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KEYWORDS Abstract

Inner ear; Introduction: Auditory conditioning consists of the pre-exposure to low levels of a potential
Sensorineural hearing harmful agent to protect against a subsequent harmful presentation.

loss; Objective: To confirm if conditioning with an agent different from the used to cause the trauma
Deafness; can also be effective.

Acoustic stimulation; Method: Experimental study with 17 guinea pigs divided as follows: group Som: exposed to 85
Deafness; dB broadband noise centered at 4 kHz, 30 minutes a day for 10 consecutive days; group Cont:
Toxicity intramuscular administration of gentamicin 160 mg/kg a day for 10 consecutive days; group

Expt: conditioned with noise similarly to group Som and, after each noise presentation, received
gentamicin similarly to group Cont. The animals were evaluated by distortion product otoacoustic
emissions (DPOAEs), brainstem auditory evoked potentials (BAEPs) and scanning electron
microscopy.

Results: The animals that were conditioned with noise did not show any protective effect
compared to the ones that received only the ototoxic gentamicin administration. This lack of
protection was observed functionally and morphologically.

Conclusion: Conditioning with 85 dB broadband noise, 30 min a day for 10 consecutive days
does not protect against an ototoxic gentamicin administration of 160 mg/kg a day for 10
consecutive days in the guinea pig.

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. All rights reserved.

DOI se refere ao artigo: http://dx.doi.org/10.1016/j.bjorl.2014.07.009

*Como citar este artigo: Strose A, Hyppolito MA, Colombari GC, Rossato M, de Oliveira JA. Lack of protection against gentamicin
ototoxicity by auditory conditioning with noise. Braz J Otorhinolaryngol. 2014;80:390-6.

“*Instituicdo: Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco. Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Paulo, SP, Brasil.

* Autor para correspondéncia.

E-mail: alexstrose@yahoo.com.br (A. Strose).

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

06-11229 390-396.indd 390 @ 16/9/14 20:49:50



Gentamicin ototoxicity by auditory conditioning 391

Falta de protecao contra a ototoxicidade da gentamicina pelo condicionamento
auditivo com ruido

PALAVRAS-CHAVE
Orelha interna;

Perda auditiva
neurossensorial;
Surdez;

Ruido;

Estimulacédo acUstica;
Toxicidade

Resumo

Introducdo: O condicionamento auditivo consiste da pré-exposicdo de um agente lesivo em
baixos niveis para proteger contra uma posterior apresentacao lesiva.

Objetivo: Confirmar se o condicionamento com um agente diferente do utilizado para causar
o trauma pode ser efetivo.

Método: Estudo experimental com 17 cobaias albinas divididas como a seguir- grupo Som:
exposto a um ruido branco de 85 dB centrado em 4 kHz, 30 minutos por dia, por 10 dias con-
secutivos; grupo Cont: administracao intramuscular de gentamicina 160 mg/kg por dia, por 10
dias consecutivos; grupo Expt: condicionado com ruido como o grupo Som. Apos cada exposicdao
ao ruido, recebeu gentamicina similarmente ao grupo Cont. Os animais foram avaliados por
emissdes otoacUsticas produto de distorcao (EOAPDs), potencial evocado auditivo de tronco
encefalico (PEATE) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

Resultados: Os animais que foram condicionados com ruido ndo mostraram qualquer efeito
protetor quando comparados com os que receberam apenas a gentamicina em doses ototoxicas.
Esta auséncia de protecao foi observada tanto funcionalmente quanto morfologicamente.
Conclusdo: Os autores concluiram que o condicionamento com ruido branco a 85 dB por 30
minutos, por dia por 10 dias consecutivos, nao protege contra uma administracao de gentami-
cina 160 mg/kg/dia, por 10 dias consecutivos.

