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SISTEMA OLIVOCOCLEAR MEDIAL E GENOTOXICIDADE
EM ESCOLARES DE REGIAO FUMICULTORA

Medial olivocochlear system and genotoxicity in students
of the tobacco-producing region

Leticia Regina Kunst", Michele Vargas Garcia'", Alencar Kolinski Machado!",
Fernanda Barbisan, Aron Ferreira da Silveira®

RESUMO

Objetivo: avaliar a associagao entre a fungao do sistema olivococlear medial e biomarcadores genoté-
xicos em escolares residentes de regido fumicultora. Métodos: trata-se de um estudo observacional,
prospectivo e transversal. O grupo estudo foi composto por 21 escolares normo-ouvintes residentes
de regido fumicultora e o grupo controle por 25 escolares normo-ouvintes que néo residiam na zona
rural. O sistema olivococlear medial foi avaliado por meio da supressao das Emissbes otoacusticas
produto de distorgao, e os biomarcadores genotdxicos foram: ensaio cometa, teste de micronucleos
e ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA. Os dados obtidos foram submetidos a analise esta-
tistica. Resultados: ao comparar a ocorréncia do efeito de supresséo das emissdes entre os grupos,
nao foi detectada associagao significante. Tanto no ensaio cometa como no ensaio fluorimétrico de
quantificagdo de DNA a média do grupo estudo mostrou-se significantemente mais elevada que a do
grupo controle. No teste de micronucleos, verificou-se diferencga significante quanto ao somatoério de
células alteradas e a frequéncia de células binucleadas, sendo a média do grupo estudo mais elevada
que a do grupo controle. Ja referente a frequéncia de células com micronucleo, nao se observou dife-
rencga significante entre os grupos. Nao foi detectada associagao entre ocorréncia do efeito de supres-
sdo e os resultados dos biomarcadores genotoxicos. Conclusdo: o grupo estudo ndo apresentou
alteragdes no sistema olivococlear medial, evidenciado pela presenga de supressao das emissoes,
porém apresentou indices de dano significantemente mais elevados dos biomarcadores genotéxicos.
Entretanto, néo se verificou associagao entre supressao das emissdes e genotoxicidade.

DESCRITORES: Praguicidas; Tabaco; Audigao; Vias Eferentes; Genotoxicidade; Crianga

INTRODUGAO acabam expostos a diversas substancias toxicas.
Na fumicultura, diversos tipos de agrotoxicos, de
classes e toxicidades variadas, sdo amplamente

utilizados, principalmente os organofosforados. O

O Brasil € um dos maiores produtores e expor-
tadores de fumo do mundo, sendo a fumicultura

uma atividade de grande importancia social e
econdmica no pais. Geralmente, é realizada por
pequenos agricultores que obtém auxilio dos
familiares, residindo proximos a plantagao. Por isso
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Conflito de interesses: inexistente

uso indiscriminado dessas substancias quimicas
garante maior produtividade e reduz as perdas da
safra, porém os maleficios a saude a curto, médio
e longo prazo sdo desconsiderados'. Além dos
agrotoxicos, a populagéo esta exposta a outros
compostos organicos altamente toxicos presentes
nas folhas do fumo, dentre eles, destaca-se a
nicotina.

As criangas constituem um grupo com carac-
teristicas particulares de exposicdo e especial
vulnerabilidade a téxicos ambientais. Além de
estarem em fase de desenvolvimento, diferem dos
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adultos por apresentarem relativa imaturidade das
funcdes fisioldgicas e bioquimicas dos sistemas
na propor¢gdo dos componentes corporais (agua,
proteinas, gordura e minérios), na estrutura
anatébmica dos 6rgdos, na capacidade de metabo-
lizar e excretar substancias toxicas?. Também
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®.

