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RESUMO

AQUINO,T.J.M. Ototoxicidade e otoprotecao em orelha interna de cobaias
utilizando gentamicina e amicacina: aspectos ultra-estruturais e
funcionais. 2007. 103f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2007.

A ototoxicidade ainda é um grande desafio para a medicina nos dias atuais, seja pela
freqliente irreversibilidade das lesdes, como no caso dos aminoglicosideos, seja pelo
uso nado descontinuado dos mesmos devido a alta eficacia e ao baixo custo. A
descoberta dos mecanismos enddgenos de autoprotecdo das células ciliadas externas
(CCE) associados a métodos de avaliacao funcional e ultra-estrutural das mesmas,
em experimentagao animal, abriu nova perspectiva de entendimento e controle
destes mecanismos. O presente estudo foi desenvolvido com os objetivos de
determinar se subdoses de gentamicina protegia contra doses ototdxicas de
amicacina, baseado no mecanismo de autoprotecao da cdclea e ainda determinar se
a amplitude das respostas das emissdes otoacusticas produto de distorcao (EOAPD)
teria correlagdo com o nivel de integridade das CCE, em cobaias. Utilizando-se 31
cobaias albinas macho, divididas em 4 grupos, administrou-se soro fisioldgico 0,9%
(grupo 1), gentamicina (grupo 2), amicacina (grupo 3) e gentamicina + amicacina
(grupo 4), intramuscular, por 12, 30 e 42 dias. Alteragdes funcionais e ultra-
estruturais nas cocleas (n=60) das cobaias foram avaliadas ao fim do experimento
através da realizacao do teste de EOAPD e andlise da integridade das CCE a
microscopia eletrénica de varredura. Os resultados revelaram que subdoses de
gentamicina nao protegem a orelha interna contra acao lesiva da amicacina e que a
amplitude das respostas no teste de EOAPD tem correlacado estatistica com o grau de
lesao de CCE. Estes resultados sao discutidos no ambito do entendimento dos
mecanismos de ototoxicidade e otoprotecao da orelha interna em cobaias e também
como determinantes de uma nova visao de que nao somente a presenga, mas

também a variacdo da intensidade das EOAPD tem importancia clinica no



acompanhamento das lesdes de CCE, com possivel aplicagdo no monitoramento de

ototoxicidade por drogas em humanos.

Palavras-chave: orelha interna [lesdes], aminoglicosideos [toxicidade], citoprotecdao

[efeito de drogas], emissOes otoacusticas, microscopia eletronica de varredura.



ABSTRACT

AQUINO,T.].M. Ototoxicity and otoprotection in the inner ear of
guinea pigs using gentamicin and amikacin: ultrastructural and
functional aspects. 103 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina de

Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2007.

Ototoxicity continues to be a great challenge for medicine both because of
the frequent irreversibility of the injuries, as is the case with the use of
aminoglycosides, and because of the non-discontinued use of these drugs
due to their high efficacy and low cost. The discovery of endogenous self-
protective mechanisms of the outer hair cells (OHC) associated with
methods of functional and ultrastructural evaluation of these cells in
animal experimentation has opened new perspectives for the
understanding and control of these mechanisms. The objective of the
present study was to determine whether subdoses of gentamicin protect
against ototoxic doses of amikacin based on the self-protective
mechanism of the cochlea and also to determine whether the amplitude of
distortion product otoacoustic emission (DPOAE) responses are correlated
with the degree of OHC integrity in guinea pigs. Thirty-one male albino
guinea pigs were divided into four groups respectively receiving
intramuscularly 0.9% physiological saline (group 1), gentamicin (group 2),
amikacin (group 3) and gentamicin + amikacin (group 4) for 12, 30 and 42
days. Functional and ultrastructural changes in the cochlea (n=60) of the
animals were evaluated at the end of the experiment by the DPOAE test
and by the analysis of OHC integrity by scanning electron microscopy. The
results revealed that subdoses of gentamicin did not protect the inner ear
against the damaging action of amikacin and that the amplitude of the
DPOAE response was statistically correlated with the intensity of OHC
injuries. These results are discussed. In terms of the understanding of the

mechanisms of ototoxicity and otoprotection of the inner ear of guinea



pigs and also as the determinants of a new viewpoint indicating that not
only the presence but also the variation in amplitude of the DPOAE is of
clinical importance in the monitoring of OHC injuries, with a possible

application to the monitoring of drug ototoxicity in humans.

