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RESUMO

AVALIACAO AUDITIVA E CITOGENETICA DE TRABALHADORES RURAIS DO
PONTAL DO PARANAPANEMA — SP EXPOSTOS A AGRQQUiMICOS E
TABAGISMO, ISOLADOS OU EM COMBINACAO

O crescente aumento do uso de agroquimicos por pequenos e grandes produtores
rurais tem gerado impactos ambientais e a saude da populacdo exposta. Outro
problema relevante de saude publica, cujos efeitos adversos tém sido amplamente
documentados, é o tabagismo. Estudos tém indicado que a exposi¢cdo isolada a
estes xenobiodticos pode levar a ototoxicidade e genotoxicidade. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar as possiveis alteragcdes auditivas e citogenéticas de
trabalhadores rurais expostos ao tabagismo e aos agroquimicos de maneira isolada
ou em combinacdo e identificar possiveis padrdes de classificacdo dos grupos de
exposicao. Foram avaliados 127 trabalhadores de ambos os sexos, com faixa etaria
de 18 a 39 anos, divididos em quatro grupos: Grupo Controle — GC; Grupo exposto
ao tabagismo — GT,; Grupo exposto a agroquimicos — GA e Grupo exposto a
associacdo entre tabagismo e agroquimicos - GTA. Inicialmente foi aplicado um
questionario, para coleta de dados sobre a exposicdo aos compostos de estudo e
saude geral e auditiva. Em seguida, foram realizados exames auditivos
(meatoscopia, audiometria convencional e de alta frequéncia, logoaudiometria e
imitanciometria) e avaliacdo citogenética (a partir de células da mucosa bucal,
coradas pelo método Giemsa). Os dados foram avaliados pelos seguintes algoritmos
de reconhecimento de padrdes: Artificial Neural Network (ANN), Bayes Classifier
(BAY) e Support Vector Machine (SVM). Os resultados da avaliacdo audioldgica
demonstraram rebaixamento de limiares auditivos em alta frequéncia, maior
incidéncia de curva do tipo descendente, timpanometria tipo A e auséncia de reflexo
do musculo estapédico nos trés grupos expostos (GT, GA e GTA). Além disso,
nestes grupos foi observado aumento do nimero total de alteracdes nucleares e no
namero de microndcleos, células binucleadas, caridlise, cariorréxis, células
picnoticas e broto nuclear. A analise computacional ndo reconheceu o grupo GTA
como um valor real, como ocorreu com GT e GA em relagédo ao GC, onde os dados
foram distribuidos com padréo e classificadas corretamente. Diante disso, concluiu-
se que a exposicdo a agroquimicos e cigarro, de maneira isolada ou em
combinacgdo, demonstrou ser potencialmente ototoxica e genotdxica. No entanto, o
uso concomitante dos xenobioticos néo levou a efeito aditivo ou de potencializacao.

Palavras-chave: Agroquimicos. Aprendizado de Maquinas. Genotoxicidade.
Micronucleo. Perda auditiva. Tabagismao.



ABSTRACT

HEARING AND CITOGENETIC EVALUATION OF RURAL WORKERS FROM
PARANAPANEMA PONTAL - SP EXPOSED TO AGROCHEMICALS AND
TOBAGISM, ISOLATED OR COMBINED

The growing increase in the use of agrochemicals by small and large rural producers
has generated environmental impacts and in the health of the exposed population.
Another relevant public health problem, whose adverse effects have been widely
documented, is smoking. Studies have indicated that isolate exposure to these
xenobiotics can lead to ototoxicity and genotoxicity. Thus, the objective of this study
was to evaluate the possible auditory and cytogenetic alterations in rural workers
exposed to smoking and agrochemicals in isolation or in combination and to identify
possible classification patterns of exposure groups. Were evaluated 127 workers of
both sexes, with ages ranging from 18 to 39 years, divided into four groups: Control
Group - CG; Group exposed to smoking - GT; Group exposed to agrochemicals - GA
and Group exposed to the association between smoking and agrochemicals - GTA.
Initially, a questionnaire was used to measure the exposure to the study compounds
and general and auditory health. Auditory examinations (meatoscopy, conventional
and high-frequency audiometry, logoaudiometry and imitanciometry) and cytogenetic
evaluation (from cells of the bucal mucosa, stained by Giemsa method) were
performed. The data were evaluated by the following pattern recognition algorithms
Artificial Neural Network (ANN), Bayes Classifier (BAY) and Support Vector Machine
(SVM). The results of the audiological evaluation demonstrated a lowering of high
frequency thresholds, a higher incidence of descending type, type A tympanometry
and absence of reflex of the stapedic muscle in the three exposed groups (GT, GA
and GTA). In addition, these groups showed an increase in the total number of
nuclear alterations and in the number of micronuclei, binucleate cells, karyotype,
karynx, pycnotic cells and nuclear bud. The computational analysis did not recognize
the GTA group as a real value, as with GT and GA in relation to GC, in which the
data were distributed with standard and correctly classified. Therefore, it was
concluded that exposure to agrochemicals and cigarettes, in isolation or in
combination, has been shown to be potentially ototoxic and genotoxic. However, the
concomitant use of xenobiotics did not lead to additive or potentiating effect.

Keywords: Agrochemicals. Machine Learning. Genotoxicity. Micronucleus. Hearing
loss. Smoking.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta grande parte de sua dependéncia econbmica na
agricultura, ocupando lugar de destaque no cenario mundial. Nos ultimos 40
anos, o pais aumentou o seu consumo agricola em cerca de 700%. Isto o
levou a estar entre 0s paises com maior consumo de agroquimicos do mundo,
com estimativa de 2,5 a 3 milhdes de toneladas por ano (MOREIRA et al.,
2010).

Os agroquimicos tém sido amplamente utilizados no meio rural por
décadas. O uso indiscriminado e sem medidas de biosseguranga vem
provocando grandes impactos ambientais e para o organismo humano, ja que
tem representado o aumento da incidéncia de intoxicagcdes ocupacionais
(SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

Trabalhadores e usuarios de substancias potencialmente téxicas, como
0S agroquimicos e o cigarro, estdo expostos a grandes maleficios a saude
geral e também auditiva. A audicdo exerce papel fundamental na
comunicacdo humana. Desta forma, a perda ou a redugéo da capacidade de
ouvir pode acarretar em diversas altera¢des psicossociais no individuo, ja que
a perda da audicéo ¢ irreversivel (CRUZ et al., 2009).

Os agroquimicos induzem alteracdes do sistema auditivo e vestibular,
evidenciando o seu potencial neurotoxico. A utilizacdo dessas substancias
pode levar ao comprometimento da audicdo, potencializando assim, a
instalacdo da perda auditiva (KORBES et al., 2010).

Segundo Paschoal e Azevedo (2009), a utilizacdo do cigarro também
pode levar ao comprometimento da audicdo. O cigarro pode aumentar a
viscosidade e pressdo sanguinea na coclea, levando a diminuicdo da
oxigenacdo. Com isso, ocorre interferéncia da funcionalidade do orgéo,
devido & morte das células de sustentacdo (células ciliadas) responsaveis
pelo reconhecimento e decodificagcdo do som (ROGHA et al., 2015).

Os efeitos genotdxicos relacionados a exposicdo a substancias
guimicas, que apresentam riscos para o desenvolvimento de patologias como
o cancer, tém sido investigados em varios estudos (MELLO; SILVA, 2013;
SILVA et al., 2015; GREIM, et al., 2015). Uma das metodologias utilizadas

7

para esta avaliacdo € o Teste de Micronucleo (MN), no qual se identifica
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estruturas indicadoras de possiveis danos cromossémicos (BLOCHING et al.,
2008). Além da analise de MN, alteragBes indicativas de apoptose,
instabilidade cromossomica e morte celular aumentam a sensibilidade do
teste, sendo uma forma importante de diagnostico precoce e prevencdo do
cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HOLLAND et al., 2008).

Outra forma de analise de dados que permite a classificacdo e
transformacdo das informacgbes coletadas em valores numéricos, a fim de
estabelecer padrdes nos resultados é a andlise computacional. A aplicacao
desta técnica vem sendo muito utilizada em toda a area médica, devido sua
possivel contribuicdo em diagnosticos e tratamentos de diferentes doencas
(CRISTIANINI E SHAWE-TAYLOR, 2001; ALTMAN, 2017).

Assim, a ampla utilizacdo de agroquimicos, na regido do Pontal do
Paranapanema e a escassez de estudos sobre os efeitos auditivos e
genotoxicos da exposicdo combinada a estes compostos, além da a utilizacdo
de andlises computacionais foram as principais motivacdes que levaram a
realizacdo deste estudo.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos auditivos e
citogenéticos da exposicdo a estes dois xenobidticos (agroguimicos e
cigarro), de maneira isolada ou em combinacdo e identificar possiveis

padrdes de classificacdo dos grupos de exposicao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Meio Ambiente e Desenvolvimento Regional - Pontal do
Paranapanema

A preocupacdo com 0 meio ambiente € um dos principais temas
discutidos atualmente. A escassez dos recursos naturais, destruicdo de
paisagens ambientais, poluicdo, desmatamento, entre tantos outros
problemas, tem levado a um grande desequilibrio ambiental (ZULAUF, 2000).

Com o passar dos anos, a modificacdo dos ecossistemas naturais tem
sido influenciada diretamente pelo crescimento econémico e populacional. Os
paises desenvolvidos tém experimentado um crescimento econdémico,
baseado na utilizacdo de cerca de 100 vezes mais recursos naturais do que
era necessario a 200 anos . Esses dois fatores associados (economia e
recursos naturais) tem levado a um aumento da poluicdo e a producao de
residuos (EPIPHANIO; ARAUJO, 2008).

Segundo Odum e Barret (2008), o0 ecossistema apresenta
caracteristicas especificas, sendo formado por fatores bidticos e abibticos.
Esses fatores permitem que haja uma interacdo entre 0s organismos Vivos € 0
ambiente fisico, formando um fluxo de energia entre as partes vivas e nao
vivas. Com isso, 0S recursos naturais existentes se inter-relacionam, sendo
fortemente prejudicados em decorréncia do mau uso e da poluicdo. Baird
(2006) destaca que a utilizacdo de forma ilimitada dos recursos naturais, ao
longo dos anos, ocasionou um desequilibrio, com reducdo de espécies de
organismos e efeitos adversos aos compartimentos naturais.

Um dos fatores que tem levado a grande preocupacao € o alto indice
de uso de agroquimicos. Segundo Gomes e Barizon (2014), a avaliacdo do
risco ambiental deve ser utilizada como forma de investigacdo dos efeitos
toxicos e danosos a saude, ocasionados pelo uso desmedido de
agroquimicos e outras substancias, utilizadas para o aumento da producéo e
consumo do pais. Desta forma, a contaminacdo dos recursos presentes no
meio ambiente faz com que a preocupa¢do com 0s possiveis danos a saude e
ao meio ambiente seja fatores de alerta a toda populacdo (GOMES;
BARIZON, 2014).
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A regido do Pontal do Paranapanema, localizada no extremo Oeste do
estado de Sdo Paulo, ao norte do estado do Parana e ao sul do rio
Paranapanema, abrange uma area de 18.441,60 Km2 e é composta por 32
municipios: Alfredo Marcondes, Alvares Machado, Anhumas, Caiug,
Emiliandpolis, Euclides da Cunha Paulista, lepé, Jodo Ramalho, Marab&
Paulista, Martindpolis, Mirante do Paranapanema, Nantes, Narandiba,
Piquerobi, Pirapozinho, Presidente Bernardes, Presidente Epitacio, Presidente
Prudente, Presidente Venceslau, Rancharia, Regente Feij0, Ribeirdo dos
indios, Rosana, Sandovalina, Santo Anastacio, Santo Expedito, Taciba,
Teodoro Sampaio, Caiabu, Indiana, Tarabai e Estrela do Norte. A populagéo
total deste territério é de 583.766 habitantes, dos quais 59.911mil vivem na
area rural, o que corresponde a 10,26% do total de individuos (BARONE;
MELAZZO; SILVA, 2011).

Essa regido apresenta a maior concentragcao de assentamentos rurais
do Brasil, sendo palco de inumeros conflitos fundiarios. Possui atualmente
113 assentamentos espalhados em 14 dos 32 municipios que fazem parte da
Unido dos Municipios do Pontal do Paranapanema (UNIPONTAL). Estes
assentamentos possuem cerca de 12.500 agricultores familiares e pouco mais
de 6 mil familias assentadas (VERGES, 2013).

A regido € coberta pela paisagem originaria de Mata Atlantica de
interior ou estacional semi-decidua de Planalto, sendo considerada uma area
de transicéo para os dominios do cerrado (BEDUSCHI-FILHO, 2002).

A figura 1 apresenta o0 mapa dos municipios que fazem parte do
territério do Pontal do Paranapanema e os assentamentos rurais no periodo
de 1984 a 2010, de acordo com Barone, Melazzo e Silva (2011).
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Figura 1: Municipios e assentamentos rurais do Pontal do Paranapanema.

Fonte: NEAGRO - Nicleo de Esludos Multdisciplinaras

Desanhesta: Anderson Anfonio da Silva, 2011
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As experiéncias inovadoras na gestdo econ6mica e social de todo

territério expressam tensdes que sdo reveladoras das contradicdes e

possibilidades da agricultura familiar, frente ao poder do grande -capital

agropecuario e agroindustrial, no &mbito do desenvolvimento social no campo

paulista (BARONE; MELAZZO; SILVA, 2011).

Por se tratar de uma regido com grandes atividades agrondémicas, a

regido do Pontal do Paranapanema esta associada a ampla utilizacdo de

agroquimicos. Segundo Barreto (2013), a utilizagdo de agroquimicos em
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grande escala tem ocorrido nas cidades do Pontal do Paranapanema nas
quais ha a predominancia de atividades agricolas, sendo elas: Euclides da
Cunha Paulista; Maraba Paulista; Mirante do Paranapanema, Rosana,
Sandovalina e Teodoro Sampaio. Este fato também foi demonstrado em
estudo de Judai e Antunes (2015), que identificou nestes municipios 0s
maiores relatos de utilizagdo e contato direto de trabalhadores rurais com

agroquimicos.

2.2 Agroquimicos e toxicidade

Os agroquimicos sao produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou biologicos destinados ao uso nos setores de producdo agricola,
agropecuaria, industrial, uso domeéstico, entre outros (KIM, KABIR; JAHAN,
2016).

E possivel encontrar no mercado inimeros compostos quimicos que
podem ser utilizados para o combate de diferentes pragas. Muitos destes
compostos ndo apresentam liberacdo pelos orgaos fiscalizadores, sendo de
origem ilegal e desconhecida, podendo elevar o risco de contaminacao
ambiental e intoxicagdes humanas (FRAGA et al., 2016).

A legislacdo brasileira por intermédio da Lei n° 7.802 de 1989 e o
decreto n° 4.074 de 2002 (BRASIL, 2002), regulamenta a utilizacao,
armazenagem, transporte e comercializacdo envolvendo uma série de etapas
de avaliagbes de risco ambiental e para a saude, sobre 0s produtos com
caracteristicas toxicologicas. Os agroquimicos contém principios ativos,
ingredientes inertes e aditivos, usados em sua fabricacdo, e podem ser
produzidos, exportados, importados e comercializados mediante registro no
orgédo federal seguindo as diretrizes e exigéncias necessarias.

No mercado existem mais de 200 grupos quimicos diferentes que déo
origem a cerca de 1.500 produtos a serem utilizados, entre eles inseticidas,
fungicidas e herbicidas (LONDRES, 2011). Jallow et al. (2016) destaca que o
uso excessivo dos agroquimicos no ambiente rural tém levado a uma grande
preocupacao sobre os efeitos negativos na saude e no meio ambiente. Além
disso, destaca que existe a necessidade de se compreender a realidade
vivida pelos trabalhadores, expondo 0s riscos de seu UuSO excessivo e

inadequado.
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A cada ano existe um aumento significativo na utilizagdo dos
agroquimicos no Brasil, influenciando de forma direta na qualidade do ar,
agua, solo, prejudicando assim, o meio ambiente (BOMBARDI, 2011).

O Brasil lidera a venda e utilizacdo de agroquimicos desde 2008, o que
influencia todo o contexto produtivo (BOMBARDI, 2011). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as intoxica¢cdes por agroquimicos
atingem cerca de 3 milhdes de pessoas anualmente, sendo 2,1 milhdes de
casos em paises desenvolvidos, 20 mil mortes em todo o0 mundo e 14 mil em
paises subdesenvolvidos (KOS et al., 2013).

Segundo dados do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2016), os 10 ingredientes ativos mais
vendidos no ano de 2014 foram: glifosato, 2,4-D, acefato, clorpirifés, atrazina,
mancozebe, metomil e diuron. Nos anos de 2001 a 2008, o Sindicato
Nacional das Empresas de Aviacdo Agricolas - SINDAG (2016),
demonstraram que a venda de agroquimicos passou de US$ 2 bilhGes para
mais de US$ 7 bilhdes, chegando a cerca de 990 mil toneladas de
agroquimicos aplicados. O aumento gradual deste consumo pode ser
observado na Figura 2.