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier

Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducao

O condicionamento auditivo consiste da pré-exposicao de
um agente potencialmente lesivo ao sistema auditivo em
doses pouco ou nao toxicas, visando estimular mecanismos
intrinsecos que aumentem a resisténcia das estruturas audi-
tivas, tornando-as, assim, mais resistentes contra uma pos-
terior exposicao, seja do proprio agente utilizado na pré-
exposicao, ou de outro potencialmente lesivo ao 6rgao de
Corti. O agente que foi primeiro testado foi o ruido,"? uti-
lizado tanto para condicionar quanto para causar o trauma
auditivo. Desde entdo, este fendbmeno vem sendo testado
em diferentes animais como cobaias, chinchillas, Mongolian
gerbils e, inclusive, em humanos. Os resultados tém demons-
trado uma reducao dos danos morfologicos e funcionais nos
animais condicionados em comparacao com 0s expostos
apenas ao estimulo traumatico.’*> Muitos paradigmas de
condicionamento utilizando diferentes frequéncias, intensi-
dades ou padrdes de apresentacao, como, por exemplo
exposicdes continuas ou intermitentes, vém demonstrando
serem efetivos."** O condicionamento com outros agentes,
ndo apenas ruido, também tem demonstrado ser efetivo. A
pré-exposicao a doses baixas de amicacina tem mostrado
ser efetiva na protecao contra uma posterior administracao
desta mesma droga em doses lesivas.” O mesmo foi demons-
trado com gentamicina.® Foi sugerido que o estresse causa-
do pelo condicionamento, e ndo a acao de um agente em
particular, é responsavel por estimular os mecanismos de
protecao.’ Estes pesquisadores levantaram a hipotese
de que este estresse pode estimular a liberacao de corticos-
teroides que, sabidamente, atenuam o dano coclear.
Entretanto, a vasta maioria dos trabalhos utiliza 0 mesmo
agente para condicionar e causar o trauma. Mais recente-
mente, a efetividade do condicionamento com um agente
diverso do utilizado para causar o trauma foi testada. The-
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neshkumar et al., em 2009, expuseram ratos a um ruido
8 kHz, em uma intensidade 85 dB, por 15 minutos, com o
objetivo de reduzir os danos causados pela cisplatina.’ Este
estudo demonstrou que os animais que foram condicionados
com o ruido apresentaram uma menor alteracdo de seus
limiares auditivos, em comparacao com aqueles que apenas
receberam a droga. Outro estudo condicionou camundongos
com canamicina e entdo expos os animais a um ruido de ban-
da larga (4-45 kHz) a 110 dB de intensidade, por 30 segun-
dos." Os animais que receberam a medicacao previamente
ao ruido exibiram menor dano coclear, evidenciado pelas
avaliacoes morfologicas e funcionais realizadas no estudo.
Um terceiro estudo condicionou cobaias administrando
doses nao ototodxicas de gentamicina na tentativa de prote-
gé-las contra um posterior trauma acUstico. Os animais que
foram condicionados com gentamicina apresentaram meno-
res danos cocleares em relacao aos que foram tratados ape-
nas com o trauma acustico.' Houve também um estudo que
condicionou Mongolian gerbils com ruido na tentativa de
proteger contra uma administracao de gentamicina topica,
aplicada através da janela redonda. Foi utilizado um proto-
colo de condicionamento que consistia de um ruido de fre-
quéncia entre 1.410 a 5.650 Hz com intensidade de 81 dB,
por trés semanas continuamente, e foi observado que o
grupo tratado com este estimulo mostrou um menor nime-
ro de lesao as células ciliadas externas e internas.' Outro
estudo testou se um condicionamento com um ruido que
causasse uma mudanca temporaria de limiar seria efetivo
para proteger camundongos contra ototoxicidade da genta-
micina e da cisplatina. Os pesquisadores observaram que a
apresentacao de um ruido de 8 a 16 kHz em uma intensida-
de de 91 dB, por 2 horas, causava uma mudanca temporaria
de limiar e também protegia contra a ototoxicidade destas
substancias.™ O proposito do presente trabalho foi testar se
o condicionamento com ruido em niveis nao traumaticos
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pode proteger as estruturas cocleares contra uma adminis-
tracdo de gentamicina em doses ototoxicas.

Material e métodos

Estudo experimental realizado com um total de 17 cobaias
albinas pesando entre 350 e 500 g e sem infeccao de orelha
média, evidenciada por avaliacao otoscopica. O tamanho da
amostra e sua distribuicao foram dimensionados estatistica-
mente. Isto se deve as exigéncias do comité de ética para
que o menor numero possivel de animais seja utilizado.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de
Etica em Experimentacéo Animal da instituicio (Documento
no. 058/2008). Os animais foram selecionados pela pre-
senca do reflexo de Preyer. Foram incluidos no estudo ape-
nas aqueles com emissdes otoacUsticas produto de distorcao
(EOAPD) presentes e limiares auditivos eletrofisiologicos de
25 dB estimados pelos potenciais evocados auditivos de
tronco encefalico (PEATE).

