, audicao, estresse oxidativo, crianga.
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ARTICLE 1 - OTOACOUSTIC EMISSIONS AND BIOMARKERS OF
OXIDATIVE STRESS IN STUDENTS OF A TOBACCO-PRODUCING
REGION

4.2 Abstract

Objective: To verify the association between the amplitude of distortion-product
otoacoustic emissions (DPOAE) and biomarkers of oxidative stress (OS) in resident
students of the tobacco-producing region. Methods: 21 normal-hearing students
from the tobacco-producing region, study group (SG), and 25 normal-hearing
students who did not live in the countryside, control group (CG), participated of this
research. The auditory system was assessed by DPOAE and the following
biomarkers: dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), and micronucleus test (MN).
Results: Both groups revealed DPOAE presented in both ears. Significant difference
was detected between groups in the right ear (RE) in the frequency of 4000 Hz and
in the left ear (LE) in the frequency of 2000 Hz, with the mean amplitude of the
DPOAE of the SG lower than the one found in the CG. Considering the mean of both
ears, the SG presented lower mean across all frequencies and it was found a
significant difference in the frequencies of 2000 and 4000 Hz. The overall mean of
DPOAE, by ear, no significant differences were observed. In relation to the rate of
production of free radicals, the mean of the SG was significantly higher than that of
the mean of the CG. For the frequency of abnormal cells in the MN test, the mean of
the SG also was considerate significantly higher than the mean of the CG.
Comparing the amplitudes and the results of biomarkers of EO, significant
correlations were identified. Conclusion: The SG showed a lower response level of
DPOAE at all frequencies and high levels of biomarkers of EO, being observed
association between the assessments.

Keywords: pesticides, tobacco, hearing, oxidative stress, child.
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4.3 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem aumentado a preocupacao sobre as consequéncias e
riscos para a saude humana gerados pela exposicdo aos agrotéxicos. Devemos
lembrar que ndo é apenas o trabalhador rural que estd exposto, mas sim toda sua
familia. Os filhos dos agricultores podem estar expostos desde o periodo pré-natal e
constituem um grupo especial de risco.

O efeito da exposicdo continuada a agrotoxicos, por criangcas e jovens €
pouco conhecido. Por estarem em desenvolvimento, 0S seus organismos Sao mais
vulneraveis a acdo dos produtos quimicos. Além disso, apresentam certos habitos
mais frequentes, como “levar a mao a boca”, que aumentam as chances de ingerir
compostos toxicos presentes na agua, solo e poeira domiciliar (BENITEZ-LEITE et
al., 2010).

No meio rural, o uso de agrotoxicos ainda é a principal estratégia dos
agricultores para combater e prevenir as pragas agricolas e, garantir maior
produtividade e rendimento das culturas (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008).
Porém, apesar de conhecer os danos dos mesmos, o0s agricultores fazem uso
indiscriminado e sem devida protecdo individual. Esta acdo acarreta
significativamente o aumento das intoxicacdes agudas e cronicas, por este tipo de
produto (HOSHINO et al., 2009). Na fumicultura, além dos riscos a saude devido a
exposicdo aos agrotoxicos, esta populacdo estd sujeita a problemas de saude
decorrentes do contato com a folha do tabaco, podendo alta quantidade de nicotina
ser absorvida pela pele (ARCURY et al.,, 2003), provocando um quadro de
intoxicacdo. Porém, os efeitos crénicos a saude devido a exposicdo dermal da
nicotina, bem como sobre o sistema auditivo, ainda n&o s&o conhecidos.

Nos ultimos anos 0s agrotoxicos organofosforados, mais utilizados na
fumicultura, foram introduzidos no grupo de alta prioridade para pesquisa de
ototoxicidade devido a exposi¢cdo ocupacional (AZEVEDO, 2004). Ototoxicidade €&
definida como dano aos sistemas coclear e/ou vestibular resultante de exposicéo a
substancias quimicas. Referente a ototoxicidade da nicotina séo limitados os
estudos que relacionam apenas a nicotina a perda auditiva. Em geral, a discusséo

se atém aos efeitos ototéxicos da nicotina no fumo relacionado ao habito de fumar.
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O organismo humano esta sujeito ao estresse oxidativo (EO) que é definido
como o desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes em favor dos
primeiros. Sao geradas inUmeras espécies reativas oxigénio (EROs), dentre elas os
radicais livres que, diferentemente das demais, apresentam um elétron
desemparelhado na sua camada eletrbnica, favorecendo a ocorréncia de danos
oxidativos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Essas EROs podem ser formadas a
partir de fontes exdgenas como fumo, radiacdes, luz ultravioleta, solventes, alguns
farmacos (BIESALKI, 2002) e agrotoxicos (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008) ou
de fontes enddgenas. As EROs estdo envolvidas em um numero cada vez maior de
patologias, dentre elas a perda da audicao (alteracdo de funcionamento coclear).

Uma forma de prevenir precocemente os danos causados pela exposicdo a
substancias toxicas € por meio do biomonitoramento humano. Este permite
identificar fatores de risco para o desenvolvimento de determinadas patologias
(MUNIZ et al., 2008 apud DA SILVA, 2011), podendo estar entre elas a perda
auditiva. A monitorizacao bioldgica da exposicdo a agentes quimicos é uma medida
das substancias ou seus metabolitos em varios meios biolégicos como sangue,
urina, saliva, ar exalado e outros. Estes parametros bioldgicos sdo denominados
indicadores bioldgicos ou biomarcadores (AMORIN, 2003).

Os biomarcadores podem ser usados para indicar os danos as
macromoléculas (lipidios, proteinas e DNA) causados pelo EO (HWANG; KIMB,
2007). Existem diferentes biomarcadores para avaliar o EO: alguns verificam os
resultados do EO nos alvos especificamente como danos ao DNA que podem ser
avaliados, por exemplo, pelo teste de micronucleos (MN), ou, quantificar os niveis de
producdo de EROs no organismo utilizando os métodos fluorescentes.

O teste MN é utilizado no monitoramento de populagfes ocupacionalmente
expostas ha muitos anos (KOHATSU; SHIMABUKURO; GATTAS, 2007). MN sio
fragmentos cromossémicos acéntricos ou cromossomos inteiros deixados para tras
durante a divisao celular mitética e aparecem no citoplasma das células em interfase
como um pequeno nucleo adicional (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008).
Atualmente, este teste em células da mucosa oral tem sido utilizado para avaliar
multiplos fatores, incluindo exposicdes ambientais e ocupacionais, como aos
agrotoxicos, estilos de vida (alcoolismo, tabagismo, estresse etc) cancer e outras
doencas (BORTOLI; AZEVEDO; SILVA, 2009).
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Recentemente os métodos fluorescentes vém se destacando devido a uma
maior sensibilidade e, tém sido extremamente utilizados para monitorar a produgao
de EROs em células de diferentes tecidos. Outra grande vantagem desses métodos
esta na sua alta sensibilidade de deteccédo dessas espécies, permitindo uma analise
quantitativa (SILVEIRA, 2004). Dentre estes métodos fluorescentes encontra-se a
Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), referente a taxa de producgdo de radicais
livres.

Ainda a avaliacdo da funcdo coclear, pode ser realizada por meio das
emissdes otoacusticas evocadas (EOA). Esse exame é um método eficaz de
deteccdo precoce de alteracbes auditivas. Segundo Kemp (1998), podem-se
observar alteracdes nas respostas das EOA antes que sejam registradas alteracées
no limiar auditivo (minimo som percebido pela orelha humano). Este tipo de
avaliacdo é usado também para o monitoramento de perdas auditivas. As EOA
possuem maior especificidade e sensibilidade para identificar alteracbes nas células
ciliadas externas (CCE), pois, estas lesdes provocam diminuicdo da amplitude das
EOA e da relacdo sinal/ruido, podendo inclusive haver auséncia de resposta na
regido de maior dano (SOUSA et al., 2008).

Como se sabe a audicdo é um dos sentidos mais importantes para o
aprendizado e seu desenvolvimento esta diretamente ligado ao da fala e ao
aprendizado de leitura e escrita. Por isso, € importante identificar precocemente
danos auditivos em escolares expostos a diversas substancias toxicas, e assim
prevenir possiveis efeitos num futuro mais distante sobre a qualidade de vida destes
jovens.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo verificar a
associacado entre a amplitude das EOAPD e biomarcadores do EO em escolares
residentes de regido fumicultora, com o intuito de alertar e prevenir danos futuros

nesta populacgéo.
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4.4 MATERIAL E METODO

O presente foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos
da instituicdo de origem, registrada sob o protocolo 0237.0.243.000-11. Esta
pesquisa foi realizada em parceria com Centro de Referéncia em Saude do
Trabalhador (CEREST), de Santa Maria. Todos 0s sujeitos concordaram em
participar da pesquisa, receberam copia e apresentaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) assinado pelos responsaveis. Trata-se
de um estudo observacional, prospectivo e transversal.

Participaram deste estudo escolares residentes na zona rural fumicultora de
um municipio da regido central do Rio Grande do Sul, que compuseram 0 grupo
estudo (GE). E, para o grupo controle (GC) foram recrutados escolares residentes
da zona urbana de outro municipio, ndo fumicultor, da regido central do estado.
Optou-se por selecionar os escolares do GC de outro municipio, para garantir que
estes sujeitos estivessem livres da exposicdo a agrotdxicos e nicotina derivada da
folha do tabaco.

Os critérios de inclusdo adotados neste estudo foram: idade entre sete e 14
anos, ser normo-ouvintes e ndo estar exposto continuamente a ruidos intensos e a
fumaca de cigarro. E como critérios de exclusdo os seguintes fatores: apresentar
historico de alteracBes otoldgicas, apresentar alteracBes audiolégicas segundo
critério adotado para este estudo e apresentar doencas cronicas e/ou fazer uso de
medicacéo continuada.

Na selecdo do GE 103 escolares residentes em regidao fumicultora foram
convidados a participar da pesquisa, porém apenas 25 demonstraram interesse,
sendo que 22 participaram da pesquisa. Para o recrutamento do GC foram visitadas
trés escolas publicas, sendo convidados em média 250 alunos, porém
demonstraram interesse apenas 57 sujeitos e destes somente 26 escolares
participaram da pesquisa. Todas as escolas permitiram a divulgagéo da pesquisa e
assinaram o Termo de Autorizac&o Institucional (APENDICE B).

A amostra de conveniéncia contou inicialmente com 48 voluntarios. Destes,
dois apresentaram alteracfes na avaliagdo audioldgica basica sendo excluidos da
pesquisa e encaminhados aos atendimentos necessarios. A amostra final ficou

constituida de 46 escolares com idade entre sete a 14 anos, que foram divididos em
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dois grupos:

Grupo estudo (GE): 21 escolares, 12 do género feminino e nove do género
masculino, com idades entre sete a 14 anos, normo-ouvintes, residentes da zona
rural fumicultora.

Grupo controle (GC): 25 escolares, 17 do género feminino e oito do género
masculino, com idades entre sete a 14 anos, normo-ouvintes, ndo residentes da
zona rural.

Tanto as avaliacfes audiolégicas como as coletas dos materiais bioldgicos,
de ambos os grupos, foram realizadas no CEREST, preferencialmente todas no
mesmo dia.

Inicialmente os pais e/ou responsaveis e o proprio sujeito foram submetidos a
um questionario, no qual foram pesquisadas informacdes referentes aos dados
pessoais, historico otolégico e de saude geral, queixas auditivas e aspectos
socioambientais.

Para verificar a condicdo auditiva os escolares foram submetidos a inspecéo
visual do meato acustico externo utilizando o Otoscépio Clinico da marca Klinic
Welch-Allyn, para entdo realizar a audiometria tonal limiar (ATL).

A ATL foi realizada em cabina acusticamente tratada com o audidbmetro da
marca Interacoustics, modelo AC40 e fone de ouvido TDH-39. Por se tratar de
apenas uma triagem audioldgica, na ATL foram pesquisados somente os limiares de
via aérea nas frequéncias de 500, 1000, 2000 e 4000 Hz. A técnica utilizada foi
descendente-ascendente. Foram considerados individuos normo-ouvintes aqueles
que apresentaram média tritonal (500, 1000 e 2000 Hz) menor ou igual a 25 dBNA
(decibel Nivel de Audicdo) (LLOYD Il e KAPLAN, 1978).