Figura 2: Consumo de agroquimicos (2000-2014)
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Muitos séo os efeitos nocivos a saude humana, associados a utilizagéo
dos agroquimicos. Estudos mostram que algumas destas substancias podem
ser encontradas no sangue, urina e leite materno, evidenciando a importancia
da exposicdo e sua possivel relacdo com o aumento de casos de cancer,
doencas mentais, disfungbes na reproducao, problemas de audi¢cédo, entre
outros (MELLO; SILVA, 2013).

Segundo o Sistema Nacional de Informacfes Toxico Farmacoldgicas
(SINITOX, 2011), no periodo de 2007 a 2011 foram registrados 26.385 casos
de intoxica¢gBes por agroquimicos, sendo o terceiro no grupo responsaveis por
intoxicagbes humanas (11,8%), antecedido pelos medicamentos (28,3%) e
acidentes com animais peconhentos (23,7%).

As intoxicacOes podem ser subdividas em trés tipos: aguda, subaguda
e cronica. A intoxicacdo aguda apresenta sintomas horas apds a exposi¢ao;
enquanto que a subaguda se manifesta de forma moderada ou baixa a
produtos com uma classificacdo altamente toxica. Ja a intoxicacdo crbénica
caracteriza-se pelo surgimento tardio de sintomas e patologias, que pode ser
de meses ou anos apods a exposicao (LONDRES, 2011).

A exposicédo direta ou indireta a agroquimicos pode atingir a populacao
geral, por meio de residuos encontrados em alimentos e agua em niveis
acima do permitido pela legislacdo (KIM; KABIR; JAHAN, 2016).

O Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA, 2012), iniciado em 2001 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), avalia os niveis de residuos de agroquimicos nos alimentos que
chegam até o consumidor. O oOrgdo avalia a utilizacdo dos mesmos nos
plantios, se existem irregularidades no uso pelos agricultores e como esses
alimentos podem prejudicar o consumidor caso manuseados de maneira
inadequada (ANVISA, 2015).

O trabalhador agricola esta diariamente e diretamente exposto aos
agroquimicos com potenciais efeitos nocivos a saude. No entanto, nao
somente eles, mas toda a familia (expectador familiar e exposicdo para-
ocupacional), que convive em regides proximas as plantacfes esta exposta
aos possiveis maleficios a saude a curto, meédio e longo prazo (KUNST,
2013).
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No ambiente rural, o contato com 0s agroquimicos também pode
ocorrer devido a residuos nas roupas, solo, agua e alimentos, sendo que a
maior parte dos agroquimicos pode sofrer deriva no momento de sua
aplicacao. Além disso, sua utilizacdo no controle e combate a ervas daninhas,
controle de vetores de doencas, aplicacdo diretamente em aguas, efluentes
industriais, acaba atingindo diretamente esses recursos (AUGUSTO et al.,
2012).

Por muitas vezes, o trabalhador faz o uso de diferentes agroquimicos
sem o real conhecimento de sua toxicidade e possiveis maleficios a saude e
sem o uso adequado de Equipamentos de Protecao Individual (EPI) (DUTTA;
BAHADUR, 2016; VEIGA; MELO, 2016).

Segundo a Lei n® 7.802, a classificacéo toxicologica dos produtos deve
ser analisada em seus rétulos, onde devem constar informacdes referentes a
composicdo, classificacdo toxica, efeitos a saude humana, simbolos de
perigo, instrucbes de uso e primeiro-socorros, precaucdes, dados do
fabricante entre outras informacoes.

Os agroquimicos sao classificados segundo o grau de toxicidade
relacionada & Dose Letal mediana (DL50) (Quadro 1). Este parametro
toxicoldgico constitui o valor estimado estatisticamente em miligrama (mg) do
composto quimico por quilograma (kg) de peso, que é suficiente para ocorrer

a morte de 50% da populacdo de animais da mesma espécie.

Quadro 1: Classificacdo dos agroquimicos gquanto ao grau de toxicidade.

Classes Grupos DL50 (mg/kg) Cor da Faixa
I Extremamente toxico =5 Vermelha

I Altamente Toxico 5-50 Amarela
I Mediamente toxico 50 — 500 Azul

\Y Pouco toxico 50 - 5000 Verde

Fonte: SAVOY, 2011

2.3 Tabagismo e toxicidade

Além da exposi¢do aos agroquimicos, outro grande problema de saude
publica importante e que merece destaque € o tabagismo. Estima-se que
cerca de 967 milhdes de individuos no mundo sejam fumantes (INCA, 2016).

Apesar do elevado numero, observou-se um declinio de 65% no numero de
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cigarros per capta entre os anos de 1980 e 2010. Nos anos de 2003 a 2015,
o Brasil registrou uma queda no numero de cigarros per capita € no numero

de fumantes ativos (Figura 3).

Figura 3: Consumo de cigarros per capita e a prevaléncia de consumo
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A exposicdo ao cigarro pode ocorrer de forma direta ou indireta,
afetando diversas pessoas nao fumantes (fumante passivo) pelo simples fato
de conviverem em ambientes, onde ha fumantes, sendo que, esse contato
pode ocorrer em ambientes de trabalho, doméstico, lazer. Esse contato
indireto pode fazer com que esses individuos expostos apresentem
problemas de saude iguais aos que tém o vicio (HEFFERMAN, 2016).

O cigarro contém mais de quatro mil substancias quimicas, contudo, a
maioria dos estudos demonstram que a nicotina € o principal agente
responsavel pela dependéncia quimica, fisica e psiquica do cigarro, seguindo
0S mesmos processos da heroina e cocaina (SILVA et al., 2012).

Por ser um estimulante psicomotor, o cigarro faz com que haja uma
sensacao de reducdo no estresse e ansiedade, diminuicdo de apetite e
melhora na atencdo e memoria. Estes fatores sdo reduzidos ap0s exposicao

continua o que leva ao aumento do numero de cigarros consumidos, para que
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se volte a ter a sensacdo inicial, tornando-se assim um circulo vicioso
(MELTZER et al., 2016).

A relacao entre o tabagismo e o aparecimento de doencas esta sendo
cada vez mais investigado (ALAVANJA; ROSS; BONNER, 2013; KIM; KABIR,;
JAHAN, 2016; MELTZER et al, 2016). Como no estudo de Oliveira (2011),
onde o autor destaca que o tabagismo, em especial a nicotina, pode ser um
dos agentes etiologicos do céancer, por sua capacidade de interferir
diretamente na estrutura do Acido Desoxirribonucleico (DNA).

Ramos et al. (2011) relata que a fumaca do cigarro ou a poluicéo
tabagica € capaz de apresentar diversas manifestacdes imediatas como:
irritacdo nos olhos, manifestacées nasais tais como: rinite e sinusite, tosse,
cefaleia, problemas alérgicos e cardiacos. Segundo Xavier et al. (2013), o
cigarro pode aumentar o0s problemas respiratorios devido a depuracdo
mucociliar, aumentando assim a frequéncia de queixas e gravidade das
infeccbes. Além dos problemas respiratorios, outras manifestacbes como
impoténcia sexual, malformacdo congénita, bronquite crbnica, trombose,
diversos tipos de cancer (especialmente, de pulmdo, boca, laringe e
estbmago) e perdas auditivas tém sido amplamente relacionadas ao
tabagismo (SILVA et al., 2014).

2.4 Sistema Auditivo

O sistema auditivo (Figura 4) é um dos principais sistemas sensoriais
do organismo. Ele comporta dois sistemas essenciais ao desenvolvimento do
individuo: o aparelho auditivo e o vestibular. Lesbes em qualquer parte
desses sistemas podem levar a inUmeros prejuizos tanto de carater fisico
como emocionais (MENEZES; NETO; MOTTA, 2005).
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Figura 4: Estruturas do sistema auditivo humano.
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A orelha externa € constituida pelo pavilhdo auricular e meato acustico
externo, por onde as ondas sonoras sdo captadas e encaminhadas a
membrana timpanica (MT) iniciando a Orelha Média (MOMENSOHN-
SANTOS; RUSSO, 2009).

A orelha média é composta por um espaco aéreo que tem forma
semelhante a um cilindro, limitado lateralmente pela membrana timpanica e

7

parede lateral da orelha interna. Também €& composta pelos trés menores
ossos do corpo humano (martelo, bigorna e estribo), que se articulam
formando uma ligacdo mecanica entre a membrana timpanica e janela oval e
assim fazendo com que o som captado pela orelha externa seja amplificado e
compreendido (NASCIMENTO; SANTOS, 2010).

A orelha interna é composta pelos sistemas vestibular e coclear. A
coclea é semelhante ao formato de um caracol, medindo 9mm de largura,
5mm de altura e aproximadamente 35mm de comprimento quando estendida.
Nos seres humanos, apresentam trés voltas, e em outras espécies como
ratos e camundongos, esse numero pode variar de 2 a 3 voltas, circundando
um nucleo central 6sseo denominado modiolo (MOMENSOHN-SANTOS;
RUSSO, 2009).

A céclea é um oOrgdo que possui células de sustentacdo e ciliadas
(sensoriais) dispostas em uma fileira mais central (células ciliadas internas —
CCl, Figura 5) e trés fileiras mais periféricas (células ciliadas externas — CCE,

Figura 5), que se prendem a uma estrutura gelatinosa, a membrana tectoria.
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A CCE possui uma importante funcdo no processo qualitativo da
discriminagcdo do som, apresentando o papel mecanico de amplificacdo

sonora e filtragem da frequéncia. Enquanto que as CCl tem um papel
sensorial direto nesse processo (MENEZES; NETO; MOTTA, 2005).

A audicdo esta diretamente associada ao desenvolvimento da
linguagem e comunicacao, uma vez que o individuo que apresenta danos a
esses sistemas acabam apresentando diversas manifestacbes de
comportamento como isolamento social, desvantagens educacionais e
reducdo na capacidade em se comunicar (DIMATOS et al., 2011). A
deficiéncia auditiva é a incapacidade que um individuo apresenta em
interpretar os sons, esta deficiéncia pode ser total ou parcial (NASCIMENTO;
SANTOS, 2010).

As causas da deficiéncia auditiva podem estar relacionadas a fatores
congénitos, traumas locais, otites, exposi¢cdo a ruidos e drogas ototoxicas,
processo natural de envelhecimento, entre outras (CRUZ et al., 2009).

Os agentes téxicos podem levar a sérios problemas de saude, e com a
audicdo nédo é diferente. Os componentes periféricos e centrais da audi¢do
podem ser lesionados, por isso, ha a necessidade em se realizar estudos
para melhor conhecimento dos efeitos associados a esses fatores (KORBES,
2009). A perda auditiva & o déficit sensorial mais comum, acometendo
pessoas de diferentes faixas etarias e géneros, resultando na restricdo das
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habilidades em se comunicar normalmente através da linguagem oral
(DIMATOS et al., 2009).

Uma das manifestacdes precoces de possiveis problemas auditivos € o
aparecimento do zumbido. O zumbido € um sintoma que produz extremo
desconforto, de dificil tratamento e capaz de interferir diretamente na
qualidade de vida do individuo. Ele é percebido quando o individuo encontra-
se em locais silenciosos, pois assim, 0 mesmo apresenta-se em evidéncia
devido aos sons externos que os tornam menos perceptiveis (DIAS et al.,
2006).

Segundo Pinto, Sanchez e Tomita (2010), a relacdo entre zumbido e
perda auditiva € incerta. No entanto, Searchfield et al. (2007), evidenciaram
que as perdas auditivas em frequéncias convencionais se correlacionam com
um maior incomodo com o zumbido, ou seja, individuos que apresentam

maior dificuldade nos limiares de fala apresentam maiores niveis de zumbido.

2.5 Exames audiolégicos

Para que o diagnéstico de perda auditiva seja feito, primeiramente é
necessaria a realizacdo de uma anamnese, onde informacdes sobre o
paciente, problemas de saude e queixas auditivas sado abordados. Assim,
posteriormente pode ser realizada uma inspe¢cdo no meato acustico externo e
em seguida a avaliagdo audiologica basica, composta pela pesquisa de
limiares auditivos, logoaudiometria e imitanciometria (MAIA, 2011). Além
desses exames, existem outros que sdo complementares e auxiliam em um
diagnéstico mais complexo como as emissfes otoacusticas (EOA), Potencial
Evocado Auditivo de Tronco Encefalico (PEATE) (OGANDO; LUBIANCA
NETO, 2012).

Com base na Associacdo Americana para Fala, Linguagem e Audigao
(ASHA) e no Manual de Procedimentos em Audiometria Tonal,
Logoaudiometria e Medidas de Imitancia Acustica, descritos pelo Conselho
Federal de Fonoaudiologia (2013), no resultado da audiometria tonal, devem
ser considerados 0s seguintes aspectos: tipo e grau de perda auditiva,
configuracdo audiométrica e lateralidade da perda. O tipo de perda esta
relacionado a localizagcdo e quais estruturas encontram-se afetadas no

hY

aparelho auditivo. O grau de perda refere-se a intensidade com que essa
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perda ocorreu e a configuracao, refere-se a caracteristica visual da perda, ou
seja, 0 desenho que essa perda apresenta no audiograma (Conselho Federal
de Fonoaudiologia, 2013).

Diversos autores descrevem o0s tipos de perdas auditivas
(NORTHERN; DOWNS, 1984; BIAP, 1997; SILMAN; SILVERMAN, 1997). No
entanto, existem variagdes em suas consideragoes, sendo de escolha do
profissional de fonoaudiologia, seguir o padrdo que mais se identifica para a
elaboracao dos laudos. Segundo a descricdo de Silman e Silverman (1997) os

tipos de perda sao classificados de acordo com o Quadro 2.

Quadro 2: Classificacdo de perda auditiva

Tipo de perda Caracteristicas

Condutiva Limiares de via 6ssea menores ou iguais a 15 dBNA e
limiares de via aérea maiores do que 25dBNA, com gap

aéreo-0sseo maior ou igual a 15dBNA

Neurossensorial | Limiares de via 6ssea maiores do que 15dBNA e limiares
de via aérea maiores do que 25dBNA, com gap aéreo-

6sseo de até 10dB.

Mista Limiares de via 6ssea maiores do que 15dBNA e limiares
de via aérea maiores do que 25dBNA, com gap aéreo-

0sseo maior ou igual a 15dB.

Fonte: CONSELHO FEDERAL DE FONOAUDIOLOGIA, 2013.

2.5.1 Configuracao de curva audiométrica

A classificagdo da configuracdo audiométrica descrita por Silman e
Silverman, 1997 (Quadro 3) leva em consideracao o desenho que os limiares
obtidos através da pesquisa de via aérea para cada orelha. Sua classificacao
também pode variar conforme os autores, e a descricdo nos achados

audiolégicos podem variar conforme a realizacéo do profissional.
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Quadro 3: Classificacdo de perda auditiva de acordo com a configuracao
audiométrica

Tipo de Configuracdo | Caracteristicas

Ascendente Melhora igual ou maior do que 5 dB por oitava em

direcéo as frequéncias altas

Horizontal Limiares alternando melhora ou piora de 5 dB por

oitava em todas as frequéncias

Descendente leve Piora entre 5 a 10 dB por oitava em direcdo as

frequéncias altas

Descendente Piora entre 15 a 20 dB por oitava em direcdo as
acentuada frequéncias altas

Descendente em Curva horizontal ou descendente leve com piora =
rampa 25dB por oitava em direcdo as frequéncias altas
EmU Limiares das frequéncias extremas melhores do

que as frequéncias médias com diferenca = 20 dB

Em U invertido Limiares das frequéncias extremas piores do que

as frequéncias médias com diferenga = 20 dB

Entalhe Curva horizontal com descendéncia acentuada em

uma frequéncia isolada, com recuperacdo nha

frequéncia imediatamente subsequente.

Fonte: CONSELHO FEDERAL DE FONOAUDIOLOGIA, 2013 ; Silman e Silverman, 1997 —
adaptada de Carhart, 1945 ; Lloyd e Kaplan, 1978.

2.5.2 Logoaudiometria

A logoaudiometria é a medida da habilidade do individuo para detectar
e reconhecer a fala, realizado por intermédio de uma lista de palavras
emitidas ao paciente. Por meio desse teste é possivel avaliar o Limiar de
Deteccdo de Fala (LDF), o Limiar de Recepcéo de Fala (LFR/SRT), o indice
Percentual de Reconhecimento de Fala (IPRF) e o Limiar de Desconforto de
Fala (UCL) (Conselho Federal de Fonoaudiologia, 2013). A classificacao
segundo Jerger, Speaks e Trammel (1968) pode ser observada no Quadro 4,
onde os valores expressos em porcentagem demonstram o indice de acertos
do paciente em relacédo a lista de palavras monossilabicas ou dissilabicas

emitidas no teste.
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Quadro 4: Classificacdo de logoaudiometria

Resultado do Dificuldade de compreenséao de fala

IPRF

100% a 92% Nenhuma dificuldade para compreender a fala.

88% a 80% Ligeira/discreta dificuldade para compreender a fala.

76% a 60% Moderada dificuldade para compreender a fala.

56% a 52% Acentuada dificuldade para acompanhar uma
conversa.