Os animais foram divididos em trés grupos: o primeiro gru-
po (Cont), que é o controle para a lesdo por gentamicina,
formado por cinco animais que receberam gentamicina intra-
muscular em dose ototdxica, 160 mg/Kg/dia, por 10 dias con-
secutivos.; o segundo grupo (Som), que é o controle para o
condicionamento com ruido, formado por seis animais, foi
tratado com ruido centrado em 4 kHz a uma intensidade de
85 dB 30 minutos por dia por 10 dias consecutivos. A escolha
desta frequéncia de estimulo se deveu ao fato de os métodos
de avaliacao funcionais utilizados no presente trabalho serem
efetivos para detectar alteracdes nesta faixa de frequéncia,
e, adicionalmente, para testar se o condicionamento com
esta frequéncia também seria efetivo. O terceiro grupo (Expt),
grupo experimental, formado por seis animais, foi condicio-
nado nos mesmos moldes do grupo e Som, porém, apds 30
minutos da apresentacao do ruido, receberam, diariamente,
a dose potencialmente lesiva de gentamicina: 160 mg/Kg/dia
por 10 dias, nos mesmos moldes do grupo Cont. O protocolo
de lesao por gentamicina, como mencionado acima, ja havia
sido utilizado com sucesso em trabalhos anteriores.?

Avaliacao funcional

A avaliacao funcional foi realizada pelos exames de emis-
soes otoacusticas produto de distorcao (EOAPD) e de poten-
cial evocado auditivo de tronco encefalico (PEATE). O equi-
pamento utilizado foi o SMART DPOEA/EP e o SMART EP da
Intelligent Hearing Systems - Miami/Florida (EUA).

Para realizar os testes, os animais foram anestesiados
com Ketamina intramuscular na dose de 65mg/kg, uma dro-
ga anestésica sem efeitos significativos sobre o funciona-
mento do sistema auditivo.™

Potencial evocado auditivo de tronco
encefalico e emissdes otoacusticas produto
de distorcao

A avaliacao funcional pelos exames de PEATE e EOAPD foi
realizada nos seguintes tempos: antes de qualquer trata-
mento em todos os animais; 1 hora apds o condicionamento
com ruido para avaliar se este procedimento era in6cuo ao
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sistema auditivo; e apo6s 1 dia da administracdo da Ultima
dose de gentamicina, tanto no grupo que foi tratado apenas
com esta medicacao (Cont), quanto no que foi condicionado
com ruido previamente a administracao da gentamicina.

Para avaliacao dos potencias auditivos eletrofisiologicos
(PEATE), os eletrodos de superficie foram posicionados no
vértex craniano (positivo), na porcao posterior do pavilhao
auricular bilateralmente (negativos), e um eletrodo de
referéncia na fronte (terra). A resposta dos potenciais audi-
tivos foi obtida da média de 2.048 estimulos, para cada
intensidade. Foi utilizado o estimulo tipo click. O estimulo
foi apresentado a uma taxa de repeticao de 11,1/s. O limiar
auditivo foi definido como a menor intensidade em que era
possivel identificar uma onda Il em dois registros.

As OEAPDs foram realizadas de acordo com a relacao 2F1-
F2, com a razao F1:F2 = 1,22. A intensidade de ambas as
frequéncias foi de 70 dB. Foram avaliadas as respostas a
partir da frequéncia de 1 kHz até a frequéncia de 4 kHz. Foi
considerada a presenca ou auséncia de resposta de acordo
com a relacao sinal/ruido. Adicionalmente, foram estuda-
dos estatisticamente os valores obtidos antes e apds cada
tratamento para cada grupo.

Avaliacao morfologica

Microscopia eletronica de varredura
Todas as guinea pigs sofreram eutanasia em tempo progra-
mado, 1 hora apds a Ultima avaliacao funcional, apo6s anes-
tesia com Cloridrato de Ketamina (65 mg/kg) e Xilazina (6,5
mg/kg), ambas via intramuscular. Foram, entao, decapita-
das e suas cocleas removidas da bula.

