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RESUMO

Introducdo: Agrotdxicos sdo substancias quimicas reconhecidos como ototdxicos e
podem causar alteragdes auditivas e vestibulares. A escassez de estudos que verifiquem e
caracterizem os mecanismos especificos da ototoxicidade destas substancias, bem como a
dificuldade de separar outros fatores concomitantes, como o ruido dos equipamentos
utilizados, justifica a necessidade de desenvolver um estudo em modelo animal. A literatura
que aborda as alteragdes auditivas vinculadas com a exposi¢do aos agrotoxicos possui
diversos limitantes, por serem pesquisas observacionais em humanos com viés metodologico,
ou quando em modelo animal, ndo ha padrao de protocolo ou mimetizagdo com a exposi¢ao
humana. Dentre os estudos encontrados nas bases de dados, nenhum até o momento vinculou
as alteracdes auditivas apenas a exposi¢ao a cipermetrina de forma isolada. Objetivos:
Avaliar os efeitos da exposi¢do subcronica inalatéria ao agrotoxico do tipo piretroide
cipermetrina na funcdo coclear de ratos Wistar. Material e Métodos: Estudo experimental
aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal UFCSPA sob parecer niimero 323/15. Foram
utilizados 36 ratos Wistar machos de 60 dias, alocados em trés grupos: Controle (12 ratos
expostos inalatoriamente a agua), Controle Positivo para lesdo auditiva (12 ratos tratados com
8mg/kg de cisplatina via intraperitoneal, por 3 dias, 24h antes da eutandsia) e grupo
Experimental (12 ratos expostos inalatoriamente a cipermetrina - 1/10 da concentragdo letal
mediana = 1,667 mg/mL). A exposicao inalatdria foi realizada durante 4 horas, 5 vezes por
semana, durante 6 semanas. Foram realizados testes de emissdes otoacusticas evocadas
produto de distor¢ao (EOAPD) antes e apds o periodo de exposi¢do (sem o uso de anestesia),
nas frequéncias de 4, 6, 8, 10 e 12 kHz. Também foram avaliadas as variaveis de toxicidade
sist€émica como massa corporal e sinais clinicos. Resultados: Foi observada reducao (p<0,05;

teste Mann-Whitney) entre de amplitude média de EOAPD apds o periodo de exposi¢ao em



relacdo a avaliagdo basal. Nao houve alteracdo significativa no ganho de massa corporal nos
animais expostos a cipermetrina, contudo, estes manifestaram sinais clinicos transitorios de
piloerecdo, dispneia durante a exposicao (entre 30 e 240 minutos e da 1* a 4* semana). O
ganho relativo de massa corporal no periodo foi similar (p>0,05; teste t’Student) entre os
grupos (Controle e Cipermetrina. Conclui-se que a exposi¢do inalatoria subcrénica a

cipermetrina causa ototoxicidade em ratos Wistar.

Palavras-chave: Ototoxicidade; Cipermetrina; Ratos Wistar.



1 INTRODUCAO

O perfil audiométrico de individuos expostos a pesticidas, tem sido objeto de estudos de
forma a caracterizar os efeitos nocivos desta exposicao na audi¢do humana (Teixeira et al.,
2003; Fluente e McPherson 2006; Pacheco-Ferreira et al., 2008; Freitas et al., 2009; Korbes et
al., 2010; Kos et al., 2013; Alcanras at el., 2013). No entanto, esses estudos apresentam o viés
da exposi¢do ao ruido presente nesses locais, bem como, ao uso de agrotéxicos, sendo a perda
auditiva frequentemente multifatorial, dificultando a relagdo nexo causal e o estudo de seus

mecanismos (Albuquerque et al., 2009; Alcarés et al., 2013).

Em revisdo, autores apresentam estudos em humanos e em animais e suas limitagdes,
novamente trazidas, como os vieses confundidores nos estudos em humanos, ja referidos aqui.
Além disso, os modelos animais ndo apresentam protocolos e metodologias semelhantes que
possam ser comparadas ou usadas como representagdes para a exposicao humana (Gatto et al.,
2014). Neste sentido, estudos em modelos animais permitem a caracterizacdo da perda
auditiva, bem como, de seus mecanismos. Entretanto, os poucos estudos em modelos animais
encontrados, muitas vezes utilizam vias de exposi¢do ndo correlaciondveis, como oral

(adequada para exposi¢do alimentar) e intraperitoneal (Gatto et al., 2014).

Dentre os estudos descritos na literatura, encontrados nas bases de dados PubMed,
Scopus e Web of Science, nenhum dos estudos em modelo animal expos ao inseticida do tipo
piretroide cipermetrina, e apenas alguns estudos observacionais em humanos expostos a
combinagdo deste inseticida com outros, mas nunca isolado (Gatto et al., 2014).

Sendo assim, torna-se relevante o estudo da exposi¢cdo a inseticidas da classe dos
piretroides amplamente utilizados em diversos cultivos agricolas, na producdo animal e em

campanhas de saude publica no controle de vetores, bem como por empresas especializadas



na desinsetizagdo comercial ou mesmo doméstica. Além disso, hd ainda um risco de
exposicdo ndo propriamente ocupacional, mas no contato direto com animais de estimagao
que recebem ectoparasiticidas e também o uso destes produtos no controle doméstico de
insetos realizados por usuarios.

Dentro da classe dos piretroides, inseticidas mais comumente utilizados no mundo, a
cipermetrina, piretroide tipo II, considerado mais potente e toxico, podendo bloquear a
condugdo nervosa dos vertebrados via canal de sodio voltagem-dependente; bem como
interferir no receptor GABA com supressdao dos canais de cloro (Cantalamessa, 1997). A
cipermetrina, emulsiondvel em agua, ¢ considerada mais toxica pela via oral, sendo a toxidade
no ser humano dependente da apresentacao do produto, duracao e frequéncia da exposigao,
assim como da satde do individuo. Apesar da via oral ser a forma de maior toxicidade, a via
respiratoria € considerada a forma mais frequente de exposi¢do (Cantalamessa, 1997;
ANVISA, 2015).