Abaixo de 50% Provavelmente incapaz de acompanhar uma conversa.

Fonte: CONSELHO FEDERAL DE FONOAUDIOLOGIA, 2013.

2.5.3 Medidas de Imitancia Acustica

As medidas de Imitancia acustica séo realizadas por intermédio da
colocacdo de uma sonda na entrada do canal auditivo interligado a um fone
colocado na orelha oposta, sendo necesséaria a integridade da membrana
timpanica para a realizacdo do mesmo. Esse teste verifica as condi¢coes de
orelha média e interna através do reflexo do musculo estapediano (Jerger;
Jerger, 1989).

A timpanometria é utilizada para avaliar o funcionamento e integridade
da orelha média, a fim de verificar a mobilidade do sistema timpano-ossicular
decorrente da variacdo de pressédo do ar no meato acustico externo.

Os tipos de curvas, segundo a classificacdo de Jerger e Jerger (1989),

sao mostradas no Quadro 5.

Quadro 5: Medidas de imitancia acustica.

Tipo de Caracteristicas

curva

Tipo A Mobilidade normal do sistema timpano-ossicular

Tipo Ad Hipermobilidade do sistema timpano-ossicular

Tipo Ar Baixa mobilidade do sistema timpano-ossicular

Tipo B Auséncia de mobilidade do sistema timpano-ossicular

Tipo C Presséo de ar da orelha média desviada para pressao negativa

Fonte: CONSELHO FEDERAL DE FONOAUDIOLOGIA, 2013.
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Além disso, para o resultado da avaliacdo do reflexo acustico do
musculo estapediano avaliado pelo mesmo exame, utiliza-se a classificacdo
de Gelfand (1984) e Jerger e Jerger (1989), conforme Quadro 6.

Quadro 6: Classificacdo do reflexo estapediano

Em niveis Reflexo desencadeado entre 70 e 100 dB acima

normais do limiar da via aérea

Presente e | Diferenca menor ou igual a 65 dB entre o limiar

Presente | diminuido de via aérea e o reflexo estapediano contralateral

Presente e | Diferengca maior do que 100 dB entre o limiar de

aumentado | via aérea e o reflexo estapediano contralateral

Ausente | Reflexo ndo desencadeado até a saida maxima do equipamento

Fonte: CONSELHO FEDERAL DE FONOAUDIOLOGIA, 2013.

2.6 Ototoxicidade

A ototoxicidade € definida como o resultado de acgfes tOxicas de
determinadas substancias quimicas, que apresentam caracteristicas capazes
de lesionarem o labirinto anterior e/ou posterior, resultando em perda auditiva
com manifestagcbes como zumbido, vertigem, dificuldade de marcha dentre
outros sintomas (HOSHINO et al., 2008).

Entendem-se como produtos ototdxicos todos os elementos fisicos e
quimicos capazes de provocar prejuizos ao sistema auditivo. Alguns produtos
como agroquimicos, produtos quimicos de limpeza e medicamentos
apresentam implicagfes sobre a saude e a qualidade de vida em individuos
que utilizam de maneira excessiva e sem equipamentos de protecao
(HOSHINO et al., 2008).

A perda auditiva por ototoxicidade pode ser de instalacdo rapida ou
insidiosa, dependendo da gravidade e quantidade exposta a substancia,
tempo de exposicado e manuseio do mesmo (HOSHINO et al., 2008). Segundo
Korbes et al. (2010), as manifestacbes dos agentes ototdxicos no sistema
vestibulococlear atingem as CCE e VII par craniano, levando a altera¢des no
Sistema Nervoso Central (SNC) e vestibular, além do equilibrio corporal.
Existem varios estudos que evidenciam a presenca de perda auditiva em

individuos expostos cronicamente a produtos quimicos como agroquimicos,
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medicamentos e componentes do cigarro (AGRAWAL; PLATZ; NIPARKO,
2008; COGO et al, 2016). A exposicdo cronica a esses agentes
potencializam seus possiveis efeitos, podendo levar a danos irreversiveis a
audicao (WILD; BREWATER; BANERJEE, 2005).

2.6.1 Ototoxicidade e Agroquimicos

Os agroquimicos podem apresentar caracteristicas altamente toxicas
para a saude humana, sendo causadores de patologias pelo seu uso
inadequado e em abundancia. A nao utilizacdo de Equipamentos de Protecao
Individual (EPI) como luvas, botas, mascaras, mangas longas, entre outros,
agrava o0 seu contato direto com o corpo humano, levando a sua deposicao
em tecidos. Algumas substancias presentes nas diferentes composi¢cdes dos
agroquimicos influenciam negativamente no sistema vestibular, causando a
perda da fungcéo ou danos nas CCE e CCI presentes na orelha interna. Tais
substancias denominadas ototoxicas podem provocar tonturas, além de
danos auditivos (COGO et al., 2016).

Estudo realizado em uma comunidade rural, préxima a uma regido de
plantacbes que utilizavam agroquimicos, observou que 54% dos individuos
entrevistados apresentaram sintomas como tontura e mal-estar (COGO et al.,
2016). Judai e Antunes (2015) observaram perda dos limiares em alta
frequéncia em trabalhadores expostos a diferentes agroquimicos de forma
dependente do tempo de exposicdo. Os autores também destacaram o
rebaixamento dos limiares a partir da frequéncia de 3.000KHz, do grupo
exposto, quando comparado ao grupo controle, de acordo com o tempo de
exposicao e a idade dos participantes.

A intoxicagdo ocupacional e ambiental por agroquimicos se manifesta
de maneira silenciosa e lenta, ndo sendo correlacionada ao aparecimento de
algumas patologias. As dificuldades auditivas € uma delas, pois o0s
trabalhadores muitas vezes nao correlacionam o uso prolongado dos
agroquimicos com a ototoxicidade. As dificuldades auditivas se manifestam
inicialmente com a perda da qualidade sonora e a boa compreenséo de fala, o
que se pode refletir na dificuldade escolar e de comunicacdo (AGRAWAL,;
PLATZ; NIPARKO, 2008).
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Em um estudo realizado por Manjabosco, Morata e Marques (2004),
60% dos trabalhadores rurais expostos a agroquimicos apresentou limiares
auditivos alterados. Ja em outro estudo, realizado por Choi et al. (2005), apos
audiometria tonal e vocal em 150 trabalhadores, evidenciou-se riscos a saude
auditiva e casos de intoxicacdo aguda por herbicidas organofosforados e
inseticidas.

Oliveira, Vargas e Sena (2013), realizaram audiometria tonal e
aplicacdo de um questionario de indice de qualidade de vida. O estudo
demonstrou que os agricultores, que apresentavam contato com algum tipo
de agroquimico, tiveram piores resultados de qualidade de vida quando
comparados aqueles que nao utilizavam. Além disso, identificaram relacao
entre a classe toxicolégica, o tempo de exposicédo e grau de perda auditiva

dos trabalhadores.

2.6.2 Ototoxicidade e Tabagismo

Além dos conhecidos maleficios que os cigarros causam na saude
humana, outro fator importante e que ndo se tem muitas informacdes, séo as
perdas de limiares auditivos ocasionados pelo uso do cigarro (OLIVEIRA;
LIMA, 2009).

Estudos realizados com animais de laboratorios demonstraram lesdes
na estrutura da céclea apds a exposicado ao cigarro (MIZOUE; MIYAMOTO;
SHIMIZU, 2003). Paschoal e Azevedo (2009), demonstraram que individuos
fumantes ou ex-fumantes sdo mais suscetiveis a perdas auditivas nas
frequéncias altas, sugerindo que o efeito provocado pelo cigarro na audicao é
acumulativo e permanente. Também relataram que a toxicidade € diretamente
proporcional ao numero de cigarros consumidos diariamente e inversamente
proporcionais a idade em que a pessoa inicia o vicio. Neste mesmo estudo,
foram identificados receptores de nicotina nas células ciliadas, sugerindo que
0 cigarro pode ter um efeito ototoxico direto na funcionalidade das mesmas,
reduzindo a potencialidade e acao do 6rgdo neurotransmissor da audig&o.

Existem relatos da existéncia de uma pré-disposicdo em individuos
fumantes em apresentarem rebaixamento dos limiares nas frequéncias altas
(WILD, BREWSTER; BANERJEE, 2005). Desta forma, esses limiares servem
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como indicativo precoce de uma possivel futura perda auditiva
(NOORHASSIM; RAMPAL, 1998; NAKANISHI, et al., 2000).

Nos fumantes, o zumbido pode se manifestar como sinalizador de um
possivel problema auditivo. Assim, mesmo que no inicio, 0 mesmo deve ser
investigado, pois uma possivel perda auditiva pode ser prevenida com a
suspensdo do agente causador do problema (CHUNG et al., 2009). A
aparicdo do zumbido pode ser caracteristica de uma alteragcdo no sistema
periférico ou central. O tabagismo é responsavel pela falta de oxigenagao no
sangue, obstrucbes vasculares e alteragbes na viscosidade sanguinea,
podendo assim, ter um efeito ototoxico na audi¢do, levando a danos no

sistema auditivo e 6rgéos responsaveis (CHUNG et al., 2009).

2.7 Biomarcadores de genotoxicidade

A monitorizacdo da exposi¢do de individuos a agentes quimicos por
meio de analises de material biolégico, como sangue, urina e saliva, é
importante para a deteccéo precoce de alteracdes biologicas e prevencao de
doencas de manifestacdo silenciosa. Estes parametros avaliados sao
denominados de indicadores biolégicos ou biomarcadores (AMORIM, 2003).

Os biomarcadores podem ser utilizados com diferentes propdésitos
dependendo da finalidade e objetivo da pesquisa. Tais estudos podem
contribuir para avaliar a exposicdo ou quantidade absorvida de substancias
guimicas, suscetibilidade individual e possiveis efeitos ao ser humano e ao
meio ambiente (UMBUZEIRO; HERINGA,; ZEIGER, 2016). A utilizacdo de
biomarcadores pode trazer uma correlagcdo entre causa-efeito e dose-efeito
nas avaliacdes de monitoramento biologico, ja que existe a necessidade de
identificar e validar parametros que sejam caracteristicos e indicativos de
patologias ocasionadas por agentes de exposicao (UMBUZEIRO; HERINGA;
ZEIGER, 2016).

Os agentes genotoxicos sdo aqueles que interagem com o DNA e
produzem alteracbes em sua estrutura ou funcgdes. Alguns testes sao
utilizados como forma de biomonitoramento individual e verificam a
genotoxicidade de forma eficaz. Estes testes podem ser usados na prevencao

e diagnostico de diversas patologias e/ou agravos a saude (KUNST, 2013).
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Estabelecer relagbes de causa e efeito € extremamente necessario,
especialmente quando se considera que o0 aumento de doengas
degenerativas e a alta incidéncia de cancer tém levado a um grande numero
de mortes (CHEN et al., 2015). Holland et al. (2008) consideram que essas
doencas podem ser origindrias de danos genbémicos, que podem ocorrer
devido a exposi¢cdo ambiental, estilo de vida, hbitos e fatores genéticos.

Uma das metodologias utilizadas para avaliar danos causados por
substancias xenobidticas no organismo é o teste do micronucleo (MN). Este
teste tem sido utilizado em biomonitoramento ambiental (BUCKER;
WANDERSON; ALVES-GOMES, 2006), devido a sua capacidade em detectar
agentes clastogénicos (quebra de cromossomos) e agentes aneugénicos
(segregacdo cromossémica anormal) (FENECH, 2000). Esta € uma técnica
rapida, eficiente, econémica, indolor e muito utilizada como indicador de
genotoxicidade (COELHO et al., 2007).

O teste do MN pode ser usado para acompanhamento de
trabalhadores expostos a agentes xenobidticos, com potencial genotoxico.
Por fornecer informagfes sobre possiveis danos ao DNA, seus resultados
podem subsidiar tomada de decisdes relacionadas a medidas de seguranca
de trabalhadores expostos ocupacionalmente, bem como o tratamento mais
adequado para determinadas doencas adquiridas (BOLOGNESI et al., 2011).

A andlise de MN pode ser considerada uma valiosa ferramenta na
prevencao da carcinogénese oral devido ao elevado numero de aparecimento
de MNs serem indicativos de maior probabilidade de desenvolvimento da
doenca (SARAN et al., 2008).

O teste MN é um método minimamente invasivo que pode ser realizado
através da andlise das células esfoliadas da mucosa bucal. Por meio desta
analise é possivel identificar fatores como instabilidade cromossémica, morte
celular e potencial regenerativo do tecido da mucosa bucal, servindo como
forma de biomonitoramento em populacbes humanas expostas a agentes
mutagénicos (THOMAS; FENECH, 2011). O teste foi inicialmente proposto
em 1983 e vem ganhando destaque, sendo um teste de biomarcador de dano
citogenético com diversas aplicagcfes (STICH; ROSIN, 1983).

Existem duas principais técnicas desenvolvidas para realizar o teste de

MN, uma realizada em linfocitos sanguineos e outra em células epiteliais da
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mucosa bucal esfoliadas. Os tecidos epiteliais presentes na mucosa bucal
apresentam constante processo de divisdo celular, onde ocorre a rapida
renovacdo do tecido pela descamacdo das células superficiais. As células
epiteliais esfoliadas ndo se dividem mais, assim refletem anormalidades
citogenéticas que ocorreram na populacdo de células na camada basal
(THOMAS; FENECH, 2011).

Segundo Bloching et al. (2008), a presenca de MN na mucosa bucal
pode ser um indicador de risco para patologias como o cancer, além de servir
como forma de deteccdo precoce de patologias, também como indicativo de
alteracdes genéticas que possam estar ocorrendo no organismo humano.
Estudos mostram que a utilizacdo das analises de células micronucleadas
contribuem para avaliar os possiveis efeitos genotoxicos de substancias como
tabaco, agentes quimiopreventivos, exposicdo ocupacional e ambiental a
agentes téxicos, radioterapias, habitos e estilo de vida, cancer e outras
doencgas (KOPJAR et al., 2002; MINICUCCI et al., 2008; THOMAS; FENECH,
2011).

As células orais micronucleadas caracterizam-se visualmente pela
presenca de um nudcleo principal e um ou mais nucleos menores que
apresentam formato arredondado ou oval, com diametro podendo variar entre
1/3 a 1/16 do nacleo principal. Os nucleos nas células micronucleadas podem
apresentar uma morfologia de células normais ou células em processo de
morte celular (FENECH et al., 2000; DARZYNKIEWICZ et al., 2011).

Os MNs devem estar presentes dentro do citoplasma das células
originais. A presenca dos MNs sao um indicativo de perda ou fragmentacao
cromossOmica durante o processo de divisdo celular (FENECH, et al., 2003
em consequéncia de quebras cromossbmicas ou de cromossomos inteiros,
gue néo se ligam as fibras do fuso e assim nao se incluem nos nucleos das
células filhas (Figura 6) (SCHMID, 1975).
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Figura 6: Mecanismo de formacéo do MN

Quebra
cramessémica

Fonte: ROCHA, 2011.

A andlise de MNs em células esfoliadas da mucosa bucal apresentam
vantagens como: a coleta do material apresentar baixo custo e de fécil
manuseio, podendo ser aplicada em um grande numero de individuos de
estudo; a identificacdo das estruturas € relativamente simples; as analises
evidenciam a ocorréncia de danos genotdxicos no tecido exposto. Além dos
MNs, outras alteracdes nucleares podem ser observadas mediante 0 mesmo
procedimento. Essas alteracdes sdo degenerativas e indicadoras de apoptose
elou necrose, onde demonstram respectivamente os efeitos genotoxicos e
citotoxicos (ROCHA, 2011) (Figura 7).
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Figura 7: Vias para producao de estruturas contendo DNA extranuclear.

Picnose, cariorréxis,

Iniciado do cancer / cromatina condensada

Apoptose

Genotoxicidade Quebra Cromossémica .

MN
Interferéncia do fuso 7
Exposicdo
Neerase Picnose, cromatina
Citotoxicidade condensada,
- Queratinizagdo cariorréxis e caridlise.

Promogao do cancer

Fonte: Adaptado de TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992.

Por estar em constante renovacdo, o epitélio bucal apresenta a
formacao de novas células que séo produzidas por mitose na camada basal e
gue migram para a superficie a fim de substituir aquelas ja perdidas. O
aparecimento de células alteradas como células picnoticas (nucleos
contraidos e com coloracdo intensa), cariorréxis (nucleo fragmentado com
aparéncia pontilhada), células com cromatina condensada (nucleo com
padrao estriado) e caridlise (perda total de material nuclear) séo indicativos de
morte celular por necrose. A necrose € indicativa de citotoxicidade, podendo
estar relacionadas a promocdo de cancer, via estimulacdo da proliferacao
celular (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992).

Além dessas alteragbes, o aparecimento de células binucleadas ou
com mais de dois nucleos sao indicativas de falha no processo de mitose. Ja
a formacdo de brotos nucleares sao indicativos de instabilidade gendmica,
podendo ocorrer devido a uma falha no sistema de reparo do DNA
(TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992).

