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Hyperbilirubinemia; Introduction: Hyperbilirubinemia is a common health problem in newborns. Its effects can be
Wistar rats; different according to the level and duration of the hyperbilirubinemia. The toxic effect of bili-
Sensorineural hearing rubin on the auditory system can be seen as a sensory neural hearing loss or auditory neuropathy
loss; spectrum disorder (ANSD).

Auditory evoked Objective: The purpose of our study was to determine the effects of toxic bilirubin level on the
potentials auditory system by using Auditory Brainstem Response audiometry.

Methods: Rats are used as animal models due to their low cost and easy attainability. Auditory
Brainstem Response was used for auditory assessment. In this study, three groups were estab-
lished: experimental, control and placebo groups.

Results: In the experimental group, which consists of rats with hyperbilirubinemia, sensoryneu-
ral hearing loss was found bilaterally in 4 rats (66.67%) and unilaterally in 2 rats (16.67%) and
auditory neuropathy spectrum disorder was found unilaterally in 1 rat (8.33%). Auditory Brain-
stem Response thresholds were significantly elevated compared to control and placebo groups
(p < 0.05).
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Conclusion: Hyperbilirubinemia of newborn rats may result both in sensory neural hearing loss
and auditory neuropathy spectrum disorder.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/).

Potenciais evocados auditivos em um modelo de rato Wistar neonato
com hiperbilirrubinemia

Resumo

Introdugdo: A hiperbilirrubinemia é um problema de salide comum em neonatos. Seus efeitos
podem variar, dependendo do nivel e da duracao da hiperbilirrubinemia. O efeito toxico da bi-
lirrubina no sistema auditivo pode ser observado na forma de deficiéncia auditiva sensorioneu-
ral ou de distUrbio do espectro da neuropatia auditiva.

Objetivo: Afinalidade de nosso estudo foi determinar os efeitos de nivel tdxico de bilirrubina no
sistema auditivo, com o uso da audiometria da resposta auditiva evocada de tronco cerebral.
Método: Os ratos sao empregados como modelos animais gracas a seu baixo custo e facil obten-
cao. Utilizamos a resposta auditiva evocada de tronco cerebral para avaliacao da audicao. No
estudo, foram estabelecidos trés grupos: experimental, controle e placebo.

Resultados: No grupo experimental, constituido de ratos com hiperbilirrubinemia, disacusia
auditiva neurosensorial foi diagnosticada bilateralmente em quatro ratos (66,67%), e unilateral-
mente em dois (16,67%); e distUrbio do espectro da neuropatia auditiva foi observado unilate-
ralmente em um rato (8,33%). Os limiares da resposta evocada de tronco cerebral estavam sig-
nificantemente elevados, em comparacao com os grupos controle e placebo (p < 0,05).
Conclusdo: A hiperbilirrubinemia de ratos neonatos pode resultar tanto em disacusia auditiva
neurosensorial como em disturbio do espectro da neuropatia auditiva.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.

org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A hiperbilirrubinemia é um problema de saide comum em
neonatos, e vem sendo reconhecida como um dos principais
fatores de risco para a perda da audicao em bebés desde o
inicio do século XX." Os seus efeitos na funcao auditiva po-
dem variar, dependendo do nivel de hiperbilirrubinemia e
de sua duracao.? Sabe-se que um nivel alto de bilirrubina é
fator de risco para deficiéncia auditiva sensorioneural
(DASN) e para distUrbio auditivo do espectro de neuropatia
(DENA).3

DASN é decorrente de disturbios ao nivel da coclea, VI
nervo craniano, tronco cerebral ou cortex. Embora 50% dos
casos de DASN em criancas tenham fundo genético, esse pro-
blema também pode ocorrer dependendo das doencas no
periodo pré-natal, natal ou pds-natal (infecgdes, transtornos
metabolicos etc.).* No periodo pos-natal, a hiperbilirrubine-
mia é a causa mais comum de DASN em neonatos; e, depen-
dendo da hiperbilirrubinemia, em neonatos e em bebés, a
prevaléncia desse transtorno gira em 12,8%.°