As medidas de imitancia acustica foram realizadas por meio do analisador de
orelha média da marca Interacoustics, modelo AT 235 e tom-sonda 226 Hz, para
pesquisa da curva timpanométrica e dos reflexos acusticos. Estes foram
pesquisados nas frequéncias de 500 a 4000Hz bilateralmente, no modo
contralateral. Foram incluidas na amostra somente criangas com timpanograma tipo
A e reflexos acusticos presentes (JERGER, 1970).

Posteriormente o0s sujeitos foram avaliados por meio das Emissdes
otoacusticas produto de distorcdo (EOAPD) em ambas as orelhas. Foram
pesquisadas as EOAPD, pois estas avaliam uma faixa mais ampla de frequéncias,

incluindo as altas frequéncias, importantes na avaliacdo de sujeitos expostos a ruido
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e/ou substancias toxicas. Descritas por David Kemp (1978), as EOAPD sao
evocadas como resposta da intermodulagédo de dois tons puros simultaneos de
frequéncias proximas (F1 e F2), denominados tons primarios, e apresentam como
diferencial a capacidade de comportamento por frequéncia.

O registro das EOAPD foi realizado em local silencioso utilizando o analisador
coclear da marca Interacoustics, modelo Otoread Screening. Para obtencdo das
EOAPD (2F1-F2) foram utilizados dois tons puros na razao de F2/F1=1,22, onde F1
€ apresentada na intensidade de L1 = 65dBNPS e F2 em L2 = 55dBNPS. Para
medida das EOAPD foram testadas as frequéncias de 1500, 2000, 3000, 4000, 5000
e 6000Hz. Foi considerado EOAPD presentes, quando a relacdo sinal/ruido foi igual
ou superior a 6 dBNPS em pelo menos trés frequéncias (WAGNER et al., 2008).

As EOAPD foram também avaliadas pela comparacéo dos valores médios da
relacdo sinal/ruido por frequéncia entre o GE e GC.

Além disso, executou-se a coleta do material biolégico, porém, apenas 18
sujeitos do GE e 18 sujeitos do GC realizaram este procedimento, diminuindo a
amostra para estas avaliacoes.

A fim de avaliar parametros de EO, foram realizados os seguintes testes
experimentais: Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), referente a taxa de
radicais livres, e teste de micronucleos (MN), para avaliacao de possiveis alteracdes
metanucleares.

Para determinar a taxa de producédo de radicais livres foi realizada uma coleta
sanguinea. O material bioldgico foi obtido por meio de puncéo venosa, efetuada por
uma técnica de enfermagem capacitada. Os lacres da seringa e agulha foram
retirados na frente do voluntario e em seguida, foram conectadas. O sangue foi
imediatamente armazenado em um tubo com anticoagulante de heparina sédica.
ApoOs a coleta, seringa e agulha foram descartadas em recipientes préoprios para
materiais perfurocortantes e infecto-contagiosos.

A DCFH-DA é baseada no seguinte pressuposto quimico: o diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) é capaz de se difundir através de membranas
celulares. Dentro das células esta molécula é deacetilada pela acdo das enzimas
esterases intracelulares (ROTA; CHIGNELL; MASON, 1999). Esta reagao forma, por
sua vez, um produto nao-fluorescente, a dihidroclorofluoresceina (DCFH). A DCFH
na presenca de EROs, principalmente peroxido de hidrogénio, é oxidada passando

para uma forma altamente fluorescente a diclorofluoresceina (DCF). Assim, quanto
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maior a fluorescéncia emitida, maior a ocorréncia de compostos oxidantes. Esta
avaliacéo foi realizada conforme Da Costa Krewer et al. (2011).

Ja para o teste de MN foram coletadas células epiteliais da mucosa oral, por
meio do esfregaco (raspagem) da mucosa da bochecha. Logo apds a coleta, o
material foi depositado em um tubo cénico tipo Falcon, contendo 2 mL de solugéo
fisioldgica ou solugdo PBS pH 7,4, sendo mantido refrigerado em caixa de isopor até
0 processamento. As amostras foram centrifugadas a 1000-1500 RPM por 10
minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foi desprezado o sobrenadante
usando pipetas Pauster individuais. Entédo foi adicionado 1,5 mL de solucéo fixadora
e centrifugado novamente a 1000-1500 RPM durante 1-2 minutos. Novamente foi
desprezado o sobrenadante, mantendo um pouco da solucéo fixadora no tubo, de
forma a homogeneizar o contelddo para ressuspender as células e disp6-las em
laminas limpas e previamente identificadas. Apos a devida secagem, realizou-se
coloracédo utilizando corantes panoticos. Para finalizar as laminas foram lavadas com
agua destilada para retirar 0 excesso de corante e mantidas em temperatura
ambiente para secagem.

Depois de seco, o material foi observado em microscépio 6ptico binocular da
marca Olympus®, modelo CX40, com magnificacdo de 400x para contagem das
células presentes e posterior andlise dos dados. Foram contadas 1000 células
sendo classificadas quanto: célula normal (sem alteracdo), célula com MN, célula
binucleada (BN), célula com pontes nucleares (PNs) e células com Buds nucleares

(BUD) ou “Broken eggs”, conforme a figura abaixo:

Figura 1. Classificacdo das células do teste de MN: A (célula sem alteracdo); B (célula
com MN); C (célula BN). (FRONZA et al., 2011).
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Para efeitos comparativos, foi utilizado o somatorio de células anormais, de
todos os tipos, no total das 1000 células avaliadas.

Os dados coletados foram dispostos em uma planilha eletrénica Excel 2007,
para posterior analise estatistica. As analises estatisticas foram executadas com o
auxilio do software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versdo 17.0.
Para verificar a normalidade das variaveis utilizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov.

Para todas as andlises comparativas foi utilizado o teste t-Student para
amostras independentes. Foi adotado nivel de significancia de 5%, em todas as

anéalises.
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4.5 RESULTADOS

Todos os sujeitos, tanto do GE quanto do GC, apresentaram EOAPD
presentes em ambas as orelhas.

Ao comparar a amplitude de resposta das EOAPD entre 0s grupos por
frequéncia, foi detectada diferenca estatisticamente significante na OD para a
frequéncia de 4000 Hz (p<0,05), indicando que a média do GE (18,0+6,3) mostrou-
se menor que a do GC (21,745,6). Na OE a diferenga significativa se configurou na
frequéncia de 2000 Hz, onde, novamente a média do GE (21,0+7,1) mostrou-se
menor que a do GC (25,3+5,1) (tabela 1).

Em relacdo a comparacdo de médias das demais frequéncias, tanto da OD
quanto da OE, as diferencas observadas entre o GE e GC ndo se mostraram
significativas (p>0,05), embora tenha se observado que, de modo geral, as médias
do GE mostraram-se menores que as do GC.

Considerando a média da OD e OE, o GE apresentou média inferior ao GC
em todas as frequéncias. Observou-se que para a média na frequéncia de 2000 Hz
foi detectada diferenca significativa (p<0,05), de forma que, o GE (21,216,7)
apresentou média menor que o GC (25,4+4,4). Outra diferenca significativa (p<0,05)
foi evidenciada na média da frequéncia de 4000 Hz, onde, nhovamente a média do
GE (18,2+4,9) se mostrou inferior que a do GC (21,1+4,9) (tabela 1).

Na média geral das EOAPD por orelha, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante (tabela 1).
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Tabela 1- Andlise comparativa dos valores médios (média e desvio padrdo) da
amplitude de resposta das EOAPD, por frequéncia e média geral da OD, OE e
meédia da OD e OE, entre os grupos estudo e controle (n=46):

Grupos
EOAPD Estudo (n=21) Controle (n=25) Valor-p
e e s Meda eSS e
oD
1500 Hz 21,4 6,8 8-32 21,4 7,0 3-30 0,9931
2000 Hz 21,4 7,6 10 -37 25,4 59 11-35 0,0519
3000 Hz 22,4 6,2 8-31 22,4 51 13-31 0,9901
4000 Hz 18,0 6,3 0-27 21,7 5,6 11-32 0,0439*
5000 Hz 21,8 9,7 0-34 22,3 7,0 9-34 0,8371
6000 Hz 20,8 10,5 0-34 23,7 6,7 9-36 0,2888
Média geral OD 20,9 6,7 53-315 22,8 4,7 12,2 -32,0 0,2519
OE
1500 Hz 20,1 6,2 6-28 20,6 7,7 -5-33 0,8149
2000 Hz 21,0 7,1 6—-34 25,3 51 17 - 36 0,0209*
3000 Hz 21,0 7,9 1-33 22,9 3,6 16 -34 0,3228
4000 Hz 18,3 6,4 0-27 20,4 5,5 4-29 0,2249
5000 Hz 22,6 7,6 2-32 24,4 5,5 9-35 0,3621
6000 Hz 24,0 8,3 0-35 25,2 59 12 - 36 0,5849
Média geral OE 21,2 5,8 6,0 -29,8 23,2 4,0 12,3-31,7 0,1691
Média OE — OD
Média 1500 Hz 20,8 5,8 7,5-29,0 21,0 6,7 1,0-30,0 0,891
Média 2000 Hz 21,2 6,7 8,0-34,5 25,4 4,4 17,5-35,0 0,0198*
Média 3000 Hz 21,7 6,4 45-31,0 22,6 3,7 14,5-31,0 0,5618
Média 4000 Hz 18,2 4,9 6,5-27,0 211 4,9 10,0 -30,5 0,0491*
Média 5000 Hz 22,2 7,6 1,0-32,5 23,3 5,3 9,0-345 0,5638
Média 6000 Hz 22,4 7,8 0,0-33,0 24,4 5,6 10,5-36,0 0,3318
Média geral 21,0 5,6 5,9 -30,7 23,0 4,1 12,3-31,9 0,171

Legenda: EOAPD = emissbes otoacusticas produto de distor¢cdo; OD = orelha direita; OE= orelha
esquerda; Min-Max = minimo e maximo;
1: Teste t-Student para grupos independentes assumindo homogeneidade de variancias; §: Teste t-
Student para grupos independentes assumindo heterogeneidade de variancias;

*p< 0,05;

Na comparagédo da taxa de producdo de radicais livres (DCFH-DA), entre os

grupos, observou-se que a média do GE (23.144,2+2726,5) mostrou-se

significativamente (p<0,01) mais elevada que a média do GC (20.532,9+2447,1)

(tabela 2). Estes resultados indicam que o grupo de escolares expostos apresenta

um ndmero maior de EROs.
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Nos resultados referentes a comparagcdo de médias da frequéncia de células
anormais no teste de MN foi detectada diferenga estatisticamente significativa
(p<0,01), de forma que, a média do GE (24,9+9,8) mostrou-se mais elevada que a
média do GC (14,9+7,8) (tabela 2), isto nos mostra que o grupo de escolares
expostos apresenta um indice de dano a nivel nuclear (células alteradas) maior que

0 grupo nao exposto.

Tabela 2 — Analise comparativa dos valores médios (média, desvio padrdo) da taxa
de producéo de radicais livres (DCFH-DA) e da frequéncia de células anormais no
teste MN, entre o grupo estudo e grupo controle (n=36):

Grupos

Variavel Estudo (n=18) Controle (n=18) Valor-p

.- Desvio Amplitude .- Desvio Amplitude

Média padrdo  (Min-Max) Média padréo (Min-Max)
Taxa de producéo 16899,5 — 16525,3 — "

de radicais livres 23.144,2 27265 27850 5 20.532,9 24471 25236 6 0,0059
Frequéncia de

células anormais — 24,9 9,8 3,0-42,0 14,9 7,8 7,0 -40,0 0,0028*

teste MN

Legenda: DCFH-DA = Diclorofluoresceina diacetato; Min-Max = minimo e maximo;
: Teste t-Student para grupos independentes assumindo homogeneidade de variancias; §: Teste t-
Student para grupos independentes assumindo heterogeneidade de variancias;
* .
p< 0,05;
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4.6 DISCUSSAO

Os filhos de fumicultores constituem um grupo especial de risco aos efeitos
adversos a saude decorrentes da exposi¢cdo continuada aos agrotoxicos e nicotina.
Ao realizar-se este estudo acreditava-se que o grupo de escolares expostos aos
agrotoxicos e nicotina apresentaria indicadores de possiveis alteracdes cocleares e
de estresse oxidativo como: amplitude das EOAPD reduzida e, elevada taxa de
producéo de radicais livres bem como da frequéncia de células alteradas no teste de
MN, respectivamente. Todos estes achados foram encontrados, alguns de modo
estatisticamente significantes outros ndo, e a seguir serédo cotejados com a literatura.

