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Otoprotection in guinea pigs exposed to pesticides and ginkgo biloba

Otoprotecdo em cobaias expostas a agrotoxico e ginkgo biloba
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to their chemical components. This study looks into protective drugs to counteract the ototoxicity of

S;%;lgzﬁ rl:;)::.phorus pesticides. Objective: This study aims to analyze the effect ginkgo biloba extract may have in pro-
tecting against possible cochlear damage caused by organophosphate pesticides (methamidophos).
Anatomic changes are assessed through surface and electron microscopy. Materials and Methods:
This is a prospective experimental study. Twenty-one guinea pigs were given saline solution, pes-
ticide, and ginkgo biloba alone or combined for seven consecutive days. Then their cochleas were
removed and examined in a scanning electron microscope. Results: Pesticide-exposed guinea pigs
had morphological alterations in their cochleas and injuries in the three turns analyzed through
electron microscopy. Injury intensity varied according to the dosages of the agents given to the test
subjects. Guinea pigs treated with pesticide and ginkgo biloba maintained the architecture of their
outer hair cells in all cochlear turns. Conclusion: The antioxidant properties found in the ginkgo
biloba extract protected guinea pigs from pesticide ototoxicity.
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Ccompostos O

organofosforados, s agrotoxicos sio amplamente utilizados na agricultura e, atualmente, fazem parte do grupo

ginkgo biloba, de agentes quimicos que podem levar a perda auditiva. A identificacao de drogas que, associadas

toxicidade. aos ototoxicos, possam atuar como otoprotetores ¢ objeto de estudo. Objetivo: Analisar a existén-

cia de efeito otoprotetor do extrato de Ginkgo biloba aos possiveis danos cocleares causados pelo
agrotoxico do grupo dos organofosforados - metamidofds, avaliando-se as alteracdes anatdmicas
por meio da microscopia eletrdnica de superficie. Material e Método: Estudo experimental pros-
pectivo utilizando 21 cobaias, que sofreram acdo da administracio de soro fisioldgico, agrotoxico
e ginkgo biloba isoladamente e associadas, durante sete dias consecutivos. Apos, as cocleas foram
removidas e avaliadas anatomicamente pela microscopia eletrdnica de varredura. Resultados: As
cobaias submetidas ao agrotéxico apresentaram alteracoes morfologicas cocleares, com lesdes nas
trés espiras analisadas na microscopia eletronica, intensificadas de acordo com a dosagem recebida
do agente. As cobaias tratadas com agrotoxico e Ginkgo biloba apresentaram uma manutencao da
arquitetura ciliar nas células ciliadas externas em todas as espiras da céclea. Conclusdo: O extrato
de Ginkgo biloba, por sua acao antioxidante, atuou como fator otoprotetor a ototoxicidade pelo
agrotoxico em cobaias.
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INTRODUCAO

MATERIAIS E METODOS

A agricultura ¢ uma significativa e rentavel ati-
vidade em termos sociais e empresariais. Contudo, a
satude do trabalhadores desse setor exige atenc¢ao, devi-
do a exposicio a ruidos, vibracio e produtos quimicos
potencialmente prejudiciais ao ouvido interno'.

Aproximadamente 3 milhoes de pessoas sofrem
com a intoxicacao por agrotoxicos em todo o mundo
anualmente. Os 6bitos chegam a cerca de 350 mil,
dois tercos dos quais em paises em desenvolvimento®.
No Brasil, a ocorréncia de intoxicacio por agrotoxicos
organofosforados ainda é elevada, apesar da reducio
relativa em seu uso observada nos ultimos oito anos.
Atualmente, cerca de 2,5 a 3 milhoes de toneladas de
agrotoxicos sao utilizados anualmente em todo o mundo
pelo setor agricola’.