DENA é uma condicao clinica com muitos aspectos des-
conhecidos, mas é amplamente estudada. Em alguns casos
de DENA, apenas as células ciliadas na orelha interna sao
afetadas, em outros apenas a via auditiva central é afeta-
da. Entre os fatores de risco para DENA incluem-se a hiper-
bilirrubinemia, prematuridade, fatores genéticos e
ventilacdo mecanica perinatal. DENA relacionado a hiper-

bilirrubinemia é observado em 2,7% dos neonatos com esse
problema.®

Ahiperbilirrubinemia pode ter diferentes efeitos patologi-
cos no padrao de resposta auditiva evovada de tronco Cere-
bral (RAETC) em individuos afetados. Em neonatos com
hiperbilirrubinemia, com o tratamento, o padrao de RAETC
pode tanto retornar ao normal como ficar ainda mais pato-
logico, depois do retorno dos niveis sanguineos de bilirrubina
a normalidade.” A ocorréncia de hiperbilirrubinemia no pe-
riodo neonatal ja foi previamente estudada em modelo de
rato.®?

A finalidade de nosso estudo foi determinar os efeitos de
niveis toxicos de bilirrubina no sistema auditivo, pela audio-
metria de resposta auditiva evocada de tronco cerebral.

Método

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa e de Aplica-
cao em Animais Experimentais da Faculdade de Medicina.
Obtivemos aprovacao do comité de ética em pesquisa
(n° G.U.ET-12.001).

Foram criados trés grupos: experimental, placebo e con-
trole, e, em cada grupo, foram alocados seis ratos neonatos.
O numero de ratos em cada grupo foi limitado pelo comité
de ética. Um otorrinolaringologista realizou exames endos-
copicos das orelhas de todos os animais.
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Grupo experimental

O grupo experimental foi composto por seis ratos albinos
Wistar machos neonatos com hiperbilirrubinemia, pesando
entre 18-20 g (média: 18,33 g). Foi criado um Modelo de
Hiperbilirrubinemia em Rato para o grupo experimental.

0 método para o estabelecimento da hiperbilirrubinemia
foi similar a procedimentos ja publicados.® A bilirrubina (Sig-
ma, St. Louis, MO; B4126) foi armazenada em local escuro,
e a solucao foi preparada imediatamente antes da injecao.
Abilirrubina foi descongelada em 0,1% M NaOH, exatamente
como descrito em Hansen et al.,? estabilizada com BSA e
diluida com tampao de Krebs-Ringer (pH: 7,4). Determinamos
a concentracao de bilirrubina em 3 mg/mL e a solucao pre-
parada foi preservada a sombra a temperatura de +40°C.
Cada animal no grupo experimental recebeu uma injecao
intraperitoneal de bilirrubina, 50 mg/kg no 7° e 10° dias do
pos-natal. Antes da 12 injecdo de bilirrubina e 24 horas apos
a 12 e 2% injecoes, foram efetuadas determinacoes por Bilir-
rubinometria Transcutanea (BTc) sobre a pele, para determi-
nacao do nivel de bilirrubina. No 21° dia, testes auditivos
eletrofisiologicos e BTc foram realizados em seguida a anes-
tesia intramuscular (50 mL/kg de quetamina e 10 mL/kg de
xilazina). Em seguida, os ratos foram eutanasiados por cole-
ta de sangue intracardiaco sob anestesia profunda. Determi-
namos quantitativamente o nivel sérico de bilirrubina na
amostra do sangue intracardiaco coletado; os valores foram
comparados com os resultados da BTc.

Grupo placebo

0 grupo de placebo foi composto por seis ratos albinos Wistar
machos neonatos pesando entre 18-20 g (média: 18,3 g).
Como solucao de placebo, empregamos BSA e 24 mg/mL de
tampao de Krebs-Ringer (pH: 7,5). A solucao preparada foi
preservada a sombra, na temperatura +40 °C. Para que fosse
determinado se essa solucao tinha efeito no sistema auditivo
dos ratos, uma solucao preparada sem bilirrubina foi aplica-
da exatamente na mesma dose usada no grupo experimental.
A solucao de placebo foi administrada com o mesmo proce-
dimento utilizado nos ratos do grupo experimental, e seguin-
do 0s mesmos processos.