Tendo em vista a escassez de estudos sobre o efeito da exposicdo a
agrotoxicos e nicotina (folha do tabaco) sobre o sistema auditivo e associagcdo com
biomarcadores de EO, nossos resultados foram comparados sempre que possivel
com pesquisas semelhantes. Na auséncia destes, os mesmos foram relacionados a
estudos com sujeitos expostos a ruidos, medicacdo ototoxica, cigarro, que
apresentam alguma possivel correlacao.

As EOA captam o funcionamento da céclea por meio das respostas das CCE,
o teste pode revelar a integridade ou a alteragcdo dessas estruturas, antes das
mesmas apontarem irregularidades no exame de audiometria tonal liminar (COELHO
et al., 2010).

A perda auditiva devido a exposicdo a agrotoxicos apresenta uma
configuragdo semelhante a decorrente de medicagdo ototoxica e ruido, ou seja,
caracteriza-se por ser uma alteracdo neurossensorial, que acomete inicialmente as
altas frequéncias (HOSHINO et al., 2008). Varios autores tém demonstrado a
importancia das EOA no monitoramento audiologico de sujeitos ocupacionalmente
expostos, sendo util no diagndstico precoce dos danos auditivos em estagios iniciais.
Dentre os tipos de EOA encontram-se as Emissfes otoacusticas transientes (EOAT)
e a EOAPD. Estas duas técnicas tém-se demonstrado eficazes para avaliar
alteracdes precoces no funcionamento coclear de populacdes ocupacionalmente
expostas (ruidos e/ou quimicos). A desvantagem das EOAT € que esta técnica nao
alcanca as frequéncias acima de 4000 Hz, diferentemente das EOAPD que sao mais
eficazes para detectar frequéncias mais agudas, importantes na avaliacdo de

sujeitos ocupacionalmente expostos a ruido, pesticidas e/ou solventes pelo fato
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destes atingirem inicialmente as frequéncias altas (COELHO et al., 2010). Por este
motivo, nesta pesquisa optou-se por realizar as EOAPD para abranger um nimero
maior de altas frequéncias. Com isso pode-se ter deixado de captar alteracées que
ja podem estar na coclea (CCE), pois as EOAT sdo mais sensiveis para captar
alteracdes de CCE que as EOAPD.

Como referido anteriormente, as alteracfes audioldgicas causadas pela
exposicao a agrotoxicos tem configuracdo semelhante as causadas pelo ruido.
Segundo Frota e lorio (2002), alteracbes cocleares decorrentes da exposicdo a
niveis elevados de pressdo sonora devem provocar mudancas precoces nha
amplitude das EOA. Assim, acreditasse que as alteracdes cocleares causadas pelos
agrotoxicos bem como da nicotina também podem gerar precocemente alteracées
na amplitude das EOA. Nesta pesquisa, 0S escolares expostos aos agrotoxicos e
nicotina apresentaram alteracdes na amplitude das EOA precocemente, ou seja, a
média da amplitude de resposta das EOAPD foi inferior no GE em todas as
frequéncias, com diferenca significativa nas frequéncias de 2000 e 4000 Hz (Tabela
1). Estes achados concordam com a hipétese anteriormente referida.

As EOA possuem maior especificidade e sensibilidade para identificar
alteracdes nas CCE, pois, estas lesdes provocam diminuicdo da amplitude das EOA
(SOUSA et al., 2008) Os resultados do presente estudo concordam com o0s autores
supracitados, pois, verificou-se que o GE apresentou média da amplitude das
EOAPD menor que a do GC em todas as frequéncias, sendo detectada diferenca
significativa nas frequéncias de 2000 e 4000 Hz. Estes resultados sugerem que a
exposicdo aos agrotoxicos e nicotina pode estar causando uma diminuicédo funcional
precoce das CCE da céclea no grupo de criangas expostas, ja evidenciado pelas
EOAPD.

Korbes et al. (2010) investigaram o efeito dos organofosforados sobre a
audicdo de cobaias. Os autores ndo observaram alteracdo funcional da coclea
evidenciada pela presenca das EOAPD, apenas verificaram que os dois grupos que
receberam agrotoxicos apresentaram alteracdes na citoarquitetura das CCE, com
maior prejuizo das cobaias que receberam alta dosagem. Os resultados do estudo
corrente se assemelham aos achados dos autores anteriormente citados, apesar de
se tratar de estudo com cobaias, também nédo encontrou-se alteragcdo funcional da
cOclea, destacada pela presenca das EOAPD. Porém, foi verificada uma diferenca

na meéedia da amplitude de resposta das EOAPD entre os grupos, que pode



48

caracterizar indicios de diminuicdo funcional precoce das CCE da céclea no grupo
de escolares expostos (Tabela 1).

Quanto a acdo da nicotina sobre o sistema auditivo, os estudos encontrados
na literatura sao relativamente limitados, a maioria se atém aos efeitos do cigarro
sobre a audicdo, onde a nicotina é uma das suas principais substancias. Um estudo
gue avaliou o efeito do cigarro sobre o sistema auditivo comparou os resultados das
EOAT, dentre outros testes, entre fumantes e ndo fumantes. Estes autores
verificaram que o grupo de fumantes apresentou nivel de resposta das EOAT menor
nas frequéncias de 1000 Hz em ambas orelhas e 4000Hz na OE e concluiram que o
cigarro tem um efeito nocivo ao sistema auditivo (PASCHOAL; AZEVEDO, 2009). Os
resultados deste estudo vdo ao encontro dos achados dos autores anteriormente
citados, apesar da utilizacdo das EOAPD. Observou-se que o GE apresentou nivel
de resposta das EOAPD menor ou igual ao GC em todas as frequéncias em ambas
as orelhas, apresentando diferenca significativa na frequéncia de 4000 Hz na OD e
na frequéncia de 2000 Hz na OE. Considerando a média das duas orelhas, o GE
apresentou nivel de resposta das EOAPD menor em todas as frequéncias, com
diferenca significativa nas frequéncias de 2000 e 4000 Hz (Tabela 1).

Na literatura encontram-se diversos estudos de biomonitoramento humano
em populacdes expostas a agrotoxicos, inclusive de criancas expostas (MARTINEZ-
VALENZUELA et al., 2009; BENITEZ-LEITE et al., 2010; DA SILVA et al., 2012).
Estes estudos sdo uma ferramenta importante para estimar 0s riscos, prevenir e
diagnosticar precocemente futuras alteracdes, decorrentes da exposicédo a diversas
substancias tdxicas, como agrotéxico e nicotina.

No estudo corrente, no teste de MN, foi detectada diferenca estatisticamente
significativa ao comparar o somatorio de células anormais entre 0os grupos, sendo a
média do GE mais elevada que a do GC. Estes achados concordam com o0s
resultados de outros estudos que também encontraram diferenca significativa em
todos os tipos de células anormais ao compararem o0 grupo exposto com o GC
(MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009; DA SILVA et al., 2012). Outros autores
estudaram especificamente criangcas expostas a agrotoxicos e também observaram
aumento significativo na frequéncia de células com MN no grupo exposto (BENITEZ-
LEITE et al., 2010). Diferentemente dos demais autores Pastor et al. (2003) nao
encontraram diferenca entre sujeitos expostos e ndo expostos a agrotoxicos quanto

a frequéncia de MN.
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Outro biomarcador utilizado neste estudo foi a taxa de producédo de radicais
livres, este € um método fluorescente que permite a deteccdo de EROs. Este
meétodo é baseado na oxidacdo da sonda néo fluorescente dihidroclorofluoresceina
(DCFH) para formar um produto altamente fluorescente, a 2,7’- diclorofluoresceina
(DCF) (CHEN et al., 2010). Sabe-se que quando a diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA) é adicionado as células, ele se difunde através da membrana e é
hidrolisado por esterases citosélicas para libertar DCF™ que, apés a reacdo com
espécies oxidantes, forma um composto altamente fluorescente a DCF, sendo que a
base deste ensaio € atribuida a emissdo de fluorescéncia que esta diretamente
proporcional a presenca de EROs (ROTA; CHIGNELL; MASON, 1999).

Os efeitos biolégicos e toxicolégicos atribuidos as EROs sdo cada vez mais
objeto de interesse de pesquisadores de diferentes areas, principalmente por serem
associadas a varias condi¢cdes patoldgicas. No entanto, as EROs apresentam
algumas caracteristicas que dificultam sua detec¢cdo como uma alta reatividade e
uma meia vida curta (VOSS; SIEMS, 2006), fato que dificulta sua determinagao in
vivo. Por este motivo, as sondas fluorescentes para a deteccdo de EROs sé&o
ferramentas promissoras. As sondas fluorescentes sdo excelentes sensores de
EROs, devido a sua alta sensibilidade e simplicidade na coleta de dados (GOMES;
FERNANDES; LIMA, 2005).

Apesar disso, conforme observado na literatura, esta técnica ainda ndo vem
sendo muito empregada nos estudos de biomonitoramento humano. Neste estudo
esta técnica mostrou-se altamente sensivel para deteccdo EROs e um bom
biomarcador de EO na populacdo estudada. Os resultados desta pesquisa mostram
que, na comparacdo da taxa de producdo de radicais livres, a média do GE
apresentou-se significativamente (p<0,01) mais elevada que a média do GC.

Neste estudo, buscou-se verificar se ha associacdo entre a amplitude das
EOAPD e os biomarcadores do EO em escolares expostos a agrotoxicos e nicotina.
Para que se tenha um significado clinico o resultado desta associacdo deve
apresentar-se de modo inverso, ou seja, a reducédo da amplitude das EOAPD deve
estar relacionada ao aumento dos indices dos biomarcadores do EO, e vice-versa.
Na presente pesquisa, esta associacdo inversa foi observada e do modo esperado,
em ambos os grupos. Os resultados deste estudo revelam que o GE apresentou
nivel reduzido da amplitude das EOAPD e indice elevado de células alteradas no

teste de MN e na taxa de producao de radicais livres, ao comparar com o GC. Estes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20370560
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achados indicam uma associagéo entre amplitude das EOAPD e os biomarcadores
do EO.
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4.7 CONCLUSAO

Neste estudo os escolares de ambos os grupos apresentaram EOAPD
presentes. Porém, o GE apresentou média da amplitude de resposta das EOAPD
menor em todas as frequéncias. Estes resultados sugerem que a exposi¢cao aos
agrotoxicos, assim como a nicotina, pode estar causando uma diminuicdo funcional
coclear (CCE) precoce no grupo de escolares expostos.

O GE apresentou indice significativamente mais elevado na taxa de producgéo
de radicais livres e presenca elevada de células alteradas no teste de MN. Estes
indices elevados dos biomarcadores do EO, também, podem estar associados a
exposicao destes sujeitos aos agrotoxicos e nicotina.

Portanto, estes resultados apontam uma associacao entre a amplitude das
EOAPD e indices dos biomarcadores do EO em escolares residentes de regido

fumicultora.
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5 Artigo 2 - SISTEMA OLIVOCOCLEAR MEDIAL E
GENOTOXICIDADE EM ESCOLARES DE REGIAO FUMICULTORA

5.1 Resumo

Objetivo: avaliar a associagdo entre a funcdo do sistema olivococlear medial
(SOCM) e biomarcadores genotdoxicos em escolares residentes de regido
fumicultora. Material e método: Participaram deste estudo 21 escolares normo-
ouvintes residentes de regidao fumicultora que compuseram o grupo estudo (GE) e,
25 escolares normo-ouvintes que nao residiam na zona rural que constituiram o
grupo controle (GC). O SOCM foi avaliado através da supressdo das Emissées
otoacusticas produto de distorcdo (EOAPD) e os biomarcadores genotoxicos foram:
ensaio cometa, teste de micronucleos (MN) e ensaio fluorimétrico de quantificacao
de DNA. Os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica. Resultados: Ao
comparar a ocorréncia do efeito de supressdo das EOAPD entre os grupos, nao foi
detectada associacdo significativa. Tanto no ensaio cometa como no ensaio
fluorimétrico de quantificacdo de DNA a média do GE mostrou-se significativamente
mais elevada que a do GC. No teste de MN, verificou-se diferenca significativa
guanto ao somatério de células alteradas e a frequéncia de células binucleadas,
sendo a média do GE mais elevada que a do GC. Ja, referente a frequéncia de
células com MN nao observou-se diferenca significativa entre os grupos. Nao foi
detectada associagado entre ocorréncia do efeito de supressdo e os resultados dos
biomarcadores genotdxicos. Conclusdo: O GE ndo apresentou alteracfes no
SOCM, evidenciado pela presenca de supressao das EOAPD, porém apresentou
indices de dano significantemente mais elevados dos biomarcadores genotoxicos.
Entretanto, néo verificou-se associacdo entre supressdao das EOAPD e
genotoxicidade.

