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Ototoxicity; Introduction: This study presents the effect of cypermethrin on the cochlear function in Wistar
Cypermethrin; rats post- subchronic inhalation exposure. Worldwide several pesticides are described as causing
Rats health disorders. Cypermethrin is currently one of the most commonly used, however, little is

known about its harmful effects, especially related to hearing. Human studies have associated
pesticides with hearing disorders, but they present limited conclusions due to the multiple
factors to which the population is exposed, such as noise.

Objective: Mimic human exposure to cypermethrin and to verify the effects on cochlear func-
tion.

Methods: It is a subchronic inhalation animal study (6 weeks, 4 hours/day), using 36 male
Wistar aged 60 day. Rats were randomly assigned into three groups: Control (12 rats expo-
sed to inhalation of water); Positive Control for auditory lesion (12 rats administrated with
24 mg/kg intraperitoneal cisplatin); Experimental (12 rats exposed to inhalation of cypermeth-
rin - 0.25 mg/L). 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 resulted in reduction.
Conclusion: Subchronic inhalation exposure to cypermethrin provided ototoxicity in rats.
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PALAVRAS-CHAVE

Ototoxicidade;
Cipermetrina;

Ototoxicidade da cipermetrina em ratos Wistar

Resumo

Introducdo: Este estudo apresenta o efeito da cipermetrina sobre a funcao coclear em ratos
Wistar apos exposicao por inalagao subcronica. Em todo o mundo, varios pesticidas sao descritos
como causadores de distirbios de salde. A cipermetrina é atualmente um dos mais utilizados,
porém pouco se conhece sobre seus efeitos deletérios, principalmente relacionados a audicao.
Estudos em humanos associaram pesticidas a alteracées auditivas, mas apresentaram conclusoes
limitadas devido aos multiplos fatores aos quais a populagcdo esta exposta, como, por exemplo,

Objetivo: Mimetizar a exposicdo humana a cipermetrina e verificar os seus efeitos na funcao

Método: Estudo de inalacao subcronica em animais (6 semanas, 4 horas/dia), 36 ratos machos
Wistar com 60 dias. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: controle
(12 ratos expostos a inalacdo de agua); controle positivo para lesao auditiva (12 ratos com
administracao de 24 mg/kg de cisplatina intraperitoneal); e experimental (12 ratos expostos a
inalacao de cipermetrina - 0,25mg/L). Os animais foram avaliados por emissoes otoacUsticas

Resultados: As frequéncias de 8, 10 e 12kHz em ambas as orelhas (direita p = 0,003; 0,004;
0,008 e esquerda 0,003; 0,016; 0,005 respectivamente) e frequéncias 4 e 6 na orelha direita (p
= 0,007 e 0,015, respectivamente) apresentaram reducao nos animais expostos a cipermetrina.
Conclusdo: A exposicao subcronica por inalacao a cipermetrina resultou em ototoxicidade em

© 2019 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

Ratos
o ruido.
coclear.
por produto de distorcao, pré e pos-exposicao.
ratos.
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
Introducéo

A cipermetrina (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl(1RS,3RS;1RS,
3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecar-
boxylate é uma substancia piretroide sintética usada
na producdo agricola, em animais, campanhas de salde
no controle de vetores, é também de uso doméstico."?
Essa substancia tem alta fotoestabilidade, ndao apresenta
persisténcia no ambiente e produz menor toxicidade para
uso humano, o que a torna amplamente aplicavel.??
Recentemente, a cipermetrina tornou-se um dos pesticidas
dominantes, substituiu os carbamatos e organofosfatos,
considerados mais toxicos.*

De acordo com a Organizacao Mundial de Satde (OMS), ha
mais de 18,2 por 100.000 casos de intoxicacao aguda por pes-
ticidas em trabalhadores agricolas por ano. Provavelmente
o nimero de casos subagudos € ainda maior, mas ha dificul-
dades para documentar esses dados. Além disso, nem todos
os efeitos dos pesticidas sao conhecidos. De fato, existe a
preocupacao de que diferentes substancias quimicas possam
causar danos auditivos, tais como os pesticidas.>”’

Estudos em humanos indicam que a exposicao a agrotoxi-
cos pode causar danos ao sistema auditivo.®8~"" No entanto,
essas pesquisas apresentam limitacdes e o nimero de estu-
dos é ainda pequeno. Em modelos animais, as pesquisas
usam diferentes modalidades de administracao da subs-
tancia. Muitas vezes, a modalidade de exposicao nao esta
correlacionada com a exposicao ocupacional e a avaliacao
auditiva é feita sob anestesia.® Além disso, a maioria das
pesquisas que relacionaram agrotoxicos com perda auditiva
é de relatos de casos ou estudos em seres humanos, que
estdo expostos a maquinas ruidosas e a outros fatores
que também podem causar danos auditivos.®10:12-18

