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Resumo

Cisplatina (cisdiaminodicloroplatinum) ¢ um agente
quimioterdpico usado para o tratamento de varias linha-
gens de neoplasias, mormente as de cabeca e pescogo. Sua
ototoxicidade permanece sendo um dos efeitos colaterais
causadores de significativa morbidade e limita sua utilizacao.
Objetivo: Avaliar a sensibilidade das emissdes otoacusticas
evocadas produtos de distor¢cao (EOAPD) e potenciais au-
ditivos evocados de tronco encefilico (PAETE) na deteccio
da ototoxicidade secunddria a diferentes doses e formas de
administracao de cisplatina em ratos. Forma de Estudo:
Experimental. Material e Método: Ratos Wistar machos,
administrou-se cisplatina por via intraperitoneal (IP) nas
doses de 24 mg/kg, fracionada em trés doses didrias ou 16
mg/kg em infusido Unica. Avaliaram-se os animais através
de EOAPD ou PAETE no terceiro (D3) e quarto (D4) dias
apos o inicio da infusio das drogas. Resultados: O grupo
tratado com 24 mg/kg mostrou diminuicio significativa da
amplitude das EOAPD e aumento do limiar eletrofisiol6gico
pelo PAETE. A dose de 16 mg/kg nio foi capaz de promover
reducio significativa da amplitude das EOAPD, mas elevou
o limiar auditivo dos animais, detectado através de PAETE.
Concluszo: Em ratos, os PAETE foram mais sensiveis que
as OEAPD na deteccao da ototoxicidade por cisplatina para
diferentes doses e formas de administracio.
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Summary

C isplatin (cis-diamminedicloroplatinum) is an
antineoplastic drug used in the treatment of a variety of
cancers, especially head-and-neck cancer. Its ototoxicity,
however, has been noted as a common side-effect which
limits its use and causes significant morbidity. Aim: to assess
distortion-product otoacoustic emissions (DPOAE) and
brainstem evoked response audiometry (BERA) sensitivity
to detect secondary ototoxicity caused by different doses
and means of administration of cisplatin in rats. Study
Design: Experimental. Material and Methods: Male Wistar
rats were intraperitoneally (i.p.) injected with 24 mg/kg
cisplatin, divided into three equal doses (8mg/kg) or a single
i.p. injection of 16 mg/kg. The animals were evaluated by
distortion product otoacoustic emission (DPOAE) or brainstem
evoked response audiometry (BERA) on the 3rd and 4th days
after the cisplatin injection. Results: Treatment with cisplatin
24 mg/kg resulted in significant DPOAE decrease and it raised
the BERA electrophysiological threshold. The 16mg/kg dose
could not significantly reduce the DPOAE amplitude, but it
raised the animals” hearing thresholds - detected by the BERA.
Conclusion: In rats, BERA was more sensitivity than DPOAE
at detecting cisplatin-induced ototoxicity in rats considering
different doses and means of administration.
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INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

Cisplatina (cisdiaminodicloroplatinum - CDDP) é
um agente quimioterapico frequentemente usado para o
tratamento de vdrias linhagens de neoplasias, mormente
as de cabeca e pescoco’. Seus efeitos colaterais incluem
ototoxicidade, nefrotoxicidade, supressio medular e dis-
tarbios gastrointestinais?. Estes tipos de toxicidade podem
interferir com o tratamento ao reduzir a dosagem, frequén-
cia e duracao da quimioterapia em muitos pacientes’.

A incidéncia da toxicidade por cisplatina parece va-
riar entre 4 e 50%"*°. O grau de perda de audicao depende
da dose e da frequéncia de administracao desse agente. A
administracao em bolo em adultos causa danos ototoxicos
mais intensos’. Outros fatores que influenciam o grau de
perda auditiva incluem idade (criangas e idosos sio mais
susceptiveis), maior nimero de ciclos quimioterdpicos,
ingesta prévia de outras drogas como furosemida e dcido
etacrinico, presenca associada de disfunc¢ao renal e suscep-
tibilidade individual®®. Em adicao, devido ao estoque de
cisplatina no corpo durante anos, uma deficiéncia auditiva
progressiva pode permanecer mesmo apés a Suspensiao
do tratamento®.