Palavras-chave: praguicidas, fumo, audicao, via eferente, genotoxicidade, criancas.
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ARTICLE 2 - MEDIAL OLIVOCOCHLEAR SYSTEM AND
GENOTOXICITY IN STUDENTS OF THE TOBACCO-PRODUCING
REGION

5.2 Abstract

Objective: To evaluate the association between the function of the medial
olivocochlear system (MOS) and the biomarkers of genotoxicity in resident students
from the tobacco-producing region. Methods: This research included 21 normal-
hearing students from the tobacco-producing region, study group (SG), and 25
normal-hearing students who did not live in the countryside, control group (CG). The
MOS was assessed by the of distortion product otoacoustic emissions (DPOAE) and
genotoxic biomarkers, such as: comet assay, micronucleus test (MN) and fluorimetric
assay for the quantification of DNA. The data were subjected to statistical analysis.
Results: By comparing the occurrence of suppression of DPOAEsS between the
groups, no significant association was detected. Considering the comet assay and
the fluorimetric assay for quantitation of DNA, the mean of the SG was considerate
significantly higher than the mean of the CG. In the MN test, it was found a significant
difference in the sum of abnormal cells and in the frequency of binucleated cells, with
the mean of the SG higher than the one found in the CG. And, in relation to the
frequency of cells with MN, it showed no significant difference between both groups.
No association was found between the occurrence of suppression and the results of
genotoxicity biomarkers. Conclusion: The SG had no change in MOS, which was
evidenced by the presence of DPOAE suppression, but it presented injury rates
considerate significantly higher in relation to the genotoxic biomarkers. However,
there was no association between DPOAE suppression and genotoxicity.

Keywords: pesticides, tobacco, hearing, efferent pathway, genotoxicity, children.
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5.3 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de fumo do mundo,
sendo a fumicultura uma atividade de grande importancia social e econémica no
pais. Geralmente, é realizada por pequenos agricultores (agricultura familiar), onde
toda familia trabalha e vive proxima a plantacdo, estando expostos a diversas
substancias toxicas.

Na fumicultura, diversos tipos de agrotoxicos, de classes e toxicidades
variadas, sado amplamente utilizados, principalmente os organofosforados. A
aplicacao de agrotoxicos € ainda o meio mais eficaz para combater e prevenir as
pragas agricolas. O uso indiscriminado destas substancias quimicas garante maior
produtividade e reduz as perdas da safra, porém os maleficios a saude a curto,
médio e longo prazo sdo desconsiderados (ARAUJO et al., 2007; KORBES et al.,
2010). Contudo, na fumicultura, além dos agrotéxicos, os fumicultores estédo
expostos a outros compostos organicos altamente téxicos presentes nas folhas do
fumo, dentre eles destaca-se a nicotina.

A exposicdo a toxinas ambientais pode ocorrer por varias rotas de absorcao:
inalacdo, ingestdo ou dérmica, e pode ocorrer desde o periodo pré-natal (NERI et
al., 2006). As criancas estdo expostas aos agrotoxicos tanto por vias ambientais (em
suas casas, escolas, jardins, alimentos e &gua contaminadas), como por vias
ocupacionais, durante sua participacdo nas atividades laborais da familia e através
do contato por meio de residuos nas roupas dos pais (SARCINELLI, 2003; PERRY,
2003).

As criangcas constituem um grupo com caracteristicas particulares de
exposicdo e especial vulnerabilidade a toxicos ambientais. Além de estarem em fase
de desenvolvimento, diferem dos adultos por apresentarem relativa imaturidade das
funcbes fisioldégicas e bioquimicas dos sistemas, na propor¢cdo dos componentes
corporais (agua, proteinas, gordura e minérios), na estrutura anatbmica dos érgéaos,
na capacidade de metabolizar e excretar substancias toxicas (PERRY, 2003). Além
disso, apresentam certos habitos mais frequentemente, como “levar a mao a boca”,
gue aumentam as chances de ingerir compostos toxicos presentes na agua, solo e
poeira domiciliar (BENITEZ-LEITE et al., 2010).
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A gama de efeitos adversos a saude, decorrentes dos agrotoxicos, incluem
danos agudos e cronicos (BENITEZ-LEITE et al., 2010). Atualmente, varios estudos
tém demonstrado estreita relacdo entre perda auditiva e exposicdo a agrotoxicos
(HOSHINO et al., 2008; CRAWFORD et al., 2008; FINKLER et al., 2012). Os
agrotoxicos organofosforados induzem a alteracdes do sistema auditivo e vestibular,
tendo sido evidenciado também seu potencial neurotoxico (HOSHINO et al., 2008),
podendo afetar inclusive o sistema auditivo central.

Ainda ndo ha muitas informacdes a respeito dos efeitos cronicos a saude
decorrente da exposi¢cao dermal a nicotina da folha do tabaco. A principal discussao
a cerca dos efeitos ototoxicos da nicotina no fumo esta relacionada ao habito de
fumar. Alguns estudos reportam que a nicotina pode ter efeito ototdxico direto e
causar isquemia coclear (COCCHIORELLA; SHARP; PERSKY, 1995 apud
OLIVEIRA; LIMA, 2009), bem como, interfere na transmissdo neural da informacao
auditiva (HARKRIDER, CHAMPLIN, MCFADDEN, 2001).

O sistema auditivo central é constituido por vias auditivas aferentes e
eferentes. A via auditiva eferente dividi-se em dois feixes: sistema olivococlear
lateral e sistema olivococlear medial (SOCM). O SOCM é constituido por fibras
mielinizadas e predominantemente cruzadas, que vao inervar as células ciliadas
externas (CCE) (DURANTE, 2011). O funcionamento normal do SOCM pode ser
evidenciado pela supressdo ou reducdo das EOA com a aplicacdo de um ruido
competitivo ipsilateral ou contralateralmente (MUNIZ; VENTURA; ALGARRA, 2006).
O registro das EOA e a analise do efeito de supressdo podem ser utilizados na
deteccao precoce das alteraces auditivas de origem coclear e retrococlear e para a
elaboracao de agdes preventivas em audiologia (BERNARDI, 2000).

O biomonitoramento humano é a forma mais eficiente de prevenir e
diagnosticar precocemente danos decorrentes da exposicdo humana a agentes
quimicos, com potencial genotdéxico (ANGERER et al., 2007 apud DA SILVA, 2011).
O organismo humano estd sujeito ao estresse oxidativo que é definido como o
desequilibrio entre os sistemas oxidantes (espécies reativas de oxigénio) e
antioxidantes, em favor dos primeiros (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004), causando
danos em muitos constituintes celulares, como lipidios insaturados, proteinas e DNA
(FINDLAY; TAPIERO; TOLUNSEND, 2005).

Varios agrotéxicos foram submetidos a testes e revelaram possuir potencial
genotoxico (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008). O fumo também vem sendo
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reportado como fator causal de aumento dos indices de genotoxicidade (FRONZA et
al., 2011). Genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteracdes no material genético (DNA) de organismos a elas expostos (KOHATSU;
SHIMABUKURO; GATTAS, 2007), esta alteracdo é considerada um fator de risco
primario para efeitos de longo prazo.

Embora exista uma variedade de biomarcadores disponiveis para avaliar os
danos genotoxicos, tanto transitorios como permanentes, a maioria dos estudos de
biomonitoramento tem utilizado os testes de microndcleos (MN) e ensaio cometa.
Estas duas técnicas tém sido amplamente utilizadas para investigar danos ao DNA
em populacdes ocupacionalmente expostas e tem-se demonstrado serem testes
rapidos e sensiveis (GROVER et al., 2009 apud DA SILVA 2011; BENITEZ-LEITE et
al., 2010).

Atualmente o uso de sondas fluorescentes, como no Ensaio fluorimétrico de
guantificacdo de DNA com a utilizacdo do reagente Picogreen, vem se destacando.
Esta € uma técnica objetiva e altamente sensivel, a qual detecta pequenas
guantidades de DNA em solucéo. Esta técnica desempenha um papel cada vez mais
importante em diversos estudos e aplicagdes biologicas, sendo bastante empregada
na biologia molecular (DRAGAN et al., 2010), mas, também pode ser usada para
analisar o efeito genotdxico ou genoprotetor de um determinado composto.

A partir do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi verificar a associacéo entre a
funcdo da via auditiva eferente e biomarcadores genotoxicos em escolares
residentes de regido fumicultora, com o intuito de alertar e prevenir danos futuros

nesta populagéo.
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5.4 MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo e transversal. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da instituicio de
origem, registrada sob o protocolo 0237.0.243.000-11 e contou com o0 apoio do
Centro de Referéncia em Saude do Trabalhador (CEREST), de Santa Maria. Todos
0S sujeitos concordaram em participar da pesquisa e apresentaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) assinado pelos
responsaveis.

Os sujeitos deste estudo foram selecionados em escolas da rede publica de
dois municipios da regido central do Rio Grande do Sul. Todas as escolas
permitiram a divulgagdo da pesquisa e assinaram o Termo de Autorizagdo
Institucional (APENDICE B).

Os escolares para participar da presente pesquisa apresentaram como
critérios de inclusdo: idade entre sete e 14 anos, ser hormo-ouvintes, presenca de
EOAPD, ndo estarem expostos continuamente a ruidos intensos e a fumaca de
cigarro. E como critérios de exclusdo os seguintes fatores: apresentar historico de
alteracdes otologicas, apresentar alteracdes audioldgicas, segundo critério adotado
para este estudo e apresentar doencas crénicas e/ou fazer uso de medicacéo
continuada.

No grupo estudo (GE), participaram escolares residentes de zona rural
fumicultora. E, do grupo controle (GC) os escolares eram residentes de zona urbana
de outro municipio, ndo fumicultor. Os escolares do GC foram selecionados em um
municipio diferente do GE, com o objetivo de garantir que estes sujeitos estivessem
livres da exposi¢ao a agrotoxicos e nicotina derivada da folha do tabaco.

Na selecdo do GE 103 escolares se enquadraram nos critérios de inclusdo do
estudo, porém apenas 25 demonstraram interesse em participar da pesquisa, e
desses 22 participaram da pesquisa. Para o recrutamento do GC foram visitadas
trés escolas publicas, sendo convidados em média 250 alunos, porém
demonstraram interesse apenas 57 sujeitos e destes somente 26 escolares
participaram da pesquisa.

A amostra de conveniéncia deste estudo contou inicialmente com 48

voluntarios. Destes, dois apresentaram alteracfes na avaliagdo audioldgica basica
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sendo excluidos da pesquisa e encaminhados aos atendimentos necesséarios. A
amostra final ficou constituida de 46 escolares, sendo 21 pertencentes ao GE e 25
pertencentes ao GC.

As avaliacdes audioldgicas e as coletas dos materiais biologicos, de ambos
0s grupos, foram realizadas no CEREST, preferencialmente todas no mesmo dia.

Inicialmente os pais e/ou responsaveis e o0 proprio sujeito foram submetidos a
um questionario, para identificacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo. Todos os
escolares foram submetidos a inspecéo visual do meato acustico externo utilizando
o Otoscépio Clinico da marca Klinic Welch-Allyn, para verificacdo de quaisquer
alteracbes que pudessem dificultar a realizagdo dos testes, e avaliacdo audioldgica
basica, composta por: audiometria tonal liminar (ATL) e imitanciometria.