Key-words: inner ear[injuries], aminoglycosides[toxicity],
cytoprotection[drug effect], otoacoustic emissions, scanning electron

microscopy.
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1 INTRODUGCAO

A ototoxicidade ainda € um grande desafio para a medicina nos dias atuais.
N3o obstante o grande nimero de pesquisas que sao realizadas sobre o tema pelos
mais renomados pesquisadores e centros de pesquisa em todo o mundo e pelo
gradual avango no conhecimento da fisiopatologia da ototoxicose, ainda nao se
conseguiu o satisfatorio controle sobre o processo lesivo da orelha interna provocado
pelos agentes ototdxicos em seres humanos. Eleva-se a importancia do tema o fato
de que muitas drogas potencialmente ototdxicas, como os antibioticos
aminoglicosideos, e quimioterapicos, como a cisplatina, ainda sao largamente
utilizados na pratica médica, seja pelo custo acessivel e eficacia, seja pela nao
existéncia de outra droga de eficacia similar para determinadas patologias. A
irreversibilidade da lesdo em grande parte dos casos é o outro ponto critico do
processo de ototoxicidade, levando a um problema social importante em
conseqiiéncia do estabelecimento da surdez.

Dentre as drogas ototdxicas, indubitavelmente os aminoglicosideos sd@o os
mais largamente utilizados. Indicados primariamente no tratamento de infecgdes por
bactérias Gram-negativas aerobicas, vém sendo largamente utilizados desde a sua
descoberta, em 1943, devido a sua alta eficacia antimicrobiana e baixo custo. No
entanto apresentam agao ototdxica importante, havendo aqueles
predominantemente cocleotdxicos (amicacina, canamicina, neomicina, paramomicina,
aminosidina, netilmicina) e outros predominantemente vestibulotdxicos (gentamicina,
estreptomicina) (OLIVEIRA; BERNAL, 2003). A ototoxicidade € em grande parte

irreversivel e resulta da destruicdo progressiva das células sensoriais vestibulares e
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ou cocleares, que sao altamente sensiveis a lesdo provocada pelos aminoglicosideos
(BRUMMET, 1983).

Se a reversibilidade das lesdes ainda € um desafio ndo vencido, recentemente
varios estudos estdo sendo desenvolvidos visando encontrar mecanismos de
protecao da orelha interna contra estes agentes lesivos, mostrando resultados
promissores e vislumbrando um caminho na direcao da solugao deste grave
problema. Drogas como a deferoxamina, salicilato, fatores de crescimento, ginkgo
biloba, tiossulfato de sddio e outras tém se mostrado eficazes na reducdo das lesdes
provocadas por aminoglicosideos ou quimioterapicos quando administradas
previamente e ou concomitantemente aos ototdxicos.

Uma nova linha de pesquisa, que a cada dia aumenta sua importancia, é a
gue estuda os mecanismos endogenos de protecdo da orelha interna. Sabe-se que
na coclea adulta varias enzimas de destoxificacdo e enzimas antioxidantes tém sido
demonstradas, como: catalase, superoxido-dismutase, glutationa-peroxidase,
glutationa-redutase, glutationa-S-transferase (EL BARBARY; ALTSCHULER;
SCHACHT, 1993; RYBAK ET AL, 1997). Sabe-se também que a presenca de
glutationa (GSH), um tripeptideo presente em todas as células de mamiferos,
protege as células ciliadas externas /in vitro contra citotoxicidade do metabodlito téxico
da gentamicina (GARETZ; SCHACHT, 1992; GARETZ; LATSCHULER; SCHACHT,
1994), assim como a sua deplecao potencializa ototoxicidade induzida por droga /n
vivo (HOFFMAN ET AL, 1988). Recentemente descobriu-se também que pequenas
doses ndo toxicas de amicacina ou gentamicina, administradas durante alguns dias
previamente a administracao de doses efetivamente ototdxicas, protegem a coclea

do efeito lesivo desta mesma droga, o que poderia ser explicado pelo
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desencadeamento destes mecanismos enddgenos de autodefesa (CANEDO, 1999;
OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO, 2002; MAUDONNET, 2005). Notam-se, nestes
estudos, a utilizacdo da microscopia eletronica de varredura e das emissoes
otoacusticas como método predominante de avaliacdo da orelha interna, nas lesdes
induzidas por drogas.