Estudos em animais tém demonstrado que a admi-
nistracao de cisplatina resulta em degeneracao do orgao
espiral de Corti, com perda completa ou parcial de células
ciliadas externas e, esporadicamente, de células ciliadas
internas'*'?. Em adi¢ao aos efeitos ototoxicos da cisplatina
sobre o 6rgao de Corti, hd evidéncias de comprometimento
da estria vascular'**, ginglio espiral'>!71*%2! e membrana
vestibular de Reissner!2>2,

Diferentes doses e formas de administracio siao
utilizadas para atingir os efeitos ototoxicos em roedores.
A via de administracio mais comumente empregada &
a intraperitoneal (IP). E bem conhecido que os efeitos
cronicos da cisplatina sio menos pronunciados que os
efeitos agudos®.

Sao diversas as maneiras de se avaliar o compro-
metimento funcional da audicao em animais de laborat6-
rio, variando desde métodos simples como o reflexo de
Preyer?, até métodos mais sofisticados e dispendiosos
como os potenciais auditivos evocados de tronco ence-
falico®™, eletrococleografia'>'” e emissdes otoacusticas
evocadas**®*2. As emissoOes otoacusticas (EOA) e os po-
tenciais auditivos evocados de tronco encefilico (PAETE),
com larga aplicacio na pritica clinica, sio os métodos
ultimamente mais empregados para estudo da ototoxici-
dade por cisplatina em roedores.

O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade
das emissoes otoacusticas evocadas produtos de distor¢ao
(EOAPD) e potenciais auditivos evocados de tronco ence-
falico (PAETE) na detec¢ao da ototoxicidade secundaria a
diferentes doses e formas de administracao de cisplatina
em ratos.

Foram utilizados para o estudo ratos Wistar machos
com peso variando entre 200 e 348g, mantidos em gaiolas
com livre acesso a alimentos e dgua, em ciclos naturais
de sono e vigilia, e manuseados segundo as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA), encontradas no sitio www.cobea.org.br.
O projeto foi submetido 2 aprovac¢io pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Animais (CEPA) tendo sido aprovado sob
nimero de protocolo 28/05.

Foram excluidos do experimento: animais com
sinais ao exame otoscopico de doenca de orelha exter-
na, tais como, edema e hiperemia de conduto auditivo
externo, tumoragoes ou rolha de cerume impactada; ani-
mais com sinais de doenca da orelha média, tais como
opacificacao, abaulamento e hiperemia de membrana
timpanica, ou perfuracao dessa membrana; animais com
emissoes otoacusticas produtos de distor¢ao ausentes em
alguma das frequéncias estudadas (3, 4, 6 e 8 kHz), antes
da administraciao das drogas; animais com limiar eletrofi-
siologico estabelecido por potencial auditivo evocado de
tronco encefilico maior que 10 dB NA, antes do inicio da
administracao das drogas.

As drogas utilizadas no estudo foram:

Cisplatina (Cisplatex® -Eurofarma 50 mg. Brasil):
po liofilizado para solucgio injetdvel. Preparo: 50 mg do
po liofilizado diluidos em 50 ml de solucio salina, cons-
tituindo uma concentracao final de 1 mg/ml;

Solugio salina fisiol6gica 0,9%;

Ketamina (Vetarnacol®- Laboratério Konig 50mg/
ml. Brasil);

Xilazina (Kensol®- Laboratorio Konig 20 mg/ml.
Brasil).

Os animais foram divididos em 12 grupos, listados
a seguir, onde n significa o nimero de ratos de cada
grupo:

Grupol (CDDP 24 D3 EOAPD) (n=11): ratos tra-
tados com cisplatina na dose de 8 mg/kg/dia em 3 dias
consecutivos (total de 24 mg/kg) e avaliados antes do
tratamento (D0) e trés dias (D3) apds o seu inicio por
emissoes otoacusticas evocadas produtos de distorcao
(EOAPD).

Grupo 2 (C 24 D3 EOAPD) (n=0): ratos tratados com
solucio salina na dose de 8 ml/kg/dia em 3 dias consecu-
tivos (total de 24 ml/kg) e avaliados antes do tratamento
(DO) e trés dias (D3) apo6s o seu inicio por emissoes oto-
acusticas evocadas produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 3 (CDDP 24 D4 EOAPD) (n=8): ratos tratados
com cisplatina na dose de 8 mg/kg/dia em 3 dias consecu-
tivos (total de 24 mg/kg) e avaliados antes do tratamento
(D0) e quatro dias (D4) apds o seu inicio por emissoes
otoacusticas evocadas produtos de distor¢io (EOAPD).

Grupo 4 (C 24 D4 EOAPD) (n=0): ratos tratados com
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solucao salina na dose de 8 ml/kg/dia em 3 dias consecu-
tivos (total de 24 ml/kg) e avaliados antes do tratamento
(DO) e no 4o dia apés o seu inicio (D4) por emissoes
otoacusticas evocadas produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 5 (CDDP 16 D3 EOAPD) (n=12): ratos tra-
tados com cisplatina em dose Unica de 16 mg/kg/dia e
avaliados antes do tratamento (D0) e trés dias (D3) apos
o seu inicio por emissoes otoacusticas evocadas produtos
de distorcao (EOAPD).