Um estudo experimental com organofosforados na
Guiné' mostrou alteracdes morfoldgicas cocleares, com
lesdes nas células ciliadas externas concomitantemente a
presenca de emissdes otoacusticas.' Entretanto, ainda nao
estd clara a relacdo dos pesticidas com danos auditivos
devido a exposicao humana a multiplos fatores. Portanto,
nosso estudo em modelos animais expostos apenas a ciper-
metrina, livre do viés do ruido, permite caracterizar os
efeitos de um pesticida no sistema auditivo. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos ototoxicos da
exposicao subcronica por inalagcdo de cipermetrina em ratos
Wistar através de emissdes otoacUsticas por produto de
distorcao.

Método

Estudo experimental baseado no teste de toxicidade por
inalacdo subcronica, nimero 413, das Diretrizes para Tes-
tes de Produtos Quimicos da Organizacao para Cooperacao
e Desenvolvimento Econdomico (OECD, Organization for
Economic Cooperation and Development).'® Todos os pro-
cedimentos que envolveram animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no uso de animais sob o n° 323/15.

Animais

Foram usados nos experimentos 36 ratos Wistar machos
(Rattus norvegicus) com 60 dias de idade (peso corpo-
ral de aproximadamente 300 + 50g). Os animais foram
mantidos sob condigcdes controladas no biotério, ciclo
claro/escuro de 12 horas, receberam agua e racéo ad libi-
tum, exceto durante a exposicao. Foram selecionados para
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0 experimento apenas animais sem sinais de doencas da ore-
lha externa e emissoes otoacusticas por produto de distorcéo
(EOAPD) presentes em todas as frequéncias testadas (4, 6, 8,
10 e 12 kHz). Os ratos foram randomizados para trés grupos:
controle (n = 12), controle positivo (n = 12) e experimental
(n = 12). Todos os animais foram expostos ao mesmo nivel
de ruido de fundo, mantido abaixo de 60dB em todos os
momentos.

Substancias

A formulacao comercialmente disponivel de cipermetrina
(piretréide tipo Il) foi dissolvida em agua destilada a uma
concentracao de 0,25mg/L (CLso 1/10 inalacao rato). A cis-
platina, um medicamento antineoplasico, foi usada como
controle positivo para ototoxicidade, total de 24 mg/kg.
Cada animal recebeu 8 mg/kg por via intraperitoneal, por
dia, diluido em 10 mL/kg de solucao salina.

Emissdes otoacusticas por produto de distorcao

As EOAPD foram registradas com o OtoreadClinical®, da
Interacoustics®. Dois tons (f1 e f2) foram usados ??como esti-
mulos acUsticos (relagao f1/f2, f2:f1 fixada em 1,22). Os tons
f1 e f2 foram apresentados a um nivel de estimulo de 65 e
55dB NPS (Nivel de Pressdo Sonora). Os testes de EOAPD
foram feitos com uma sonda auditiva pediatrica colocada
no canal auditivo externo do rato e testada nas frequén-
cias de 4, 6, 8, 10 e 12 sem o0 uso de anestesia. As emissoes
otoacusticas por produto de distor¢ao foram feitas nos gru-
pos controle e experimental antes (pré-exposicao) e apos
(pds-exposicao) o periodo de exposicao (0 e 42 dias) e no
controle positivo antes da 19 administracao e 24 horas apds
a 32 administracao.

Exposicées

Em nosso protocolo de exposicéo por inalagao, usamos cama-
ras de 56 litros. As camaras foram ligadas a nebulizadores
ultrassonicos (evitando ruido) como fluxo de entrada e ao
sistema de exaustdo. Esse sistema foi criado para evitar-se
a exposicao ao ruido através de isolamento acUstico.

Os animais foram adaptados ao nosso protocolo durante
5 dias. Eles foram treinados para a habituacao, inicialmente
com a sonda usada para avaliacao auditiva e com o som
que ocorre durante as EOAPD, bem como para adaptagao na
camara de exposicao, inicialmente por 1h (primeiro dia), no
segundo dia por 2h, no terceiro por 3h e no 4° dia por 4h
(apenas com fluxo de ar). No 5° dia foi usado fluxo de ar com
vapor de agua durante 4 horas.