Agama de efeitos adversos a saude, decorrentes
dos agrotoxicos, incluem danos agudos e cronicos?.
Atualmente, varios estudos tém demonstrado
estreita relagdo entre perda auditiva e exposicao
a agrotoxicos*S. Os agrotoxicos organofosforados
induzem as alteragdes do sistema auditivo e vesti-
bular, tendo sido evidenciado também seu potencial
neurotéxico*, podendo afetar inclusive o sistema
auditivo central. A respeito dos efeitos crbnicos
causados a saude decorrente da exposicao
dermal a nicotina da folha do tabaco ainda ndo ha
muitas informacdes. A principal discussado acerca
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®, bem como inter-
ferir na transmisséo neural da informagao auditiva’.

O sistema auditivo central é constituido por
vias auditivas aferentes e eferentes. A via auditiva
eferente dividi-se em dois feixes: sistema olivoco-
clear lateral e sistema olivococlear medial (SOCM).
O SOCM é constituido por fibras mielinizadas e
predominantemente cruzadas, que vao inervar
as células ciliadas externas (CCE)®. O funciona-
mento normal do SOCM pode ser evidenciado pela
supressao ou redugao das EOA com a aplicagao
de um ruido competitivo ipsilateral ou contralateral-
mente®. O registro das EOA e a analise do efeito
de supressdao podem ser utilizados na deteccgao
precoce das alteragdes auditivas de origem coclear
e retrococlear e para a elaboragao de agdes preven-
tivas em audiologia.

O biomonitoramento humano é a forma mais
eficiente de prevenir e diagnosticar precocemente
danos decorrentes da exposicao humana a agentes
quimicos com potencial genotdxico''. O organismo
humano esta sujeito ao estresse oxidativo que é
definido como o desequilibrio entre os sistemas
oxidantes (espécies reativas de oxigénio) e antioxi-
dantes, em favor dos primeiros'?, causando danos
em muitos constituintes celulares, como lipidios
insaturados, proteinas e DNA™. Varios agrotéxicos
foram submetidos a testes e revelaram possuir
potencial genotéxico™. O fumo também vem
sendo reportado como fator causal de aumento
dos indices de genotoxicidade'. Genotoxicidade
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€ a capacidade que algumas substancias tém de
induzir alteragbes no material genético (DNA) de
organismos a elas expostos'®; Essa alteragcdo 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 transitérios como permanentes, a maioria
dos estudos de biomonitoramento tem utilizado
os testes de micronucleos (MN) e ensaio cometa.
Essas duas técnicas tém sido amplamente utili-
zadas para investigar danos ao DNA em populacgdes
ocupacionalmente expostas e estdo demonstrado
serem testes rapidos e sensiveis®. Atualmente o
uso de sondas fluorescentes, como no Ensaio
fluorimétrico de quantificagdo de DNA com a utili-
zacgao do reagente Picogreen, vem se destacando.
Essa € uma técnica objetiva e altamente sensivel,
a qual detecta pequenas quantidades de DNA em
solugéo. Ademais,desempenha um papel cada vez
mais importante em diversos estudos e aplica¢des
biolégicas, sendo bastante empregada na biologia
molecular'’, podendo ser usada também para
analisar o efeito genotdxico ou genoprotetor de um
determinado composto.

A partir do exposto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a associagéo entre a fungao do sistema
olivococlear medial (SOCM) e biomarcadores
genotdxicos em escolares residentes de regido
fumicultora.

METODOS

Trata-se de um estudo observacional,
prospectivo e transversal. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos
da instituicdo de origem, registrado sob o protocolo
0237.0.243.000-11. Contou com o apoio do Centro
de Referéncia em Saude do Trabalhador (CEREST)
de Santa Maria. Todos os sujeitos concordaram em
participar da pesquisa e apresentaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 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 Autorizagao Institucional.

Os escolares, para participar da presente
pesquisa, apresentaram como critérios de inclusao:
idade entre sete e 14 anos, ser normo-ouvintes,
presenca de EOAPD, ndo estarem expostos
continuamente a ruidos intensos e a fumaca
de cigarro. Como critérios de exclusdo, foram
usados os seguintes fatores: apresentar historico
de alteragbes otologicas, apresentar alteragdes



audioldgicas, conforme critério adotado para este
estudo, e apresentar doengas cronicas e/ou fazer
uso de medicagao 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 exposigéo a
agrotoxicos e nicotina derivada da folha do tabaco.

