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Resumo

Introducéo: Considerando que agrotoxicos podem ocasionar distlrbios de audicdo em
trabalhadores expostos ocupacionalmente, a escassez de estudos que comprovem 0S
mecanismos especificos de injuria e a dificuldade de separar fatores etiol6gicos
concomitantes, como o ruido, o presente estudo visa elucidar os efeitos da exposicéo a
um organofosforado na audicdo de ratos, mimetizando as situagcdes laborais do
agricultor. Objetivos: Avaliar os efeitos da exposicdo subcrbnica inalatéria ao
agrotoxico diclorvos na funcdo coclear de ratos Wistar. Material e M étodos: Foram
utilizados 36 ratos Wistar machos, 60 dias, alocados em 3 grupos: Controle (n=12,
expostos a agua), Controle Positivo (n=12, tratados com 24mg/kg de cisplatina via
intraperitoneal) e Experimental (n=12, expostos ao diclorvos — 0,0015mg/mL). A
eXposicdo ocorreu durante 4 horas, 5 vezes/semana, por 6 semanas. Foram avaliadas:
amplitude de emissdes otoacusticas evocadas produto de distor¢do nas frequéncias de 4,
6, 8, 10 e 12 kHz, antes e apOs a exposicdo; variaveis de toxicidade sistémica.
Resultados: N&o houve alteracdo significativa no ganho de massa corpora e
colinesterase plasmética nos animais expostos ao diclorvés, entretanto, edes
manifestaram sinais clinicos transitorios de piloerecéo, depressdo e dispneia durante a
exposicdo inalatoria. Houve diferenca significativa nas frequéncias de 8 e 10kHz
bilateralmente no grupo experimental entre a pré e pds-exposi¢do, bem como entre o
grupo controle e o diclorvés em 10kHz a direita e 8 e 10kHz a esguerda (p<0,05; Mann
Whitney e Kruskal Wallis, respectivamente). O grupo diclorvos mostrou reducéo
significativa na massa relativa dos pulmdes e ambos 0s grupos evidenciaram alteracdes
leves na histologia pulmonar. Conclusbes. A exposicdo inalatéria subcrénica ao

diclorvés induziu ototoxicidade em ratos, sem toxicidade sistémica relevante.
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1. Introducéo

Ha evidéncias de que a exposicdo a agrotOxicos pode causar ateragdes na audicdo
(Teixeira, Augusto e Morata, 2003; Hoshino e cols, 2008; Korbes, 2009; Korbes e cols,
2010a; Kés e cals., 2013; Alcaras, Larcerda e Marques, 2013; K6s e cols., 2014; Dundar e
cols.,, 2016). A injuria auditiva frequentemente € multifatorial (Piatto e cols., 2005) e, quando
ocorre de forma ocupacional no setor prim&io da economia, pode estar relacionada,
primordialmente, a dois fatores: exposi¢éo a produtos quimicos ototdxicos, como solventes e
agrotoxicos, e ruido do maguinario. A perda auditiva decorrente da exposicéo a ototdxicos €
devido alesdo das células ciliadas da cdclea, sensdrio-neurd, bilateral, simétrica, irreversivel,

nas frequéncias altas (Morata e Little, 2002).

Em relacdo a legidacdo vigente, a norma reguladora NR7 (1998) recomenda que
trabal hadores expostos a ruido realizem controle audiométrico, mas ndo especifica os exames
auditivos de referéncia e sequenciais para aqueles expostos a agentes quimicos, embora
estudos ja tenham sugerido a associacdo entre dano auditivo e exposicdo a agrotdxicos
(Teixeira, Augusto e Morata, 2003; Kdrbes, 2009; K érbes e cols., 2010a; Alcaras, Larcerda e

Marques, 2013; Kés e cols., 2013; Dundar e cols., 2016).

Os agrotoxicos pertencentes ao grupo de compostos quimicos organofosforados (OF) sdo
amplamente utilizados na agricultura como inseticidas. O composto 2,2-diclorovinil dimetil
fosfato (DDVP), denominado diclorvos, esté presente em campanhas de salide publica a fim
de controlar vetores, como recurso na medicina veterinaria — no combate a ectoparasitas
(Souza e cols., 2006) — bem como no setor primario da economia brasileira (producéo
agricola e animal) e mesmo na desinsetizagdo domeéstica. Os OF atuam como inibidores de

colinesterases, sendo responsaveis por diversas intoxicagdes intencionais ou acidentais. Por



contemplar diversos aspectos em diferentes 0 DDVP foi escolhido no presente estudo que

avaliou os efeitos auditivos dessa substancia em ratos Wistar.

A existéncia de diversos agentes etiol6gicos causadores de perda auditiva ocupacional,
como o ruido do maquinério e exposi¢ao a agentes quimicos, dificulta a relagdo nexo causal.
Nesse sentido, 0 estudo em modelos animais expostos somente a agrotoxicos, livres do viés
proveniente do ruido ocupacional, permite a caracterizacdo da perda auditiva e o estudo de

SeuS mecani Smos.

Na literatura ha poucos estudos em modelo animal e, muitas vezes, esses utilizam vias de
eXposicao ndo correlacionavelis com a exposicdo ocupacional, por exemplo, intraperitoneal
(Korbes, 2009; Finkler e cols.,, 2012; Korbes e cols., 2010a). Considerando que o rato
apresenta semelhancas anatbmicas e patol 6gicas com a orelha humana (Albuguerque e cols.,
2009) e € um anima muito utilizado na pesquisa auditiva (Reis, Dalmolin e Dallegrave,
2017), a exposicao subcrbnica inalatoria, por via respiratoria, viabilizaria 0 modelo de
simulacdo da realidade ocupacional de agricultor. Protocolos de avaliagdo de ototoxicidade
incluindo avaliacBo otoscopica e da funcdo coclear, mediante emissdes otoacusticas,
permitem a avaliacdo funcional das células ciliadas externas da coclea (Carvallo e cols.,

2015).

Com base no exposto, torna-se clara a viabilidade de uso de modelo animal para avaliacéo
das possiveis consequéncias na audicdo devido a exposicdo ocupacional a agrotoxicos,
proporcionando subsidios para a implantacdo de novas normas reguladoras, com foco na

sallde auditiva do trabalhador.



1.1 Exposi¢ao a Organofosforados

Organofosforados vém sendo desenvolvidos e utilizados desde o século XI1X. Além
da periculosidade referente a possivel contaminacdo do meio ambiente por esses agentes,
existe a contaminagao do trabalhador. No panorama ocupacional, o uso desse tipo de produto
€ preocupante, pois por serem 0s agrotoxicos mais utilizados no mercado, os
organofosforados e carbamatos sd0 0s agentes anticolinesterasicos mais envolvidos em
intoxicagdes, sejam acidentais (geralmente pelas vias cuténea e respiratéria) ou por tentativa

de suicidio (viadigestiva) (Filho e Souza, 2013).

Conforme dados do Centro de Informacdo Toxicologica do Rio Grande do Sul
(Nicolella, Ferreira e Lessa, 2015), das 20.345 exposi¢cdes humanas registradas em 2013,
7,1% (1561) foram causadas por agrotédxicos de diferentes finalidades. Destes, cerca de 20%
foram de origem ocupacional (289 casos). Os organofosforados e carbamatos, inibidores da
colinesterase, estdo envolvidos em 304 casos, sendo 42 dos casos induzidos pelo DDVP
(Nicolella, Ferreira e Lessa, 2015). Sendo assim, dentre os OF mais frequentemente

envolvidos em casos de intoxicagao, pode-se citar o diclorvos.

Os OF sdo agentes anticolinesterasicos, pois inibem irreversivelmente acdo de
colinesterases como a acetilcolinesterase, resultando no acumulo de acetilcolina nas
terminacOes sinapticas no tecido nervoso, musculo liso e muasculo estriado esquelético
(Dall'Acqua e cols., 2011). Ta inibicdo ocorre nas seguintes enzimas: acetilcolinesterase
(AChE), encontrada nas jungdes sindpticas e nas hemacias, e butirilcolinesterase — também
conhecida como pseudocolinesterase (PChE) ou colinesterase plasmética, encontrada no
plasma. A AChE e a PcHE tém como funcdo a quebra da acetilcolina e, quando ocorre a
inibicdo destas, ha acimulo de acetilcolina nos receptores muscarinicos, nicotinicos e no

sistema nervoso central (Vohra, 2014).