A ATL foi realizada em cabina acusticamente tratada com o audiémetro da
marca Interacoustics modelo AC40 e fone de ouvido TDH-39. Na ATL foram
pesquisados os limiares de via aérea nas frequéncias de 500, 1000, 2000 e 4000
Hz. A técnica utilizada foi descendente-ascendente. Foram considerados individuos
normo-ouvintes aqueles que apresentaram meédia tritonal (500, 1000 e 2000 Hz)
menor ou igual a 25 dBNA (decibel Nivel de Audi¢édo) (LLOYD Il e KAPLAN, 1978).

As medidas de imitancia acustica foram realizadas com o equipamento AT
235, da marca Interacoustics e tom-sonda 226 Hz, para pesquisa da curva
timpanométrica e dos reflexos acusticos. Estes foram pesquisados nas frequéncias
de 500 a 4000Hz bilateralmente, no modo contralateral. Foram incluidas na amostra
somente criancas com timpanograma tipo A e reflexos acusticos presentes
(JERGER, 1970).

Posteriormente os sujeitos foram avaliados por meio das EOAPD em ambas
as orelhas, primeiramente na auséncia e, apés, na presenca da estimulacdo
acustica contralateral. O registro das EOAPD foi realizado em local silencioso
utilizando o equipamento portatil Otoread Screening da marca Interacoustics. Para
obtencdo das EOAPD (2F1-F2) foram utilizados dois tons puros na razao de
F2/F1=1,22, onde F1 é apresentada na intensidade de L1 = 65dBNPS e F2 em L2 =
55dBNPS. Para a medida das EOAPD foram testadas as frequéncias de 1500, 2000,
3000, 4000, 5000 e 6000Hz. Foi considerado EOAPD presentes, quando a relacao
sinal/ruido foi igual ou superior a 6 dBNPS em pelo menos trés frequéncias
(WAGNER et al., 2008).
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A estimulacéo acustica contralateral foi um ruido branco, na intensidade de 60
dBNA (COLLET et al.,, 1992), gerado pelo audidmetro ja citado (Interacoustics,
modelo AC 40, via fone auricular TDH-39). A fim de evitar a manipulacdo da sonda
das EOAPDs, o fone foi acoplado na orelha contralateral a captacdo das EOAPDs
antes do inicio do teste. Nesta pesquisa, obedeceu-se a seguinte ordem de
testagem: EOAPD na orelha direita (OD) sem ruido, EOAPD na OD com ruido,
EOAPD na orelha esquerda (OE) sem ruido, EOAPD na OE com ruido.

O calculo da supressdao das EOAPD foi feito pela subtracdo do nivel de
resposta das EOAPD sem estimulagédo acustica contralateral do nivel de resposta
das EOAPD com estimulacdo acustica contralateral. A andlise do efeito de
supressao foi por response (resposta geral). O response é calculado a partir da
meédia geométrica das frequéncias sob teste. Neste estudo, foi considerado efeito de
supressédo presente quando houve reducdo das amplitudes das EOAPD de pelo
menos 0,5 dB e efeito de supresséo ausente quando diferenca foi menor que 0,5 ou
negativa. De acordo com Collet et al. (1992), um efeito de supressao de 0,5 a 1,0 dB
revela a integridade do SOCM.

Por ultimo foi executada a coleta do material biol6gico para realizar os testes
genotodxicos, porém, apenas 18 sujeitos do GE e 18 sujeitos do GC realizaram este
procedimento, diminuindo a amostra para estas avaliacoes.

Os testes de genotoxicidade realizados neste estudo foram: ensaio cometa,
teste de micronucleos (MN) e ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA. A coleta
do material biol6gico (sangue e células epiteliais da mucosa oral), para a execucdo
desses testes, foi efetuada por uma técnica de enfermagem capacitada. Apos a
coleta, o sangue foi imediatamente armazenado em um tubo com anticoagulante de
heparina sodica e, utilizado no ensaio cometa e ensaio fluorimétrico de quantificagéo
de DNA. As células epiteliais, para o teste de MN, foram depositadas em um tubo
conico tipo Falcon, contendo 2 mL de solugao fisiolégica ou solucdo PBS pH 7,4.

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com o método proposto por Singh et
al., (1988) e modificado por Collins Ma e Duthie, (1995). Para cada individuo foram
confeccionadas laminas em duplicata. Todos os passos foram conduzidos sem luz
direta para prevenir danos adicionais ao DNA. Para execucdo da técnica, foram
misturados SuL de amostra (leucécitos) com 90uL de 0,75% Agarose em um
eppendorf. A solucédo foi adicionada em uma lamina pré-coberta com 1% de agarose

normal, e coberta por uma laminula, ficando na geladeira por cinco minutos. Apos, a
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laminula foi retirada e a lamina colocada em uma cuba com solucdo de lise por um
dia, a 4°C. As laminas foram retiradas da solucdo de lise e lavadas com &agua
destilada. Em seguida, foram colocadas em uma cuba horizontal contendo solugéo
de eletroforese. As laminas ficaram nessa solucéo por 20 minutos em repouso para
permitir o desenovelamento do DNA, e posteriormente foi realizada a eletroforese
por 20 minutos a 25 Voltz (V) e 300 microAmperes (mA). Entdo, as laminas foram
colocadas em uma cuba com solugcdo neutralisadora por cinco 45 minutos, foram
lavadas trés vezes com agua destilada e ficaram secando até o outro dia em
temperatura ambiente. As laminas foram reidratadas por cinco minutos e colocadas
em uma cuba contendo solucgéo fixadora por dez minutos. A seguir, foram lavadas
trés vezes e postas para secar em temperatura ambiente. Foram novamente
reidratadas por cinco minutos e colocadas em uma cuba contendo solucéo corante
por 25 minutos a 37°C. Depois da coloragdo, as laminas foram lavadas por trés
vezes em agua destilada e novamente colocadas para secar em temperatura
ambiente.

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico binocular da marca
Olympus®, modelo CX40, com aumento de 400 vezes. Foi feita uma contagem, para
cada amostra, de 100 células (50 por lamina). As laminas foram analisadas por dois
observadores independentes e, para o indice de dano (ID), foi considerada a média
dos danos das duas laminas analisadas. O calculo do indice de dano (ID), foi feito a
partir da formula proposta por Cavalcanti et al. (2008): ID= (0 x n0) + (1 x n1) + (2 x
n2) + (3 x n3) + (4 x n4), onde n = niumero nucleos de cada classe analisada.

As cinco categorias que foram usadas para classificagdo do Cometa séo

aguelas propostas por Garcia et al. (2004) e mostradas na figura 1, a seguir:



64

Figura 1. Classificacdo do Dano ao DNA. (Fronza et al., 2011).

No teste de MN, as amostras de células epiteliais da mucosa oral foram
centrifugadas a 1000-1500 RPM por dez minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente foi desprezado o sobrenadante usando pipetas Pauster individuais,
com cuidado para nao remover o pellet de células. Entdo foi adicionado 1,5 mL de
solucéo fixadora e centrifugado novamente a 1000-1500 RPM durante 1-2 minutos.
Novamente foi desprezado o sobrenadante, mantendo um pouco da solucéo
fixadora no tubo, e entdo homogeneizado o conteddo com pipetas Pauster para
ressuspender as células. O conteudo foi depositado em laminas limpas e
previamente identificadas, as quais foram colocadas para secar em temperatura
ambiente por 10-15 min. Depois foi realizada a coloragdo utilizando coloragéo
pandtica. Para finalizar as laminas foram lavadas com agua destilada para retirar o
excesso de corante e colocadas novamente para secar em temperatura ambiente
durante a 20-25 min.

Depois de seco, o material foi observado em microscopio 6ptico binocular da
marca Olympus®, modelo CX40, com magnificagdo de 400x para contagem dos
micronucleos presentes e posterior andlise dos dados. Foram contadas 1000 células
sendo classificadas quanto: célula normal (sem alteracdo), célula com MN, célula
binucleada (BN), célula com pontes nucleares (PNs) e células com Buds nucleares

(BUD) ou “Broken eggs”, conforme a figura abaixo:
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Figura 2. Classificacdo das células do teste de MN: A (célula sem alteracdo); B (célula
com MN); C (célula BN). (FRONZA et al., 2011)

Para efeito comparativo, foram utilizados somente os resultados de indice de
dano ao DNA no Ensaio Cometa. E, para o teste de MN, considerou-se o somatoério
de células anormais, o total de células com MN e o total de células binucleadas.

No ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA, inicialmente o sangue total
foi centrifugado a 2000 RPM durante dez min. Para esta técnica foi utilizado o
plasma sanguineo.

Antes de iniciar o experimento fez-se a leitura da placa de Elisa vazia. Em
seguida, pipetou-se 10uL do plasma em placa de Elisa preta em, no minimo,
quadruplicatas. Na sequéncia foi adicionado 10uL do reagente PicoGreen®. Apos o
término das pipetagens, a placa foi mantida em repouso (incubacéo) durante 5 min,
em temperatura ambiente e de forma protegida da luz (pois o reagente Picogreen é
fotossensivel). Passado o periodo de incubacéo, realizou-se a leitura da placa em
fluorescéncia, com 480nm de excitagdo e 520 nm de emissdo. A interpretacdo dos
valores obtidos é dada de forma que quanto maior o valor de fluorescéncia, mais
DNA livre h&d no meio, indicando morte celular.

As andlises estatisticas foram executadas com o auxilio do software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), versdo 17.0. Para verificar a
normalidade das variaveis utilizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov. Em todas as
analises foi adotado nivel de significAncia de 5%.

Para a andlise da ocorréncia do efeito de supressdo das EOAPD foi utilizado
o teste Exato de Fisher. Na comparacao dos resultados do Ensaio Cometa, ensaio
fluorimétrico de quantificagdo de DNA e teste de micronucleos (MN) utilizou-se o
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teste t-Student para amostras independentes. E, para comparacao entre ocorréncia
de efeito de supresséo e os testes genotodxicos foi utilizado o teste de Mann Whitney.
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5.5 RESULTADOS

Todos os sujeitos, de ambos 0s grupos, apresentaram EOAPD em ambas as
orelhas.

Na comparacao da ocorréncia do efeito de supressao entre OD e OE, tanto
no GE como GC, néo verificou-se diferenca significativa (p< 0,05). Em funcéo disto,
passou-se a considerar a presenca ou auséncia do efeito de supressao das EOAPD
da OD e da OE simultaneamente, levando-se em considera¢cdo somente o grupo ao
qual os escolares pertenciam. Considerou-se auséncia de supressao da EOAPD
quando este esteve ausente em ambas as orelhas.

Ao comparar a ocorréncia do efeito de supressdo das EOAPD entre os
grupos, ndo foi detectada associacdo estatistica significativa (p>,05), apontando
para uma relacdo de independéncia entre grupos e ocorréncia de supressédo das
EOAPD (tabela 1).