A formacéo de broto nuclear e do MN é semelhante. Isso ocorre devido
a presenca de DNA no citoplasma durante o processo de divisdo celular, onde
parte do material € encapsulada por uma pelicula durante a reconstituicdo da
membrana nuclear e sintese de DNA, formando o brotamento que ao se
desconectar do ndcleo leva a formacdo de um MN (Figura 8) (LINDEBERG et
al., 2007).
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Figura 8: Alteragfes citogenéticas.

Fonte: Proprio autor. A) Célula normal. B) Célula com um micronicleo. C) Célula com
guatro microndcleos. D) Célula binucleada. E) Célula trinucleada. F) Célula Picnotica. G)
Broto nuclear. H) Célula Cariolitica. I) Célula Cariorréxis. Aumento de 1000x. Coloracao:
Giemsa.

Como alguns agroquimicos, o tabagismo também pode apresentar
potencial genotdxico e carcinogénico (FRONZA et al., 2011), a avaliacao
destes biomarcadores citogenéticos apresenta de extrema importancia para
identificagcdo de possiveis danos a saude de individuos expostos a estas

substancias.
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2.8 Algoritmos de classificacao

Aprendizagem de Maquina (AM) é uma subarea da Inteligéncia Artificial
(IA) que utiliza métodos capazes de “aprender” automaticamente extraindo
padrées a partir de um conjunto de amostras de exemplo (Coppin, 2010).
Estes métodos fazem uso de um vasto ferramental matematico e estatistico e
possuem uma ampla gama de aplicacdes, principalmente em &reas nas quais
se deseja extrair conhecimento de um conjunto de dados; como, por exemplo:
diagnéstico médico, classificacdo de imagens de satélite, identificacdo de
furto de energia, fraudes em cartbes de crédito, dentre outras (KOERICH,
2012).

Os métodos de aprendizado de maquina utilizam um conjunto de
amostras pré-classificadas (comumente referenciado como conjunto de
treinamento) para extrair padrbes destes exemplos e posteriormente
classificar amostras de testes (Martino, 2009). Cada uma das amostras dos
conjuntos de treino e teste € composta por um conjunto de caracteristicas de
entrada e um roétulo que representa sua classe (quando este estiver
disponivel) (Reynol, 2010). Deste modo, estes métodos exigem a
classificagdo (ou rotulacdo) das amostras a priori por um “especialista” ou
conhecimento prévio da natureza das amostras (PEREIRA, 2005).

No caso de métodos de AM que utilizam aprendizado supervisionado,
uma vez executado 0 seu treinamento € necessario estimar sua medida de
acuracia (Coppin, 2010). Para este fim, € comumente utilizado um conjunto de
teste ou validacdo, cujas amostras estdo rotuladas (Coppin, 2010). Cada
amostra deste conjunto é classificada pelo método em questdo e o rétulo
predito € comparado com o rétulo desejado (Beuren, 2010). Caso o rotulo
obtido seja igual ao rétulo verdadeiro da amostra, obteve um acerto; caso
contrario, ocorreu um erro de classificagcdo. Utilizando este critério, é possivel
calcular o percentual de acertos do método de AM empregado, o qual sera
utilizado como uma meétrica de acuracia (Beuren, 2010). Desta forma, esta

métrica é sensivel ao desequilibrio de amostras entre classes (Coppin, 2010).
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3. CAPITULOS

O seguinte estudo deu origem a dois artigos que serdo apresentados a

sequir.

3.1 Artigo |
O primeiro artigo intitulado “Exposicdo combinada a agroquimicos e

cigarro: impactos sobre o sistema auditivo por aplicagdo de técnica de
aprendizado de maquina” sera submetido para publicagdo no periodico
Environmental Health Perspectives, Qualis Al (Ciéncias Ambientais) -
CAPES.

3.2. Artigo |l
O segundo artigo foi intitulado “Avaliacdo citogenética de individuos

expostos a agroquimicos e cigarro: um estudo de algoritmos de aprendizado
de maquina” sera submetido para publicacdo no periédico Chemico-Biological
Interactions, Qualis A1 (Ciéncias Ambientais) - CAPES.
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RESUMO

O uso de agroquimicos tem aumentado cada vez mais na agricultura, levando
a um problema de saude publica. Estudos demonstram que alguns
agroquimicos e o0 cigarro isoladamente podem comprometer o0 sistema
auditivo e vestibular, provocando alteracdes irreversiveis nas vias auditivas
periféricas e centrais. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar
possiveis alteracbes auditivas de individuos expostos a agroquimicos e
cigarro de forma isolada ou em conjunto e identificar possiveis padroes de
classificagdo dos grupos de exposicdo. Cento e vinte e sete participantes
foram divididos em quatro grupos: Controle (GC), Tabagista (GT),
Agroquimicos (GA) e associacdo Tabagista e Agroquimicos (GTA). Foram
realizados os seguintes exames auditivos: meatoscopia, audiometria tonal
liminar, logoaudiometria, pesquisa de limiares em alta frequéncia e
imitAnciometria. Os dados foram avaliados pelos algoritmos de
reconhecimento de padrdes Artificial Neural Network (ANN), Bayes Classifier
(BAY) e Support Vector Machine (SVM). A avaliacdo audiolégica demonstrou
simetria entre as orelhas direita e esquerda, rebaixamento de limiares
auditivos em alta frequéncia, maior incidéncia de configuracdo de curva do
tipo descendente e alteracdo de reflexo do musculo estapédico nos trés
grupos expostos. Houve presenca de padrdo com a subdivisdo de trés
classes (GC, GT e GA), com melhor classificacdo observada com o teste
SVM. O grupo GC apresentou melhor classificacdo, com até 95% de acerto
nos testes para todas as frequéncias auditivas. Assim, conclui-se que ambas
as substancias xenobioticas apresentam potencial ototoxico, porém, a

utilizacdo combinada ndo apresenta efeitos aditivos ou de potencializacao.

Palavras-chave: Agroquimicos. Aprendizado de maquina. Cigarro. Perda

auditiva. Ototoxicidade.
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INTRODUCAO

Os agroquimicos sdo amplamente utilizados para o controle de pragas
na agricultura, pecuaria e em ambiente doméstico (Kim et al., 2016).
Entretanto, apesar de ser uma eficiente estratégia, que possibilita 0 aumento
da produtividade e rendimento das culturas (Damalas et al., 2011; Furlan et
al., 2015), pode apresentar alto indice de risco a saude humana (Finkler et al.,
2012) e ao meio ambiente (Nasrala Neto et al., 2014).

Desde 2008, o Brasil tornou-se o maior consumidor de agroquimicos
do mundo (Anvisa, 2013). Assim, a ampla exposi¢cdo a estes compostos pode
ser considerada um problema de saude publica. As fontes de exposi¢cdo aos
agroquimicos estdo normalmente associadas a contaminacdo de alimentos
(Donkor et al., 2016) e dos recursos nao renovaveis (aguas, solo e ar)
(Sharma et al., 2010). Desta forma, a exposi¢do pode ocorrer por ingestao,
aspiracdo e/ou contato dérmico (Donkor et al., 2016).

Apesar destes compostos atingirem a populacdo em geral, as
exposicdes ocupacional e para-ocupacional sdo as mais preocupantes
(Konradsen et al., 2003; Aktar et al., 2009; Deziel et al., 2016). Isto ocorre,
pois muitos trabalhadores rurais, especialmente pequenos produtores,
desconhecem 0s reais riscos aos quais estdo expostos e a importancia do
uso preventivo de equipamentos de protecdo individual (EPI) adequados
(Damalas et al., 2015; Dutta et al., 2016).

Outro problema relevante de saude publica, cujos efeitos adversos tém
sido amplamente documentados, € o tabagismo (Alavanja et al., 2013; Meltzer
et al., 2016). As substancias presentes no cigarro podem ser cumulativas no
organismo e capazes de trazer maleficios a saude durante anos (Kim et al.,
2016).

A nicotina presente em sua composicdo apresenta caracteristicas
altamente viciantes, causando dependéncia psiquica e fisica (Dunbar et al.,
2014). Além disso, substancias, como os metais pesados, presentes em sua
composicao, apresentam toxicidade e podem levar a grande prejuizo a saude
(Meltzer et al, 2016).

A audicdo apresenta papel fundamental para a comunicacdo humana
(Agrawal; Platz; Niparko, 2008). As estruturas presentes na orelha externa,

média e interna sdo responsaveis por todo o processo de captacéo,
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transporte e decodificagdo do som (Cogo et al., 2016). Assim, lesdes
trauméaticas, medicamentosas e causadas pelo envelhecimento ou por
exposicao a substancias quimicas podem levar a perda auditiva (Li-Korotky,
2012).

A ototoxicidade € o resultado de acdes tdxicas de diferentes
substancias quimicas, que apresentam caracteristicas capazes de lesionar o
labirinto anterior e/ou posterior, resultando em perda auditiva com diferentes
manifestacdes (Bilski, 2003). Varios estudos, em animais e humanos, tém
demonstrado que a exposi¢ao isolada a agroquimicos ou cigarro pode causar
ototoxicidade (Mizoue et al., 2003; Wild et al., 2005; Agrawal et al., 2008;
Cogo et al., 2016), com implicacdes sobre os sistemas auditivo e vestibular
(Crawford et al., 2008).

O cigarro apresenta caracteristicas que podem aumentar a
viscosidade e pressdo sanguinea na coOclea, levando a uma falta de
oxigenagcdo no sangue e obstrucdes vasculares (Rogha et al., 2015). Ja os
agroquimicos podem levar a lesdes agudas nas células ciliadas externas e
danos a terceira espira coclear, progredindo até a espira basal (Korbes et al.,
2010). Ambas as substancias interferem diretamente na funcionalidade da
coclea, levando assim a uma perda auditiva irreversivel (Chung et al., 2009).

A aplicacdo de algoritmos de aprendizado de maquina tem sido
realizada de forma bem sucedida em pesquisa na area médica e bioldgica.
Com o objetivo de extrair conhecimento e aplicd-los em novas tarefas e
tomada de decisdes (Cristianini; Shawe-Taylor, 2001). Alguns estudos tém
relatado boas perspectivas para a previsdo e monitoramento de ototoxicidade
induzida por drogas (Zhou et al., 2014) e ruido (Konrad-Martin et al., 2012), a
partir da utilizacdo de modelos de avaliacdo de risco construidos usando
aprendizado de maquina.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos
ototOxicos da exposicdo associada a agroquimicos e cigarro em trabalhadores
rurais, por meio da avaliacdo audiolégica basica e pesquisa de limiares
auditivos em alta frequéncia. Além disso, pretendeu-se identificar padrées de
classificacdo dos grupos de exposicdo com o uso de algoritmos de

aprendizado de maquina.
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MATERIAIS E METODOS

Amostra populacional

Foi realizado um estudo observacional, prospectivo e
transversal, apos aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade do Oeste Paulista, sob protocolo CAAE n°
48083715.4.0000.5515.

A mobilizacdo dos participantes foi realizada em parceria com Centro
de Referéncia em Saude do Trabalhador (CEREST/PP) de Presidente
Prudente - SP.

A amostra populacional foi composta por 127 individuos, de acordo
com 0s seguintes critérios de inclusdo: idade entre 18 a 39 anos, ser de
ambos os sexos. Os critérios de exclusdo foram: apresentar perdas auditivas
genéticas, pré e perinatais, ter realizado tratamento quimioterdpico e
exposicao ocupacional ao ruido. Todos os participantes assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os participantes foram alocados em quatro grupos de estudo de acordo
com suas caracteristicas. Grupo Controle (GC) — individuos que ndo fumavam
e ndo tinham contato com agroquimicos; Grupo Tabagista (GT) — individuos
que fumassem o minimo de cinco cigarros/dia a pelo menos um ano; Grupo
Agroquimicos (GA) — individuos com exposi¢cdo ocupacional a agroquimicos a
pelo menos um ano e Grupo exposto ao Tabagismo e Agroquimicos (GTA) —
com as caracteristicas dos dois grupos anteriores.

Todos o0s participantes preencheram um questionario, com dados
pessoais, ocupacionais e sobre a saude geral e auditiva. Foram abordadas
questdes referentes a exposicdo aos agroquimicos (tempo de exposicao,
tipos de agroquimicos utilizados, modo de aplicacdo, utilizagdo de EPI,
quadros de intoxicacdo e sintomas apresentados), ao habito de fumar (tempo
e quantidade de cigarros consumidos diariamente), aspectos auditivos
(dificuldades para ouvir e presenca de zumbido) e ao uso de fones de ouvido
para dispositivos eletronicos.
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Exames audioldgicos

Os procedimentos audiolégicos realizados seguiram os padrées
estabelecidos pela Associacdo Americana para Fala, Linguagem e Audicao
(ASHA) e pelo Manual de Procedimentos em Audiometria Tonal,
Logoaudiometria e Medidas de Imitancia Acustica descritos no Conselho
Federal de Fonoaudiologia (2013),

Inicialmente foi realizada meatoscopia, a fim de verificar qualquer
possivel impedimento para a realizacdo dos demais exames, coOmo presenca
de corpo estranho e acumulo de cera obstrutiva. Foi encontrado em trés
participantes do GA e em dois do GC um acumulo de cera obstrutiva,
impedindo assim a realizacdo dos exames. Esses individuos foram
encaminhados ao servico de otorrinolaringologia, para avaliacdo clinica e
conduta do caso, retornando para a realizagdo dos exames auditivos, assim
que liberados pelo médico responsavel.

Posteriormente, foi realizada audiometria tonal liminar nas frequéncias
de 250 a 8.000KHz, com o intuito de verificar o0 minimo de tom puro
identificado pelo participante, seguido da audiometria vocal (logoaudiometria),
que permite identificar o menor Limiar de Recepcdo de Fala (LRF) e o indice
Percentual de Reconhecimento de Fala (IPRF). A pesquisa dos limiares em
alta frequéncia de 9.000 a 16.000KHz, permite identificar os sons mais
agudos percebidos pelo participante, sendo que as frequéncias analisadas
(9.000 a 16.000KHz) sdo as maximas permitidas pelo equipamento utilizado
(AC40 interacoustics).

Os exames foram realizados com o paciente dentro de uma
cabinatratada acusticamente para total isolamento do som. Os fones
utilizados foram TDH39 Audiometric Headset e R-80 KOSS headset, de
acordo com os padroes EN60645-4/ANSI S3.6. A imitanciometria foi realizada
por meio do equipamento AT235 XP- Interacoustics devidamente calibrado,
com o objetivo de verificar a mobilidade da cadeia timpano-ossicular e acao
do reflexo do musculo estapediano em ipsi e contralateral.

Os resultados das avaliagbes audioldgicas foram interpretados e
analisados por intermédio de audiogramas, sendo considerados os limiares
tonais apresentados por frequéncia medida em Hertz (Hz), subdivididas em
graves (250 e 500KHz), médias (1.000 e 2.000KHz), agudas (3.000, 4.000,
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6.000 e 8.000KHz), altas grupo | (9.000, 10.000 e 11.200KHz) e altas grupo Il
(12.500, 14.000 e 16.000KHz). As intensidades sonoras foram medidas em
decibel (dB). O grau de perda auditiva foi classificado de acordo com Lloyd e
Kaplan (1978) e o tipo de perda auditiva, segundo Silman e Silverman (1997).
A configuracdo de curva audiométrica foi avaliada de acordo com estudo de
Silman e Silverman (1997), com adaptacdo de Carhart (1945) e Lloyd e
Kaplan (1978). A logoaudiometria, a timpanometria e o reflexo estapediano
foram analisados segundo procedimentos descritos por Jerger, Speaks e
Trammel (1968), Jerger (1970) e Gelfand (1984) e Jerger e Jerger (1989),
respectivamente. Todas as avaliagdes foram realizadas em 30 individuos por
grupo de estudo, com excecdo do grupo controle que apresentou 37
participantes. No teste de imitanciometria, houve uma variagdo no numero de
participantes, sendo: GC (n=37), GT (n=29), GA (n=28) e GTA (n=26). Isso
ocorreu devido ao fato de ocorrer o mau vedamento de orelha média,

impedindo assim a realizacdo dos exames.

Algoritmos de classificacao

As andlises computacionais foram realizadas por intermédio de
diferentes algoritmos de reconhecimento de padrdes, de modo a verificar a
existéncia de padrdes no diferentes dados coletados. Para a verificacdo da
existéncia/reconhecimento de padrdes foram utilizadas 5 diferentes faixas de
frequéncia, sao elas: grave, média, aguda, alta grupo |, e alta grupo II. De
modo a realizar experimentos robustos, foram utilizados diferentes algoritmos
de reconhecimento de padrdes: Artificial Neural Network (ANN), Bayes
Classifier (BAY) e Support Vector Machine (SVM). Com intuito de manter a
clareza e facilitar a discussao dos resultados, foi utilizado matriz de confusé&o.

A matriz de confusdo ou de classificacao foi criada a partir de um
conjunto de dados divididos em categorias, que determinaram se 0s
resultados (valores) esperados correspondem ao valor real, sendo o total

desses resultados exibidos em uma matriz.
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Métricas de avaliacdo estatistica

Para comparacédo das médias dos quatro grupos de estudo foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com teste a posteriori de Dunn.
Para comparacdo dos dados de proporcdo foi utilizado o teste exato de
Fisher. A comparacdao dos limiares auditivos entre as orelhas direita e
esquerda foi realizada pelo teste Wilcoxon pareado.