Através da janela redonda foi injetada, para fixacdao, uma
solucdo de glutaraldeido a 3% em tampao fosfato 0,1 M, pH
de 7,4, por 4 horas, a 4°C; as cocleas foram lavadas trés
vezes por 5 minutos com o mesmo tampao, depois fixadas
com tetroxido de Osmio 1% por 2 horas, a 4°C, e submetidas
a uma desidratacao a temperatura ambiente em uma bate-
ria crescente de etanol (50%, 70%, 90% e 95% - uma vez, por
10 minutos, em cada concentracédo) e etanol absoluto trés
vezes por 15 minutos. Terminada a desidratacao, passou-se
para a fase de secagem pelo método do ponto critico em
CO,, em que o material é desprovido de agua. Apos ser
fixado em porta espécime adequado, o material foi reves-
tido, em camara de vacuo, com vapor de ouro e examinado
em microscopio eletrénico de varredura.

Para a analise e fotografia dos espécimes em MEV foi
utilizado o Microscopio Eletronico JEOL SCANNING MICROS-
COPE - JSM 5200.

Para a analise estatistica, uma célula ciliada lesionada foi
definida como sendo aquela com auséncia total de cilios;
qualquer outra alteracao a estas estruturas nao foi levada
em consideracao para o calculo estatistico. Foram conside-
radas lesoes apenas as células ciliadas externas. A coclea da
guinea pig é formada por trés espiras e meia, isto &, primei-
ra, segunda e terceira espiras, e a porcao apical é formada
por meia espira. Cada espira pode ser dividida em trés
tercos: terco inicial, médio e final. A porcentagem de célu-
las ciliadas externas lesadas sobre o total de células ciliadas
foi calculado para cada terco médio de cada espira, exceto
a apical. Este calculo foi obtido a partir de um cocleograma.
Este foi por nds definido como a representacao grafica de
uma fotografia de microscopia eletronica de varredura do
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terco médio da primeira, segundo e terceira espiras coclea-
res, em um campo de aumento de 500 vezes. A regiao apical
nao foi incluida no calculo estatistico por apresentar um
natural desarranjo de cilios, o que dificulta a diferenciacao
de estruturas normais com lesadas. Calculos adicionais
foram feitos para determinar a porcentagem total de célu-
las ciliadas lesadas e a porcentagem de células ciliadas lesa-
das por cada fileira de células ciliadas externas.

Condicionamento com ruido

As guinea pigs foram condicionadas com ruido branco centra-
do em 4 kHz, em uma intensidade de 85 dB, 30 minutos por
, por 10 dias consecutivos. A exposicao foi feita com os ani-
mais dentro de uma caixa de isolamento acUstico (EP - 125
Audio Signal Generator - Insight, Ribeirao Preto, SP, Brasil).
As dimensdes do equipamento eram, em milimetros, de 760,
485 por 705. Dentro da caixa, os animais foram dispostos em
uma gaiola com trés divisdes iguais, sendo colocados trés de
cada vez. Os animais tinham livre acesso a agua e alimentos
e ficavam em um ciclo de claro-escuro de 12 horas cada. Os
amplificadores de som ficavam presos a parte superior da
caixa a 25 cm de distancia da parte superior da gaiola. A
variacao da intensidade do ruido era menor do que 2 dB em
qualquer ponto do interior da caixa.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através dos testes
nao paramétricos de Mann-Whitney e Wilcoxon. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p = 0,05). As analises foram
realizadas pelos programas SPSS, Minitab e Excel.