Grupo 6 (C 16 D3 EOAPD) (n=5): ratos tratados
com solucio salina em dose Unica de 16 ml/kg/dia e
avaliados antes do tratamento (D0) e trés dias (D3) apos
o seu inicio por emissoes otoacusticas evocadas produtos
de distorcao (EOAPD).

Grupo 7 (CDDP 16 D4 EOAPD) (n=7): ratos tratados
com cisplatina em dose Unica de 16 mg/kg/dia e avaliados
antes do tratamento (D0) e quatro dias (D4) apds o seu
inicio por emissdes otoacusticas evocadas produtos de
distorcio (EOAPD).

Grupo 8 (C 16 D4 EOAPD) (n=0): ratos tratados com
solucio salina em dose Gnica de 16 ml/kg/dia e avaliados
antes do tratamento (D0) e quatro dias (D4) apds o seu
inicio por emissdes otoacusticas evocadas produtos de
distor¢io (EOAPD).

Grupo 9 (CDDP 24 PAETE) (n=11): ratos tratados
com cisplatina na dose de 8 mg/kg/dia em 3 dias consecu-
tivos (total de 24 mg/kg) e avaliados antes do tratamento
(D0), trés (D3) e quatro dias (D4) apds o seu inicio por
potenciais auditivos evocados de tronco encefilico (PA-
ETE).

Grupo 10 (C 24 PAETE) (n=7): ratos tratados com so-
lucdo salina na dose de 8 ml/kg/dia em 3 dias consecutivos
(total de 24 ml/kg) e avaliados antes do tratamento (DO0),
trés (D3) e quatro dias (D4) apds o seu inicio por potenciais
auditivos evocados de tronco encefilico (PAETE).

Grupo 11 (CDDP 16 PAETE) (n=12): ratos tratados
com cisplatina em dose Unica de 16 mg/kg/dia e avaliados
antes do tratamento (DO0), trés (D3) e quatro dias (D4) apos
o seu inicio por potenciais auditivos evocados de tronco
encefilico (PAETE).

Grupo 12 (C 16 PAETE) (n=8): ratos tratados com
solucio salina em dose Gnica de 16 ml/kg/dia e avaliados
antes do tratamento (DO0), trés (D3) e quatro dias (D4) apos
o seu inicio por potenciais auditivos evocados de tronco
encefilico (PAETE).

O procedimento completo constituiu-se de 2 ex-
perimentos:

No experimento 1, ratos Wistar foram submetidos
a anestesia profunda com ketamina 50 mg/kg associada
a xilazina 10 mg/kg. Uma otoscopia prévia foi realizada
eliminando-se os animais com sinais de afeccoes de ore-
lha externa ou média, como detalhado nos critérios de
exclusao. Aqueles com otoscopia normal se submeteram
a exame de emissoes otoacusticas evocadas produtos de

distorcio (EOAPD), imediatamente antes da administra-
¢ao das drogas. Nos grupos cisplatina 8 mg/kg em 3 dias
consecutivos ou solucio salina 8 ml/kg em 3 dias conse-
cutivos, as drogas eram injetadas por via intraperitoneal
logo apds a conclusao da avaliacao auditiva. Nos dois
dias subsequentes, depois de nova pesagem dos ratos,
cisplatina 8 mg/kg ou solucao salina 8 ml/kg eram no-
vamente administradas, para resultar em uma dose final
respectivamente de 24 mg/kg e 24 ml/kg. Vinte e quatro
(D3) ou 48h (D4) depois da Gltima administracao, os ratos
eram novamente anestesiados, era realizada uma outra
otoscopia para descartar aqueles que adquiriram doencas
de orelha média ou externa durante o periodo de admi-
nistracao das drogas, e eram submetidos a nova avaliacao
auditiva por EOAPD. Nos grupos em que a cisplatina foi
injetada por via intraperitoneal na dose Unica de 16 mg/kg
e a salina 16 ml/kg, utilizou-se uma bomba de infusio de
marca Kd Scientific série 100 para que o tempo de infusao
fosse fixado em 30min. Quando necessario, nova dose
dos anestésicos era injetada. A avaliacao auditiva também
foi realizada no terceiro (D3) ou quarto (D4) dias apds a
administracao das drogas.