O grupo controle foi exposto a inalacdo de
agua (veiculo para diluicdo da formulacdo) por 4h,
5 vezes por semana, por 6 semanas. O grupo experimental
foi exposto a inalagao de cipermetrina na concentracao de
0,25mg/L, por 4h, 5 vezes por semana, por 6 semanas.
Esse protocolo foi criado e usado pelo nosso grupo para
exposicao por inalacao de pesticidas.

Os 12 ratos do grupo de controle positivo foram tratados
com 8 mg/kg de cisplatina por via intraperitoneal, uma vez
ao dia, por 3 dias consecutivos (total de 24 mg/kg).?

Analise estatistica

Foi feita com o pacote estatistico SPSS (SPSS versao 21.0
para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). As variaveis
numéricas foram especificadas como mediana (percen-
til 25 - percentil 75). O teste U de Mann-Whitney foi
usado para comparar os grupos (avaliacdo pos-exposicdo
em relacao a pré-exposicao de cada grupo) e o de Kruskal-
-Wallis (comparagao das variacdes da avaliacao pos menos
exposicao pré entre os grupos). Os dados paramétricos foram
apresentados como média e erro-padrao da média e as varia-
veis que apresentaram distribuicao normal foram avaliadas
pelo teste t de Student (massa corporal relativa, massa
organica relativa). O valor da significancia estatistica foi
considerado como p < 0,05.

Resultados

Verificou-se que o efeito da cipermetrina nas EOAPD é essen-
cialmente o mesmo em toda a faixa das frequéncias de 4, 6,
8, 10 e 12 kHz.

A exposicédo a cipermetrina mostrou reducao significante
das EOAPD (p <0,05, teste de Mann-Whitney) em comparacao
as medidas pré-exposicao (tabela 1) nas frequéncias de 8,
10 e 12kHz em ambas as orelhas (direita p = 0,003; 0,004;
0,008 e esquerda 0,003; 0,016; 0,005, respectivamente) e
nas frequéncias 4 e 6 na orelha direita (p = 0,007 e 0,015,
respectivamente).

0 mesmo EOAPD significantemente reduzido foi obser-
vado no grupo cisplatina (tabela 2), nas frequéncias de
12kHz (p = 0,006) na orelha direita e 4kHz na orelha
esquerda (p = 0,032). O grupo controle nao apresentou
diferenca significante (p>0,05; teste de Mann-Whitney) nas
medidas pos-exposicao (tabela 3), confirmou a padronizacéo
do modelo experimental.

Os grupos apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05;
Kruskal Wallis) em relacdo a variacdo das medianas pos-
-exposicao menos pré-exposicao (fig. 1).

Houve diferencas significantes entre os grupos na orelha
direita, nas frequéncias de 4, 6, e 8 kHz (cipermetrina versus
controle) e 12 kHz (a cipermetrina e a cisplatina foram dife-
rentes do grupo controle; p < 0,005; teste de Kruskal-Wallis).
Na orelha esquerda, houve diferenca significante entre os
grupos nas frequéncias de 8 e 10 kHz (a cipermetrina e a cis-
platina foram diferentes do grupo controle; p < 0,005, teste
de Kruskal-Wallis). Em todos os casos, as alteracdes observa-
das nos animais expostos a cipermetrina foram semelhantes
as do grupo cisplatina, considerou-se uma substancia ototo-
xica.

0 ganho relativo de massa corporal (média + erro-
-padrao) no periodo foi semelhante (p = 0,270; teste t de
Student) entre o controle (145,33% + 5,91%) e a ciperme-
trina (156,00% + 6,75%).

Portanto, a maioria dos animais demonstrou sinais cli-
nicos transitorios, como piloerecdo, dispneia e prurido. Os
sinais clinicos foram mais evidentes no inicio da exposicao
(entre 30 e 240 minutos) e nas duas primeiras semanas.

Nao encontramos alteracdes macroscopicas nos Orgaos
dos animais usados no protocolo experimental.
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Tabela 1 Mediana e intervalos interquartis das amplitudes das EOAPD pré e pos-exposicao por inalacdo subcronica a ciperme-

trina (grupo experimental)

Orelha Frequéncia Mediana da Mediana da p-valor

(KHz) pré-exposicao pos-exposicao (teste de

(quartil25 / quartil75) (quartil25 / quartil75) Mann-Whitney)

Direita 4 9,50 (3,50/17,25) -2,50 (-9,25/1,00) 0,007

Direita 6 27,50 (6,50/38,50) 0,50 (-10,75/10,25) 0,015

Direita 8 31,50 (16,75/46,25) -2,00 (-25,00/14,75) 0,003

Direita 10 27,50 (2,00/42,25) 0,00 (-6,50/6,75) 0,004°

Direita 12 10,00 (7,00/44,00) 0,50 (-11,50/5,25) 0,008

Esquerda 4 6,50 (4,50/14,00) 4,00 (-2,75/9,00) 0,146

Esquerda 6 8,00 (00,00/23,00) 1,00 (-3,75/3,75) 0,077

Esquerda 8 9,50 (7,00/33,25) 17,00 (-25,00/-1,75) 0,003

Esquerda 10 10,50 (5,00/29,50) -0,50 (-14,50/7,25) 0,016°

Esquerda 12 29,00 (10,75/34,00) 6,00 (2,50/9,00) 0,005

@ p < 0.05 (Mann Whitney).