A necessidade do aprofundamento dos estudos para o melhor entendimento
dos mecanismos fisiopatoldgicos de lesdo da orelha interna e, sobretudo, dos
mecanismos enddgenos de auto-protecdo do Orgdo de Corti é essencial para se
evitar dano irreversivel e surdez, evitando-se desta forma suas repercussoes psico-

sociais.
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2.1,

2.2,

2 OBIJETIVOS

Determinar se a administragdo prévia de doses nao tdxicas de
gentamicina protege a céclea contra doses tdxicas de amicacina,

baseado no mecanismo de autodefesa, em cobaias.

Determinar se a amplitude das respostas das emissoes
otoacusticas por produtos de distorcdao tém correlacao com o
grau de integridade morfoldgica das células ciliadas externas, em

cobaias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Anatomofisiologia da Audicao

A audicao é um dos mais sensiveis e importantes sentidos do organismo
humano. Para que o processamento auditivo ocorra de forma perfeita é necessaria a
integridade de todo o sistema auditivo, composto pelas orelhas externa, média e
interna, e pelas vias auditivas centrais e periféricas.

A orelha externa é composta de duas partes: o pavilhdo auditivo externo e o
conduto auditivo externo. Estando situada de ambos os lados da cabeca apresenta
as funcOes de proteger a orelha média, amplificar e localizar os sons no espaco
(SEVIN; ANDRIEU-GUITRANCOURT; DEHESDIN, 2000). O pavilhao, principalmente a
concha, pode amplificar em até 20 dB a intensidade de sons de freqiiéncias entre
5.000Hz e 6.000Hz. O conduto auditivo externo pode aumentar em até 10 dB a
intensidade de sons entre 2.000Hz e 5.000Hz (op. cit.). A localizagao do som se
realiza pela diferenca de amplitude e de fase registrada por cada orelha. Este
fendmeno forma parte da audicdo binaural, onde a orelha externa parece ter grande
importancia (SHAW, 1974; DANGER, 1979; SEVIN;ANDRIEU-GUITRANCOURT;
DEHESDIN, 2000).

A orelha média é uma cavidade aérea tripartida, situada entre as trés porgoes
do osso temporal. Sua parte central, comumente chamada de caixa timpanica,

contém o sistema timpano-ossicular que transporta a onda sonora do mundo exterior
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até a orelha interna. Sobre uma mesma linha reta se encontram, em direcao
posterior, 0s anexos mastoideos e, em direcao anterior, a tuba auditiva, que se
comunica com a rinofaringe (THOMASSIN; BELLUS, 2000). Separando as orelhas
média e externa encontra-se a membrana timpanica que, através dos ossiculos
martelo, bigorna e estribo, comunica-se com a orelha interna através da janela oval.

A orelha média desempenha um papel de amplificacao sonora. Esta
amplificacdo se da por dois mecanismos: 1° - efeito de superficie, onde a area movel
de membrana timpanica de aproximadamente 55 mm? transmitida e aplicada sobre a
base do estribo com aproximadamente 3,2 mm? leva a uma amplificacdo da onda
sonora em aproximadamente 17 vezes (relacao 55/3,2); 2° - efeito de alavanca dos
ossiculos, visto que o martelo sendo 1,3 vezes mais longo que a bigorna provoca um
aumento da amplitude ao nivel da articulacdo incudo-estapedial também de 1,3. O
conjunto da amplificacdo entao é de 17 x 1,3 = 22 vezes (ALBERNAZ ET AL, 1997). A
tuba auditiva exerce uma fungdo de otimizacdao da pressao aérea entre os dois lados
da membrana timpanica, para que este sistema de amplificacdao funcione de forma
eficiente. O musculo do estribo, ao se contrair, aumenta a rigidez da cadeia ossicular
protegendo o ouvido de sons muito altos, nao explosivos (op. cit.).