Na selecdo do GE, 103 escolares se enqua-
draram nos critérios de inclusdo do estudo, porém
apenas 25 demonstraram interesse em participar
da pesquisa. 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 somente 26 escolares participaram da
pesquisa.

A amostra de conveniéncia deste estudo contou
inicialmente com 48 voluntarios. Desses, dois
apresentaram alteragdes na avaliagdo audioldgica
basica, sendo excluidos da pesquisa e encami-
nhados aos atendimentos necessarios. A amostra
final ficou constituida de 46 escolares, sendo 21
pertencentes ao GE e 25 pertencentes ao GC.

As avaliagdes audiologicas e 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 0
proprio sujeito foram submetidos a um questio-
nario, para identificacdo dos critérios de inclusdo
e exclusdo. Todos os escolares foram submetidos
a inspecgao visual do meato acustico externo utili-
zando o Otoscoépio Clinico da marca Kilinic Welch-
Allyn, para verificagdo de quaisquer alteragbes
que pudessem dificultar a realizagdo dos testes e
avaliagao audioldgica basica, composta por: audio-
metria tonal liminar (ATL) e imitanciometria.

A ATL foi realizada em cabina acusticamente
tratada com o audibmetro 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 média tritonal (500,
1000 e 2000 Hz) menor ou igual a 25 dBNA (decibel
Nivel de Audicao).

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

Posteriormente os sujeitos foram avaliados por
meio das EOAPD em ambas as orelhas, primeiro
na auséncia e, apos, na presenga da estimulagao
acustica contralateral. O registro das EOAPD
foi realizado em local silencioso, utilizando o
equipamento portatil Otoread Screening da marca
Interacoustics. Para obtengéo 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 relagao
sinal/ruido foi igual ou superior a 6 dBNPS em pelo
menos trés frequéncias.

A estimulacao acustica contralateral foi um ruido
branco, na intensidade de 60 dBNA (25), gerado
pelo audiébmetro ja citado (Interacoustics, modelo
AC 40, via fone auricular TDH-39). A fim de evitar
a manipulagéo da sonda das EOAPDs, o fone foi
acoplado na orelha contralateral a captagdo 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 supressao das EOAPD foi feito
pela subtracdo do nivel de resposta das EOAPD
sem estimulagao acustica contralateral do nivel de
resposta das EOAPD com estimulagdo acustica
contralateral. Aanalise do efeito de supressao foi por
response (resposta geral). O response é calculado
a partir da média geométrica das frequéncias sob
teste. Neste estudo, foi considerado efeito de
supressao presente quando houve redugédo das
amplitudes das EOAPD de pelo menos 0,5 dB e
efeito de supressdo ausente quando diferenga foi
menor que 0,5 ou negativa. De acordo com Collet et
al.’®, um efeito de supressao de 0,5 a 1,0 dB revela
a integridade do SOCM.

Por ultimo, foi executada a coleta do material
bioldgico para realizar os testes genotoxicos, entre-
tanto, apenas 18 sujeitos do GE e 18 sujeitos do
GC realizaram esse procedimento, diminuindo a
amostra para essas avaliagdes.

Os testes de genotoxicidade realizados neste
estudo foram: ensaio cometa, teste de micronu-
cleos (MN) e ensaio fluorimétrico de quantificagao
de DNA. A coleta do material biolégico (sangue e
células epiteliais da mucosa oral), para a execugao
desses testes, foi efetuada por uma técnica de
enfermagem capacitada. Apos a coleta, o sangue
foi imediatamente armazenado em um tubo com
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anticoagulante de heparina sédica e utilizado no
ensaio cometa e ensaio fluorimétrico de quantifi-
cagao de DNA. As células epiteliais, para o teste
de MN, foram depositadas em um tubo coénico tipo
Falcon, contendo 2 mL de solugao fisioldgica ou
solugéo PBS pH 7,4.

