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RESUMO

A ototoxicidade é a alteragdo provocada por drogas que comprometem a fungao auditiva e/ou
vestibular. Uma dessas drogas ¢é a cisplatina (CDDP), um potente agente antineoplasico utilizado no
tratamento do cancer, tanto de criangas quanto de adultos, mas que possui varios efeitos colaterais,
entre 0s quais a ototoxicidade, que pode limitar seu uso. Atualmente considera-se que 0 mecanismo
de ototoxicidade da cisplatina ocorre por alteragbes no sistema antioxidante das células ciliadas
externas (CCE) da coclea. Em razédo disso, diferentes drogas antioxidantes tém sido testadas para
avaliar o potencial otoprotetor quando utilizadas conjuntamente com cisplatina. O teste de emissao
otoacustica por produto de distorcdo (EOAPD) tem se mostrado um exame sensivel para o
diagnostico de alteragdes nas CCEs e tem sido utilizado na monitorizagao de pacientes submetidos a
tratamento com drogas ototéxicas. O nosso objetivo foi avaliar, usando-se o teste de EOAPD, o efeito
do extrato padronizado de ginkgo biloba (EGB761), de conhecida propriedade antioxidante, como
otoprotetor contra a agédo da cisplatina. O estudo foi conduzido em individuos que iriam iniciar
tratamento com cisplatina. Eles foram randomicamente alocados em dois grupos: grupo estudo (GE)
(n = 08), que recebeu EGB761(240mg/dia) e CDDP, e o grupo controle (GC) (n = 07), que recebeu
placebo e CDDP. Ambos os grupos foram orientados a ingerir a medicacao antes da primeira dose de
cisplatina. Eles foram tratados e acompanhados por um periodo aproximado de 90 dias. As doses de
cisplatina variaram, atingindo um total cumulativo de 300mg/m2. Comparacgdes foram feitas entre as
medidas iniciais, ou seja, antes de iniciar-se o tratamento com CDDP, e aqueles registros obtidos
apés a ultima dose cumulativa de CDDP. Os individuos do GC apresentaram uma reducdo das
amplitudes médias das EOAPDs e da relagao sinal/ruido (S/R), na freqiiéncia de 8KHz, com p< 0,05,
enquanto nos individuos do GE nao foi observada essa redugédo. Nos concluimos que o EGB761, em
virtude de suas propriedades antioxidantes, mostrou potencial efeito otoprotetor em individuos sob
tratamento com cisplatina.

Palavras-chave: Cisplatina, Ototoxicidade, Ginkgo biloba, Otoprotecdo, Emissdao Otoacustica por
Produto de distorcao.
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ABSTRACT

The ototoxicity is an alteration caused by drugs that compromises the auditory and vestibular
functions. The cisplatin (CDDP) is a potent antineoplastic agent used for the treatment of cancer in
both adults and children although it has several side effects. The cisplatin ototoxicity is a dose-limiting
condition. Current opinion is that cisplatin ototoxicity occurs due to alterations in the antioxidant
system of the outer hair cells (OHC) of the cochlea. Because this, different antioxidant drugs have
been tested to evaluate the potential otoprotector effect when combined with cisplatin. The distortion-
product otoacoustic emission (DPOAE) has been showed to be a sensitive test for diagnosis of OHC
injury and has been used for monitoring treatment with ototoxic drugs. Our proposal was to evaluate,
using DPOAE test, the action of ginkgo biloba extract (EGB761), which has a known antioxidant
property, as a possible otoprotector against cisplatin induced hearing loss. The study was conducted
on individuals that would begin cisplatin treatment. They were randomized and allocated in two
groups: Control group (CG) (n =07) receiving placebo plus CDDP and Study group (SG) receiving
EGB761 (240mg/day) plus CDDP. Both groups were guided to ingest the drugs before first cisplatin
dose. They were treated and followed up for approximately ninety days. The maximum cumulative
cisplatin dosage was 300mg/m?. Comparisons were made between baseline measurements and those
records after maximum cumulative cisplatin dosage. The GC showed smaller DPOAE mean values
amplitudes and smaller DPOAE/noise. The SG did not show changes. We conclude that these results
demonstrate that EGB761, because of their antioxidant properties, showed potential otoprotector
effect against cisplatin ototoxicity in patients receiving cisplatin therapy.

Keywords: Cisplatin, Ototoxicity, Otoprotection, Ginkgo biloba, Distortion-product Otoacoustic
Emission






LISTA DE FIGURAS

(o U = B 2 (== o= To Ja [T ol =T o (o o HON PR 34
Figura 2 - Mecanismo de ototoxicidade da Cisplating...........cuueeeiiiiiiriiiniiie e 35

Figura 3 - Mecanismo proposto para morte celular em células ciliadas externas expostas a
(o717 o] =1 11 - U PRSP 36

Figura 4 - Mecanismo de ototoxicidade da cisplatina e pontos estratégicos de intervengdes

terapéuticas que poderiam impedir 0 dano OtOTOXICO.......uuvreiiiiiieeeiciiiee e 37
Figura 5 - Constituintes quimicos do EGB761® e quantidades aproximadas..............cccccoevcue.... 43
Figura 6 - O espectro do som em um conduto auditivo humano saudavel.............ccccecceeerrnennnee 58
Figura 7 - Selegao, acompanhamento e perdas dos sujeitos da pesquisa........cccceeeereeerieeernnen. 70

Xii



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1 - Componentes do EGB761 ® e atividades correspondentes, segundo os autores..............

Quadro 2 - Parametros considerados para avaliagao da ototoxicidade, utilizando-se o teste de
Emissdes Otoacusticas, SEgUNAO 0S @ULOIES.......cciiiiiuuuiiieiiiiiiee et e e e e e

Quadro 3 - Valores das amplitudes da EOAPD em fun¢éo da frequéncia e dos percentis 90 e 10.....

Tabela 1 - Amplitudes médias observadas nos pacientes do GC e do GE, por freqliéncias, antes
da administracdo de cisplatina com o p-valor correspondente.............ooveiiiiiiiiiiieee e

Tabela 2 - Amplitudes médias observadas nos pacientes do GC e do GE, por freqliéncias, apos
dose total cumulativa de cisplatina (>225 a 300mg/m?), com 0 respectivo p-valor............c..cccoeeveeen...
Tabela 3 - Amplitudes médias observadas nos pacientes do GC, por freqiiéncias e por classes de
doses de CDDP cOm 0 reSPECHVO P-VaAIOK........c.uuiiiiieaiiee ettt eeae e e

Tabela 4 - Amplitudes médias observadas nos pacientes do GE, por freqiiéncias e por classes de
doses de CDDP, COM O P-VaIOK...... ittt e e et e e e e sb e e e e e e bee e e e e s nee e e e e sannes

Tabela 5 - Amplitudes médias das EOAPDs do GC antes da administragéo da cisplatina, em
relagédo aos percentis 90 € 10, COM O P-VaAIOT.........eiiiiiiiieee e e e e e

Tabela 6 - Amplitudes médias das EOAPDs do GE antes da administracdo da cisplatina, em
relagédo aos percentis 90 € 10, COM 0 P-VaAIOT........ueiiiiiiiiiie e e

Tabelas 5.1 - Médias das amplitudes das EOAPDs do GC apés a administragdo de cisplatina
(dose total cumulativa), em relacdo aos percentis 90 € 10.........eeiiiiiiiiii i

Tabelas 6.1 - Médias das amplitudes das EOAPDs do GE ap6s a administragéo de cisplatina (dose
cumulativa total), em relacdo aos percentis 90 € 10.... ... e

Tabela 7 - Amplitudes médias da relacdo S/R do GC, por freqiiéncia, segundo a dosagem
cumulativa de cisplatina, COM O P-ValOr......oiuuiiiiiiiie et e e s e e e s saeeeee e s eans

Tabela 8 - Amplitudes médias da relacao S/R do GE, por freqiiéncia, segundo a dosagem
cumulativa de cisplatina, COmM O P-ValOr......oiuuiiiiiiiie e e e e e e e e s

Tabela 9 - Amplitudes médias da relacao Sinal/ Ruido observada nos pacientes do grupo controle
e do grupo estudo por freqiéncias, antes da administragdo de Cisplatina...........cccceveceeeiiviiiieneennee.

Tabela 10 - Amplitudes médias da relagdo Sinal /Ruido observada nos pacientes do grupo controle
e do grupo estudo por freqiiéncias, ap6s dosagem cumulativa de cisplatina (225 ; 300mg/m2).........

xiil

78

79

81

82

84

85

86

89

90



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do GC e do GE, por
freqUéncias, antes da administracao de cisplatina...........cccooeieee i

Gréfico 2 - Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do GC e GE, por
freqiiéncias, apos dose cumulativa total de cisplatina (>225 a 300Mg@/mM?).........cccoeurveerrereerrrrerrrsnnnns

Grafico 3 - Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do GC, por freqiiéncias
e por classes de doSes de CISPIAtiNG........ueueeiiiiiiie e

Graéfico 4 - Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do GE, por freqliéncias
e por classes de doses de cisplatina, Com 0 P-ValOr..........cooiiiiiiiiiiiie e

Graéfico 5 - Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do GC, por freqliiéncias,
antes da administragdo de cisplatina, em relagdo aos percentis 90 € 10.......cccceeiiiiieieiiiiiee e

Gréfico 6 - Médias das amplitudes das EOAPDs observadas nos pacientes do GE antes da
administragao de cisplatina, em relagao aos percentis 90 € 10......cccvuiieiiiiiiiii i

Gréfico 5.1 - Médias das amplitudes das EOAPDs observadas nos pacientes do GC apds
administragao de cisplatina (dose total cumulativa), em relagcao aos percentis 90 e 10.................

Gréfico 6.1 - Médias das amplitudes das EOAPDs observadas nos pacientes do GE apéds
administragao de cisplatina (dose total cumulativa), em relagcao aos percentis 90 e 10.................

Grafico 7 - Amplitudes médias da relagdo S/R do GC, por freqliiéncias, segundo a dosagem
cuMuUlativa de CISPIATING. ..o et e e ee e

Grafico 8 - Amplitudes médias da relagcdo S/R do GE, por freqliéncias, segundo a dosagem
cumulativa de CISPIATING. ... et e e e ee e

Gréafico 9: Amplitudes médias da relagao Sinal /Ruido observada nos pacientes do grupo
controle e do grupo estudo por freqiéncias, antes da administracdo de Cisplatina............c...........

Gréfico 10: Amplitudes médias da relacdo Sinal/ Ruido observada nos pacientes do grupo

controle e do grupo estudo por freqiéncias, apés dosagem cumulativa de Cisplatina (225;
101000 o o 4423 PSPPI

Xiv

78

79

81

82

84

85

86

87

89

90

91



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A: Aprovacao pelo Comité de Etica em PeSqQUISa.........cevveeveeirereeereeeeesiseereseseeseseenees

ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)........cccoviviiiciiieiiieieee e

ANEXO C: Protocolo de Pesquisa

XV



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SiMBOLOS

AAF Audiometria de Altas Freqléncias
AAS Acido Acetil Salicilico

ABR Resposta Auditiva do Tronco Encefalico
AC Audiometria Convencional

AGPI Acidos Graxos Poliinsaturados
ASHA American Speech-Language-Hearing Association
ATL Audiometria Tonal Liminar

C. Célcio

CAT Catalase

CCE Células Ciliadas Externas

CCl Células Ciliadas Internas

CDDP Cis-diaminodicloroplatina; cisplatina
dBNA Decibel Nivel de Audicao

dBNPS Decibel Nivel de Presséo Sonora
DDTC Dietilcarbamato

D-Met D- Metionina

DNA Acido desoxiribonucleico

ECochG Eletrococleografia

EGB761 Extrato de Ginkgo Biloba

EOA Emissdo Otoacustica

EOAPD Emissao Otoacustica por Produto de Distorgao
EOATE Emissao Otoacustica Transiente Evocada
EP Potencial Endococlear

F FreqUéncia

GB Ginkgo Biloba

GC Grupo Controle

GE Grupo Estudo

GSH Glutationa

H.0, Peréxido de Hidrogénio

HO™ Hertz

Hz Heme Oxigenase-1

110 Entrada/Saida

iNOS Sintetase de Oxido Nitrico

KHz Quilohertz

L Intensidade

LDsg Dose letal mediana

LPO Peroxidacao lipidica

MAO Monoaminoxidase

ME Microscopia eletrénica

mg/m? Miligrama por metro quadrado

MT Metalotioneina

MTBA Acido metilbenzéico

N Nitrogénio

NAC N- acetilcisteina

NF Ruido de Fundo

NO Oxido Nitrico

NT Nitrotirosina

0,” Superdxido

‘OH Hidroxila

ONOO Peroxinitrito

PAF Fator Ativador Plaquetario

PD Produto de Distorgcéo

PEATE Potencial Evocado Auditivo do Tronco Cerebral
Perc Percentil

QT Quimioterapia

RE Reticulo Endosplamatico

Xvi



Acido Ribonucleico

Caracteristica de operagao relativa
Espécie de Oxigénio reativo

Relagao Sinal/Ruido

Seguimento

Secretaria de Estado de Saude

Sulfidril

Superdxido dismutase

Tiosulfato de sédio

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Terpeno-trilactonas

Proteina inibidora de apoptose ligada ao X
4-Hidroxinonenal

Porcentagem

Menor

Igual

Maior

Marca registrada

X Vil






SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt e ettt e e e ettt e e ettt e e e e asteeeeaasteeeeasteeeeaantaeeessteeeeaassaeeeasseeeesansaeeesansanaeans Xviii
FN S 7 O PP PRPOPPR X
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e e e ste e e e estee e e ensteeeeanseeeeeaneeeeeanseeeeennsees Xii
LISTA DE QUADROS E TABELAS . ...ttt ettt ettt ettt e et e e e eate e e e s nae e e e ennae e e e anreeeennnes Xiii
LISTA DE GRAFICOS ..ottt sn s asn s aen s e s an s eneenenaanan Xiv
LISTA DE ANEXOS ...ttt ettt ettt sttt e e bt e e e e bt e e e e bt e e e e bt e e e e eabte e e e enneeeeeennteeeesnneeeeennnees XV
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS ..o en e XVi
T INTRODUGAOQ ...ttt ettt s e e et en et et ee e e s e s s s eeeeeeeeeeeeen 22
1.1 ODJEUIVOS . cuuvieeiiieeiiieeiteeeiteeette e et e et e et eeeateeeateeetaeesssaeeassaeeassaeesseeansseesnssaesnsseennseens 24

2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt ees e ee e s s nsnassnessanenanssenensneanananens 26
2.1 Cisplatina (CDDP).......ooiiiiiiiiieeeee ettt sttt 26
2.1.1 Mecanismo de agAo antitimOTral ..........ccueeeruieeeiiieeriiieeeiee et eaee e 27
2.1.2 TOXICIAAE ..ottt et 28
2.1.2.1 INCIABIICIA ¢ttt et 28

2.1.3 Apresentacgdo clinica da ototoXicidade ..........coevueeeriiiiiiiiiniieiiieeeeeeeee e 29
2.1.4 Fatores de Risco para ototoxidade pela cisplating...........cocceeevveernieeniieeniieeeniieenns 30
2.1.4.1 Dose tnica alta versus dose cumulativa .........cc.ceeveeriiiiiinieeieenieeeenieeeee 30
2.1.4.2 Perda auditiva pré-eXiSteNLe.........ccueeerrireriireeieeenieeesieeeneieeesireeenreessneessseeennnes 32

2.1.4.3 Outros Fatores de RiSCO......ccccueiiiiiiiiiiiiiiiieieeeteeeee e 32

2.1.5 Mecanismo de Ototoxicidade da Cisplatina...........c.ceevveeevieernieennieeniieeniieenieeene 33
2.1.6 Protecdo contra ototoxicidade pela cisplating ..........cceecveeevieenniieniieeniieeniieeeieeene 37
2.1.6.1 Agentes Protetores ENdOZENnos .......ccocuveeviiiiiiiiiniiieiieeieeeieeetee e 38
2.1.6.2 Agentes Protetores EXOZEN0S ........ueeeuiieeiieeiiiiieiieeeeiee et 38
2.1.6.2.1 Protecao Distal (Downstream ProteCtion)............cccueeeeeeeecveeeeveeesveenennens 38

2.1.6.2.2 Protec@o Proximal (Upstream Protection) ...........cccceeceeevcveeveeeenceeennenn. 39

2.2 Extrato de Ginkgo Biloba (EGB TO1) ...ccc.ceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeteeeeeeeeee e 42
2.2.1 Constituintes Quimicos € FarmacoCinétiCa ..........ccccvvvvveeiiiiiiiiiiineeeeeee e, 42
2.2.2 Mecanismos BiolOZIiCOS A€ ACAO ......eeevuiieeiiieeiieeeiieeciteertee et e ire e s e aee e 45
2.2.3 Propriedade Antioxidante do EGB 761 ........ooouvimiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 47

2.2.4 Perfil de S@QUIANCA......cccueiiiiieeiiieeiiie ettt e e et e et eeeteeeseaeeesaeeeaneesseeesseeees 50



2.3 Exames para Avaliacdo da Ototoxicidade..........cceeeriieeiiiiiniieiiiiecieeeeeeeeee e 52

2.3.1 CONSIAETACOES GETALS .....veeruerieiiiieeiieeeitee ettt e ettt e et e e sibeeesabeessabeesibeesbaeesabeeesbeeeas 52
2.3.2 Emissoes Otoacusticas (EOAG) ....uuiii i 54
2.3.3 Emissoes Otoactsticas por Produtos de Distor¢do (EOAPDy)......ccccevvveeveiieennnnnnns 56
2.3.3.1 APlicagOes CINICAS ..ccuveeerurieeiiieeiiiieeiteeeieeeeieeesteeesteeesebeeeereeseaeesnsneesnseeennnes 56
2.3.3.2 Caracteristicas das Emissdes Otoactsticas por Produto de Distorcéo ............. 57

2.3.4 Emissoes Otoactsticas por Produto de Distor¢do e Avaliagao da Ototoxicidade por

CISPLALINA ...ttt sttt et sttt e 61

B IMETODOS ..oovtoercereeeeeeaseeese e 67
3.1 ASPECLOS BICOS ..ot n e 67
3.2 TIPO d€ ESTUAO ... .ueiiiiiieiiiieeite ettt ettt et e st e st e e sabae e e 67
3.3 Populag@0o Estudada...........oeeuiiiiiiiiiiiiciie ettt s 67
3.4 Delineamento EXPerimental ...........ccc.viviiiiiiiieeiiieeiieeeieeecieeeeiee e eveeeeeesre e s 68
3.5 PrOCEAIMENTOS ...cuveiiiieiiieiieeieeete ettt st ettt e e e eneenene 71
3.6 ANAliSE ESAtISTICA ..euveeuriiriiiiiieiieeiieete ettt et 73

4 RESULTADOS ...ttt et e sa e e s n e e s ae e e s n e e e ame e e sne e e ne e e snreesaneeenareeennneenn 76
5 DISCUSSAD ....ceueueiiiiaeseeaeessesees et 94
B CONGCLUSOES .....ouuieiiiiisiseiseiseeeee a8 102
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........couiimeeeiesiiesiesisss st sse sttt ssss st 104

B ANEXODS. ..t e h et r et e e e e nne e reens 113






1 INTRODUGAO

A ototoxicidade é a alterag@o provocada por drogas que compromete a funcdo auditiva e/ou
vestibular. Segundo Hyppolito e Oliveira (2005), varias drogas tém potencial ototdxico por provocarem
lesdo coclear, como os antibiéticos aminoglicosideos, os antineoplasicos, os diuréticos, os
antiinflamatérios nao-esterdides e os anti-hipertensivos e, também, o quelante de ferro deferoxamina
(Delehaye et al., 2008). Entre esses grupos de drogas, os aminoglicosideos e os antineoplasicos sao
0s mais estudados, em razdo de sua grande utilizagao na prética clinica (Hyppolito e Oliveira, 2005).

A Cisplatina (cis-diaminodicloroplatina; CDDP) é um agente quimioterapico amplamente
usado no tratamento de um grande espectro de tumores, mas os varios efeitos colaterais que provoca
podem limitar seu uso. Esses efeitos incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade,
toxicidade gastrointestinal e mielossupressdo. As manifestacdes de ototoxicidade em animais
experimentais e em humanos sdo de perda auditiva neurossensorial, comegando em altas
freqiéncias e baseada na destruicdo de células sensoriais cocleares, células ciliadas externas e
internas, na degeneracdo da estria vascular e numa significante diminuicao nas células do génglio
espiral. Ress et al. (1999) informam que a incidéncia de dano as células ciliadas e a perda auditiva
em pacientes submetidos a quimioterapia com CDDP, relatada na literatura, pode variar de 3 a 100%.
Schweitzer (1993 apud Li et al. 2002) ressaltam que essa incidéncia pode ser muito alta, chegando a
90%; em 2004, Ekborn et al. encontraram, em seu estudo, que 80% dos pacientes apresentaram
sintomas auditivos apds o primeiro curso de tratamento com cisplatina, e 92% apds o segundo curso.

Os exames usados para diagnosticar e prevenir os efeitos ototoxicos dessa droga tém sido:
audiometria tonal liminar (ATL); audiometria de altas freqUiéncias (AAF); potencial evocado auditivo de
tronco encefalico (PEATE ou ABR, do inglés); potencial endococlear (EP) e as emissdes otoacusticas
(EOA,).

O teste de EOA; é um método de avaliagdo objetivo, ndo invasivo, de facil aplicagdo e mede
o estado funcional das células ciliadas externas (CCE). Entre outras aplicagdes, esse teste tem sido
utilizado na monitoriza¢do de pacientes submetidos a tratamento com drogas consideradas ototdxicas
€, nesses casos, apresenta maior especificidade e sensibilidade do que os outros métodos de analise
da fungéo auditiva. Em virtude de sua caracteristica de avaliar o estado funcional das CCEs, é capaz

de detectar lesbGes cocleares desencadeadas por drogas ototéxicas antes que sejam registradas
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alteracdes no limiar auditivo; uma importante vantagem em relagao as outras técnicas mencionadas e
que faz dele a melhor escolha para monitoramento de pacientes submetidos a esse tipo de terapia.

Lonsbury-Martin, Whitehead e Martin (1991) sugerem que as EOAs podem ser Uteis na
identificacdo do estagio inicial de ototoxicidade durante o tratamento com certos antibidticos ou
agentes antineoplasicos. Bonfils e Avan (1992), ao avaliarem valores para uso clinico em emissao
otoacustica por produto de distorcdo (EOADP), utilizando dois grupos de sujeitos — sendo um grupo
de controle, com limiares tonais normais, e outro composto de pacientes com perda auditiva
neurossensorial pura —, mostraram que as emissdes otoacusticas por produtos de distor¢do
(EOAPD:g), elicitadas por intensidades de estimulag@o primaria de 52 e 62 dBNPS, permitem separar
com alta sensibilidade (variando entre 93% e 100%) e boa especificidade (variando entre 63% e 95%,
exceto para 2KHz) individuos com audicdo periférica normal daqueles com doenga coclear, com
lesdes severas provaveis das células ciliadas externas, isto €, com limiar de audicdo acima de
30dBNA, e que as EOADPs devem ser consideradas um teste de triagem com uma seletividade de
alta freqiiéncia.