A orelha interna é composta pela céclea e pelo sistema vestibular. O sistema
vestibular constitui-se dos canais semicirculares, utriculo e saculo. O utriculo e saculo
possuem maculas, estruturas onde os estereocilios das células sensoriais receptoras
estao imersos em uma matriz gelatinosa, a otoconia, sobre a qual se encontram
pequenas cristas de carbonato de calcio, os otdlitos. Os canais semicirculares, em
numero de trés, possuem uma extremidade dilatada, a ampola, onde se encontra a

crista ampular. As células receptoras localizadas no apice da crista com seus cilios
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estao imersas na estrutura gelatinosa, a cipula. A movimentacao da endolinfa, de
acordo com a mudanca de posicao ou aceleracao da cabeca, movimenta a clpula e
ou os otdlitos, o que, devido a disposicao espacial dos canais, fornece a nocao de
posicao e movimento. De maneira genérica, o saculo e o utriculo respondem as
aceleragdes lineares, enquanto os canais semicirculares as aceleragdes angulares. As
informacOes sensoriais vestibulares sao levadas aos nervos vestibular superior e
inferior que estabelecem sinapses com quatro nucleos vestibulares situados no
assoalho do IV ventriculo. A partir dai ocorrem conexdes com o sistema 6culo-motor
e proprioceptivo, fundamentais para a coordenacao geral do equilibrio.

A cdclea, motivo principal de nosso estudo, é um tubo dividido em trés partes:
escala vestibular, escala média (ducto coclear) e escala timpanica, e enrolado em
torno de um eixo central, o0 modiolo. Ela tem a forma de uma espiral com duas
espiras e meia. Possui dois pontos de contato com a orelha média: a janela oval ou
vestibular, onde se encontra o estribo e que comunica a orelha média com a escala
vestibular; a janela redonda ou coclear, obliterada por uma membrana que separa a
orelha média da escala timpanica. As escalas vestibulares e cocleares contém
perilinfa, liguido de mesma composicao do liquor, e se comunicam no apice da coclea
através do helicotrema. Desta forma, as ondas sonoras que atingem a escala
vestibular, através do estribo, criam ondas de propagacado na perilinfa da escala
vestibular que continuam na escala timpanica através do helicotrema.

A escala média ou ducto coclear contém endolinfa, cuja composicao é
semelhante a do liquido intracelular (rico em potassio e pobre em sédio). Possui
potencial elétrico positivo de 80mV, denominado potencial endococlear, que é um

fator de amplificacdo adicional para as células receptoras. A escala média é separada
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da escala vestibular pela membrana de Reissner, e da escala timpanica pela
membrana basilar, sobre a qual se encontra o 6rgao de Corti (Figura 1). A diferente
dimensdo da membrana basilar ao longo da céclea faz com que, ao ser exposta as
ondas de propagacao sonora da perilinfa, ela vibre com maior amplitude na area
correspondente a freqiiéncia de cada som. Este principio mecanico de distribuicao de

freqliéncias é denominado de principio da localizagdo.

—
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Figura 1 Corte ao nivel da coclea mostrando as escalas timpanica, média e vestibular: a. rampa
vestibular; b.canal coclear (escala média); c. rampa timpanica; d. ganglio espiral; e. membrana de
Reissner; 1. limbo espiral; 2. sulco espiral interno; 3. membrana tectdria; 4. estria vascular; 5. circulo
espiral; 6. sulco espiral externo; 7. ligamento espiral; 8. membrana basilar; 9.tunel de Corti; 10.lamina
espiral; 11. nervo coclear. Fonte: Sauvage et al, 2000.

No 6rgao de Corti as células ciliadas internas (CCI) estdo dispostas em Unica
fileira, medialmente ao tunel de Corti, estando conectadas a terminacdes neurais
aferentes que levam informagdes ao nervo coclear, sendo as verdadeiras células

receptoras auditivas. As células ciliadas externas (CCE), dispostas em trés fileiras
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lateralmente ao tunel de Corti, sdo células altamente especializadas cuja funcao é
amplificar a vibracao da membrana basilar e aprimorar a discriminacao de

freqiéncias do sistema (Figura 2). Possuem sinapses aferentes e eferentes, sendo
estas ultimas a maioria, provenientes do trato olivo-coclear. Desta forma realizam

uma funcdo também de ajuste sob influéncia do sistema auditivo central.
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Figura 2 Orgo de Corti: 1. sulco espiral interno; 2. células ciliadas externas; 3. célula ciliada interna;
4. células de Deiters; 5. membrana basilar; 6. prolongamentos digitais das células de Deiters; 7.
células de Hensen; 8. pilares; 9. tunel de Corti; 10. espaco de Nuel. Fonte: Sauvage et al, 2000.