Sendo assim, 0 acumulo de acetilcolina nos sitios colinérgicos faz com que a
transmiss&o colinérgica pos-singptica ndo cesse no tempo adequado, 0 que gera a sindrome
colinérgica. Apods serem absorvidos, os organofosforados se distribuem por todos os tecidos e
pelo sistema nervoso central (SNC), pois atravessam a barreira hematoencefaica. Figado e

rins sdo os 6rgados onde essas substancias atingem altas concentracdes (Filho e Souza, 2013).

As manifestagBes clinicas sdo caracteristicas da sindrome colinérgica, envolvendo
Sinais muscarinicos, nicotinicos e centrais. Em humanos, incluem sialorreia, lacrime amento,
miose, bradicardia, hipersecrecéo brénquica, hiperhidrose, broncoespasmo (manifestacbes
muscarinicas); fasciculagBes, miastenia, hipertensdo arterial, tagquicardia e pardisia
(manifestacBes nicotinicas); ansiedade, confusdo, convulsdo, coma, depressdo respiratoria e

cefaleia (manifestacbes do sistema nervoso central) (Gundiz e cols., 2015).

Entre 24 e 96 horas ap0s a intoxicacdo aguda por fosforados pode ocorrer a sindrome
intermedidria, caracterizada por fraqueza muscular, resultando em faéncia respiratéria. Esse
quadro surge apds a supressdo dos sinais muscarinicos e nicotinicos, e é caracterizado por
pardisia das musculaturas proxima dos membros, flexora do pescoco e respiratOria
(diafragma e musculos intercostais). O inicio da sindrome é abrupto e a consciéncia €

preservada, exceto nos casos cuja evolucao tenha sido com hipdxia (Filho e Souza, 2013).

Os organofosforados também podem gerar neuropatia periférica tardia, que afeta
axbnios motores longos das pernas (Vohra, 2014). Esta, predominantemente motora, €
caracterizada por déficit motor distal em membros inferiores associado a sintomas sensitivos,
fragueza nos musculos das pernas, parestesia e hiperestesia frequentemente, com fragueza
proximal em alguns casos (Vasconcellos, Leite e Nascimento, 2002). Também pode ocorrer

dor de cabega, vertigem, declinio mental e de memoria (Wang e cols., 2015).



O tratamento indicado para intoxicagdes por organofosforados envolve a
descontaminacdo e administracdo dos agentes reativadores de colinesterases como a atropina
(Patil, Murthy e Nikhil, 2016). Para a reativacdo das colinesterases, 0 antidoto capaz de
reverter precocemente sua acdo trata-se de oximas como a Pralidoxima (Cavaliere e cols.,

1996).

1.2 Diclorvos

O diclorvos, fosfato de 0,0-dimetil-2,2-diclorovinila, € um inseticida OF, em forma

liquida, transparente e levemente amarel ado.

Esse organofosforado € empregado no combate a insetos em ambiente domiciliar,
prédios comerciais, restaurantes, escolas, hospitais e meios de transporte, bem como na salide
publica a fim de controlar vetores, e como recurso na medicina veterinaria — no combate a
ectoparasitas de caes e gatos (Souza e cols., 2006). Além disso, também tem seu uso no setor

primério da economia brasileira nas atividades de agricultura e pecuaria.

Trata-se de uma substancia lipossolUvel, absorvida por via cutanea, digestiva e
respiratéria, sendo esta Ultima forma, a mais eficaz de absor¢do, seguida por digestiva e
cutanea. Dessa maneira, o inicio da sintomatologia tende a ser mais precoce quando este é
inalado (Filho e Souza, 2013). A intoxicacdo por OF pelas vias dérmica e respiratéria sdo
mais comuns na exposicdo ocupacional, e a via ora é a mais observada em quadros de

envenenamento nao ocupacional, como em tentativas de suicidio (Dall'Acquae cols., 2011).

1.3 Efeitos de agr otdxicos sobre a audicao

A literatura evidencia que a exposicaéo a agrotoxicos pode causar alteragdes na audicdo
(Kos e cals., 2013; Alcarés, Larcerda e Marques, 2013; Korbes e cols., 2010a; Korbes, 2009;

Teixeira, Augusto e Morata, 2003; Hoshino e cols., 2008). Alguns estudos, principalmente em



seres humanos, caracterizam os efeitos auditivos durante ou pds-exposicdo a agrotoxicos
(Delecrode e cals., 2012), avaliando-se o perfil audiométrico do individuo que esta exposto de
forma ocupacional a pesticidas. Entretanto, a exposi¢éo ao ruido do maguinério concomitante
a0 uso de agrotdxicos € um fator de confusdo passivel de constituir viés, dificultando a
identificacdo da contribuicdo de cada um dos fatores interferentes no sistema auditivo

(Teixeira, Augusto e Morata, 2003).

Em um experimento de Kérbes e cols. (2010a), a exposi¢do aguda a um agrotdxico OF
em cobaias causou alteragdes no sistema vestibulococlear em fungdo de danos estruturais na
coclea, lesando principalmente céulas ciliares externas. Ainda, Camarinha e cols. (2011)
relatam que habilidades auditivas de resolucdo temporal e ordenacdo tempora estéo
comprometidas em individuos expostos a esse tipo de agente, mesmo que apresentem audicéo

periféricanormal.

Estudos em humanos indicam que a exposicao a ototoxicos pode gerar perda auditiva
sensorio-neural bilateral simétrica, irreversivel, nas frequéncias altas, devido a lesdo das
células ciliadas da coclea (Morata e Little, 2002). A cisplatina, por exemplo, é largamente
utilizada em tratamentos oncolégicos, sendo conhecida como uma droga com ato poder
ototoxico (Mota e cols., 2007; De Freitas e cols., 2009; Bhavsar e cols., 2017; Esfahani e

cols,, 2017; Jadali, Ying, Kwan, 2017; Kumar e cols., 2017; McDonald, Mattson, Hill, 2017).

Em relacdo a legislagdo vigente, a norma reguladora NR7 (1998) recomenda que
trabal hadores expostos a ruido realizem control e audiométrico, mas ndo especifica o exame de
referéncia e sequenciais para aqueles expostos a agentes quimicos. Tal norma estabelece
apenas que os trabalhadores expostos a organofosforados e carbamatos realizem exames de

sangue para determinar a atividade da colinesterase.



Além da falta de legislacdo especifica para avaliacdo auditiva em trabalhadores em
contato com produtos quimicos — como agrotoxicos - o tipico agricultor é exposto a esse tipo
de agente, muitas vezes sem a devida instru¢cdo quanto a importancia dos equipamentos de
protecdo individual necessarios para a redizacdo desse tipo de atividade (Castro e
Confalonieri, 2005). Dessa forma, intoxicaces acidentais devido ao mangjo incorreto de
agrotoxicos sdo comuns e ndo limitadas ao trabal hador, mas também extensivas a sua familia

e demais individuos pertencentes ao seu convivio.

1.4 Modelo animal para avaliagdo da audicao

A orelha do rato apresenta semelhancas anatdbmicas e patolégicas com a orelha
humana, como cdclea projetada no interior da orelha e ossiculos da cadeia claramente
definidos, podendo ser retirados separadamente (Pinilla e cols., 2001; Albuquerque e cols.,
2009), além de ser um animal frequentemente utilizado na pesquisa auditiva (Reis, Dalmolin
e Dallegrave, 2017), consistindo, portanto, em uma escolha justificavel como modelo animal

no presente estudo.