Tabela 1- Andlise comparativa da ocorréncia do efeito de supressdao das EOAPD
entre os grupos estudo e controle (n=46):

Grupos
Supressao Valor-pf
Estudo (n=21) Controle (n=25)
Presente 19 (90,5%) 25 (100,0%) 0.203
Ausente 2(9,5%) 0 (0,0%)

[: Teste Exato de Fisher; * p<0,05

Na comparagao da media do indice de dano no Ensaio Cometa os resultados
apontaram que a média do GE (48,4+3,2) mostrou-se significativamente mais
elevada que a do GC (37,1+£17,2). A diferenca significativa também se configurou na
comparacao do escore do teste Ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA, onde
a meédia no GE foi mais elevada que no GC (46,1+18,9 vs.24,5+4,9; p<0,001) (tabela
2).
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Tabela 2 - Analise comparativa dos valores médios (média e desvio padrdo) do
indice de dano do ensaio cometa e do ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA,
entre os grupos estudo e controle (n=36):

Grupos
Estudo (n=18) Controle (n=18) Valor-p
o Desvio  Amplitude - Desvio Amplitude
Média padrdo  (Min-Max) Média padrdo  (Min-Max)
Ensaio 484 3,2 285-70,5 37,1 17,2 11,0-740  0,0331
Cometa
Ensaio
fluorlmetrlczo 46,1 18,9 257-84,8 245 4,9 19,1 -38,4 <0,0018
quantificacdo
de DNA

Legenda: Min-Max = minimo e méaximo;
1: Teste t-Student para grupos independentes assumindo homogeneidade de variancias; §: Teste t-
Student para grupos independentes assumindo heterogeneidade de variancias;
* -
p< 0,05;

No teste de MN, ao comparar o somatério de células anormais entre 0s
grupos, foi detectada diferenca estatisticamente significativa (p<0,01), de forma que,
a média do GE (24,9+9,8) mostrou-se mais elevada que a média do GC (14,9+7,8)
(tabela 2). Nos resultados referentes a comparagao entre grupos da frequéncia de
células binucleadas, foi detectada diferenca estatistica significativa (p<0,01), de
forma que, o grupo estudo (12,2+6,5) apresentou média mais elevada que o grupo
controle (6,3%£2,2). Na comparacdo da freqiiéncia de células com MN o GE também
apresentou a taxa de ceélulas com MN maior que o GC, porém a diferenca
significativa ndo se configurou (p>0,05), apontando que, as variacbes das médias

entre os GE e GC se devem ao acaso (tabela 3).
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Tabela 3 - Andlise comparativa dos valores médios (média e desvio padrdo) das
variaveis do teste de MN entre os grupos estudo e controle (n=36):

Grupos
Variaveis Estudo-(n:18) Contrqle (n=18) Valor-p
Média PV Amplitude Média PV Amplitude
padrao padrao
Células anormais 24,9 9,8 3,0-42,0 14,9 7.8 7,0-40,0 0,0028*
Binucleadas 12,2 6,5 2,0-27,0 6,3 2,2 3,0-11,0 0,0028
Microndcleos 11,6 7,2 0,0-24,0 8,2 7,2 1,0-32,0 0,1681

Legenda: MN = micronucleos
1: Teste t-Student para grupos independentes assumindo homogeneidade de variancias; 8: Teste t-
Student para grupos independentes assumindo heterogeneidade de variancias;
* .
p< 0,05;

Tomando como base de comparacdo a presenca e auséncia do efeito de
supressao das EOAPD, foi comparado, em cada grupo, o indice de dano do Ensaio
cometa e Ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA, bem como, a frequéncia de
células anormais do teste de MN. Conforme os resultados da tabela 4, ndo foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05), indicando que as
médias das variaveis comparadas independem da supressdo no GE. Nas
informacdes referentes ao GC nao foram registrados caso de auséncia de supressao

das EOAPD, o que impediu a realiza¢do da analise comparativa.

Tabela 4 - Associacao entre efeito de supressdo das EOAPD e indice de dano ao
DNA em testes genotdxicos entre os grupos estudo e controle:

Grupos
Estudo Controle
Variaveis ~ =
Supressao Supressao
Presente Ausente e Presente Ausente
(n=16) (n=2) P (n=18) (n=0)
Ensaio Cometa 48,2+13,7  50,2+10,2 0,844 37,1+17,2 *
Ensaio fluorimétrico
guantificacdo de 45,1+18,6  53,2427,2 0,569 24,5449 +
DNA
Celulas anormais — ) o.155  50:71 0,994 14,9+7,8 +
teste de MN

€: Teste de Mann Whitney; *p < 0,05;
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5.6 DISCUSSAO

Os potenciais efeitos na saude associados com a exposicdo de criancas a
agrotoxicos sdo objeto de preocupacdo constante. Porém, os efeitos cronicos da
exposi¢do continuada a agrotéxicos, bem como a nicotina (folha do tabaco), sobre o
corpo humano em desenvolvimento ainda sao pouco conhecidos.

Como referido anteriormente os agrotoxicos podem afetar o sistema auditivo
periférico e central. Na presente pesquisa, foi estudado o efeito dos agrotdxicos e
nicotina sobre o SOCM por meio da supressdo das EOAPD. Ao comparar a
ocorréncia do efeito de supressao das EOAPD entre os grupos, nao foi detectada
associacdo estatistica significativa (p>,05), apontando para uma relacdo de
independéncia entre grupos e ocorréncia de supressdo das EOAPD Estes
resultados sugerem que a exposicdo a substancias toxicas (agrotoxicos e nicotina)
nao afetou as funcdes do SOCM na populacdo estudada.

Ressalta-se que, devido a escassez de estudos relacionando o SOCM com
exposicdo aos agrotoxicos e nicotina, os resultados desta pesquisa foram
comparados sempre que possivel com estudos semelhantes. Na auséncia desses,
os mesmos foram relacionados a estudos com sujeitos expostos a ruido e/ou outras
substancias ototéxicas e também com estudos que avaliaram o sistema auditivo
central por meio de potenciais evocados auditivos.

Os agrotoxicos organofosforados, mais utilizados na lavoura de fumo,
apresentam um mecanismo de acéo, baseado na inibicdo da acetilcolinesterase, que
consequentemente aumenta o nivel do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses
(OLIVEIRA-SILVA et al., 2001). Segundo Harkrider, Champlin, McFadden (2001) a
nicotina também apresenta efeito sobre o neurotransmissor acetilcolina. Os mesmos
pesquisadores avaliaram os resultados das EOA e PEATE de dez sujeitos normo-
ouvintes e ndo fumantes, apds a administragdo da nicotina, e perceberam que a
mesma interfere na transmissao neural da informag&o auditiva. O efeito da nicotina
nos centros neurais altos pode ter efeito inibitério eferente sobre as CCE. Isto se
deve a aceleracéo da acetilcolina, que é o neurotransmissor da eferéncia do sistema
auditivo, o que implicaria no aumento do efeito da supresséo das EOA.

Outra pesquisa avaliou o efeito do cigarro sobre o sistema auditivo

comparando os resultados da audiometria convencional e de alta frequéncia, das
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EOAT e do efeito supressédo entre fumantes e ndo fumantes e concluiram que o
cigarro tem um efeito nocivo sobre a audi¢cdo. Especificamente sobre a avaliacado do
SOCM os estudiosos observaram uma reducdo no nivel de resposta das emissdes
otoacusticas (supressdo) em 100% dos casos em ambos 0S grupos, sendo que o
grupo de fumantes apresentou valores maiores de supressao quando comparado ao
grupo néao fumante (PASCHOAL; AZEVEDO, 2009). Os resultados desta pesquisa
discordam dos dois estudos anteriormente referidos, pois, ndo verificou-se aumento
no efeito de supressao das EOAPD dos escolares expostos a agrotoxicos e nicotina.

Um estudo, que avaliou a condicdo do SOCM de sujeitos expostos a
solventes organicos por meio do efeito de supressdo das EOAT, observou que a
presenca do efeito supressor das EOAT foi maior no grupo controle (72%) em
comparacao ao grupo estudo (58%), mas esta diferenca nao foi estatisticamente
significante (QUEVEDO; TOCHETTO; AMARAL, 2012). Na presente pesquisa a
presenca do efeito supressor também foi maior no GC (100%) quando comparado
ao GE (90%), mas esta diferenca foi ainda menos expressiva.

Korbes et al. (2010) investigaram o efeito dos organofosforados sobre a
audicdo de cobaias. Foi realizado EOAPD, PEATE e andlise histolégica da céclea
de trés grupos de cobaias (controle, submetidos a baixa e alta dosagem de
agrotoxicos). Os autores ndo observaram alteracdo funcional da céclea e nervo
auditivo, apenas verificaram que o0s dois grupos que receberam agrotoxicos
apresentaram alteracbes na citoarquitetura das CCE, com maior prejuizo das
cobaias que receberam alta dosagem. Nesta pesquisa, também néo foi observado
alteracéo funcional do SOCM.

Manjabosco, Morata e Marques (2004) referem que a perda auditiva pode ser
uma manifestacdo precoce da intoxicagdo a agrotoxicos, lesionando tanto o
componente periférico, quanto a audicéo central. O registro das EOA e a analise do
efeito de supressdo podem ser utilizados na deteccdo precoce das alteracoes
auditivas de origem coclear e retrococlear (BERNARDI, 2000). O presente estudo,
nao demonstrou alteragcdo no sistema auditivo, evidenciado pela presenca das
EOAPD e efeito de supressao.

Outra forma de prever riscos de desenvolvimento de diversas doencas
decorrente da exposi¢cdo a substancias toxicas € por meio do biomonitoramento.
Esta € uma ferramenta Gtil para estimar o risco genético a partir de uma exposicao

integrada a uma complexa mistura de produtos quimicos (KUMAR;
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PANNEERSELVAM, 2008). Neste estudo, os biomarcadores genotoxicos utilizados
foram: ensaio cometa, ensaio fluorimétrico de quantificagdo de DNA e teste de MN.

No ensaio cometa o grupo de escolares expostos apresentou indice de dano
significativamente mais elevado que o grupo ndo exposto. Estes achados vao ao
encontro dos resultados de outros autores (JUFFO et al., 2009), que ao estudarem
os efeitos genotoxicos em fumicultores por meio do teste cometa, também
demonstraram que 0 grupo exposto apresentou um aumento significativo de danos
ao DNA quando comparados ao GC. Da Silva et al. (2012) também observou
aumento de dano ao DNA pelo ensaio cometa trés vezes maior em fumicultores
comparado ao grupo nao exposto.

Segundo Da Silva (2011) os possiveis danos genotdxicos ocasionados pela
nicotina sdo ainda desconhecidos. Alguns estudos (KLEINASSER et al., 2005 apud
DA SILVA, 2011; SOBKOWIAK; LESICKI, 2009 apud DA SILVA, 2011) observaram
efeito genotoxico da nicotina por meio do ensaio cometa.

No ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA o grupo de escolares
expostos também apresentou média mais elevada que o GC, esta diferenca foi
altamente significante (p<0,001). O ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA é
um teste que utiliza o reagente fluorescente ultrassensivel Quant-iT™ PicoGreen®
dsDNA (Invitrogen), o qual detecta pequenas quantidades de fita dupla de DNA em
solucdo (AHN et al., 1996). O PicoGreen (PG) se liga ao DNA e ao ligar-se aumenta
sua fluorescéncia > 1000 vezes e esta é proporcional a quantidade de DNA presente
(circulante) (IKEDA, IWAKIRI, YOSHIMORI, 2009; DRAGAN; BISHOP; GEDDES,
2010).

Na literatura consultada, os estudos que utilizam o ensaio fluorimétrico de
quantificacdo de DNA como biomarcador de exposi¢cédo a pesticidas sdo limitados.
Porém, € uma técnica que desempenha um papel cada vez mais importante em
diversos estudos e aplicacdes bioldgicas, como técnicas de biologia molecular e de
diagnostico (DRAGAN et al., 2010); como biomarcador para doengas severas como
a Dengue Hemorragica (HA et al., 2011).

No presente estudo o ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA, utilizando
0 reagente Picogreen, mostrou-se ser uma técnica eficaz e altamente sensivel para
analisar o efeito genotoxico dos pesticidas sobre a populagdo exposta. Estes
resultados vdo ao encontro dos achados de Parra, Sanchez-Fortin e Castand

(2010), apesar das analises terem sido feitas em diferentes tipos de células
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(linfocitos e células teciduais). Eles estudaram a aplicabilidade do reagente
Picogreen na quantificacdo de DNA para determinar o efeito genotoxico induzido por
agrotoxicos organofosforados em células teciduais de peixes. Eles concluiram que
esta metodologia foi capaz de colocar em evidéncia o grau de danos ao DNA
induzidos por estes agrotéxicos, e, portanto, pode ser utilizada para prever a
genotoxicidade de pesticidas, neste tipo de células. E ressaltam que a quantidade de
produtos quimicos necessarios, o custo e o0 tempo requerido para o teste é
drasticamente reduzido, podendo substituir outros testes de genotoxicidade.

Ja4 o teste de MN é uma técnica amplamente utilizada nos estudos de
biomonitoramento de populacdes expostas a diversas substancias toxicas. No
estudo corrente, no teste de MN, foi detectada diferenca estatisticamente
significativa ao comparar o somatorio de células anormais e a frequéncia de células
binucleadas entre os grupos, sendo a média do GE mais elevada que a do GC. No
entanto, na comparacao da frequiéncia de células com MN a diferenca significativa
nao se configurou, apesar da média do GE ser maior que a do GC. Estes achados
concordam parcialmente com os resultados de outros estudiosos que encontraram
diferenca significante em todos os tipos de células anormais ao compararem o grupo
exposto com o GC (MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009; BENITEZ-LEITE et al.,
2010; DA SILVA et al., 2012).