No experimento 2, os animais foram submetidos aos
mesmos procedimentos de anestesia, otoscopia e injecao
de drogas relatados no primeiro experimento. A avalia-
¢ao auditiva foi realizada por meio de PAETE (potencial
auditivo evocado de tronco encefilico), tendo o mesmo
grupo de animais se submetido ao exame imediatamente
antes e no terceiro e quarto dias apos a administracao
das drogas.

As EOAPD foram realizadas com aparelho de
emissoes otoacusticas de marca MADSEN Capella - GN
Otometrics, em ambiente silencioso. Aos ratos anestesia-
dos, em seu conduto auditivo externo direito, foi acoplada
a sonda do aparelho através de sondas para exame de
recém-nascido. O estimulo consistiu de 2 tons puros (F1
e F2) cuja relacao de frequéncia F1/F2 foi igual a 1,22. A
intensidade dos estimulos foi fixada em 70 dB NPS. Foi
analisado um total de 1000 aquisicoes. As emissoes otoa-
custicas resultantes foram avaliadas nas frequéncias de 3,
4, 6 e 8 kHz. Considerou-se a presenca de EOAPD para
uma relac¢do sinal/ruido (S/R) de, no minimo, 6 dB NPS,
de acordo com as especificacdes técnicas do aparelho
utilizado.

Utilizou-se, para realizacao do PAETE, aparelho In-
teracoustic EP 25, localizado em ambiente silencioso. Com
os animais anestesiados, eletrodos subdérmicos de platina
foram posicionados no vértex (positivo), regido retroau-
ricular direita (negativo) e ponta do nariz (terra). Fones
de insercao ER-3A acoplados a uma sonda utilizada para
avaliacao auditiva de recém-nascidos foram introduzidos
no conduto auditivo externo direito dos ratos. Os estimulos
empregados foram cliques de rarefacio, liberados a uma
taxa de 15 por segundo, com um total maximo de 700
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promediacoes e um tempo de andlise de 15 mseg. A banda
passante utilizada foi de 0 a 3000 Hz. Os estimulos foram
iniciados em 80 dB NA e diminuidos progressivamente
até o desaparecimento completo das ondas. Para o limiar
auditivo eletrofisiolégico, foi considerada a menor inten-
sidade de estimulo em que se evidenciava onda II.

Foi utilizado, para confeccao dos graficos e anali-
se estatistica, o programa GraphPad Prism 4.00.255. Foi
avaliada a distribuicio normal da amostra através do teste
de Komogorov-Smirnov. Os resultados forma expressos
como média + o erro padrio da média (MED + EPM),
para os dados continuos, e como mediana (Md) e valores
minimo (Min) e maximo (Max) para os dados ordinais.
A significancia minima aceita foi ao nivel de 5%. Os
varios procedimentos experimentais foram comparados
utilizando-se os seguintes testes:

Teste t de Student (quando possivel usado com
emparelhamento): comparar as médias das amplitudes
das emissoes otoacusticas produtos de distorcio em cada
frequéncia antes e apds tratamento; comparar as médias
dos limiares eletrofisiol6gicos dos animais obtidos através
de potencial auditivo evocado de tronco encefilico entre
o primeiro (D0) e o quarto dias (D3), nos grupos controle
(salina), cisplatina 24 mg/kg.

Anidlise de Variancia (ANOVA) Com a Significincia
Entre os Grupos Estabelecida Pelo Teste de Tukey: com-
parar as médias dos limiares eletrofisiologicos dos animais
obtidos através de potencial auditivo evocado de tronco
encefilico entre o primeiro (D0), quarto (D3) e quinto
(D4) dias da avaliacao; comparar as médias dos valores do
intervalo I-V obtidos através de potencial auditivo evocado
de tronco encefilico entre o primeiro (D0), quarto (D3) e
quinto (D4) dias da avaliacao.

RESULTADOS

A ototoxicidade por cisplatina foi confirmada por
microscopia Optica em coloracdes hematoxilina-eosina
(HE) (trabalho enviado para publicacao).

Grupo 1 (CDDP 24 D3 EOAPD) X Grupo 2 (C 24
D3 EOAPD).

Foi encontrada uma diminuicdo significativa da
amplitude das EOAPD nas frequéncias testadas (3, 4,
6 e 8 kHz) entre os dias DO e D3, no grupo em que se
administrou CDDP na dose de 24 mg/kg (Grupo 1). Essa
diminuicao nao foi evidenciada no grupo controle. (Figura
1A, B, CeD).