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com
0 método proposto por Singh et al.”® e modificado
por Collins Ma e Duthie®. Para cada individuo,
foram confeccionadas laminas em duplicata. Todos
os passos foram conduzidos sem luz direta para
prevenir danos adicionais ao DNA. Para execugao
da técnica, foram misturados 5uL de amostra
(leucocitos) 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. Apds, a laminula foi retirada e a lamina
colocada em uma cuba com solugao de lise por um
dia, a 4°C. As laminas foram retiradas da solugao
de lise e lavadas com agua destilada. Em seguida,
foram colocadas em uma cuba horizontal contendo
solucdo de eletroforese. As laminas ficaram
nessa solugado por 20 minutos em repouso para
permitir o desenovelamento do DNA, posterior-
mente foi realizada a eletroforese por 20 minutos
a 25 Voltz (V) e 300 microAmperes (mA). Entao,
as laminas foram colocadas em uma cuba com

soluc¢ado 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 solugao 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 solugao corante
por 25 minutos a 37°C. Depois da coloracado, as
l&minas foram lavadas por trés vezes em agua
destilada e novamente colocadas para secar em
temperatura ambiente.

As laminas foram analisadas em microscépio
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.2: ID= (0 x n0) + (1 x n1) + (2 x n2)
+ (3 x n3) + (4 x n4), onde n = ndmero nucleos de
cada classe analisada.

As cinco categorias que foram usadas para
classificacdo do Cometa sao aquelas propostas por
Garcia et al.?? e mostradas na Figura 1.

Figura 1 - Classificagdo do Dano ao DNA. (Fronza et al., 2011)
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No teste de MN, as amostras de células
epiteliais da mucosa oral foram centrifugadas a
1000-1500 RPM por dez minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, foi desprezado o sobre-
nadante usando pipetas Pauster individuais, com
cuidado para nao remover o pellet de células. Em
seguida, foi adicionado 1,5 mL de solugéo fixadora
e centrifugado novamente a 1000-1500 RPM
durante 1-2 minutos. Novamente foi desprezado
0 sobrenadante, mantendo um pouco da solugao
fixadora no tubo, e entdo homogeneizado o
conteudo 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
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10-15 min. Depois foi realizada a coloragao utili-
zando coloragao 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 20-25 min.

Depois de seco, o material foi observado em
microscopio optico 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 em: célula normal (sem

alteragdo), célula com MN, célula binucleada (BN),
célula com pontes nucleares (PNs) e células com
Buds nucleares (BUD) ou “Broken eggs”, conforme
a Figura 2.

Figura 2 - Classificagdo das células do teste de MN: A (célula sem alterag¢ao); 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, consi-
derou-se o somatdrio 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 essa 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 (incubagdo) durante 5 min, em tempe-
ratura ambiente e de forma protegida da luz (pois
o reagente Picogreen é fotossensivel). Passado o
periodo de incubacgao, realizou-se a leitura da placa
em fluorescéncia, com 480nm de excitagcao e 520
nm de emissédo. A interpretagao dos valores obtidos
€ dada de forma que, quanto maior o valor de
fluorescéncia mais DNA livre ha no meio, indicando
morte celular.

As andlises estatisticas foram executadas com
o auxilio do software SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences), verséo 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%.
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Para a andlise da ocorréncia do efeito de
supressao das EOAPD, foi utilizado o teste Exato
de Fisher. Na comparagéo dos resultados do Ensaio
Cometa, ensaio fluorimétrico de quantificacao de
DNA e teste de micronucleos (MN), utilizou-se o
teste t-Student para amostras independentes. E,
para comparagcdo entre ocorréncia de efeito de
supressao e os testes genotoxicos, foi utilizado o
teste de Mann Whitney.