Por ser um agrotdxico considerado com menor toxicidade sistémica que outros
inseticidas, atualmente tendo seu uso disseminado em crescimento e substituindo o uso de
outros inseticidas (Erdogan et al., 2006; Patel et al., 2006 e Sheikh et al., 2014), a
cipermetrina foi escolhida como substancia para avaliar os efeitos auditivos desse piretroide
administrado subcronicamente, via respiratoria por inalacao, a ratos Wistar.

Apesar da Cipermetrina ser uma substancia de menores riscos quando comparado a
outras classes de pesticidas, sdo poucos os estudos que descrevem os mecanismos desta
substancia na satide humana. Pesquisas com modelo animal demonstraram que a exposi¢ao a
pesticidas da classe dos piretroides pode causar mudancas histopatoldgicas no encéfalo, além

de alteragdes hematoldgicas (Sayim et al., 2005; Singh et al., 2012). Apesar da existéncia



destes estudos, quando pesquisados com relagdo a audi¢do, ndo encontra-se dados
relacionando apenas os piretroides a injurias auditivas ou vestibulares.
Desta forma, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a ototoxicidade secundaria a exposi¢do

inalatoria subcronica a cipermetrina em ratos Wistar.



2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo tem como proposta revisar a literatura pertinente ao assunto desta
dissertacdo, referente aos agrotoxicos, em especial a classe piretrdide, descrever o
entendimento de ototoxicidade, relacionar a influéncia do piretroide na saude humana e as
avaliagdes em modelos animais, estabelecer os exames auditivos realizados e posteriormente
os estudos da agdo toxica no sistema auditivo e vestibular, bem como caracterizar a

toxicidade.

2.1 Ototoxicidade

As substancias ototoxicas sdo todas aquelas que causam danos aos sistemas coclear
e/ou vestibular, e que ocasionam uma reagao toxica desagradavel a fungdo auditiva (Almeira e
Almeida, 1993).

Segundo estudos, ototoxicidade s3o alteracdes causadas por substincias quimicas,
comprometendo a fun¢do auditiva e/ou vestibular. As alteragdes causadas por ototoxicidade
podem se localizar em mais de um local. Sendo os principais locais de agdo as células ciliadas
na coclea, o vestibulo e a estria vascular (Brummett, 1993; Hyppolito e Oliveira, 2005.

Dentre as substancias descritas que podem causar ototoxicidade, estao os antibidticos,
antineoplésicos, diuréticos, anti-inflamatorios, antihipertensivos, agrotoxicos. (Hyppolito e
Oliveira, 2005).

O quadro audioldgico causado por ototoxicose ¢ frequentemente caracterizado por
uma perda neurossensorial de grau variado em uma ou mais frequéncias de 250 a 8000 Hz
e/ou manifestacdes vestibulares, com lesdo de células ciliadas internas, perda bilateral,
simétrica e irreversivel, semelhante a configuracdo da perda auditiva provocada por ruido

(Lacerda et al., 2005). Essa perda auditiva pode ser de instalacdo rapida ou insidiosa e a



gravidade varia conforme a quantidade de absorcdo do agente, do tempo de exposi¢do e a
interacao com o ototoxico (Kos e Kos, 1998).

Segundo referido em estudo, a ototoxicidade deve ser julgada como um problema de
saude publica, e dentre as substincias referidas como ototoxicas estdo os agrotdxicos.
(Hoshino et al., 2008). Diversos agentes quimicos ototdxicos, como os agrotoxicos, podem ser
encontrados nos ambientes de trabalho e independente da presenga ou auséncia de ruido, estas
substancias podem causar uma perda auditiva ou alteracdes vestibulares. Apesar da literatura
reconhecer mais de 200 substancias como ototoxicas, muitas delas ndo sdo consideradas
nocivas ao ser humano (Almeida e Almeida, 1993).

A exposicao ocupacional a agrotoxicos e alteragdes auditivas ainda € pouco pesquisada.
Normalmente nesses ambientes as alteracdes auditivas sao encontradas e relacionadas a
presenca do ruido, sem o entendimento dos outros fatores que podem estar associados.
Diversos estudos correlacionando perda auditiva com a exposi¢ao ao ruido tém sido vistos na
literatura, no entanto, existem outros fatores de risco para a satde auditiva que vém sendo
observados com frequéncia nos ambientes de trabalho. Ao se considerar perdas auditivas
ocupacionais, ¢ importante que se reconhega a potencialidade de outros agentes, como ¢ o
caso dos produtos quimicos de efeito ototdxico, incluindo os agrotoxicos. (Almeida e
Almeida, 1993; Kos e Kos, 1998; Lacerda et al., 2005; Hoshino et al., 2008).

Pesquisas verificaram que a exposicao, principalmente cronica, aos agrotoxicos induz a
modificagdes variadas no sistema vestibulococlear (Crawford. et al., 2008; Hoshino et al.,
2008; Kos et al., 2013; Kos et al., 2014). Ao revisar a literatura, atenta-se para o fato de que
os estudos sobre os efeitos auditivos da exposicao aos inseticidas ainda sdo escassos (Teixeira
et al., 2003; Crawford et al., 2008; Kos et al., 2013).

Autores (Teixeira et al., 2003; Crawford et al., 2008; Kos et al., 2013) referem a



importancia de se realizar maiores estudos para uma melhor compreensdo da associagdo entre
a exposicdo a agrotoxicos e alteragdes no sistema auditivo, visto que nos estudos em humanos
existe a dificuldade de ser reconhecido os efeitos isolados dos agrotdxicos, uma vez que as
alteragdes auditivas podem ser causadas por inimeros fatores, possibilitando que os efeitos
ototoxicos desses agrotoxicos se tornem um aspecto a ser incorporado na evolugdo da

legislagdo.

2.2 Piretroides

Sdo definidos como agrotdxicos os produtos quimicos ou bioldgicos utilizados para
exterminar pragas ou patdogenos que ataquem as culturas agricolas. Atualmente,
aproximadamente 3 milhdes de toneladas de agrotdxicos sao utilizados na agricultura em todo
o mundo (Meyer et al., 2003).