Grupo 3 (CDDP 24 D4 EOAPD) X Grupo 4 (C 24
D4 EOAPD)

No grupo 3 houve uma mortalidade elevada dos ani-
mais avaliados no D4 do procedimento. Dos oito animais
que receberam CDDP na dose cumulativa de 24 mg/kg,
apenas 3 permaneceram vivos para realizacio do exame
de EOAPD no D4. Destes, 2 de 3 ratos tiveram desapa-
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Figura 1. Gréficos dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média =+ erro padrao da média nos dias DO e D3, dos grupos
1 e 2. Os asteriscos representam significancia estatistica. CDDP =
cisplatina; C = controle. Gréafico A: frequéncia de 3 kHz (Teste T: * p
= 0,0095 - D3 x DO CDDP). Gréfico B: freqiiéncia de 4 kHz (Teste T: *
p = 0,0073 — D3 x DO CDDP). Gréfico C: freqiiéncia de 6 kHz (Teste T:
*p = 0,0284 - D3 x DO CDDP). Gréfico D: freqiiéncia de 8 kHz (Teste
T: * p = 0,0338 - D3 x DO CDDP).

recimento das EOAPD, comprovada por uma diferenca
sinal/ruido menor que 6 dB NPS, nas frequéncias de 3 e
4 kHz. Um animal mostrou também desaparecimento das
EOAPD na frequéncia de 6 kHz. Na frequéncia de 8 kHz
notou-se uma diminuicao significativa da amplitude das
EOAPD entre DO e D4 (Figura 2).
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Figura 2. Grafico dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média = erro padrao da média nos dias DO e D4, dos grupos
3 e 4 na frequéncia de 8 kHz. O asterisco representa significancia
estatistica. CDDP = cisplatina; C = controle. Teste T: * p = 0,0459
(D4 x DO CDDP).
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Grupo 5 (CDDP 16 D3 EOAPD) X Grupo 6 (C 16
D3 EOAPD)

Com a dose de 16 mg/kg de CDDP, nao foi possivel
identificar diminuicao estatisticamente significativa das
amplitudes médias das EOAPD entre DO e D3, em todas as
frequéncias estudadas (p > 0,05) (Figura 3 A, B, C e D).
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Figura 3. Graficos dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média =+ erro padrao da média nos dias DO e D3, dos grupos 5 e
6. CDDP = cisplatina; C = controle. Nao houve significancia estatistica
em nenhum dos grupos (Teste T: p > 0,05).

Grupo 7 (CDDP 16 D4 EOAPD) X Grupo 8 (C 16
D4 EOAPD)

Assim como na avaliacio de 3 dias, com a dose de
16 mg/kg de CDDP, nao foi possivel identificar diminui¢io
estatisticamente significativa das amplitudes médias das
EOAPD entre DO e D4, em todas as frequéncias estudadas
(p > 0,05) (Figura 4 A, B, Ce D).

Grupo 9 (CDDP 24 PAETE) X Grupo 10 (C 24
PAETE)

Houve um aumento significativo do limiar médio
eletrofisiologico dos animais injetados com cisplatina 24
mg/kg no D3 e D4 quando comparados ao DO. Nio foi
notada diferenca estatistica significativa desses limiares
entre D3 e D4. No grupo controle nao houve elevacio
dos limiares eletrofisiologicos (Figura 5). Nao se encontrou
diferenca estatistica significativa do intervalo I-V entre os
dias em ambos os grupos (Figura 6).

Grupo 11 (CDDP 16 PAETE) X Grupo 12 (C 16
PAETE)

Foi evidenciado um aumento significativo do limiar
médio eletrofisiologico dos animais injetados com cispla-
tina 16 mg/kg no D3 quando comparados ao DO. Nao foi
notada diferenca estatistica significativa desses limiares
entre D3 e D4. No grupo controle também nao houve

Figura 4. Gréficos dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média =+ erro padrao da média nos dias DO e D4, dos grupos 7 e
8. CDDP = cisplatina; C = controle. Nao houve significancia estatistica
em nenhum dos grupos (Teste T: p > 0,05).

PAETE CISPLATINA 24 mg/kg
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Figura 5. Gréafico dos limiares eletrofisioldgicos médios nos grupos 9
e 10 em DO, D3 e D4, expressos como média =+ erro padrao da média
(MED = EPM). O asterisco representa diferenca estatistica significativa.
CDDP = cisplatina; C = controle. ANOVA - Tukey: * p < 0,01 (D3 x
DO CDDP); * p < 0,001 (D4 x DO CDDP).

elevacao dos limiares eletrofisiologicos (Figura 7). Nao se
encontrou ainda diferenca estatistica significativa do inter-
valo I-V entre os dias em ambos os grupos (Figura 8).