RESULTADOS

Todos os sujeitos, de ambos os grupos, apresen-
taram EOAPD nas duas as orelhas.

Na comparagdo da ocorréncia do efeito de
supressao entre OD e OE, tanto no GE como GC,
nao se verificou diferenga significante (p< 0,05). Em
fungéo disso, passou-se a considerar a presenca
ou auséncia do efeito de supressdo das EOAPD
da OD e da OE simultaneamente, levando-se em
consideragao 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
supressao das EOAPD entre os grupos, néo
foi detectada associagdo estatistica significante
(p>,05), apontando para uma relagao de indepen-
déncia entre grupos e ocorréncia de supressao das
EOAPD (Tabela 1).

Tabela 1- Analise comparativa da ocorréncia do efeito de supressiao das EOAPD entre os grupos

estudo e controle (n=46)

Grupos

Supressao Estudo (n=21) Controle (n=25) Valor-pf
Presente 19 (90,5%) 25 (100,0%) 0203
Ausente 2 (9,5%) 0 (0,0%) ’

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

Na comparacdo da média do indice de dano
no Ensaio Cometa, os resultados apontaram que
a média do GE (48,4+3,2) mostrou-se significan-
temente mais elevada que a do GC (37,1+£17,2).
A diferenca significante também se configurou na

comparagao do escore do teste Ensaio fluorimétrico
de quantificagdo de DNA, em que a média no GE
foi mais elevada que no GC (46,1+18,9 vs.24,5+4,9;
p<0,001) (Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise comparativa dos valores médios (média e desvio padrado) do indice de dano do
ensaio cometa e do ensaio fluorimétrico de quantificacido de DNA entre os grupos estudo e controle
(n=36)

Grupos
Estudo (n=18) Controle (n=18)
- - - - Valor-p
Média Desvio Amplitude Média Desvio Amplitude
padrdo  (Min-Max) padrdo  (Min-Max)
Ensaio Cometa 48,4 3,2 28,5-70,5 37,1 17,2 11,0-74,0 0,0339
Ensaio
fluorimetrico 46,1 189  257-84,8 24,5 4,9 19,1-38,4 <0,001§
quantificacao
de DNA

Legenda: Min-Max = minimo e maximo;

qJ: Teste t-Student para grupos independentes assumindo homogeneidade de variancias; §: Teste t-Student para grupos independen-
tes assumindo heterogeneidade de variancias;

*p< 0,05;
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No teste de MN, ao comparar o somatério de
células anormais entre os grupos, foi detectada
diferenga estatisticamente significante (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 & comparacao entre
grupos da frequéncia de células binucleadas, foi
detectada diferenca estatistica significante (p<0,01),
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de forma que o grupo estudo (12,216,5) apresentou
média mais elevada que o grupo controle (6,3+2,2).
Na comparagéo da frequéncia de células com MN o
GE também apresentou a taxa de células com MN
maior que o GC, porém a diferenca significante nao
se configurou (p>0,05), apontando que as variagdes
das médias entre os GE e GC se devem ao acaso
(Tabela 3).

Tabela 3 - Analise comparativa dos valores médios (média e desvio padrao) das variaveis do teste de

MN entre os grupos estudo e controle (n=36)

Grupos
Variaveis Estudo.(n=1 8) Controk.a (n=18) Valor-p
Média DP°SVI®  Amplitude  Média 25V Amplitude
padrao padrao
Células anormais 24,9 9,8 3,0-42,0 14,9 7,8 7,0—-40,0 0,002§*
Binucleadas 12,2 6,5 20-27,0 6,3 2,2 3,0-11,0 0,002§
Micronucleos 11,6 7,2 0,0 —24,0 8,2 7,2 1,0-32,0 0,1689

Legenda: MN = micronucleos

qJ: Teste t-Student para grupos independentes assumindo homogeneidade de variancias; §: Teste t-Student para grupos independen-

tes assumindo heterogeneidade de variancias;
*p< 0,05;

Tomando como base de comparagdo a
presenga e a 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

diferengas estatisticamente significantes (p>0,05),
indicando que as médias das variaveis comparadas
independem da supresséo no GE. Nas informagbes
referentes ao GC, ndo foram registrados caso de
auséncia de supressao das EOAPD, o que impediu
a realizagao da analise comparativa (Tabela 4).