Conforme dados de pesquisa, nos EUA, cerca de 1 bilhdo de litros de agrotoxicos sdo
aplicadas anualmente na producdo agricola, residéncias, escolas, parques e florestas (Aratjo
et al., 2007). No Brasil, o uso ¢ tdo extenso que faz com que o pais ocupe o primeiro lugar no
ranking mundial do consumo de agrotoxicos (Carneiro et al., 2015).

Os agrotoxicos organofosforados e sua repercussdo na audigdo tem sido estudados, no
entanto, os agrotoxicos do tipo piretroides sdo pouco referidos. Apesar disso, o uso de
piretroides ¢ amplamente difundido, sendo, nos ultimos anos, 0 mais comum para controle de
vetores (Soderlund et al., 2002; Velisek et al., 2007 e Vilela et al., 2010) Essa grande difusao
do uso de piretroides se deve ao fato de muitos agrotoxicos terem seu uso proibido devido a
alta toxicidade e/ou persisténcia no ambiente, tornando os piretroides uma alternativa as
substancias proibidas (Almeida e Magalhaes, 1985).

Os piretroides sdo compostos sintéticos, inicialmente desenvolvidos e comercializados



com acdo contra insetos domésticos e posteriormente desenvolvidos para o emprego no
combate de pragas da agricultura (Velisek et al., 2007). Atualmente, como alternativa aos
agrotoxicos que sdo em sua maioria muito toxicos, os piretroides foram difundidos como
alternativa de menor toxicidade sistémica, baixo impacto ambiental quando comparados aos
outros agrotoxicos, tais como organoclorados e organofosforados (Soderlund et al., 2002;
Santos et al., 2007; Velisek et al., 2007 e Vilela et al., 2010)

Os piretroides sdo divididos em dois grupos: tipo I e tipo II, baseada nos sintomas
produzidos em animais experimentais que receberam doses agudas toxicas dos piretroides e
na presenga ou auséncia do grupo alfa-ciano em sua estrutura. Pireotroides do tipo I sdo
aqueles sem grupo ciano em sua estrutura, ¢ o tipo II sdo com um grupo ciano em sua
estrutura, como a cipermetrina ¢ deltametrina. Piretroides do tipo II s3o considerados mais
potentes pela presenca deste grupo ciano em sua molécula (Osti et al., 2007).

De acordo com os dados do Centro de Informagao Toxicoldgica do Rio Grande do Sul
(CIT/RS, 2015), das 20.911 exposi¢des humanas registradas em 2014, 6,7% (1405) foram
causadas por agrotoxicos de diferentes finalidades. Os piretroides, estavam envolvidos em
685 casos, relacionados ao uso veterinario (285 casos), agricola (116 casos) e domiciliar (397
casos). Destes, 196 foram induzidos pela cipermetrina, sendo este principio ativo considerado
o piretroide mais frequentemente envolvido em casos de intoxicagao.

As sindromes clinicas observadas nos intoxicados por piretroides sao diferentes e estao
relacionadas a estrutura quimica, na qual os piretroides tipo I causam Sindrome T (tremores),
caracterizada por induzir, em ratos, tremores pelo corpo, agressividade, aumento da
sensibilidade, hiperexcitabilidade e convulsdes. Ja os piretroides tipos Il estdo associados a
a¢ao no sistema nervoso central, causando a Sindrome da Coreoatetose, tendo como sintomas,

em ratos, a presenga de salivacdo, agitacdo das patas anteriores, tremores peridodicos que



podem evoluir a coreoatetose e, em alguns casos, a movimentos clonicos repetitivos (Velisek,
et al., 2007).

A via de exposi¢ao mais referida nos acidente ¢ a dérmica, porém apesar da inalatoria
ser menos incidente, a preocupacdo quando piretroides sao utilizados em espagos fechados
aumenta. O principal efeito adverso da exposicao dermal € parestesia, devido a hiperatividade
das fibras nervosas sensoriais cutaneas. Com a ingestao de piretroides por humanos, dentro de
minutos podem ocorrer: dor de garganta, ndusea, vomito ¢ dores abdominais. Ainda podem
causar Uulceras orais, aumentando secrecdes e disfagia. Efeitos sistémicos ocorrem entre 4 e 48
horas apods exposi¢ao. Tonturas, dores de cabega e fadiga sdo comuns, podendo chegar a coma
e convulsdes (Bradberry et al., 2005).

Sao poucos os estudos que referem o piretroide e suas consequéncias na audi¢cdo
humana. Um relato de caso demonstrou um caso de perda auditiva subita nas frequéncias altas
bilateralmente apds a exposicao aguda a um tipo de piretréide de uso doméstico. Contudo,
houve regressdo de perda auditiva posterior a desintoxicacdo através de tratamento
medicamentoso (Stefani et al., 1996). Em pesquisa com trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos do tipo organofosforado e piretroide foi constatado que 57% dos sujeitos
apresentaram perda auditiva neurossensorial nas frequéncias altas (Teixeira e Brandao, 1998)

Outras pesquisas t€ém corroborado com esses achados, verificando a incidéncia de perda
auditiva periférica relacionada a exposi¢do a plantacdes pulverizadas com inseticidas dos
tipos piretroide e organofosforado em agricultores da cidade de Nova York (Beckett et al.,

2000).

2.3 Cipermetrina

A cipermetrina, nome quimico: (RS)-4-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;



1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2- dimethylcyclopropanecarboxylate (Figura 1), ¢ um
inseticida, da classe dos piretroides tipo II, usualmente em férmula liquida, para ser diluido
com agua para pulverizacdes (Pragas online, 2015). Sua formula estrutural pode ser
visualizada na Figura 1.

Figura 1. Formula estrutural da Cipermetrina.
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Fonte: Santos MAT., Areas MA, Reyes FGR. Piretroides: uma visdo geral. Alimentos e

Nutrigdo. 2007;18(3):339-349.