As inGmeras alteracoes provocadas pela intoxica-
cao por organofosforados em seres humanos sio bem
conhecidas. Apesar de haver acordo na literatura no
tocante a associacao existente entre eXposicao a organo-
fosforados e alteracoes auditivas, poucos sao os estudos
que avaliam o uso de medicamentos otoprotetores e
as alteracoes histologicas do sistema auditivo. Varios
medicamentos ja foram testados por suas propriedades
otoprotetoras: tiossulfato de sodio, dietilcarbamato, ACTH
e seus derivados, dcido 4-metiltiobenzoico, acido lipoico,
glutationa e seus ésteres, metionina, procaina, horménio
alfa-melandcito-estimulante (melatonina), antioxidantes,
como ginkgo biloba e fosfomicina, e compostos do
enxofre™. A semelhanca anatOmica e fisiologica entre
o sistema auditivo periférico dos seres humanos e das
cobaias tem encorajado o uso desses animais, uma vez
que seus resultados podem ser correlacionados aos em
humanos, servindo, assim, de alerta para possiveis lesoes
causadas pelo contato com organofosforados.

Segundo o que apresentamos acima, o uso de
cobaias € justificivel na presente pesquisa, cujo objeti-
vo ¢ identificar o efeito otoprotetor de medicamentos
ja amplamente utilizados na pratica clinica com outros
fins, como o extrato de ginkgo biloba (EGB 761). Os
danos cocleares causados pelo organofosforado meta-
midofés administrado em doses prejudiciais as células
ciliadas externas (CCE) foram avaliados em funcao das
mudangas anatOmicas observadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV), comparando as cocleas
dos animais em tratamento com ginkgo biloba com
animais de controle.

Descricao do Estudo

Estudo experimental executado com 21 cobaias
(Cavia porcellus), desenvolvido na Faculdade de Me-
dicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(FMRP-USP), totalizando 42 cocleas.

As diretrizes do Instituto de Recursos de Animais
de Laboratério para o uso de animais em laboratoério fo-
ram seguidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
com Animais (COBEA), bem como principios éticos de
biosseguranca. O projeto de pesquisa foi primeiramente
enviado para andlise e aprovacao do Comité de Etica
para Experimentacio com Animais (CETEA) de FMRP-
-USP, aprovado sob protocolo nimero 175/2009.

Os animais foram selecionados no Biotério
Central de FMRP-USP. Os critérios para a inclusao
de cobaias na amostra foram presenca de reflexo de
Preyer (contracao do pavilhao auditivo apds estimulo
sonoro), emissdes otoacusticas por produto de distor-
cdo e peso entre 400 e 600 gramas. Apos 24 horas de
repouso auditivo, os animais foram avaliados por meio
de otoscopia do meato acustico externo. Cobaias com
otite, cerume ou meato externo estreito demais para
acomodar a sonda auditiva foram excluidas. Animais
sem EOAPD presente foram excluidos.

Os medicamentos usados no estudo sao:

e Ketamina (65 mg/Kg).;

Soro fisiolégico a 0,9%;
Tiopental (Thionembutal®);
Metamidof6s;

Extrato de ginkgo biloba

As cobaias foram divididas em cinco grupos:

Grupo 1 (Grupo Controle) - trés animais de
laboratério (seis cécleas) nos quais soro fisiologico a
0,9% foi injetado pela via intraperitoneal por sete dias
consecutivos.

Grupo 2 (Grupo Controle) - dois animais de
laboratorio (quatro cocleas), aos quais foi administrado
0,3 mg/kg/dia de metamidofds por injecao intraperito-
neal por sete dias consecutivos.

Grupo 3 (Grupo de Estudo) - sete animais (14
cocleas), aos quais foi dado extrato de ginkgo biloba
oral 100 mg/kg/dia e metamidofds passados 90 minutos
da administragiao do extrato a 0,3 mg/kg/dia por injecao
intraperitoneal por sete dias consecutivos.

Grupo 4 (Grupo de Estudo) - dois animais (qua-
tro cocleas), aos quais foi administrado metamidofés
3,0 mg/kg/dia por injecao intraperitoneal por sete dias
consecutivos.
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Grupo 5 (Grupo de Estudo) - sete animais (14
cocleas), aos quais foi dado extrato de ginkgo biloba
oral 100 mg/kg/dia e metamidofds passados 90 minutos
da administracdo do extrato a 3,0 mg/kg/dia por injecao
intraperitoneal por sete dias consecutivos.

