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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Ototoxicidade por
organofosforados: descricao
dos aspectos ultraestruturais

do sistema vestibulococlear de
cobaias

Daiane Korbes ', Aron Ferreira da Silveira 2,
Miguel Angelo Hyppolito 3, Gisiane Munaro *

Resumo

Os agrotoxicos organofosforados sio amplamente utili-
zados na agricultura, e atualmente fazem parte do grupo de
agentes quimicos que podem levar a perda auditiva, no qual
ja estavam incluidos os solventes, os metais e os asfixiantes.
Objetivo: Analisar a acao ototéxica aguda de um agrotoxico
do grupo dos organofosforados na citoarquitetura do sistema
vestibulococlear. Trata-se de um estudo experimental pros-
pectivo. Material e Método: Foram utilizadas cobaias albinas
machos, divididas em trés grupos, nos quais se administrou
agua destilada (grupo 1 - controle), agrotoxico - 0,3mg/Kg/
dia (grupo 2), agrotoxico - 3 mg/Kg/dia (grupo 3), durante
sete dias consecutivos. O agrotdxico utilizado foi Tamaron
BR (metamidofds). A avaliacao anatdmica da coclea, siculo
e utriculo foi realizada através da microscopia eletronica de
varredura, ap6s o periodo de aplicacao do agrotéxico. Resul-
tados: As cobaias submetidas ao organofosforado apresen-
taram alteracdes morfologicas cocleares, com lesoes nas trés
espiras analisadas, bem como alteracdes ciliares de siculo e
utriculo, intensificadas de acordo com a dosagem recebida do
agente. Conclusio: As alteracdes morfologicas observadas
nas células ciliadas nos grupos expostos a doses didrias de
organofosforado promovem evidéncias de um efeito agudo
degradante dos agrotéxicos no sistema vestibulococlear.

Organophosphate-related
ototoxicity: Description of

the vestibulocochlear system
ultrastructural aspects of guinea

pigs

Palavras-chave: células ciliadas auditivas, coclea, inseticidas
organofosforados, microscopia eletronica de varredura,
vestibulo do labirinto.

Keywords: microscopy, labyrinth, insecticides, vestibule,
organophosphates.

Summary

Organophosphate toxic agents are used in agriculture
and are currently part of the group of toxic agents which
can lead to hearing loss, in which we have solvents, metals
and asphyxiation agents. Aim: to analyze the acute ototoxic
action of a group of organophosphate agents in the vestibulo-
cochlear system. This is a prospective experimental study.
Materials and Methods: we used male albino guinea pigs,
broken down into three groups, to which we provided
distilled water (group 1 - control), agrotoxic agent - 0.3mg/
Kg/day (group 2), agrotoxic - 3 mg/Kg/day (group 3),
during 7 seven consecutive days. The most used agrotoxic
agent was Tamaron BR (metamidophos). The anatomical
evaluation of the cochlea, saccule and utricle was carried
out by means of electronic scanning microscopy after
the use of the agrotoxic agent. Results: the guinea pigs
submitted to the organophosphate presented cochlear
morphological alterations with lesions on the three turns
analyzed, as well as cilia alterations in the saccule and utricle,
intensified according to the agent dosage. Conclusion: the
morphological alterations seen in the hair cells exposed to
daily doses of organophosphate promote evidences of an
acute deleterious effect of agrotoxic agents on the vestibulo-
cochlear system.
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INTRODUCAO

O trabalhador agricola estd exposto a varios agentes
nocivos a saude, incluindo ruidos, vibracoes e produtos
quimicos especificos, como agrotoxicos. A acao destes
agentes pode ser simultinea, favorecendo o comprome-
timento da audi¢ao. Na maioria das vezes, os trabalhado-
res agricolas, que estdo em contato com diversos tipos
de agrotoxicos, ndo tém acompanhamento periddico no
que diz respeito principalmente a satde auditiva. Pela
influéncia destes fatores no sistema auditivo, € possivel
que esses individuos sejam candidatos a apresentarem
alteracoes na audicao’.