Existe pouca literatura — principalmente nacional — na area da fonoaudiologia que
tenha como foco tanto 0 modelo animal, quanto a exposicdo a agrotdxicos. Muitas das
publicactes sdo revisdes de literatura (Korbes e cols., 2010b; K6s e cols., 2013), em especial
de estudos internacionais. A realizacdo de um estudo em ratos contemplando a exposicdo a
um agrotoxico de amplo uso em nosso meio abordando parémetros auditivos agrega inovacéo

na &rea e foco em temas atuais regionais.

Embora existam pesquisas que ja investigaram a audicdo de individuos expostos a
agrotoxicos (Delecrode e cols., 2012), a perda auditiva causada por substancias ototoxicas é
muito similar a secundaria a ruido, o que pode constituir um viés em tais estudos. A utilizacéo

de modelo anima viabiliza a avaliagdo especifica, pois os efeitos apresentados sdo



decorrentes apenas da exposicdo ao agrotoxico, sem a interferéncia de demais fatores

confundidores, como vibragdo ou niveis de pressdo sonora elevados.

Estudos de exposi¢do a agrotdxicos utilizando modelo animal frequentemente utilizam
a via intraperitoneal (Korbes, 2009; Finkler e cols., 2012; Kdrbes e cols., 2010a). Contudo,
essa ndo é uma via de exposi¢ao ocupacional, pois o trabahador é exposto de forma dérmica
e/ou inaatdria, sendo idea que os métodos de pesquisa foquem nesse tipo de via para a

avaliacdo dos efeitos toxicos.

Cobaias tratadas com organofosforados apresentaram alteragbes morfoldgicas
cocleares, com lesbes nas trés espiras anadlisadas, aém de ateracOes ciliares de saculo e
utriculo. Essas alteragdes foram intensificadas de acordo com a dosagem do organofosforado
recebida (Korbes e cols, 2010a). Korbes (2009) demonstrou, em um estudo realizado em
cobaias, que pode haver dano morfoldgico as células ciliadas externas concomitantemente a
presenca de emissdes otoacUsticas. Assim, foi evidenciado que a intoxicacdo aguda por um
organofosforado, via intraperitoneal em doses de 0,3mg/kg/dia e 3,0mg/kg/dia por sete dias
consecutivos, ndo causou ateracdo funcional da coclea, tendo em vista que as emissdes
otoacusticas produto de distorcdo (EOAPD) estavam presentes. Entretanto observou-se
diferenca estatisticamente significante nos valores médios da reacdo sina-ruido nas

frequéncias de 1.500Hz e 6.000Hz quando comparado ao grupo controle.

1.5 Protocolo de avaliacdo de toxicidade

O protocolo da OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development,
2009) de exposicao inalatoria subcronica prevé grupos de seis animais, entretanto, os estudos
audiol6gicos em ratos utilizam até doze animais por grupo, de forma a propiciar que critérios
de exclusio ndo reduzam o nimero de animais a niveis em que as diferencas entre 0s grupos

possam ser evidenciadas (De Freitas e cols., 2009).



Por meio do estudo subcrénico pode-se avaliar sensibilidade de 6rgéos, a severidade
de efeitos cumulativos, reversibilidade e os efeitos especificos como ototoxicidade. Além
disso, a exposicdo subcrénica com via respiratéria, método inalatério, € uma forma de
mimetizar as situacdes laborais tipicas do individuo que lida com agrotéxicos. Dessa forma,
podem-se analisar os efeitos dessa exposicdo em modelo animal, evitando fatores de confuséo

por meio de condigdes controladas de laboratério.

Foi encontrado na literatura consultada apenas um estudo cuja exposi¢do ao DDVP
ocorreu pelo método inalatério (Narciso, 2012). Neste, comprovou-se toxicidade sistémica
aguda em ratos apds a exposicio inalatdria destes na concentracdo equivalente a 50 mL.m
em uma &rea de 2m? por um periodo de 6 horas ou 24 horas, dependendo do grupo. Os
animais expostos por um periodo de 6 horas apresentaram uma inibicdo enzimética da
colinesterase plasmatica em 26%, engquanto os expostos por um periodo de 24 horas
apresentaram inibicdo de até 37%. Os sinais clinicos apresentados pelos animais foram de
intensidade leve, do tipo fasciculacéo e irritabilidade nos animais expostos por 24 horas e

nenhum sinal clinico nos expostos por 6 horas.

Inibidores de colinesterases possuem bioindicadores especificos de toxicidade, sendo
assim, experimentalmente, além dos sinais colinérgicos tipicos dos organofosforados, o nivel
de toxicidade desses compostos é avadiado pela atividade da colinesterase plasmética

(Cavaliere e cols., 1996).
1.6 Emissdes otoacusticas e andlise da funcéo coclear

O exame de emissdes otoacUsticas € rgpido e ndo invasivo, avaliando a funcdo das
células ciliadas externas da coclea (Carvalo e cols., 2015). As emissdes otoacusticas sao

respostas especificas de determinada frequéncia, pois sdo geradas de acordo com a tonotopia
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coclear. Essas respostas sO serdo geradas em bandas de frequéncias cujas células ciliadas

externas da cdclea estiverem normais ou proximas do normal (Sousa e cols., 2010).

Esse procedimento é realizado rotineiramente para o diagnéstico de perda auditiva
funciona (Mehrparvar e cols., 2015). De acordo com Carvallo e cols. (2015), a presenca de
respostas normais em um exame de emissdes otoaclsticas € um forte preditor de funcdo
auditivaintegra. O exame é realizado por meio de uma sonda acoplada a um microfone, sendo

esse acessorio adaptado ao meato acustico externo (Sousa e cols., 2010).

Em umarevisdo de literatura, Reis, Dalmolin e Dallegrave (2017) evidenciaram que a
pesquisa de EOAPD foi a avaliacdo auditiva mais frequentemente utilizada nos estudos
analisados contemplando modelos animais, como ratos, havendo similaridade entre essas

respostas em ratos e humanos (Martin e cols., 2011).

Segundo Shen e cols. (2015), os dois tipos de emissdes otoacusticas evocadas mais

comuns sdo: transientes e produto de distorgao.

As transientes sdo sons breves de fraca intensidade produzidos pela céclea em
resposta a um estimulo acustico, sendo que os mais utilizados para o exame sdo o clique ou

toneburst (Mantzari e cols., 2014; Sousa e cols., 2010).

As EOAPD sdo respostas geradas pela coclea, evocadas por 2 tons puros (F1 e F2)
cuja relacéo FU/F2 é igua a 1,22. F1 e F2 sdo apresentados simultaneamente em nivels
moderados de intensidade; esses tons puros possuem frequéncias sonoras muito préximas.
Como a coclea ndo é capaz de amplificar de forma linear dois estimulos diferentes surge um
produto de distor¢éo, sendo que o mais utilizado é 2f1-f2 por ser a maior resposta detectada

(Mantzari e cols., 2014; Azevedo, 2003; Sousa e cols., 2010).
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As EOAPD possuem maior especificidade de frequéncia do que as transientes,

podendo-se avaliar a cdclea desde a espira basal até aapical (Azevedo, 2003).

Além da observacdo da presenca ou auséncia de EOAPD, também é necesséria a
avaliacdo darelacdo sinal-ruido dessas, pois pode ocorrer lesdo as células ciliadas externas e —

mesmo assim — presenca de otoemissdes (K orbes, 2009).

Em relacdo a anatomia otoldgica do rato, um estudo de Albuguerque e cols. (2009)
comprovou, por meio de microscopia eletronica de varredura, que este possui cOclea
composta por espira basal, espira 2 e a espira apical, onde se observa na coclea a Membrana

Tectoria, aMembrana de Raissner e o Orgao de Corti.