Tabela 4 - Associagao entre efeito de supressao das EOAPD e indice de dano ao DNA em testes

genotoxicos entre os grupos estudo e controle

Grupos
Estudo Controle
Variaveis Supressao Supressao
Presente _ Presente Ausente
(n=16) Ausente (n=2) pE (n=18) (n=0)

+

Ensaio Cometa 48,2+13,7 50,2+10,2 0,844 37,1+£17,2 B
Ensaio fluorimétrico

quantificagio de DNA 45,1+18,6 53,2+27,2 0,569 24,549 +

Células anormais — ) g, 4 3 25,0+7,1 0,994 14,9478 +

teste de MN

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

Os potenciais efeitos na saude associados a
exposicao de criancas a agrotoxicos sdo objeto
de preocupacao constante. No entanto, os efeitos
cronicos da exposi¢do continuada a agrotoxicos,
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
agrotoxicos e nicotina sobre 0 SOCM por meio da
supressao das EOAPD. Ao comparar a ocorréncia
do efeito de supressdo das EOAPD entre os
grupos, nao foi detectada associacdo estatistica
significante (p>,05), apontando para uma relacao
de independéncia entre grupos e ocorréncia de
supressao das EOAPD. Esses resultados sugerem
gue a exposi¢ao a substancias toxicas (agrotoxicos
e nicotina) ndo afetou as fungdes do SOCM na
populagao estudada.

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

Os agrotdxicos organofosforados, mais utilizados
na lavoura de fumo, apresentam um mecanismo de
acéo, baseado na inibicdo da acetilcolinesterase,
que consequentemente aumenta o nivel do neuro-
transmissor acetilcolina nas sinapses?. Segundo
Harkrider, Champlin, McFadden’ 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 nao fumantes, apdés a adminis-
tracdo da nicotina, perceberam que ela interfere
na transmissao neural da informagao auditiva. O
efeito da nicotina nos centros neurais altos pode
ter efeito inibitério eferente sobre as CCE. Isso se
deve a aceleracao da acetilcolina, que é o neuro-
transmissor da eferéncia do sistema auditivo, o que
implicaria no aumento do efeito da supressao das
EOA.

Outra pesquisa avaliou o efeito do cigarro sobre
o sistema auditivo, comparando os resultados da
audiometria convencional e de alta frequéncia das
EOAT e do efeito supressao entre fumantes e nao
fumantes, concluindo que o cigarro tem um efeito
nocivo sobre a audigdo. Especificamente sobre a
avaliagcdo do SOCM, os estudiosos observaram
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uma redugédo no nivel de resposta das emissdes
otoacusticas (supressédo) em 100% dos casos em
ambos os grupos, sendo que o grupo de fumantes
apresentou valores maiores de supressao quando
comparado ao grupo nado fumante®. Os resul-
tados desta pesquisa discordam dos dois estudos
anteriormente referidos, pois nado se verificou
aumento no efeito de supressdo das EOAPD dos
escolares expostos a agrotoxicos e nicotina.

Um estudo que avaliou a condicao 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 comparagéo ao grupo
estudo (58%), mas essa diferenga néo foi estatis-
ticamente significante?®. Na presente pesquisa, a
presenca do efeito supressor também foi maior no
GC (100%) quando comparado ao GE (90%), mas
essa diferencga foi ainda menos expressiva.