Recentemente, os agrotoxicos organofosforados
foram introduzidos no grupo de alta prioridade para
pesquisa relacionada a ototoxicidade devido a exposicao
ocupacional, da qual ja faziam parte os solventes indus-
triais, além de metais pesados, e outros compostos, de
natureza quimica diversa, que comumente apresentam
acado asfixiante, caso do mondxido de carbono e cianeto
de hidrogénio®*.

A intoxicacio pode ocorrer por inalacao, pela in-
gestdo ou através da pele5,6. Uma série de manifestacdes
clinicas pode ser observada em decorréncia da aciao de-
letéria dos agrotoxicos sobre a saide humana, tais como
nduseas, tonturas, zumbido, fraqueza, falta de apetite,
nervosismo, dores de cabeca, alergias, lesdes renais e he-
paticas, cancer”'. Em decorréncia da inespecificidade dos
sintomas relacionados a intoxicacio, sendo estes comuns
a multiplos fatores etiologicos, torna-se dificil, muitas ve-
zes, estabelecer a manipulacao do organofosforado com
0 nexo causal.

No sistema vestibulococlear, o efeito de agentes
ototoxicos pode manifestar-se em lesoes de células ciliadas
externas (CCE), lesoes do VIII par craniano, alteracoes no
sistema vestibular e alteracoes no sistema nervoso central
(SNO). A acao neurotdxica de algumas substincias quimi-
cas encontradas nos ambientes de trabalho pode afetar nao
somente a audicao e o equilibrio, mas também o tronco
cerebral e via auditivas centrais'?. Ha evidéncias de que
a alteracdo auditiva possa ser uma manifestacio precoce
de intoxicacao por organofosforados '.

E de conhecimento cientifico as inimeras alteracoes
provocadas pela intoxicaciao por organofosforados no ser
humano, levando-se em consideracao todos os sistemas
e orgaos que o compode. Apesar de a literatura concordar
a respeito da associacdo existente entre a exposicao a
agrotoxicos e a ocorréncia de alteracoes auditivas, sao
escassos os estudos que avaliam as alteracoes histologicas
especificamente relacionadas ao sistema vestibulococlear.

Haja vista a semelhanca anatomofisiologica exis-
tente entre o sistema auditivo periférico de humanos e de
cobaias, pesquisas realizadas com estes animais de labo-
ratério sao deveras importante, uma vez que os achados

podem ser correlacionados com a populacao humana, e
servir assim, de alerta para os possiveis comprometimen-
tos auditivos ocasionados pelo contato com agrotoxicos
organofosforados.

Em raziao do exposto, buscou-se analisar a acao
ototoxica aguda de um agrotoxico do grupo dos organo-
fosforados na citoarquitetura do sistema vestibulococlear
de cobaias.

MATERIAIS E METODOS

Para o estudo foram utilizadas 15 cobaias albinas
machos. Os animais foram selecionados no Biotério Central
da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universida-
de de Sao Paulo (FMRP-USP). Os cuidados seguiram as
diretrizes do Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de
Laboratério do Institute of Laboratory Animal Resources®.
O protocolo experimental seguiu ainda os principios éticos
do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Para a intoxicacao das cobaias, administrou-se o or-
ganofosforado Tamaron (metamidophos), comercializado
pela Bayer CropScience Ltda.

A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica
em Experimentacao Animal (CETEA) da FMRP-USP, sob
o protocolo nimero 100/2008.

Os animais foram selecionados no Biotério Cen-
tral da FMRP-USP, com peso entre 300 e 500g, através da
presenca do Reflexo de Preyer.