O organofosforado metamidofoés, escolhido ¢
comercializado pela Fersol® Ltda, sendo a droga mais
utilizada na agricultura (90%) na comunidade rural de
Corrego de Sao Lourengo’. Os sintomas de intoxicagao
referidos pelos trabalhadores foram coceira, enrubes-
cimento facial e irritacio da mucosa dos olhos e da
faringe.

Para avaliar a otoprotecao das CCE expostas a
lesao por metamidofés foi usado o extrato de ginkgo
biloba (EGb761) comercializado no Brasil sob o nome
TEBONIN® — Byk Quimica, 40mg/ml. Trata-se de um
extrato amplamente utilizado na pratica clinica que nao
apresenta efeitos colaterais importantes. Suas interacoes
medicamentosas encontram-se bem descritas®.

A dose minima de metamidofos usada para oto-
toxicidade foi a mesma usada em um estudo anterior’
e confirmada por meio de nosso grupo controle. O
ginkgo biloba proporcionou otoprotecio as CCE ex-
postas a medicamento potencialmente ototoxico®! e
foi baseado nesses estudos que decidimos utilizar a
mesma dosagem.

As cobaias foram pesadas diariamente imedia-
tamente antes da administracdo do medicamento. Os
medicamentos foram administrados através de seringas
descartaveis para insulina BD®, tamanho 21G1 (25 x 8
- 0,8 x 25 mm).

Avaliacao Morfoldgica

No dia seguinte a administracao dos medicamen-
tos de cada grupo, as cobaias foram sacrificadas com
injecao intraperitoneal de tiopental (Thionembutal®) e
tiveram suas cocleas removidas imediatamente e aber-
tas, expondo seu contetdo.

Em seguida, as cocleas foram perfundidas em
solucio de fixacao de glutaraldeido a 2,5% através da
janela redonda, de modo a preservar as estruturas vesti-
bulococleares. Entao, o material foi lavado cinco vezes
em tampao de fosfato 0,1M e microdissecado para expor
as espiras cocleares. Novamente, o material foi colocado
em tampao de fosfato 0,1M por 12 horas e depois foi
lavado na mesma solucio. Entao, o material foi refixado
em solucao constituida de tetroxido de 6smio em 1% de
tampao de fosfato 0,1M durante 1 hora a 4°C. Em seguida,
o material foi lavado em trés banhos de dgua bidestilada
por 2 ou 3 minutos e imerso em solu¢ao aquosa de acido
tanico a 1% por 1 hora a 4°C.

As pecas foram, entao, desidratadas em banhos
sucessivos de etanol em concentracoes crescentes de
50%, 70%, 90% e 95% durante 10 minutos cada. Depois,
foi usado etanol a 100% em 3 banhos sucessivos de
20 minutos cada, deixando as pecas em temperatura
ambiente por 12 horas no tltimo banho.

Ap6s a desidratacio, a dgua restante nas pecas
foi secada no equipamento BAL-TEC — CPD 030 — Cri-
tical Point Dryer (Balzers, 40 Liechtenstein) por meio
do processo de ponto critico. As pecgas foram, entdo,
removidas para a cimara do equipamento e cobertas
em dioxido de carbono (CO2) liquido.

Para melhor visualizacdo na MEV, as cocleas
foram fixadas pelo seu fundo a um cilindro de metal
com pasta carbonica condutiva Colloidal Graphite
(Electron Microscopy Sciences — Hatfield, PA). As es-
truturas a serem analisadas foram cobertas com uma
laca fina de ouro 24 quilates por meio de processo
de evaporacao no equipamento BAL-TEC — SCD 050
— Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein), tornando-as
condutivas, seguindo o processo descrito em estudos
anteriores®*!'"'2. Depois deste processo de preparacio,
as pecas foram levadas ao microscépio eletronico por
varredura JEOL Scanning Electron Microscope — JSM
5200 (Toquio, Japao).