DISCUSSAO

Estabeleceu-se, neste experimento, que apenas o
osso temporal direito seria utilizado para os diversos proce-
dimentos, a fim de tornar mais homogéneo o tempo entre
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Figura 6. Grafico do intervalo |-V médio dos animais nos grupos 9
e 10 nos dias DO, D3 e D4 expressos como média * erro padrao da
média (MED = EPM). N&o foi encontrada diferenca estatistica entre
os dias nos 2 grupos. ANOVA p > 0,05.
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Figura 7. Grafico dos limiares eletrofisiolégicos médios nos grupos
11 e 12 em DO, D3 e D4, expressos como média + erro padrao da
média (MED + EPM). O asterisco representa diferenca estatistica
significativa. CDDP = cisplatina; C = controle. ANOVA — Tukey: * p <
0,05 (D3 x DO CDDP).

a remocao da coclea e sua fixacao, evitando-se ao maximo
as lesoes do 6rgao relacionadas ao método de retirada, que
era realizada somente pelo autor. Os dados da avaliacao
morfoldgica por microscopia optica serdo objeto de outra
publicacao. Os animais submetidos a PAETE nao tiveram
sua coclea removida, e portanto puderam ser avaliados
no terceiro e quartos dias apds o inicio do procedimento.
Dai serem necessarios 4 grupos para avaliacio por PAETE
e 8 para avaliacao por EOAPD.

PAETE CISPLATINA 16 mg/kg
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Figura 8. Gréfico do intervalo I-V médio dos animais nos grupos 11
e 12 nos dias DO, D3 e D4 expressos como média =+ erro padrao da
média (MED = EPM). Nao foi encontrada diferenca estatistica entre
os dias nos 2 grupos. ANOVA p > 0,05.

A via de administracao intraperitoneal utilizada
neste estudo se mostrou efetiva para desencadear a oto-
toxicidade nas doses utilizadas. Essa € também a via sisté-
mica de administracao vista na maioria dos experimentos
de ototoxicidade com CDDP em ratos. Entretanto outras
vias podem ser empregadas como a arterial®®, venosa*,
subcutanea® e intramuscular®.

As EOAPD sao um método de avaliacao auditiva
que representam a funco das células ciliadas externas, um
dos principais alvos de lesiao da cisplatina®. O protocolo
de realizacdo de EOAPD nos experimentos animais tem
pouca variabilidade, com a maior controvérsia girando
em torno de se manter uma intensidade de estimulo F1 e
F2 constante’®? ou varidvel’*?” para a forma de aquisiciao
tipo DPgram. As frequéncias possiveis de serem estudadas
através de EOAPD variam entre as espécies de animais.
Hyppolito et al.** identificaram sua presenca a partir de
1,5 kHz em cobaias; Hatzopoulos et al.”’, estudando-as em
ratos Sprague-Dawley, além de 4 kHz; Lopez-Gonzalez et
al.®® em ratos Wistar, identificaram-nas entre 1 e 6 kHz;
Sockalingan et al.*; em ratos albinos, entre 2 e 8 kHz para
uma relacao sinal/ruido > 3 dB NPS. McAlpine e Johns-
tone® constataram ototoxicidade por CDDP através de
EOAPD com aquisicio no formato I/O function, fixando
a frequéncia em 8 kHz. No presente estudo, realizou-se o
protocolo com intensidade fixa de 70 dB NPS obtendo-se
respostas mensuraveis a partir de 3 kHz para uma relacao
sinal/ruido > 6 dB NPS, como determinado pelas especifi-
cacdes técnicas do aparelho utilizado (Madsen-Capella).