Outros autores' investigaram o efeito dos
organofosforados sobre a audigéo de cobaias. Foi
realizado EOAPD, PEATE e analise histoldgica da
coclea de trés grupos de cobaias (controle, subme-
tidos a baixa e alta dosagem de agrotoxicos). Os
autores nao observaram alteracdo funcional da
coéclea e nervo auditivo, apenas verificaram que os
dois grupos que receberam agrotdxicos apresen-
taram alteragbes na citoarquitetura das CCE,
com maior prejuizo das cobaias que receberam
alta dosagem. Nesta pesquisa, também nao foi
observado alteragao funcional do SOCM.

A perda auditiva pode ser uma manifestagédo
precoce da intoxicagdo a agrotoxicos, lesionando
tanto o componente periférico, quanto a audicao
central?’. O registro das EOA e a analise do efeito
de supressao podem ser utilizados na detecgéo
precoce das alteragdes auditivas de origem coclear
e retrococlear'. O presente estudo nao demonstrou
alteragdo 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 biomonitora-
mento. Essa € uma ferramenta util para estimar o
risco genético a partir de uma exposigéo integrada
a uma complexa mistura de produtos quimicos™.
Neste estudo, os biomarcadores genotoxicos utili-
zados 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 significati-
vamente mais elevado que o grupo nao exposto.
Esses achados vao ao encontro dos resultados
de outros autores?, que, ao estudarem os efeitos
genotdxicos em fumicultores por meio do teste
cometa, também demonstraram que o grupo



exposto apresentou um aumento significante de
danos ao DNA quando comparados ao GC. Da
Silva et al.?® também observou aumento de dano
ao DNA pelo ensaio cometa trés vezes maior em
fumicultores comparado ao grupo nao exposto.

Os possiveis danos genotdxicos ocasionados
pela nicotina sdao ainda desconhecidos®. Outros
autores®' observaram efeito genotoxico da nicotina
por meio do ensaio cometa.

No ensaio fluorimétrico de quantificagdo de DNA,
o grupo de escolares expostos também apresentou
média mais elevada que o GC, essa diferenga foi
altamente significante (p<0,001). O ensaio fluorimé-
trico de quantificacao de DNA & um teste que utiliza
o reagente fluorescente ultrassensivel Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA (Invitrogen), o qual detecta
pequenas quantidades de fita dupla de DNA em
solugao®2. O PicoGreen (PG) se liga ao DNA e, ao
ligar-se, aumenta sua fluorescéncia > 1000 vezes, e
essa é proporcional a quantidade de DNA presente
(circulante)®334,

Na literatura consultada, os estudos que utilizam
o ensaio fluorimétrico de quantificacdo de DNA
como biomarcador de exposigdo a pesticidas sao
limitados. Entretanto, € uma técnica que desem-
penha um papel cada vez mais importante em
diversos estudos e aplicagbes bioldgicas, como
técnicas de biologia molecular e de diagnostico'
como biomarcador para doengas severas, como a
Dengue Hemorragica®®.

No presente estudo, o ensaio fluorimétrico
de quantificacdo de DNA, utilizando o reagente
Picogreen, mostrou-se ser uma técnica eficaz e
altamente sensivel para analisar o efeito genotdxico
dos pesticidas sobre a populagdo exposta. Esses
resultados vao ao encontro dos achados de Parra,
Sanchez-Fortin e Castand®, apesar de as analises
terem sido feitas em diferentes tipos de células
(linfécitos e células teciduais). Eles estudaram a
aplicabilidade do reagente Picogreen na quantifi-
cagao de DNA para determinar o efeito genotéxico
induzido por agrotoxicos organofosforados em
células teciduais de peixes. Eles concluiram
que essa metodologia foi capaz de colocar em
evidéncia o grau de danos ao DNA induzidos por
esses agrotoxicos. Portanto, pode ser utilizada para
prever a genotoxicidade de pesticidas nesse tipo
de células. Também ressaltam que a quantidade de
produtos quimicos necessarios, o custo e o tempo
requerido para o teste é drasticamente reduzido,
podendo substituir outros testes de genotoxicidade.