A membrana tectdria se apdia sobre os cilios das CCE. Os cilios das CCI, com
o0 sistema em repouso, ndo tocam a membrana tectdria. Os cilios das CCE, porém,
estao imersos na mesma. Quando surgem as ondas de propagacao na perilinfa,
determinadas areas da membrana basilar, comecam a vibrar e os cilios das CCE
correspondentes sdo flexionados. Estas flexdes dos cilios levam as CCE a contrairem-
se ativamente, trazendo a membrana tectdria de encontro aos cilios das CCI,

flexionando-os e ativando-as. A despolarizacao desta CCI envia sinais para o nervo
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coclear. O numero de CCE em contracao € ajustado pela inervacao eferente. Um
principio fisioldgico ligado as células receptoras é o da periodicidade, em que varias
células transmitem informac0es seriadas para aprimorar a discriminacao de
freqliéncia por localizacao (ALBERNAZ ET AL, 1997).

Os impulsos nervosos que atingem as fibras do nervo coclear ao nivel da
cdclea atingem sequencialmente o ganglio espiral, os nucleos cocleares no tronco
cerebral, o complexo olivar, o coliculo inferior, o leminisco lateral, o complexo
geniculado medial e area auditiva cortical do lobo temporal. Em todos estes niveis
ocorre uma distribuicao tonotopica das freqiiéncias graves, médias e agudas (op.

ait.).

3.2. Ototoxicidade

As ototoxicoses sao afeccOes iatrogénicas provocadas por drogas que alteram
a orelha interna. Podem afetar o sistema coclear, o sistema vestibular ou ambos,
afetando a audicado e ou equilibrio. Considera-se ototoxicose quando ha perda
auditiva sensorio-neural de 25 dB em uma ou mais freqiiéncias de 250 a 8.000 Hz e
ou manifestacoes vestibulares como vertigem ou desequilibrio (OLIVEIRA; BERNAL,
2003).

Varias drogas tém sido descritas como potencialmente ototdxicas, como
eritromicina, cloranfenicol, ampicilina, minociclina, cefalosporina, viomicina,
capreomicina, polimixinas, actinomicina, framicetina, lincomicina, acido nalidixico,

vancomicina e espectinomicina. Também drogas nao antibidticas como
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quimioterapicos (cisplatina, vincristina), clorexedina, benzalconio, iodo, etanol,
propilenoglicol e substancias como o mercurio e solventes organicos (OLIVEIRA,
1989; ALMEIDA; ALMEIDA; DUPRAT, 1993; OLIVEIRA; BERNAL, 2003). Diuréticos
como o acido etacrinico e furosemida tém agdo ototoxica reversivel e potencializam a
ototoxicidade dos aminoglicosideos. Também com acao ototodxica reversivel estao os
antiinflamatdrios nao esteroidais como o ibuprofeno, salicilatos, monofenilbutazona e
indometacina. Os contraceptivos orais, da mesma forma, podem provocar em alguns
casos perdas auditivas uni ou bilaterais progressivas e irreversiveis (OLIVEIRA, 1989,
1990).

Porém, indubitavelmente, dentre as drogas de maior potencial ototdxico, as
mais utilizadas, pesquisadas e estudadas sdo os antibidticos aminoglicosideos.

O nome aminoglicosideo tem origem na sua base estrutural composta por dois
ou mais aminoagucares unidos por uma ligagao glicosidica a um nucleo de hexose
(aminociclitol) e com trés a cinco grupos amino primarios ou secundarios distribuidos
em um sistema de anéis (ROSA—GALVEZ; JAUREGUI-RENAUS; HERNANDEZ-
GORIBAR, 1998; CHAMBERS, 2003).

O primeiro aminoglicosideo descoberto foi a estreptomicina, em 1943, fruto da
busca por medicamentos antibacterianos contra microrganismos gram-negativos.
Com o seu uso, inicialmente para tratar tuberculose, rapidamente notaram-se os
seus efeitos tdxicos renais e cocleo-vestibulares. Com o tempo também se
verificaram os primeiros casos de resisténcia bacteriana, o que impulsionou a busca
por outras alternativas. Surgiram entdao a neomicina em 1949, a canamicina em

1957, a gentamicina em 1964 e a tobramicina em 1967 (SANDE; MANDELL, 1989). A
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amicacina, descrita em 1972, é um derivado da canamicina, e a netilmicina € um
derivado da sisomicina (CHAMBERS, 2003).