Resultados

Ao analisar as EOAPDs, pudemos observar, para os grupos
Cont, que receberam apenas a gentamicina em doses oto-
toxicas, e para o grupo Expt, condicionado com ruido pre-
viamente a administracdo do aminoglicosideo, em todas as
frequéncias houve auséncia de resposta nas avaliacoes rea-
lizadas apds administracao desta droga. Em uma avaliacao
mais detalhada desses resultados, observamos que, compa-
rando estes dois grupos, Cont e Expt, além de ambos mos-
trarem auséncia de resposta apos a administracao da gen-
tamicina, o grupo que foi condicionado com ruido
previamente a esta medicacao (grupo Expt) apresentou
valores significativamente piores nas frequéncias de 3 e 4
kHz, do que o tratado apenas com o aminoglicosideo (p =
0,009 e p = 0,007, respectivamente) (tabela 1), sugerindo
uma potencializacao dos efeitos deletérios da medicacao
pela pré-exposicao ao ruido. O grupo Som, tratado apenas
com o condicionamento com ruido, mostrou resultados inte-
ressantes. Observamos respostas presentes nas EOAPDs pos-
ruido em todas as frequéncias para este grupo e, adicional-
mente, houve uma melhora nos valores das EOAPDs no
pos-tratamento em comparagao com os valores iniciais, de
pré-tratamento. Esta melhora foi observada em todas as
frequéncias, sendo a diferenca significativa apenas nas fre-
quéncias de 1 kHz (p = 0,006) e 4 kHz (p = 0,023) (tabela 2).
Com relacao aos limiares auditivos eletrofisiolégicos obtidos
pelo PEATE, observamos que apenas o grupo Som, condicio-
nado com ruido, nao apresentou piora de seus limiares apos
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Tabela 1 Valores das EOAPDs pré-condicionamento com
ruido e pds-exposicdo a gentamicina em dose ototoxica
— Grupo Expt
Grupo Expt F 1 F1,5 F2 F3 F4
Pré 24,08 25,33 20,33 182 26,332
Pos 8,75 9,17 12,58 3,52 12,922

2Diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 2 Valores das EOAPDs pré e pos-exposicao ao ruido
condicionante — Grupo Som

Grupo Som F1 F1.5 F2 F3 F 4

Pré 23,58 26,08 20,17 23,58 25,082

Pos 36,332 35,58 24,67 24,17 37,75

2 Diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 1 Limiares auditivos (em dB) pré e pds os respectivos

tratamentos para os Grupos Som, Cont e Expt.

o respectivo tratamento (condicionamento com ruido). Seus
limiares pré e pos foram 17,9 dB e 15,8 dB, respectivamen-
te. Os grupos Cont e Expt apresentaram piora semelhante de
seus limiares auditivos na comparacao pré e pos. Os limiares
auditivos dos animais destes grupos apresentavam valor
médio, antes de qualquer tratamento, de 8,5 e 13,7 dB,
respectivamente. Apo6s a administracao do aminoglicosideo,
os limiares dos grupos Cont e Expt passaram a ser, na média,
53,5 e 52 dB, respectivamente, nao havendo diferenca esta-
tisticamente significativa para estes valores (fig. 1).

A avaliacao histologica mostrou que o grupo Som nao
sofreu danos decorrentes do condicionamento auditivo com
ruido branco de 4 kHz na intensidade de 85 dB, 30 minutos
por dia, por 10 dias consecutivos (fig. 2). A analise histolo-
gica e dos cocleogramas mostrou a seguinte porcentagem
média de lesdo para cada grupo: Som: 2,2%; Cont: 39,9% e
Expt: 47,3% (figs. 3, 4 e 5). Discriminando melhor estes
resultados e avaliando o percentual médio de lesdo por cada
espira, observamos que os grupos Cont, que recebeu apenas
a gentamicina em doses ototoxicas, e Expt, condicionado
com ruido previamente a administracao desta droga, apre-
sentaram valores semelhantes de lesao na primeira e segun-
da espiras cocleares - Cont (primeira espira): 52,7% e Expt
(primeira espira): 53,2%; Cont (segunda espira): 32,8% e
Expt (segunda espira): 36,9%. Entretanto, ao compararmos
os valores médios de lesdo de células ciliadas externas entre
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Figura 2 Foto de microscopia eletronica de varredura do
grupo (Som) mostrando auséncia de lesées as células ciliadas
externas. Aumento de 5000 mm.
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Figura 3 Porcentagem de lesdao de CCE em cada grupo apos os
respectivos tratamentos.

Figura 4 Fotografia de microscopia eletronica de varredura do
grupo Cont. Aumento de 500x%.

estes dois grupos, observamos que o grupo Expt apresentou
um nimero maior de lesdo em comparacado com o grupo
Cont, 47,3% e 39,9%, respectivamente. Entretanto, esta
diferenca nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 5 Fotografia de microscopia eletronica de varredura do
grupo Expt. Aumento de 500x.