A anilise estrutural foi padronizada pelo estudo
do terco médio das trés primeiras espiras cocleares. O
giro apical nao foi analisado por conta de seu desarranjo
natural, que poderia obscurecer os resultados'?. Quando
o microscopio eletrdbnico por varredura foi aplicado ao
orgao de Corti, a imagem produzida foi congelada e
fotografada para ser andlise posterior no tocante 2 inte-
gridade ou lesao de CCE.

A integridade das CCE foi definida pela analise dos
estereocilios. Células com estereocilios bem formados e
em arranjo normal foram consideradas integras (normais),
enquanto aquelas com estereocilios ausentes, mal forma-
das, deformadas ou em desarranjo foram consideradas
lesionadas®*.

Com relacao a EOAPD, foi considerada sua
presenca ou auséncia. Foi adotado um procedimento
aleatorio com diferente nimero de repeticdes (2 a 3
cobaias para o grupo de controle e 7 cobaias para cada
um dos grupos expostos a metamidofos e EGB).

RESULTADOS

Na presente secdo, sao apresentados os resul-
tados sobre o efeito otoprotetor do extrato de ginkgo
biloba nas cobaias submetidas 2 exposi¢io aguda a
metamidofés no sistema aditivo periférico. Os resultados
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da MEV, depois de fotografados, foram analisados pela
observacao do nimero de células ciliadas externas da
espira basal da coclea e seu padrao de organizacao.

O dano induzido pelo agrotoxico no sistema
auditivo periférico foi identificado por MEV da coclea.
No grupo 1 (grupo controle — soro fisiol6gico a 0,9%),
observou-se a manutenc¢ao da arquitetura normal das
CCE (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografia de érgéo de Corti normal encontrado em
cobaia do grupo 1, demonstrando espira basal. Observe estruturas
nao lesionadas em A: extensao digital da células de Deiter; B: células
ciliadas externas; C: estereocilios das células ciliadas externas; D:
membrana reticular. Ampliacao 1000x.

Analisando-se os grupos em que agrotoxico foi
administrado, a MEV evidenciou alteracoes morfolo-
gicas em 100% das cocleas nos grupos 2 (0,3 mg/Kg/
dia) e 4 (3 mg/Kg/dia), com lesdes mais extensas no
ultimo grupo.

No grupo 2 (grupo controle - 0,3 mg/Kg/dia de
metamidof6s intraperitoneal por 7 dias), mudancas ana-
tomicas mais frequentemente encontradas foram lesoes
de CCE nas espiras E2 e E3, evidenciadas por distor¢ao
ciliar, desarranjo do padrao em W e encurtamento ou
até auséncia de cilios. Tais alteracdes foram observadas
nas espiras 1, 2 e 3. Ver Figura 2.

No grupo 3 (ginkgo biloba oral 100mg/kg 90
minutos antes de metamidofés 0,3 mg/Kg/dia por 7
dias) nao houve dano significativo as CCE pela MEV a
nenhuma das cocleas estudadas (Figura 3).

As alteracdes morfoldgicas encontradas no grupo
4 (metamidofds 3,0 mg/Kg/dia por 7 dias) foram mais
extensas e caracterizadas pela auséncia de cilios nas
CCE, desarranjo do padrao em W das células e cilios
dobrados. A alteracao morfologica observada na espira
basal ocorreu apenas na terceira espira das CCE. Em

Figura 2. Fotomicrografia de 6rgao de Corti normal encontrado em
cobaia do grupo 2, exibindo espira E2. Observe auséncia de CCE em
F2 e F3. CCI: células ciliadas internas; CCE: células ciliadas externas;
F1: espira 1; F2: espira 2; F3: espira 3. Ampliacao 750x.
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Figura 3. Fotomicrografia de 6rgéo de Corti normal encontrado em
cobaia do grupo 3, exibindo espira E2. Observe arranjo normal das
células ciliadas externas. Ampliagdo 1500x.

E3, foram observados danos graves nos trés giros das
CCE (Figura 4).