O limite de significancia estabelecido foi de 5% (p < 0,05). O software
utilizado para as analises foi o GraphPad InStat 3.0.

Para as andlises computacionais foi utilizada a métrica de acuracia
propostas por Papa et al. (2009), que leva em consideracdo o desequilibrio
entre classes. Sua precisdo € medida considerando que as classes podem
apresentar diferentes quantidades de amostras, vide Férmula (1):

FP;

L

€ 1= T
" Dol = D5

Na férmula (2), k representa o numero de classes, D2 o numero de
amostras. O taxa de atribuicdo das frequéncias auditivas foi medida pelo i e
FP e FN1, onde representam o numero de falsos positivos e negativos. O
namero de amostras classificadas como i em D2 e o nimero de amostras da

classe i que forem incorretamente classificadas séo apresentadas como b.

-,i=12,..,K
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O total de erros da classe foi entdo demonstrado vide formula (3):

€2 =

Ei=¢,+ ¢,

Na dultima etapa, aferiu-se a acuracia das alteracbes analisadas,
submetidas a um sistema de grade, proporcionando uma amostragem
sistematica. Apds isso, determinou-se um arquivo raster no qual foram
alocados os dados do grupo sem a exposicdo (GC) e 0s grupos expostos
(GT, GA e GTA), em cada um dos pontos de cruzamento das linhas raster. As


http://graphpad-instat.software.informer.com/
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informacgdes de “veracidade de campo” foram inseridas e analisadas dentro
dos indices de acuracia descritos por Brites et al. (1996) podendo ser vistas
através das seguintes equacdes: Exatidao Global (G=[>M i=1nii]/N); Kappa
(K=[Po-Pc]/[1-Pc]); Tau (T=[Po-1/M]/[1-1/M]).

Por fim, a equacdo M i=1nii= somatério dos pontos corretamente
classificados dentro de cada classe onde N = numero total de pontos
contemplados na matriz; Po = proporcdo de unidades que concordam
plenamente; Pc = proporcao de unidades que concordam por casualidade; e
M = numero de categorias na classificacdo. A precisdo dos valores
demonstrados com a acuracia (Acc) pode ser definida pela equacao:

A _1 f:lEi
cC = K

Essas formulas permitem avaliar de forma confidvel o real desempenho
dos valores de frequéncias auditivas e suas respectivas classes. Todo o
treinamento e teste dos algoritmos de classificacdo foram feito em um
computador com um processador Intel i7 5500U com 8GB de RAM, usando

Linux como operacional.
RESULTADOS

Caracterizacao da populagéo de estudo

A idade e género dos participantes foram distribuidos de forma
homogénea entre os grupos de estudo (Tabela 1). Nao foi observada
diferenca significante (p > 0,05) no tempo de exposi¢cdo a agroquimicos entre
GA e GTA ou de exposicdo ao tabagismo entre GT e GTA. Além disso, o
tempo de exposicdo a estes compostos e o numero de cigarros consumidos
diariamente foi semelhante (p > 0,05) entre os géneros masculino e feminino
(Tabela 1).

Os participantes dos grupos GA e GTA relataram o uso dos seguintes
agroquimicos: inseticidas piretroides (deltamitrina; cipermetrina); inseticidas
organofosforados (parationa metilica, clorpirifdés, succinato de dietila),

inseticida formamidinico e carrapaticida (amitraz) e herbicida (glifosato). Entre
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0S participantes destes grupos, 85% relataram exposicdo ocupacional
concomitante a mais de um composto.

Entre os participantes avaliados, 95% (GA) e 91% (GTA) relataram ter
contato direto com agroquimicos por meio de aplicacdo costal e manual. A
forma indireta de contato, com exposi¢cao por meio de pulverizacao aérea, nas
regibes proximas as suas residéncias e locais de trabalho, foi relatada por
95% (GA e GTA) dos participantes. Além disso, a utilizacdo de EPIs foi citada
por 23% dos participantes do GA e 20% do GTA. No entanto, 0s
equipamentos citados (luvas, botas, mascaras, camisas de manga longa e
chapéu) ndo estavam adequados e de acordo com as normas especificas de
protecao individual da categoria (NR-9).

Em relacdo aos possiveis casos de intoxicacbes aguda por
agroquimicos, 53% (GA) e 36% (GTA) relataram ter sofrido sintomas como
nausea, vomito, cefaleia e gastralgia no momento da aplicacdo ou nas horas
subsequentes. Com relacdo a percepcao auditiva, os participantes relataram
zumbido continuo de pitch alto bilateral, com maior incidéncia (p < 0,05) nos
grupos expostos a agroquimicos e tabagismo isolados ou em combinagéo, em

relacdo ao grupo controle (Tabela 2).

AvaliacOes Audioldgicas

Como a utilizacdo de fones de ouvido comuns para dispositivos
eletrdnicos pode ser um possivel fator de interferéncia na avaliagdo auditiva,
inicialmente os participantes do grupo controle foram subdivididos em
usuarios e ndo usuarios. Os individuos usuarios corresponderam a 38% dos
participantes do grupo controle (GC) e estes relataram utilizar em média
quatro vezes na semana, por um periodo maior que 2 horas/dia,
apresentando pequenos intervalos de descanso. A comparacdo dos limiares
auditivos em frequéncias convencionais e em alta frequéncia demonstrou nao
haver diferenca significante entre individuos usuarios e ndo usuarios (p <0,05)
(dados ndo mostrados). Desta forma, as demais avaliacbes nao
contemplaram esta subdivisdo dos grupos.

A comparacdo dos limiares auditivos entre as orelhas direita e

esquerda demonstrou haver simetria (p > 0,05) entre elas (dados nao
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mostrados). Assim, para as demais comparagdes entre 0s grupos nao houve
subdivisao das orelhas.

Em todas as frequéncias analisadas foi observada maior (p < 0,05)
incidéncia de perda de limiares auditivos nos grupos expostos (GT, GA e
GTA) em relagdo ao GC. As frequéncias de 250, 500, 1000, 8000KHz e as
altas frequéncias, com excecdo de 9000KHz, foram semelhantes (p > 0,05)
entre os grupos expostos (GT, GA e GTA). No entanto, as demais frequéncias
foram maiores (p < 0,05) nos grupos expostos aos agroquimicos (GA e GTA)
em relacdo ao GT (Tabela 3).

O numero de individuos avaliados por faixas de frequéncias (graves e
meédias) ndo demonstraram diferenca (p > 0,05) entre os grupos (Figura 1A e
1B). J4 nas frequéncias agudas, somente o GT e GA foram semelhantes
(Figura 1C), e em alta frequéncia grupo | e II, a diferenca ocorreu entre o0s trés
grupos expostos em relagdo ao GC (Figura 1D e E).

A incidéncia de configuracdo de curva audiométrica do tipo
descendente acentuada, descendente em rampa, horizontal e outras foram
similares entre todos 0s grupos nas frequéncias convencionais. No entanto, a
curva do tipo descendente leve mostrou-se aumentada (p < 0,05) nos grupos
GA e GTA em relacdo ao GC. Além disso, houve uma reducéo (p < 0,05) da
incidéncia de curva do tipo ascendente em GTA em relacdo ao GC e GT. Em
alta frequéncia, as curvas do tipo descendente leve, descendente acentuada
e descendente em rampa aumentaram (p < 0,05) nos grupos expostos em
relacdo ao GC, enquanto a curva ascendente e horizontal demonstrou
incidéncia reduzida (p < 0,05) nesses grupos (Tabela 5).

Em relacdo ao teste de reconhecimento de fala, somente um dos
participantes (GTA) apresentou moderada dificuldade para reconhecer a fala.

A avaliacao timpanométrica demonstrou diferenca significante (p< 0,05)
em relacdo a diminui¢do da incidéncia de configuracdo de curva do tipo A nos
grupos GA e GTA em relacdo ao GC e GT. Ja a curva do tipo AD foi
significantemente apenas no GTA em relacdo aos demais. Em relacdo a
curva do tipo AR, todos 0s grupos apresentaram caracteristicas semelhantes.
O numero de alteracBes do reflexo do musculo estapediano no grupo GA e
GTA apresentou diferenca significante (p<0,05) em relacdo ao GC e GT
(Tabela 6).
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Andlise dos algoritmos de classificacao

As andlises realizadas através do método de Aprendizagem de
Maquinas (AM) foram realizadas de maneira individual, segundo as faixas de
frequéncias auditivas, sendo elas: graves, médias, agudas, altas | e Il. Os
testes aplicados foram: ANN, BAY e SVM (Figura 3). O teste SVM foi o que
apresentou melhores valores com relagdo a matriz de confuséo (Tabelas 7 e
8).

O grupo controle (GC) apresentou melhor classificacdo, considerando
ambas as divisdes de classes (com e sem GTA) (Tabelas 7 e 8), com valores
de até 95% de acerto nos testes para todas as frequéncias auditivas.

Ao considerar apenas a subdivisdo de trés classes, compostas pelos
grupos expostos isoladamente (GT e GA), os valores médios de acerto foram
de 26 a 53% nas diferentes frequéncias auditivas (Tabela 7). Quando os
guatro grupos foram comparados (Tabela 8), o nimero de acertos nos grupos
isolados (GT e GA) manteve a variacdo esperada para o teste (20 a 86%). No
entanto, o GTA apresentou valores reduzidos (0 a 40%), demonstrando nao
reconhecer os valores devido a similaridade entre os grupos (GT e GA).

Todos os testes utilizados apresentaram similaridade na avaliagdo da
acuracia, de acordo com o tamanho da amostra usada para o treinamento.
Assim, apenas os dados de SVM, que indicam maior acuracia quando
analisados com os quatro grupos de estudo (Figura 2A) e com a exclusao do
GTA (Figura 2B), foram mostrados.

DISCUSSAO

A ampla utilizacdo de agroquimicos no controle de pragas na
agricultura, pecuéaria e demais ambientes, como o doméstico, tem se tornado
um fator preocupante, considerando a saude da populacdo em geral e de
trabalhadores rurais (Finkler et al., 2012; Kim et al., 2016). O manuseio destas
substancias de forma direta e sem o uso de EPI's adequados como
mascaras, luvas, macacdo, dentre outros (Damalas et al, 2015; Dutta et al.,
2016) pode levar a impactos na saude geral e especialmente auditiva
(Agrawal et al., 2008; Cogo et al.,, 2016), conforme observado no presente

estudo.
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Os agroquimicos podem apresentar diferentes rotas de exposicao,
como por contato manual, aspiracdo ou por ingestdo de alimentos e agua
contaminados. Desta forma, a exposicdo pode acarretar no aumento de
intoxicacdes agudas, com o aparecimento de diferentes sinais e sintomas
(Kim et al., 2016). No presente estudo, 0s principais sintomas agudos, de
manifestacdo imediata ou em poucas horas apoés a aplicacao, relatados pelos
trabalhadores foram nausea, vomito, cefaleia e gastralgia. No estudo de
Donkor et al. (2016), trabalhadores africanos apresentaram estes mesmos
sintomas apos a aplicagcdo de diferentes tipos de agroquimicos.

Atualmente verifica-se um habito muito presente, especialmente entre
0S jovens, que € a utilizacdo de fones de ouvido. Como a sua utilizacao
poderia ser caracterizada como um fator de interferéncia para os achados
auditivos, esta foi considerada e avaliada no presente estudo. No entanto, a
comparacdo dos limiares auditivos de individuos usuéarios e ndo usuarios de
fone de ouvido (grupo controle) demonstrou ndo haver diferenca significante.

Estes resultados corroboram com estudo de Silvestre et al. (2016), que
realizaram a pesquisa dos limiares auditivos em alta frequéncia (9.000 a
16.000KHz) em 125 adolescentes, divididos segundo caracteristicas de
exposicao (tempo, duracdo e intensidade). Ja Sulaiman et al. (2013)
avaliaram 177 usuarios de fones de ouvido por intermédio de avaliacdo
audioldgica convencional (250 — 8.000KHz) e em alta frequéncia (9.000-
16.000KHz) e observaram perda de limiares em duas faixas de frequéncias
(11.200 e 14.000KHz). Apos a exclusdo da possibilidade de interferéncia do
uso de fones de ouvido, foi realizada a investigacdo dos possiveis impactos
auditivos causados pela exposicdo aos agentes xenobidticos isolados ou em
combinagao.

O zumbido e a dificuldade para ouvir ou compreender a fala pode ser
um fator de alerta para uma perda auditiva (Searchfield et al., 2007; Ukaegbe
et al., 2016). No presente estudo, 0s trés grupos expostos apresentaram 50%
ou mais de relatos sobre problemas para ouvir e/ou zumbido bilateral
continuo, o que concordou com os resultados de perda de limiares auditivos
observados.

Gomez et al. (2001) realizaram a aplicacdo de questionario e avaliacao

audiométrica em agricultores e verificaram que 36% apresentaram perda
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auditiva autorreferida. Além disso, 9% dos avaliados apresentaram perda nos
limiares de 500, 1.000 e 2.000KHz, 28% em 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000KHz e
47% em 3.000, 4.000, 6.000 e 8.000KHz. Tal fato evidencia a importancia da
realizacdo de anamnese e pOde ser observado no presente estudo, ja que
grande parte dos participantes expostos relatou a autopercepgdo de
dificuldades auditivas.

Os individuos dos quatro grupos apresentaram similaridade entre as
orelhas em todos os limiares, ndo apresentando rebaixamento dos limiares (<
25dB) em frequéncias convencionais. Porém, as altas frequéncias dos trés
grupos expostos demonstraram-se prejudicadas.

Hoshino et al. (2008) realizaram um estudo com 18 trabalhadores
rurais expostos a compostos a base de organofosforados, com idades entre
16 e 59 anos. Os achados demonstraram que 16 trabalhadores apresentaram
alteracdo de equilibrio corporal e sete apresentaram perda auditiva
neurossensorial. Teixeira et al. (2002) também identificaram perda auditiva
central em individuos expostos a organofosforados e piretroides, compostos
também relatados pelos trabalhadores do presente estudo. Tais informacgdes
sugerem que o0 uso dessas substancias pode resultar em alteragGes
vestibulares por meio de sua exposi¢ao cronica.

Além dos agroquimicos, 0 cigarro também apresenta caracteristicas
capazes de afetar a audicdo, conforme observado no estudo e segundo
relatos obtidos por intermédio de anamnese. Sharabi et al. (2002) realizaram
a avaliacdo audioldgica basica em individuos do sexo masculino com habito
tabagista, com faixa etaria de 20 a 68 anos. A prevaléncia de perda auditiva
nos individuos com menos de 35 anos foi de 4,5% em comparacao a 10,5%
entre aqueles com mais de 35 anos. Em ambas as idades, 11,8% do grupo de
fumantes apresentou comprometimento neurossensorial em relagédo a 8,1%
dos ndo fumantes.

Nakanishi et al. (2000) verificaram perda dos limiares em alta
frequéncia em homens com idade entre 30 e 59 anos fumantes. Corroborando
com o estudo, ja que o GT apresentou perda de limiares auditivos somente
em alta frequéncia.

A configuracédo de curva audiométrica apresentou-se de forma variada,

sendo a maior incidéncia de curvas do tipo horizontal em frequéncias
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convencionais e descendentes em alta frequéncia nos grupos expostos. Isto
indica uma queda dos limiares nessas faixas de frequéncia (alta grupo | e Il),
demonstrando que elas sdo mais sensiveis a exposi¢cado aos xenobidticos.

O reconhecimento de padrdes € uma das funcionalidades mais
importantes da inteligéncia artificial (Papa et al., 2012). Alguns estudos tem
demonstrado a eficiéncia do procedimento de classificacdo por maquinas na
area medica e biologica (Van Heerden et al., 2008; Patel et al., 2009; Al-
Shayia, 2011; Yilmaz, et al.,2016; Altman, 2017). No entanto, este foi o
primeiro estudo que utilizou esta ferramenta para correlacionar as alteragoes
de limiares auditivos em frequéncias convencionais e em alta frequéncia em
individuos expostos de maneira isolada e combinada a agentes xenobidticos
(cigarro e agroquimicos).

A andlise de aprendizado de maquina identificou um padrdo na
distribuicdo das alteracdes auditivas entre os grupos de exposicéo isolada e o
controle, confirmando a diferenca significativa entre estes grupos. O teste
SVM foi o mais eficiente para identificacdo da presenca de padrdo, o que
concorda com estudo de Zhou et al., (2014), onde 85% dos conjuntos de
treinamento foram classificados como verdadeiros quando analisados quanto
aos riscos de ototoxicidade por farmacos.

Konrad-Martin et al. (2012) sugerem que as abordagens multivariadas,
avaliadas através de analises de padrdo aplicadas junto ao diagnéstico de
perdas auditivas, aumentam a confiabilidade na analise dos resultados e
auxiliam no monitoramento e prevencdo dos possiveis causadores de danos
auditivos, corroborando assim com o0 estudo, que identificou o
comprometimento auditivo dos grupos expostos a ambos 0s agentes
xenobioticos, indicando a ndo potencializagdo ou efeito aditivo quando

utilizados em conjunto.