O rato possui um padrédo W/V na disposicéo das células ciliadas externas e células
ciliadas internas do 6rgdo de Corti (Albuquergue e cols., 2009). As células ciliadas externas
daterceirafileira no rato apresentam células que se localizam fora da fileira a cada intervalo
de espaco e na membrana timpanica desse anima existe uma particularidade que
possivelmente o predispde a otite média, que é uma abertura entre a bigorna e o martelo, que

da acesso a orelha média (Albuguerque e cols., 2009).
Justificativa

Tendo em vista a escassez de pesquisas que explorem a relacdo entre exposicao
inalatoria de agrotdxicos e dano auditivo, a necessidade de controle do viés do ruido
concomitante a exposicao a esses agentes, e a fata de legislagdo brasileira especifica que
regule o controle audiométrico de trabalhadores em contato com substancias quimicas,

justifica-se arealizacdo do presente estudo.
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2. Objetivos

Objetivo geral

Avdiar os efeitos sistémicos e auditivos (funcdo coclear) da exposicdo subcrénica

inalatéria ao diclorvés em ratos Wistar.

Obj etivos especificos

Revisar 0s estudos contendo avaliagdes auditivas em modelos animais.

Avdiar o funcionamento das células ciliadas externas de ratos Wistar expostos

subcronicamente viaina atéria ao diclorvos.

Avdiar a toxicidade sistémica, incluindo massa corporal, sinais clinicos, nivels de
colinesterase plasmética, massa relativa dos 6rgaos e histologia pulmonar de ratos Wistar

expostos subcronicamente viainaatéria ao diclorvos.

Correlacionar os efeitos sistémicos e auditivos em ratos Wistar expostos subcronicamente

viainalatériaao diclorvos.
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Animal models for hearing evaluations: a literature review
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INTRODUCTION
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processas with computer assisiance, Methsr of them
wse amimals, bid thay hawve restnctions, as soms
ragaarch can only be perormed inwive,

The impartance of snimal use in ressanch lor scien-
lific advancement and improvamen] af tha krowledge
of the physclogical mechanisms ol diseases s
heghlightad in several studies, shawng the imporance
of v wivo evalushion technigques that can he applsd in
fwmans in the fuburs’.

The basis al fhe use of anirsal modals permeatas
mery aspects for its jestification. To be able o use living
beings in research, @ is essentiaf to know the charac-
terstics of their anatomy and physiokogy, which tasis
are appropate for the cormest Intarpretation of rasults,
and the advantages and disadvanisgss of using esch
apecies.

Thus, this review aims (0 delineabe visble animal
models for prechnical heanng research - that &,
perfommed on enimals o predict possible sfacts in
faurmans — considening their anatomical charactenstics,
and advantages and disathaniages of uss

METHODS

Scielo, PubMed and Porad Penodcns Capas were
consullad, using descripbors in English canceming
haarng, hearing tasts and animal spacias, mdividualhy
and croesed wih eech other. The descriptors used
for hearing were heaning, sar, audiory, kalr ool ear
anatovmy, 2namomy fesnng and hesnng eovanizgas.
whie Ihose relaled 1o heanng Bsls were diEtohion
pradch 8nd SHesns processing auoiiory cordex. As for
1he animals, the desciplons used 10 orods 1he Temmns
were anirnal sl moded, cal, dog, chincfiila, Afheses,
rabrafsh ard rabbits

The abetracte of the aricles found in the databases
wera read, wih subeaquent selaciion basad on e
lalkewing inclussn crilera: e aficles, use ol animal
models in audialogical procadures Fal included ha
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description of the eveksation methods, the sdven-
ftages andior disadvaniages of use of the species, and
pubished Detween 1825 and 2016

The peoclusion criterion was use of animal modeds in
audiological procadures without the descrption of the
avaluation malhod,

Mher souwrces, such ms e Alernaiive Bethods
Metwork FAEMAKMAK and the HNatloral Cowncil for
Animal Esperimentation  Control®  (CONCEA),  wers
consulted In arder to slandardize the concepd of the
consoious wse o animals and axamine ofthar Socuroes,
chaly citied, Gullsica the digcribed dalabhsoes.

LITERATURE REVIEW — RESULTS

Tabde 1 shows the research resulis, acoceding to the
descriplors and consuled dalabases,

The eearch for ahermabive methods for eudsony
gvalustion in anma! modsls that are adequste o
predict the possible efects In humans of the ssposure
o ololoric agerss reveals that, among the specific
methods, dislorien products and  suditery evoked
patential wera the moat used [Talsda 29

Ragarding animal modeks in hearing research,
rodants ara the most commondy used amimals. oftan
in tha Investgaban of tha pathophysiclogieal mecha-
nizms of heaing damsge and thair possibla revarsal.
in addition fo these animats, fish. sheap, dogs, cals,
morkeys and olher sltemeiive models weee Glao cited,

After eealuating the absiracis of the studies selected
by the incusion criteria, the anatomical, hisiological
and audiological cheractenslics, which will base the
classilicaten of the modals egarding the advantages
and disadwantages, will be presented and discussed

Anaiomical studies

Thee Extarnal sar of domastic animals, such as dogs
and cats |5 composed of pinna, extarnal sar canal and
fympanic membeane, and & responsible for the trans-
mission &and direction ol scund waves to the middle
2ar. Tne exqemal ear cenal doss not lesd directy o
fhie bympanic mambrane; | makes & Wwm (mpodant lar
aferar ebosonp inserion and aleaning)®,
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Table 1. Research results according %0 the databases consulted, descrplons, evalugied atices and refergnced aticks

Perddicos CAPES Anmal hearin S 1
Scielo Auditory and dogs 10 2
Animal model analamy 2 1
Chinchilia distorction product 10 B
Fabbe mocel headng 13 5
Hair cell zehrafish 178 3
Alternawe meshods animal ear 2 2
Altermative methods animal hearing 27 2
Heaing mece advantages 13 2
Pibrtiad Rahbit ear anstomy hearng 10 2
Streams progessing auditory corfiz a2 2
Auditory avauation methods in animal madels 18 !
Allemaive methods moded insects heanng 2 1
Cat eat anatomy 101 1
Dogs ear anatorry 87 1
Raobit distorcaon product 12 1
Rhesus hearing 34 1
Table 2. Studies comairing hearing evakations in animal models
* Evaluation Species g‘i
Distoetion Product Otoacoustic Emissions (DPOAEs)  Loca - Chinchila'®* %, Gunea Pig™, Ranbi =44, "

Rabbt/Rat Chinchila®

Paca', Rhesus Mankey (Macaca muwata) ™, Cunchilla =,

Branstem Auditory Evokad Potectial (BAES) Raone™, Guinea P, Mouse”, Dog™ " [0
Tympanomstry Chirchilla™, Mouse"", Rabbi™* 4

Cochiear microphonic Chinchila* 2
Summating potentials; Compound action potensals Chinchl 122~ 2
Ausitory Evoked Polential (AEPs) Zebealish”, Turtle (Carefa carafta)™ 2
Evosed Potentials from a Infzrior Codiculus Chirchillz®# 2
Campourdd action potestials; Opscally evoked Cat® 1

campound action posankials

Trangent ol0aCoustic emissons Paca' 1

Pure Tone Regporses Locust {{ocusia migrarona)® 1

Behavioral methods Turth {Caretta caretta)™ 1

Otoscopy Mouse® 1

Otologic surgery Pig? 1

Gar, Cranchilla™=, Guinea Pig®, Sheep'’, Rhesus
Histcéogy by optical misrascogy Morkey (Macaca mwafa)'’, Guinea Pig/Rat"”, Zebrafish™. 12
Mouse?, Raboit™

Histology by slectran microscopy Paca”, Guinea Pig/Rat'’, Rabbit™, Guinea Pig™ 4

Cytocachisogramyoochgogram Chirchillg = 2
Time-Lanse Imaging Zebeafish™ 1

Compud tomography Chinchily’ 1

Rev. CEFAC. 2017 Maio-Jun; 19(3):417-428



420 | Ams A Dedmoin SR Dakegres E

The tympanizc membrane separgies the extarnal
from the maddie ear, baing suppored Dy & tympanic
fing, which & dodsally inferunted By a notch. The
tyrmpanaz ring has the configuration of an inclined sami-
transparent blade, being oval n doge, poined in cats,
circular inawine, and oval in equines and bavines’, In
citfs, it spans the width of the fibrocartlaginous rings
that form the entranca to the extemal ear canal, and 15
fime, semitransiuscent, and of white-gray color,

The el sar consssts of ymgaanic cavity, hearing
cesicles and auditory tube. The REtler connecis the
fymganc cavity to the nasal pharym and has the
funclicen of equalizing the air pressure on Soh sides of
the tympanic membrans’. The tensor tympani muscle
presades greater senalbviy bo the transmisssnn sysiem,
and i stapes muscls has a lgating slec on the
tranzmissaon’,

Thee et @ar consisls of meambranous chambers
and ducks lilled with endolympd - 1he mambranous
labyminth -, and the endolymph movement stimulatss
the inner ear's sensory cells. The membranous labyrinth
pompeisas the vistibular afyrinin, incliding ssoouhs,
utncle, cochbsar lebyrinth and wnicn duct, whens the
eplral angan of Cortl and the cochles are siluatad!.