Estudos tém demonstrado um possivel mecanismo de alteracdo do sistema antioxidante
celular para a ototoxicidade e a nefrotoxicidade geradas pela cisplatina. Os niveis de glutationa (GSH)
e a atividade de enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase, catalase, GSH peroxidase e
GSH redutase, estédo reduzidos neses tecidos, levando a peroxidagéao lipidica e instalando-se, assim,
a toxicidade celular. Portanto, atualmente considera-se que o mecanismo de ototoxicidade da
cisplatina ocorre por alteracdes no sistema antioxidante das células ciliadas externas da céclea.

Em razdo desse conhecimento, diferentes drogas antioxidantes tém sido testadas ao longo
das duas ultimas décadas, entre elas encontra-se o Ginkgo Biloba (EGB 761), que apresenta
propriedades antioxidantes, atua na diminuicdo da peroxidacdo lipidica, aumentando os niveis de
catalase, superdxido dismutase e glutationa. Fukaya e Kanno (1999) testaram os efeitos do EGB761
sobre a ototoxicidade pela cisplatina em ratos albinos e observaram que ele protege as células
ciliadas externas.

Tendo em vista que a quimioterapia com CDDP estd4 associada a um grande risco de
alteracOes ototdxicas, justifica-se a avaliagdo da agao de drogas que tenham o potencial de minimizar
o efeito ototdxico da cisplatina. Considerando-se ainda que os mecanismos de ototoxicidade pela

cisplatina estéao relacionados aos mecanismos de antioxidacao celular e a formacéo de radicais livres
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e que, por outro lado, o EGB761 leva a reducao da peroxidagao lipidica, com limpeza de superéxidos,
impedindo a formagao de radicais livres, além de ser um medicamento largamente utilizado em
humanos, com efeitos colaterais considerados pouco significativos e evidéncias de otoprotegao a
cisplatina, propde-se neste estudo avaliar o potencial otoprotetor do EGB761 aos efeitos ototéxicos
da cisplatina em seres humanos, por meio das EOAPDs para monitoramento da fungao coclear e

deteccgéao precoce da ototoxicidade.

1.1 Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar o efeito otoprotetor do Extrato de Ginkgo Biloba (EGB761) por meio do teste de
Emissao Otoacustica por Produto de Distor¢cdo (EOAPD), em pacientes sob tratamento com cisplatina

(CDDP).

Objetivos Especificos

a) Calcular as amplitudes médias das EOAPDq por freqliiéncia (KHz), antes da primeira dose
de cisplatina e ap6s a ultima dose cumulativa de cisplatina;

b) Calcular as amplitudes médias das EOAPD; por frequéncia, por classes de doses de
cisplatina separadamente;

c) Analisar as amplitudes das EOAPDs, em relagdo aos parametros de normalidade dos
percentis 90 (P90) e 10 (P10) e por fim;

d) Analisar as amplitudes médias das EOAPDs, em relagéo a razdo S/R.

Para todas as analises, fazer comparagdes entre o grupo controle e o grupo estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cisplatina (CDDP)

De acordo com relato de Williams e Whitehouse (1979), a cisplatina (CDDP) foi descoberta
por Rosenberg et al. em 1965, quando investigavam o efeito de um campo elétrico no crescimento
bacteriano e descobriram que a replicacdo da Escherichia coli era inibida por uma corrente elétrica
que passava entre os eletrodos de platina. Posteriormente eles descobriram que a inibicdo néo era
causada pela corrente elétrica, mas por véarios compostos de platina formados no meio. As
investigacdes subsequentes desses compostos levaram a identificacdo da cisplatina.

Segundo Reed (2001), a configuragdo espacial da platina depende de seu estado de
oxidacdo, se +2 ou +4, geralmente designados Pt (Il) e Pt (IV), e a atividade clinica ocorre
principalmente com andlogos da platina que estdo no estado Pi(ll), a saber: cisplatina e carboplatina.
A cisplatina (ou cis-diaminodicloroplatina Il; CDDP), por sua vez, € a principal molécula na familia dos
compostos citotoxicos que sdo baseados na platina natural, esses compostos estdo entre as drogas
antitumorais mais efetivas e amplamente usadas. Sao responséveis pelo alto grau de cura de
tumores de células germinativas, por altos graus de remiss@do em cancer ovariano e, quando usados
em combinagdo com outras drogas ou irradiacdo, por um maior controle local de uma ampla
variedade de tumores de vias aéreas superiores, esdfago, cérvix e anus. Sao potentes citotoxinas
tanto quanto sensibilizadores de irradiacdo. As agdes biolégicas dos complexos Pt (II) devem-se a
reacOes de deslocamento, as quais fazem com que a platina se torne estavel ligada a DNA, RNA,
proteinas e outras biomoléculas. Todos os complexos antitumorais ativos sdo bifuncionais; eles
podem formar, por sucessivas reacoes de deslocamento, ligacdes duplamente estaveis sob
condicbes fisiolégicas tais que produzem uma ligagdo cruzada covalente entre dois atomos
nucleofilicos de uma macromolécula.

A cisplatina liga-se ao RNA mais extensamente do que ao DNA, e ao DNA mais do que a
proteina. E, na maioria dos sistemas, a ligagdo ao DNA relaciona-se com a morte celular induzida

pela cisplatina.
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2.1.1 Mecanismo de acao antitumoral

Rabik e Dolan (2007) revisaram detalhes acerca do mecanismo de acdo dos agentes da
platina e descrevem que, ao entrarem em uma célula, eles se tornam hidratados, perdendo ions
cloreto ou oxalato e ganhando duas moléculas de 4gua. Essa molécula carregada positivamente é
entdo capaz de interagir com moléculas nucleofilicas dentro da célula, incluindo DNA, RNA e
proteinas. O DNA é o alvo citotoxico preferencial para a cisplatina, e os agentes de platina, quando
ligados ao DNA, tém preferéncia pela posicdo N-7 dos anéis imidazélicos da adenosina e guanosina.
Dai trés diferentes tipos de lesdo podem se formar nas bases de purina do DNA: mono jungdes,
ligagbes cruzadas intracadeia e ligagcdes cruzadas intercadeia. Evans e Halliwell (1999) ja haviam
descrito que as ligagdes cruzadas resultam em distor¢do do DNA, impedindo sua replicagao e
transcricdo e, desse modo, causando morte celular, e que o DNA nas células tumorais esta mais
exposto e, portanto, mais susceptivel a dano, por causa de sua velocidade de divisdo e de seu
metabolismo, embora muitos tipos diferentes de células sejam danificados por essas drogas
citotoxicas.

Boulikas e Vougiouka (2003) informam que, além do DNA, aminoécidos, peptideos, proteinas,
por exemplo, metalotioneinas, e pequenas moléculas, como a glutationa, estdo muito envolvidas no
metabolismo da cisplatina, e que complexos de platina sdo muito reativos aos residuos de cisteina da
glutationa (GSH), a qual destoxifica esses compostos por um mecanismo de ligacédo. Essa ligacao se
da pela interagdo com seus grupos SH, impedindo que drogas de platina se liguem ao DNA.
Informam também que elevados niveis de glutationa conferem resisténcia a alguns tipos de células
cancerosas contra a cisplatina e a carboplatina.

Ainda segundo Rabik e Dolan (2007), embora a cisplatina seja conhecida por induzir apoptose apds
dano no DNA, tem-se demonstrado também que ela causa ativagdo de caspases apoptéticas por
meio da ativacdo da via de estresse do reticulo endoplasmatico (RE). A estimulagdo de vias pro-
apoptoticas em células sem nucleo pelo estresse do RE induzido pela cisplatina seria um mecanismo
secundério adicional da citotoxicidade da cisplatina. Segundo 0os mesmos autores, um conjunto de
mecanismos pode resultar em uma resisténcia aos agentes de platina, entre eles a combinagao com

moléculas como GSH e metalotioneinas.
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A glutationa age como um antioxidante celular; ajuda a manter o estado redox enquanto
mantém os grupos sulfidril (SH) reduzidos. Ja as metalotioneinas (MT) estdo envolvidas no controle
dos niveis de cobre e de zinco, tanto quanto na protecdo das células do estresse oxidativo e das

toxicidades associadas com metais pesados.
2.1.2 Toxicidade
2.1.2.1 Incidéncia

Varios autores, como Boulikas e Vougiouka (2003) e Rybak e Whitworth (2005), relatam os
efeitos antineoplasicos da cisplatina em uma variedade de tumores e citam que, infelizmente, seu uso
clinico continuado é impedido em virtude dos muitos efeitos adversos por ela provocados, entre os
quais se incluem nefrotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, neuropatia periférica, mielossupressao,
astenia e ototoxicidade.

Rademaker-Lakhai et al. (2006) descrevem que a diurese forgada, pré e pds-infusao, limitam
a nefrotoxicidade e que a toxicidade gastrointestinal € administravel com a atual medicacado de apoio,
na maioria dos pacientes. Mas, ressaltam, todavia, que nenhuma intervencéo terapéutica tem sido
encontrada para impedir a neuro e a ototoxicidade, que tem se tornado o efeito dose limitante. Em
seu trabalho eles encontraram uma incidéncia média de ototoxicidade de 33% com a administracao
de 50mg/m? de CDDP.

Incidéncias de ototoxicidade variam muito nos varios trabalhos; sdo relatadas incidéncias de
69% (Moroso e Blair, 1983 apud Ozturan et al., 1996); de 3 a 100% (Ress et al.,1999); de 52%,
quando a avaliagdo é feita com audiometria convencional, aumentando para 71%, quando a
avaliacdo da funcao auditiva é feita com EOAPD (Coradini et al.,2007); e ainda de 75 a 100%,
segundo Rybak (2007). Segundo Rabik e Dolan (2007) a toxicidade associada a cisplatina pode
variar de leve a severa. Eles relatam que a ototoxicidade ocorre em aproximadamente 23-54% dos
pacientes recebendo tratamento com cisplatina, e em mais da metade dos pacientes pediatricos
recebendo cisplatina.

Ress et al.(1999) informam que a grande variabilidade entre os estudos pode ser explicada
por diferengas nos critérios de perda auditiva, nos procedimentos de avaliacdo audiométrica e no
regime de dose de CDDP. Fato ja constatado por Laurell et al. (1987), quando eles informaram que a

incidéncia e a severidade da perda auditiva relatada em diferentes estudos clinicos variam, e que
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muitos estudos ndo sdo diretamente comparaveis por causa de diferentes esquemas de doses,
variagdes nas condicdes dos testes de audicdo, falta de uma interpretacao padronizada de alteracoes
significantes nos limiares auditivos e perda de pacientes, pois eles estdo muito doentes para realizar

audiogramas em série.
2.1.3 Apresentacao clinica da ototoxicidade

Os efeitos ototdxicos da cisplatina levam a perda auditiva bilateral em altas freqtiéncias (4 —
8KHz), geralmente moderadamente severa, e permanente (Aguilar-Markulis et al., 1981; Vermorken
et al.,, 1983), que se deve provavelmente a alteragbes nas CCEs e na estria vascular, como
descrevem alguns autores.

Stadnicki et al. (1975) realizou trabalho com macacos rhesus onde foi administrada CDDP
intravenosa, e foi observado que a perda de células ciliadas ocorreu e foi mais freqliente entre as
CCEs do giro basal, menos freqliente nos outros giros e as CCI foram menos afetadas do que as
CCEs. Tange e Vuzevski (1984) relataram em seu trabalho realizado com porcos da guiné aos quais
foi administrada uma dose padrao de CDDP, que essa droga provocava também alteragdes toxicas
na estria vascular.

Laurell et al. (1987), e posteriormente Laurell e Bagger-Sjéback (1991), afirmam que esse
padrdo de degeneracdo das CCEs esta correlacionado com a perda auditiva em altas freqiiéncias,
que a primeira fileira de CCEs é afetada mais severamente e que as CCls também podem ser
destruidas, mas somente ap6s doses mais altas de cisplatina. Esses ultimos citam ainda dados da
literatura em que sintomas vestibulotéxicos, tais como tontura, tém sido menos freqientemente
relatados e, em trabalho realizado com animais recebendo diferentes doses de cisplatina, eles
observaram que as células sensoriais do 6rgao vestibular ndo foram afetadas por uma Unica dose
alta de cisplatina. Laurell et al. (1987) avaliaram a ototoxicidade da cisplatina em mulheres tratadas
com uma dose moderada da droga (50mg/m2 a cada 4 semanas) para cancer ginecologico e, das
pacientes que mostraram alteragdo auditiva, a maior incidéncia ocorreu em 6KHz e 8KHz, e néo
afetou significativamente a fungao coclear na faixa de freqiéncias da fala. Eles informam que os dois
principais sintomas relatados ap6s a administragdo de cisplatina foram tinido e perda auditiva,
ocorrendo juntos ou independentemente. Os mesmos autores citam que o primeiro sinal de dano

auditivo geralmente aparece 3 a 4 dias ap6s a administracdo da droga. Fato constatado também por
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Laurell e Bagger-Sjéback (1991), os quais afirmaram que o inicio dos sintomas ototdxicos nao
aparecem no momento em que a cisplatina é administrada, mas € atrasado alguns dias ap6s o inicio
do tratamento.

Corroborando os achados da literatura, Blakley e Myers (1993) observaram que a perda
auditiva se desenvolve cerca de dias ou semanas apds a cisplatina ter sido administrada.

Rybak e Whitworth (2005) e Rybak e Ramkumar (2007), ao revisarem a literatura, informam
gue a ototoxicidade induzida pela cisplatina pode ser progressiva, envolvendo as baixas fregliéncias
e com o incremento da dose de cisplatina nos protocolos de tratamento, quase todo paciente pode
desenvolver pelo menos alguma perda auditiva

Rademaker-Lakhai et al. (2006) determinaram em seu trabalho a toxicidade associada a dose
€ ao esquema intensivos de quimioterapia com cisplatina/gemcitabina em pacientes com carcinoma
de pulmao. Observou-se que, quando foram administradas doses de cisplatina maiores que 60mg/m2,
a maioria dos pacientes desenvolveu sinais clinicos de ototoxicidade, que ocorreram apés a segunda
administragéo e a perda auditiva ocorreu principalmente em freqiéncias altas (4 e 8KHz).

Na literatura ha poucos relatos de recuperagdo da ototoxicidade pela cisplatina, entretanto,
segundo sugerem Truong, Winzelberg e Chang (2007), ela poderd ocorrer se for fornecido tempo
suficiente para que o processo reparador acontegca. Esses autores relataram um caso de recuperagao

da perda auditiva que ocorreu um ano apés a conclusao da terapia com CDDP.
2.1.4 Fatores de Risco para ototoxidade pela cisplatina
2.1.4.1 Dose uUnica alta versus dose cumulativa

Segundo Aguilar-Markulis et al. (1981), as alteragbes ototéxicas sdo predominantemente
cumulativas, ap6s varias injecdes em doses baixas. Eles discutem que a ototoxicidade secundaria a
CDDP tem sido inconsistentemente estudada e que a incidéncia e a severidade da ototoxicidade sdo
variadas, dificultando, assim, a interpretacdo e a comparacao.

Em 1987, Laurell et al. afirmam que o achado de uma incidéncia maior de perda auditiva em
pacientes recebendo injecdes com dose Unica alta sugere uma correlacdo entre ototoxicidade e o
pico de cisplatina no plasma. Entretanto, eles esclarecem que a cisplatina liga-se amplamente a
albumina e a outras proteinas séricas, e 0 componente citotéxico ativo da cisplatina esta na fragao

livre. Sendo assim, o nivel total de platina sérica nao reflete o nivel da droga presente ativa, pois
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ambas as espécies — livre e ligada a proteinas — estdo incluidas. De acordo com esses autores, ha
uma ampla variabilidade individual na dose necessaria para produzir um efeito ototéxico, e uma
simples relacdo dose-efeito ndo parece existir para ototoxicidade pela cisplatina.

Laurell e Jungnelius (1990) reafirmam que, apds a fase inicial rapida de eliminagao, ocorre
uma fase lenta de eliminacgéao, e isto significa que uma quantidade consideravel da droga é retida na
massa corporea total e que, em nivel tecidual, certa quantidade de CDDP pode ainda estar presente
como uma fracdo ligada a proteina no momento da proxima administracdo de CDDP, entdo a
concentracao de cisplatina retida é dependente do intervalo entre os cursos. Por isso, essa droga
também pode causar dano a orelha interna quando dada em doses baixas e repetidas em curtos
intervalos. Mas também relataram que o efeito colateral ototoxico estd mais relacionado com a
quantidade da dose Unica do que com a dose cumulativa. E concluem que a concentragdo da
cisplatina no plasma e em um dado tecido, ap6s a sua administracédo, é dependente de fatores como
dose total, método e tempo de administragcdo e, além disso, que os niveis relativos dessas fragdes
provavelmente diferem de uma pessoa a outra.

Laurell e Bagger-Sjoback (1991) mostraram, em porcos da guiné, um padrdo de dano as
células ciliadas externas (CCEs) que foi dose-dependente, em que, a medida que a concentragéo de
cisplatina aumentava, o grau de dano as CCEs aumentava, e que ocorria do giro basal para o
segundo giro e da primeira para a terceira fileira de CCE. No mesmo estudo, observou-se que a
aplicagao de multiplas inje¢des intraperitoneais (i.p.) até uma dose cumulativa de CDDP de 25mg/kg
produziu uma perda auditiva moderada em alta freqiiéncia quase igual aquela observada um dia apés
a aplicacdo de uma s6 injecdo intravenosa (i.v.) de 12,5mg/kg de peso corporal. E as altera¢des
estruturais nas cocleas também néo divergiram

Em estudo de Biro et al. (2006) o unico fator de risco (estatisticamente significante)
encontrado e detectado por meio das EOAPDs foi a dose cumulativa.

Segundo Rybak (2007), ha uma consideravel variagdo individual na susceptibilidade a
ototoxicidade pela cisplatina, a qual, portanto, estaria relacionada a alguns fatores, tais como,
magnitude da dose cumulativa, que, por sua vez, parece estar relacionada com a severidade da
perda auditiva.

Rabik e Dolan (2007) relatam que doses altas de cisplatina em bolus, em adultos, sdo mais

ototéxicas e nefrotdxicas do que infusbes repetidas em doses mais baixas, e que, nas criangas,
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contudo, infusdes prolongadas sdo menos nefrotdxicas do que doses em bolus, mas ainda assim

resultam em ototoxicidade.

2.1.4.2 Perda auditiva pré-existente

Wright e Schaefer (1982) mostraram em seu trabalho que pacientes que tinham perda
auditiva antes do tratamento com CDDP apresentaram uma pronunciada diminuicdo na acuidade
auditiva em ambas as freqUéncias (alta e baixa) e também um declinio na resposta vestibular a
estimulacao calérica durante a quimioterapia. Eles observaram que, nos casos estudados, o0 nimero
total de células ciliadas perdidas representava uma combinacdo de perda pré-existente de células
sensoriais e de perda por dano ototéxico, uma vez que haviam lesdes freqientemente vistas na
céclea de pessoas mais velhas ndo expostas a drogas ototdxicas e células em processo recente de
degeneracao com alteracOes idénticas as ja vistas por outros autores usando animais experimentais
expostos a drogas ototdxicas.

Por outro lado, os resultados de Vermorken et al. (1983) ndo confirmam a maior
susceptibilidade de ototoxicidade em pacientes com perda auditiva pré-existente.

E segundo Laurell et al. (1987), varios fatores de risco haviam sido sugeridos para
ototoxicidade, mas ndo havia nenhum indicador conhecido que previsse o nivel de susceptibilidade.
Em estudo de Laurell e Jungnelius (1990) eles relataram n&o terem encontrado fator predisponente

para perda auditiva tais como idade, sexo, ou perda auditiva pré-tratamento.

2.1.4.3 Outros Fatores de Risco

Segundo Bokemeyer et al. (1998 apud Rybak, 2007), exposigao ao ruido, perda auditiva pré-
existente e insuficiéncia renal sdo fatores que podem aumentar a probabilidade de ototoxicidade pela
cisplatina. Também a idade parece ser um importante fator de risco: tanto criangas com menos de
cinco anos como pacientes idosos sdo mais susceptiveis a perda auditiva induzida pela cisplatina do
que adultos jovens. (Li et al., 2004 apud Rybak, 2007)

Low et al. (2006) realizaram um estudo randomizado controlado em individuos portadores de
carcinoma nasofaringeo (CNF) cujos campos de radiagdo incluem as estruturas do ouvido,
comparando os efeitos da radioterapia e da radio e quimioterapia com CDDP na audicao

neurossensorial. Eles concluiram que os pacientes que receberam radioterapia e quimioterapia com
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CDDP concomitante apresentaram maior perda auditiva quando comparados aos pacientes tratados
somente com radioterapia.
Rybak e Ramkumar (2007) ainda citam anemia, hipoalbuminemia e também irradiagao

craniana prévia como fatores de risco.

2.1.5 Mecanismo de Ototoxicidade da Cisplatina

Sabia-se que os efeitos ototdxicos da cisplatina incluiam mudangas morfolégicas e funcionais
no 6rgao de Corti, contudo a base bioquimica para ototoxicidade pela cisplatina ndo era conhecida.
Portanto, seria importante entender os mecanismos subjacentes desses efeitos toxicos, a fim de se
possibilitar aliviar os efeitos colaterais. Entdo, em 1995, Ravi, Somani e Rybak se propuseram a
testar, em ratos, se a alteragdo no sistema antioxidante na céclea provocada pela cisplatina poderia
levar a ototoxicidade. Eles produziram ototoxicidade, determinada por ABR (resposta evocada
auditiva do tronco cerebral), administrando doses de cisplatina, e analisaram a céclea desses ratos
quanto aos niveis das moléculas protetoras glutationa (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e
malondialdeido e quanto a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), GSH peroxidase e GSH redutase, e os resultados foram comparados a dados de
controles (ratos injetados com manitol). Os resultados mostraram que, nos ratos injetados com CDDP
apresentaram elevacdo do limiar da ABR, laténcias prolongadas e diminuicdo das amplitudes,
implicando destruicdo das células ciliadas cocleares e diminuicdo do EP, sugerindo dano da estria
vascular. Mostraram ainda que a ototoxicidade da cisplatina em ratos estava associada a diminuicao
dos niveis de GSH na c6clea (47% do controle), diminuigdo da atividade da GSH peroxidase coclear
(70% do controle) e da GSH redutase e que, trés dias apds a administragdo de cisplatina, houve
aumento da peroxidagao lipidica coclear e aumento na atividade da SOD (141%) e da CAT (138%),
sugerindo haver aumento da geracao de espécies de oxigénio reativo (ROS) na céclea apos injecdes
de cisplatina.