Neste estudo, somente a dose de 24 mg/kg foi capaz
de desencadear ototoxicidade por cisplatina mensuravel
por EOAPD em todas as frequéncias estudadas. Com a
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avaliacao no D3, diferente do grupo controle, houve uma
reducao significativa na amplitude das EOAPD no grupo
tratado. No D4 se viu um desaparecimento das respostas
ou diminuicao de sua amplitude. Nos animais tratados
com 16 mg/kg, apesar de se evidenciar uma reducao das
EOAPD nas frequéncias de 3, 4, 6 e 8 kHz apds tratamento
com CDDP tanto no D3 como no D4, niao foi possivel
demonstrar significincia estatistica. Isto pode ser expli-
cado pela grande variabilidade individual de respostas a
ototoxicidade por CDDP em ratos para doses = 15 mg/
kg em infusiao em bolo, tendo como consequéncia maior
desvio padrao da amplitude das emissoes otoacusticas
nas amostras, diminuindo o poder dos testes estatisticos.
Esta variabilidade é acompanhada de graus diversos na
concentracao plasmatica da droga quando administrada
por via venosa ou intraperitoneal”. Sockalingam et al.*
também nio evidenciaram reducio significativa das EOA-
PD em ratos ap6s 72h para dose de 12 mg/kg de CDDP.
Hatzopoulos et al.”” encontraram uma reducio significativa
na relacao sinal/ruido (S/R) das EOAPD para as frequén-
cias de 6,34, 7,13 e 7,56 kH, nao evidenciando para 4, 5
ou 8 kHz. Ressalte-se que, neste ultimo experimento, o
parametro avaliado foi a relacio S/R e nao a amplitude
isolada das emissdes otoacusticas. Lopez-Gonzalez et al.*°,
utilizando dose menor de CDDP (10 mg/kg), notaram
uma reducdo significativa das EOAPD de ratos Wistar
entre 1 e 6 kHz a partir do sétimo dia de avaliacio, com
recuperacao aos valores iniciais ap6s 30 dias. Hyppolito et
al’! em seu estudo com a dose de 24 mg/kg em cobaias
albinas, encontraram desaparecimento das EOAPD em
100% dos animais tratados e avaliados terceiro dia apos
o seu inicio. Nao se encontraram estudos em ratos com a
dose de 24 mg/kg de CDDP. Os trabalhos que mostraram
reducao das EOPAD ap0ds tratamento com CDDP em ratos,
ou utilizaram um tempo maior de avaliacio com doses
menores® ou tiveram como parimetro de avaliacao nao
a amplitude das EOAPD, mas a relacao S/R37. Este tipo
de andlise aumenta o viés do experimento, ja que o ruido
detectado no conduto auditivo externo dos animais pode
ser influenciado por fatores externos como o nivel de ruido
do ambiente ou ruidos provenientes do proprio individuo,
como os ruidos respiratorios®. Por isso, no presente es-
tudo, optou-se pela avaliacio da amplitude das EOAPD e
nao da relacio S/R, por um periodo de no miximo 96h
pos-tratamento, devido a grande mortalidade dos animais
além desse tempo com as doses de 16 ou 24 mg/kg.

Dessa forma, no presente estudo, as EOAPD foram
capazes de identificar ototoxicidade pela cisplatina em
ratos apenas com a dose de 24 mg/kg.

Os potenciais auditivos evocados de tronco ence-
falico tém sido largamente empregados para estudo da
ototoxicidade por cisplatina em roedores??25-30:33-35,37:40-50,
Entretanto, nao ha uma padronizacio da técnica de exame
entre os diversos autores.

Neste estudo, conseguiu-se elucidar um tracado de

PAETE em ratos Wistar com identificacao de 5 a 7 ondas,
tendo a onda II a maior amplitude. Para tanto, utilizaram-
se eletrodos de platina, em forma de agulha, posicionados
na subderme do vértex (eletrodo positivo ou ativo), regiao
retroauricular direita (eletrodo referéncia ou negativo) e
ponta do nariz (eletrodo terra). O eletrodo terra pode se
localizar em qualquer posicao do corpo sem alterar o
tracado. Ja posicoes diferentes dos eletrodos referéncia e
ativo tornam determinadas ondas mais ou menos eviden-
tesS1. Amsallem e Andrieu-Guitrancourt® posicionaram
os eletrodos entre o vértex (ativo) e a cauda (referéncia);
Sockalingam et al.* entre vértex (positivo) e bochecha
(negativo); Li et al.>* entre vértex (positivo) e musculatura
cervical (negativo). Varios autores de um mesmo grupo de
pesquisa publicaram estudos posicionando os eletrodos no
vértex (positivo) e ponta do nariz (negativo)?$243-45:4849.53,
Outros estudos, principalmente os mais recentes, locali-
zaram os eletrodos em pontos de referéncia semelhantes
aos utilizados neste experimento?*3337424650  Acredita-se
que nos registros clinicos esse posicionamento seja aquele
que oferece um tracado ideal do PAETE™.

Ha controvérsia em relacio a como se determinar
o limiar eletrofisiologico através de PAETE em ratos. Em
concordancia com Amsallem e Andrieu-Guitrancourt!, este
estudo evidenciou ser a onda II em ratos aquela de maior
amplitude e a UGltima a desaparecer com a diminuicao da
intensidade do estimulo sonoro. Portanto, essa onda foi o
parametro para se determinar o limiar auditivo dos animais.
Kamimura et al.?® também consideraram a onda II para se
estabelecer o limiar eletrofisiologico. Segundo Hatzopoulos
et al.® a onda III é a que apresenta maior visibilidade e
reprodutibilidade, dessa forma a que determina o limiar
eletrofisiolégico. Tanaka, Whitworth e Rybak48 tiveram
como parametro dois picos replicaveis de qualquer onda
enquanto Minami, Sha e Schacht™, as ondas I1I ou IV. Ou-
tros ainda estabelecem o limiar por tracados visualmente
detectaveis e reprodutiveis, sem especificar qualquer tipo
ou quantidade de ondas™>.