The momsl important diferences m relafion o human
anetomy includs, in rets, the facial nerve, which
amerges more superficialy and in lhe anienc-rostral
temporal bone, tha thickness of fhe cssicles 5 the
middle ear, which are sbmost anfirely hidden on the
epitymganum, and the carctd artery, which passes
bestwmen e crurd of he stapes’. Amang the diflor-
ancas idantfisd in chinchilas, we highlight the fusion
of the malleus and the incus cesicles”; and, in pigs,
anefysie revealsd that the estermal appesrance of the
tesmiporal bone shows discrapancy when compared to
humans®.

Anatmically, there = & difference bemwean the VIl
narve of guinea pigs and men, dus to the fact that
gunea pige have the cochlesr component iméohved by
the westibular componsnt umll both fascicles join so it
is not possbds o dslinguish the cochioar vastibular
component’. In mon&eys, the Eustechian tube is shorer
and flexible, espscigly in the first yeers of life, and the
physiological hmclion iz lower due o the paratets]
miuscies’ anstomy',

In gheep, the temporal bone has no defined den -
f% thard i m e human maskaid -, and the masioid
cel are not filled by sdipocytes and hamatopolesia's
precuraor ceils". Thees ks an anatomicel bulls, the
rasloid g not serated, and the hypatympanum opens
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inferiorly 1o the badla®™, Momsower, the oloacoustic
amiEsions in animale are different from the reautts
Faund i humans., and thase can be cofretabed with the
differemoes already known in hair call pattems™

The use of monkeys &s anemal modsls for sudibony
evaluation s especialy recommendead in the snalyaia of
ceretral cortes funclion s cemiral processing delicids,
bacswse (his area finds more similarities beteeen
monkeys end hemans than between humeans and
rpdents™ =, Besades thal, There are samilanbes Delween
monkeys and humans in progressive heaing damags.
which encreass in saverity with eging™

The function of the Bustachsan tubs in humeans s
smaller whon compared 1o monkeys, probably dus o
differences batwesn the two species in the anatomy
of the tansor veli palstini muscles and the levator veli
palalini mascles: bn addiion, il is highlighted ksl the
oooemance of olilis media im humans, espacally
in childrem, iz remarkatéy higher than in laboratony
rnignkeys'.

There are simdarilies babwesn he anabomy of
hurnan and sheep aars, and the access paths used for
surgeny are presened m the procedurs. An smportant
mimilarity between he audilony aysiem of humans and
shesap is the size relationship betwaan the stucturas™,

Raks have a fragls uncion of tha tympanic bulla
and twi and a half lurns of the cochlea, They are not as
easy 1o handle & guines pigs and alien presant odilis
media, bacause the lympanic mambrang doas not saal
around ihe exiemal awdiory canal and  the Eustachian
tube is infwerantly horzonial s the analony of rats’

Guinga pigs have full bulias, fused malleus and
incus, and thrae and a half furns of the cochlaa™, In
Giuinea pegs, the amatomy of the temporal bone, the
aochiaa and its components, and the veslibuloeachlaar
ngrve resembles the bumans’, which makes them
eucelient models for comparative studies 1o the heman
ear. Thig animal does not have intenal audilony meatua,
orily exbornal, and the Eustachian lube is carllaginous®

Authors claim thal, in msearch on drugs thal have
an affect on the cochiea, guines piga are & betbar moded
thien rals due to the greater number of cochlear tums.
Fusthisman, guines pgs soas easily handled n
surgical expariments concarming stapes, the tympanio
membrane and the owal window, as wsil 23 in macro-
dsections, by reason of the size and sirenglh of the
bemporal bone'T,

Pacae ara also aremals usad in heanng rasearch
Angtomically, their cochles has a apiesl struciurs
constiuled by thiee gnd a hatl fums. eallad: basal fum



(1 furn), fem 2 (1 tum), twem 3 {1 tm) and apkcal tum
(12 .

Crin advantage of useng chinchillas in awdtory
sysiem research s easy sccess 10 surgeny of middis
&ar gruciures, &3 these animale have large hynpanic
Bubas'’®, Their agr has smiler sirociures @ e human
ear, such as stapes, cochks, distibution of hair calls
and westibular systam’. However, it has aratomical
diffarences when compared o the human ear, auch as
a fugion al the malleus and the ncus ossicles, which
has alsn been identified in guinea pigs'

Zabrafish |Demio reno) do rot heve ano awdtory
angan, such &3 the cochiea, buf they heve vestibutar
olalith engans similar 1o those of mammals, such a3 tha
secoudn and the utricke™. |n addiion, these fsh have
an gccessible set of hair cells m the Iatars! lina, newro-
masts, similarty 1o ofher cold-blopded vertebretes, such
as salamanders, newts and tadpohes™, They dso kave
sl orgiansg, which reguing Tiwer calls to pedorm body
funchions™, ard the accass 10 hair calls in the zebeal
mh's body sudace 8 B tector that slows the precies
dedesmination of the time of exposure to an agenl, in
fhis siudy, the cieplalin®,

Yat, despita tha advantagas of the zebrafish modsl
cver the memmal model as to the high throughpat and
eagy Booasa 1o the sensory halr cels, some data on
fish cannod ba applied fo mammals, by vidue of the cell
diffarences, molecudar charactenstics of the telaost and
auditory ceds of mammals™,

The pig s an altarnalve modal lor alaogic surgen)
because, anatomically, the lemporal bone is in e
same posion as in humans, and the fympanic
mambsane, middla ear and oaslcutar chain heve similar-
fles reganding strecture dimensions, The temporal ling,
thi spina suprarmealum, e exiernal audilory canal
and the mastod colls are consaderad classic landmarks
found in humars; howaver, these stuctures were nol
wentified = pigs. In addition, ¥ has advantages ower
siapes surgery, such as easy vision and manipulaiion
al the ncudostapedial joint®, The dsadvantags of using
themn as a modal is the access dificully to the middia
=ar as the tempors! bone & coverad with soft tEsue,
Tha preumatized cell system & localed Infarlorly 1o
ik aeviesion tympanic civily and nal postenody - as
m humans —, doas nof have a den, and, for viswing
the side channel, it is necessany to ramove part of the
exiemal guditesy canal’,

An omlsation compared the dewalopmant, urgani-
zation, structure and function of a specilic neaunonal
circuit i chickens (Gelus gatus domesbous] with
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transgenkc gualls, focusing on Bvo brein regions
lundarmeantal for the soued Deaizabon creull in the
audtory brainstam, The results demonsiratad that thare
gre gbructural and functonal shmilarties betasen the
newons of the regions analyzed in Fansgenic qualls
and chickans: quails can be a groat madaF,

Histological studies

Thie wse of hstologioa methods allows the avalu:
ation of tha pathophysiology of hearing loss. o this
senae, ane sludy analyzed cochlesr lesion indeced by
expernirmentd bactarial meningilis in rsbhils, obsening
stmciures =each as the organ o Corli, bair calls,
auppoet calls and sl vasculsns, scala tympeny basilar
memorang, scala madia, spieal bgament and teciorisl
méntirang through slecironio micoscopy™.