Com todos esses dados, eles sugeriram que o estado antioxidante da céclea estaria
prejudicado na ototoxicidade pela cisplatina e que a administracao de antioxidantes poderia ajudar na
prevencao dos efeitos ototéxicos da cisplatina.

Corroborando esses achados, mais tarde Rybak e Whitworth (2005), em seu artigo de

revisdo, relataram que a ototoxicidade da cisplatina envolve a producdo de ROS, resultando em
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deplecdo de moléculas protetoras antioxidantes dos tecidos cocleares, como, por exemplo, GSH e
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GSH peroxidase e GSH redutase), e permitindo a peroxidacao
lipidica, mostrada por aumentadas concentragées de malondialdeido e perdxidos lipidicos toxicos e
aldeidos, tais como, 4-hidroxinonenal (4-HNE) e peroxinitrito (ONOQO"). Além disso, enzimas como a
NADPH oxidase e NOX3(somente expressa na orelha interna), quando ativadas pela cisplatina,
catalisam a formagéao de radicais superoxidos (O, ") (Rybak e Whitworth, 2005; Rybak, 2007; Rabik e
Dolan, 2007).

Entdo, os radicais superéxidos (O, ') gerados pela exposicdo a cisplatina, em uma série de
eventos em cascata, podem ser transformados por enzimas celulares em perdxido de hidrogénio
(H20,), que pode ser catalisado pelo ferro (através da reagao de Fenton — fig.1) para formar o radical
livre hidroxila (" OH), que, por sua vez, pode reagir com &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) nas
membranas e formar o 4-hidroxinonenal (4-HNE), um aldeido extremamente toxico que tem um papel
maior na ototoxicidade induzida pela cisplatina (fig. 2). O radical O, ~ pode ativar a sintetase de éxido
nitrico (iNOS), gerando NO, que, por sua vez, reagindo com Oy, forma peroxinitrito (ONOQO), o qual
reage com proteinas para formar nitrotirosina (NT). Esses mediadores podem desencadear a morte
celular, por causarem a liberagao do citocromo ¢ da mitocondria, resultando na ativagéo via abaixo de

caspases 9 e 3, levando a apoptose. (fig. 3)

Fe** + H,0, —»Fe’" + OH +.0H

Figura 1: Reacéo de Fenton (extraido de Evans e Halliwell, 1999)
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Figura 2: Mecanismo de ototoxicidade da cisplatina (adaptado de Rybak et al.,1999).

Rybak e Whitworth (2005) relatam ainda que se acredita ser um excesso de ROS o
responsavel por desencadear morte celular por apoptose (morte celular programada). A via de
apoptose intrinseca pode resultar na ativagdo de uma familia de proteina-quinases ativadas por
estresse, tais como proteina-quinase ativada por mitogénio (MAPK) e c-Jun N-terminal quinase (JNK),
e a atividade aumentada destas enzimas é acompanhada por altas concentragbes de calcio (Ca2+)
intracelular e liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria. A liberagdo do citocromo ¢ da mitocéndria
parece ser mediada por Bax, uma proteina que acentua a morte celular apoptética, a qual causa dano
da membrana mitocondrial e a formagao de poro. A liberacdo de citocromo ¢ e a subsequente
ativagcdo de caspases 8, 9 e 3 sdo passos chave na via de morte celular embora outros eventos

também ocorram no nucleo (Fig. 3).
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Figura 3: Mecanismo proposto para morte celular em CCEs
Whitworth, 2005).

expostas a cisplatina (adaptado de Rybak e

O influxo de calcio (Ca®), a liberagao de citocromo ¢ da mitocondria e ativagdo de caspases 9

e 3 promovem a apoptose nas células ciliadas externas da céclea (Rybak, 2007, Rabik e Dolan,

2007).

36



2.1.6 Protecao contra ototoxicidade pela cisplatina

Varios trabalhos revisam e sugerem mecanismos pelos quais poderia se impedir a apoptose,
induzida por estresse oxidativo, das células ciliadas externas expostas a cisplatina.

Segundo Rybak (2007), a prote¢ao contra a cisplatina pode ser fornecida por moléculas
endégenas ou por agentes exdgenos ou por uma combinacdo de agentes exdgenos que
desencadeariam mecanismos protetores endégenos, os quais, contudo, ndo parecem ser capazes de
superar o efeito tdxico da cisplatina quando a dose excede certo limiar.

Diversas estratégias tém sido sugeridas para impedir a apoptose induzida por estresse
oxidativo das CCEs expostas a agdo da cisplatina (Rybak et al.,1999, Rybak e Kelly, 2003) (fig. 4),
quais sejam:

1) prevencao da formacdo de ROS, ou por ligacao as toxinas ou por reverter a ligacdo das
toxinas com proteinas celulares, lipidios ou DNA;

2) inibicAdo da producdo de subprodutos da peroxidacdo lipidica, tais como, 4-
hidroxinonenal,que é extremamente t6xico;

3) adicéo de limpadores de radicais livres exdgenos e enzimas antioxidantes e moléculas
para impedir as rea¢des de ROS com proteinas celulares, lipidios e DNA;

4) aumento da atividade do sistema antioxidante endégeno.

Cisplatina 1 ROS 2 Lipldios de
membrana
2
4-
Morte celular 4 Apoptose 3

hidroxinonenal

Figura 4: Mecanismo de ototoxicidade da cisplatina e pontos estratégicos de intervengdes terapéuticas que
poderiam impedir o dano ototéxico (adaptado de Rybak et al., 1999).
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2.1.6.1 Agentes Protetores Enddgenos

Em seu artigo de revisdo, Rybak (2007) informa que, entre as moléculas protetoras
endbgenas, encontram-se: glutationa (GSH); enzimas antioxidantes (GSH peroxidase, GSH redutase,
CAT, SOD); proteinas de choque térmico (HSP); receptores de adenosina; heme oxigenase-1(HO-1);
o fator 2 relacionado ao fator eritréide nuclear (NRF2); e a molécula de dano renal (KIM-1). A CAT ¢é
uma hemeproteina com atividade especifica sobre o peroxido de hidrogénio (H.O,), e a SOD é
especifica para o radical superoxido (O,) (Bridi et al., 2001).

O mesmo autor explica que o uso de um inibidor da sintese de GSH (butionina sulfoximina)
aumentou a citotoxicidade da CDDP e que, por outro lado, GSH e GSH-ester forneceram significante
protecdo contra o dano a célula ciliada externa provocado pela cisplatina em um modelo in vitro.
Ressalta ainda que a ativagao de receptores endégenos de adenosina na coclea, pela aplicagdo na
janela redonda de agonistas do receptor A1 de adenosina, pode ser um mecanismo protetor que
aumenta a producdo de enzimas antioxidantes, as quais ajudam a detoxificar ROS gerados pela
cisplatina.

A heme oxigenase-1 (HO-1) tem agbes antiinflamatéria e antiapoptética, e observou-se que a
apoptose de células ciliadas induzida pela cisplatina in vitro é atenuada pela HO-1. Embora essas
moléculas citoprotetoras sejam expressas na céclea e reguladas apdés o estresse oxidativo, tal
estresse imposto pela cisplatina pode oprimir esses supostos mecanismos de defesa (Rybak e

Ramkumar, 2007).

2.1.6.2 Agentes Protetores Exégenos

2.1.6.2.1 Protecao Distal (Downstream Protection)

As intervengdes com moléculas protetoras exégenas podem ser feitas nos eventos iniciais ou
proximais, correspondentes a formagao de ROS, e/ou na resultante via de morte celular. Entre os
agentes que atuam na porgao distal da via de morte celular (downstream protection), tém-se os
inibidores da caspase-3 e 9, os quais, quando perfundidos na coclea de porcos da guiné, reduziram a
severidade da perda auditiva e a apoptose das células ciliadas, apds a administragdo de cisplatina.
Para obter-se proteg¢@o contra cisplatina, também foi usado a aplicagéo do inibidor p53, pifithrin-a e

geneterapia com um vetor viral adeno-associado (AAV) decodificador de uma proteina humana
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inibidora de apoptose ligada ao X (XIAP), que bloqueia varios efetores de apoptose, incluindo
caspases 3, 7 e 9, tanto quanto outros mediadores da via de morte celular, por injecao através da
janela redonda, antes da administracao da cisplatina. Entretanto, o estudo desses agentes tem sido
realizado in vitro ou tem necessitado de meios invasivos para liberar o agente dentro da orelha

interna (Rybak e Ramkumar, 2007).

2.1.6.2.2 Protecao Proximal (Upstream Protection)

Por outro lado, e ainda segundo Rybak e Ramkumar (2007), os agentes que agem
precocemente para impedir o inicio da via de morte celular fornecem uma prote¢éo no inicio da via
(upstream protection) e, entre eles, incluem-se varios antioxidantes contendo grupos thiol (compostos
qgue contém enxofre), na maioria eletrofilicos, que podem agir como limpadores de radicais livres e
gue tém sido testados para avaliar a eficacia contra a ototoxicidade pela cisplatina em estudos com
animais, quais sejam: tiosulfato de sédio (STS), d- ou I-metionina (D-Met), dietilditiocarbamato
(DDTC), acido metilbenzéico (MTBA), acido lipdico, N-acetilcisteina (NAC), tiopronina, glutationa ester
e amifostina (WR-2721) (Rybak e Whitworth, 2005). Outros agentes que podem funcionar como
limpadores de radicais livres e também proteger a coclea do dano provocado pela cisplatina e da
perda auditiva em animais experimentais incluem a-tocoferol (Vitamina E), aminoguanidina, salicilato
de sodio, ebselen (isolado ou em combinagéao com alopurinol) e o extrato purificado de Gingko biloba
(Rybak, 2007).

Esses autores, entretanto, informam que certos tidis, como o STS e 0 mesna (2-mercapto-
etano-sulfonato), sdo incompativeis com a CDDP, por neutraliza-la pela formacdo de um complexo
gue é excretado pelo rim, reduzindo assim tanto a atividade ototéxica como a poténcia antineoplasica.
Dickey et al. (2005) relatam que a administracdo tardia de STS fornece protegéo contra toxicidades
induzidas pela CDDP in vitro e no modelo de ototoxicidade in vivo, sugerem que a via de
quimioprotegcdo e o tempo de administracdo podem ser manipulados para manter a eficacia
antitumoral da CDDP enquanto protegem contra os efeitos colaterais téxicos da quimioterapia.

Rybak et al. (2000) compararam a eficacia de DDTC, MTBA e ebselen como agentes
protetores contra a elevagéo do limiar da resposta auditiva do tronco cerebral (ABR) e alteragbes do
sistema de defesa antioxidante na céclea de rato, induzidos pela cisplatina, e sugerem a possibilidade

do uso clinico de agentes protetores em reduzir ou impedir o dano a orelha interna pela cisplatina
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contanto que o efeito antitumoral ndo seja alterado. Mas Rybak et al. (1999) ja informavam que o
agente quelante DDTC possui um numero de efeitos colaterais indesejaveis, como dorméncia no
braco infundido, sudorese profusa, desconforto torécico, agitagdo e aumento da pressao sistolica.

Blakley et al. (2002) citam alguns trabalhos de Jones e Basinger e de Melvik e Peterson em
que os primeiros demonstraram que D-Met ndo inibiu a atividade antitumoral da cisplatina, enquanto
forneceu excelente nefroprotecdo em um modelo experimental, € os Ultimos demonstraram in vitro
gue a administracdo simultanea de D-Met e CDDP reduziu a atividade antitumoral, mas, quando D-
Met foi administrada previamente, a atividade antitumoral da cisplatina aumentou. Campbell et al.
(1996) informavam que a D-Met mostrava-se promissora para uso em humanos, entretanto existiam
contra-indicacdes para pacientes com doenga hepética e a alta dose de metionina pode inibir o
crescimento em criangas, quando dada por um periodo longo de tempo.

Li et al. (2002) citam autores segundo os quais a intervengdo farmacolégica com D-Met,
DDTC e STS, administrados sistemicamente, tem sido problematica por causa dos efeitos prejudiciais
na eficacia da cisplatina contra certos tumores, e somente a liberacdo de D-Met na membrana da
janela redonda tem mostrado uma acao otoprotetora contra o dano pela cisplatina sem afetar seu
efeito quimioterapéutico nas células tumorais.

Rybak et al. (1999) investigaram as altera¢des que ocorrem na resposta auditiva evocada de
tronco encefdlico (ABR) concomitantemente a alteragbes nas concentragcbes cocleares de glutationa
(GSH), peroxidacao lipidica e na atividade de enzimas antioxidantes e otoprotecdo dose-dependente
por um Lipoato antioxidante. Eles concluiram que a otoprotecao conferida pelo acido alfa-lipdico esté
relacionada com a preservagao de um sistema antioxidante na céclea.

A amifostina é uma pré-droga que é desfosforilada pela fosfatase alcalina para o metabdlito
ativo WR1065. Ekborn et al. (2004) iniciaram um estudo para testar a eficacia da protecdo pela
amifostina no tratamento com altas doses de CDDP, ja que dados da literatura sugeriam um efeito
otoprotetor. Foram avaliadas a eficacia antitumoral e a ototoxicidade em pacientes com céancer
metastatico tratados com alta dose de CDDP (125 — 150mg/m2) e amifostina. Os autores concluiram
gue a ototoxicidade era inaceitavel, apesar do tratamento com amifostina.

Kalkanis, Whitworth e Rybak (2004) procuraram determinar a efetividade da vitamina E como
um otoprotetor contra a ototoxicidade da cisplatina em ratos, considerando a vitamina E um limpador

de radicais livres e importante componente da via antioxidante. Neste trabalho ficou demonstrada,
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pelos testes de ABR pré e pés-tratamento, significante otoprotecdo nos ratos recebendo vitamina E,
confirmada pela preservacao de células ciliadas por microscopia eletronica. Eles concluem que a
vitamina E parece proteger contra a ototoxicidade da cisplatina em modelos animais e que futuros
estudos sado necessarios para revelar a melhor dose e a utilidade clinica potencial da vitamina E
como um agente otoprotetor.

Os salicilatos estdo entre os medicamentos mais comumente usados por suas propriedades
antiinflamatéria, analgésica, antipirética e antitrombotica, principalmente na forma de aspirina (acetil
salicilato). O salicilato pode intervir na via apoptética, agir como limpador de radicais hidroxila e ter
propriedades antineoplasicas. Com base nessas informagdes, Li et al (2002) testaram em ratos
recebendo cisplatina o efeito otoprotetor do salicilato. Os autores sugerem que a administracdo de
salicilato pode se tornar uma intervengao terapéutica efetiva contra os efeitos ototdxico e nefrotdxico
associados com cisplatina, mas também informam que os efeitos colaterais da aspirina ou salicilato
na funcéo auditiva devem ser considerados, pois ambas as drogas tém um potencial ototéxico em
doses altas, resultando em elevagdo temporaria dos limiares e em tinido. Hyppolito, Oliveira e
Rossato (2006) avaliaram a agédo do salicilato de sd6dio, em porcos da guiné albinos, como um
possivel otoprotetor de células ciliadas externas contra a ac¢do da cisplatina, usando emissdes
otoacusticas por produto de distorcdo (EOADP) e microscopia eletronica de varredura e observaram
apenas uma protecao anatémica parcial conferida pelo salicilato, sem sinais de protecao do estado
funcional das células ciliadas externas.

Hyppolito et al. (2003) avaliaram, por meio das emissdes otoacusticas por produto de
distorcdo (EOAPD) e microscopia eletrénica de superficie (ME), a agcdo do EGB761 em cobaias
albinas como possivel otoprotetor e concluiram que o EGB761 atua como otoprotetor a ototoxicidade
pela cisplatina. Além disso, eles sugerem que o EGB 761 deve ser testado na pratica clinica, pois seu
uso ja é bastante difundido no tratamento de diferentes doencas.

Segundo Huang, Whitworth e Rybak (2007), o EGB761 protegeu ratos contra otoxicidade
induzida pela cisplatina.

Apesar dos varios estudos em busca da droga capaz de proteger a orelha interna dos efeitos
deletérios da cisplatina, ainda ndo se chegou a uma droga, para uso em seres humanos, que possa
proteger as células ciliadas e que, concomitantemente, ndo interfira no efeito antitumoral do

quimioterapico e néo produza efeitos colaterais indesejaveis.
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2.2 Extrato de Ginkgo Biloba (EGB 761)

A arvore Ginkgo biloba existe na terra provavelmente hd mais tempo do que qualquer outra
arvore viva atualmente, sendo a Unica espécie sobrevivente de um grupo de plantas conhecido como
Ginkgoales, cujos antepassados datam do periodo Paleozdico. E por isso considerada um “féssil
vivo”. Essas arvores s6 comegam a reproduzir a partir dos 20 anos e podem viver por mais de 1000
anos. Tal longevidade do Ginkgo parece ser explicada, pelo menos em parte, pela sua resisténcia a
doencas e adaptabilidade ao meio ambiente (Major, 1967; Sanchez et al.,2002). Segundo Blumenthal
et al. (2003), o uso medicinal de folhas de Ginkgo foi primeiramente mencionado na medicina chinesa
na dinastia Ming, em 1436.

Em 1964, um extrato de Ginkgo biloba (GB), chamado EGB761, foi desenvolvido por uma
companhia farmacéutica alema e, desde entédo, centenas de estudos tém examinado os efeitos do
ginkgo em modelos animais e humanos. (Diamond et al., 2000).

Ginkgo biloba esta entre as plantas medicinais mais vendidas no mundo. Uma grande
variedade de metabdlitos tem sido isolada da planta, tais como, terpendides, polifendis, alquilfenéis,
acidos organicos, carboidratos, acidos graxos e lipidios, sais inorganicos e aminoacidos. Contudo, os
principais constituintes bioativos sdo terpenolactonas e os glicosideos flavonéides, os quais sao
considerados responsaveis pelas atividades farmacoldgicas do seu extrato padronizado de folhas

(Singh et al., 2008).
2.2.1 Constituintes Quimicos e Farmacocinética

O extrato padronizado de folhas de Ginkgo (EGB761®) é um dos fitoterapicos mais testados
clinicamente e prescritos na Europa, sendo, atualmente, 0 mais prescrito na Alemanha (Diamond et
al., 2000 , Blumenthal et al., 2003).

E um produto bem definido, que contém aproximadamente 24% (22-27%) de ginkgo
glicosideos flavondides (quercetin, kaempferol e isorhamnetin) e 6% (5-7%) de terpeno-lactonas
(ginkgolideos - 3,1% e bilobalideos - 2,9%) — (fig.5.). Os ginkgolideos, terpeno-lactona somente
presente na arvore do ginkgo, sao diterpenos, cinco dos quais tém sido identificados (ginkgolideos A,
B, C, J e M), e o bilobalideo é um sesquiterpeno (Christen e Maixent, 2002). Ginkgolideos e
bilobalideos sdo conhecidos coletivamente como terpeno-trilactonas (TTLs), compostos sé presentes

no ginkgo biloba e Unicos produtos naturais que contém o grupo tbutyl na sua estrutura (Singh et al.,
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2008). Outros constituintes incluem proanthocyanadins, glicose, rhamnose, acidos organicos, D-
gluracic e acidos ginkgélicos '. Os acidos ginkgdlicos sdo principios potencialmente toxicos que estio
presentes nas folhas de ginkgo e que devem ser removidos para evitar reagbes alérgicas e
gastrointestinais. Os flavondides e os ginkgolideos s@o os principais constituintes na folha do ginkgo
(McKenna, Jones e Hughes, 2001). Na Alemanha, a Agéncia Federal de Salde exige dos fabricantes
de produtos de ginkgo que o conteddo de acido ginkgdlico seja removido ou limitado a uma
concentracdo de cinco partes por milhdo (ppm) ou menos (McKenna, Jones e Hughes, 2001;
Blumenthal, 2003).

Nos Estados Unidos (EUA), 0 EGB761® ¢ uma das preparacoes fitoterapicas compradas sem
prescricdo (over-the-counter - OTC) mais comumente usadas, sendo vendido como suplemento
dietético. E muitos dos produtos de ginkgo (OTC) podem ndo ser padronizados (Diamond et al.,
2000).

As quantidades relativas dos varios flavondides ou dos componentes ginkgolideo e

bilobalideo podem variar em diferentes preparacées comerciais' (Blumenthal et al., 2003).

quercetina

glicosideos

flavondides (24%) kaempferol

isorhamnetin
EGB761®

ginkgolideos

(3,1%)

terpenolactonas

(6%)

hilobalideos
(2,9%)

Figura 5: Constituintes quimicos do EGB761® e quantidades aproximadas

O EGB761°, que foi originado pelos produtos farmacéuticos Dr. Willmar Schwabe (Dr. Willmar
Schwabe Group), tem estado disponivel na Europa como um extrato de planta desde o inicio da

década de 90"

'EGB 761: Ginkgo biloba extract, Ginkor. Drugs in R&D. v. 4, n.3, p. 188-193, 2003.
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Na Alemanha, o érgao responsavel pela regulamentacdo de medicamentos no pais (ES),
equivalente ao FDA americano (US Food and Drug Administration for botanicals), aprovou o
EGB761® para tratamento sintomatico de déficits de memoria, concentragéo e depresséo por doenca
cerebral organica. Dulzias de produtos de EGB761® estio atualmente disponiveis para os
consumidores, e a maioria desses produtos usa uma proporc¢ao de 50:1 por peso (50 libras de folhas
secas para cada libra do extrato final; cada libra equivale a cerca de 454g), que é a média na qual o
produto aleméao esta baseado (Diamond et al., 2000, Blumenthal et al., 2003).

Blumenthal et al.(2000 apud Blumenthal et al., 2003) informam que a literatura da pouco ou
nenhum respaldo aos beneficios clinicos de outras formas de dosagens da folha de ginkgo natural ou
a baixas concentracdes do extrato feito da folha.

Segundo Le Bars e Kastelan (2000), os extratos padronizados de EGB761® podem ser
administrados intravenosamente, na forma liquida, ou em comprimidos, mas, geralmente, sao
administrados na forma de capsulas ou comprimidos e, com base na evidéncia de dose-resposta,
uma dosagem de até 240mg seria a mais apropriada. Os mesmos autores informam que a
padronizacdo de fitoterapicos em geral e do ginkgo em particular € um fator essencial para reduzir a
variabilidade nos programas de pesquisa. Eles revisaram a literatura quanto a eficicia e a seguranca
do EGB761 para tratar distirbios de memoria e deméncia e, inicialmente, observaram que a maioria
dos estudos testou o extrato padronizado de ginkgo biloba, EGB761°, cuja formulacdo e composicao
€ idéntica ao produto registrado na Alemanha sob o nome de Tebonin® forte (Dr. Willmar Schwabe
Pharmaceuticals, Karlsuhe). Christen e Maixent (2002) também informam que, em humanos, uma
dose de 120 ou 240mg/dia parece ser ativa no tratamento crénico.