Ja o teste de MN é uma técnica amplamente
utilizada nos estudos de biomonitoramento de
populagdes expostas a diversas substancias
toxicas. No estudo corrente, no teste de MN, foi
detectada diferenca estatisticamente significante

SOCM e genotoxicidade em escolares 1 759

ao comparar o0 somatorio de células anormais e a
frequéncia de células binucleadas entre os grupos,
sendo a média do GE mais elevada que ado GC. No
entanto, na comparagao da frequéncia de células
com MN, a diferenga significante ndo se configurou,
apesar de a média do GE ser maior que a do GC.
Esses achados concordam parcialmente com os
resultados de outros estudiosos que encontraram
diferenga significante em todos os tipos de células
anormais ao compararem o grupo exposto com o
GC3,29,37_

A maioria dos estudos analisa apenas a frequ-
éncia de células com MN, diferentemente deste
estudo. Diversos estudos relataram aumento signi-
ficante na frequéncia de MN em sujeitos expostos
a agrotoxicos, quando comparadas com um grupo
controle®” 8. Qutros autores estudaram especifica-
mente criangas expostas a agrotoxicos e também
observaram aumento significante na frequéncia
de células com MN no grupo exposto®%. Os resul-
tados deste estudo discordam dos achados dos
referidos autores. No entanto, estes resultados
vao ao encontro dos achados de Pastor et al.*° que
também ndo encontraram diferenca entre sujeitos
expostos e ndo expostos a agrotdxicos quanto a
frequéncia de MN.

No presente estudo, buscou-se analisar a
associacgao entre as fungées do SOCM (presenca
e auséncia da supressédo das EOAPD) e os danos
genotoxicos. Os resultados desta pesquisa apontam
que o indice de dano encontrado nos testes genot6-
xicos independe da supressdo das EOAPD no
GE, ou seja, nao ha associagao positiva entre as
variaveis. Fronza et al.”® verificaram que individuos
tabagistas apresentam indices elevados de genoto-
xicidade, evidenciado pelo ensaio Cometa, porém,
ndo observaram associa¢des significantes entre
a auséncia de efeito de supressao das EOAPD e
genotoxicidade.

CONCLUSAO

Neste estudo nao foram observadas alteragdes
no SOCM, evidenciada pela presenca de supressao
das EOAPD nos escolares residentes de regido
fumicultura. Contudo, ja foram observados indices
de dano significativamente elevados dos biomar-
cadores genotdxicos nos escolares expostos.
Entretanto, ndo se verificou associacdo entre
supressao das EOAPD e genotoxicidade.

Estes achados mostram que nao ha alteragéo
da fungéo auditiva (SOCM), porém, os resultados
dos biomarcadores genotoxicos indicam a presenga
de um perfil genético suscetivel para o desen-
volvimento de futuras patologias decorrentes da
exposigao a esses pesticidas, podendo estar entre
elas a perda auditiva.
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate the association between the function of the medial olivocochlear system and
the biomarkers of genotoxicity in resident students from the tobacco-producing region. Methods:
the study group was composed by 21 normal-hearing students from the tobacco-producing region
and the control group by 25 normal-hearing students who did not live in the countryside. The medial
olivocochlear system was assessed by the of distortion product otoacoustic emissions and genotoxic
biomarkers, such as: comet assay, micronucleus test and fluorimetric assay for the quantification
of DNA. The data were subjected to statistical analysis. Results: by comparing the occurrence of
suppression of emissions between the groups, no significant association was detected. Considering
the comet assay and the fluorimetric assay for quantitation of DNA, the mean of the study group was
considerate significantly higher than the mean of the control group. In the micronucleus 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 study group higher than the one found in the control group. And, in relation to
the frequency of cells with micronucleus, 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 study group had no change in medial olivocochlear system, which
was evidenced by the presence of emissions suppression, but it presented injury rates considerate
significantly higher in relation to the genotoxic biomarkers. However, there was no association between

suppression of emissions and genotoxicity.

KEYWORDS: Pesticides; Tobacco; Hearing; Efferent Pathways; Genotoxicity; Child
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