Seanning alesiron misroscopy was wsed in guinse
pigs bo evaleate the acube argansphosphons ooy
in tha auditory systam™, Tha prasanca, in this animal,
af thres and & half iunmns of the cochiles, Hengen's calts,
leclonio rervhrane, Ressne’s membrane and angan
ol Corti was evidenced by the sama mathad'”. In mbs,
it wes posaible to demonstrate the prasence of tactonic
membrang, Reisanars mambrane and organ of Carti’.
This analyss alse alowed the elesirophysiological,
functional and ulirastructural charscterzation of the
peca’s inner aar'®,

dnather possibdity s the histological evalualion
by optical microacopy, which evaluated tha operation
af the middle ear of genslic strains of 61 mice™. The
external middle and nner ears ol cals. wers also
analyzed by this mathod®, e well as the cochisa of
rebbits exposed 1o woration™. In eddition, cheracter-
I5hics of the sheep's wemporal bone allow the visual-
ization, through optical microscopy, of callular aspects,
ear architectura, intrecavilany spaces and anetomy., "

One lessused analyss 5 timedapss imaging. A
study with zebrafsh analyzed, using thes Imaging test,
ihe death of ciated calls in the lateral line mduced by
csplaline, || showld be emphasized thal his animal is
conssderad a good modal for an avaluation of hair cell
logg™,

Studies on audiological evaluation

Distortion produd olosccustic emissions ([DPOAE)
are widely cfed in the Beralure in stodies wilth animal
models, Pre- and post-noise ssposws analyses o
rabbie have shown that OPCAE can be wsed bo 855855
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and diagnosa indisd noiss-indwcad hearing boss, Bven
wihien the result of tonel audiometry i nommal™,

OPOME  similanfos betwean humang,  rabbils,
chinchélgs and rats hava bean demonstrated”, and
thie evsuation was used o detesmineg i the application
al buthmning sullodrmess by infusion direclly into the
cochies improved he ololesicily of caboplatin in the
chinchiia cochlea™. The severty of olotoxicity caused
by thes drug was svalusted not ondy by DFOAE, but also
by eveked patentials from the inlerer collicwius and,
aralcmically, by eylechocleograms™. Ina rsearch
whoss objective was to diferentisie the inhibitony
machanisms refated to ympanss tensor muscles snd
gtapes kn chinchillas, the analyses coowsred throsgh
raaldima DPOAE, which allowad the comparison of
components of the medial olivocochlear system and of
thia middis ear muscke refag’®,

In an anablysis, the carboplatin was apphied N
chinchilas” ears o warify if sefactive lesions in innar hair
calls and in guditory nerve fibars would gensrata results
al elechophysiological tests similar to those presented
in Cases of geciiory neurapathy, The authors avaluabed
the armmals by cochiear microphonic, DPOBE
summating potential, compound &otion potential s
BAEPY,

Anaiher analyses with the applcalion of cakaplatin
i chenchilles' sars smed o mvestigate the sfiscts of
irsllgl morphodogcal demege on the cochlea snd the
aipcitory nerve in the cenfral and peripheral audiioey
sysiam. Cochlear microphonic and DPDAE  ware
used for the evalugtion of sxtarnal ciliary cefs, and the
aummating podendists, o avaluate the nner cillany calls:
The cormparents of aclion potsntials wens maasured bo
awaluabe the funclion and infegnaty of the innar hair cells
and the afferest synapbc fibers in the audBory nerve
The midbraln evoked potentials were messured i the
irfertor colllculus 1o evaluale the funclioning of the
cuniral auditory systam, The resulls indicated that fhe
masaures of threshelds and ampliudes felad to detect
penpheral pathologess until relstively high damage was
Behisved™.

OPOBE and tympanomsiny ware used m rabhits
in research on the effects of vibretion on hearng. The
profocol consisted of basaline sudsanetry, rest periods,
exposure pariods. mst pariods"T This exam was alsa
chosen in a study on the acule 1oxicly of organophos-
phorus in the auditon system of guinas pigs. together
wilh BAEP=

il using rabbils, an sxperiment pedomed logacal
appécation of Papawaring directhy ta tha internal auditory
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artery and the cochlecwestibular nervs, comparing
cochisar biosd flow and DPOAE bebeecn the conbrod
group and the freated group, shawing the funciiona!
hoss of cochlaar activity™.

In cale, the tasta, found in the iterabura, 1o Bs5ess
the mesearched cochlear funclion were composed of
auditory swoked potentals and opticaly evoked scton
potentlals recorded in the round window. The resulis
cemonsirabed tha  elfectivensss of pulsed  infrared
radiation etimulating auditory neunns withoul causing
chiftgctable dnjury, Bul a limitaon on the afecivaness
of the stéimulation of spiral gangkon cells by pulsed
infrared rdiabon may be e prosance of a signilican
amount of bone in from of the opiical fiber, which would
cause light diffraction snd scaliering™.

Brairstesn mucitary evoked patentals (BAEP) are
alsa widaly used n hearing research. Bésides the
advantaga relsied to the functional assessment from
this aachles b the bramsia, i is & noninmcsive bes) n
a study on dogs, the authors propose the test's wawve
latency walues &3 & referance for compariscn with Boses
dags with déferent diseases, as wall as for evaluation m
dogs of ditfferent ages, in thiz case, wilhout segation™,
However, one ol the axamination’s disadvantages
i tha possibls wuse of ssdation in cese of nesd for
chamical resirant, which, in another siudy, was done
throwgh intramuzsular administration of monphies and
acepromazing. This did not attect the mapretation of
the svoked potential, althowgh § causad prolongation in
latencies of waves |1, I} and intervals Hil and 1, without
intedaring with their identiicatons™,

Brairgbem auditory evaked polentials [BAEP) ware
used in Ahasus monkeys inoa research thatl investi-
oated presbycusis™. Thera was a connection bebween
age, thmshold merease in ABR and decraase n
cochiear histopethology of this pnimate, The animals
sludied were betwean 10 years end Thies months 1o
35 yeara and thres months-old, equivalant o 30 to 105
human years, Anesthethe keteming and medebormidine
wone used {0 pedorm the functional test, in Grder to
proniede the eppropriste poaiton of the animel for the
aarm, ths 5 one ol he esls dissdvantages, as thene
is svidance that their adminéstration may Increasea wive
latency.

An impotant difference in BAEP: performed =
pacas is thal the animal’s IV-wave 15 equialant 1o B
human's V-wave, the liest being used as 8 paramater for
thie anafysis ol the electrophysiclogical hrashold in e
avaluation'™



Tha tunction of tha maddis ear of genedic strains of 61
mize wes avaluated through tympanometry, otoscopy
and analyss of brainstem audiory rasponsas. The
combination of thess syvalustons allows not only the
marpnological analysis of the middle ear, but algo the
evalualion of inllammalion.

An o aftemaltive  aeperimectal madal Tor Bednng
evitlumlion is the Canedis o urile, Auditory evoked
patentinls and behavionl methods were chosen for
maasunng audingrams of a captive adul femals furile
compledety submesgad, B was avidenced that the
audizgrams cobacted through tha behaviorsl tasting
and auditcey avoked patentials are simiar, being the
audtory evoked potentials sdvemegecus & they
can be conductad i a tew hours and with unbraired
anmas™, Anothar allernaive masdel, (he mbrafish, has
alraady bean evaluated by auditory evoked polerdias
tex analyza tha daath of hair cells induced by the admin-
istration of aminoghcosides'®,

Thara &= akso research in the [Heratura using Looust
mipradoy bacusts for auditory anatyeas. Thase animaks
are characterized by the responsss of the auditony
receptor cells m purs tones and by having the tympanal
audilony organ Issaled in the first abdeminal segment™.

Besides these, rabbis wane models m e asing
al the elfects of mannilel admesieed opically in
tha round window after the induction of apisndas of
repaatad ischermia by compeassion of the internal
audiory artan

Ofther ieatures

Iy tha Ikerature, thare ara guditcry Sudies wsng
allemative modals. Birds, such as quais, are offen
used, since they have advantages such &z small size,
great egq production and early saxusl maturity, being
possine fo develop trarsgenic lines of quails = the
|absoraton.