De acordo com a ANVISA (2015), a cipermetrina ¢ utilizada na agricultura nas culturas
de algoddo, amendoim, arroz, batata, café, cebola, citros, ervilha, feijdo, feijdo-vagem, fumo,
mandioca, melancia, milho, pepino, repolho, soja e tomate. Também pode ser utilizada na
cultura de fumo, controle de formigas, domissanitario e outras.

Os agrotoxicos, e dentre eles a cipermetrina, podem causar quadros de intoxicagdo
aguda e cronica que poderdao se manifestar de forma leve, moderada ou grave e pode ocorrer
por trés vias: inalagdo, ingestao e dérmica (Korbes et al., 2010).

Apesar da cipermetrina ser considerada uma substancia de menos impacto que outros
agrotoxicos e amplamente utilizada, ainda sdo poucas as informagdes referentes aos seus
efeitos. Estudos t€ém demonstrado que a cipermetrina pode induzir alteracdes nas pituitarias,
no figado, nos ovarios e reducdo na motilidade espermatica e nos niveis plasmaticos de

estradiol e testosterona (Singh et al., 2008). Em humanos, a substancia causa reagdes



alérgicas, irritacao do trato respiratorio com tosse, dispnéia, espirros e dificuldade respiratoria,
considerado um dos principais sinais clinicos causado pelo envenenamento com este
pesticida. A cipermetrina ¢ considerada de baixa toxicidade sistémica para mamiferos e
passaros. Esta caracteristica ocorre, pois a metabolizagdo e eliminagdao destes compostos ¢
significantemente mais rapida em mamiferos e passaros do que em peixes (Yilmaz et al.,
2004; Begum, 2005). Como outros piretroides, a cipermetrina é rapidamente absorvida pelo
trato gastrointestinal, apds a administragdo oral e respiratoria. A cipermetrina ¢ uma
substancia altamente lipofilica, contudo, devido ao rapido metabolismo, a magnitude da
toxicidade ¢ amplamente diminuida. A toxicidade no ser humano depende muito da
apresentacdo do produto, da duracdo e frequéncia da exposi¢do, assim como da saude do

individuo (Cantalamessa, 1993; Santos et al., 2007).

2.4 Avaliacao Auditiva em humanos expostos a agrotoxicos

Todas as pessoas que entram em contato com agrotoxicos ou produtos quimicos em
funcdo de suas atividades laborais, através do meio ambiente, da utilizacdo doméstica ou
acidental sdo consideradas expostas a esses agentes. Em todas as situacdes poderdo ser
observadas, alteracdes subclinicas, clinicas e laboratoriais compativeis com o diagnostico de
intoxicagao por agrotoxicos (Ministério da Saude, 2006).

Em pesquisas com humanos os métodos mais frequentemente utilizados para a
avaliagdo da ototoxicidade sdo a audiometria tonal, audiometria vocal, imitanciometria,
pesquisa do declinio do reflexo acustico, pesquisa das Emissdes Otoacusticas (EOA) e do
Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico (PEATE) (Kos et al., 2013; Gatto et al.,
2014). Além da avaliacdo da audi¢cdo humana, alguns destes estudos aplicaram questionarios

que visavam entender as queixas auditivas e o vinculo dessas com a exposicao a agrotdxicos.



Como ja mencionado anteriormente, a configuragdo dessa perda auditiva provocada por
substancias quimicas pode ser muito semelhante aquela relacionada ao ruido, dificultando a
identificacdo da real causa da perda, visto que avaliacdo em pesquisas com humanos tem a
questdo multifatorial da causa envolvida (Teixeira e Brandao, 1998; Gatto et al., 2014).

O exame de Emissdes Otoacusticas Evocadas mensura a integridade da orelha interna,
detectando alteragdes auditivas de origem coclear, de forma objetiva, rapida e ndo invasivo
(Pialarissi e Gattaz, 1997) E caracterizado pela liberagdo de energia sonora originada pelas
células ciliadas na coclea que se propaga pela orelha média até atingir o conduto auditivo
externo e estdo ausentes quando os limiares tonais estdo acima de 20-30 dB (Pialarissi e
Gattaz, 1997),

O teste pode ser realizado com emissao de estimulo e gravados através de um microfone
colocado no canal auditivo externo de criancas (Azevedo, 2003). Existem trés tipos, porém, os
dois tipos de emissdes otoacusticas evocadas mais comuns sdo: transientes e produto de
distor¢do. Emissdes otoacusticas transientes, sdo respostas a sinais acusticos de curta duracao,
clique ou tom burts, enquanto, por produto de distor¢do, sdo evocadas por dois tons puros de
diferentes frequéncias (fl e f2), apresentados simultaneamente. Eles representam a resposta
nao linear da orelha interna aos estimulos tonais e consistem de novas frequéncias diferentes
daquelas inicialmente apresentadas (Pialarissi e Gattaz, 1997; Azevedo, 2003; Sousa et al.,
2010).

Em humanos, a intensidade do estimulo desencadeante pode variar de 0 a 70 dB NPS e
as frequéncias sonoras analisadas estdo na faixa de 500 a 8.000 Hz (He, 1993; Schmiedt,
1993).

A orelha média deve estar limpa para que o equipamento acesse com acuracia o

funcionamento da coclea. As limitagdes estdo relacionadas a presenga de fluidos na orelha



média, pressdo negativa associada com otite ou problemas que afetam o canal auditivo

(Pialarissi e Gattaz, 1997; Azevedo, 2003; Sousa et al., 2010).

2.5 Experimento com Modelo Animal

O uso de animais em pesquisa cientifico ¢ datado antes de Cristo, e estudos no Brasil
tem como espécies mais utilizadas o rato (pelo porte e quantidade); o coelho (pela docilidade
e facilidade de manuseio) e o cdo (pelo porte e constituicdo anatdmica) (Miziara et al.,
2012). Animais tém sido constantemente usados como modelos experimentais de avaliagao
auditiva na medicina, em especial ratos, devido a facilidade de manejo, a similaridade com a
orelha humana, e em relacdo aos agrotoxicos, permitem a caracterizagdo da perda auditiva,
assim como, de seus mecanismos especificadamente e sua aplicabilidade no ser humano.