Apds a selecao, as cobaias foram submetidas
a otoscopia externa através da visualizacio do meato
acustico externo (MAE). Os animais que apresentaram
sinais de otite externa ou média aguda, cerimen de difi-
cil remocao, alteracoes inflamatérias do MAE ou mesmo
conduto auditivo muito estreito para adequar a sonda dos
equipamentos, foram descartados do experimento. De
acordo com a literatura'®, as otites médias tornam o 0sso
mais rigido, o que dificulta a abertura da bula timpanica
para a fixacao e facilita o dano a outras estruturas, como
a coclea, sistema vestibular e ossiculos.

Os animais foram mantidos no Biotério do Labo-
ratorio de Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia da FMRP-USP.

As cobaias foram divididas em trés grupos:

GRUPO 1: trés animais - seis cocleas, siculos e utri-
culos, com administracao de dgua destilada intraperitoneal
em dose Unica didria, no mesmo volume correspondente
a dose de agrotoxico para o peso da cobaia, durante sete
dias.

GRUPO 2: Seis animais - doze cocleas, saculos e
utriculos, com administragio intraperitoneal de agrotéxico
na dose Unica diaria de 0,3mg/Kg/dia durante sete dias
consecutivos.

GRUPO 3: Seis animais - doze cocleas, saculos e
utriculos, com administrag¢ao intraperitoneal de agrotoxi-
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co na dose Unica diaria de 3mg/Kg/dia durante sete dias
consecutivos.

Para a estimativa correta das doses, as cobaias eram
pesadas diariamente, imediatamente antes da administra-
¢cao das drogas.

Em virtude da importancia dos equipamentos de
protecio individual para evitar contato com o agrotéxico,
no momento da aplicacio das doses didrias nos animais
do experimento foram adotadas medidas de precaucio,
conforme prescrito na bula do produto.

No dia seguinte a tltima dose da droga ou da dgua
destilada administrada em cada um dos grupos, os animais
foram anestesiados com cloridrato de xilasina 2% e clori-
drato de ketamina 10%, via intramuscular, e sacrificados
pelo método de decapitacio. As bulas foram imediata-
mente retiradas bilateralmente e abertas, expondo-se as
estruturas do sistema vestibulococlear.

Em seguida, foi injetada solucao de fixacio de
glutaraldeido a 2,5% através da janela redonda da coclea.
ApOos esta fixacdo inicial com glutaraldeido, o material foi
submetido a cinco lavagens com solucio tampao-fosfato
0,1M e submetido a microdisseccao expondo-se as espiras
cocleares. Entao foi novamente imerso em tampao-fosfato
0,1M por 12 horas depois de lavado com a mesma solu-
cdo. Foi realizada a refixacao em soluc¢do constituida de
tetroxido de 6smio a 1% em tampao-fosfato a 0,1M du-
rante 1 hora a 4°C. Em seguida o material foi lavado em
3 banhos de dgua bidestilada por 2 a 3 minutos cada e
entao imerso em solucao de dcido tanico aquosa 1% por
1 hora também a 4°C.

A desidratacio das estruturas foi realizada com ba-
nhos sucessivos de etanol em concentracoes crescentes de
50%, 70%, 90% e 95% durante 10 minutos cada. A seguir
utilizou-se etanol a 100% em 3 banhos de 20 minutos
cada, deixando-se as estruturas imersas no ultimo banho
a temperatura ambiente por 12 horas.

A secagem da dgua ainda presente nas amostras foi
realizada utilizando-se o equipamento BAL-TEC - CPD 030
- Critical Point Dryer (Balzers, Liechtenstein), através do
processo de ponto critico, sendo as amostras transferidas
para a camara do aparelho e recobertas por dioxido de
carbono (CO,) liquido.

Para a adequada observacio a Microscopia Ele-
tronica de Varredura (MEV), as estruturas dissecadas e
parcialmente preparadas foram fixadas em um porta-
espécime cilindrico de metal, utilizando-se pasta condutiva
de carbono para fixacao das cocleas e adesivo de carbono
no caso dos saculos e utriculos. As estruturas foram entao
cobertas por uma fina camada de ouro, através do pro-
cesso de vaporizacao com o equipamento BAL-TEC - SCD
050 - Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein), tornando-se
eletricamente condutivas, conforme estudos realizados™"".