Grupo controle

O grupo de controle foi composto por seis ratos albinos Wis-
tar machos neonatos pesando entre 18-20 g (média: 19 g).
Ao contrario do que foi feito nos grupos experimental e pla-
cebo, os ratos do grupo de controle nao receberam injecao.
Mas, para que fossem determinados seus niveis de bilirrubi-
na, foram realizadas avaliacdes coordenadas, tendo sido
seguidos os periodos determinados para os grupos experimen-
tal e placebo, e os animais foram submetidos aos mesmos
processos.

Teste de resposta auditiva evocada
de tronco cerebral

Neste estudo, as avaliaces por RAETC dos ratos foram rea-
lizadas com o sistema Navigator Pro Model (versao 2.2.0)
(Bio-Logic Systems Corp.). Para isso, utilizamos estimulo
clique na frequéncia de 13 por segundo, janela de analise de

10 ms, média de 1.000 varreduras e filtracao de 100-1.500 Hz.
As mudancas na intensidade foram efetuadas de acordo com
as respostas obtidas nos registros do nivel de intensidade de
70 dB NA. Para que fosse determinada a existéncia de padrao
microfonico coclear (MC), foi aplicada a mudanca de polari-
dade de condensacao (+) e de rarefacao (-) na mesma inten-
sidade, em ambas as orelhas. Para o scan dos limiares
auditivos, em conformidade com o que é aconselhavel no
estimulo clique, o procedimento teve continuidade com a
polaridade de rarefacao (-).

Determinacao da bilirrubina transcutanea

Abilirrubinemia transcutanea (BTc) foi obtida com o aparelho
Minolta Air Shields Jaundice Meter JM-101 (Minolta Corero
Co., Osaka, Japao). A determinacao da BTc foi realizada na
area dorsal dos ratos. Antes de ser usado, o medidor passou
por manutencao técnica e calibracdo. Durante as mensura-
coes, foi manufaturada uma placa de acrilico para evitar
lesao aos ratos, que poderia ser causada pela pressao de
aplicacao da sonda.

Determinacao da bilirrubina total sérica

Os niveis séricos totais de bilirrubina foram analisados por
meio de kits comerciais (Roche) em sistemas autoanalisado-
res (Roche/Integra-800). O principio para a determinacao da
bilirrubina total desse kit € o método diazo, baseado na de-
terminacdo da quantidade de azobilirrubina, que é o resul-
tado da reacao da bilirrubina com o acido sulfanilico
diazotado."

Avaliacao estatistica

A analise estatistica foi realizada no software SPSS for Win-
dows (versao 16.0). Os resultados da BTc empregados na de-
terminacao dos niveis de bilirrubina nos grupos foram
comparados com os achados de BTS (bilirrubina total sérica).
e da RAETC para as diferencas na avaliacao da audicao nos
grupos. Foi empregada a analise de variancia de Kruskal-Wal-
lis para distribuicées nao normais. Assumimos um nivel de
significancia de p < 0,05. Aplicamos o teste U de Mann-Whit-
ney para testar a significancia de diferencas pareadas com
uso da correcao de Bonferroni com fins de ajustamento para
multiplas comparagoes (0,05/3 = 0,016). Adotamos um nivel
geral de erro do tipo | de 5% para a inferéncia da significancia
estatistica. Calculamos o coeficiente de correlacao das rela-
coes entre as variaveis nos grupos, e aplicamos o teste de
Spearman para calculo do significado estatistico.

Resultados

Niveis de bilirrubinometria transcutanea
e de bilirrubina total sérica

Embora nao tenha sido observada significancia estatistica
(p > 0,05) para a comparacao dos grupos em termos de re-
sultado da BTc (tabela 1) antes da injecao de bilirrubina, os
resultados para essa variavel, obtidos 24 horas depois da 1° e
22 injecoes de bilirrubina, demonstram a presenca de um
nivel estatisticamente mais elevado de bilirrubina (p < 0,05)
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nos ratos que compuseram o grupo experimental, em com-
paracao com os ratos nos grupos de placebo e controle. Ao
compararmos a BTS entre os grupos, observamos que essa
variavel foi mais alta (com significancia estatistica) no grupo
experimental, em comparacao com os grupos de placebo e
controle. Também observamos uma relacao positiva, forte
e estatisticamente significante entre o valor da BTc obtido
antes da eutanasia e o valor de BTS nos grupos experimental,
placebo e controle.