O rato tem sido utilizado como modelo para experimento por exibir caracteristicas
anatomicas e patoldgicas semelhantes com a orelha humana, como coclea projetada no
interior da orelha e ossiculos da cadeia definidos (Albuquerque et al., 2009).

Atualmente, sdo poucos os trabalhos com uso de modelo animal na area da
fonoaudiologia, bem como, poucos sdo os estudos sobre a relagdo entre a exposicao a
agrotoxicos e a audi¢do. Muitos dos trabalhos envolvendo a audicao e agrotoxicos t€ém o viés
multifatorial do modelo de exposicdo no ser humano, e as pesquisas com exposicdo a
agrotoxicos utilizando modelo animal geralmente utilizam a via intraperitoneal (Korbes et al.,
2010; Finkler et al., 2012). No entanto, a via intraperitoneal ndo ¢ uma via pela qual o ser
humano esta exposto. Os individuos geralmente estdo expostos, de forma dérmica e/ou
inalatéria, nesse sentido ¢ necessario que os métodos de pesquisa viabilizem esse tipo de via

para a avaliag¢do dos efeitos toxicos, mimetizando a exposi¢ao desses individuos.



Estudo com outra substiancia agrotoxica em cobaias, como os organofosforados,
demonstrou alteragdes morfoldgicas cocleares, com lesdes nas células ciliadas externas
concomitantemente a presenca de emissdes otoacuUsticas (Korbes et al., 2010). Assim, foi
evidenciado que a intoxicagdo aguda pelo organofosforado ndo causou alteragao funcional da
coclea, tendo em vista que as EOAPD estavam presentes. Entretanto observou-se diferenca
estatisticamente significante nos valores médios da relagdo sinal-ruido nas frequéncias de
1.500Hz ¢ 6.000Hz quando comparado ao grupo controle (Korbes et al., 2010).

A anatomia topografica da orelha média de ratos albinos foi descrita em pesquisa,

revelando detalhes estruturais, dentre as quais, as estruturas se mostraram semelhantes as do
humano, com algumas diferencia¢des, como presenga de ossiculos mais finos (Albuquerque et
al., 2009). Outro estudo cita a facilidade do acesso a orelha média do rato causando minima
morbidade e mortalidade dos animais. Quando comparada com a cobaia, as estruturas
anatomicas da orelha média do rato sdo mais similares a do humano. A coclea do rato ¢
projetada no interior da orelha e os ossiculos estdo claramente definidos e podem ser
removidos separadamente como no humano, e a excecdo ¢ a localizacdo mais superficial e do
nervo facial do rato quando comparado ao da cobaia e ao humano (Pinilla et al., 2001).
Em revisao de literatura Reis et al., (2017) evidenciam o rato como o melhor animal para ser
utilizado em estudos de audiologia, descrevendo e comparando em seu estudo diferentes
espécies que sao descritas em modelos experimentais de audigdo. Este trabalho colabora no
entendimento dos beneficios e dificuldades na pesquisa com cada modelo.

Embora as otoemissdes actsticas evocadas transientes sejam realizadas em ratos, as
por produto de distorcio (EOAPD) tem maiores beneficios, as emissdes otoacusticas
transientes fazem uma avaliagdo global da coclea enquanto as emissdes otoacusticas por

produto de distor¢ao avaliam por frequéncia. A maioria das pesquisas com ratos ¢ EOAPD



tem utilizado o mesmo instrumento o qual ¢ usado em estudos com seres humanos (Jimenez et
al., 1999; Parham e Kim, 2001). Desta forma, as medidas de EOAPD sao limitadas as
frequéncias primarias abaixo de 20kHz, supondo-se que a coclea do rato tem 7 milimetros de
comprimento ¢ tem um limite superior de frequéncia de 12kHz, a referéncia de medidas de

EOAPD exclui a regido basal de cerca de 2,5mm (Jimenez et al., 1999).

2.6 Protocolo de avaliacao de toxicidade

De acordo com o protocolo da OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) (2009) de exposicao inalatoria subcronica sugere grupos de seis animais, no
entanto, quando revisamos na literatura, os estudos envolvendo audicdo e ratos, a maioria
utiliza até doze animais por grupo, permitindo com que os critérios de exclusdo nao reduzam
o numero de animais a niveis em que as diferencgas entre os grupos possam ser evidenciadas

(Freitas et al., 2009).

A exposicdo subcronica por método inalatorio ¢ uma forma de mimetizar as
exposicdes laborais nas quais os individuos que lidam com agrotoxicos enfrentam de

confusdo por meio de condigdes controladas de laboratodrio.

Nao foram encontrados na literatura estudos expondo animais por meio inalatorio a
cipermetrina isolada que visem avaliar audi¢do. Desta forma, observa-se a necessidade de
maiores estudos, mimetizando esta exposicdo na qual o ser humano pode estar
comprometendo sua saude, principalmente aqueles que ndo se utilizam de equipamentos

protetores.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar os efeitos sistémicos e auditivos (funcdo coclear) da exposi¢do subcronica

inalatoria a cipermetrina em ratos Wistar.

Objetivos especificos

Verificar as resoistas das EOAPD nas frequéncias de 4, 6, 8, 10 e 12 kHz em ratos Wistar.

e Detectar possiveis mudancas na amplitude das EOAPD nas frequéncias de 4, 6, 8, 10 e 12

kHz em ratos Wistar ap0s a exposi¢ao a cipermetrina.

e Avaliar as estruturas do sistema auditivo (bula timpanica, 6rgdo de corti e coclea) em ratos

Wistar expostos a cipermetrina.

e Avaliar o desenvolvimento ponderal de ratos Wistar durante o periodo de exposicao.

e Descrever sinais clinicos decorrentes da exposi¢ao a cipermetrina em ratos Wistar.

e Avaliar a massa relativa dos o6rgaos de ratos Wistar expostos a cipermetrina.
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Abstract