As amostras foram entdo levadas para andlise 2a
MEV, por meio do microscopio eletronico JEOL Scanning

Electron Microscope - JSM 5200. A anilise estrutural das
cocleas foi padronizada pelo estudo do terco médio das
primeiras trés espiras cocleares. A espira apical nio foi
incluida no estudo visto que o desarranjo natural das CCE
e células ciliadas internas (CCD), tanto do padrio em “V”
quanto do enfileiramento das células principalmente na
22 e 3* fileiras, dificulta uma andlise criteriosa da presenca
e integridade das mesmas'*"”.

A condicio de integridade ou lesao das células
ciliadas foi definida pela analise dos estereocilios destas
estruturas. Células que apresentaram estereocilios com
forma e disposicao perfeitas foram consideradas integras
(normais). Células com estereocilios ausentes, disformes ou
em padrao de desarranjo foram consideradas lesadas!®81.

RESULTADOS

Nas cobaias do grupo 1, observou-se a manutencao
da arquitetura normal das CCE e CCI, bem como auséncia
de alteracdes ciliares em saculo e utriculo.

Quanto a2 MEV dos grupos nos quais foram ad-
ministradas doses de agrotéxico, observou-se alteracoes
morfologicas em 83,3% das cocleas do grupo 2 e em 100%
das cocleas do grupo 3, sendo as lesdes mais extensas
neste Ultimo grupo. No que se refere ao labirinto vesti-
bular, observou-se uma frequéncia de 50% de alteracoes
ciliares tanto no siculo como no utriculo das cobaias do
grupo 2. Ja no grupo 3, foram evidenciadas alteracoes
nos cilios do siaculo em 90% das cobaias e nos cilios do
utriculo em 83% delas.

A avaliacio anatdmica do grupo 2, no qual foi
administrado doses de 0,3 mg/Kg/dia, mostrou lesao de
CCE em nivel da espira 3 (E3), caracterizadas por distor¢ao
ciliar com desarranjo no padrao em “V” e encurtamento dos
cilios, ou ainda, auséncia dos mesmos. As alteracoes foram
observadas na 22 e 32 fileiras, mais evidentes nesta Gltima.
Ja as CCI apresentaram alteracoes na espira basal, espira
2 (E2) e E3, com cilios presentes, porém, desarranjados.

Nas estruturas do vestibulo do labirinto das cobaias
do grupo 2, as alteracdes estruturais observadas foram um
padrio de cilios encurtados e/ou fundidos. As alteracoes
de coclea, saculo e utriculo encontram-se exemplificadas
nas Figuras 1, 2 e 3, respectivamente.

As alteracdes morfologicas encontradas no grupo 3,
que recebeu doses de 3 mg/Kg/dia do agrotoxico, foram
mais extensas e caracterizadas por auséncia dos cilios
das CCE, desarranjo no padrao em “V”, cilios dobrados e
auséncia parcial de um dos bracos do “V”. As alteracoes
morfolégicas encontradas na espira basal acometeram
somente a 3 fileira das CCE, enquanto que na E2 a 2% ¢
32 fileiras foram mais atingidas. Ja na E3 observou-se lesio
severa nas trés fileiras das CCE. Os cilios das CCI também
mostraram irregularidades na sua conformacao, estando
encurtados e fundidos nas trés espiras analisadas.
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Figura 1. Fotomicrografia de érgao de Corti de cobaia do grupo 2,
evidenciando a E3. Aumento de 750 vezes.

Figura 2. Fotomicrografia da méacula sacular de cobaia do grupo 2.
Aumento de 3.500 vezes.