Birds and ehickens are cited as 8 study moael for
L svahaation ol siliary calls, beng the birds praviouey
chargclarized as o the ime of regenaration, idendifi-
calicn of such precursor cplls and caluiar processes™,

Zabrefish have bean widely uvsed as 8 modal in
biological ressarch because of their tolerance to
termnpersture waristions, emse of regroduction, identi-
fication of genss shiough mutations, and escedent
ambryalogy. The embryos are large and transparent
ared cen be ssen ihicwgh the choron during the first
tawpnty-dour bous pastSeclilization™

Irv @ descriptive anahysis of the ovine aar ssabormy
which, amang s perpcsss, was 1o idendity a suitable
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arimaé for experimantation and frasming n otologic
Eurgary, advanlages were reportad. such as dogile
bahavioe, and no nead 0 kesp the animal confined
in the lshoratory. This, 0 long obssvational pariods.
e gheen could be kept In farms. other than in he
laborabory, Increasing  the animals’ comlord  and
Pedusing he susceplibilty io inleclion by diseasas
In addifon, sheep ane widely aseailable due o he
economic adivibes refated bo meat gensumphion and
wiool usa™,

Tha aasy manipulation of the guinaa pig, by resson
of ite small size and for baing a docie anirmal, has
glzo besn highlighted in the literates®. Animals such
B3 cafe, dogs and monkeys - N acdiion to hawving &
differenl body g2e from humans - can be aflicult to
hardie in the laboralory, Because they & aggressive
and susceplible o disesses, can he cosly, be less
avalable, and, for baing pats, can cause a negaive
psychosocial effect and mest objection foam animal
rights aganceas'*

DISCUSSION

Table 3 shows the acdvantages and disachandages
of using animal models N awdickgical assessmants,
by spacias.

in refation to the anstomical characteristics of
rarmTiEts 55 Bnimel modsls. there are sawanal advan-
tages regarding their use i audalogical evaluations.
rrainty with refesence 1o amsbomical simdarifies o
humans, eapecially monkeys, alihough some stuciunes
are diffgrent or abserd, Howesar, in some cases, (hese
animal models mequing sadation Tor fhe tesis, bring a
negative pEychosocl refles and are mons expansive,

Economecelly, emall animals ars more advanta-
geous becawse of tha smaller virluma of food ingesied
and lese space faguied in the laboratory [0 maintain
animal cofriar. Animal gize doas ol sesm 0 be &
completely dependent 1actor in the manipuiaton of the
rmsdial, sirce shasn - although they have o significantly
largar size than mats - am easly manipulated in audio-
logical studies, uniie feports rdated 1o he possible
diffizulty in manipudabng rats,

Ag for the anatomicsl diffarences betwsaen hwmans
and enimals, the difierence with rats, whose tymipenic
rseenrane is sarm-oosluded, was highiightad. It shousd
be noted that these animeals, bacauss of this charscter-
latie, have & greater lendency 10 ofiis media. being &
gecd rmacil Tor mimicking this pathsdagy. Howavar, in
studbes witose objecive is impaired By The cocurneton
of otilis, otfer madaels showlkd be considarad,
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Chinchilla Eisy agiess for surgery ol middie ear struphees™, T @il s andtorny maies & dificel (o pecess
Ear struzturs senda o human's’ e audiory cana?
similanty ol DPOAE emissinn chanclensics Delwaen hamang, : - .
Aabdit ratibite and rafe®. Thede might b a lower avaitabifly of the anima.
High ool and lower  vaiabiite negase
[icxg Analmical athvamieges due o simiarises 1 urmans. ErsychosnGial eHact™.
UUse of sedation in case of chemice! condainment”,
Tolermnce I varistions n femperalure; esse ol reprodichon;
e mmmql of genes through mefations end ecelemt o I ——
Easy access In har cels: presence of ololihic vesibular organs T e i el N A e AETIAR
gienila h mammak'.
: . Migh cost and |mwer avaiabiify. negeve
Cal Arabirical adeantages dee 0 Sindaies b umans frsyrisceial pect™
|
Risus Morkey - Simiaies et menkeys and huras regansiog peogresshee |y ool 0 MO VAN, - e
T . b
[Masyes mukfta)  audiory dirage, shich incresses in savanby with agng™, UREieE il s
Them it a relalionship betmies 3o and resislanoe
Mo Wide gesilatibty of tests to assass hesing damage of the tympanic membease, which may Ead 1o
alieraton of e midde i responss”,
s chasclensics alow isslzsion thrgh e Bsioogisl
anilysis of celulsr mpects, eer erchilecirs, RIEECEYIEY
spaces &0 anetomy”! docike heagvior, can be mantsEned in
Sheap famms. increasing erimal comiort and reducing suscapiity 10 Them might be 3 lower avaiabiny ol the anma,
dizaese nfecborr wide aveletilty; Bocass pathe I sumgery are
praservad'?,
Simiarly of se betwaes shesp and hurmin siiaches,
; | ; B is ot w0 easy 10 manpulys, Seqeintly have
Rat Presence I:Ifll:[‘-"‘tll;lﬂ mambrane, Reissner's membrang, argan o oflls el gk fncion o the s
Cor and coclea By,
Full tuilas, ings and maflews fused, fheee and o falf cochicar
lums, Hersen's cels, inclorial Memirane, Ressoer's membrans
and organ of Corli; manipdston for suegcal experrnents
GuineaFig  that involve cval window, fympanic membrane s Slages: ;:: ml : hf': I"“!I mwmnm A
microsection given thek femporal bones” rabusiness and size'". I
Easy maniguiaton, docie, temporal Bone sratomy smilar 10
humins’
Paca Favorabie analomo-physidiogical charsciensiics . Them might be 3 lower avaihikty o the anima.
duad Small slee, large B0 provduction and eary sesu s matu by Dilficuity of BoCass 83 Inner &ar strucres.
Loouesl (locusds Fere sludies usmng Sz mode, lew techrigues
pariyissiio Easy manipulafion, due i 15 size and anstomical chametenstcs. s i el el
Turile Caretly  Athanisgeous audiory evoked polaniles as | can e conduded .
3} it gt e npiicnds; There might tie 3 lower avaikabity of the anima.
Tamporal hong i inthe sme posian &2in Funtans, and pmpanis
; Ternporal ing, Sping sopearesium, snemel sar
Fil membrang, midde ga and cssioubir chain alo e siminiies cana and rsiod ciBa wars not Esnlled in s

in struchiral dimensions; easy vision and marepulztion of the
incudoatapadial jont®.

animai; ditticeity accessing the middi aar,
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With resipect to the diference bilwaen (he number
al wems in rals and guirsa pigs, e authars of the
sludy aralyzed suggast that, o research wsing dugs
thet influence the cochlsa, @ would ba better to use
guines phga, sincs it is the model with a lergsr number
of bems’", This Biudy doas nod ustty such an asserthon,
bit there may be & relationship between the greater
rurnbier of lurms and a farger basilar membrane ke,
wihseh wolld generale a larger spectrum of lrequencies
and moré hair cels.

Despita the absence of an audiory cogan and some
results that ase noi applicable in mammalian anmal
models, Zebrafish are widaly citad in auditony evalu-
ation enalysas, mainky nthe gssesament of halr ceds in
the lateral line of this animal model, demonsireting that
analorrical characlenslica, reproducbilily sl hatsitat
are ralewant for their choice in difleranl assessrment
medhods.