Respostas auditivas evocadas do tronco cerebral

Resultados dos limiares

Para a comparacao da RAETC entre os grupos, foi empregada
uma analise de variancia com um fator (one-way ANOVA). De
acordo com os resultados da analise, enquanto a média dos
limiares da RAETC para a orelha direita nao demonstrou qual-

quer diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05), na
orelha esquerda observamos diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre os grupos (p < 0,05). Essa diferenca é resul-
tado do fato de a intensidade do limiar auditivo da orelha
esquerda nos ratos do grupo experimental ser mais elevada,
em comparacao com os outros dois grupos (p < 0,016) (tabe-
las 1 e 2). Para testar a relacao entre os valores de BTS no
grupo experimental e os limiares da RAETC, calculamos o
coeficiente rho de Spearman entre as variaveis. De acordo
com os resultados, nao existe, nos grupos, um nivel signifi-
cante de relacao entre os limiares da RAETC para as orelhas
esquerda e direita com o valor de BTS. Na avaliacao da exis-
téncia de MC no padrao da RAETC obtido dos grupos, quatro
aspectos se destacaram. Categorizamos os achados de MC
levando em conta esses aspectos observados. Na Categoria 1
(fig. 1), MC nao foi alcancado com o padrao normal da RAETC.
Na Categoria 2 (fig. 2), observamos MC sem a segunda onda

Tabela 1 Valores de BTc, BTS (mg/dl) e limiares da RAETC (dB NA) de ratos

Ratos Grupos BTc1 BTc2 BTc3 BTc4 BTS RAETC RAETC

Orelha Orelha
direita esquerda

1 Experimento 0,01 0,89 0,72 0,56 0,61 30 40

2 0,01 0,86 0,62 0,4 0,23 30 30

3 0,02 0,92 0,7 0,2 0,15 10 10

4 0,01 0,96 0,69 0,5 0,58 SR SR

5 0,03 0,72 0,4 0,28 0,23 20 30

6 0,02 0,9 0,74 0,62 0,69 40 50

1 Placebo 0,01 0,03 0,02 0,38 0,46 20 0

2 0,01 0,02 0,04 0,4 0,43 SR SR

3 0,02 0,05 0,04 0,28 0,33 20 20

4 0,02 0,02 0,05 0,22 0,3 -10 0

5 0,01 0,05 0,03 0,38 0,44 10 10

6 0,01 0,02 0,04 0,3 0,42 10 10

1 Controle 0,03 0,03 0,04 0,06 0,08 SR SR

2 0,01 0,01 0,03 0,15 0,17 20 10

3 0,01 0,01 0,02 0,1 0,17 10 20

4 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 10 20

5 0,02 0,02 0,04 0,09 0,15 10 10

6 0,01 0,01 0,03 0,1 0,17 10 0

BTc1, antes da injecao de bilirrubina; SR, sem resposta; BTc2 e 3, valores de 24 horas depois da 12 e 22 injecao de bilirrubina; BTc4, valor

antes da eutanasia.

Tabela 2 Limiar médio da RAETC nas orelhas direita e esquerda (dB NA)

Grupo Média DP Mediana Min-Max
Orelha direita Controle 12,00 4,47 10 10-20
Limiar da RAETC Placebo 10,00 12,25 10 -10-20

Estudo 26,00 11,40 30 10-40
Orelha esquerda Controle 12,00 8,37 10 10-20
Limiar da RAETC Placebo 8,00 8,37 10 0-20

Estudo 32,00 14,83 30 10-50
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(o limiar da RAETC foi considerado como sendo o a mais
baixa intensidade em que estava presente um pico Il de res-
posta reprodutivel definido). Avaliamos como Categoria 3
(fig. 3) aquela obtida na 22 onda com o MC. Finalmente,
avaliamos como Categoria 4 (fig. 4) a morfologia de onda
quebrada com inclusao da 2% onda com MC.