A maioria dos estudos analisa apenas a frequéncia de células com MN,
diferentemente deste estudo. Diversos estudos relataram aumento significativo na
frequéncia de MN em sujeitos expostos a agrotoxicos, quando comparadas com um
grupo controle (SAILAJA et al.,, 2006; MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009;
BORTOLI; AZEVEDO; SILVA, 2009). Outros autores estudaram especificamente
criangas expostas a agrotoxicos e também observaram aumento significativo na
frequéncia de células com MN no grupo exposto (NERI, 2006; BENITEZ-LEITE et
al., 2010). Os resultados deste estudo discordam dos achados dos referidos autores.
No entanto, estes resultados vao ao encontro dos achados de Pastor et al. (2003)
que também ndo encontraram diferenga entre sujeitos expostos e ndo expostos a
agrotoxicos quanto a frequéncia de MN.

Estudos tém sugerido que o estresse oxidativo causado por diversos fatores
de risco podem alterar a audicdo (BJELLAND; SEEBERG, 2003; ARBOLEDA-
MORENO et al., 2004). No presente estudo, buscou-se analisar a associacao entre

as funcdes do SOCM (presenca e auséncia da supressdao das EOAPD) e os danos
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genotoxicos. Nossos resultados apontam que o indice de dano encontrado nos
testes genotdxicos independe da supressdo das EOAPD no GE, ou seja, ndo ha
associacdo positiva entre as variaveis. Fronza et al. (2011) verificaram que
individuos tabagistas apresentam indices elevados de genotoxicidade, evidenciado
pelo ensaio Cometa, porém, ndo observaram associacdes significativas entre a

auséncia de efeito de supresséo das EOAPD e genotoxicidade.
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5.7 CONCLUSAO

Neste estudo ndo foram observadas alteragdes no SOCM, evidenciada pela
presenca de supressédo das EOAPD, nos escolares residentes de regido fumicultura.
Porém, jA foram observados indices de dano significantemente elevados dos
biomarcadores genotdxicos, nos escolares expostos. Entretanto, ndo verificou-se
associacao entre supressao das EOAPD e genotoxicidade.

Estes achados mostram que ndo ha alteracdo da funcdo auditiva (SOCM),
porém, os resultados dos biomarcadores genotéxicos indicam a presenca de um
perfil genético suscetivel para o desenvolvimento de futuras patologias decorrentes

da exposicdo a estes pesticidas, podendo estar entre elas a perda auditiva.
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6 DISCUSSAO GERAL

Os efeitos na saude em consequéncia da exposi¢cao de criancas a agrotoxicos
séo objeto de preocupacdo constante. No caso da fumicultura os riscos a salude sédo
agravados pelo contato com a nicotina contida na folha do tabaco. As criangas
constituem um grupo especial de risco, pois, seu organismo em desenvolvimento
estd mais vulneravel as acfes destas substancias toxicas. Dentre os efeitos
adversos a saude decorrentes da exposi¢cao aos agrotéxicos, bem como a nicotina,
pode-se citar as alteracdes no sistema auditivo.

O principal propoésito desta pesquisa foi identificar precocemente possiveis
danos ndo perceptiveis, como danos auditivos, causados pela exposicdo aos
agrotoxicos e nicotina. O diagnostico precoce permite proporcionar melhores
condicbes de vida a estes sujeitos, principalmente quando se sabe das
interferéncias da perda auditiva na qualidade de vida das pessoas. Especialmente
no caso de escolares, as consequéncias sobre seu desenvolvimento/aprendizado ou
mesmo futuramente na vida adulta.

A gama de efeitos adversos a saude, decorrentes dos agrotdxicos, incluem
danos agudos e cronicos (BENITEZ-LEITE et al., 2010). Os agrotoxicos
organofosforados induzem a alteragBes do sistema auditivo e vestibular, tendo sido
evidenciado também seu potencial neurotoxico (HOSHINO et al., 2008), podendo
afetar inclusive o sistema auditivo central.

Referente a acdo da nicotina sobre o sistema auditivo sdo escassos 0S
estudos na literatura. Algumas pesquisas reportam que a nicotina pode ter efeito
ototoxico direto e causar isquemia coclear (COCCHIORELLA; SHARP; PERSKY,
1995 apud OLIVEIRA; LIMA, 2009), bem como, interfere na transmissdo neural da
informacéo auditiva (HARKRIDER, CHAMPLIN, MCFADDEN, 2001).

Neste estudo todos o0s sujeitos apresentaram EOAPD presentes,
evidenciando bom funcionamento coclear (CCE). Porém, no grupo de escolares
expostos ja verificou-se uma diminuicdo na média da amplitude das EOAPD em
todas as frequéncias em comparacdo com o GC, sendo detectada diferenca
significativa nas frequéncias de 2000 e 4000 Hz. Estes achados sugerem que a

exposicao aos agrotoxicos e nicotina pode estar causando uma diminui¢do funcional
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das CCE (coéclea) precoce no grupo de escolares expostos, evidenciado pelas
EOAPD. Os resultados deste estudo vao ao encontro do proposto por Sousa et al.,
(2008), os quais referem que as alteragcdes na CCE provocam uma diminuicdo da
amplitude das EOA.

Dentre os tipos de EOA encontram-se as Emissdes otoacusticas transientes
(EOAT) e a EOAPD. Estas duas técnicas tém-se demonstrado eficazes para avaliar
alteracbes precoces no funcionamento coclear de populacdes ocupacionalmente
expostas (ruidos e/ou quimicos). A desvantagem das EOAT € que esta técnica nao
alcanca as frequéncias acima de 4000 Hz, diferentemente das EOAPD que sao mais
eficazes para detectar frequéncias mais agudas, importantes na avaliacdo de
sujeitos ocupacionalmente expostos a ruido, pesticidas e/ou solventes pelo fato
destes atingirem inicialmente as frequéncias altas (COELHO et al., 2010). Por este
motivo, nesta pesquisa optou-se por realizar as EOAPD para abranger um nimero
maior de altas frequéncias. Com isso pode-se ter deixado de captar alteragbes que
ja podem estar na coclea (CCE), pois as EOAT sdo mais sensiveis para captar
alteracdes de CCE que as EOAPD.

Como citado anteriormente estas substancias téxicas (agrotdxicos e nicotina)
podem também ter efeito neurotdxico, inclusive afetar o sistema auditivo central. A
supressao das EOA é uma técnica que permite avaliar a funcionalidade do SOCM.
Nesta pesquisa, ndo observou-se diferenca significante quanto a ocorréncia do
efeito de supressdo, sugerindo que a exposi¢cdo aos agrotoxicos e nicotina néo
afetou as fungdes do SOCM na populacéo estudada.

Segundo Bernardi (2000) o registro das EOA bem como a analise do efeito de
supressédo podem ser utilizados na deteccédo precoce das alteracbes auditivas de
origem coclear e retrococlear. No estudo corrente, nao verificou-se alteragdo no
SOCM evidenciado pela presenca da supressédo das EOAPD, porém, no registro das
EOAPD ja verificou-se uma diminuicdo na amplitude das EOAPD no GE, o que pode
ser um indicio de diminuicdo da funcdo coclear (CCE) precoce.

Atualmente existe uma crescente de estudos sobre o estresse oxidativo e
suas consequéncias na saude humana. Este é definido como o desequilibrio entre
os sistemas oxidantes (EROs) e antioxidantes, em favor dos primeiros. As EROs
estdo associadas a um numero cada vez maior de patologias, incluindo, em menor

frequéncia, a perda da audicao (alteracdo de funcionamento coclear).
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Com isso tem-se outra forma de prevenir precocemente 0os danos causados
pela exposi¢cdo a substancias toxicas, como agrotoxicos e nicotina, por meio do
biomonitoramento humano, o qual € realizado utilizando parametros biolégicos
chamados biomarcadores. Esse permite identificar fatores de risco para o
desenvolvimento de determinadas patologias (MUNIZ et al., 2008 apud DA SILVA,
2011), podendo estar entre elas a perda auditiva.

Existe uma grande variedade de biomarcadores disponiveis para avaliar os
efeitos do estresse oxidativo, alguns verificam os resultados da exposi¢ao nos alvos
especificamente como danos ao DNA (teste de MN e ensaio cometa) ou, quantificam
os niveis de producdo de EROs no organismo utilizando os métodos fluorescentes.

A capacidade que algumas substancias tém de induzir alteracbes no material
genético (DNA) de organismos a elas expostos € chamada genotoxicidade
(KOHATSU; SHIMABUKURO; GATTAS, 2007). Pesquisas ja demonstraram que
tanto os agrotoxicos (KUMAR; PANNEERSELVAM, 2008) como a nicotina (FRONZA
et al., 2011) possuem este efeito genotdxico. A genotoxicidade pode ser avaliada por
meio do ensaio cometa, teste de MN e/ou ensaio fluorimétrico de quantificacdo de
DNA.

No ensaio cometa o grupo de escolares expostos (GE) apresentou indice de
dano significativamente mais elevado que o grupo néo exposto (GC). Estes achados
vao ao encontro dos resultados de outros autores que também encontraram
aumento significativo do indice de dano a DNA no grupo exposto (fumicultores)
quando comparado ao GC (JUFFO et al., 2009; DA SILVA et al. 2012).

No teste de MN, observou-se diferenca significativa ao comparar o somatorio
de células anormais e a frequéncia de células binucleadas entre os grupos, sendo a
média do GE mais elevada que a do GC. Estes achados concordam com 0s
resultados de outros pesquisadores que encontraram diferenca significativa em
todos os tipos de células anormais ao compararem o grupo exposto com o GC
(MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009; BENITEZ-LEITE et al., 2010; DA SILVA et
al., 2012).

No entanto, na comparacdo da frequéncia de células com MN a diferenca
significativa ndo se configurou. Estes resultados discordam dos achados de diversos
estudos os quais relataram um aumento significativo na frequéncia de MN em
sujeitos expostos a agrotéxicos, quando comparadas com um GC (SAILAJA et al.,
2006; MARTINEZ-VALENZUELA et al., 2009; BORTOLI; AZEVEDO; SILVA, 2009),
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inclusive naqueles que estudaram especificamente criangcas expostas a agrotoxicos
(NERI, 2006; BENITEZ-LEITE et al., 2010). Porém, nossos resultados corroboram os
achados de Pastor et al. (2003) que também nao verificaram diferenca entre sujeitos
expostos e ndo expostos a agrotdoxicos quanto a frequéncia de MN.

Recentemente a utilizacdo de sondas fluorescentes vem se destacando por
serem métodos altamente sensiveis e que permitem uma andlise quantitativa.
Dentre estas técnicas pode-se destacar: o Ensaio fluorimétrico de quantificacdo de
DNA, com a utilizacdo do reagente Picogreen, o qual detecta pequenas quantidades
de DNA em solucdo (DRAGAN et al., 2010); e a Taxa de producao de radicais livres
que permite a deteccdo de EROs, baseado na oxidacdo da sonda nao fluorescente
dihidroclorofluoresceina (DCFH) para formar um produto altamente fluorescente, a
2,7’- diclorofluoresceina (DCF) (CHEN et al., 2010).

No ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA o grupo de escolares
expostos também apresentou média mais elevada que o GC, esta diferenca foi
altamente significante (p<0,001). Sdo escassos na literatura, estudos que utilizam o
ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA como biomarcador de exposicdo a
pesticidas. Porém, é uma técnica que desempenha um papel cada vez mais
importante em diversos estudos e aplicacdes bioldgicas, como técnicas de biologia
molecular e de diagnostico (DRAGAN et al., 2010); como biomarcador para doencas
severas como a Dengue Hemorragica (HA et al., 2011). Contudo, nesta pesquisa
esta técnica mostrou-se ser eficaz e altamente sensivel para analisar o efeito
genotdxico das substancias toxicas estudadas, sobre a populagdo exposta. Estes
resultados vdo ao encontro dos achados de Parra, Sanchez-Fortin e Castand
(2010) que, apesar das analises terem sido realizadas em diferentes tipos de células
(linfécitos e células teciduais), concluiram que esta metodologia foi capaz de colocar
em evidéncia o grau de danos ao DNA induzidos por agrotoxicos, e, portanto, pode
ser utilizada para prever a genotoxicidade de pesticidas, neste tipo de células.