Segundo Diamond et al. (2003), uma série de estudos tém tratado de questdes acerca da
absorcado, da duracdo dos efeitos e da excregcédo do EGB761% e, com base em dados de atividades
especificas no sangue, a farmacocinética do EGB761® foi caracteristica de um modelo de dois
compartimentos, consistindo de uma fase de primeira ordem e com uma meia-vida de
aproximadamente 4,5 horas.

A distribuicdo, por sua vez, foi principalmente associada com o plasma, por meio de uma
absorcao gradual apds 48 horas, Especulou-se que o trato gastrintestinal superior também foi um
sitio de absorcao, além do tecido neuronal, glandular e ocular — os niveis de atividade alcangaram o

pico em 1,5 horas (concentragcdo plasmatica maxima) — e que, geralmente, o EGB761° completo ou
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seus constituintes tém exibido meias-vidas variando de 2 a 4 horas e niveis de atividade que
alcancam o pico em 1,5 a 3 horas em modelos animais € humanos. Um segundo pico plasmético

aparece 12 horas apds a administrago, indicando metabolismo entero-hepatico 2.
2.2.2 Mecanismos Bioldgicos de Acao

Segundo Diamond et al. (2000), os componentes quimicos do EGB761® tém sido implicados
em agdes bioldgicas que sdo responsaveis pelos seus efeitos clinicos. O EGB761® tem sido usado
experimentalmente para tratar sintomas de deméncia associada a idade e a Alzheimer; dano cerebral
traumatico; derrame; derrame multiinfarto; aterosclerose cerebral; insuficiéncia cerebral; edema
cerebral; inflamagéo; toxicidade por glutamato; necrose; apoptose; tinido; disfuncdo sexual; e
degeneragdo macular. Os autores relatam que os efeitos clinicos do EGB761° podem ser periféricos
e centrais, incluindo as propriedades vasomoduladoras, metabdlica, antiplaguetaria, moduladora de
receptor/transmissor e antioxidante, de tal forma que, como efeito vasomodulador, 0 EGB761°
potencializa a concentracao de norepinefrina e causa a constricéo C.* dependente da aorta e da veia
cava. E, em contraste aos mecanismos constritores, os efeitos dilatadores parecem ser endotélio-
dependentes. Entre os efeitos metabdlicos, o EGB761® causou aumentos na absorgao de glicose e
sintese de glicogénio, e estudos com células hipdxicas indicam que ele pode atrasar o inicio da
glicdlise hipoxica. Sua atividade parece inibir a agregacdo plaquetaria, por aumentar as
concentragcdes de tromboliticos derivados do endotélio (i.6, NO e PGl,), e o ginkgolideo B mostra
antagonismo ao PAF.

De acordo com McKenna, Jones e Hughes (2001), de forma geral, sdo os flavondides do
ginkgo que agem como antioxidantes, por limparem do corpo os radicais livres, resultantes de
processos oxidativos, enquanto os ginkgolideos antagonizam atividades de inflamagédo e de
coagulacao sanguinea associada com o PAF.

O quadro 1, a seguir, apresenta informagdes sobre os componentes isolados do EGB761° e

suas atividades, conforme Blumenthal et al. (2003) e Diamond et al. (2000).

> TEBONIN: comprimidos. Responsavel técnico Wagner Moi. Sdo Paulo: Altana Pharma, 2008. Bula
de remédio.
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Quadro 1: Componentes do EGB761° e atividades correspondentes segundo os autores

Autores Componente isolado

Atividades

Gryglewski et al (1987) Fracao flavonéide
Barth et al (1991)

Ramassamy et al (1992)

Smith et al (1996)

Ahlemeyer e Krieglstein (1998)

De Feudis (1998); Blumenthal et

al (1998)

Calapal et al (2000)

Logani et al (2000)

Coeffler (1998), WHO (1999), Ginkgolideo B
Bracquet (1988), Operpichler

(1990); DeFeudis (1991)

Janssens et al (1995) Bilobalideo

Amri et al (1996) Bilobalideo,
Ginkgolideo A,
ginkgolideo B

Inibe a agregacao plaquetaria
Inibe a peroxidagao lipidica
Media a absorg¢éo de 5-HT

Age com limpador de radical livre
Aumenta a liberacdo e absorcao
de 5-HT

Inibe a redugao de
colinoceptores  muscarinérgicos
relacionada a idade, e estimula a

absorcao de colina no hipocampo

Inibe a formagéo de Oxido Nitrico
Antagonismo ao fator ativador

plaquetério (PAF)

Inibe o PAF, inibe 35-

GMPciclico fosfodiesterase

Atrasa o inicio da glicolise
hipdxica

Induz a diminuicdo de PBR;
aumenta a concentracdo de

ACTH.

Abreviaturas: 5-HT - serotonina; PBR - receptor periférico tipo benzodiazepinico; ACTH - hormdnio

adrenocorticotroéfico.
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2.2.3 Propriedade Antioxidante do EGB 761°

Varios autores, em diferentes épocas, vém estudando e investigando os efeitos anti-radicais
livres do EGB761® e de seus constituintes isolados, in vitro e in vivo, em modelos humanos e animais,
com o propodsito de justificar o uso do EGB761® como protetor por eliminar os radicais livres, e
comprovar esse efeito com base em evidéncias cientificas.

Pincemail et al. (1989), em seu trabalho, propuseram estudar, in vitro, a agdo do EGB761
contra o &nion superéxido (O27), o qual esta direta ou indiretamente implicado no dano celular. Eles
observaram um efeito anti-radical livre e uma atividade enzimatica, pois descobriram que o EGB761 é
eficiente contra o anion superoxido ou por sua capacidade de diretamente limpar o radical ou pela
presenca no extrato de uma atividade superoxido dismutase ferro.

Marcocci et al. (1994) relatam em seu estudo propriedades do EGB761® como limpador de
radicais, em sistemas in vitro. Primeiro eles avaliam a interagdo do EGB761° com superdxido e
radicais hidroxila e, para avaliar o papel dos terpenos, eles comparam com uma mistura sem terpeno;
a seguir eles avaliam a interacdo do EGB761® com o 6xido nitrico (NO) e o efeito do EGB761® na
atividade xantina oxidase. Seus resultados sugerem que o EGB761° limpa superoxidos; a fragao
terpeno teria um papel na limpeza de radicais superéxidos; o EGB761® pode ser um limpador de NO
e inibe a atividade da xantina oxidase, uma fonte celular enzimatica de superéxido e peréxido de
hidrogénio. Além disso, eles informam que esses achados poderiam explicar os efeitos benéficos do
extrato em desordens funcionais ligadas ao estresse oxidativo, como em alteragbes tipo isquemia-
reperfusdo no cérebro, cdclea, coragao e retina.

Autores estudaram o efeito do EGB761® no estresse oxidativo e na peroxidagéo lipidica, em
macrofagos e células endoteliais vasculares, e demonstraram que o EGB761® é um limpador de
radicais peroxil, e indica um possivel papel para o extrato no tratamento de doencas envolvendo
radicais livres e dano oxidativo. E, além disso, sugerem um potencial uso terapéutico na patogénese
da aterosclerose (Maitra et al., 1995; Rong, Geng e Lau, 1996). Kobuchi et al. (1997) avaliaram o
efeito do EGB761® na sintese do NO em macréfago de rato, e seus achados mostram que o
EGB761° ndo s age diretamente como um limpador de NO, mas também inibe a produgdo do NO

nos macréfagos, sob condigdes inflamatérias de dano tecidual.
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Hibatallah, Carduner e Poelman (1999) avaliaram, in vitro e in vivo, a atividade limpadora de
radicais livres de um extrato original de ginkgo sem terpenos e com alta concentragao (33%) de
ginkgo glicosideos flavondides, principalmente quercetin e kaempferol. De acordo com os achados do
estudo, o extrato de ginkgo reduz a inflamagao, por agir como um limpador de radicais livres contra
as ROS envolvidas na inflamagéo. Eles enfatizam que, de acordo com resultados anteriores, o extrato
de ginkgo deve estar presente em uma étima concentracdo, para maior eficiéncia.

Fukaya e Kanno (1999) testaram o efeito limpador de radicais livres do EGB761 contra a
toxicidade da cisplatina, decorrente da geracdo de radicais livres, em ratos. Eles investigaram a
ocorréncia ou ndo de protegao do EGB 761® sobre os danos causados pela CDDP ao aparelho
auditivo, aos rins, e também a influéncia do EGB761® no efeito antitumoral da CDDP. Foi observado,
por fim, que o EGB 761® reduz o dano causado pela CDDP ao aparelho auditivo e ao rim e nao
exerce influéncia sobre o efeito antitumoral da CDDP quando utilizado em conjunto com essa droga.

Bridi et al. (2001) avaliaram o efeito antioxidante do EGB761® no hipocampo, substancia
negra (SN) e corpo estriado de ratos tratados com o extrato padronizado de ginkgo biloba, por meio
da analise da peroxidagéo lipidica (LPO), e a atividade das enzimas antioxidantes, catalase (CAT) e
superoxido dismutase (SOD), e sugerem um possivel papel para o extrato no tratamento de doengas
que envolvem radicais livres e dano oxidativo.

Diamond et al. (2000) fazem uma revisdo sobre efeito antioxidante do EGB761® e informam
que ele tem se mostrado capaz de induzir a destruicao de varias espécies de radicais — incluindo OH,
02', difenilpicrilhidrazil, e adriamicil —, varrer NOg e reduzir os niveis de nitrato de uma maneira dose-
dependente, e que o componente flavonéide pode inibir a agregagao plaquetaria e a peroxidacao
lipidica e mediar a capacidade do ginkgo de proteger os sistemas fisioldgicos de espécies de oxigénio
reativo (ROS).

Em artigo de revisdo, Christen e Maixent (2002) relatam que um dos mais intrigantes
aspectos do EGB761 é que ele age mais para modular e regular do que para estimular ou inibir. De
forma que, dependendo das circunstancias, ele pode, simultaneamente, dilatar ou contrair um vaso
sanguineo ou fazer marcadores neuroendécrinos ou neuroquimicos variarem na direcao apropriada
do momento. Como, por exemplo, induzir a producdo de NO por células endoteliais ou, ao contrario,
limpar o radical livre NO e prevenir a ativagéo endotelial. Poderia ainda diminuir o consumo de glicose

e aumentar o armazenamento de glicogénio. E agdes celulares, como o efeito nos canais de ions das
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membranas, seguem a mesma logica. Se a célula é sensivel a presenca de um acumulo de radicais
livres ou a uma quantidade deste ou daquele ion, ele age para estabelecer a homeostase. E, por ser
o EGB761 um complexo extrato de planta, ele possivelmente promove essas agbes adaptativas em
razdo da presenca de varias moléculas que tornam possivel o envolvimento de diferentes
mecanismos, € a atividade combinada de todos os seus componentes é necessaria para a uma 6tima
acao terapéutica.

Dessa forma, Kim et al. (2005) demonstraram que o EGB761 também induz a apoptose de
células cancerosas da cavidade oral pela ativagcdo da via da caspase-3, e que o EGB 761 teria um
potencial para uso como agente quimiopreventivo em cancer de cavidade oral. Os autores informam
que, apesar do EGB761 ter uma acao apoptética em células de céncer oral por ativagao da via da
caspase-3, no sistema nervoso central ele apresenta uma acao antiapoptética ou neuroprotetora, por
reduzir a atividade da caspase-3, diferentemente dos resultados deste trabalho. Portanto, a acdo do
EGB761° parece ser célula-especifica em termos de envolvimento da caspase-3, e mostra seu efeito
variando na dire¢cao apropriada do momento.

Huang, Whitworth e Rybak (2007) avaliaram a eficacia do EGB761 como um otoprotetor
contra a ototoxicidade induzida pela cisplatina em ratos, por meio de medidas do potencial
endococlear (EP), teste de respostas auditivas do tronco cerebral (ABR;) e microscopia eletrdnica de
varredura das cOcleas processadas. Os achados demonstraram significante otoprotecdo nos ratos
recebendo EGB761 e altas doses de CDDP, pelas medidas de ABR, EP e CCE na microscopia
eletrnica, e oferecem evidéncias dos potenciais beneficios do antioxidante EGB761 na preservacao
da audicao daqueles em uso de quimioterapia com cisplatina, o que confirma os achados anteriores
do estudo de Fukaya e Kanno (1999).

Por fim, em uma revisdo realizada por Mahadevan e Park (2008), os autores fazem uma
explanagéo sobre a quimica, a eficacia, a seguranca e os usos do EGB761 e informam que os dois
mecanismos de agdo propostos para sua atividade antioxidante seriam limpar radicais livres e,
diretamente ou indiretamente, inibir a formacao de radicais livres. Eles concluem que o EGB761 tem
exibido efeitos terapéuticos complexos, que incluem efeitos em doencas neurodegenerativas, cancer,
doencas cardiovasculares, tinido, queixas geriatricas, desordens psiquicas, e que o principal

mecanismo de acdo em todos esses casos seria sua atividade antioxidante.
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2.2.4 Perfil de Seguranca

De forma geral, parece haver um consenso de que o consumo de produtos do extrato de
ginkgo esté associado a um baixo risco.

Duché et al. (1989) avaliaram o efeito do extrato de ginkgo biloba na indu¢do enzimatica
microssomal e demonstraram que o EGB761 néao teve efeito no sistema de oxidagdo microsomal
hepatico de drogas e, portanto, nao alteraria o metabolismo de medicagbes usadas
concomitantemente, as quais sdo metabolizadas por esse sistema.

De Feudis (1998) informa que a toxicidade aguda (LDs), apés administragao oral de EGB761,
em camundongo, € de 7,73g/kg, mas nao foi possivel determinar o valor no rato. Ja na injecao
intravenosa de EGB761 em ratos e camundongos, o LDs, € de cerca de 1,1g/kg, e o LDs, apos
injecdo intraperitoneal, é de 1,9g/kg em camundongos, e de 2,1g/kg em ratos. Estudos de toxicidade
cronica conduzidos em ratos (27 semanas) e cachorros (26 semanas), com doses de EGB761 de 20
e 100mg/kg/dia inicialmente, e gradualmente aumentada para 300, 400 e 500mg/kg/dia, em ratos, e
300 e 400mg/kg/dia, em cachorros, ndo mostrou evidéncia de dano a 6rgao e nenhum prejuizo da
funcao hepatica ou renal. Também a administracao oral de diferentes doses crescentes de EGB761 a
ratos e coelhos ndo causou efeitos teratogénicos ou afetou a reproducao, e testes in vitro e in vivo
mostraram que o EGB761 nao possui atividade mutagénica. Além disso, ele informa que, em
humanos, estudos de toxicidade revelaram um alto nivel de seguranca com respeito a
superdosagem, com base num estudo conduzido em voluntarios saudaveis recebendo dose oral
Unica de 600mg, em que ndo houve mudangas no tempo de sangramento, coagulagdo ou contagem
de células do sangue.

Em uma revisdo de Le Bars e Kastelan (2000), os autores informam que, em todos os
estudos revisados, o perfil de eventos adversos do EGB761 né&o foi diferente daqueles do placebo.

McKenna, Jones e Hughes (2001), em seu artigo de revisao, relatam, entre outras coisas, que
ndo se sabe ao certo se 0 extrato de ginkgo pode potencializar ou ter efeitos aditivos quando
combinado com medicacdes sedativas. Eles fazem uma exposi¢cdo de varios relatos de casos
encontrados na literatura, citando-os como exemplos da dificuldade inerente da avaliagdo da
seguranca do ginkgo na auséncia de estudos do tipo caso-controle de larga-escala. Informam

também que os produtos de ginkgo biloba sdo contra-indicados para individuos com
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hipersensibilidade a planta ou seus produtos e que reacdes alérgicas tém sido atribuidas aos
alquilfendis, incluindo acidos ginkgdlicos, potentes alérgenos de contato que sdo encontrados em
maior quantidade nas sementes. Colocam que a Comissdo Reguladora Alema proibe a venda de
extratos de ginkgo contendo mais do que 5ppm desses &cidos, pois niveis acima de 5ppm
representam um perigo para aqueles que sao alérgicos a outras plantas que contém alquilfenéis, que
mostram reagao cruzada com os alquilfendis do ginkgo.

Os mesmos autores informam ainda que, em raros casos, tém sido relatados como efeitos
colaterais dores de cabeca, queixas gastrointestinais leves e reagdes alérgicas de pele.

Diamond et al. (2000) em sua revisdo, que o EGB761 deveria ser usado com cuidado
guando administrado com anticoagulantes, por ter uma acdo antagonista ao PAF, e poderia exercer
um efeito sinergistico, quando combinado com outras drogas inibidoras da MAO. Mas, Blumenthal et
al. (2003), diversos trabalhos anteriores com relagdo as interacées do EGB761 com outras drogas,
como inibidores da MAOQ, drogas anticoagulantes e antiplaquetarias, diuréticos, anticonvulsivantes e
antidepressivos, demonstram achados controversos e que nao dao suporte as possiveis interagoes.

Bent et al. (2005) fazem uma revisao sisteméatica da literatura a fim de identificar todos os
potenciais relatos de caso de sangramento em pessoas em uso de ginkgo, e também relatam um
caso de sangramento espontaneo associado ao ginkgo biloba, para avaliar se o uso do ginkgo esta
relacionado a causa do sangramento. Os autores sugerem, apds avaliagcdo estruturada de relatos de
caso publicados, uma possivel associagdo causal entre o uso do ginkgo e os eventos de
sangramento, e ainda que, em razdo dos sérios eventos adversos relatados — como sangramento
intracraniano —, mais estudos de seguranca dessa planta deveriam ser avaliados e que os pacientes
usando ginkgo deveriam ser avisados sobre o risco de sangramento. No mesmo ano, Gaus et al.
(2005) tentam identificar reacdes adversas a drogas, demonstradas por risco de sangramento,
utilizando uma base de dados de prescrigdo, e seus resultados mostraram que a taxa de
complicagbes como sangramento é baixa, quando se toma qualquer droga usada para deméncia,
entre elas, o ginkgo biloba.

Wolf (2006) avaliou em seu estudo se o EGB761® aumentava os conhecidos efeitos do acido
acetilsalicilico (AAS) na agregacao plaquetaria, no tempo de sangramento ou em outros parametros

da coagulacdo em sujeitos saudaveis, e seus achados sugeriram que a administragdo concomitante
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de AAS e EGB761® nao constituem um risco para seguranga, incluindo em uma populagédo de
pacientes mais idosa, submetida a tratamento com EGB761°.

Da mesma forma que Wolf, Gardner et al. (2007) se propuseram a examinar, em um estudo
clinico randomizado, duplo-cego e placebo controlado, o efeito do EGB761 e da aspirina na
agregacao e na fungao plaquetaria de idosos com doenca arterial periférica e fatores de risco para
doenca cardiovascular, e concluiram que idosos tomando doses relativamente altas de GB
(300mg/dia), combinado com 325mg/dia de aspirina, ndo apresentaram impacto detectavel
clinicamente ou estatisticamente nos indices de coagulagdo, quando comparados com o efeito da
aspirina isolada, e que, portanto, ndo houve evidéncia de aumento da disfuncdo plaquetaria induzida
pela aspirina promovida pelo EGB761.

Finalmente, para investigar se episodios de sangramento estdo associados ao consumo de
ginkgo biloba e se esses episddios tém uma base farmacodindmica, idiossincrasica ou sao
coincidentes, uma revisdo de estudos clinicos controlados e relatos de casos foi realizada por Bone
(2008), o qual informa nao haver evidéncias em estudos controlados de que doses normais de
EGB761® ou de extratos quase semelhantes tenham qualquer impacto na hemostasia. Além disso,
Mahadevan e Park (2008) informam que o EGB761® tem provados beneficios terapéuticos,
ressaltando, todavia, que sua seguranga em longo prazo ainda precisa ser apropriadamente

comunicada.
2.3 Exames para Avaliacao da Ototoxicidade
2.3.1 Consideracoes Gerais

Um conjunto de métodos audiol6gicos tem sido disponibilizado para monitorizagdo da
ototoxicidade.

Até o inicio da década de 90, segundo Campbell e Durrant (1993), nenhum padrao oficial
existia para monitorar a ototoxicidade. Os autores revisaram alguns dos testes disponiveis na época e
fizeram observagbes para tentar desenvolver protocolos de monitorizacdo. Entre os testes avaliados
por eles, incluem-se a Audiometria Convencional (AC), a Audiometria de Altas FreqlUéncias (AAF) e
Emissbes Otoacusticas (EOA;); ressaltavam que testes como EOA; e o de Resposta Auditiva do
Tronco Cerebral (ABR) ainda estavam em evolugdo e que sua utilidade clinica ainda ndo era

determinada; e afirmavam também que, até aquela data, os dados que existiam sobre estudos em
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humanos eram insuficientes para avaliar a eficacia clinica das EOAs em monitorar a ototoxicidade.
Entretanto, relatavam que, se as EOAs provassem ser efetivas na monitorizacdo da ototoxicidade,
ofereceriam vantagens por ndo serem invasivas, nao necessitarem da resposta do paciente e por
serem medidas rapidamente.

Zorowka, Schimitt e Gutjahr (1993) avaliaram a audicao de oito criancas e adultos jovens com
cancer, em tratamento com cisplatina, usando AC e EOA seriados, um dia antes e apos varias doses
da droga. Eles observaram que as mudangas nas EOAs parecem ser detectaveis antes das
mudancas observadas na AC e que, portanto, o teste de EOA; pode ser uma ferramenta mais
sensivel do que a AC para deteccao de disfuncao do ouvido interno, por causa de agentes ototdxicos.
Corroborando achados de outros autores, eles afirmam que o teste de EOA; oferece um modo néao
invasivo de avaliar diretamente a fungédo do ouvido interno.

Por nao existirem critérios de interpretagéo de resultados, a monitorizacdo da ototoxicidade
nao era uma pratica comum. Entdo, em 1994, a American Speech-Language-Hearing Association
(ASHA) desenvolveu critérios para controle audioldgico de individuos recebendo terapia com drogas
cocleotoxicas. Ela informa que a avaliagdo prospectiva da fungao auditiva permanece como Unico
método confiavel para se detectar a presengca de coécleotoxicidade antes da perda auditiva
sintomatica, e propde os seguintes critérios audiométricos para cocleotoxicidade:.

a) diminuicao de 20dB em qualquer freqiiéncia testada;

b) diminuicdo de 10dB em duas freqiiéncias quaisquer adjacentes testadas;

¢) perda de resposta em trés freqiiéncias consecutivas onde as respostas foram previamente

obtidas (especificamente para as freqiéncias mais altas).