Discussao

A hiperbilirrubinemia é problema de satde importante em
neonatos. O sistema auditivo também é sensivel a toxicidade
por bilirrubina. As lesdes nas areas auditivas centrais ja fo-
ram definidas em termos anatomicos e funcionais, tanto em
animais como em humanos com hiperbilirrubinemia. No en-
tanto, os efeitos fisioldgicos e o neuromecanismo das lesoes
causadas pela hiperbilirrubinemia nos érgaos auditivos peri-
féricos ainda sdo mistérios a serem desvendados.

Foi definido na literatura que o DENA pode ser observado
em um terco a metade dos casos com niveis altos de hiper-
bilirrubinemia.'" > A DASN também pode ser observada em
casos de hiperbilirrubinemia (12,8%).°

A toxicidade da bilirrubina esta intimamente relacionada a
BTS. Embora se observe alta correlacao entre o nivel de bilir-
rubina e DASN em humanos, essa correlacao diminui em casos
de DENA, muito embora, em niveis superiores a 20 mg/dL,
ocorra um aumento na possibilidade de observacao de DENA.3
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Figura 2 Exemplo para a Categoria 2 (padrao microfonico co-
clear sem limiar da RAETC).

Sao poucas as publicacoes que definem diferencas tao nitidas
e a relacao com doencas em modelos animais. Devido as difi-
culdades e a limitacao em encontrar e desenvolver modelos
animais, é tarefa dificil determinar com clareza os niveis de
bilirrubina e as doencas resultantes dessa situacao.™

No desenvolvimento do modelo de rato com hiperbilirru-
binemia, frequentemente se recorre a injecao de bilirrubina,
devido a facilidade de acesso e de aplicacao, e também pela
facilidade de obtencao da neurotoxicidade, pela absorcao
pelo sistema circulatério em curto periodo de tempo.'™ Em
estudo realizado em 2011, Gao et al.' demonstraram que a
aplicacéo de bilirrubina livre é eficiente em termos de utili-
zacao, tanto para a hiperbilirrubinemia como para a forma-
cao de DENA. Por essa razao, no presente estudo demos
preferéncia a injecao intra-abdominal de bilirrubina no de-
senvolvimento do modelo de rato com hiperbilirrubinemia.

Hai Bo Ye et al.” afirmam que, em casos nos quais foi in-
jetada uma pequena dose Unica de bilirrubina em modelos
animais, a lesao nao foi duradoura e, por essa razao, doses
altas e repetidas podem ser mais efetivas para determinar
os efeitos da hiperbilirrubinemia a longo prazo. Contudo, os
pesquisadores também enfatizam o fato de haver maior risco
de mortalidade com essas manipulacoes. No estudo, ja cor-
roborado por pré-estudos, utilizamos o modelo de Hansen et
al.,® com determinacao da dose de bilirrubina apropriada
para o peso dos ratos neonatos e que nao resultasse em mor-
talidade.
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Figura 3 Exemplo para a Categoria 3 (RAETC normal com pa-
drao microfdnico coclear).
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Figura4 Exemplo para a Categoria 4 (morfologia de onda que-
brada, inclusive a 2* onda microfénica coclear).
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De acordo com Wennberg et al.,"” em decorréncia da insu-
ficiéncia de métodos de abordagem na monitorizacao de BTS
em animais neonatos experimentais, é tarefa dificil estabe-
lecer uma relacao entre nivel de bilirrubina e neurotoxicida-
de. Na literatura, nao existem publicacdes que definam BTS
em termos de ratos neonatos. As razoes mais importantes
para tal cenario sao o baixissimo volume de sangue em ratos
neonatos (p. ex., um volume de aproximadamente 1 cc em
ratos com uma semana de idade) e que esses animais morrem
por ocasiao da coleta do sangue. Isso também gera um im-
portante problema ético. Mas, o método da BTc utilizado
para determinar o nivel de bilirrubina em humanos - um
procedimento nao invasivo - também pode ser utilizado tan-
to em ratos como em neonatos. Segundo a literatura, os
resultados da BTc sdo similares aos do nivel sérico da bilirru-
bina total. Embora seja pratica mais confiavel observar a BTS
no sangue, constatou-se que BTc pode ser empregada como
alternativa.' No estudo, para que fossem determinados os
niveis de bilirrubina dos ratos, foram realizadas determina-
coes periodicas pelo método da bilirrubinometria transcuta-
nea até o sacrificio dos animais. Comparamos o nivel de
bilirrubina determinado pelas mensuragoes antes do sacrifi-
cio dos animais e das BTSs no sangue coletado pelo método
intracardiaco em seguida a eutanasia, tendo sido determina-
da uma relacao significante, compativel com os achados da
literatura.