Figura 3. Fotomicrografia de méacula utricular de cobaia do grupo 2.
Aumento de 3.500 vezes.
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Figura 4. Fotomicrografia de érgao de Corti de cobaia do grupo 3,
evidenciando a E3. Aumento de 750 vezes.
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Figura 5. Fotomicrografia de méacula sacular de cobaia do grupo 3.
Aumento de 3.500 vezes.

Figura 6. Fotomicrografia de méacula utricular de cobaia do grupo 3.
Aumento de 3.5000 vezes.
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Na
cocleares.

No labirinto vestibular, as alteracdes ciliares en-
contradas caracterizaram-se por encurtamento dos cilios,
bem como presenca de fusio ciliar e apoptose destas es-
truturas. As alteracoes encontradas no siculo e no utriculo
encontram-se ilustradas nas Figuras 5 e 0, respectivamente.

Figura 4 podem ser observadas as alteracoes

DISCUSSAO

Os efeitos adversos observados no organismo
decorrentes da intoxicacdo por agrotoxicos vém sendo
descritos na literatura. Em pesquisas realizadas em animais
de laboratério buscando analisar os efeitos do agrotoxico
no SNC, observou-se que, em exposicoes cronicas, o or-
ganofosforado provoca hipotrofia da camada molecular
do cortex cerebral, e pode levar também 2 perda ou afi-
lamento de ramificacdes neuronais®?!. Ja na intoxicacao
aguda, foi observada alteracao estrutural no cerebelo apds
aplicacio de dose unica do organofosforado, caracterizada
por apoptose nas c€lulas de Purkinge e dano estrutural no
citoesqueleto dos animais sobreviventes*. Em outro estudo
ainda, no qual foram aplicados dois inseticidas organo-
fosforados em ratas durante o periodo gestacional e de
lactagio, os autores observaram que os animais nascidos
apresentaram alteracdo nos periodos de desenvolvimento
dos dentes, pelos e orelhas, bem como nos reflexos pos-
tural, palmar e startle®.

Na pesquisa otolégica os animais que sao mais
frequentemente utilizados sao a cobaia e o rato devido a
similaridade da orelha destes animais com a orelha huma-
nal4. Neste estudo, o modelo experimental utilizado foi
a cobaia em virtude de a mesma ser um animal docil, de
facil manejo, com orelha média e interna de bom tama-
nho e acesso, facilitando a dissecc¢ao e o estudo, e, ainda,
pela semelhanca anatomofisiologica do sistema auditivo
periférico de humanos e de cobaias™'”!. De acordo com
outro autor*!) a cobaia é também utilizada em estudos re-
lacionados 2 labirintologia, visto que a mesma apresenta
um sistema vestibular que se assemelha sensivelmente
ao do homem.

Seguindo a metodologia descrita na literatura por
pesquisa de autores® que buscaram avaliar a ototoxicidade
de drogas medicamentosas, este estudo procurou fazer
uma andlise descritiva dos achados a MEV.

Analisando os dados encontrados na MEV, pode-
se inferir que as lesdes provocadas pelo organofosforado
no 6rgao de Corti sio predominantemente nas CCE e
progridem do dpice para a base da coclea. Nas espiras
analisadas, a terceira fileira de CCE € a primeira a ser
lesada, seguindo-se para a segunda e primeira fileiras.
Esta sequéncia de lesodes também coincide com a altura
das CCE, sendo a E3 a primeira a ser lesada; a segunda
espira que sofre maior lesao do organofosforado é a E2;
a espira basal € a terceira espira com o maior ndmero

de alteracoes. As células localizadas na espira apical nao
foram analisadas, uma vez que esta espira naturalmente
apresenta uma configuracao de desarranjo celular.

Estes achados confirmam a tendéncia de progressao
das lesoes morfologicas conforme o grau de intoxicacio
ocorrido com o organofosforado, visto o maior nimero
de lesodes observadas no grupo 3 em relacio ao grupo 2,
sendo que o primeiro foi aquele cujas cobaias receberam
uma dose maior do agrotoxico.