Por fim, afirma que a alteracao deve ser confirmada pela repeticéo do teste. Relata, também,
gue as evidéncias mostram que a AAF (testa faixa de freqiiéncias acima de 8000Hz) seria 0 método
de escolha para a detecgao mais precoce da perda auditiva ototéxica. Entretanto, em 1993, Campbell
e Durrant j& haviam informado que, como na AC, seria importante a selecao de critérios de alteracdo
na AAF, e que limiares normais ou inalterados na faixa de altas freqiéncias ndo garantem limiares
normais ou inalterados na faixa convencional. Wilber (2001) informa que ainda ndo existem padrdes
oficiais para esse procedimento e que, na pratica, ainda existem alguns problemas que podem

impedir sua utilizagédo na rotina clinica (calibragao, informagao de normatizacao).
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Segundo a ASHA (1994), medidas objetivas devem ser usadas quando nao for possivel obter
medidas comportamentais, como em pacientes ndo-responsivos ou com limitada responsividade por
doenga ou pela idade. Informam ainda que eletrococleografia (ECochG), EOAs e ABR séo as medidas
objetivas com potencial para monitorar a ototoxicidade desses pacientes. Contudo, relatam que a
ECochG é um teste que requer colocagdo de um eletrodo transtimpanico, para um teste mais
sensivel, o que faz o exame nao ser disponivel a todos os pacientes. Além disso, necessita de uma
quantidade significativa de tempo para obter uma informacgéao freqiiéncia-especifica, o que o torna
uma técnica inapropriada para monitorizagdo auditiva objetiva de rotina, e ABR também esta sujeito
as mesmas limitagdes da ECochG, com relagéo ao tempo de teste e a especificidade de freqiéncia.

Além do mais, eles ressaltam que, naquele momento, ndo podiam recomendar critérios
especificos de aplicacdo dos testes objetivos para monitorizagdo da ototoxicidade, mas afirmam que
a avaliagcdo com EOA; é especificamente sensivel ao estado das CCEs na céclea, e € um teste
objetivo eficiente, que tem sido usado para avaliar a funcdo coclear em pacientes recebendo

cisplatina com resultados promissores.

2.3.2 Emisso6es Otoacusticas (EOA)

Emissdes Otoacusticas (EOA) sdo sons de origem coclear, que podem ser registrados por
um microfone encaixado dentro do canal do ouvido. Esses sons aparecem no conduto auditivo
externo quando o timpano recebe vibragbes provenientes da céclea e que sido transmitidas através
da orelha média. Essas vibragbes ocorrem como um subproduto de um mecanismo coclear
vulnerével e Unico, conhecido como o “amplificador coclear”. Esse, portanto, é um processo mecéanico
ativo, em que o 6rgao de Corti faz uso da energia metabdlica para criar microvibragées adicionais,
que acentuam o movimento induzido por som das estruturas cocleares e aumentam a sensibilidade e
a seletividade de freqliéncia do ouvido. Considera-se que o “amplificador coclear” esta situado nas
CCEs, as quais, in vitro, tém se mostrado médveis, em resposta a altas freqiéncias de estimulagao
elétrica, e vulneraveis ao trauma fisiolégico e fisico, tais como, andxia e exposicao a toxinas, ou
ruidos altos (Kemp, Siobhan e Bray, 1990, Lonsbury-Martin, Whitehead e Martin, 1991).

O principal valor das EOAs é que sua presenca indica que o mecanismo receptor coclear pré-
neural é capaz de responder ao som de modo normal. As emissbes sao freqiéncia especifica e

freqliéncia seletiva, permitindo obter informagbes sobre diferentes partes da coclea,
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simultaneamente. E um teste que combina velocidade operacional, ndo invasibilidade, objetividade,
sensibilidade e seletividade de freqiiéncia. E somente ouvidos normais ou quase normais produzem
emissdes otoacusticas. Quando presente, as EOAs exibem um alto grau de diferenca entre os
individuos, de tal forma que, em alguns pacientes, o resultado sera expresso mais como uma
probabilidade estatistica de normalidade do que uma medida absoluta do limiar. Entretanto, as
caracteristicas da resposta acustica registrada de um ouvido dependerdo da estimulagdo e do
individuo, de modo que, sob condi¢cbes de teste fixas, essas respostas sdo altamente estaveis e
alteragdes que ocorram em minutos podem ser monitorizadas, por exemplo, como as que resultam do
ruido, do uso de drogas, de doencga, ou de estimulagao eferente (Kemp, Siobhan e Bray, 1990).
Franklin et al.(1992) também informam que as EOAs tém minima variabilidade de teste-reteste,
mostrando alta confiabilidade tanto para medidas seriadas quanto em dias consecutivos e em
semanas, em individuos com audicdo normal, sem doenca da orelha média. Além disso, eles
informam que as EOAPDs produzem resultados confidveis de 1 a 8 KHz. Corroborando esses dados,
Musiek, Smurzynski e Bornstein (1994), explicam que a EOAPD de regites de freqiiéncias baixas
pode ser dificil de testar, uma vez que, tipicamente, o ruido de fundo é mais alto em freqiiéncias
baixas (abaixo de 1Khz), e o teste de altas freqiéncias (acima de 8KHz) é problemético em razdo da
complicada distribuicdo de presséo dentro do conduto auditivo externo.

Segundo Tlumak e Kileny (2001), muitas variaveis afetam a presengca e a magnitude das
EOAs, como as desordens do ouvido médio e ouvido externo, os niveis de ruido ambiental e
interno/biolégico, 0 nimero de medidas feitas e caracteristicas dos tons primarios, ou seja, 0 exame
de EOA; é um teste de uma fungéo coclear vulneravel e essencial, sendo um bom indicador de perda
auditiva, mas pode ser afetado pela qualidade do acoplamento entre o sensor e o paciente (o encaixe
da sonda) e por fatores nao auditivos (Kemp, 2002).

A intensidade é um fator essencial na detectabilidade das EOAs, mas é a presenca de uma
resposta detectdvel a um estimulo particular que é clinicamente importante, e ndo sua poténcia
(Kemp, 2002).

As emissdes otoacusticas podem ser separadas em 2 categorias gerais: emissdes
espontaneas e evocadas. As emissdes espontaneas (EOAS;), como o préprio nome diz, ocorrem na
auséncia de qualquer estimulagéo do ouvido. Sdo tons de aproximadamente 20dBNPS, encontrados

no conduto auditivo externo em 40 a 60% dos ouvidos saudaveis. E as condigbes particulares de
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feedback interno coclear, necessarias para manter as EOASs, nem sempre estao presentes nem séo
importantes para uma audi¢gdo normal. Portanto, as EOASs tém aplicagao clinica limitada. Por outro
lado, as emissbes evocadas ocorrem em resposta a apresentacao de estimulos acusticos ao ouvido.
Com base no estimulo utilizado para elicita-las, elas podem ser categorizadas em trés subtipos, dos
quais ha dois tipos que sdo amplamente usados, a saber: EOA, transientes evocadas (EOATEs), que
sdo elicitadas por um transiente acustico, tais como um click ou toneburst; e as EOAs por produtos de
distorcdo evocadas (EOAPD;), que sdo geradas em resposta a dois tons puros continuos, separados
na freqiéncia por uma diferenca prescrita (em Hz). Esses tipos de emissdes evocadas séo
encontrados essencialmente em todos os ouvidos com audigdo normal. Mas, apesar das EOATEs
serem mais fortes (ouvidos infantis saudaveis tipicamente produzem fortes niveis de EOA; de
15dBNPS até mais do que 30dBNPS) e mais faceis de serem identificadas na faixa de freqiiéncias
fundamentais da fala, de 1— 4KHz, e, em ouvidos jovens, se estenderem até 6—7KHz, muitos ouvidos
adultos clinicamente normais produzem fracas EOATEs (menos de 3dBNPS), sem resposta

substancial acima de 4KHz (Kemp, Siobhan e Bray,1990, Kemp, 2002).

2.3.3 Emisso6es Otoacusticas por Produtos de Distor¢cao (EOAPD;)

2.3.3.1 Aplicacoes Clinicas

O teste de EOA; € um método de avaliagdo objetivo, ndo-invasivo, de facil aplicagédo, pelo
posicionamento de um pequeno microfone no conduto auditivo externo, e que mede o estado
funcional das células ciliadas externas. Para que as EOAs sejam medidas, a orelha média deve estar
normal, pois o teste depende da habilidade dessa orelha em transmitir a energia do som para dentro
da orelha interna. Apresentam medidas de teste-reteste muito objetivas e conseqliientemente muito
confiaveis. As EOAs estédo presentes na orelha de essencialmente todos os individuos com audicao
normal, e reduzidas ou ausentes naqueles com distlrbios cocleares. Além disso, a utilidade clinica
das EOAs evocadas é acentuada por sua habilidade de testar regides discretas de freqgliéncia
especifica da coclea, distinguindo, assim, regides de freqiéncia prejudicadas daquelas com funcao
normal (Lonsbury-Martin, Whitehead e Martin, 1991), ou melhor, é da ndo-linearidade da orelha
interna que as EOAPDs se valem para avaliar as CCEs com absoluta seletividade de freqiéncias,
dando uma idéia setorizada da vitalidade dessas células, ao longo de toda a membrana basilar

(Munhoz et al., 2000, p.135).
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Ohims, Lonsbury-Martin e Martin (1990) avaliaram o potencial para uso clinico do teste de
EOAPDs, em pacientes com doenga coclear ou retrococlear conhecida e diagnosticada por testes
audioldgicos ja padronizados, e demonstraram que as emissdes por produto de distor¢do sdo um
teste ndo invasivo, frequéncia-especifico da fungdo das células sensoriais € que descreve
objetivamente o limite entre a audicdo normal e a anormal. Além disso, essas emissdes foram
capazes de detectar alteragdes dindmicas em processos de doencga progressiva, sugerindo seu uso
importante no diagnostico e no tratamento da disfungao coclear.

Entre outras aplicacdes, esse teste tem sido utilizado na monitorizacdo de pacientes
submetidos a tratamento com drogas consideradas ototéxicas, em virtude de sua caracteristica de
avaliar o estado funcional das células ciliadas externas, detectando lesdes cocleares desencadeadas
por drogas ototdxicas antes que sejam registradas alteragbes no limiar auditivo, uma importante
vantagem em relacdo as outras técnicas mencionadas, que faz dele a melhor escolha para
monitoramento de pacientes recebendo esse tipo de terapia (Lonsbury-Martin, Whitehead e Martin,

1991, Ress et al.,1999).

2.3.3.2 Caracteristicas das Emiss6es Otoacusticas por Produto de Distorcao

De acordo com Probst e Hauser (1990), as EOAPDs sao evocadas por dois tons puros e
consistem de energia acustica acima do ruido de fundo, detectavel no espectro do canal do ouvido
em freqléncias diferentes daquelas dos estimulos, os quais sdo chamados F; e F, e estdo pouco
distanciados em freqiéncia, segundo Kimberley (1999).

Esses tons puros sdo chamados primarios, com F, suavemente mais alto em freqiiéncia do
que F; (Fi<F2). Em humanos com funcao auditiva normal, uma razéo entre F, e F; de 1.22 tende a
produzir os maiores produtos de distorcao (Gorga et al.,, 1997); além disso, resultados prévios de
Stover, Gorga e Neely (1996) recomendavam niveis primarios de estimulo como sendo L/L, = 65/55
dBNPS, por representarem niveis médios produtores de maximo desempenho.

Em razdo da intermodulagdo ndo-linear coclear subjacente, fundamental para a fungao
coclear normal, entre 0s dois tons primérios, a céclea produz varios novos componentes de
freqUéncia acustica que podem viajar para o canal do ouvido, dos quais o0 mais proeminente dos
produtos de distor¢do e, portanto, mais facilmente registrado é uma freqiiéncia particular localizada

em 2F1-F2 e, por essa razédo, € a usada na avaliagédo clinica. A maioria dos relatos clinicos usa o
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termo EOAPD como sinénimo de 2F;-F,, mesmo que haja muitas outras EOAPDs além dessa

freqUéncia particular. (fig. 6).

L r2 DR-gr am

dB spl

(X

Il
[=]
i

man-

-||
—-104|

0.50  1.00 1.50 3K ¢ aK

A B

Figura 6: (A) O espectro do som em um conduto auditivo humano saudavel durante a estimulagéo por dois tons
puros, f1 = 1425 Hz e f2 = 1500Hz, ambos em 70dBNPS. As linhas espectrais entre 1100 — 1800 Hz, em
qualquer lado das linhas de estimulo, sdo tons de intermodulagdo criados pela céclea. Cada uma é separada de
sua vizinha por um intervalo de [f2-f1]. A analise clinica da EOAPD tipicamente localiza o nivel exatamente de
um desses produtos de distor¢do (foa = f1 — [f2 — f1] = 2f1 — 12). (B) Isso permite que um “DP gram” seja
construido. Uma separagéo da frequéncia estimulo f2/f1 ~ 1.2 resulta na EOAPD mais forte. A porgéo inferior
sombreada (direita) indica a contaminagao pelo ruido (extraido de Kemp, 2002).

Os produtos de distorgdo sdo comumente medidos usando-se dois protocolos, um como uma
funcdo de resposta-crescimento ou entrada-saida (I/O) ou limiar da EOAPD, que, segundo Gorga et
al. (1997), parece ter menos utilidade clinica, pois é mais dificil de medir e consome mais tempo, e
outro como um audiograma, no qual sua intensidade é usada como indicador do estado coclear,
delineada em grafico como uma fungédo da freqiiéncia no chamado “DP-gram”, ou audiograma do
produto de distorcdo (PD). Dessa maneira, as EOAPDs sdo medidas para tons primarios mantidos
em nivel constante (exemplo L1/L2 = 65/55), enquanto a freqliéncia da emissdo é aumentada em
intervalos regulares de 10 intervalos por oitava (Lonsbury-Martin, Whitehead e Martin, 1991). De
acordo com esses mesmos autores, as amplitudes da EOAPD, tanto no nivel como na freqiéncia,
dependem dos estimulos primérios. Portanto essas variaveis — diferencas dos niveis de F;-F», Ly-Lp —
e sua proporcao de freqiiéncia (F.»/F;) sdo cruciais na determinacdo da amplitude do PD. Segundo

Munhoz et al. (2000, p.136), a relacao F./F; = 1,22, que expressa a distancia de um terco de oitava
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entre uma e outra freqiiéncia, € a melhor, pois reforca a amplitude da resposta, conforme citado
anteriormente.

O nivel do produto de distorcdo em um conduto auditivo externo saudavel geralmente é
pequeno (5 a 15 dBNPS), podendo estar acima de 20dBNPS, sendo, em humanos, geralmente 60 a
70 dB mais baixos do que os niveis primarios elicitantes. A amplitude de uma EOAPD, como dito
anteriormente, é dependente do estimulo primario e encontra-se muito reduzida e geralmente
ausente no evento de condigbes patologicas comuns relacionadas a disfuncado das CCEs, como na
perda auditiva relacionada a idade ou ototoxicidade. Esse método de registro das EOAs tem seu uso
clinico difundido (Probst e Hauser, 1990; Kimberley, 1999; Kemp, 2002).

Em 1990, Probst e Hauser avaliaram a possibilidade de testar as EOAPDs em um ambiente
clinico tipico, com parametros selecionados, em que eles configuraram arbitrariamente um valor de 6
dB acima do ruido de fundo como um nivel minimo necessario para a presenga de EOAPD.

Stover, Gorga e Neely (1996) examinaram o efeito do nivel do estimulo primario na
capacidade das medidas de EOAPD em separar ouvidos com audi¢do normal daqueles com audi¢ao
prejudicada e informavam, a principio, que nao estava claro qual era o protocolo mais efetivo e se a
amplitude da EOAPD ou o limiar da EOAPD era o melhor indicador do estado coclear. Eles relataram
nesse estudo que, com excegdo da freqliéncia mais baixa 500Hz, as EOAPDs foram capazes de
separar ouvidos normais dos danificados em todas as freqiiéncias, ou seja, que as EOAPDs podem
diferenciar os ouvidos normais dos danificados mesmo para freqiiéncias tao baixas quanto 707Hz, e
concluiram que uma decisdo diagnéstica pode ser feita com base nas amplitudes em resposta a
niveis moderados de estimulacao.

Entretanto, posteriormente Gorga et al. (1997) relatam que o desempenho do teste de
EOAPD foi muito melhor em médias e altas freqiiéncias, quando comparadas a freqliiéncias abaixo de
1000Hz , e que os resultados da relacdo S/R apresentaram um desempenho ligeiramente melhor do
que as medidas de amplitude da EOAPD.

Kemp (2002) relata que estas emissdes oferecem uma maior faixa de frequéncia de
observacdo (acima de 10kHz) com menos sensibilidade a condicbes menores e subclinicas em
adultos, sendo portanto melhor usadas para investigacao clinica avangcada em pacientes adultos.

Gorga et al.(1997) também relatam que sdo necessarios valores padrdo especificos para as

medidas do teste, se deseja-se usar a medida clinicamente. E que no caso em que as medidas das
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EOAPDs sao usadas para determinar se a perda auditiva esta presente; ou a amplitude das EOAPDs
ou a relacdo EOAPD/ruido (S/R) tipicamente é medida, e uma decisdo com respeito ao estado
auditivo é baseada no valor medido, se ele esta acima ou abaixo de algum valor padrdo. Entdo, estes
autores se propuseram a desenvolver um método que descrevesse a probabilidade de que qualquer
resposta medida fosse proveniente ou de um ouvido normal ou de um ouvido danificado. E eles
encontraram que em nenhuma condigéo a distribuicdo de respostas de EOAPD de ouvidos normais e
ouvidos prejudicados estava completamente separada, significando que valores padrdao o6timos
resultaria em erros na identificacdo do estado auditivo. E concluiram que dentro de certos limites,
parece que as medidas de EOAPD podem ser usadas para identificar corretamente o estado auditivo.
Eles descrevem um método que permite atribuir a qualquer valor de EOAPD medido (amplitude de
EOAPD, EOAPD/ruido) a probabilidade de que a resposta esta vindo ou da distribuicdo de respostas
normais ou de respostas prejudicadas, e envolve uma analise conhecida como “curvas caracteristicas
de operacao relativa” (ROGC;). Eles forneceram valores de amplitude e da relacdo S/R das EOAPDs
das distribuicoes de respostas nos percentis 95 e 90, e 10 e 5 em fungéo da frequiéncia onde, por
exemplo, amplitudes de resposta acima do percentii 95 de distribuicdes prejudicadas foram
interpretadas como normal porque poucos ouvidos com problema( 10 ou 5 %) foram capazes de
produzir respostas tdo grandes ou maiores. E respostas abaixo do percentil 5 de distribuicées
normais foram classificadas como perda auditiva porque poucos ouvidos normais( 10 ou 5%)
produziram respostas tdo pequenas ou menores. E as amplitudes que ficaram entre estes dois
percentis foram consideradas origindrias de um status auditivo duvidoso ou incerto. Eles
encontraram, por exemplo, uma faixa de relacao S/R nos percentis 5 e 95 de 9 e 8dBNPS em 6000 e
8000Hz respectivamente, quando foram considerados os efeitos de fundo, com diminuicdo das areas
de sobreposicao tanto para as amplitudes como para a relagéo S/R.

E informam ainda que sujeitos com audi¢do normal tendem a produzir grandes respostas de
EOAPD ( ou baixos limiares de EOAPD) e sujeitos com algum grau de perda auditiva tendem a nao
produzir respostas.

Kimberley (1999) informa que, até este momento, nenhuma maquina em laboratério de
pesquisa ou disponivel comercialmente, permite obter uma estimativa do audiograma a partir de

respostas das EOAs, e que os médicos sao forgados a interpretar os dados das EOAPDs.
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Segundo Azevedo (2003, p.35) considera-se alteracdo coclear quando a resposta das
EOAPDs estiver ausente (abaixo do ruido) ou presente, porém fora dos niveis considerados normais.
E como o desempenho do teste tem se mostrado melhor para freqiiéncias agudas e médias quando
comparadas com as graves, as EOAPDs sdo mais recomendadas para monitorizacdo da fungao
coclear em individuos expostos a ruidos intensos e/ou medicados com drogas ototdxicas, induindo a
quimioterapia.

2.3.4 Emissbes Otoacusticas por Produto de Distorcido e Avaliacao da
Ototoxicidade por Cisplatina

Desde décadas passadas j4 se sabe que a cisplatina provoca alteragbes na coclea por
destruigao das células ciliadas externas (Stadnick et al., 1975). Tange e Vuzevski (1984) encontraram
um efeito tdxico da cisplatina também sobre a estria vascular. E Laurell et al. (1987) relataram que a
principal alteracdo morfolégica do ouvido interno causada pela administracdo de cisplatina é a
destruicao das CCEs, a qual é mais pronunciada no giro basal da coclea e, portanto, se
correlacionando com a perda auditiva em alta freqiiéncia. As células ciliadas internas também podem
ser destruidas, mas sé apds doses mais altas de CDDP. E segundo Rybak e Whitworth (2005) a
ototoxicidade pela cisplatina envolve alteragdes no sistema antioxidante das células ciliadas externas.

Zorowka, Schmitt e Gutjahr (1993) informam que as EOAs estao ausentes em individuos que
apresentem uma perda auditiva de mais de 30-35dBNA, e que uma redugcédo das amplitudes das
EOAs reflete um dano ao processo de transdugao na céclea.

Por estarem as CCEs entre as primeiras estruturas da orelha danificadas pela cisplatina, e
por serem as medidas das EOAs um método nao invasivo de investigacdo coclear que fornecem uma
avaliagao objetiva do funcionamento das CCEs da céclea, alteragbes precoces nas EOAs podem
refletir um dano coclear subclinico. Tais alteragées podem ser vistas como diminuicdes na amplitude
das EOAPDs; diminuicdes na relacdo S/R; e ou perda de EOAPD especificas de regides onde
ocorreu o dano das CCEs (Knight et al., 2007). Porém, este mesmo autor ressalta que critérios
determinantes de alteracao ototdxica, nas EOAPDs, ainda ndo existem.

Na literatura a metodologia empregada para avaliagdo da ototoxicidade por meio das EOAs
varia muito nos diversos trabalhos encontrados.

Sockalingam et al. (2002) avaliaram os efeitos precoces da cisplatina nos limiares das

EOAPDs (baseado na fungéo 1/O), em um modelo animal, e verificaram uma diferenca (elevagao)
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significante nos limiares da EOAPD em 6KHZ, entre os limiares antes e 4 dias apds a infusao de
CDDP e entre o0 segundo e quarto dias apés a infusdo, demonstrando que os limiares das EOAPDs
tém potencial para ser usado como indicador de ototoxicidade induzida pela cisplatina. Biro et al.
(2006) estudaram as caracteristicas e os fatores de risco da ototoxicidade da cisplatina, em pacientes
com cancer testicular, por meio das EOAPDs medindo suas amplitudes, e encontraram que as
alteragdes nas amplitudes das emissdes estavam fortemente correlacionadas as doses cumulativas
de cisplatina.