Alguns pesquisadores relatam que os valores de BTc alcan-
¢cam o nivel maximo 24-48 horas apo6s a injecao de bilirrubina
em ratos albinos Wistar, e que esses valores diminuem com
o passar do tempo.?° De acordo com os dados da BTc obtidos
no estudo, o nivel significativamente mais alto de bilirrubina
no grupo experimental, em comparacao com os outros gru-
pos, é indicador importante da proximidade do nivel de to-
xicidade por bilirrubina. O aumento relativo na determinacao
da BTc antes do sacrificio em todos os grupos pode ser expli-
cado pela variabilidade nos valores de bilirrubina no sangue
até a idade adulta.

Em neonatos, frequentemente se da preferéncia a RAETC
na determinacao do efeito da toxicidade por bilirrubina no
sistema auditivo. ARAETC, que é empregada na avaliacao da
sensibilidade auditiva, é preferida em neonatos por ser um
método objetivo e nao invasivo, e por ser mais confiavel em
comparacao a outros métodos de testes e de determinacao
do MC na identificacao de DENA."7-"

Nos estudos realizados em ratos com hiperbilirrubinemia,
embora tenham sido avaliadas diferencas como alongamento
da laténcia e diminuicdo da amplitude na RAETC, também
efetuamos a avaliacao do limiar auditivo, juntamente com
essas variaveis; e observamos a ocorréncia de aumentos sig-
nificativos nos limiares das RAETCs dos animais.''41%20 No
estudo, embora tenhamos determinado valores para dados e
morfologias proximos a normalidade nos ratos do grupo de
controle (com a excecao de um rato), observamos aumento
nos limiares dos achados da RAETC e deterioracao na morfo-
logia nos grupos de placebo e experimental. Neste ultimo
grupo, embora tenhamos obtido achados compativeis no re-
gistro do MC e DENA de um rato em uma orelha, nao foi
possivel captar a resposta da RAETC sem registro do MC na
outra orelha. Nos outros ratos, observamos deterioracdes
na RAETC em diferentes padroes.

Nesses animais, o estabelecimento das ondas da RAETC
difere do que ocorre em humanos. Em humanos, a 1% e

22 ondas tém origem no VIl nervo craniano, e a 3% tem origem
no NC mas, sabe-se que, em ratos, a 1* e 2% ondas se originam
do NC, e a 3% no C0S.2""® Na avaliacao morfoldgica realizada
nos ratos do grupo experimental, acreditamos que as dete-
rioracdes observadas no NC também causem deterioracées
na morfologia das RAETCs.'>'%"® Shapiro et al.? afirmam que,
em ratos Gunn, a toxicidade aguda por bilirrubina altera
significativamente a RAETC nas primeiras quatro horas.

Nos estudos realizados em neonatos com hiperbilirrubine-
mia, foi definida uma melhora espontanea em cerca de 50%
dos animais, sem qualquer intervencao nos padroes em que
RAETC nao foi obtida e em que houve observacao de MC.'
Além disso, a lesao nervosa no tronco cerebral auditivo que
provoca a alteracao na RAETC diminui a sincronizacao for-
mada pela ativacao dos neurdnios auditivos. Portanto, o po-
tencial de membrana dos neurdnios auditivos diminui e
ocorre corrupcao da fungao nervosa no tronco cerebral au-
ditivo, causada pela hiperbilirrubinemia.''41%20.25 Em nosso
estudo, as injecoes de bilirrubina foram aplicadas antes da
formacao da barreira hematoencefalica nos ratos neonatos.
Considerando tal fato e a necessidade de cuidados maternos
até a vida adulta, além do maior risco de mortalidade quan-
do tais animais sao afastados de suas maes ou durante a
anestesia, nao realizamos as avaliacoes por RAETC efetuadas
imediatamente ap0s as injecoes. Por essa razao, também nao
foram avaliados o efeito agudo da toxicidade pela bilirrubina
e seu seguimento.