CONCLUSAO

A exposicdo aos agentes xenobibticos isolados ou em combinacao
levou a uma maior incidéncia de perda dos limiares auditivos em alta
frequéncia, bem como, a maior prevaléncia de configuracdo de curva do tipo
descendente. O uso combinado dos agroquimicos e cigarro ndo demonstrou

efeito aditivo ou potencializador sobre as alteracées auditivas observadas e
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analisadas por meio de técnica de aprendizado de maquina. Fica claro, que
individuos expostos estdo mais susceptiveis a problemas de saude e futura

perda auditiva, com impacto sobre a qualidade de vida.
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1. Caracterizacao da populacéo

Caracterizacao GC GT GA GTA
INUmero amostral n (%) M 15 (41) 19 (63) 10 (33) 19 (63)
F 22 (59) 11 (37) 20 (67) 11 (37)
2Média de idade (anos) M 29,78 £ 6,32 26,34 + 6,83 31,66 £6,63 29,97 £ 5,59
F 27,15 £ 8,17 32,33+7,18 30,27 £6,59 32,00 £ 4,25
2Exposicao a Agroguimicos M - - 1550+9,51 13,80+9,82
F - - 1490+6,53 14,73 +£9,35
2Exposicao ao Tabagismo M - 8,06 = 6,23 - 8,57 £ 6,65
F - 9,13+6,73 - 10,81 £5,33
2Cigarros/dia M - 11,40 £ 3,85 - 11,00 £ 5,83
F - 9,66 + 3,81 - 10,83 + 4,26

1Resultados apresentados em nimero absoluto e porcentagem — n (%). 2Valores expressos como média + desvio padréo,
com tempo médio de exposi¢do e numero de cigarros consumidos por dia. Teste Kruskall - Wallis com teste a posteriori de
Dunn (p>0,05). GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e
agroquimicos e cigarro. M = masculino, F = feminino.
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Tabela 2. Percepcao auditiva em relacéo a dificuldades para ouvir e presenca de
zumbido.

Percepcéao auditiva GC GT GA GTA

Queixa auditiva 1(3)° 16 (53) ° 15 (50) ° 17 (57)°
Zumbido 1(3)° 17 (57)° 19 (64) ° 21 (70)°
1Bjlateral 1 (100) @ 15 (94) ° 14 (82) ° 13 (72) °
1Rufido continuo 1 (100) @ 16 (94) ° 13 (68) ° 12 (57)°

Resultados apresentados em ndmero absoluto e porcentagem — n (%). Frequéncia e porcentagem
em relagcdo aos individuos que relataram presenga de zumbido. Teste exato de Fisher. Letras
diferentes (linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p <
0,05). GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA = Grupo
tabagista e agroquimicos.



Tabela 3. Comparacéo dos limiares auditivos em frequéncias isoladas de ambas as orelhas entre os
grupos de estudo.

Frequéncias GC GT GA GTA
250K Hz 7,77 +4832 12,00 + 7,02 P 14,91 + 7,04 ° 13,83 +8,09°
500K Hz 7,56 +5502 11,58 + 6,47 ° 13,25 + 6,29 P 13,33 +7,73°
1.000KHz 6,28 +5,49 2 9,16 + 5,05 ° 11,58 + 4,99 ° 11,58 + 7,45 °
2.000KHz 243+7,132 541 +546° 10,66 + 7,72 ¢ 9,33+10,71 "
3.000KHz 3,04+6,962 6,66 + 6,01 ° 12,33 +11,06 € 12,50 + 13,16 ¢
4.000KHz 290+ 7,672 7,66 +6,13° 13,00 + 10,86 © 12,25 + 14,12 "¢
6.000KHz 6,35+ 7,592 11,33+9,01° 18,33 +11,33°¢ 16,58 +12,83 °
8.000KHz 243+6,522 9,50+9,32° 15,41 +12,32° 14,58 + 12,83 °
9.000KHz 3,17+6,172 8,75+10,91°" 15,25 + 13,91 ¢ 18,66 + 19,43 €
10.000K Hz -0,40 +6,91 2 7,91+1350° 14,41 + 18,22 " 19,83 +22,84°"
11.200KHz 1,80 +8,132 14,00 + 13,80 ° 23,33 +2225° 27,08 +25,74°
12.500KHz 0,58 +8,492 16,58 + 15,85 ° 25,03 +22,29° 24,36 +22,67°
14.000KHz -2,97 +10,46 2 23,50 + 20,00 ° 24,62 +19,97° 23,43 +2354°
16.000K Hz 0,33+14,10° 31,18 + 15,34 ° 31,25 +19,28° 25,00 +23,29°

Valores expressos como média + desvio padrao. Teste Kruskall - Wallis com teste a posteriori de Dunn. Letras diferentes
(linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p < 0,05). GC = Grupo controle, GT
= Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e agroquimicos.



Tabela 4. Frequéncias graves, médias, agudas, altas grupo | e grupo Il de ambas as orelhas.

Frequéncias GC GT GA GTA

Graves 8,45+5,32°2 11,79 +6,73° 14,08 +6,70 ¢ 13,58 + 7,89 °
Médias 4,22 +6,21 2 7,29 +557° 11,12+ 6,49 ¢ 10,45 + 9,25 °
Agudas 3,34+ 7,232 8,62+7,61° 14,77 +11,58 ¢ 13,97 + 13,77 ¢
Altas grupo | 1,84 +7,61°% 10,22 + 13,01 ° 17,66 + 18,78 © 21,86 +23,00 ¢
Altas grupo Il -1,03+11,73%  23,60+18,224°  27,09+20,72° 24,22 +23,00°

Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste Kruskall - Wallis com teste a posteriori de Dunn. Letras diferentes
(linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p < 0,05). Frequéncias graves (250
e 500KHz); médias (1.000 e 2.000KHz); agudas (3.000, 4.000, 6.000 e 8.000KHz); altas grupo | (9.000, 10.000 e
11.200KHz) e altas grupo Il (12.500, 14.000 e 16.000KHz). GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo
agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e agroquimicos.
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Tabela 5. Frequéncia de configuracao de curva audiométrica

Configuragéo GC GT GA GTA
Ascendente FC 29 (39) 2 17(28) @ 11 (19) * 7 (12) ™
AF 31 (42)° 3(5)° 0" 4(7)°
Descendente leve FC 0@ 5(8) " 6 (10) ° 6 (10) °
AF 3(4)® 32 (53)° 16 (27) *° 17 (28) ©
Descendente acentuada FC 0?2 0?2 2(3)? 2(3)?
AF 0@ 5(8)° 12 (20)° 7(12)°
Descendente em rampa FC 0® 0® 213)° 12?2
AF 0?2 12 (20) *° 10 (16) * 14 (23) *°
Horizontal FC 45 (61) @ 35(39) ¢ 36 (60) @ 42 (70) @
AF 40 (54) 2 7(12)° 22 (37) ° 17 (28) ©
Outros FC 0@ 3(5)°% 3(5)°% 213)°
AF 0° 1(2)° 0° 1(2)°

Resultados apresentados em numero absoluto e porcentagem — n (%) para orelha direita e esquerda em conjunto (60 orelhas).
Classificacdo segundo Silman e Silverman (1997). FC = Frequéncias convencionais, AF = Alta frequéncia. Teste exato de
Fisher. Letras diferentes (linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p<0,05). GC =
Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e agroquimicos.
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Tabela 6. Medidas de imitancia acustica

GC GT GA GTA
1Tipos de curva
A 36 (97)2 24(89)% 20(74)° 17(68)°
AD 1(3)° 2(7)° 5(19)% 6(24)°
AR 0@ 1(4)° 2(7)? 2(8)?
1Reflexo estapediano
Normal 35(95)2 24(83)% 19(70)® 15(60)°
Alterado 2(5)° 3(17)® 8(30)" 10 (40)°

Resultados apresentados em nimero absoluto e porcentagem — n (%) para orelha direita
e esquerda. Classificacdo de Silman e Silverman (1997). Frequéncia e porcentagem em
relacdo aos individuos que realizaram o teste. Teste exato de Fisher. Letras diferentes
(linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p <
0,05). GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA =
Grupo tabagista e agroquimicos.



Tabela 7. Matriz de confusédo considerando a classificacao de trés
classes (GC, GT e GA), nas diferentes frequéncias auditivas
analisadas, usando o teste SVM e 90% das amostras para conjunto
de treinamento.

Classe verdadeira (%)

Classificado GC GT GA

como (%)
Grave
GC 65 20 15
GT 40 53 6
GA 13 46 39
Média
GC 85 5 10
GT 33 26 39
GA 19 33 46
Aguda
GC 80 20 0
GT 26 40 33
GA 40 33 26
Alta |
GC 95 5 0
GT 19 53 26
GA 39 26 33
Alta ll
GC 85 5 10
GT 6 33 60
GA 13 46 39

Resultados apresentados em porcentagem. Classes referentes aos grupos de
estudo: GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista e GA = Grupo agroquimicos.
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Tabela 8. Matriz de confusdo considerando a classificagdo de quatro
classes (GC, GT, GA e GTA), nas diferentes faixas de frequéncias
auditivas analisadas, usando o teste SVM e 90% das amostras para
conjunto de treinamento.

Classe verdadeira (%)

Classificado GC GT GA GTA
como (%)
Grave
GC 75 5 10 10
GT 60 20 19 0
GA 26 20 46 6
GTA 26 46 26 0
Média
GC 55 15 10 20
GT 26 33 19 19
GA 26 19 46 6
GTA 6 39 13 40
Aguda
GC 85 15 0 0
GT 19 46 26 6
GA 0 73 26 0
GTA 6 53 33 6
Alta |
GC 90 0 5 5
GT 19 46 33 0
GA 0 13 86 0
GTA 13 40 46 0
Alta ll
GC 90 0 10 0
GT 26 26 19 26
GA 13 46 33 6
GTA 26 20 40 13

Resultados apresentados em porcentagem. Classes referentes aos grupos de estudo:
GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA = Grupo
tabagista e agroquimicos
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: Numero de individuos alterados por grupo de acordo com a
faixa de frequéncia. A) Frequéncias graves (250 e 500KHz). B) Frequéncias
meédias (1.000 e 2.000KHz). C) Frequéncias agudas (3.000, 4.000, 6.000 e
8.000KHz) . D) Frequéncias altas grupo | (9.000, 10.000 e 11.200KHz). E)
Frequéncias altas grupo Il (12.500, 14.000 e 16.000KHz). Valores expressos
em porcentagem. Teste exato de Fisher. Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p < 0,05). GC

Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA

Grupo tabagista e agroquimicos.

Figura 2: Efeito do treinamento sobre o desempenho de classificagéo por
faixas de frequéncias. Valores em porcentagem (%) de acuracia dos
diferentes testes aplicados. ANN = Artificial Neural Network, BAY = Bayes
Classifier e SVM = Support Vector Machine. A) Analise realizada com os quarto
grupos de estudo. B) Andlise realizada com os trés grupos de estudo sem o
grupo GTA — grupo exposto a tabagismo e agroquimicos
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RESUMO

A monitorizacdo da exposi¢do de individuos a agentes quimicos, por meio da
analise de biomarcadores como o teste do micronucleo, € de extrema
importancia para a deteccao precoce de alteracGes biologicas e prevencao de
doencgas, como o cancer bucal. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
incidéncia de  alteragbes citogenéticas em  individuos  expostos
ocupacionalmente a agroquimicos e ao cigarro, isolados ou em combinacéo e
identificar possiveis padrdes de classificacdo dos grupos de estudo. Cento e
vinte participantes de ambos o0s sexos, com idade entre 18 e 39 anos foram
divididos em quatro grupos: Controle (GC), Tabagista (GT), Agroquimicos (GA)
e associacado Tabagista e Agroquimicos (GTA). Foram coletadas células da
mucosa bucal para a preparacdo de laminas, posteriormente coradas com
método Giemsa. A observacdo microscoépica foi realizada em 2000 células por
individuo das regides de lingua e bochechas. Os dados foram avaliados pelos
seguintes algoritmos de reconhecimento de padrdes: Artificial Neural Network
(ANN), Bayes Classifier (BAY) e Support Vector Machine (SVM). O numero
total de alteragBes nucleares e de micronucleos (MN) foi maior (p < 0,05) nos
grupos expostos em relacdo ao grupo controle, e as andlises de ambos os
locais ndo apresentaram diferenca significante entre si. Aléem disso, a analise
computacional evidenciou a presenca de padrao na classificacdo de GC, GT e
GA. Assim, concluiu-se que ambas as substancias xenobiéticas induziram o
aumento de alteragfes citogenéticas, aumentando o risco de desenvolvimento
de cancer bucal. Entretanto, a exposicdo combinada néo resultou em efeito

aditivo ou de potencializacao.

Palavras-chave: Agroquimicos. Aprendizagem de maquina. Biomarcador.
Cigarro. Genotoxicidade.
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INTRODUCAO

A estimativa de cancer bucal no mundo é de 300 mil novos casos por
ano, o que corresponde a 2,1% do total de casos. O niamero de 6bitos anual,
por este tipo de cancer no mundo, chegou a 145 mil em 2012, sendo que cerca
de 80% dos casos foram registrados em regides menos desenvolvidas (Ferlay
et al., 2015). No Brasil, a estimativa de cancer bucal é de 11.140 novos casos
em 2016, com 5.401 mortes (INCA, 2016).

O teste de micronucleo (MN) tem sido utilizado como forma de identificar
danos ao DNA, instabilidade cromossémica, morte celular e possiveis danos a
saude do individuo exposto a diferentes agentes genotdxicos (Thomas et al,
2011; Silva et al., 2012; Benedetti et al., 2013). Assim, a contagem de MN tem
sido utilizada como um biomarcador de risco para o cancer (Bonassi et al.,
2007; Thomas et al., 2011; Silva et al., 2012).

Desta forma, o teste do MN tem sido amplamente aplicado como forma
de biomonitoramento e deteccdo precoce de carcinogénese bucal (Mohanta et
al., 2015). Esta ferramenta tem se mostrado vantajosa, principalmente por ndo
ser invasiva e por permitir deteccdo precoce e monitoramento de grandes
populacbes (Dosi et al., 2016), além de apresentar uma correlacdo positiva
entre a frequéncia de MN em células esfoliadas da mucosa bucal e lesdes pré-
malignas (Chatterjee et al., 2009; Bolognesi et al., 2015)

O teste do MN em células esfoliadas da mucosa bucal tem sido
amplamente usado para identificacdo de efeitos genotoxicos de
contaminantes ambientais, especialmente da exposicdo ocupacional a
agroquimicos (Holland et al., 2008; Bolognesi et al., 2011; Bonassi et
al., 2015). Estudo realizado por Abdul Hamid et al. (2016), demonstrou que a
exposicdo de agricultores a agroquimicos contribuiu para o aumento da
incidéncia de anomalias nucleares, sendo que tais problemas sé&o
subnotificados aos orgaos fiscalizadores. Outros autores como Costa et al.
(2007) e Carbajal-Lopez et al. (2016) identificaram que a presenca de
alteragbes citogenéticas e a incidéncia de MN foram maiores em individuos
expostos a agroquimicos.

Individuos tabagistas também podem apresentar alta incidéncia de
alteracdes celulares com a presenca de MN (Bansal et al., 2012). No estudo

realizado por Pradeep et al. (2014), foi identificado um aumento significativo de


http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-015-5474-7#CR6
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-015-5474-7#CR10
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alteracdes citogenéticas em individuos tabagistas em relagcdo ao grupo néo
exposto. Znaor et al. (2003) relatam que individuos expostos as substancias
presentes no cigarro estdo quase 38 vezes mais propensos a desenvolverem
algum tipo de cancer.

Embora os tipos de exposicdo possam variar conforme as formas de
manuseio e fatores regionais e/ou culturais (Dutta et al., 2016; Gesesew et al.,
2016), investigar os maleficios da exposicdo combinada a agroquimicos e
cigarro torna-se fundamental. As taxas de frequéncia de MN serve como forma
de monitoramento e caracterizacdo dos efeitos, antes de qualquer alteragc&o
pré-maligna clinica ou histolégica (Bolognesi et al., 2011; Adad et al., 2015).

Outra importante ferramenta capaz de monitorar alteracées encontradas
transformando-as em valores numeéricos sao as analises computacionais.
Essas analises auxiliam na forma de identificacdo das informac¢Bes obtidas
através de coleta de dados, transformando-as em respostas Unicas e eficientes
(Coppin, 2010; Hjalmar et al., 2016). Estudos demonstram que a aplicacdo de
técnicas de algoritmos de classificacdo e aprendizagem de maquina pode
contribuir para a area médica e biol6gica (Cristianini e Shawe-Taylor, 2001;
Altman, 2017). Nestas areas, as ferramentas computacionais sdo usadas para
o auxilio do diagnostico de cancer, identificacdo de riscos e beneficios
cirdrgicos, possiveis terapias aplicadas e eficiéncia das mesmas (Yilmaz et al.,
2016).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
citogenéticos em células bucais esfoliadas de individuos expostos a
agroquimicos e cigarro. Além disso, pretendeu investigar a existéncia de
potencializacdo dos efeitos, quando tais substancias s&o utilizadas em
conjunto, utilizando algoritmos de aprendizagem de maquina para classificacéo

dos grupos.