A quantidade de promediacoes necessarias para
desencadear tracados de PAETE reprodutiveis varia nos
experimentos em ratos entre 128 e 1024%*%°, Ji a taxa de
apresentacdo dos estimulos entre 5 por segundo?®243-45:4853
e 20 por segundo®®. No presente estudo conseguiu-se
observar respostas replicaveis utilizando-se uma taxa de es-
timulo de 15 por segundo para 300 a 700 promediacoes.

Outro parametro bastante varidvel é o tipo de esti-
mulo utilizado. A grande maioria dos autores da preferén-
cia a tone burst associado ou ndo a cliques???$2%:3337:4244-50-
52330 tone burst tem a vantagem de avaliar a audicio de
forma frequéncia especifica. Sua utilizacao € importante
quando se deseja diferenciar se a lesio acomete as porcoes
da coclea responsaveis por frequéncias mais graves ou
agudas. Entretanto, quanto maior o nimero de tone bursts
utilizados, mais demorado se torna o exame, aumentado
o risco de mortalidade em experimentos animais pela
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necessidade de um maior tempo de anestesia. O estimulo
com cliques determina uma resposta eletrofisiologica que
representa uma faixa de frequéncia da audicio compre-
endida entre 1000 e 4000 Hz>!. Com isso, desencadeia um
maior sincronismo de despolarizacao das fibras nervosas,
tornando o tracado mais constante e reprodutivel que
outros tipos de estimulo™. Assim, 2 semelhanca de outros
estudos®1 realizou-se este experimento utilizando-se
como estimulo apenas o clique de rarefacao.

Apesar de as respostas desencadeadas pelo clique
estarem representadas no giro médio da coclea de ratos
e nido no giro basal”, local onde predomina a lesio da
cisplatina®®#°05558 a5 doses de 16 e 24 mg/kg de cisplatina
foram capazes de desenvolver ototoxicidade mensuravel
por PAETE. O aumento médio do limiar eletrofisiologico
para a dose de 24 mg/kg foi de 12 dB NA no D3 e 21 dB
NA no D4. Entretanto, ndo se viu diferenca estatistica sig-
nificativa entre D3 e D4. A dose de 16 mg/kg promoveu
um aumento médio de limiar de 14,17 dB NA tanto no D3
como no D4, com este dltimo dia de avaliacao, apresen-
tando uma maior variabilidade dos limiares secundaria a
mortalidade aumentada dos animais. Nao houve qualquer
variacdo de limiares do PAETE nos grupos controle. O au-
mento médio de limiar eletrofisiologico para cliques apos
a infusdo de 16 mg/kg de cisplatina e avaliacio 72h apds
variou na literatura entre 15,2 dB42 e 36 dB44. Sockalin-
gam et al.** ndo evidenciaram aumento significativo do
limiar para cliques ap6s 3 dias com a dose de 12 mg/kg.
Por outro lado, Tanaka, Whitworth e Rybak48 mostraram
um aumento médio de 18,3 dB para a dose de 13 mg/kg.
Nao se encontraram estudos utilizando PAETE na avaliacao
auditiva de ratos para doses de 24 mg/kg.

Através do PAETE também se verificou que a lesao
auditiva desencadeada pela cisplatina provém de estru-
turas cocleares, pois nio houve aumento significativo do
intervalo I-V nos animais tratados. Resultado semelhante
foi visto por Rebert, Pryor e Frick®. Em hamsters, Church
et al.” acusaram prolongamento do intervalo I-IV com a
dose de 15 mg/kg de CDDP, sugerindo lesao retrococlear
por essa droga.

Por conseguinte, os potenciais auditivos evocados
de tronco encefilico (PAETE), utilizando como estimulo
auditivo cliques de rarefacao, mostraram-se um método
eficaz para deteccao da ototoxicidade por CDDP em ratos
nas duas doses empregadas. E possivel que esse achado
esteja relacionado a uma grande variabilidade (desvio
padrao) das amplitudes das EOAPD entre os animais
estudados.

CONCLUSOES

Os PAETE foram mais sensiveis que as OEAPD na
deteccao da ototoxicidade por cisplatina em ratos para
diferentes doses e formas de administracio.
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