Na literatura, enfatiza-se a dificuldade de um seguimento
prolongado em estudos animais, e também vale a pena men-
cionar qua nao existem resultados relacionados a esse aspec-
to. No nosso estudo, depois da 2* dose injetada, esperamos
por 11 dias, até que os ratos alcancassem a idade adulta.
Durante esse periodo, acredita-se que ocorra diminuicao dos
efeitos potenciais da hiperbilirrubinemia. Mas, embora o
efeito da hiperbilirrubinemia tenha diminuido (como também
pOde ser observado no estudo), em decorréncia da obtencao
de limiares de alta intensidade da RAETC que acompanharam
os niveis de bilirrubina, acredita-se que esse evento tenha
causado deterioracao na morfologia das ondas e na possibi-
lidade de se obter achados de DENA e/ou RAETC.

Podwall et al.?® relatam que, na auséncia de fatores de
risco, obtiveram um padrao de DENA na orelha esquerda
acompanhado de achados radioldgicos normais. Esses auto-
res referem também que, embora o efeito toxico da bilir-
rubina tenha sido sistémico, também é possivel observar
resultados unilaterais, dependendo da localizacao do en-
volvimento.

Durante o desenvolvimento do nosso modelo, seguimos as
instrucoes de Hansen et al.,® uma vez que o tipo de rato e a
bilirrubina em po utilizada foram os mesmos empregados
para provovar hiperbilirrubinemia. Considerando que, na li-
teratura, a mesma solucao tem sido utilizada em grupos pla-
cebos, ndo foi realizado um pré-estudo relacionado aos
efeitos da solucao no sistema auditivo. No entanto, na ava-
liacao dos achados do grupo placebo, resultados similares
foram obtidos nas avaliacoes da RAETC de alguns ratos, em
comparacao com os ratos no grupo experimental.

Quando se leva em consideracao que os valores da BTS nao
sao altos na BTc desse grupo, pode-se pensar que a solucao
também é efetiva no sistema auditivo. Esse achado, que pode
ser considerado como o ponto fraco do estudo, também for-
nece informacoes muito valiosas para a compreensao do
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efeito real da hiperbilirrubinemia no sistema auditivo, me-
diante o estudo do efeito da solucao que sera utilizada na
formacao de hiperbilirrubinemia em modelos animais.

Tal como na hipotese do estudo, promovemos aumento dos
niveis sanguineos de bilirrubina com a injecdo de doses toxi-
cas desse agente em ratos neonatos, e observamos que a
hiperbilirrubinemia pode causar DASN e/ou DENA. Além dis-
so, também vale a pena mencionar, a observacao de que os
efeitos da hiperbilirrubinemia podem se expressar em dife-
rentes padrées na RAETC.

Conclusao

Em nosso estudo, apds o estabelecimento de um modelo de
ratos neonatos com hiperbilirrubinemia por meio da admi-
nistracao de uma dose toxica de bilirrubina, pudemos fazer
uma analogia dos efeitos do nivel da bilirrubina em bebés e
criancas de risco, e analisar as respostas eletrofisioldgicas da
audicao e as diferencas morfologicas.

Foi observado que a hiperbilirrubinemia pode aumentar o
limiar da RAETC em seus efeitos de longo prazo e, também,
que ela deteriora a morfologia das ondas. Levamos em con-
sideracao que a deterioracao da morfologia das ondas na
RAETC pode estar ligada a diminuicao da sincronizacao for-
mada pela lesao nervosa no tronco cerebral auditivo e a
ativacao dos neuronios auditivos. Também foi possivel notar
que a hiperbilirrubinemia pode causar DENA e DASN, e que
MC pode ser observado sem a resposta da RAETEC e, final-
mente, que, em aplicacdes sistémicas, pode existir nao so
estabelecimento bilateral, mas também unilateral.
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