Tabela 2 Mediana e intervalos interquartis das amplitudes das EOAPD pré e pos-tratamento com cisplatina (controle positivo)

Orelha Frequéncia Mediana da Mediana da p-valor
(KHz) pré-exposicao pOs-exposicao (teste de
(quartil25 / quartil75) (quartil25 / quartil75) Mann-Whitney)
Direita 4 7,00 (4,00/12,25) 4,00 (-2,50/8,00) 0,116
Direita 6 11,50 (3,50/23,50) 3,00 (0,00/7,25) 0,131
Direita 8 28,00 (11,50/35,00) 18,00 (7,00/33,50) 0,195
Direita 10 24,00 (12,50/34,25) 7,50 (3,25/28,00) 0,050
Direita 12 24,00 (17,25/36,00) 7,00 (1,25/22,25) 0,0062
Esquerda 4 6,50 (2,25/9,25) -0,50 (-2,25/3,25) 0,032°
Esquerda 6 14,00 (10,75/20,50) 7,00 (1,50/14,00) 0,136
Esquerda 8 23,50 (18,00/28,25) 16,00 (2,00/29,25) 0,195
Esquerda 10 25,50 (16,75/30,25) 12,00 (5,50/29,50) 0,147
Esquerda 12 20,50 (8,00/38,50) 8,00 (4,00/26,00) 0,239

a8 p < 0.05 (Mann Whitney).

Tabela 3 Medianas e intervalos interquartis das amplitudes das EOAPD pré e pos-exposicao a inalacao subcronica de agua

(controle)

Orelha Frequéncia Mediana da Mediana da p-valor

(KHz) pré-exposicao pOs-exposicao (teste de

(quartil25 / quartil75) (quartil25 / quartil75) Mann-Whitney)

Direita 4 6,50 (2,25/13,00) 10,50 (7,50/14,50) 0,255

Direita 6 27,50 (15,25/33,25) 33,50 (15,00/36,25) 0,646

Direita 8 28,00 (10,50/35,25) 36,50 (21,50/39,00) 0,505

Direita 10 32,00 (14,00/38,00) 38,00 (34,50/43,25) 0,308

Direita 12 29,50 (16,25/39,25) 42,00 (21,75/48,00) 0,195

Esquerda 4 2,00 (0,00/12,50) 11,00 (3,75/19,50) 0,266

Esquerda 6 16,50 (09,75/26,75) 26,00 (24,00/32,75) 0,209

Esquerda 8 19,00 (4,25/37,50) 38,00 (29,25/39,75) 0,153

Esquerda 10 29,00 (19,00/35,25) 30,50 (24,50/39,50) 0,724

Esquerda 12 31,50 (25,50/39,75) 42,50 (26,50/45,50) 0,213

p < 0,05 (Mann-Whitney).
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Figura 1
-tratamento com cisplatina. *p <0,05 (teste de Kruskal-Wallis).

Discussao

Em nosso estudo, demonstramos a ototoxicidade pela
exposicao por inalagcdo subcronica de cipermetrina em ratos
Wistar. Os resultados da exposicao a cipermetrina demons-
traram reducao na amplitude das EOAPD.

A cipermetrina é considerada menos toxica do que
outros pesticidas, embora seja conhecida como uma subs-
tancia neurotoxica que também pode afetar o sistema
auditivo.’®"'® Estudos tém demonstrado o impacto neu-
rolégico da cipermetrina em modelos animais. Os ratos
apresentaram tremores, convulsoes, contorcoes e salivacao,
bem como comportamento de escavagcao com exposicao a
cipermetrina em doses baixas. '®2°

Na populacdo humana, a cipermetrina esta mais associ-
ada a efeitos toxicos agudos e alérgicos ou respiratérios.>

Pesquisadores apontaram o impacto na audicao de huma-
nos expostos a pesticidas, embora a maioria desses estudos
tenha sido feita com trabalhadores agricolas que estao
em sua maioria expostos a mais de um tipo de pesti-
cida e a outras causas de impacto auditivo.®® Além disso,
alguns estudos relataram associacao entre exposicao a orga-
nofosforados e reducdao da audicao, mas nenhum deles
trata da exposicao a apenas uma substancia, como a
cipermetrina.®'"%!