Introduction: This study presents the effect of cypermethrin on the cochlear function in Wistar
rats post subcronich inhalation exposure. Worldwide several pesticides are described as causing
health disorders. Cypermethrin is currently one of the most commonly used, however, little is known
about its harmful effects, specially related to hearing. Human studies have associated pesticides with
hearing disorders, but they present limited conclusions due to the multi factors that the population are
exposed, such as noise. Methods: This is the first study that mimetize human exposure to
cypermethrin. It is a subchronic inhalation animal study (6 weeks, 4 hours/day), using 36 male Wistar
aged 60 day. Rats were randomly assigned into 3 groups: Control (12 rats exposed to inhalation of
water); Positive Control for auditory lesion (12 rats administrated with 24mg/kg intraperitoneal
cisplatin); Experimental (12 rats exposed to inhalation of cypermethrin — 1.667mg/mL). Animals were
evaluated by distortion product otoacoustic emissions pre and post exposure. Results: The
frequencies of 8, 10 and 12 kHz in both ears (right p= 0.003; 0.004; 0.008 and left 0.003; 0.016; 0.005
respectively) and at frequencies 4 and 6 in the right ear (p= 0.007 and 0.015, respectively) in the
animals exposed to cypermethrin presented significant reduction. Conclusion: Subchronic inhalation
exposure to cypermethrin provided ototoxicity in rats without systemic toxicity.

Key Words: Ototoxicity. Cypermethrin. Rats.



INTRODUCTION

Cypermethrin
(RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl(1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecar
boxylate) is a synthetic pyrethroid substance for agricultural, animal production, public health
campaigns for vector control, as well as for domestic use'?. This substance shows a high
photostability, a non-persistence in the environment and less toxicity for human use, which makes it
widely applicable. Recently, cypermethrin has become one of the dominant pesticides, replacing
carbamate and organophosphates that are considered more toxic 3.

According to the World Health Organization (WHO), there are more than 18.2 per 100,000
cases of acute pesticide poisoning in agricultural workers per year, and probably the subacute cases
are worse, but there are difficulties to document these data. Furthermore, not all the pesticides effects
are known. In fact, there is a concern, that different chemical substances may cause hearing damage,
such as the pesticides *.

Human studies indicate that exposure to pesticides may cause damage to the auditory
system>'" 2. However, these researches have limitations and there is a lack of studies evaluating
ototoxicity due to exposure to pesticides. In animal models, they use different modalities of
administration of the substance. Often the modality of exposure is not correlated with occupational
exposure and used anesthesia to auditory evaluation®. Moreover, most of the researches that related
pesticides with hearing loss are case reports or human studies, who are exposed to noise machinery
and to other factors that also can cause hearing damage®°.

An experimental study with organophosphates in guinea pigs' has shown cochlear
morphological changes, with lesions in the outer hair cells concomitantly with the presence of
otoacoustic emissions'?. However, it is still unclear the relation of pesticides with hearing damage
because of the multifactors that human are exposed. Therefore, our study in animal models exposed
only to cypermethrin, free from the bias of noise, allows a characterization of the implications of a
pesticide in the auditory system. Thus, this study aimed to evaluate the ototoxic effects of subchronic

inhalation exposure to cypermethrin in Wistar rats through distortion product otoacoustic emissions.



METHODS

This was an experimental study based on subchronic inhalation toxicity test, number 413, from
the Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) Guidelines for the Testing of
Chemicals™. All procedures involving animals were approved by the UFCSPA Ethics Committee on

Animal Use under n°® 323/15.

Animals

Thirty six male Wistar rats (Rattus norvegicus) aged 60 days were used in the experiments (body
weight approximately 300 + 50g). The animals were kept under controlled conditions of the bioterium,
12 h light/dark cycle, receiving water and food ad libitum, except during exposure. Only animals with
no signs of external ear pathology and distortion product otoacoustic emissions (DPOAE) present in all
tested frequencies (4, 6, 8, 10 and 12 kHz) were selected for the experiment. The rats were randomly
assigned to three groups: control (n=12), positive control (n= 12) and experimental (n=12). All animals

were exposed to the same background noise level who was kept below 60 dB at all time.

Substances

The commercially available formulation of Cypermethrin (type Il pyrethroid) was dissolved in distilled
water at the concentration of 1,667 mg/mL (1/10 of rat inhalation LCy).

Cisplatin, an anti-neoplastic medicine, was used as a positive control for ototoxicity, totaling 24mg/kg,

each animal received 8 mg/kg intraperitoneally, per day, diluted in 10 ml/kg of saline solution.

Distortion product otoacoustic emissions

DPOAEs were recorded using the OtoreadClinical®, Interacoustics®. Two tones (f1 and f2) were used
as acoustic stimuli (f1 \ f2, f2:f1 ratio fixed at 1,22). The f1 and f2 tones were presented at a stimulus
level of 65 and 55db SPL (Sound Pressure Level). DPOAE tests were performed with an infant size
hearing probe placed into the external ear canal of the rat and tested at frequencies of 4, 6, 8, 10 and
12 without use of anesthesia. Distortion product otoacoustic emissions were performed in the control

and experimental groups before (pre-exposure) and after (post-exposure) the exposure period (0 and



42 days), and in the positive control previously the 1st administration and 24 hours after the 3rd

administration.

Exposures

In our protocol of inhalation exposure, we used chambers of 56 liters. The chambers were join to
ultrasonic nebulizers (avoiding noise) as an inlet stream, and to exhaust system. This system was
created avoiding noise exposure by an enclosure for acoustic insulation.

The animals were adapted to our protocol during a period (5 days). They were trained to
habituation, firstly with the probe used in the auditory evaluation and with the sound that occurs during
the DPOAE, as well as adaptation in the exposure chamber, initially for 1h (day 1), the 2" day for 2h,
the third day for 3h and on the 4™ day for 4h (using only air flow). On day 5 air flow was used with
water vapor during 4 hours.

The control group was exposed to water (vehicle for dilution of the formulation) inhalation for
4h, 5 times a week, for 6 weeks. The experimental group was exposed to cypermethrin inhalation at a
concentration of 1,667mg/mL, for 4h, 5 times a week, for 6 weeks. This protocol was created and used
by our group in inhalation exposition of pesticides.