A taxa de producéo de radicais livres (DCFH-DA) também n&o € uma técnica
muito empregada nos estudos de biomonitoramento humano. No presente estudo
esta técnica mostrou-se altamente sensivel para deteccdo EROs e um bom
biomarcador na populacédo estudada. Os resultados desta pesquisa mostram que, na
comparacao da taxa de producdo de radicais livres, a média do GE apresentou-se
significativamente (p<0,01) mais elevada que a média do GC.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20370560
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Ao correlacionar os achados das avalia¢des audiolégicas e os biomarcadores
do metabolismo oxidativo, verificou-se associacao entre a amplitude das EOAPD e
os indices dos biomarcadores do metabolismo oxidativo. Entretanto, esta associacéo
nao foi observada entre ocorréncia do efeito de supressdo das EOAPD e os

resultados dos biomarcadores do metabolismo oxidativo.
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7 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa evidenciaram que:

- Os escolares de ambos os grupos apresentaram EOAPD e efeito de
supressao presentes, evidenciando funcdo coclear e retrococlear (SOCM) normais,
respectivamente.

- O GE apresentou indices significativamente mais elevados em todos os
testes de verificacdo do metabolismo oxidativo, em comparacdo ao GC, sendo
verificada diferenca significativa entre os grupos;

- Observou-se associacao entre a amplitude das EOAPD (nivel reduzido) e os
resultados dos biomarcadores do metabolismo oxidativo (indices elevados);

- Nao foi verificada associacdo entre ocorréncia de supressdo das EOAPD e

os resultados dos biomarcadores do metabolismo oxidativo.
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CONSIDERACOES FINAIS

- As avaliacbes audiologicas ainda nao demonstraram alteracdes
permanentes do sistema auditivo, evidenciado pela presenca das EOAPD e do efeito
de supressdo. Porém, no grupo de escolares expostos ja verificou-se uma
diminuicdo na média da amplitude das EOAPD em todas as frequéncias em
comparacao com 0 grupo controle. Estes resultados indicam que a exposi¢cdo aos
agrotoxicos, assim como a nicotina, pode estar causando uma diminuicdo funcional

coclear (CCE) precoce no grupo de escolares expostos.

- Referente aos biomarcadores do metabolismo oxidativo, em todos os testes
foi observada diferenca significativa entre os grupos. O nivel mais elevado de EROs
no GE, evidenciado pelo indice elevado na taxa de radicais livres (DCFH-DA), pode
ser o motivo da presenca elevada de células alteradas a nivel nuclear, visualizadas
através do teste de MN, bem como do indice superior de dano ao DNA pelo ensaio

cometa, quando comparado ao GC.

- A média inferior da amplitude das EOAPD e os indices elevados dos
biomarcadores do metabolismo oxidativo encontrados no GE, associam-se a

exposicao destes sujeitos aos agrotdxicos e a nicotina da folha do tabaco.

- Os resultados desta dissertacdo indicam que ja existe a necessidade do
biomonitoramento individual, bem como do monitoramento audiolégico nesta
populacdo. A deteccdo precoce de uma exposicdo perigosa pode diminuir
significativamente a ocorréncia de efeitos adversos a saude, por isso, além de
investigar a saude dos escolares expostos, é necessario investir na educacdo e

implantar medidas de prevencgao e controle da exposicao.

- Sugere-se que novas pesquisas, com um numero maior de sujeitos, sejam

realizadas nesta area.
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APENCICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Ministério da Educacao
Universidade Federal de Santa Maria/RS
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacdo em Disturbios da Comunicagdo Humana

Pesquisadores responséveis: Professor Doutor Aron Ferreira da Silveira
Aluna: Fonoaudiologa Leticia Regina Kunst CREFONO7 9513 RS/P
Telefone: (55) 91819526 / (55) 3307-6409

E-mail : leticiakunst@yahoo.com.br

O seu filho (a) estd sendo convidado a participar da pesquisa “Audicdo e
biomarcadores do metabolismo oxidativo em escolares de regido fumicultora do Rio
Grande do Sul”, que tem por objetivo avaliar a audicdo e o metabolismo oxidativo (saude
geral) de escolares de sete a 14 anos da regido central fumicultora do RS.

Para realizacdo deste estudo contamos com a sua colaboracéo, permitindo que seu
filho se submeta a algumas avaliacoes.

Primeiramente serd realizada uma entrevista sobre a salde geral e auditiva,
aspectos escolares de seu filho e socioambientais.

Em seguida serdo executados os testes para avaliar a audicdo da crianca. A
avaliacdo da audicdo é composta por cinco testes. No primeiro, o participante ouvira alguns
sons (“apitos”) através de fones de ouvido, e devera levantar a mao toda vez que ouvir o
apito.

Para outros trés exames sera colocada uma rolha de borracha na entrada de uma
orelha e um fone de ouvido na outra orelha. Nestas avaliacdes o participante também ouvira
alguns sons. Em todos os exames o0 participante ndo precisard responder nada, os
aparelhos dardo as respostas.

Na ultima avaliacdo serdo colocados adesivos metalicos na testa e na orelha do
participante, que irdo captar a resposta auditiva. O participante devera apenas contar o
namero de apitos, quando a pesquisadora solicitar.

Além dessas avaliacdes, serdao feitos exames de sangue e de saliva para ver a
saude geral das criancas. Os exames serdo para verificar o nivel de colesterol, glicose e
outros testes. Um farmacéutico e/ou biomédico capacitado coletara, do brago da crianca,
uma amostra de sangue. Os lacres da seringa e agulha serdo retirados na frente do
paciente e em seguida o sangue sera coletado. Também sera feita uma raspagem na
bochecha da crianga com uma escova adequada para a coleta.

Beneficios: os individuos que participarem desta pesquisa serdo beneficiados, pois
receberdo avaliacdo audiol6gica gratuita e, se apresentarem algum problema de audicao,
receberdo as devidas orientagcbes e encaminhamentos. Ainda estardo fazendo uma
checagem geral da saude. Além disso, a participacdo da crianca podera ajudar muitas
pessoas no futuro que se beneficiardo direta ou indiretamente com o0s resultados deste
estudo. E, no final do estudo, toda familia poderéa participar de palestras e receber material
informativo sobre a importancia do uso de equipamentos de protecao individual.

Potenciais de riscos e possiveis desconfortos: A colocagcdo da rolha de borracha na
entrada da orelha podera causar sensacao de leve presséo e causar um leve desconforto. A
crianca pode sentir um pouco de cansaco durante as avaliacdes audiolégicas, porém
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sempre sera respeitada a tolerancia dela quanto a disposi¢cdo em realizar os exames. Um
leve incbmodo podera ser referido quando for feita a coleta da saliva, pela raspagem da
bochecha, mas sem risco de dor. Na coleta de sangue sentira uma leve “picadinha” no
braco, podendo doer um pouco e a pele ficar arroxeada no local da coleta, o que melhora
em pouco tempo.

Considero-me igualmente informado:
v' Ha liberdade de deixar de participar do estudo e de solicitar explicacbes sobre a
pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo ou custo para a crian¢a e familiares;

v' Os dados de identificagdo serdo sigilosos e as criancas ndo terdo seus nomes
expostos/divulgados em nenhum momento;

v' AvaliacGes realizadas serdo usadas para obter informacgdes relacionadas a pesquisa
e, apds, serdo arquivadas pelos pesquisadores para posteriores trabalhos nas areas
de fonoaudiologia, salde publica e areas afins; utilizadas Unica e exclusivamente
para fins de pesquisa, publicacdes em revistas e eventos cientificos

v/ De que nao terei gastos nesta pesquisa e nao receberei pagamento para
participacdo nesta pesquisa.

Observagédo: O presente documento € baseado nas Diretrizes e Normas Regulamentadoras
para a Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Saude (Resolucdo 196/96), sendo
assinado em duas vias iguais, ficando uma via para o participante e a outra para a
pesquisadora responsavel.

Mediante 0s esclarecimentos recebidos dos pesquisadores,
eu portador do
documento de identidade ndamero , responsavel
por concordo com

participacdo do mesmo (a) na pesquisa acima referida. Afirmo que estou ciente de que os
dados deste estudo serdo divulgados em meio cientifico, sem a identificacdo dos
participantes.

Data: I/
Assinatura do responsével Assinatura da pesquisadora
Eu concordo em participar desta pesquisa.

Se vocé tiver alguma consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:

Comité de Etica em Pesquisa — CEO- UFSM

Av. Roraima, 10 000, Prédio da Reitoria — 7° andar — Campus Universitario — 97105-900 — Santa
Maria/RS Tel: (55) 3220-9362
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APENDICE B - Termo de Consentimento Institucional

Termo de Consentimento Institucional
Universidade Federal de Santa Maria/RS
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacédo em Distlrbios da Comunicacdo Humana

TERMO DE CONSENTIMENTO INSTITUCIONAL

Esta pesquisa intitulada Audicdo e biomarcadores do metabolismo
oxidativo em escolares de regido fumicultora do Rio Grande do Sul, estd sendo
realizada pela fonoaudiologa Leticia Regina Kunst, CREFONO7 9513 RS/P, sob orientagédo
do professor Dr. Aron Ferreira da Silveira, e tem como objetivo avaliar o sistema auditivo e 0
metabolismo oxidativo de escolares de sete a 14 anos da regido central fumicultora do RS.
Esta pesquisa foi analisada e aprovada pelo comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria/RS em 31 de outubro de 2011, sob o numero: 0237.0.243.000-11.

Na escola serd realizada uma triagem, atravées de um breve questionéario, para
identificar as criancas que se enquadram nos critérios de inclusdo do estudo. Aquelas que
se enquadrarem nos critérios serdo entregues convites aos pais, para participacao dos filhos
no estudo, nos quais constardo explicacbes sucintas sobre a pesquisa. Em um segundo
momento, 0S pais e/ou responsaveis que manifestarem interesse seréo convidados para
uma reunido, na qual a pesquisadora ird expor com mais detalhes a metodologia da
pesquisa e seus beneficios, entdo serdo agendadas as avaliagdes.

Para as criancas que participarem da pesquisa, seré entregue aos pais/responsaveis
um termo de consentimento livre e esclarecido fornecido pela pesquisadora. Nesse termo
constardo informacdes detalhadas sobre os procedimentos da pesquisa, riscos e beneficios,
além da garantia do sigilo sobre os dados coletados e da liberdade de desisténcia da
participacdo a qualguer momento. Ressalta-se que a participacdo da crianca dependerd da
assinatura desse documento, além do assentimento da prépria crianga em participar do
estudo.

As criancas que 0s pais/responsaveis consentirem a participacdo passarao por
diversas avaliacoes.

Serdo realizados testes para avaliar a audicdo da crianca. As avaliacfes realizadas
serdo as seguintes: inspecdo visual do meato acustico externo, audiometria tonal liminar,
imitanciometria, emissdes otoacusticas evocadas produto de distorcdo com e sem ruido
contralateral. Além das avaliac6es audiolégicas, serdao feitos exames laboratoriais para
analise do metabolismo da crianca. Para esses testes sera coletada uma amostra de

sangue e de saliva.
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As avaliagbes da audicdo bem como a coleta do material biol6gico serdo realizadas
no Centro de Referéncia em Saude do Trabalhador (CEREST) de Santa Maria/RS. Estes
procedimentos ndo causarao danos ou risco a saude da crianca. Todas as avaliacdes serdo
realizadas por profissionais especializados.

A participacdo da instituicdo ser4 assegurada, e todos os dados obtidos serdo
mantidos em sigilo. Esses serdo analisados estatisticamente, com posterior publicacdo dos
resultados. A participacdo de seu aluno nesta pesquisa podera ser suspensa a qualquer

momento, sem prejuizo ou custo para a crianga ou para a instituicao.

A pesquisadora estara disponivel para qualquer duvida, nos telefones (55) 91819526
ou (55) 3307-6409 ou por e-mail leticiakunst@yahoo.com.br.

Eu, responsavel legal pela instituicao

autorizo a participacdo das

criancas na presente pesquisa. Estou ciente da finalidade deste estudo, e por isso dou
consentimento a pesquisa, contribuindo, assim, para melhor qualidade de vidas das

criangas.

Assinatura do responsavel pela instituicdo

Assinatura da pesquisadora

Santa Maria, /]

Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:

Comité de Etica em Pesquisa — CEO- UFSM

Av. Roraima, 10 000, Prédio da Reitoria — 7° andar — Campus Universitario — 97105-900 — Santa
Maria/RS

Tel: (55) 3220-9362


mailto:leticiakunst@yahoo.com.br