No grupo 5 (100mg/kg/dia de ginkgo biloba e
metamidofos 3,0 mg/Kg/dia 90 minutos depois por
7 dias), todas as CCE mantiveram sua forma normal
e arranjo ao final do experimento, como exibido na
Figura 5.

O giro apical nao foi analisado neste estudo por
ser responsavel pela deteccao de tons graves e pelo
dano ototdéxico ser observado principalmente em tons
agudos. Além disso, esse giro exibe um desarranjo
natural em suas células, o que dificultaria a andlise
anatomica. As células ciliadas internas (CCD nao fo-
ram observadas no presente estudo, ja que sao menos
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Figura 4. Fotomicrografia de 6érgao de Corti normal encontrado em
cobaia do grupo 4, exibindo E3 panoramicamente. Observe auséncia
de CCE em F1, F2 e F3. Ampliacao 350x.

Figura 5. Fotomicrografia de érgéo de Corti normal encontrado em
cobaia do grupo 5, mostrando espira basal. Observe CCE nao lesio-
nada. Ampliacdo 1500x.

danificadas pela exposicao ao agente ototoxico em
comparacao as CCE.

DISCUSSAO

Na otologia, a cobaia ¢ amplamente utilizada
como animal experimental por ser facil de manusear,
oferecer boa dissec¢io coclear e manipulacio, além
da facilidade de infundir anestésicos e medicamentos
experimentais pelas vias intraperitoneal ou intramus-
cular®1h14,

O tipo mais comum de lesao de CCE encontrado
na andlise foi auséncia de estereocilios, seguida por
distor¢ao ciliar com desarranjo do padrio em W. Esse
achado coincide com outras publicacoes!.

Do final da década de 1980 até os dias atuais, es-
tudos foram feitos para compreender os mecanismos da
ototoxicidade e os medicamentos que poderiam proteger
as células ciliadas. Acreditamos que o campo de pesquisa
que estuda os mecanismos endogenos de autodefesa das
células ciliadas do 6rgao de Corti, conjuntamente com a
pesquisa genética e avaliacao funcional, seja a forma mais
racional de nos levar a resultados concretos que permitam
o melhor controle das lesoes e a prevencao da toxicidade
no ouvido interno.

A acao dos agrotoxicos sobre o sistema nervoso
causa sintomas tardios, o que significa que eles nido
ocorrem imediatamente apés a intoxicacao aguda’®.
Em doses baixas e repetidas, os organofosforados,
possivelmente, induzem a perda ou redugao dos ramos
neuronais'’.

Os resultados confirmam a tendéncia de progres-
sao da lesao morfologica segundo o nivel de intoxicacio
por organofosforados, ji4 que um nimero maior de
lesoes foi observado no grupo 4 em comparacio ao
grupo 2, lembrando que o primeiro grupo de cobaias
recebeu dose mais alta de agrotéxico.

Analisando os resultados da MEV, é possivel infe-
rir que as lesdes causadas pelo agente organofosforado
no orgao de Corti ocorrem, predominantemente, nas
CCE e progridem do dpice para a base da coéclea. Nas
espiras cocleares analisadas, a primeira linha de CCE é
a primeira a ser lesionada, seguida da segunda a terceira
fileira. Essa sequéncia de lesoes coincide com a altura
da CCE, sendo E3 a primeira a ser lesionada; a segunda
espira que sofre maior dano devido ao organofosforado
€ E2 e a espira basal € a terceira com muitas alteracoes.

Estudos anteriores em cobaias submetidas a me-
dicamentos sototoxicos divergem do presente estudo
na observacio por MEV. Quando as cobaias foram
expostas ao antibidtico amicacina, as lesdes predomi-
naram nas duas primeiras espiras e apresentaram CCE
mais baixas normais em comparacao a E3, cujas altera-
coes estruturais confirmam o estudo'®, que identificou
mudangas mais intensas na primeira fileira de CCE,
seguida da segunda linha. Outro estudo™ demonstrou
que aminoglicosideos danificam o 6rgao de Corti prin-
cipalmente nas CCE, com progressio da agressao da
base para o dpice da coclea, sendo a primeira fileira
de CCE a primeira a ser lesionada, seguida da segunda
e terceira fileiras.