As an gplion {0 the anirmal modats skesdy estab-
bzhad in tha litarature ard commonly used, the cocour-
rance of altarnatve modsals was verifed. Some aremals
hava anatomical simiariies, others have been chosen
ior prachcaity. size, reproducbdity and aven foe fhe
passibility af transgenic reproduction,

The Mede de Méodns Aemebeos o Uso de
Ariraig® (AEMAMAL highSghts the appication of the 3R
principles: mduction; the usa of the smalksst possible
mumiber of aremals 1o obiam the nacessany rdcenation
to the expedment; refnamant. the pem, suflesing or
atress of the animal usad In the expestiment should be
mirimized; end replecement whan the required lEvel
o imdarmation s acquired withoul the wse of e waria-
brabe animals

In accardence with the narmative resaldions o
Conseiio Macimal oe Conbrole oe  Expanmenacio
Animal (COMCEA), it = essential io aém for the possi-
biy of alternatves o the use of animals. If they do
ol exist, the best techregues proposed should be
considered, in onrder fo refine the sludy and reduce the
murniber of animats ugad.

With regard o anslomy, isclated afriuies may
i be dadswve for thae delerminaticn of the anmal
model used; the advantages and disadvantages o
the animals’ audiory system characterstics should ba
evalusted far the appeopeiata cholke,

In crder to achieve the objectives proposed in the
rezagrch, the (deal 3 that there (2 & balence between
the audiory evalualion meihod, s feasibility in relstion
o scomEs o egquipment, the pesence of a lwained
professional o avaluate the animal model, and a
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cansiderble murmber of advartsaes in amalomical and
struglhural tarms ancd graatar possibdity of genarszation
for thie human aucEory system,

It was found, in the litsralure, a great availabilty
of altsmatives for conductng auditory evaluations,
such g5 DPOAE, auditory evoked potentials, scanmng
alectron microecopy (SEM) and cyiocochleograms.

in relation to the mathods of heerng eveluation,
DPFCAE and BREF were the mosi used, ehowng
thernsehves o be impordant resaarch lools, Thess
bisls, Baing objeclive and nondinvasive malhods, allow
thar crarscterization of hearing damage moe refably
than behavioral iechniques, espacially in research
with animal models. Howswsar, they ars limited to the
possible use of sedation or anesthesia. which may
interlare with weve Eency.

Histologically, celular morpdology characienzaton
may lacilitate the sralyss of the pathophyssclogy of
heaning loss. However, The cholce of the animal model
intarfares with the tepe of evaluation to be parformed,
The couring of hair callz in alternative animal models,
=uch as fish, has been pedormed by methods such as
téme-lapse imaging, a techniqus kess widespread than
optical or electron microecopy, Coanman in mammaltan
and avien studies.

Varialione in studies may ba jusifad by he research
obieciive, 88 wall & by the animal o chosen snd
e seeess 0 eguipment. Therslera, i is easental 1o
knore tha chamotonslics of the seditory systam of the
chosen modael, its advantages. disedvantages and
lim#takions i expenmental practce. Consdesding al
tresa aspecits. the determination of the numbsar of
animats should be 85 small 82 possible, respecing. n
particutar, the standands propaosed by AERAMS.

CONCLUSION

Tha cholce of the experimenisl animal to evaluate
the audiory eystemn depands on anatomical, physi-
cloglcal,  economic, spatial  peychosoclal  tactors
and the evaluation's objectse. Rodems are still the
masl commonly used anirmal modals, and the mos
fraguently cfed heaing edaluations ae disiodion
product otoapcastic amissions and bramstam auditary
evokad potantial,
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4. Consideracgdesfinais

A exposicdo subcrbnica inalatéria ao diclorvos causou ototoxicidade em ratos Wistar
comparavel a ateracdo na funcdo coclear induzida por cisplating, sem efeitos sistémicos
significativos. Os sinais clinicos manifestados (dispneia, piloerecdo) caracterizaram
toxicidade transitéria, sem toxicidade sistémica relevante, informagdo corroborada pelos
resultados de colinesterase plasmética e desenvolvimento pondera similares entre 0s grupos
controle e experimental e de massa relativa dos 6rgéos sem ateracdes, bem como histologia

pulmonar levemente alterada.

Além de apresentar resultados consistentes, o presente estudo conseguiu reforcar a
importancia do rato como modelo adequado para avaliacdo auditiva fundamentado na funcéo
coclear e ainda estabelecer um protocolo de avaliacdo dessa por meio de emissOes
otoacusticas nesses animais sem a utilizacdo de anestesia, 0 que pode respaldar novos
trabalhos na area audiol 6gica que ndo apresentem o viés de ateracéo dos resultados devido a

utilizac&o desse tipo de substancia.

Nossos resultados indicam que novas normativas referentes a salde auditiva do
trabalhador exposto a agrotdxicos — como a obrigatoriedade de realizacdo de audiometrias
periddicas ou triagem por meio de emissdes otoacusticas - devem ser discutidas pelos 6rgaos
competentes, uma vez que tais substancias demonstraram poder ototéxico. Portanto, nosso
trabalho em modelo animal, com interesse em possivel aplicagdo dos dados em humanos,

atingiu impacto na pesguisa e ha salde publica.
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5. Anexos

Anexo 1- Aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFCSPA)

CEUA —-COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO

1) PROTOCOLO N°: 168/15  Parecer 321/15

DATA DO PARECER: 11/11/2015

3) TITULO DO PROJETO:

Efeitos da exposi¢do subcronicainalatéria ao Diclorvés na audicao de ratos Wistar.

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Eliane Dallegarve

5) RESUMO DO PROJETO:

Avdliar o efeito do agrotéxico Diclorvos em pardmetros auditivos de ratos Wistar. Os animais
serdo expostos de maneirainal atoria ao agrotoxico em dose 1/10 da CL50 durante 6 semanas
(4h/dia 5x semana). O controle positivo recebera Cisplatina por viaintraperitoneal como
model o padréo de lesdo auditiva. Serdo avaliadas a presencia ou auséncia e possiveis
mudancas de amplitude de emissdes otoacUsticas evocadas por produto de distorcao, as
estruturas gue compdem o sistema auditivo, sinais clinicos, niveis de colinesterase plasmatica,
massa rel ativa dos 6rgaos e estrutura pulmonar.

6) OBJETIVOSDO PROJETO:
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Gerd: Avaliar os efeitos sistémicos e auditivos (fungdo coclear) da exposi¢éo subcronica

inalatéria ao diclorvés em ratos Wistar.

7) FINALIDADE DO PROJETO:

Ensino

8) ITENSMETODOLOGICOSE ETICOSDO PROJETO:

Titulo

Introducéao

Objetivos

Redevancia e Justificativa

Materiais e Métodos

Cronograma para execugdo da pesquisa

Adequado

Adequada

Adequados

Adequados

Adequados

Adequado

Pesquisa

Comentérios

Comentérios

Comentérios

Comentérios

Comentérios

Comentarios
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Orcamento efontefinanciadora X | Adequados Comentérios

Refer éncias Bibliogr aficas X | Adequadas Comentarios
9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLACAO VIGENTE:

X | Sim Né&o

10) INFORMAC}OES RELATIVASAOSANIMAIS.
Grau dedor/estresse: B C D |x E
Justifique:
Espécie: NUmero Amostral: 44
Reducdo Amostral: Sim N&o

Justifique:




Substituicado de M etodologia: Sim X | N&o

Se achar necessario, justifique e sugira uma nova metodol ogia:

Aprimoramento da M etodologia: Sim x | N&o

Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da metodol ogia:

Acomodacdo e manutencéo dos animais: X | Adequada Inadequada

Se achar inadegquada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulagdo dos animais: X | Adequada Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): X | Adequada Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com anal gésico substituto:



Anestesia dos animais (se aplicavel): X | Adequada

Inadequada

Se achar inadegquada cite abaixo as melhorias necessarias com anestésico substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): X | Adequada

Inadequada

Se achar inadeguada cite abaixo as melhorias necessarias com metodol ogia substituta:

L ocal de Realizacdo (Biotério/Labotarorio):

Outrainstitui¢cdo. Qual?

11) CRONOGRAMA DE UTILIZACAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo

12) RECOMENDAGCAO:

X | Aprovado

Com Pendéncia

Quantidade
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N&o aprovado

Datadeinicio 01/01/16 Datade Término 15/12/17
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