MATERIAIS E METODOS

Amostra populacional

Foi realizado um estudo observacional, prospectivo e transversal, apés
aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Oeste
Paulista, sob protocolo CAAE n° 48083715.4.0000.5515.
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O estudo foi realizado em parceria com o Centro de Referéncia em
Saude do Trabalhador (CEREST/PP) de Presidente Prudente/SP. Os 120
participantes, de ambos o0s sexos, com idades entre 18 e 39 anos foram
convidados e aceitaram participar da pesquisa. Os critérios de exclusédo para o
estudo foram individuos submetidos a tratamento quimioterapico. Todos os
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Os participantes foram distribuidos em quatro grupos (n = 30/grupo),
sendo um grupo controle e trés grupos de estudo, distribuidos da seguinte
maneira: Grupo controle (GC) - individuos que n&do apresentassem exposicao
ocupacional a agroquimicos e ndo fumassem, Grupo Tabagista (GT) -
individuos fumantes a pelo menos um ano € como um consumo minimo de
cinco cigarros/dia; Grupo Agroquimicos (GA) - individuos expostos
ocupacionalmente a agroquimicos a pelo menos um ano e o Grupo Tabagista +
Agroquimicos (GTA) — individuos expostos ao tabagismo + agroquimicos,
seguindo 0s mesmos requisitos acima citados.

Os participantes responderam um questionario com dados pessoais,
ocupacionais e de saude em geral.

Analise citogenética

Para o teste de genotoxicidade, foram coletadas células epiteliais da
mucosa bucal das regides de bochecha e lingua. Antes de realizar a coleta, foi
solicitado ao participante que realizasse um bochecho com agua, para remocéao
de bactérias capazes de comprometer a analise das laminas. Na sequéncia, as
células foram coletadas por intermédio do esfregaco (raspagem) da mucosa da
bochecha direita e esquerda e parte superior da lingua, com o auxilio de
escovas citoldégicas descartaveis e individuais. O material coletado foi
depositado em uma lamina de vidro limpa e previamente identificada, conforme
0s respectivos grupos e locais de estudo. Na parte superior de uma das
laminas, foi transferido o material da bochecha do lado direito, e na parte
inferior a do lado esquerdo, e em outra, 0 material coletado da lingua. As
laminas foram armazenadas em caixas proprias, mantidas separadas umas
das outras até a realizacdo da coloracdo. As laminas foram fixadas em metanol

(15 min), lavadas com &gua destilada e posteriormente coradas com Giemsa
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5% (40 min). Apos a coloracao, as laminas foram lavadas com agua destilada e
seca ao ar, em temperatura ambiente.

Todas as laminas foram codificadas segundo os grupos e locais de
coleta, e as andlises foram realizadas em ensaio cego, em microscopio 6ptico
de luz, sob aumento de 400X. Foi realizada a contagem de 2.000 células por
individuo e por local de coleta para identificacdo das anormalidades nucleares
(brotos nucleares, cariorréxe, células binucleadas, trinucledas e tetranucledas e
células com cromatina condensada, micronucleadas e picnéticas), de acordo
com critério proposto por Tolbert et al. (1992) e Thomas et al. (2009). Foram
consideradas células que apresentavam pouca ou nenhuma sobreposi¢cdo com

células adjacentes, com a presenca de citoplasma e nucleo bem delimitados.

Algoritmos de classificagcao

As andlises computacionais foram realizadas por intermédio de
diferentes algoritmos de reconhecimento de padrdes, de modo a verificar a
existéncia de padrdes no diferentes dados coletados. Para a verificacdo da
existéncia/reconhecimento de padrbes foram utilizadas as alteracdes
citogenéticas analisadas, sendo elas: Micronucleos, células binucleadas, broto
nuclear, carioliticas, cariorréxis, cromatina condensada, picnose, tri e
tetranucleadas. Foram utilizados diferentes testes de reconhecimento para as
analises de padrdes: Artificial Neural Network (ANN), Bayes Classifier (BAY) e
Support Vector Machine (SVM). Com intuito de manter a clareza e facilitar a
discussdo dos resultados, foi utilizado matriz de confusdo. A matriz de
confusdo ou de classificacdo foi criada a partir de um conjunto de dados
divididos em categorias, que determinaram se o0s resultados (valores)
esperados correspondem ao valor real, sendo o total desses resultados

exibidos em uma matriz.

Métricas de avaliacdo estatistica

O teste ANOVA com teste a posteriori de Tukey foi utilizado para a
comparacdo das meédias entre os grupos de estudo. Para comparacdo do
namero de células com alteragcfes citogenéticas entre as analises de lingua e

bochecha foi utilizado o teste Wilcoxon pareado. O teste exato de Fisher foi
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aplicado para comparar dados de propor¢cdo e a andlise de regressao linear
simples para correlacdo entre tempo de exposicdo e alteracfes citogenéticas.
O limite de significancia estabelecido foi de 5% (p < 0,05). O software
utilizado para as analises foi o GraphPad InStat 3.0.
Para as analises computacionais foi utilizada a métrica de acuracia
propostas por Papa et al. (2009), que leva em consideracdo o desequilibrio
entre classes. Sua precisdo € medida considerando que as classes podem

apresentar diferentes quantidades de amostras, vide Férmula (1):

FP,

i
€i1= il
ID2 | - IDQ |
Na formula (2), k representa o numero de classes, D2 o numero de
amostras. O taxa de atribuicdo das frequéncias auditivas foi medida pelo i e FP
e FN1, onde representam o namero de falsos positivos e negativos. O niamero
de amostras classificadas como i em D2 e o numero de amostras da classe i
gue forem incorretamente classificadas sado apresentadas como b.
FN;
1‘ »
DQ

O total de erros da classe foi entdo demonstrado vide formula (3):

1=1,2,.. K,

€2 =

Ei=e6.,+ €,

Na dultima etapa, aferiu-se a acuracia das alteracbes analisadas,
submetidas a um sistema de grade, proporcionando uma amostragem
sistematica. ApoOs isso, determinou-se um arquivo raster no qual foram
alocados os dados do grupo sem a exposicéo (GC) e os grupos expostos (GT,
GA e GTA), em cada um dos pontos de cruzamento das linhas raster. As
informacgdes de “veracidade de campo” foram inseridas e analisadas dentro dos
indices de acuréacia descritos por Brites et al. (1996) podem ser vistas através
das seguintes equacdes: Exatidao Global (G=[>M i=1nii]/N); Kappa (K=[Po-
Pc]/[1-Pc]) e Tau (T=[Po-1/M]/[1-1/M]).


http://graphpad-instat.software.informer.com/
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Por fim, a equagdo M i=1nii= somatorio dos pontos corretamente
classificados dentro de cada classe onde N = numero total de pontos
contemplados na matriz; Po = propor¢cdo de unidades que concordam
plenamente; Pc = proporcdo de unidades que concordam por casualidade; e M
= numero de categorias na classificacdo. A precisdo dos valores demonstrados
com a acuracia (Acc) pode ser definida pela equacéo:

K E.

Acc=1— 2=
2K

Essas férmulas permitem avaliar de forma confiavel o real desempenho

dos valores de frequéncias auditivas e suas respectivas classes. Todo o

treinamento e teste dos algoritmos de classificacdo foram feito em um

computador com um processador Intel i7 5500U com 8GB de RAM, usando

Linux como operacional.

RESULTADOS

A populagédo estudada foi composta de 46,6% de individuos do sexo
masculino e 53,3% do sexo feminino, apresentando uma média de idade de 29
anos. Todos os participantes dos grupos GA e GTA apresentaram ampla
utilizacdo ocupacional de agroquimicos, sendo que dos sete compostos
relatados, quatro sédo potencialmente carcinogénicos em humanos (Tabela 1).

As doencas crbnicas relatadas pelos participantes foram: diabetes,
hipotireoidismo, hipertenséo, problemas respiratorios e de coluna, sendo que o
aparecimento das mesmas nao foi significantemente diferente entre os grupos
de estudo (Tabela 2).

A avaliagdo citogenética foi realizada mediante material coletado na
lingua e bochecha de ambos os lados. (Tabela 3). N&o foi observada diferenca
significante (p > 0,05) no numero de alteracdes entre os diferentes locais de
coleta de material (Tabela 3). Desta forma, as comparagdes entre 0s grupos de
estudo foram realizadas considerando um Unico local de coleta das células
(bochecha).

O consumo de bebida alcodlica foi relatado em todos os grupos de

estudo. No entanto, os grupos GT e GTA apresentaram maior (p < 0,05)
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incidéncia de consumo em relagdo ao GC (Tabela 4). Assim, foi realizada
comparacdo do numero de alteragBes citogenéticas totais e de MN entre os
grupos, com a separacado em categorias de consumidores e nao consumidores
de bebida alcodlica (Tabela 5).

A média geral de alteragcfes citogenéticas e de MN foi maior (p < 0,05)
nos trés grupos expostos (GT, GA e GTA) em relagdo ao GC. Isso foi
observado, tanto na comparacdo em categorias (consumidores e nao
consumidores de bebida alcodlica — Tabela 5), quanto com total de individuos
de cada grupo (Figura 1). Além disso, 0 numero total de alteragcbes
citogenéticas foi maior em GA e GTA (p < 0,05) em relagdo a GT, considerando
apenas os etilistas (Tabela 5) e todos os participantes (Figura 1A). Como a
separacao nestas categorias manteve resultados semelhantes ao conjunto total
de individuos (sem separacdo), as demais alteracdes nucleares foram
avaliadas sem a separagao nestas categorias.

Todas as demais alteracdes citogenéticas avaliadas apresentaram-se
aumentadas (p < 0,05) nos grupos expostos em relacdo ao grupo controle
(Figura 2), com excecdo do numero de células de cromatina condensada em
GA (Figura 2E). Além disso, o numero de células tri e tetranucleadas foram
semelhantes (p > 0,05) entre os grupos de estudo (dados ndo mostrados).

N&o foram observadas diferencas significantes entre GA e GTA, em
nenhum tipo de alteracdo avaliada (Figura 1B e Figura 2). J4, o numero de
células carioliticas (Figura 2C) e cariorréxis (Figura 2D) foi menor (p < 0,05) em
GT em relacdo a GA e GTA. Além disso, 0 numero de células picnoticas
(Figura 2F) e binucleadas (Figura 2A) foi, respectivamente, menor e maior (p <
0,05) em GT em relacéo a GA.

N&o houve correlagao significante (p > 0,05) entre o tempo de exposi¢ao
(a agroquimicos e/ou tabagismo) e a frequéncia de alteragBes citogenéticas
totais ou de células micronucleadas observadas nos grupos expostos a estes

fatores de forma isolada ou combinada (dado ndo demonstrado).

Andlise dos algoritmos de classificacao
As andlises de matriz de confusdo foram realizadas de maneira
individual, segundo o numero de alteracdes citogenéticas apresentadas por

cada grupo de estudo. Os testes aplicados foram: ANN, BAY e SVM (Figura 3),
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sendo o SVM o teste que apresentou melhor classificacdo (Tabela 6 e 7 e
Figura 3).

Todos os testes foram aplicados duas vezes, obtendo-se a classificacéo
com os trés grupos de estudo (GC, GT e GA) (Tabela 6) e os quatro grupos
(GC, GT, GA e GTA) (Tabela 7). Ao analisar a matriz de confuséo, verificamos
uma precisdo maior nos resultados referentes a classe GC (Tabela 6 e 7).

A classificacdo com a exclusdo do grupo GTA, ocorreu devido a
semelhanca entre o numero de alteracdo encontradas neste grupo em relacéo
aos de exposicao isolada (GT e GA) (Tabela 6). Os dados de andlise da
acuracia de acordo com o tamanho da amostra de treinamento também
manteve este mesmo perfil, obtendo-se maior precisdo de classificacdo sem o
GTA para todos os testes (Figura 3).

Os resultados demonstram que o teste de analise de padrao nao atribuiu
valores reais ao grupo GTA, ndo conseguindo identificar a qual grupo ele
realmente pertencia. Diferente dos grupos GT e GA em relagdo ao GC, onde os
dados foram distribuidos com padrdo entre as diferentes frequéncias e

classificadas corretamente.

DISCUSSAO

A utilizacdo da avaliacdo de alteracdes citogenéticas de células da
mucosa bucal, como um biomarcador de genotoxicidade, tem sido relatada
como uma ferramenta eficaz na identificacdo de danos causados por
xenobidticos ao DNA (Thomas et al., 2011). Além disso, esta avaliagdo pode
ser um importante indicativo de risco para o desenvolvimento de diferentes
tipos de cancer (Bonassi et al., 2007).

No presente estudo, a relacdo entre a exposicdo a dois tipos de
xenobioticos (agroquimicos e cigarro isolados ou em combinagdo), com
possivel potencial carcinogénico, e o0 numero de alteracfes citogenéticas foi
avaliada. Até o momento, ndo foram encontrados estudos que avaliassem a
associacdo da exposicao a estes dois compostos e as possiveis alteracdes a
biomarcadores de genotoxicidade.

O numero total de alteracbes citogenéticas e de MN apresentou-se

maior em todos 0s grupos expostos em relacdo ao grupo controle. Além disso,
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a exposicao a agroquimicos isolados ou em combinagdo demonstrou ser mais
prejudicial, do ponto de vista citogenético, do que o tabagismo.

Diversos estudos também tém relatado o aumento de células
micronucleadas e/ou com alteracdes citogenéticas associado a exposicdo a
agroquimicos (Bansal et al., 2012, Abdul Hamid et al., 2016).

Carbajal et al. (2016) realizaram a avaliagdo do efeito genotoxico em
células da mucosa bucal (ensaio de cometa e teste de MN) em 111 homens
expostos ocupacionalmente a diferentes tipos de agroquimicos no México. Os
autores observaram aumento de danos nucleares, de forma semelhante ao
encontrado por Rekhadevi et al. (2016). Neste estudo, foi relatado que
trabalhadoras rurais expostas a mistura de agroquimicos, apresentaram
aumento da frequéncia de MN, células binucleadas, carioliticas e cariorréxis.
Além disso, os autores também identificaram dano significativo no DNA e
aumento de aberragdes cromossOmicas em ambas as populagdes expostas.

A associacdo do aumento de alteracdes citogenéticas e exposicao a
agroquimicos também tem sido relatada em modelos experimentais. Moore et
al. (2011) observaram que a exposicdo a organofosforados aumentou a
presenca de MN e aberragcdes cromossomicas em ratos expostos. Assim, como
no presente estudo, estes autores observaram prejuizo nuclear mesmo apos a
exposicao a compostos com potencial carcinogénico intermediario ou baixo.

Além dos agroquimicos, outro xenobiético que vem sendo relacionado a
alteracdes citogenéticas, com reconhecido potencial carcinogénico, é o cigarro
(MOTGI et al.,, 2014; SILVA et al., 2015). Segundo Pradeep et al. (2014)
individuos tabagistas apresentam aumento da presenca de MN e de broto
nuclear. Kausar et al.(2009) também observaram aumento destas alteracoes e
de caridlise, cariorréxis, células binucleadas e picnéticas em individuos
usuarios de sadagura, uma mistura tabagica tradicional do nordeste da india.

No presente estudo, individuos que apresentaram o habito tabagista
também tiveram um aumento de alteracdes citogenéticas e da presenca de
MN. Tais alteracdes, além de demonstrarem instabilidade cromossémica,
também podem ser indicadores de citotoxicidade, e relacionadas a formacao
de células cancerigenas (SILVA et al., 2012).

Varios estudos observaram que além do tabagismo, individuos etilistas

podem apresentar aumento de células micronucleadas (Bloching et al., 2000;
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Bohrer et al.,, 2005; Dosi et al., 2016). No entanto, Santovito et al. (2015)
relataram uma baixa incidéncia de MN e um aumento de aberracdes
cromossOmicas em individuos etilistas.

Todos os grupos de estudo apresentaram grande numero de etilistas,
porém, o GT apresentou nimero mais elevado com 93% do total. Este dado
sugere associacdo entre os dois habitos (tabagista e etilista). No entanto, o
consumo de bebida alcodlica nao interferiu de forma significante no nimero de
alteracdes nucleares totais e de MN, j4 aumentadas pela exposicdo ao
tabagismo e agroquimicos.

A presenca de alteragbes nucleares foi mais evidente nos grupos
expostos aos agroquimicos do que em relagcéo ao tabagismo, o0 que sugere que
0S agroquimicos apresentam maior potencial genotéxico em relacdo ao cigarro
com ou sem associacdo ao &lcool. Além disso, observou-se que 0 USO
concomitante de cigarro e agroquimicos nao levou a efeito aditivo ou de
potencializacdo dos efeitos genotoxicos.