Os aminoglicosideos sao compostos cationicos fortemente polares,
hidrossollveis, muito pouco absorvidos no trato gastrintestinal, excretados por
filtracdo glomerular renal com vida média no plasma de 2 a 3 horas (SANDE;
MANDELL, 1989). Atuam interferindo na sintese de proteinas dos microrganismos
susceptiveis, sendo bactericida dose-dependente (CHAMBERS, 2003), atuando
principalmente contra bactérias aerdbicas gram-negativas. Apesar dos efeitos
tdxicos, ainda sao largamente utilizadas em todo o mundo devido ao seu baixo custo
e alta eficacia.

A ototoxicidade por aminoglicosideos tem sido observada em animais e seres
humanos. Fee, em 1980, relata uma incidéncia de 2 a 25% de ototoxicidade em
pacientes submetidos a antibioticoterapia por aminoglicosideo. Matz, em 1993,
descreveu alteragdes da orelha interna em 20% dos pacientes expostos a
estreptomicina, 13.9% a amicacina, 8.6% a gentamicina, 6.1% a tobramicina e 2.4%
a netilmicina. Parece existir também uma susceptibilidade genética a ototoxicidade
pelos aminoglicosideos (FISHEL-GHODSIAN, 2005). Na Asia tem sido identificado que
esta susceptibilidade pode ser hereditaria por uma mutacao do gen mitocondrial para
0 RNA ribossomal 12S (HIGASHI, 1989; HU ET AL, 1991; PANDYA ET AL, 1997; LI
ET AL, 2005; DAI ET AL, 2006; XING ET AL, 2006). Rodrigues-Ballesteros et al
(2006) também mostraram a presen¢a da mesma mutacao do gen rRNA 12S em
uma familia espanhola, levando a uma maior susceptibilidade de perda auditiva,
demonstrando que a mesma nao se limitava a populagdo oriental. Almeida, Almeida

e Duprat (1993), relatam que esta hereditariedade parece ser autossomica



Aquino, TIM. Ototoxicidade e Otoprotecdo em Orelha Intden@obaias 36

dominante, podendo haver ainda a sensibilidade destas familias ao outros ototdxicos.
McCraken (1986) e Matz (1993) descreveram uma menor incidéncia de toxicidade
coclear por estreptomicina, canamicina, gentamicina, amicacina e netilmicina em
neonatos. No entanto este dado ainda é controverso visto a dificuldade de avaliacao
auditiva nesta faixa etaria.

Apesar de todos os aminoglicosideos exercerem toxicidade tanto coclear como
vestibular, existe uma seletividade toxica. Assim, enquanto estreptomicina e
gentamicina tém uma toxicidade predominantemente vestibular, canamicina e
amicacina sao predominantemente cocleotoxicos. Nao existe consenso sobre a
tobramicina. Shulman (1976) afirma que a mesma é predominantemente
cocleotdxica, Oliveira e Bernal (2003) que é predominatente vestibulotdxica e
Chambers (2003) que exerce a mesma toxicidade na cdclea e no sistema vestibular.
Existe também um sinergismo dos aminoglicosideos com outras drogas especificas
que potencializam os efeitos tdxicos de ambas. Assim acontece quando se administra
um aminoglicosideo e logo em seguida um diurético de alca (exemplo: acido
etacrinico). Quando a ordem de administracao se inverte, a toxicidade é mesma das
duas drogas isoladamente. Acredita-se, neste caso, que os aminoglicosideos atuem
nas membranas celulares da orelha interna aumentando a permeabilidade e
facilitando a entrada e toxicidade destes diuréticos (MATZ, 1993).

Histologicamente, o dano inicial na céclea acontece predominantemente na
espira basal, sequindo posteriormente em direcdo a espira apical. A 12 fileira de CCE
(mais interna) é também a primeira a ser acometida pelo aminoglicosideo, seguida
pela segunda e terceiras fileiras dentro da mesma espira. Somente em situagoes de

toxicidade severa vemos lesdes de células ciliadas internas (CCI). Estria vascular,
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ligamento espiral e membrana de Reissner também podem estar lesadas (HUGRES;
KOEGEL, 1985; OLIVEIRA, 1989).