The positive control group of 12 rats treated with 8mg/kg cisplatin intraperitoneally, once daily,

for 3 consecutive days (totaling 24mg/kg) .

Statistics Analyses

Statistical analyses were performed using the SPSS statistical software package (SPSS
version 21.0 for Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Numeric variables were specified as median
(25th percentile-75th percentile). The Mann-Whitney U test was used to compare the groups
(post-exposure assessment in relation to the pre-exposure of each group) and Kruskal Wallis
(comparison of the variations post minus pre evaluation between groups). Parametric data were
presented as mean and standard error of the mean and those variables that had normal distribution
were evaluated by t'Student (relative body mass, relative organ mass). The statistical significance

value was regarded as p<0.05.



RESULTS

The effect of cypermethrin upon DPOAEs was found to be essentially the same across this
frequency range of 4, 6, 8, 10 and 12kHz.

Exposure to cypermethrin demonstrated significantly reduction of DPOAE (p<0,05,
Mann-Whitney test) compared to pre-exposure measurements (Table 1) at frequencies 8, 10 and
12kHz in both ears (right p= 0.003; 0.004; 0.008 and left 0.003; 0.016; 0.005, respectively) and at

frequencies 4 and 6 in the right ear (p= 0.007 and 0.015, respectively).

TABLE 1 - Median and interquartile ranges of DPOAE amplitudes pre- and post subchronic
inhalation exposure to cypermethrin (experimental group)

Pre-exposure Post-exposure P value
Frequenc Median Median (Mann
Ear y (KHz) (quartile25: (quartile25: Whitney)
quartile75) quartile75)
Right 4 9.50 (3.50:17.25) -2.50 (-9.25:1.00) 0.007*
. 0.50
Right 6 27.50 (6.50:38.50) (-10.75:10.25) 0.015%
31.50 -2.00
Right 8 (16.75:46.25) (-25.00:14.75) 0.003*
Right 10 27.50 (2.00:42.25) 0.00 (-6.50:6.75) 0.004*

Right 12 10.00 (7.00:44.00) 0.50 (-11.50:5.25) 0.008*

Left 4 6.50 (4.50:14.00) 4.00 (- 2.75:9.00) 0.146
Left 6  8.00(00.00:23.00) 1.00 (-3.75:3.75) 0.077
Left 8 9-50 (7.00:33.25) (-25.1070':(3(1).75) 0.003*
Left 10 10-50(5.00:29.50) (-14-.265?2.25) 0.016*
Left 12 (10.?222.00) 6.00 (2.50:9.00) 0.005*

* p<0.05 (Mann Whitney)

The same significantly reduced DPOAE was found in the cisplatin group (Table 2) at
frequencies 12 kHz (p = 0.006) in the right ear and 4 kHz in the left ear (p=0.032). The control group
showed no significant difference (p>0.05; Mann Whitney test) in post-exposure measurements (Table

3), confirming the standardization of the experimental model.



TABLE 2 - Median and interquartile ranges of DPOAE amplitudes pre- and post-treatment with

cisplatin (positive control)

Pre-exposure Post-exposure P value
Frequency Median Median (Mann
Ear (KHz) (quartile25: (quartile25: Whitney)
quartile75) quartile75)

Right 4 7.00 (4.00:12.25)  4.00 (-2.50:8.00) 0.116

Right 6 11.50 (3.50:23.50) 3.00 (0.00:7.25) 0.131
28.00 .

Right 8 (11.50:35.00) 18.00 (7.00:33.50) 0.195
24.00 .

Right 10 (12.50:34.25) 7.50 (3.25:28.00) 0.050
24.00 .

Right 12 (17.25:36.00) 7.00 (1.25:22.25) 0.006*

Left 4 6.50 (2.25:9.25) -0.50 (-2.25:3.25) 0.032*
14.00 (10.75: .

Left 6 20.50) 7.00 (1.50:14.00) 0.136
23.50 .

Left 8 (18.00:28.25) 16.00 (2.00:29.25) 0.195
25.50 .

Left 10 (16.75:30.25) 12.00 (5.50:29.50) 0.147

Left 12 20.50 (8.00:38.50) 8.00 (4.00:26.00) 0.239

* p< 0.05 (Mann Whitney)

TABLE 3 - Median and interquartile ranges of DPOAE amplitudes pre and post subchronic
inhalation exposure to water (control)

Post-exposure P value
Frequenc Pre-exposure Median (Mann
Ear y (KHz)  Median (quartile25: (quartile25: Whitney)
quartile75) quartile75)
Right 4 6.50 (2.25:13.00)  10.50(7.50:14.50) 0.255
33.50(15.00:36.25
Right 6 27.50(15.25:33.25) ) 0.646
36.50(21.50:39.00
Right 8 28.00(10.50:35.25) ) 0.505
38.00(34.50:43.25
Right 10 32.00(14.00:38.00) ) 0.308
42.00(21.75:48.00
Right 12 29.50(16.25:39.25) ) 0.195
Left 4 2.00(0.00:12.50)  11.00(3.75:19.50) 0.266
26.00(24.00:32.75
Left 6 16.50(09.75:26.75) ) 0.209
38.00(29.25:39.75
Left 8 19.00(4.25:37.50) ) 0.153
30.50(24.50:39.50
Left 10 29.00(19.00:35.25) ) 0.724
42.50(26.50:45.50
Left 12 31.50(25.50:39.75) ) 0.213




* p<0.05 (Mann Whitney)

The groups showed statistical difference (p <0.05; Kruskal Wallis) in relation to the variation of
the medians post-exposure menus pre-exposure (Figure 1).

There was significant differences among groups in the right ear at frequencie of 4, 6, 8 kHz
(cypermethrin versus control) and in the 12kHz (cypermethrin and cisplatin was different from control
group; p<0.005; Kruskal Wallis). In the left ear, there was significant difference among groups at the
frequencies of 8 and 10 kHz (cypermethrin and cisplatin was different from control group; p<0.005
Kruskal Wallis). In all cases, the changes observed in the animals exposed to cypermethrin were

similar to cisplatin group, considering an ototoxic substance.