Os autores fazem comparacdes entre quais métodos que seriam mais eficazes em detectar
alteragdes precoces na fungao auditiva, provocadas pela cisplatina.

Ozturan et al.(1996) mediram as amplitudes das EOAPDs e compararam com os resultados
obtidos na audiometria de tons puros convencional (AC), e observaram redugdes nas EOAPDs que
ocorreram antes que a alteragdo na AC pudesse ser detectada. Toral-Martifion et al. (2003) também
compararam as EOAPDs com a AC, e encontraram uma especificidade no diagndéstico de 97% para
as EOAPDs, para perdas auditivas menores de 45dBNA, e uma sensibilidade de 57% para pacientes
com perda maior que 45dBNA.

Sie e Norton (1997) avaliaram animais expostos a altas doses de CDDP, e compararam as
mudancgas encontradas nos limiares das EOAPDs com as encontradas nos limiares das ABR, em
resposta a estimulos nas freqliéncias entre 2 e 12KHz, e observaram uma elevagdo dos limiares
tanto das EOAPDs quanto da ABR, sendo que a magnitude das alteragbes foi maior para as
EOAPDs. Os autores sugerem que tal fato pode refletir a maior sensibilidade das EOAPDs em
relagédo a funcdo das CCEs. Hatzopoulos et al. (1999) compararam, em ratos tratados com CDDP, as
respostas das EOAs (EOATE e EOAPD) com os limiares da ABR, que foram usados somente como
um confirmador da presencga do possivel efeito ototéxico, e observaram uma diminuigcao significante
da relacdo S/R das freqiiéncias dos produtos de distorgcdo 2f1-f2, 6,34; 7,13 e 7,56KHz e aumento
significante das laténcias da ABR em 8KHz e relatam que as EOATEs nédo se mostraram uma técnica
util para descrever o estado ototéxico do 6rgao de Corti. Diferente disso, Sockalingam et al. (2000)
fizeram a mesma comparagdo em seu estudo, usando trés espécies diferentes de roedores, para
avaliar o papel das EOAs e da ABR como indicadores precoces de ototoxicidade pela cisplatina, e
encontraram que os registros das EOATEs e EOAPDs s&o técnicas validas e sensiveis para a

avaliagéo clinica da ototoxicidade por CDDP. Em 2001 Hatzopoulos et al. avaliaram a ototoxicidade
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da cisplatina em animais, utilizando as EOAPDs com trés protocolos de DP-gram, curvas de 1/O
(entrada/saida ou limiar do PD) e ABR sugerindo que, neste caso, o procedimento mais sensivel para
deteccgéo precoce da ototoxicidade seria o protocolo 1/0 da EOAPD.

Stavroulaki et al. (2001) e Coradini et al. (2007) compararam a eficacia das EOAs (EOAPDs e
EOATESs) com a da AC. Os primeiros autores determinaram que as respostas das EOAPDs seriam
vdlidas se tivessem amplitudes maiores que 2 desvios-padrao (DP) acima do ruido de fundo, e os
ultimos determinaram que uma relacdo S/R abaixo de 6dBNPS em cada freqiiéncia seria indicativo
de dano coclear. Ambos observaram que as EOAPDs sao superiores aos testes da AC e EOATE na
monitorizacao audiolégica destes pacientes. Estes autores concluiram que as EOAPDs sdo uma
técnica mais sensivel para deteccdo precoce da perda auditiva, quando comparada com a AC e
EOATE, com a vantagem de ndo necessitar da cooperagdo do paciente. E além de sensiveis, as
EOAPDs foram superiores a AC e/ou as EOATE como método de monitorizagéo das perdas auditivas
em pacientes sob tratamento com CDDP.

Também com o objetivo de verificar qual o0 método de investigacao seria mais adequado para
identificar precocemente as alteragdes auditivas induzidas por drogas ototdéxicas ou mesmo
desenvolver um protocolo de triagem para ototoxicidade pela cisplatina, os autores citados a seguir,
compararam as AC, AAF e EOA; (EOAPD e EOATE). Ress et al. (1999) compararam as EOAPDs,
AAF e AC, e consideraram como presente uma EOAPD = 3dBNPS acima do ruido de fundo.
Enquanto Garcia, Loério e Petrilli (2003) avaliaram as EOATEs e EOAPDs pela comparagao das
médias das amplitudes da relagdo S/R por freqiéncia. Dhooge et al. (2006) consideraram como um
critério de resposta valido, um nivel de amplitude da EOAPD > 3dBNPS acima do ruido de fundo. Por
fim, Knight et al. (2007) consideraram uma diminuigdo na EOAPD maior do que 8dBNPS, como uma
alteragao clinica significante. Estes autores chegaram as seguintes conclusées:

a) a AAF é um método sensivel para deteccao precoce do dano auditivo, indispensavel para
monitorizacao da ototoxicidade;

b) a EOAPD pode ser utilizada como um instrumento adicional & monitorizagéo auditiva;

c) apesar da AAF ainda ser o “padrdo ouro” para triagem da ototoxicidade, ndo é tao
produtiva em monitorar populagdes de pacientes mais velhos e

d) nos casos em que os pacientes ndo podem ser avaliados pela audiometria ou que néo

cooperarao completamente em um exame comportamental tradicional, por serem dificeis de avaliar
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como criangas ou pacientes mais velhos ou muito doentes, a EOAPD por ser um método nao

invasivo; rapido; facil de usar; e ndo ser influenciado por interpretagdes subjetivas; se torna uma

forma mais precisa de monitoramento auditivo do que a AAF.

O quadro 2 a seguir mostra um resumo dos diferentes autores e os parametros analisados

durante a aplicagéao clinica do teste de EOA,, para avaliacao da ototoxicidade.

Quadro 2: Pardmetros considerados para a avaliacdo da ototoxicidade, utilizando-se o teste de Emissoes

Otoacusticas, segundo os autores.

Autores Populacao estudada Tipo de EOAs Critérios
utilizado Considerados
Ozturan et al.(1996) Sujeitos com CA de Medidas da amplitude Redugéo das
prostata das EOAPDs amplitudes

Sie e Norton (1997)

Ress et al.(1999)

Hatzopoulos et al.(1999)

Sockalingam et al.(2000)

Stavroulaki et al.(2001)

Hatzopoulos et al.(2001)

Sockalingam et al.(2002)

Animais expostos a dose
alta de CDDP

Pacientes em tratamento
com CDDP

Avaliagéo da
ototoxicidade da CDDP
em ratos

Animais de laboratério
expostos a cisplatina

Avaliacéo de criangas
em tratamento com
CDDP

Avaliacédo da
ototoxicidade da CDDP
em ratos

Avaliacédo da
ototoxicidade da CDDP
em cachorros

EOAPD na fungéo I/O

EOAPD na fungéo DP-
gram

EOATE e EOAPD -
relagdo sinal/ruido (S/R)

EOATE e EOAPD na
funcédo DP-gram

EOATE e EOAPD nas
funcdes 1/0 e DP-gram

Fungcéo DP-gram e I/O
em 8KHz e ABR (8,12 e
16KHz)

Limiar da EOAPD
(funcéo I/10)em 2,4 e
6KHz

Elevagao do limiar da
EOAPD

EOAPD = 3dB acima
do ruido de fundo

Alteracoes da
relacédo S/R — Nao
quantifica

EOATE 23dB e
EOAPD = 3dB acima
do ruido de fundo
EOAPD > 3dB acima
do ruido

EOAPD presente se
= 3dBNPS acima do
ruido

EOAPD presente se
> 3dBNPS e 2DP
acima do ruido

Toral-Martifién et al.(2003)

Avaliagao das EOAPDs
em criangas

EOAPD

S/
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Autores Populacao Tipo de EOA Critérios Considerados
estudada utilizada

Garcia, Lério e Petrilli (2003) Monitoramento da  EOATE e EOAPD Fez comparagao das médias das
audicao de amplitudes da relagdo S/R por
pacientes expostos freqliéncia
a CDDP

Biro et al.(2006) Avaliagéo da EOAPD, medida Mediu as amplitudes e designou

Dhooge et al.(2006)

Knight et al.(2007)

ototoxicidade em
pacientes com
cancer em
tratamento com
CDDP

Avaliagao de
criangas em
tratamento com
platina.

Avaliagdo da
audicdo com
EOAPD e AAF, e
AC em criangas
em tratamento
com CDDP e
carboplatina

em 8 frequéncias
de 750 a 8000Hz

EOAPD, na fungéo
DP-gram

Amplitudes das
EOAPDs

como diminuido ou ausente.

Nao quantifica

A resposta era valida se fosse 3
dBNPS> ruido

Diminuigdo maior que 8dBNPS na
EOAPD foi considerada uma
alteragéo clinica significante.

Coradini et al.(2007)

Avaliou o efeito
ototoxico da
cisplatina em
criangas com
cancer

EOAPD, fungéo
DP-gramde 1 a
8KHz e

EOATE

EOATE- critérios de passa:
Amplitude>3dBNPS, Estabilidade
> 80%, REPRO> 70%; e

EOAPD, se S/R= 6dNPS.

Abreviaturas: dBNPS,decibel nivel de pressao sonora; EOAPD, emissdo otoacustica por produto de distor¢éo;
EOATE, emissdo otoacustica transiente evocada; REPRO, reprodutibilidade; S/R, relagdo sinal/ruido; AAF,
audiometria de altas freqliéncias; AC, audiometria convencional; S/I, sem informacéao.

Os autores diferiram tanto em que funcao utilizar; se a amplitude (na fungdo Dp-gram); o
limiar (funcéo 1/0), ou a relagdo S/R quanto nos valores a serem empregados. Em muitos trabalhos
eles ndo determinam os valores utilizados, e em outros apenas citam os resultados como presentes

Oou ausentes.
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3 METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal (SES/DF) (Anexo A), sob o niumero 024/07, em
conformidade com a resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Salde
(CNS/MS), que dispde sobre as diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres
humanos, assim como as suas resolugées complementares. No momento da avaliagao inicial, foi
apresentado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a todos os pacientes (Anexo B),
os quais foram informados de que os resultados da pesquisa seriam divulgados para fins cientificos,

sem a identificacdo de seus participantes, ficando garantidos o sigilo e a privacidade.
3.2 Tipo de Estudo

Trata-se de um ensaio clinico controlado, randomizado e duplo-cego, em que os pacientes
incluidos na pesquisa foram alocados em dois grupos aleatoriamente: um grupo de estudo (GE) e um

grupo controle (GC). Os grupos foram tratados e acompanhados por um periodo de noventa dias.
3.3 Populacao Estudada

Foram encaminhados do ambulatério de oncologia do Hospital de Base do Distrito Federal e
do Hospital Universitario de Brasilia, no periodo compreendido entre junho de 2007 e junho de 2008,
44 individuos em tratamento para cancer, que iniciariam quimioterapia com cisplatina (CDDP). A
selegcéo dos pacientes a serem acompanhados no estudo foi feita pela propria pesquisadora, apds os
individuos serem informados sobre a realizacdo dos testes e a inclusdo dos dados no trabalho,
concordancia, assinatura do TCLE e realizagdo de anamnese dirigida por meio de um questionario,

visando conhecer a histéria otologica pregressa. Foram adotados os seguintes critérios de inclusao:
a) idade acima de 18 anos;

b) auséncia de doenca da orelha média, retrococlear ou coclear conhecida;

¢) nenhum tratamento com cisplatina anteriormente;
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d) auséncia de alteragédo no teste de emissao otoacustica por produto de distorcdo (EOAPD),
na audiometria de tons puros (ATP) e imitanciometria, em exame antes do inicio do
tratamento quimioterapico.
Desses pacientes encaminhados, aconteceram 29 perdas pelos motivos listados a seguir:

* 14 foram excluidos por ndo se enquadrarem em pelo menos um dos critérios de inclusao pré-
estabelecidos;

* 09 dos previamente selecionados desistiram do acompanhamento por motivos pessoais;

* 04 morreram durante o0 acompanhamento; e

* 02 deixaram de ser acompanhados, porque a quimioterapia foi suspensa por causa do
agravamento do estado geral. Foram entdo acompanhados 15 pacientes do inicio ao fim da

pesquisa.
3.4 Delineamento Experimental

Os pacientes entdo selecionados foram randomizados, por sorteio, em dois grupos, que
concluiram o acompanhamento da seguinte forma:

a) Grupo de Estudo (GE): composto por 08 individuos que foram tratados com o extrato
padronizado de ginkgo biloba (EGB761®), na dose de 120 mg, para ser ingerido duas
vezes ao dia (240mg/dia);

b) Grupo Controle (GC): grupo controle do estudo, composto por 07 individuos que
receberam placebo (PBL), para ser ingerido duas vezes ao dia.

Tanto os EGB761® quanto os placebos foram doados pelo pesquisador a cada paciente, que
foi orientado a ingerir o medicamento (EGB761®) ou o placebo no mesmo dia do inicio da
quimioterapia, momentos antes de chegar ao hospital. Os placebos foram manipulados em farmécia
hospitalar e eram semelhantes aos EGB761®. Todos os pacientes receberam as mesmas orientacoes
do pesquisador independentemente do grupo a que pertenciam. Os exames iniciais
(AC/Imitanciometria e EOAPD) e todos os demais foram realizados por um mesmo examinador, que
ndo foi o pesquisador. Os EGB761® e os PBL contidos em frascos individualizados foram doados
apds um sorteio, realizado na primeira avaliacao apos a selegao e inclusdo do primeiro individuo na
pesquisa, e a seguir os PBL e os EGB761® foram distribuidos pelo pesquisador, um apéds outro (um a

um) a cada paciente, a medida que os mesmos eram incluidos no estudo. Nem o examinador nem o
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paciente sabiam qual droga estava sendo administrada, se PBL ou EGB761°. Além disso, para tentar
garantir que cada paciente estava ingerindo a medicacao, eles eram orientados a retornar para as
reavaliagbes trazendo os frascos vazios ou quase vazios para serem trocados por novos frascos de
medicamentos.

Droga

Foi utilizada a dose de 120mg, em duas tomadas ao dia (240mg/dia), do extrato de Ginkgo
Biloba, férmula original do Dr. Willmar Schwabe Group, para garantir as quantidades apropriadas dos
seus principios ativos (Le Bars e Kastelan, 2000).

O placebo foi empregado, pois ndo havia nenhum outro otoprotetor estabelecido no mercado
que pudesse ser comparado com 0 EGB761°.

Os pacientes pertencentes aos dois grupos, GE e GC, eram concomitantemente tratados com
CDDP. Houve periodos em que alguns pacientes da pesquisa sé estavam recebendo EGB761°, pois
seus ciclos de quimioterapia ja haviam terminado, mas ainda ndo havia sido completado o periodo de

90 dias de acompanhamento.
Seguimento

As avaliacdes iniciais com ATP e imitanciometria, assim como o teste de EOAPD, foram
realizadas imediatamente antes da primeira infusdo de CDDP e, em todas as visitas subseqlientes foi
realizado apenas o teste de EOADP com procedimentos idénticos aqueles usados durante a coleta
dos dados iniciais, € sempre antecediam as sessdes de quimioterapia.

Os efeitos da terapia com CDDP e EGB761® nas varias medidas da fungdo auditiva foram
avaliados pela comparacao dos resultados dos testes iniciais pré-tratamento (primeira avaliagao - A1)
com aqueles obtidos em periodos diferentes de tratamento, ou seja, aproximadamente 30, 60 e 90
dias de iniciado o tratamento com EGB761® ou placebo. Os periodos de acompanhamento sao

demonstrados na figura 7 a seguir.
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A1l - Avaliacao Inicial
(EOAPD+ATP) (44 pacientes)

Fora dos Critérios
de Inclusao (14)

Pacientes Acompanhados (30)

Grupo Controle (16)
(QT + Placebo)

Grupo Estudo (14)
(QT + EGB 761%)

EOAPD EOAPD
Perda de Perda de
seguimento (05) seguimento (04)
A2 - segunda A2 - segunda
avaliagao-ap6s 30 avaliagao-ap6s 30
dias (11) dias (10)
P.de seg. (02) P.de seg. (02)
A3 - terceira A3 - terceira
avaliagao-ap6s 60 avaliagao-ap6s 60
dias (09) dias (08)

P.deseg. (02)  m———

A4 - quarta avaliacdo - apos

90 dias (07)

A4 - quarta avaliacdo - apos
90 dias (08)

Figura 7: Selegdo, acompanhamento e perdas dos sujeitos da pesquisa
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3.5 Procedimentos

Testes de Fungéo Auditiva

Na sessdo de avaliacdo inicial, foi realizada uma Audiometria Convencional, em cabine
acusticamente tratada, que mediu os niveis de limiar auditivo na faixa de freqiiéncias de 0.25 a 8KHz
(i.6, em 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 KHz). Limiares menores ou iguais a 25dBNA foram considerados
normais (Silman e Silverman, 1991). O equipamento utilizado foi o audiémetro de dois canais AD-
229E Clinical Audiometer — Interacoustics®. O fone padrao TDH 39P foi utilizado para afericdo do
limiar tonal. Além da audiometria de tons puros, o teste de imitanciometria também foi realizado para
avaliar o estado funcional da orelha média por medir a sua pressédo, e os limiares dos reflexos
acusticos evocados por estimulagdo acustica aplicada ipsi (1, 2 KHz) e contralateralmente (1, 2, 3, 4
KHz), utilizando-se o imitancidmetro AZ 7 — Interacoustics® .

O teste de EOAPD foi realizado em uma sala com minimo nivel de ruido, mas sem tratamento
acustico, com o paciente sentado confortavelmente. Foi avaliado na funcdo DP-gram em que as
emissodes foram evocadas pelo uso de dois tons puros simultdneos em 2 freqiéncias diferentes, F; e
Fo, de modo que Fy/F, =1.22, e 0 pardmetro de respostas da relacao 2F;-F, nas freqiiéncias de 750
a 8KHz, em intervalos de 2 pontos por oitava. Os niveis tonais primérios foram L; = 65 e L, =
55dBNPS (L, = Ly — 10). De acordo com padrbes ja estabelecidos, a EOAPD foi considerada
representativa de dano coclear, quando demonstrou uma relagdo S/R < 8 dBNPS em cada
freqliéncia. Além disso, as EOAPDs foram também foram consideradas alteradas, caso ndo se
enquadrassem nos parametros limitantes de distribuicbes cumulativas de normalidade dos percentis
90 e 10.

As EOAPDs foram medidas independentemente em cada ouvido, e considerou-se que o

paciente possui alteragdo coclear por alteracao unilateral ou bilateral.

Parémetros Utilizados
As alteragOes induzidas pela cisplatina nas EOAPDs foram definidas pela diminuicdo dos
niveis de S/R (< 8dBNPS) ou pela auséncia de respostas em cada uma das freqiiéncias analisadas,

com base nos parametros estabelecidos por Gorga et al.(1997) e contidos no equipamento Scout Bio-
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logic ® no protocolo 750-8000Hz Diagnostic test, o qual foi empregado para coleta dos dados. O
software Scout inclui protocolos pré-configurados que representam protocolos tipicos usados para
diagnéstico, sendo apresentado a seguir aquele utilizado para a pesquisa.

*  Frequéncias de 750 a 8.000Hz;

* Intensidade de L, e L,: 65 e 55dB NPS;

¥ Fy/Fqy:1.2;

*  N.°Maximo de estimulos: 50;

*  Amplitude minima do sinal (EOAPD): - 5dB NPS;

*  Amplitude minima da relag&o sinal/ruido (S/R): 8dB NPS;

*  Amplitude minima do ruido: - 17dB NPS.

Também foram utilizados valores de distribuicAo cumulativa de respostas provenientes
provavelmente de orelhas normais e/ou orelhas danificadas, conforme os percentis 90 e 10, a partir

da frequéncia de 1KHz, apresentados na tabela.3 a seguir.

Quadro 3: Valores das amplitudes da EOAPD em funcdo da freqliéncia e dos percentis 90 e 10 (adaptado de
Gorga et al.,1997).

EOAPD
Percentil 1000 1500 2000 3000 4000 6000 8000
95 7.65 3.83 -0.90 -2.30 0.18 -2.08 -9.97
90 4.40 0.43 -3.50 -5.55 -4.42 -6.88 -12.85
10 -8.10 -6.73 -9.85 -11.50 -5.93 -7.84 -22.20
5 -12.05  -9.80 -13.90 -16.25 -9.23 -11.00 -26.00

Protocolo de Quimioterapia

O protocolo de quimioterapia foi aquele instituido pela rotina do hospital de origem e
consistiu-se de pré-hidratagdo com fluidos intravenosos, seguida pela administracdo de cisplatina
concomitante com manitol, e pds-hidratacdo associada com medicacdo sintomatica (volume
aproximado total de 2.000 ml), durante uma sessédo de infusdo que variou para cada paciente,

dependendo da dose de cisplatina (CDDP) administrada.

* BIO-LOGIC SYSTEMS CORP. Scout Sport System. User’s and Service Manual, Mundelein, 2001.
214p.
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Os pacientes usavam diferentes esquemas de quimioterapia, listados a seguir.
* 20a 50mg/m2 a cada semana, num total de cinco ou seis ciclos;
* 50a 75mg/m2 a cada 21 ou 28 dias;
x 20mg/m® em ciclos de cinco dias consecutivos, com intervalo de 14 dias até o
préximo ciclo.
As doses cumulativas variaram de 50 a 300mg/m® Alguns pacientes também receberam
outros agentes quimioterapicos, mas, por nao serem considerados ototdxicos, foi observada apenas a
relagédo entre administragdo de cisplatina e o desenvolvimento de ototoxicidade.
As indicagdes para quimioterapia foram:
*  Carcinoma epidermdide ou Adenocarcinoma de colo de Utero;
*  Carcinoma de ndo-pequenas células de pulmao;
*  Timoma,;
*  Carcinoma epidermoide de palato mole;
*  Adenocarcinoma de ampola de Vater;

*  Tumor de células germinativas de ovario.
3.6 Analise Estatistica

Os dados demograficos (identificacdo, sexo, idade), clinicos (orelha, tipo e localizagdo da
neoplasia), relacionados ao tratamento (datas, agentes, dosagens) e relacionados aos resultados dos
exames pré e pdés-tratamento foram compilados em fichas individuais (Anexo C). Os achados foram
correlacionados ao objetivo, qual seja: avaliar se houve efeito otoprotetor do extrato de ginkgo biloba,
por meio do teste de emissdo otoacustica por produto de distor¢do, durante o periodo de
acompanhamento.

As caracteristicas da populacao estudada serdo apresentadas nos resultados com auxilio de
métodos de estatistica descritiva.