Discussao

A grande maioria dos trabalhos que vém testando o condi-
cionamento auditivo tem demonstrado bons resultados.
Muitos tipos de ruido e drogas tém sido testados com suces-
so. A grande maioria destes trabalhos utilizou o0 mesmo fator
na fase de condicionamento e na fase traumatica. O primei-
ro trabalho que demonstrou este fenémeno condicionou
cobaias com ruido para estimular o organismo a desenvolver
mecanismos de protecdo, ainda nao totalmente esclareci-
dos, contra uma posterior apresentacdo de um trauma acus-
tico." Varios outros trabalhos se seguiram a este, também
utilizando ruido tanto como agente protetor quanto como
fator traumatico, todos com resultados positivos.'¢ Outra
causa muito comum de perda auditiva é a ototoxicidade por
drogas aminoglicosidicas. Partindo do mesmo principio do
condicionamento auditivo com ruido, outros estudos testa-
ram se a pré-exposicao de doses nao traumaticas de amino-
glicosideos também evitaria ou, ao menos, reduziria os
danos causados por uma administracao ototdxica destas
drogas. Os resultados mostraram que o condicionamento
também era efetivo com drogas.”# O protocolo de lesao por
gentamicina utilizado no presente trabalho foi o mesmo do
trabalho mencionado acima.? Adicionalmente, foi testada a
utilizacao de drogas diferentes na fase de condicionamento
e trauma, como condicionamento com salicilato para pro-
tecao contra gentamicina ou contra cisplatina.'®'” Estes tra-
balhos também mostraram resultados positivos. Apenas um
estudo ndo demonstrou protecao pelo condicionamento cru-
zado com diferentes drogas. Foram administradas doses nao
ototoxicas de gentamicina para protecao contra uma poste-
rior ototoxicidade por amicacina. Os resultados mostraram
que os animais tratados previamente com a gentamicina
(condicionados) nao apresentavam sinais de protecao em
comparacao com os tratados apenas com a amicacina.™®
Tem sido sugerido que o estresse resultante do procedi-
mento de condicionamento auditivo, mais do que a acao de
qualquer agente em especifico, promove a protecao obser-
vada. Isto se daria pela liberacao de corticosteroides em
resposta ao estresse.’ Esta hipotese foi recentemente contes-
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tada por um estudo que testou se o condicionamento com
canamicina era efetivo na protecdo contra um trauma acus-
tico. Para determinar se o proprio processo de condiciona-
mento era responsavel por estimular os mecanismos de pro-
tecdo, um dos grupos do estudo recebeu, ao invés de
canamicina, solucao fisioldgica, nos mesmos esquemas de
administracao dos animais que foram condicionados com
canamicina. Ambos os grupos foram expostos ao trauma acuUs-
tico. Os animais que receberam solucao salina fisioldgica néo
demonstraram qualquer efeito protetor, o que levou os auto-
res a concluir que a protecao resultante do estresse da mani-
pulacao dos animais e injecoes nao era significativo."

Tomamos conhecimento de poucos estudos que testaram
o condicionamento com um agente fisico (som) na tentativa
de prevencao contra um posterior trauma ototoxico por
drogas (antibioticos aminoglicosideos ou antineoplasicos) ou
vice-versa. Em um deles, ratos foram expostos a um ruido
branco centrado em 8 kHz em uma intensidade de 85 dB por
15 minutos, e apos 45 minutos foi administrada cisplatina
endovenosa na dose de 14 mg/kg, dose Unica. A avaliacao
foi feita pela determinacdo dos limiares eletrofisiologicos
por PEATE antes e apds a administracao de cisplatina. Os
pesquisadores observaram que os animais que foram condi-
cionados com ruido apresentaram uma alteracao de limiar
auditivo significativamente menor do que os que receberam
apenas a cisplatina.' Em outro estudo, que nao tinha como
objetivo primario estudar o fendmeno do condicionamento
auditivo, mas sim, estudar o sinergismo entre amicacina e
ruido, em uma populacao de camundongos CBA/J jovens, os
pesquisadores relataram a “surpreendente conclusao” de
que a administracao do antibiético, previamente ao trauma
acUstico, ndo apenas ndo causou uma potencializacao dos
danos causados por este ultimo, como protegeu as células
ciliadas externas que, nos animais que receberam amicaci-
na previamente ao trauma acUstico, mostravam menor
lesao." Qutro estudo testou o condicionamento com genta-
micina em doses ndo traumaticas para protecao contra um
trauma acUstico. Foram utilizadas cobaias albinas que rece-
beram 30 mg/kg/dia por 30 dias consecutivos de gentami-
cina intramuscular e posteriormente expostos a um trauma
acUstico de 110 dB centrado em 4 kHz por 72 horas, ininte-
rruptamente. Os pesquisadores observaram que os animais
que foram condicionados com gentamicina apresentaram
menores danos morfoldgicos, avaliados por microscopia ele-
tronica de varredura. Entretanto, nao foi observada uma
protecao funcional, ja que a mudanca de limiares foi seme-
lhante tanto no grupo condicionado quanto no nao condicio-
nado.™ O condicionamento com ruido em uma frequéncia
entre 1.410 a 5.650 Hz a 81 dB por 3 semanas continuamen-
te foi utilizado em outro estudo para testar se promoveria
protecdo contra uma administracdo topica de gentamicina
intratimpanica.™ Os pesquisadores observaram que os ani-
mais condicionados com este estimulo apresentavam menor
lesdao de células ciliadas externas e internas. Nao foram
feitas avaliacdes funcionais. O condicionamento utilizando
um ruido traumatico, que leva a uma diminuicdo temporaria
dos limiares, também foi testado para protecdo contra a
ototoxicidade da cisplatina e da gentamicina. Este condicio-
namento se mostrou efetivo contra ambas as drogas, tanto
morfologicamente quanto funcionalmente.™