A literatura sugere que a exposicao a pesticidas pode
danificar o sistema auditivo; entretanto, em estudos em
humanos, diferentes fatores podem influenciar o resultado.®
Além disso, alguns estudos ndo apresentam a modalidade de
exposicao e duracao definidas.®'%2"22 Nenhum desses arti-
gos descritos na literatura fez uma exposicao por inalacao,
como nosso estudo, para avaliar a funcao coclear.® '

Neste estudo, usamos as EOAPD para avaliar o impacto
na funcao coclear. As EOAPD sao amplamente usadas como
método de triagem para avaliar recém-nascidos em muitos
paises.?> Em alguns estudos, as EOAPD foram usadas como
triagem para substancias ototoxicas, pois permitem avaliar
as altas frequéncias, conhecidas como as primeiras frequén-
cias afetadas pela maioria das substancias consideradas

Variacdo da amplitude das EOAPD pos- menos pré-exposicao por inalacao subcronica de cipermetrina ou agua e pos-

ototdxicas. Demonstramos que esse teste pode ser feito sem
anestesia, uma vez que os ratos estejam treinados.® %%
Entdo, a diminuicao da amplitude pela exposicao a ciper-
metrina observada em nosso estudo pode ser diretamente
correlacionada.

Que seja de nosso conhecimento, é a primeira vez que a
exposicao a cipermetrina é avaliada sem anestesia. Ao con-
trario de estudos anteriores que usaram pesticidas’.® 0114
considerados mais toxicos do que a cipermetrina, mime-
tizamos a exposicdo humana. Alguns anestésicos podem
interferir nos resultados dos estudos, alterar a laténcia e
amplitude das ondas.>?* Neste estudo, foi possivel avaliar
os animais sem anestesia, devido a aclimatacdo prévia aos
instrumentos.

Além disso, a ototoxicidade é descrita como um dano
reversivel ou irreversivel das funcdes da orelha interna pela
exposicdo a substancias quimicas.?>?> A ototoxicidade cau-
sada pela cipermetrina pode ter impacto na qualidade de
vida dos trabalhadores agricolas diariamente expostos a ela.
Como resultado da ototoxicidade em humanos, a ciperme-
trina é referida na literatura como agente toxico sistémico
de baixo grau e nosso estudo mostra que nao foram obser-
vadas alteragdes sistémicas.

Nesta pesquisa, avaliamos os efeitos da inalacao subcro-
nica de cipermetrina na funcao coclear de ratos Wistar e
desenvolvemos um protocolo animal que eliminou os fatores
de confusao associados a perda auditiva em pesquisas com
seres humanos. Além disso, nossos achados foram consisten-
tes, uma vez que ambos os grupos controle (controle positivo
e controle) responderam como relatado na literatura. Os
animais manifestaram poucos sinais clinicos, o que indica
que a ototoxicidade associada a exposicao a cipermetrina
estava presente mesmo sem toxicidade sistémica.

Houve limitacdes para este estudo, com base na dificul-
dade de explicar o mecanismo de dano na funcao coclear e
nas células internas. Acreditamos que a cipermetrina pode
danificar outras estruturas e, para futuros estudos, suge-
rimos a analise histopatologica das células internas, bem
como a avaliacao do sistema auditivo central.
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A ototoxicidade deve ser considerada durante o diag-
nostico de perda auditiva, especialmente em trabalhadores
agricolas ou que possam estar expostos a pesticidas. Esses
individuos sao expostos a multiplos fatores e constituem uma
populacado vulneravel a perda auditiva. Na pratica clinica,
podemos considerar a associacao de estudos experimen-
tais e humanos, devido a importancia do entendimento do
mecanismo das substancias as quais nossos pacientes estao
expostos, bem como os efeitos dessas substancias na clinica
audioldgica. A maioria dos estudos sobre ototoxicidade no
PubMed esta relacionada ao uso de medicamentos, como
cisplatina e antibioticos.’

Mesmo assim, este é um estudo experimental devido a
auséncia de literatura que associe o uso de medicamentos
e a exposicdo a substancias quimicas com efeitos auditi-
vos. E necessario correlacionar estudos clinicos com estudos
experimentais.

Conclusao

Este estudo fornece evidéncias de que a exposicao subcro-
nica por inalacdo a baixas concentracdes de cipermetrina
induziu ototoxicidade.
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