Os aminoglicosideos tém afinidade pelos polifosfoinosideos e alteram a
permeabilidade da membrana celular, provocando varios efeitos intracelulares: na
sintese de proteinas, DNA, RNA, metabolismo energético, transporte i6nico, sintese
ou degradacao de prostaglandinas, gangliosideos, mucopolissacarideos e lipideos
(SCHACHT, 1993).

Apos a penetracdo nas células sensoriais, a sua eliminacdo é lenta, o que pode
explicar o seu efeito tardio mesmo depois do término do tratamento com o
aminoglicosideo (HIEL ET AL, 1992). Existe evidéncia também que o agente toxico
nao seja o composto original, mas um metabdlito do mesmo (NISHIDA; TAKUMIDA,
1996; ROSA—GALVEZ; JAUREGUI-RENAUS; HERNANDEZ-GORIBAR, 1998),
provavelmente oriundo de uma ligacdo com o Fe® produzindo reacdes de reducdo
com liberacao de substancias oxigénio reativas (OLIVEIRA; BERNAL, 2003). Também
a susceptibilidade genética como a relagao com a sintese de proteinas mitocondriais
e a deficiéncia do complexo mitocondrial I, em portadores de mutacdo 1555,
levando a dano oxidativo, tem sido considerado (HUTCHIN; CORTOPASSI, 1994).

A ototoxicidade é em grande parte irreversivel, fruto da destruicao progressiva
das células sensoriais cocleares e ou vestibulares, que sdo altamente sensiveis a
lesdo causada pelos aminoglicosideos (BRUMMETT, 1983; CHAMBERS, 2003). Se a
dose é aumentada e a exposicao prolongada, a lesao progride na coclea da base
para o apice e segue-se uma degeneracao retrégrada do nervo coclear (CHAMBERS,

2003).
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3.3. Otoprotecao

As tentativas de protecdo da orelha interna contra a agressao dos ototoxicos,
sobretudo aminoglicosideos e quimioterapicos, iniciaram-se desde que estas drogas
comecaram a ser utilizadas e este seu efeito deletério foi identificado.

Inumeras drogas ja foram identificadas e estudos publicados mostrando terem
efeito protetor ou atenuador contra lesdo por drogas ototdxicas, porém nenhuma
com agao totalmente eficaz.

Estudos recentes tém associado a presenca de metabdlitos oxigénio-reativos
(radicais livres) como uma via de lesao tecidual droga-induzida na orelha interna
(WU; SHA; SCHACHT, 2002; OLIVEIRA; BERNAL, 2003). Diferentes drogas e
xenobidticos sao convertidas ou estimulam a formagdo de substancias oxigénio-
reativas. Estes radicais livres sao compostos altamente agressivos que alteram
membranas bioldgicas, proteinas, lipidios, carboidratos e sao implicadas em reacoes
adversas as drogas (KNIGHT, 1995) podendo provocar até a morte celular. Minami,
Sha e Schacht (2004) demonstraram a participagdo de processos oxigénio reativos
no mecanismo de ototoxicidade por cisplatina, sugerindo que o uso de antioxidantes
poderia diminuir a toxicidade celular.

Sabendo-se que nas reagoes de ototoxicidade por aminoglicosideos ha
participacdo de ferro com formacdo do complexo aminoglicosideo-Fe* que apds
reduzido pode continuar a catalizar a formagao de radicais livres superoxidos de
moléculas de O, (HUANG; SCHACHT, 1990; CRANN ET AL, 1992), era de se esperar

gue quelantes, menos tdxicos, poderiam interferir diretamente na protecao, ao
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competir com o aminoglicosideo na ligacdo com o ferro, impedindo a formagdo do
complexo aminoglicosideo-Fe e liberacao de radicais livres, prevenindo ou diminuindo
0s danos teciduais.