Em pesquisas nas quais a cisplatina foi estudada,
os autores' descreveram extensas lesdes nas CCE da
espira basal da coclea, concordando com outro estu-
do®, em que os autores encontraram alteracoes mais
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evidentes na espira basal, com auséncia de cilios nas trés
primeiras fileiras de CCE, seguidas por E2 e E3, respec-
tivamente. Houve mudangas ciliares nas células ciliares
internas, com cilios presentes; porém, em desordem.

No presente estudo, os animais que receberam
extrato de ginkgo biloba antes de agrotoxico mantiveram
a citoarquitetura das CCE e nao demonstraram mudancas
estruturais no 6rgao de Corti, em acordo com um estudo
feito com ratos’. Tais estudos demonstraram o efeito oto-
protetor do ginkgo biloba as CCE expostas a cisplatina.
Noventa minutos depois dos animais receberem 100 mg/
kg/dia de ginkgo biloba, foi usada uma dose de 1,0 mg/
kg/dia por 10 dias consecutivos de cisplatina e, depois, a
medida da ac¢lo potencial por MEV demonstrou o efeito
protetor do ginkgo biloba.

O EGB 761 age como um limpador de radicais
livres, evitando a peroxidacio lipidica, aumentando os
niveis de GSH e a atividade das enzimas antioxidantes,
além da atividade da superoxido dismutase (SOD).
Como resultado, o EGB 761 contribuiu para prevenir
contra os efeitos ototoxicos do metamidofés. Seus prin-
cipios ativos, em particular ginkgolideos e flavonéides,
sdo responsaveis pelos efeitos antioxidantes e, supos-
tamente, migram para o ouvido interno’. Entdo, este
estudo demonstrou que o EGB 761 surtiu efeito sobre a
toxicidade induzida pelo organofosforado metamidofos.

O ginkgo biloba tem propriedades antioxidativas
e age reduzindo a peroxidacao lipidica, aumentando os
niveis de catalase, superéxido dismutase e glutationa,
removendo os anions intracelulares de superdxido e
radicais livres. No plasma, age formando complexos
com fosfolipidios, aumentando sua atividade antio-
xidante. No nivel intracelular, age sobre fosforilaciao
oxidativa do RNA mitocondrial e sobre o aparelho de
Golgi, suportando o mecanismo de reparo de DNA e
melhorando o status antioxidante, com aumento dos
niveis intracelulares de glutationa e reducao da incor-
poracio de 3H-timidina*'.

Concordando com outros autores'®, observamos
por MEV que o ginkgo biloba oferece efeito protetor
para as células ciliadas externas, ou para a espira basal
da coclea, ou para as espiras E2 e E3 apos 7 dias con-
secutivos de agrotoxico usado nas doses de 0,3 mg/
kg/dia, e 3,0 mg/kg/dia quando em combina¢io com
ginkgo biloba.

Considerando os mecanismos da ototoxicidade
relacionados a antioxidacio celular e formacio de ra-
dicais livres, bem como a acdo favoravel do extrato de
ginkgo biloba na reducao da peroxidacio lipidica, com
limpeza de superoxidos e prevenc¢ao da formacao de ra-

dicais livres, devemos considerar a possibilidade de usar
ginkgo biloba na exposicao a metamidofés, objetivando
minimizar seus efeitos ototéxicos. O extrato de ginkgo
biloba é amplamente utilizado em seres humanos, com
efeitos colaterais despreziveis, e demonstra evidéncias
de otoprotecio contra metamidofos, relacionado as CCE
das cocleas de cobaias expostas ao organofosforado.

CONCLUSAO

Segundo o que observamos por MEV, é possivel
concluir que, quanto mais longa a exposicio ao agro-
toxico, maior seria o dano as células ciliadas externas
das cobaias. Contudo, cobaias que receberam ginkgo
biloba tiveram suas células ciliadas externas do ouvido
interno morfologicamente intactas.
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