No presente estudo, os animais que foram condicionados
com ruido nao apresentaram protecao em comparagao com
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os animais que foram tratados apenas com doses ototdxicas
de gentamicina. Esta auséncia de protecdo pode ser obser-
vada tanto funcionalmente quanto morfologicamente. Os
animais condicionados com ruido apresentaram auséncia de
EOAPD, mudanca de limiares eletrofisioldgicos e lesao as
células ciliadas externas semelhantes a dos animais que
receberam apenas a droga. Nao tomamos conhecimento de
outro estudo que utilizou o protocolo de condicionamento
nos mesmos moldes do utilizado no presente trabalho. A
maioria dos trabalhos que testaram o condicionamento
auditivo utilizou ruidos por periodos mais prolongados que
o utilizado no presente trabalho. Algumas vezes o condicio-
namento foi feito com ruido por dias consecutivos.' Basea-
mos a escolha de um condicionamento com ruido por um
periodo mais curto em um estudo mencionado anteriormen-
te, que mostrou bons resultados contra a ototoxicidade da
cisplatina.' Optamos por testar um protocolo um pouco
mais longo do que o utilizado neste referido trabalho, que
utilizou uma Unica apresentacao de ruido por 15 minutos.
Outros estudos ja haviam conseguido resultados positivos
com o condicionamento com ruido para prevenir contra a oto-
toxicidade pela cisplatina.’'* Um deles condicionou com ruido
branco centrado em 8 kHz em uma intensidade de 85 dB por
15 minutos, para proteger contra uma dose Unica de cisplatina
14 mg/kg. O outro utilizou um ruido de 8-16 kHz a 91 dB, por
2 horas, o qual causava uma mudanca temporaria de limiar;
este Ultimo também observou protecao dos animais condicio-
nados com este ruido contra a ototoxicidade da cisplatina e
também da gentamicina. Nosso protocolo de lesao ototdxica
por gentamicina foi o mesmo utilizado em trabalhos anteriores
e consistia de 160 mg/kg/dia, por 10 dias consecutivos.® No
presente trabalho, a apresentacdo do ruido condicionante foi
feita em um periodo 30 minutos antes de cada administracéo
do antibidtico. Nossa hipotese para a auséncia de protecao
desencadeada por este protocolo de condicionamento é de
que ele nao foi intenso o suficiente para desencadear os meca-
nismos intrinsecos responsaveis pela protecao; ao menos nao
intenso o suficiente para proteger contra um trauma da mag-
nitude do causado por 160 mg/kg/dia, por 10 dias consecuti-
vos. Uma das hipoteses de mecanismo com a qual condiciona-
mento com ruido seja efetivo é pelo estresse desencadeado
pela estimulacao e a resultante liberacao de heat shock pro-
tein. Portanto, parece ser importante que o estimulo de
condicionamento gere algum tipo de estresse as estruturas
cocleares. Estudos anteriores ja mostraram que esta dose de
gentamicina causa extensas lesdes as células ciliadas exter-
nas.® Sabendo que um protocolo de condicionamento havia
sido efetivo pré-expondo a apenas 15 minutos de um ruido
branco centrado em 8 kHz a um intensidade de 85 dB, como
no trabalho referido acima, quisemos testar se um protocolo
de condicionamento utilizando uma exposicao por curto perio-
do também seria eficaz. Encontrar protocolos de condiciona-
mento mais simples e 0 menos traumatico possiveis é de gran-
de interesse quando se pensa em possiveis aplicagdes clinicas
deste paradigma futuramente. E importante ressaltar algumas
diferencas entre o estudo acima mencionado, que conseguiu
resultados positivos com o condicionamento com ruido por 15
minutos, e o presente estudo. O animal por eles estudado era
outro e, adicionalmente, a ototoxicidade foi conseguida com
administracao de dose Unica de cisplatina. Outro ponto impor-
tante é que a avaliacao por eles realizada foi apenas funcional,
estimando-se os limiares eletrofisioldgicos, e existem estudos
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que mostram desacordo entre os limiares auditivos e as alte-
racoes morfoldgicas.” Os achados das EOAPD mostram que o
condicionamento por nos utilizado parece ter estimulado as
células ciliadas externas, ja que os valores obtidos por este
exame apods a exposicao ao ruido, no grupo Som, mostraram
uma melhora da resposta, sendo que esta foi estatisticamente
significativa para as frequéncias 1 e 4 kHz, conforme mostrado
nos resultados. Portanto, o condicionamento com ruido a 85
dB por 30 minutos, por 10 dias consecutivos, parece ter esti-
mulado as células ciliadas externas, mas nao o suficiente para
protegé-las contra a lesao ototoxica ou, talvez, esta alteracao
fosse apenas um sinal de inicio de lesao as estruturas coclea-
res. Tanto por nossa experiéncia pessoal quanto pelas infor-
magoes obtidas por outros estudos, acreditamos que o condi-
cionamento deve ser de uma intensidade nao tao lesiva, que
cause muitos danos cocleares, nem tao suaves que nao leve a
uma alteracao as estruturas cocleares, o que parece ter sido
0 caso no presente protocolo de condicionamento.