O mesmo foi observado em relacdo ao estado de saude geral e relato de
doencas cronicas. No entanto, cabe ressaltar que o indice de problemas
respiratorios nos grupos expostos apresentados pelo estudo, mesmo que
pequenos, merecem destaque, ja que tais substancias (agroquimicos e cigarro)
podem induzir o desenvolvimento de doencas pulmonares, céanceres de
pulmao, asma, dentre outros (Polosa et al., 2016). Tantisuwat e Thaveeratitham
(2014) realizaram um estudo com jovens de 15 a 18 anos fumantes e nao
fumantes, e identificaram efeitos iniciais no sistema respiratorio. Ja o estudo de
Ming Ye et al., (2013) cita que trabalhadores rurais expostos a agroquimicos
apresentam a funcdo pulmonar reduzida, bem como doencas como asma e
bronquite.

Gangemi et al. (2016) relataram a presenca de doencas crbnicas em
individuos expostos ocupacionalmente a agroquimicos. Além disso, indicaram
que a falta de utilizacdo de EPI's adequados pode potencializar os danos a
saude geral. No presente estudo, nenhum participante relatou a utilizagdo de
EPI's adequados para manuseio de tais produtos, o que pode estar associado
ao maior dano observado nestes individuos.

Apesar do tempo de exposi¢cdo ocupacional aos agroquimicos ou ao

tabagismo ser um fator relevante quanto ao aparecimento de doencas, nao foi
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observada correlacdo significante entre este parametro e o numero de
alteracdes nucleares. Entretanto, Carbajal-Lépez et al. (2016) verificou que
individuos com maior tempo de exposicdo podem apresentar elevados indices
de alteracbes citogenéticas principalmente a presenca de MN, quando
comparados a individuos com baixo tempo de exposicdo ocupacional
agroquimicos.

O reconhecimento de padrées € uma das funcionalidades mais
importantes da inteligéncia artificial (Papa et al., 2012). Os padrdes podem ser
reconhecidos por aquisicdo e coleta de dados, extracdo e representacdo de
recursos, deteccédo de similaridade, design de classificadores de padrdes e
avaliacdo de desempenho (Rosenfeld e Wechsler, 2000). Estes processos séo
semelhantes aos que foram realizados no presente estudo.

Diversos estudos tem demonstrado a eficiéncia do procedimento de
classificacdo por maquinas na area medica e biolégica (Van Heerden et al.,
2008; Patel et al., 2009; Al-Shayia, 2011; Yilmaz, et al.,2016; Altman, 2017). No
entanto, este foi o primeiro estudo que utilizou esta ferramenta para
correlacionar avaliacdo citogenética e exposicdo isolada e combinada a
xenobidticos.

A anadlise de aprendizado de maquina identificou um padrdo na
distribuicdo das alteracdes citogenéticas entre 0os grupos de exposicao isolada
e o controle, confirmando a diferenca significativa observada entre estes
grupos. O teste SVM foi o mais eficiente para identificacdo da presenca de
padréao, o que concorda com estudo de Papa et al. (2009).

A analise realizada com o0s quatro grupos, indicou proximidade dos
dados dos grupos de exposicdo isolada e combinada, levando a erros de
classificagdo. Estes dados permitiram identificar a auséncia de efeito
potencializador ou aditivo dos agentes xenobidticos, quando utilizados em

conjunto.

CONCLUSAO

A utilizagcdo de agentes xenobibdticos como agroquimicos e cigarro
apresentaram caracteristicas capazes de induzir o0 aumento de alteracdes
citogenéticas e de células micronucleadas, sendo que tais alteracdes

demonstraram-se mais evidentes nos individuos expostos aos agroquimicos do
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que em relacédo ao tabagismo. No entanto, tais substancias quando utilizadas
em conjunto ndo apresentaram efeitos potencializador para tais alteracdes, o
que foi evidenciado pela técnica de aprendizado de maquina e analises de
padrdo. Estes dados indicam que o uso de agroquimicos por trabalhadores
rurais deve ser feito de forma cautelosa, visto que pode aumentar o risco de
desenvolvimento de cancer bucal, tanto em exposi¢do isolada, quanto em

exposicao combinada a um reconhecido agente carcinogénico (cigarro).
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Tabela 1. Agroquimicos relatados pelos trabalhadores rurais dos grupos GA (Grupo Agroquimicos) e GTA (Tabagista e
Agroquimicos).

Composto quimico Classe Classificacao Potencial Carcinogénico? GA® GTA®

toxicolégicat

Amitraz Acaricida/Inseticida Formamidinico 1] Grupo C — possivel carcinbgeno humano 5 (16) 8 (27)
Cipermetrina Inseticida/Piretroide I Grupo C — possivel carcinbgeno humano 10 (33) 10 (33)
Clorpirifos Inseticida/Organofosforado I Grupo E — sem evidéncia de carcinogénese 13 (43) 8 (27)
Deltametrina Inseticida/Piretroide I Grupo E — sem evidéncia de carcinogénese 5 (16) 4 (13)
Glifosato Herbicida \Y Grupo E — sem evidéncia de carcinogénese 13 (43) 14 (47)
Parationa Metilica Inseticida/Organofosforado I Grupo C — possivel carcinébgeno humano 5 (16) 6 (20)
Succinato de dietila Inseticida/Organofosforado I Grupo C — possivel carcin6geno humano 5 (16) 8 (27)

1Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2014. 2Environmental Protection Agency — EPA. °Resultados apresentados em nimero absoluto e porcentagem — n (%). Cada
g g gency p p g
individuo poderia estar exposto a mais de um tipo de agroquimico. n = 30/grupo.



Tabela 2. Presenca de doencas cronicas.
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Doencgas crbnicas GC GT GA GTA TOTAL
Presenca de doencgas crénicas 2(7) 3(10) 4(3) 5(@17) 8(27)
Diabetes - - 1 (25) - 1(12,5)
Hipertenséo 1(0) 1(33) - 1(20) 2(25)
Hipotireoidismo 1 (50) - - 1(0) 2(25)
Problemas respiratérios - 2(67) 2(B0) 240 2(25
Problemas de coluna - - 1(25) 1(20) 1(12)55)

Resultados apresentados em numero absoluto e porcentagem — n (%). n = 30/grupo.
IFrequéncia e porcentagem em ralacdo aos individuos que relataram presenca de doencas
cronicas. Teste exato de Fisher (p > 0,05). GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA =

Grupo agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e agroquimicos.
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Tabela 3: Comparacao de alteracdes citogenéticas entre analises de lingua e
bochecha

Alteracdes Citogenéticas Lingua Bochecha
Micronucleo 13,88 £ 12,24 14,03 £ 11,77
Binucleada 8,47 £ 6,33 8,95 + 6,04
Broto nuclear 3,83+ 3,29 3,83+3,48
Cariolitica 29,11 + 22,52 29,93 £ 21,93
Cariorréxis 45,25 + 35,37 46,14 + 34,84
Cromatina Condensada 2,31+2,75 2,06 £2,13
Picnoética 27,05 £ 24,34 28,01 £ 23,99
Tetranucleada 0,04 + 0,37 0,05+ 0,26
Trinucleada 0,31+0,81 0,21+ 0,59
Total 129,19 £85,89 130,29 + 86,99

Valores expressos como média = desvio padrdo. Teste Wilcoxon pareado. (p > 0,05).



Tabela 4. Consumo de bebida alcodlica.
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Consumo GC GT GA GTA
Ingestdo de bebida alcodlica 11 (37)® 28(93)° 15(50)* 23(77)"™
1Tipo de bebida

Cerveja 8 (73) 27 (96) 14 (93) 21 (91)
Destilados 3(27) 1(4) 1(7) 2(9)
IFrequéncia de ingestao

2 a 3 dias/semana 9 (82) 28 (79) 11 (73) 16 (70)
3 ou mais dias/semana 2 (18) 6 (21) 2(9) 7 (30)

Resultados apresentados em numero absoluto e porcentagem — n (%). n = 30/grupo. Frequéncia e
porcentagem em ralagdo aos individuos que relataram ingestéo de bebida alcodlica. Teste exato de
Fisher. Letras diferentes (linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos
experimentais (p < 0,05). GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos,

GTA = Grupo tabagista e agroquimicos.



Tabela 5. Frequéncia de alteracGes nucleares em consumidores e ndo consumidores de bebida alcoodlica

GC GT GA GTA
Consumidores
Alteracdes totais 24,36 +11,12% 108,64 +67,57° 202,40+58,34° 177,43+63,42°
MN 1,27 +1,19°2 12,50 + 11,11 ° 21,60 +8,76 ¢ 19,17 + 11,15
Nao Consumidores
Alteracdes totais 28,78 + 15,94 2 - 166,06 + 39,47°  237,85+60,40 ¢
MN 1,57 +1,53° - 21,60+8,76° 23,85 +17,63°

Valores expressos como média + desvio padrdo. n = 30/grupo. Teste ANOVA com teste a posteriori de Tukey. Letras
diferentes (linha) indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p < 0,05). Os dados de ndo
consumidores do grupo GT nao foram comparados, pois apenas dois participantes do grupo apresentavam-se nesta
categoria, ndo possibilitando a analise estatistica. GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos,
GTA = Grupo tabagista e agroquimicos, MN = Micronucleos.
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Tabela 6. Matriz de confus&o considerando a classificacdo de trés
classes (GC, GT e GA), em relacdo as alteracbes citogenéticas
analisadas, usando o teste SVM e 90% das amostras para conjunto

de treinamento

Classe Verdadeira (%)

Classificado
como (%)

GC GT GA
GC 90 6 3
GT 3 76 19
GA 1 1 86

Resultados apresentados

em porcentagem. Classes referentes aos grupos de

estudo: GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista e GA = Grupo agroquimicos.
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Tabela 7. Matriz de confusdo considerando a classificacdo de
quatro classes (GC, GT, GA e GTA), em relacdo as alteracdes
citogenéticas analisadas, usando o teste SVM e 90% das amostras
para conjunto de treinamento

Classes
Classificado GC GT GA GTA
como (%) GC 96 3 0 0
GT 9 56 3 29
GA 0 19 60 19
GTA 0 29 20 50

Resultados apresentados

em porcentagem. Classes referentes aos grupos de

estudo: GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos,
GTA = Grupo tabagista e agroquimicos
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Total de alteragdes nucleares e de células micronucleadas
(células da bochecha). A) Média total de alteragBes nucleares; B) Média
de células micronucleadas. @ Foram consideradas 2.000 células por
individuo. GC = Grupo controle, GT = Grupo tabagista, GA = Grupo
agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e agroquimicos. ANOVA com teste a
posteriori de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (p < 0,05).

Figura 2: Média de alteracfes nucleares dos diferentes grupos (células
da bochecha). A) células binucleadas; B) células carioliticas; C) células
cariorréxis; D) células com cromatina condensada; E) células picndticas.
Foram consideradas 2.000 células por individuo. GC = Grupo controle, GT
= Grupo tabagista, GA = Grupo agroquimicos, GTA = Grupo tabagista e
agroquimicos. ANOVA com teste a posteriori de Tukey. Letras diferentes

indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05).

Figura 3: Efeito de treinamento sobre o desempenho de classificacéo
das alteracfes citogenéticas. Valores em porcentagem (%) de acuracia
dos diferentes testes aplicados. ANN = Artificial Neural Network, BAY =
Bayes Classifier e SVM = Support Vector Machine. Analise realizada com
0s quarto grupos de estudo (c/GTA) e sem o grupo GTA - grupo exposto ao

tabagismo e agroquimicos (s/GTA).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A exposicao a agroquimicos e cigarro, de maneira isolada ou em combinacgéo,
demonstrou ser potencialmente ototdxica e genotdxica, levando ao desenvolvimento
de alteracGes citogenéticas e impactos sobre a saude geral dos individuos. Em
relagdo as alteragbes citogenéticas e presenca de ceélulas micronucleadas, os
individuos expostos a agroquimicos demonstraram maiores alteracdes quando
comparados aos expostos ao tabagismo. Ja em relacdo a audicdo, ambas as
substancias apresentaram efeito capaz de reduzir os limiares auditivos em alta
frequéncia. Quanto a exposi¢cdo combinada aos dois agentes xenobidticos, ndo foi
observado efeito potencializador ou aditivo para nenhuma das analises realizadas.
Além disso, a andlise de aprendizado de maquina demonstrou ser uma eficiente
ferramenta para identificacdo de padrBes nos resultados auditivos e citogenéticos.

Isto demonstra a importancia desta ferramenta em estudos na area da saude.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Avaliagdo auditiva e citogenética de trabalhadores rurais

expostos a combinacéo de tabagismo e agroquimicos”.

Nome do (a) Pesquisador (a): Jamile Silveira Tomiazzi; Natalia Dos Santos Meia
Casa; Ana Paula Alves Favareto; Patricia Alexandra Antunes; Meire Aparecida
Judai.

Natureza da pesquisa: O Sr (Sra.) esta sendo convidada (0) a participar desta
pesquisa que tem como finalidade avaliar possiveis alteracdes auditivas de
trabalhadores expostos a combinacéo de tabagismo e agroquimicos.

Participantes da pesquisa: 120 trabalhadores que tenham contato com

agroquimicos e cigarro.

1- Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o sr (sra) permitird que a
pesquisadora Jamile Silveira Tomiazzi faga a coleta de dados através da
aplicacdo de questionario, realizacdo de exames auditivos, e teste de
biomarcador com o exame de saliva. O sr (sra.) tem liberdade de néo participar e
ainda de né&o continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer
prejuizo. Sempre que quiser podera pedir mais informacfes sobre a pesquisa
atraves do telefone do (a) pesquisador (a) do projeto e, se necessario através do
telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

2- Sobre as avaliag@es: o0 estudo contard com um questionario com 10 questbes
fechadas para caracterizagdo dos participantes e coleta de informagbes
especificas sobre a audicdo, uso de cigarro e agroquimicos. Além disso, seréo
realizados exames auditivos e coleta de materiais (saliva) de forma néo invasiva
e seguindo todos os procedimentos éticos necessarios.

3- Riscos e desconforto: Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem
aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolugéo no.
466/12 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos usados
oferece riscos a sua dignidade.

4- Confidencialidade: todas as informacbes coletadas neste estudo séo

estritamente confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) (e/ou equipe de
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pesquisa) terd conhecimento de sua identidade e o pesquisador compromete-se
a manté-la em sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.

Beneficios: ao participar desta pesquisa vocé néo tera nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informacdes importantes a
autoeficicia e o bem-estar na profissdo docente. O pesquisador se compromete
a divulgar os resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das informacdes
coletadas, conforme previsto no item anterior.

Pagamento: o sr (sra.) ndo tera nenhum tipo de despesa ao participar desta
pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.

Apés estes esclarecimentos, solicitamos 0 seu consentimento para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Confiro que recebi cépia deste termo de consentimento, e autorizo a

execucao do trabalho de pesquisa e a divulgacédo dos dados obtidos neste estudo.

Obs: N&o assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento para participar da pesquisa.

Nome do Participante da Pesquisa Assinatura do Participante

RG ou CPF do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador RG ou CPF do Pesquisador

Pesquisador: Jamile Silveira Tomiazzi; Ana Paula Alves Favareto; Patricia
Alexandra Antunes
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Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Gisele Alborgheti
Nai

Vice-Coordenadora: Profa. Dra. Rosa Maria Barilli Nogueira
Telefone do Comité: 3229-2077

Telefone da Pesquisadora: (18) 98152-2646

E-mail cep@unoeste.br
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ANEXO C - QUESTIONARIO
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Data: /
Identificacéo:
Nome:
Idade: Sexo: (M) (F) Trabalha atualmente? ( )Sim ( )Nao

Funcéo que exerce:

Ha quanto tempo?

1. Trabalhou ou trabalha com ruido?

( )Sim ( )Nao Ha quanto tempo?_

2. Trabalhou ou trabalha com agroquimicos:
( )Sim ( )Na&o Haquantotempo?
Qual(s) o(s) agroquimicos (s) utilizado(s)?

Modo de aplicacao:

3.Ja utilizou ou utiliza EPI1?
( )Sim ( )Nao
Quais?

4. Ja apresentou quadros de intoxicacfes?
( )Sim ( )Na&o
Quais os sintomas apresentados?

5. Fuma?
( )Sim ( )Néo Héa quanto tempo?
Quantos cigarros fuma diariamente?

Qual a marca do cigarro usa?

6. Consumo de bebida alcodlica?
( )Sim ( )Na&o Qual?

( ) Diariamente ( ) Aos finais de semana

7. Tem dificuldades para ouvir?
( )Sim ( )Nao

8. Ouve zumbido?

( )Sim ( )N&o ( ) Orelha Direita Orelha Esquerda ( )

Desde quando?

9. Qual a natureza do ruido?
( ) Continuo
( ) Ritmico, pulsatil ?

10. Apresenta alguma doenca crbnica?
( )Sim ( )Nao
Qual (is)?

( ) 2 ou 3 vezes na semana




ANEXO D - GUIA PARA AUTORES

Revista Environmental Health Perspectives

Link: https://ehp.niehs.nih.gov/publication-sequence/

Revista Chemico - Biological Interactions

Link: https://www.elsevier.com/journals/chemico-biological-interactions/0009-

2797/quide-for-authors
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