Estudos realizados em cobaias submetidas a drogas
ototoxicas revelam resultados divergentes aos do presente
estudo, na observacao a MEV. Na exposicao 2 amicacina,
lesdes ocorreram predominantemente nas duas primeiras
espiras que, desta forma, apresentaram um menor nimero
de CCE normais do que na E3. As alteracoes estruturais
foram mais intensas na primeira fileira de CCE, seguidas
pela segunda fileira®.

Estes achados concordam com dados obtidos por
outros pesquisadores'®, que referiram que os aminoglico-
sideos provocam lesdes no 6rgiao de Corti predominan-
temente nas CCE, com progressio da agressio da base
para o dpice da coclea, sendo a primeira fileira de CCE
também a primeira a ser lesada, seguindo-se para a se-
gunda e terceira fileiras.

Em pesquisas realizadas com cisplatina, autores®
descreveram lesoes extensas das CCE na porcdo basal da
coclea, concordando com outro estudo®, segundo os quais
as alteracoes mais evidentes também foram verificadas
na espira basal, com auséncia de cilios nas trés fileiras de
CCE, seguida pela E2 e E3, respectivamente. Em nivel de
CCI também foram observadas modificacoes ciliares, com
cilios presentes, porém em padriao de desarranjo.

Quanto ao padrao de lesao encontrado neste
estudo, a andlise morfologica mostrou como alteracoes
predominantes a auséncia de estereocilios e deformida-
des na conformacao em “V” dos mesmos, observacoes
encontradas também nas pesquisas realizadas por outros
estudiosos!>17%,

A presenca de alteracoes anatdmicas nas estruturas
do sistema vestibulococlear analisadas neste estudo confir-
mam a ototoxicidade do agrotéxico organofosforado, que
até entdo havia sido comentada somente por pesquisas
nas quais se verificaram alteracoes funcionais nos sistemas
auditivo e vestibular.

Diversos autores evidenciaram em suas pesquisas
casos de perda auditiva neurossensorial decorrentes da
exXposicao aos agrotoxicos, cujo grau varia de leve a
moderado?®, podendo até ser observada perda auditiva
bilateral profunda ocasionada por intoxicacao aguda ao
organofosforado®. A literatura refere maior incidéncia de
comprometimento dos limiares auditivos das altas fre-
quéncias"''¥’ no entanto autores citam ainda alteracoes
observadas nas frequéncias de 1.000 e 2.000 Hz'.

Estudos realizados com trabalhadores rurais de-
monstram que a acao prejudicial do agrotoxico pode
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também ser observada no sistema vestibular. Autores co-
mentam a presenca de alteracoes do equilibrio corporal,
caracterizadas por sindrome vestibular periférica irritativa''.
Prejuizos na estabilidade postural também foram relatados
em outras pesquisas® ™, sugerindo um possivel efeito sub-
clinico envolvendo a propriocepc¢ao e o sistema vestibular.
Trabalhos de pesquisa que investiguem o ototoxici-
dade - cocleotoxicidade e vestibulotoxicidade - utilizando
agrotoxicos permitem aprimorar os conhecimentos sobre
anatomofisiologia da orelha interna e vias auditivas, sen-
do este o passo inicial para a descoberta de meios de
prevencao e protecao mais eficientes do 6rgao de Corti.
Os resultados obtidos demonstram a necessidade de
pesquisas complementares com caracteristica de intoxica-
¢ao ndo somente aguda, mas também de cardter cronico,
para esclarecer o impacto dos agrotoxicos no organismo,
especificamente nos sistemas auditivo e vestibular, através
de trabalhos com animais experimentais que promovam
perspectivas de aplicabilidade na espécie humana.

CONCLUSAO

A observacio de alteracoes morfoldgicas na coclea,
saculo e utriculo de cobaias pertencentes aos grupos
expostos a doses didrias de organofosforado promove
evidéncias de um efeito degradante dos agrotoxicos no
sistema vestibulococlear.
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