0 potencial efeito sinérgico entre ruido e antibioticos ami-
noglicosideos tem que ser levado em, ja que estes agentes
sdo potencialmente lesivos para o sistema auditivo, e ha
estudos que mostram que animais que sao expostos a eles
simultaneamente apresentam lesao maior do que a apresen-
tada pela simples soma dos danos de cada agente separada-
mente.? Nossos resultados mostram uma tendéncia de siner-
gismo entre o ruido e a gentamicina, ja que os animais que
receberam ambos fatores apresentaram resultados piores do
que os que receberam cada fator isoladamente, apesar de
nao podermos, pelos resultados obtidos por este estudo, afir-
mar que, efetivamente, houve sinergismo entre estes fato-
res. Como referido acima, os animais que receberam apenas
o ruido praticamente nao apresentaram lesao. Ja os animais
do grupo Expt, que receberam gentamicina apos o ruido,
apresentaram maiores alteracoes do que os que foram trata-
dos apenas com gentamicina. Funcionalmente, a variacao de
limiares auditivos foi muito semelhante, nao havendo dife-
renca estatisticamente significativa. Ja os resultados das
EOAPDs mostraram, nas frequéncias de 3 e 4 kHz, que os
animais que receberam os dois fatores apresentaram uma
piora dos resultados estatisticamente significativa, em com-
paracao aos animais que receberam apenas a gentamicina.
Histologicamente, os animais do grupo Expt, que foram tra-
tados com os dois fatores, também apresentaram um nime-
ro maior de lesdo as células ciliadas externas. Entretanto,
esta diferenca nao foi estatisticamente significativa.

Conclusao

O presente estudo demonstrou que o condicionamento com
ruido branco centrado em 4 kHz a uma intensidade de 85 dB
por 30 minutos, por dia por 10 dias consecutivos, nao foi
efetivo em prevenir lesao coclear causada pela adminis-
tracao de gentamicina intramuscular na dose de 160 mg/kg/
dia, por 10 dias consecutivos.
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