Os resultados das amplitudes do sinal das EOAPDs, das orelhas direita e esquerda, foram
agrupados, visto que dados da literatura informam que a perda auditiva induzida pela cisplatina

geralmente ¢é bilateral e simétrica.
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A partir desse agrupamento, foram realizadas as seguintes andlises:

a) Foi calculada a média aritmética das amplitudes das EOAPDs por freqiiéncia (KHz),

antes da primeira dose de cisplatina e apos a ultima dose cumulativa de cisplatina;

b) Foi calculada a média aritmética das amplitudes das EOAPDs por freqiiéncia (KHz),

por classes de doses de cisplatina separadamente;

C) Também foi feita uma analise das amplitudes em relagdo aos parametros de

normalidade dos percentis 90 (Pgo) € 10(P40) € por fim;

d) Foi realizada uma analise comparativa da relac¢éo sinal/ruido (S/R) das EOAPDs.

Todas essas analises foram igualmente realizadas para o grupo controle (GC) e grupo estudo
(GE) para fins de comparagao entre os grupos.

Para a andlise estatistica, os grupos foram comparados pelos testes estatisticos de U-
ManWhitney, Kruskal Wallis e T de Student, com niveis de confianca estatistica de 95% para
comparar e avaliar o comportamento das informagdes entre as avaliagdes. Para aplicacdo de tais
testes, foram utilizados os softwares MINITAB 13 e SPSS 11.

O teste U-ManWhitney foi usado para comparacdo das médias entre amostras de duas
populacdes independentes, ou seja, GE e GC. O de Kruskal Wallis, para verificar se existia perda de
audicdo (por ototoxicidade) estatisticamente significante em cada grupo, pois as doses cumulativas
de cisplatina se dispéem de forma independente, ja que o delineamento experimental ndo fornece
comparacdes pareadas. E, para observar se houve perda de audigdo nos pacientes dos dois grupos
(GE e GC), utilizando-se os parametros de normalidade auditiva do Pgy € P, (Gorga et al.,1997), foi
aplicado o teste T-Student para comparacao das amplitudes médias em relacao ao percentil 90 por
freqUéncia. Nesse caso, testou-se se as amplitudes médias eram maiores que 0 Pgy. Por fim, para
analisar e comparar a amplitude da relacdo S/R, utilizou-se também o teste T-Student para verificar
se a Hipotese Nula é verdadeira, ou seja, se a média das amplitudes da relagcdo S/R por freqliiéncia
seria maior ou igual a 8dBNPS. Para o teste apresentar significancia estatistica, rejeita-se tal hipotese
e aceita-se que a amplitude média da relagdo S/R é menor que 8dBNPS, com 95% de confianga,

admitindo-se, assim, que houve perda na audigao dos individuos.
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4 RESULTADOS

Foram selecionados inicialmente 44 pacientes que iriam iniciar quimioterapia (QT) com
cisplatina. Desses, 14 ndo se enquadravam nos critérios de inclusdo. Os 30 pacientes restantes, que
apresentaram as condi¢cdes necessarias para o estudo, foram randomicamente alocados em um dos
grupos de estudo: aquele que recebeu EGB761 (GE) e o que recebeu placebo (GC).

Grupo de Estudo: composto por 14 pacientes. Desses, houve perda de seguimento de dois
pacientes, por terem desistido de participar da pesquisa, e de outros dois pacientes por terem falecido
entre a primeira e a segunda avaliagdo. Dos dez restantes, houve perda de seguimento de mais dois
pacientes, um por desisténcia e outro por ter sua QT suspensa pelo agravamento do estado geral, entre
a segunda e a terceira avaliagao. Concluiu o seguimento, nesse grupo, um total de oito pacientes.

Grupo Controle: composto por 16 pacientes. Desses, houve perda de seguimento de cinco
pacientes, trés por desisténcia, um por falecimento e um por ter tido a QT suspensa, entre a primeira e
a segunda avaliacdo. Dos onze restantes, houve perda de seguimento de mais dois pacientes, por
desisténcia, entre a segunda e a terceira avaliacdo, e de outros dois, um por morte € um por
desisténcia entre a terceira e a quarta avaliagao. Concluiu 0 seguimento, neste grupo, um total de sete
pacientes.

Os 15 pacientes que concluiram o acompanhamento apresentavam idades variando entre 24 e
69 anos, sendo que 7 (46,6%) possuiam mais de 50 anos; 12 deles (80%) eram do sexo feminino e 3
(20%) do sexo masculino. A doenga mais comumente encontrada entre os pacientes foi o cancer de
colo de utero (53,2%), seguida pelo cancer de pulméo (20%). Um menor nimero de individuo
apresentava cancer de palato mole (6,7%), cancer de ampola de véter (6,7%), cancer de ovario (6,7%)

e timoma (6,7%).
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a) Primeira Analise: Avaliacdo das amplitudes médias das EOAPDs, por freqliéncia, antes e apos
dose cumulativa total de cisplatina.

Na observacdo das amplitudes das EOAPDs obtidas nas freqiéncias de 1.031 a 7.966KHz,
antes e apds a administracao total de cisplatina, foram calculadas as amplitudes médias para os grupos
estudo e controle. Em um primeiro estagio da analise descritiva dos dados, havia indicios de que o GC
poderia ter audicdo melhor que o GE antes mesmo da administragao da primeira dose de CDDP, o que
nao foi confirmado pelo teste U-ManWhitney (tabela 1, grafico 1). E, apés a analise das amplitudes
médias das EOAPDs dos GE e GC, ap6s dosagem cumulativa total de CDDP, observou-se uma
diminuicdo das amplitudes das emissées do GC, na freqUéncia aproximada de 8KHz (7.966KHz)
(tabela 2, gréafico 2), em que o p-valor < a = 0,05 (p<0,05). Diferentemente disso, 0 GE manteve-se sem
diferenca estatisticamente significante em relagéo a presenca de alteracdes das emissdes apds dose
cumulativa total de CDDP. Os dados sdo apresentados a seguir, em tabelas e graficos

correspondentes.
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Tabela 1: Amplitudes médias observadas nos pacientes do grupo controle e do grupo estudo, por freqiiéncias, antes
da administragdo de cisplatina, com o p-valor correspondente.

Grupos Freqiiéncias em KHz
P 1,03 1,41 1,07 2,81 3,98 5,62 7,97
Grupo 8,26 6,76 4,33 0,80 4,80 -0,34 -2,89
Controle
Grupo Estudo 6,03 3,40 2,11 -3,16 2,45 -2,74 -7,13
Teste U-ManWhitney bi lateral
W 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Freqiiéncia
p-valor 0,60 0,40 0,23 0,17 0,40 0,53 0,29
10 r
8 L
g o
g4
T
< o7
g 2t
w
0
z 57
-3
1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7.97
FrequénciaKHz
Grupo Controle Grupo Estudo

Grafico 1: Amplitudes médias observadas nos pacientes do grupo controle e do grupo estudo por freqiiéncias, antes da
administragéo de Cisplatina.
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Tabela 2: Amplitudes médias observadas nos pacientes do grupo controle e do grupo estudo, por freqiiéncias,
ap6s dose total cumulativa de cisplatina (225 a 300mg/m?), com o respectivo p-valor.

Grupos Freqiiéncias em KHz
P 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Grupo 5,66 1,52 0,73 -3,16 -3,12 -6,21 -17,98
Controle
Grupo Estudo 4,71 5,51 4,22 0,14 4,56 -3,08 -6,49
Teste U-ManWhitney bi lateral
Frequiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 1,00 1,00 0,72 0,72 0,29 1,00 0,03
10 ¢
& °r
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Grafico 2: Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do rupo controle e do grupo estudo, por
freqiéncias, apds dose cumulativa total de cisplatina (225 a 300mg/m®).
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b) Segunda Analise: Avaliagdo das amplitudes médias por freqliéncias e por classes de doses de
cisplatina

Visto que as amplitudes médias das EOAPDs para o GC mostraram uma queda em relagao ao
GE, comparando-se o 1.° exame com o Ultimo, correspondente a classe de dose cumulativa total maior
que 225 a 300mg/m?, procurou-se investigar se, dentro de classes de doses (40 —| 150mg/m?; 150 —|
225mg/m?; 225 —| 300mg/m?), houve diferenca significativa & medida que as doses iam se acumulando,
comparando-se o GC (tabela 3, grafico 3) e o GE (tabela 4, grafico 4). Apesar de a andlise descritiva
(gréfico 3) mostrar que as médias das amplitudes do GC parecem apresentar uma tendéncia a queda,
com a maior dose de CDDP, para a freqiéncia de 8KHz, o teste de Kruskal Wallis ndo mostrou
nenhuma diferenga estatisticamente significativa. Para o GE, a mesma andlise ndo mostrou diferenga

nem grafica nem estatisticamente significante, ou seja, nao houve qualquer alteracao.
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Tabela 3: Amplitudes médias observadas nos pacientes do grupo controle, por freqiiéncia e por classes de doses
de CDDP com o respectivo p-valor

Dosagens Fregiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Inicial 8,26 6,76 4,33 0,80 4.80 -0,34 -2,89
40 —| 150 8,11 5,82 2,72 -0,93 1,82 -3,16 -7,12
150 —| 225 7,31 4,66 1,05 -0,67 2,74 1,97 -2,95
225 —| 300 5,66 1,52 0,73 -3,16 -3,12 -6,21 -17,98
Teste Kruskal Wallis bi lateral
Frequiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 0,74 0,60 0,60 0,94 0,64 0,71 0,23
10
5 L
— 0 B
[2]
s
[ri} -5 F
=
a
2 10 ¢t
a
2
LU '1 5 [
|_
=
-20
1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 562 7,97

FREQUENCIA (KHz)

—&—|nicial —e—40—|150

—— 150 —| 225 —&—225—| 300

Grafico 3: Amplitudes médias da EOAPDs observadas nos pacientes do grupo controle, por freqiiéncia e por classes
de doses de cisplatina
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Tabela 4: Amplitude média observada nos pacientes do grupo estudo por freqiiéncias e por classes de doses

de CDDP, com o p-valor.

Dosagens Freqiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Inicial 6,03 3,40 2,11 -3,16 2,45 -2,74 -7,13
40 —| 150 6,96 4,91 2,39 -4,96 0,09 -3,56 -5,53
150 —| 225 5,34 2,18 0,91 -4,90 -1,42 -4,60 -7,07
225 —| 300 4,71 5,51 4,22 0,14 4,56 -3,08 -6,49
Teste Kruskal Wallis bi lateral
Freqiiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 0,90 0,83 0,89 0,37 0,30 0,91 0,86
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Grafico 4: Amplitudes médias da EOAPDs observadas nos pacientes do grupo estudo, por freqiiéncia e por classes

de doses de cisplatina
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c) Terceira Analise: Avaliacido das amplitudes das EOAPDs em relacdo aos parametros de
normalidades dos percentis 90(Pg) € 10(P1q)

Na analise das amplitudes das EOAPDs do GC, em relagao aos parametros Pg, € P4, antes e
apdés a administracdo da dose cumulativa total de cisplatina (225—|300mg/m2) (tabela 5; grafico 5;
tabela 5.1; grafico 5.1), observou-se graficamente (grafico 5.1) uma queda nos valores das amplitudes
na freqiéncia aproximada de 8KHz (7,97 KHz), quando se compara com o exame inicial (tabela 5;
gréafico 5), isto é, antes da administracdo da cisplatina e na mesma faixa de freqiiéncia. Existe também
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao Pgy com um p-valor = 0,04(p<0,05) (tabela 5.1),
embora o valor encontrado esteja situado na faixa considerada duvidosa ou de incerteza, pois se
encontra entre Py e Py Apesar disso, considera-se que, quanto mais préximo do Py maior a
probabilidade de a resposta estar vindo de uma orelha com regidao de freqliéncia danificada, ou seja,
com alteracao coclear. Ao comparar-se o GC com o GE (tabela 6.1; grafico 6.1), observou-se que o GE
manteve-se na faixa de normalidade em relagdo ao Pg,, na mesma dosagem (225—|300mg/m2) e

freqUéncia (7,97KHz), ou seja, ndo sofreu alteragéo.
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Tabela 5: Amplitudes médias das EOAPDs do grupo controle antes da administragdo da cisplatina, em relagéo
aos percentis 90 e 10, com o p-valor.

Freqiiéncias em KHz

Sem CDDP
1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Amplitude
Inicial 8,26 6,76 4,33 0,80 4,80 -0,34 -2,89
Perc 90 4,40 0,43 -3,50 -5,565 -4,42 -6,88 -12,85
Perc 10 -8,10 -6,73 -9,85 -11,50 -5,93 -7,84 -22,20
NF (dB) -2,62 -6,82 -10,78 -15,22 -15,09 -19,54 -17,96
Teste T-Student bilateral
Freqiiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 0,97 0,99 1,00 0,99 0,99 0,92 0,98
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Grafico 5: Amplitudes médias das EOAPDs observadas nos pacientes do grupo controle, por freqiiéncias, antes
da administragdo da cisplatina, em relagao aos percentis 90 e 10.
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Tabela 6: Amplitudes médias das EOAPDs do grupo estudo antes da administragao da cisplatina, em relagao aos

percentis 90 e 10

com o p-valor.

Freqiiéncias em KHz

Sem CDDP
1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Amplitude
Inicial 6,03 3,40 2,11 -3,16 2,45 -2,74 -7,13
Perc 90 4,40 0,43 -3,50 -5,65 -4,42 -6,88 -12,85
Perc 10 -8,10 -6,73 -9,85 -11,50 -5,93 -7,84 -22,20
NF (dB) -3,73 -9,63 -10,95 -16,93 -13,68 -19,70 -19,96
Teste T-Student bilateral
Freqiiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 0,72 0,86 0,98 0,87 1,00 0,91 1,00
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Grafico 6: Médias das amplitudes das EOAPDs observadas nos pacientes do grupo estudo antes da
administragédo de cisplatina, em relagéo aos percentis 90 e 10.

85



Tabela 5.1: Médias das amplitudes das EOAPDs do upo controle ap6s a administracéo de cisplatina (dose total
cumulativa), em relacdo aos percentis 90 e 10.

Dosagens Freqiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
225 —| 300 5,66 1,52 0,73 -3,16 -3,12 -6,21 -17,98
Perc 90 4,40 0,43 -3,50 -5,55 -4.42 -6,88 -12,85
Perc 10 -8,10 -6,73 -9,85 -11,50 -5,93 -7,84 -22,20
NF (dB) -5,28 -10,19 -12,40 -19,51 -19,82 -19,70 -19,89
Teste T-Student bilateral
Freqiiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 0,86 0,56 0,83 0,65 0,57 0,54 0,04
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Grafico 5.1: Médias das amplitudes das EOAPDs observadas nos pacientes do grupo controle apés administragdo
de cisplatina (dose total cumulativa), em relagdo aos percentis 90 e 10.
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Tabela 6.1: Médias das amplitudes das EOAPDs do grupo estudo apds administracdo de cisplatina (dose total
cumulativa), em relacdo aos percentis 90 e 10.

Dosagens Freqiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
225 —| 300 4,71 5,51 4,22 0,14 4,56 -3,08 -6,49
Perc 90 4,40 0,43 -3,50 -5,55 -4,42 -6,88 -12,85
Perc 10 -8,10 -6,73 -9,85 -11,50 -5,93 -7,84 -22,20
NF (dB) -4,98 -7,48 -12,70 -17,65 -17,04 -21,28 -20,82
Teste T-Student bilateral
Freqiiéncia 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
p-valor 0,53 0,97 0,97 0,93 0,99 0,95 0,97
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Grafico 6.1: Médias das amplitudes das EOAPDs observadas nos pacientes do grupo estudo apds administracdo
de cisplatina (dose total cumulativa), em relagdo aos percentis 90 e 10.
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d) Quarta Analise: Avaliagdo das amplitudes médias da relagao sinal/ruido (S/R) por freqiiéncia, e por
dose cumulativa de cisplatina.

Considerando como parametro de normalidade auditiva uma relagdo S/R maior ou igual a
8dBNPS, foi realizada a andlise comparativa da relagdo S/R do grupo controle e do grupo estudo, e 0
achado foi 0 mesmo daquele encontrado para as médias das amplitudes, ou seja, ao aplicar-se o
teste T de Student, verificou-se uma queda estatisticamente significante da média da relacdo S/R em
8KHz, na dose cumulativa de 225—|300mg/m2 no grupo controle, com um p-valor = 0,045 (tabela 7;
grafico 7), enquanto o grupo estudo manteve-se sem queda na mesma freqiiéncia e na mesma dose
cumulativa (tabela 8; grafico 8). Também foi feita a comparagéo entre os dois grupos, para verificar se
havia diferenca estatisticamente significante no que diz respeito as amplitudes da relacdo S/R dos
dois grupos (GC e GE), antes da administragao de cisplatina (tabela 9; grafico 9) e apdés acumulo de
cisplatina (tabela 10; grafico 10). Nesta ocasido foi aplicado o teste U-ManWhitney e novamente
somente notou-se significancia estatistica na dosagem de (225—|300mg/m2) para a freqiéncia de

8KHz do grupo controle, em comparagao com o grupo estudo (tabela 10; grafico10).

88



Tabela 7: Amplitudes médias da relacao S/R do grupo controle por freqiiéncia, segundo a dosagem cumulativa de
cisplatina, com o p-valor

Dosagens Fregiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Final 10,875 13,581 15,100 16,019 19,894 19,194 15,075
40 —| 150 10,989 14,493 15,777 16,602 18,661 17,664 12,036
150 —| 225 9,181 10,994 14,250 11,838 20,844 21,575 16,156
225 —| 300 10,933 11,708 13,133 16,350 16,700 13,492 1,908
Teste T-Student
Dosagens Fregiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Inicial 0,982 0,996 1,000 0,999 0,998 0,984 0,952
40 —| 150 0,996 1,000 1,000 0,999 0,997 0,986 0,912
150 —| 225 0,825 0,836 0,949 0,813 0,963 0,935 0,881
225 —| 300 0,919 0,665 0,896 0,897 0,839 0,782 0,045
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Grafico 7: Amplitudes médias da relagdo S/R do grupo controle, por freqliéncias, segundo a dosagem cumulativa

de cisplatina.
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Tabela 8: Amplitudes médias da relacgao sinal/ruido (S/R) do grupo estudo por freqliéncia, e segundo a dosagem
cumulativa de cisplatina, com o p-valor

Dosagens Freqliéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Inicial 9,750 13,031 13,063 13,763 16,125 16,963 12,831
40 —| 150 11,469 11,925 14,644 13,231 16,950 16,838 14,375
150 —| 225 8,869 9,953 12,509 12,806 15,672 14,700 12,519
225 —| 300 9,681 12,981 16,919 17,788 21,600 18,200 14,325

Teste T-Student

Dosagens Freqgiiéncias em KHz
Cumulativas 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Inicial 0,849 0,995 0,976 0,988 0,997 0,995 0,951
40 —| 150 0,904 0,988 0,999 0,979 1,000 0,997 0,990
150 —| 225 0,683 0,743 0,966 0,943 0,997 0,996 0,988
225 —| 300 0,700 0,996 0,971 0,967 0,993 0,985 0,994
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Grafico 8: Amplitudes médias da relagdo S/R do grupo estudo, por freqliiéncias, segundo a dosagem cumulativa de
cisplatina.
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Tabela 9: Amplitudes médias da relagdo Sinal/ Ruido observada nos pacientes do grupo controle e do grupo
estudo por fregiiéncias, antes da administracao de Cisplatina

Freqiiéncias em KHz
Grupos
1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Grupo Controle 10,88 13,58 15,10 16,02 19,89 19,19 15,08
Grupo Estudo 9,75 13,03 13,06 13,76 16,13 16,96 12,83
Teste U-ManWhitney bi lateral
. 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Freqiéncia
p-valor 0,75 0,53 0,56 0,25 0,21 0,40 0,92
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Grafico 9: Amplitudes médias da relagao Sinal /Ruido observada nos pacientes do grupo controle e do grupo
estudo por freqliéncias, antes da administragao de Cisplatina
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Tabela 10: Amplitudes médias da relagao Sinal /Ruido observada nos pacientes do grupo controle e do grupo estudo por
frequiéncias, apos dosagem cumulativa de cisplatina (225 ; 300mg/m?)

Freqliéncias em KHz
Grupos
1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Grupo Controle 10,93 11,71 13,13 16,35 16,70 13,49 1,91
Grupo Estudo 9,68 12,98 16,92 17,79 21,60 18,20 14,33
Teste U-ManWhitney bi lateral
.n 1,03 1,41 1,97 2,81 3,98 5,62 7,97
Freqiiéncia
p-valor 0,48 0,48 0,48 1,00 1,00 0,29 0,03
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Grafico 10: Amplitudes médias da relagdo Sinal/ Ruido observada nos pacientes do grupo controle e do grupo
estudo por freqliéncias, apés dosagem cumulativa de Cisplatina (225; 300mg/m2)
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5 DISCUSSAO

1 - Sobre os efeitos ototdxicos da cisplatina (CDDP)

A cisplatina é uma droga citotoxica que, além dos efeitos antineoplasicos, apresenta efeitos
adversos que impedem seu uso clinico continuado. Sua toxicidade pode variar de leve a severa. Seus
varios efeitos adversos incluem nefrotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, neuropatia periférica,
mielossupressao, astenia e ototoxicidade. Enquanto as toxicidades gastrointestinal e renal podem ser
contornadas com medicacdo de apoio e diurese forcada pré e pés-infusdo de CDDP,
respectivamente, nenhuma intervencao terapéutica foi encontrada, até o momento, para impedir a
neuro e a ototoxicidade e, por isso, sao efeitos dose-limitante (Rademaker-Lakhai et al., 2006, Rabik
e Dolan, 2007). De fato, a cisplatina mostrou-se ototdxica e isso foi demonstrado, nesse trabalho,
pela reducao das amplitudes das EOAPD, dos individuos do grupo controle apds a administracdo de
uma dose cumulativa de 300mg/m2 de CDDP. Além disso, o fato de que o efeito ototdxico apenas se
deu na maior dose cumulativa e doses Unicas td0 baixas quanto 20 e 50mg/m? ndo mostraram
ototoxicidade estéd de acordo com os dados da literatura onde autores como Rademaker-Lakhai et al.
(2006) encontraram ototoxicidade apenas quando foram administradas doses de CDDP maiores que
60mg/m®.