FIGURE1 — Amplitude variation of DPOAE post menus pre subchronic inhalation exposure to
cypermethrin or water and post cisplatin treatment.

The relative gain of body mass (mean + standard error) in the period was similar (p = 0.270;
t'Student test) between the control (145.33 + 5.91%) and cypermethrin (156.00 + 6.75 %).

Therefore, most of the animals demonstrated transient clinical signs such as piloerection,
dyspnea and pruritus. The clinical signs were more evident at the beginning of the exposure (between
30 and 240 minutes) and in the first two weeks.
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We do not found macroscopic alterations in the organs of the animals used in the

experimental protocol.

DISCUSSION

In our study, we evidenced ototoxicity by subchronic inhalation exposure to cypermethrin in
Wistar rats. The results of cypermethrin exposure demonstrated reduction in amplitude on DPOAE.

Cypermethrin is considered lower toxic than other pesticides, even though it is know as a
neurotoxic substance, which can also affect auditory system"".

Studies have demonstrated the neurologic impact of cypermethrin in animal models. Rats
have shown tremors, seizures, writhing, and salivation as well as burrowing behavior by cypermethrin
exposure in low doses!'""8),

In human population, cypermerthrin is more associated with acute poison and allergic or
respiratory effects’.

Researchers have pointed out the hearing impact of human exposed to pesticides, although,
most of these studies were done with agricultural workers who are mostly exposed to more than one
type of pesticide and to other causes of hearing impact * 2. Moreover, some studies have reported
association between organophosphate exposure and reduction of the hearing but no one of these
have single substance exposure such as cypermethrin 57,

The literature suggests that pesticides exposure can damage the auditory system, however, in
human studies different factors may influence the outcome °. In addition, some studies do not have
exposure modality and duration defined ® 2. No one of these articles described in the literature have
performed an inhalation exposure as our study have done to evaluate cochlear function 9.

In this study, we have used the DPOAE to evaluate the impact in cochlear function. DPOAE is
widely used as a screening method to evaluate newborns in many countries?2. In some studies, used
DPOAE as a screening to ototoxic substances, because it allow us evaluate the high frequencies, as
know as the first frequencies that most of the substances considered ototoxic affected. We
demonstrated that, this test can be performed without anesthesia once rats are trained &2, Then, the

decrease of amplitude by cypermethrin exposure observed in our study can be directly correlated.



To the best of our knowledge, this is the first time that the exposure to cypermethrin was
evaluated without anesthesia. On the contrary of previous studies that have used pesticides*
considered more toxic than cypermethrin, we mimetized the human exposure. Some anesthetics may
interfere in the results of studies, changing the latency and amplitude of the waves.?' In this study, it
was possible to evaluate the animals without anesthesia, due to the previous acclimatization to the
instruments.

Moreover, ototoxicity is described as a reversible or irreversible damage of inner ear functions
due to the exposure of chemical substances 2. The ototoxicity caused by cypermethrin could impact
in the quality of life of agricultural workers who are daily exposed to it. As a result of ototoxicity in
humans, Cypermethrin is referred in literature as a low systemic toxic agent, and it could be observed
in our study that no systemic alterations were observed.

In this paper we have assessed the effects on cochlear function of subchronic inhalation to
cypermethrin in Wistar rats, and developed an animal protocol that eliminated the confounders that are
associated to hearing loss in human research. Furthermore, our findings were consistent, since all
control groups (positive control and control) answered as the literature refers. The animals manifested
few clinical signs, which indicates that ototoxicity associated to cypermethrin exposure was presented
even without systemic toxicity.

There were limitations to this study based on the difficulty to explain the mechanism of
damage on cochlear function, as well as in the inner cells. We believe that cypermethrin can damage
other structures and for future studies, we suggest the histopathological analysis of inner cells as well
as evaluation of the central auditory system.

Ototoxicity should be considered during the diagnostic of hearing loss, especially in
agricultural workers or who could be exposed to pesticides. These individuals are exposed to multi
factors and a vulnerable population to hearing loss. In clinical practice, we may consider the
association of experimental and human studies due to the importance of the understanding the
mechanism of the substances that our patients are exposed, as well as the effects of it in audiologic
clinic. Most of studies about ototoxicity in PubMed are related to use of medicines, such as cisplatin

and antibiotics®.



Even though, this is an experimental study, due to the absence of literature associating use of
drugs and exposure to chemical substances with a hearing effects. It is necessary to correlate clinical

studies with experimental studies.

CONCLUSION
This study provides evidences that subchronic inhalation exposure to cypermethrin at low

concentrations induced ototoxicity. In addition, no significant systemic effects were found.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados evidenciaram que a cipermetrina ¢ uma substdncia quimica
potencialmente ototdxica, revelando a necessidade de novas normativas referentes a saude
auditiva do trabalhador exposto a agrotoxicos — em especial aqueles que sdo vistos como
substancias menos nocivas que outras ja reconhecidas como danosas ao sistema auditivo e
vestibular. O acompanhamento desses individuos expostos se faz necessario, nesse sentido
torna-se importante, uma vez que o impacto do dano auditivo tem repercussdes na qualidade
de vida deste. Atentar para os exames auditivos nesses individuos, que contemplem também
as EOAPD, pois através destas, se pode diagnosticar previamente problemas nas células
ciliadas externas, mesmo sem comprometimento na audiometria tonal. O grupo que realizou
esta pesquisa desenvolveu um protocolo de avaliagdo de funcionamento das células ciliadas
externas sem o uso de anestésicos, comumente utilizados nestas avaliacdes, facilitando o
entendimento dos efeitos diretos das substancias analisadas, sem o possivel viés da anestesia.
A cipermetrina, apesar de ser uma substancia considerada menos toxica, na qual esperavamos
menor impacto nas respostas das EOAPD, se mostrou como uma substancia que reduz a
amplitude de resposta das EOAPD de forma significativa, sendo necessario mais estudos

sobre o0 mecanismo desta substancia em todo sistema auditivo e vestibular.



6 ANEXOS