A ototoxicidade relatada na literatura varia bastante e encontra-se na faixa — de 3 a 100%,
segundo Ress et al. (1999). Tais achados discrepantes podem se dever a diferentes esquemas de
doses, variagdes nas condigdes dos testes de audicao, diferencas nos critérios de perda auditiva e a
perda de pacientes (Laurell et al., 1987, Ress et al., 1999). Diante de diferentes incidéncias de
ototoxicidade encontradas na literatura, tornou-se dificil, inicialmente, a quantificacdo ideal de uma
populacdo para estudo e, apos a determinagédo da quantidade da amostra, foi dificil a manutencao do
ndmero, pois muitos pacientes desistiram de comparecer aos testes de avaliagdo e também de ingerir
mais uma medicagdo entre tantas que necessita usar para fazer seu tratamento. Em outros casos, a
quimioterapia foi suspensa pelo comprometimento do estado geral do paciente, impedindo-o de dar
seguimento ao tratamento, ou o paciente veio a falecer no decurso do seu tratamento. Em razao
disso, 0 numero de pacientes seguidos apresentou um declinio importante, que prejudicou em parte a

avaliacdo dos dados, pois, por exemplo, quando tentou-se analisar os resultados separando os
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individuos por classes de doses de cisplatina administradas, apesar de graficamente visualizar-se
uma queda das amplitudes das emissées em 8KHz na dose cumulativa de 225-300mg/m® do GC, o
gue denotaria o efeito ototdxico do quimioterapico, o teste de Kruskal Wallis ndo mostrou significancia
estatistica, e deduziu-se que isso se deveu ao pequeno numero de individuos incluidos nessa classe
de dose.

Sabe-se que a incidéncia de alteragcbes audiograficas pode ampliar-se com o aumento
cumulativo da dose de CDDP e que as mudangas podem ser mais graves apés doses Unicas altas.
As alteracOes sao geralmente bilaterais, permanentes e em alta freqiiéncia, nas faixas de 4 a 8 KHz
(Aguilar-Markulis et al., 1981, Vermorken et al., 1983).

Sabendo disso, procurou-se analisar os resultados baseando-se no efeito téxico cumulativo
da droga, ja que os pacientes acompanhados foram tratados com diferentes esquemas de QT, desde
doses baixas e repetidas, a doses maiores e com maior intervalo entre as doses até atingir uma dose
cumulativa tio alta quanto 300mg/m?, suficiente para causar ototoxicidade. Os grupos (GC e GE)
foram comparados antes da primeira administracdo e apés doses cumulativas de cisplatina, e
observou-se que, diferentemente do grupo estudo (GE), o grupo controle (GC) apresentou uma
gueda das amplitudes médias e da relagdo S/R das EOAPDs na freqiiéncia de 8KHz e cuja incidéncia
encontrada, nesses casos, variou de 66,6% a 100%, dependendo se a analise se baseou na
amplitude da relagdo S/R ou na amplitude da EOAPD com relacdo aos parametros Pgy e Py
respectivamente. Dado que confirma a grande variabilidade na incidéncia, j4 descrita na literatura e
explicado, entre outros, por diferentes critérios de perda (Laurell et al., 1987; Ress et al., 1999).

E importante lembrar que a alteracdo encontrada s6 ocorreu na maior dose cumulativa de
CDDP e em alta freqiiéncia, o que esta de acordo com os dados encontrados na literatura. Diante dos
resultados encontrados, o fator de risco mais importante, nesse caso, foi o da dose cumulativa, pois,
nas medidas iniciais, com doses Unicas tdo baixas quanto 20 ou 50mg/m2 de CDDP, nao foram
encontradas modificagdes nas amplitudes do sinal ou da relagdo S/R em ambos os grupos (GE e
GO).

A literatura informa que o primeiro sinal de dano auditivo causado pela cisplatina aparece 3 a
4 dias apds a administracdo da droga, ou seja, ndo acontece no momento em que a cisplatina é
administrada, mas é atrasado em alguns dias apds o inicio da quimioterapia (Laurell et al., 1987,

Laurell e Bagger-Sjoback, 1991). Dai a importancia do periodo de acompanhamento empregado
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nesse trabalho, que serviu para mostrar tanto o efeito ototdxico por si s6, como o efeito dose-
cumulativo.

Evidéncias demonstram que, no mecanismo de ototoxicidade induzida pela cisplatina, ocorre
a formacdo de radicais livres, principalmente &nion superoxido, e, com isso, ocorre deplegcao de
antioxidantes intracelulares, como a glutationa (GSH), e um aumento no nivel dos produtos de

oxidacao lipidica celular, que podem mediar a apoptose celular (Huang, Whitworth e Rybak, 2007).

2 — Sobre o efeito antioxidante do extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGB761)

O EGB761 age como um limpador de radicais livres por impedir a peroxidagéo lipidica,
aumentar os niveis de GSH e a atividade de enzimas antioxidantes, assim como possui uma
atividade superéxido-dismutase (SOD) (Huang, Whitworth e Rybak, 2007). Dessa forma, o EGB761
contribuiria para impedir o efeito ototdéxico da cisplatina. Seus principios ativos, em especial,
ginkgolideos e flavondides seriam os responsaveis pelos efeitos antioxidantes, e acredita-se que eles
migrem para a orelha interna, exercendo, dessa forma, efeito sobre a toxicidade induzida pela
cisplatina (Fukaya e Kanno, 1999).

O presente estudo procurou avaliar o potencial do EGB761 como um otoprotetor contra a
ototoxicidade pela cisplatina. E utilizou o extrato padronizado de Ginkgo biloba®, formula original do
Dr. Willmar Schwabe Group, para garantir as quantidades apropriadas dos seus principios ativos (Le
Bars e Kastelan, 2000). Além disso, a dose empregada de 240mg/dia foi a escolhida por ser
largamente utilizada na pratica clinica, sendo considerada a dose mais apropriada e ativa no
tratamento crénico, por exibir efeitos terapéuticos em doengas neurodegenerativas, cancer, doengas
cardiovasculares, tinido, queixas geriatricas e desordens psiquicas, cujo principal mecanismo de agao
em todos esses casos seria a sua atividade antioxidante (Mahadevan e Park, 2008).

O achado neste estudo, de que o GE nao sofreu alteragdo auditiva, avaliado por meio da
EOAPD, sugere que o EGB761 apresentou, portanto, seu efeito antioxidante e, assim, foi otoprotetor
nos individuos em tratamento com CDDP, o que foi consistente com os achados de Fukaya e Kanno,
1999 e Huang, Whitworth e Rybak, 2007. Neste trabalho, o efeito otoprotetor foi demonstrado pelo
exame audioldgico empregado.

Levando em consideracdo que o EGB761 tem um pico de atividade de 1,5 horas e exibe uma

meia-vida que varia de 2 a 4 horas, que 0 efeito toxico da cisplatina somente surge 3 a 4 dias ap6s a

96



administracdo da droga (Laurell et al., 1987, Laurell e Bagger-Sjéback, 1991) e, por fim, que um
estudo apresentado por Fukaya e Kanno em 1999 mostrou que o EGB761 administrado 90 minutos
antes da administragdo de CDDP péde reduzir o dano as células ciliadas externas e proteger a
funcdo renal sem atenuacgéo do efeito antitumoral da cisplatina, em ratos, infere-se que o intervalo
entre a ingestdo do EGB761 e o inicio da QT foi suficiente para permitir o efeito otoprotetor procurado
e além disso, com a continuagdo do uso do EGB761, foi mantida uma concentracdo plasmatica
suficiente para manter tal efeito otoprotetor. Entretanto, é importante salientar que sdo necessarios
mais estudos para saber se com doses cumulativas mais altas ou se com uma dose Unica alta de
cisplatina, a dose empregada de EGB761 seria capaz de manter o efeito otoprotetor desejado.

A dose empregada de EGB761 de 120mg, oralmente, duas vezes ao dia (240mg/dia); foi
utilizada por ser a mais apropriada como dito anteriormente, com base na evidéncia de dose-resposta
e por ser ativa no tratamento crénico (Le Bars e Kastelan, 2000, Christen e Maixent, 2002). Estudos
realizados com animais mostraram que regimes de doses de 400 e 500mg/Kg/dia ndo mostraram
evidéncias de dano a 6rgaos e, especialmente, nenhum prejuizo da funcdo hepdética ou renal. E, em
humanos, um estudo conduzido em voluntarios saudaveis recebendo dose oral Unica de 600mg néo
mostrou alteracdo no tempo de sangramento, coagulacdo ou contagem de células do sangue
(DeFeudis, 1998). Bone (2008) informa nao haver evidéncias, em estudos controlados, de que doses
normais de EGB761 tém qualquer impacto na hemostasia. E a dose aqui utilizada, mostrou-se segura
uma vez que nenhum paciente do GE relatou ou apresentou efeitos adversos que pudessem estar,

de fato, relacionados a ingesta de EGB761.
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3 — Sobre o teste de EOAPD como um método de avaliar a ototoxicidade pela cisplatina

Varios métodos audiolégicos tém sido utilizados para a monitorizacdo da ototoxicidade, tais
como, audiometria convencional (AC), audiometria de altas freqiiéncias (AAF), potencial endococlear
(EP), resposta auditiva do tronco cerebral (ABR) e eletrococleografia (ECohG). Sabendo-se que as
EOAs avaliam o estado funcional das CCEs e que a cisplatina leva a ototoxicidade por lesdo dessas
células, o teste de EOAPD; foi o utilizado nesse estudo.

Dentre os tipos de EOA; existentes, as EOAPD; foram escolhidas por possuirem algumas
vantagens sobre 0s outros tipos de EOAs que as tornaram mais indicadas para utilizagcdo nesse grupo
de individuos estudado, como, por exemplo, serem encontradas essencialmente em todas as orelhas
com audig¢ao normal, e produzirem resultados confiaveis de 1 a 8KHz.

Além de constituirem uma medida objetiva, as EOAPDs sédo um teste nao-invasivo, que pode
ser medido rapidamente (Campbell e Durrant, 1993). O teste de EOAPD, combina velocidade
operacional, nao-invasibilidade, objetividade e seletividade de freqliéncia, e, sob condicdes de teste
fixas, as respostas sdo altamente estéveis. Dessa forma, mostra alta confiabilidade tanto para
medidas seriadas quanto para dias consecutivos e semanas (Kemp, Siobhan e Bray, 1990, Franklin
et al., 1992). Por todos esses motivos, foi empregado o teste de EOAPD; para avaliagdo auditiva dos
sujeitos desse estudo. E, nesse caso, pdde-se detectar, por meio do teste, uma variagao (redugao)
das amplitudes médias e da relacdo S/R da EOAPD, na faixa de freqléncias de 8KHz, nos
individuos do GC ,na maior dose cumulativa de CDDP, que foi estatisticamente significante (p<0,05),
enquanto o GE nao apresentou alteragbes. Esses achados estdo de acordo com os da literatura, os
quais informam que a CDDP leva a perda auditiva em alta freqiiéncia (4 — 8KHz) (Vermorken et al.,
1983). Quando foram analisadas as respostas das amplitudes médias das EOAPDs para os
individuos, por freqiiéncia e por classes de doses de CDDP, graficamente foi visualizada uma queda
na classe de dose mais alta (225 — 300mg/m2), na freqliéncia de 8KHz, embora esse achado nao
tenha sido estatisticamente significante. Mas o teste de EOAPD se mostrou sensivel em detectar o
dano a orelha interna, como ficou demonstrado pelos resultados.

Na andlise das EOAPD; ndo foram incluidos os dados das freqiéncias baixo de 1KHz para

permitir uma melhor identificacdo do dano coclear, pois, nestas freqliéncias, o ruido proveniente da
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propria respiracdo do paciente pode afetar o registro das EOAPD; (Musiek, Smurzynski e Bornstein,
1994).

Segundo Ress et al. (1999), o teste de EOAPD foi um método melhor de triagem da
ototoxicidade induzida pela cisplatina do que a AAF. Mas as EOAPDs também tém limitacdes em
avaliar a audicdo em freqiiéncias mais altas e assim identificar ototoxicidade em pacientes idosos,
que podem apresentar esse tipo de alteragdo pela presbiacusia. Isso contribuiu para diminuir a
quantidade de individuos para seguimento, pois a faixa etaria dos pacientes com cancer é a de
individuos mais velhos e nos quais, consequentemente, j4 se espera encontrar algum grau de perda
auditiva.

As medidas foram realizadas na primeira avaliacdo (A1), por meio da audiometria
convencional e imitanciometria, que, por sua vez, avaliou a fungéo da orelha média, garantindo assim
gue nenhum paciente incluido no estudo apresentasse disfungcdo na orelha média que pudesse
alterar o resultado do teste de EOAPD, antes da administragao de cisplatina.

Gorga et al. (1997), utilizando um método que descrevia a probabilidade de que qualquer
resposta medida era proveniente de uma orelha normal ou danificada, encontraram que, em
nenhuma condi¢do, a distribuicdo de respostas de EOAPD de orelhas normais e prejudicadas estava
completamente separada. Eles atribuem, dessa forma, a qualquer valor de EOAPD medido a
probabilidade de que a resposta esta vindo ou da distribuicdo de orelhas normais ou de orelhas
prejudicadas, e que sao desenhadas em grafico como curvas de resposta em termos percentuais 95,
90, 10 e 5, ja explicado anteriormente nesse trabalho. Em vista disso, utilizou-se os valores
percentuais informados por Gorga et al. (1997) e, ao analisar os resultados dos GC e GE, foi
observada também uma reducéo, estatisticamente significante, das amplitudes médias das EOAPDs
do GC, em relagao ao percentil 90, o que nao ocorreu com o GE.

4- Discussao Final

Pelo que sabemos, este é o primeiro estudo que avalia o efeito otoprotetor do EGB761, por
meio das EOAPDs, em seres humanos sob tratamento com CDDP. Outros trabalhos foram
realizados, com o0 mesmo objetivo, ou seja, avaliar se 0 EGB761 protege a orelha interna contra o
dano provocado pela cisplatina, mas possuem algumas diferengas, como o método de avaliagao

empregado (ABR, EOAPD, EOATE, Microscopia eletrénica, Potencial endococlear), e por terem sido
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realizados em animais (Fukaya e Kanno, 1999, Hyppolito et al., 2003, Huang, Whitworth e Rybak,
2007). Os resultados deste trabalho foram extremamente favoraveis em relagdo ao potencial efeito
otoprotetor do EGB761 em seres humanos, mas sdo necessarios mais estudos com um numero
maior de individuos, que usem uma dose maior de cisplatina, para que se possa confirmar os
achados deste trabalho. Além disso, é importante ressaltar que a protecdo testada foi dose-

cumulativa de cisplatina e nao para doses Unicas elevadas.

100






6 CONCLUSOES

Diante do exposto, os resultados sugerem que o extrato padronizado de Ginkgo biloba exibe

um potencial efeito otoprotetor para a orelha interna de individuos sob tratamento com cisplatina. A

conclusao baseia-se nos seguintes achados:

a)

O grupo controle, que recebeu placebo concomitante com cisplatina, apresentou
diminuicdo das amplitudes médias das EOAPDs apés dose cumulativa total de CDDP
(225 — 300mg/m?%, na freqiéncia aproximada de 8KHz, com uma diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao primeiro exame, e o grupo estudo, que
recebeu o EGB761®, nao mostrou tal alteracao.

O grupo controle apresentou uma diminuigdo estatisticamente significante das médias
das amplitudes das EOAPDs, em relagao ao percentil 90, na dose cumulativa total de
CDDP, na freqliéncia aproximada de 8KHz, em comparagdo com o exame inicial,,
enquanto o grupo estudo manteve-se na faixa de normalidade, acima do P90.

O grupo controle mostrou uma diminuigdo, estatisticamente significante, da amplitude
média da relacao S/R, na freqiiéncia aproximada de 8 KHz e na maior dose cumulativa de
CDDP, e o grupo estudo manteve-se sem diminui¢do significativa, na mesma freqiéncia
e na mesma dose cumulativa. E além disso, o grupo controle apresentou uma reducao da
amplitude média da relagéo S/R, estatisticamente significante, na freqiiéncia de 8KHz, em
comparagdo com o grupo estudo.

Na andlise das amplitudes médias das EOAPDs, por classes de doses de cisplatina,
houve, graficamente, uma tendéncia a queda, na dose cumulativa total, em 8KHz, para o

grupo controle, e o grupo estudo exibiu, graficamente, uma manutengdo das médias.
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8 ANEXOS

ANEXO A: Aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N2 054/2007

Processo N°: 024/07

Projeto de Pesquisa: Estudo clinico prospectivo, randomizado efeito otoprotetor do
Extrato de Ginkgo Biloba por meio das Emissées Otoacusticas em pacientes sob
tratamento com cisplana.

Instituicdo Pesquisada: HBDF

Area Temaitica Especial: Grupo Il (ndo pertencente a area tematica especial),
Ciéncias da Saude;

Validade do Parecer: 23/04/2009

Tendo como base a Resolugdo 196/96 CNS/MS, que dispde sobre as
diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres humanos,
assim como as suas resolugdes complementares, o Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria de Estado de Salde do Distrito Federal, apds apreciagao ética,
manifesta-se pela APROVAGAO DO PROJETO.

-
S

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades que
Ihe sao atribuidas na Resolugao 196/96 CNS/MS, inciso IX.1 e IX.2, em relagédo ao
desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de encaminhar o
relatério parcial e final, além de notificagées de eventos adversos quando
pertinentes.

Brasilia, 23 de abjil de 2007.

Atenciogamente.

Maria Rita Carvalhd' arbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF
Coordengddora

Fundag&o de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude - SES
Comité de Etica em Pesquisa
Fone: 325-4955 - Fone/Fax: 326-0119 - e-mail: cepsesdf@saude.df gov.br
SMHN - Q. 501 - Bloco "A* - Brasilia~DF - CEP. 70.710-904
BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A presente pesquisa visa estudar o efeito de protecéo ao ouvido, do Extrato de Ginkgo Biloba
(EGB761); analisando o efeito toxico ao ouvido interno da cisplatina, por meio do teste de emissdes
otoacusticas evocadas (teste da orelhinha), que sera objeto de pesquisa na area de Eletrofisiologia
da Audicao do curso de Mestrado da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
(UNB).

O documento abaixo contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que esta
sendo realizada. Sua colaboragéo neste estudo é muito importante, mas a decisdo em participar deve
ser sua. Para tanto, leia atentamente as informagdes abaixo. Se vocé concordar em participar basta
preencher os seus dados e assinar a declaragdo concordando com a pesquisa. Se vocé tiver alguma
duvida pode esclarecé-la com o responsavel pela pesquisa.

A pesquisa sera iniciada com a realizagdo de testes que avaliam a audicdo (Audiometria

Tonal/Imitanciometria e Emissées Otoacusticas), os quais sdo de rapida realizacdo e ndo causam
qualquer tipo de desconforto. Sera também realizado um exame clinico otorrinolaringolégico, com o
objetivo de recolher dados acerca de doengas otolégicas e habitos que possam influenciar a
qualidade de audigdo, através de um questionario. Apdés o exame sera dado a cada paciente da
pesquisa o Extrato seco de Gingko Biloba, durante um periodo de 90 dias, medicacdo que sera usada
na tentativa de proteger o ouvido da agéo téxica do quimioterapico. O Extrato de Gingko Biloba pode
raramente ocasionar incobmodo gastrointestinal, dor de cabeca, reagdes alérgicas cutaneas e risco de
sangramento, que devem ser informadas ao pesquisador. Ainda serdo analisados os exames
sanguineos laboratoriais: hemograma, glicemia, uréia e creatinina para verificar o estado de saude do
paciente, exames estes ja realizados no ambulatério de Oncologia para avaliagao clinica antes do
inicio da quimioterapia. Os testes auditivos seréo realizados em clinica de Otorrinolaringologia e os
dados serao fornecidos gratuitamente, apds o término da pesquisa. Os resultados assim como as
orientacées necessarias ao caso serdo repassados para os participantes através do prontuario
médico.
Eu portador da carteira de identidade,
RG ( ), autorizo de livre e espontdnea vontade a participacdo na pesquisa
entitulada, Ensaio clinico randomizado, para avaliacdo do efeito otoprotetor do Extrato de
Ginkgo Biloba, por meio das Emissoes Otoacusticas por Produto de Distor¢cdao, em pacientes
sob tratamento com cisplatina, a ser executado pela Otorrinolaringologista Mirela Alves Dias, como
um dos requisitos para obtencdo do grau de Mestre, na Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia, sob orientagéo do Prof. Dr. Carlos Augusto C. Pires de Oliveira.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados para fins cientificos, sem a identificacao de seus
participantes, ficando garantido o sigilo e a privacidade. Os participantes terdo acesso, em qualquer
etapa do estudo, ao profissional responsavel pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas, que poderé ser encontrado no ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital Regional da
Asa Norte, e através dos telefones 81196635/33468567. Informagdes também poderéo ser obtidas
junto ao Comité de Etica e Pesquisa da SES/DF, cujo numero do telefone € 61-3325.4955.

E permitido ao paciente em qualquer momento, deixar de participar da pesquisa, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicao.

Estando de acordo com os procedimentos acima informados, o paciente ou responsavel e o
pesquisador abaixo assinam. Telefone do CEP/SES/DF: 61-325. 4955
Brasilia, _ de de 200 .

Paciente ou Responsavel

Assinatura

Pesquisador

Assinatura
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ANEXO C: Protocolo de Pesquisa

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

“Ensaio clinico, prospectivo, randomizado, do efeito otoprotetor do Extrato de Ginkgo Biloba, por meio
das Emissdes Otoacusticas em pacientes sob tratamento com cisplatina”.

Area de Pesquisa — Eletrofisiologia da Audiclio

Protocolo

Nome: Reg:

Datade Nascimento __ / /  Sexo: [0 Mas. [1Fem.

Idade:

Endereco: Tel:

Histéria Clinica
Data da avaliagio

Diagnéstico( tipo e localizagdo):

Tratamento-QT/(datas,agentes,dosagens)/RxT

() Sem queixas clinicas
Respiratério

( )NDN

( ) Disfungio Tubéria

Exame Fisico
Otoscopia:
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Resultados Exames :

Emissdes Otoacusticas DP

| EOA-DP—Data: | 2007

EOA PD Ouvido Direito
L1(dB) L2 @B) F1 (Hz) F2 (Hz) GM(Hz) DP(dB) NF(dB) DP-NF(dB)
65 55 6654 7966 7280
65 55 4686 5623 5133
65 55 3327 3983 3640
65 55 343 2811 2566
65 5§ 1640 1968 1797
65 55 1171 1406 1283
65 5§ 843 1031 932
65 55 609 750 676
Fonte — Dados da pesquisa
EOAPD Ouvido Esquerdo
L1(dB) 12 (dB) F1 (Hz) F2 (Hz) GM(Hx) DP(B) NF(dB) DP-NF(dB)
65 55 6654 7966 7280
65 55 4686 5623 5133
6s 55 3327 3983 3640
65 55 8383 2811 2566
6s 55 1640 1968 1797
65 55 1171 1406 1283
65 55 843 1031 932
65 55 609 750 676
Fonte — Dados da pesquisa
| 1- Audiometria Tonal e Imitanciometria:
1)
OD-Hz | 025K | 0,5K 1K 2K 3K 4K 6K 8K
VA
VO
OE-Hz | 025K | 0,5K 1K 2K 3K 4K 6K 8K
VA
VO
Timpanometria:
Tipo de Curva:
e A
e B
e C
o Ad
o Ar
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