De fato, o uso de quelantes do ferro, como a deferoxamina e 2-3
diidroxibenzoato tem se mostrado eficaz para atenuar os efeitos ototdxicos dos
aminoglicosideos (SONG; ANDERSON; SCHACHT, 1997; CONLON;PERRY;SMITH,
1998; SINSWAT ET AL, 2000; OLIVEIRA; BERNAL, 2003). O salicilato é outra droga
que age como quelante do ferro e também como anti-oxidante. E uma droga muito
utilizada na pratica médica na forma de acido acetil salicilico, que é convertido em
salicilato no corpo. Apesar das doses altas poderem causar acufenos e perda
transitdria da audicdo, a protecao é alcancada com doses moderadas de salicilato
contra doses de gentamicina até 50 vezes maiores que as usadas em humanos
(OLIVEIRA; BERNAL, 2003; HYPPOLITO; OLIVEIRA; ROSSATO, 2006; CHEN ET AL,
2007).

As substancias anti-radicais livres também tém sido muito utilizadas com
sucesso parcial na protecdo da orelha interna contra ototdxicos. Dentre elas
podemos citar o acido alfa-lipdico. O acido alfa-lipdico é um anti-radical livre lipofilico
gue também pode aumentar a concentragao celular de vitamina “C”, "E” e glutationa,
considerado anti-oxidantes naturais das células. Em trabalho publicado foi
demonstrada sua agao protetora contra doses ototdxicas de amicacina (CONLON ET
AL, 1999).

Outra droga anti-oxidante com efeitos estudados é o alfa-tocoferol, cujas
publicacdes tém mostrado acao otoprotetora contra ototoxicidade por gentamicina

(FETONI ET AL, 2003; 2004a) e por cisplatina (FETONI ET AL, 2004b).
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A prépria glutationa, um tripeptideo encontrado em todas as células de
mamiferos e que tem um papel chave na protecao celular contra substancias
oxigénio-reativas (JACOBY ET AL, 1978; MEISTER ET AL, 1991), se administrado
previamente ao aminoglicosideo, pode reduzir significativamente as lesdes
produzidas por este Ultimo, segundo trabalho publicado por Nishida e Takumida
(1996). Ruiz et al (2006) mostrou que a glutationa (GSH) também protege as
células ciliadas contra lesdo por produtos do estresse celular oxidativo. Sabe-se
também que a deplecdo de glutationa potencializa a ototoxicidade por drogas in vivo
(HOFFMAN ET AL, 1988) enquanto a sua presenca protege as células ciliadas
externas /n vitro contra a citotoxicidade do metabdlito tdxico da gentamicina
(GARETZ; SCHACHT, 1992; GARETZ; LATSCHULER; SCHACHT, 1994). As enzimas
relacionadas a glutationa representam agentes enddgenos de protegdo contra
metabolitos toxicos. A glutationa S-transferase cataliza a conjugacao da glutationa
formando compostos sulfidricos (glutationa ditioeritritol) que previnem a acao
citotdxica da gentamicina. Whitworth et al (2004) aplicando agonistas de adenosina
junto a janela redonda de chinchilas obteve efeito protetor contra ototoxicidade pela
cisplatina. A aplicacao de agonista de adenosina na janela redonda resulta, segundo
este autor, em significativo aumento coclear de glutationa peroxidase e superdxido
desmutase. Segundo Oliveira e Bernal (2003), é entao possivel que a glutationa
inative 0 metabdlito da gentamicina em uma reagao enzimatica com a participacao
da glutationa-transferase e glutationa-peroxidase, permanecendo, no entanto,
apenas no campo especulativo.

A ginkgo biloba também tem sido demonstrada como agente protetor de lesdo

de células ciliadas externas quando administradas concomitantemente a droga
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ototoxica. A ginkgo biloba teria uma acao antioxidante protegendo as células dos
metabdlitos oxidativos. Esta agao protetora foi demonstrada por Hyppolito et al.
(2003) para a cisplatina e por Miman, Sha e Schacht (2002) para amicacina.

Entre inimeras outras drogas pesquisadas como protetoras de lesao induzidas
por aminoglicosideos podemos citar os fatores neurotrdéficos, como a neurotrofina-3
(NT-3) (DUAN ET AL, 2000) e o fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) (YAGI ET
AL, 1999), que podem proteger as células ciliadas do trauma téxico. Também os
fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator
transformante de crescimento (TGF-a e TGF-B) apresentam acao protetora contra
ototoxicidade (ROMAND; CHARDIN, 1999). Da mesma forma, o fator de crescimento
fibroblastico (FGF-2) que teria uma agdo protetora contra as CCE e o ganglio espiral,
e o metilcatecol, que estimula a sintese do fator de crescimento neuronal (NGF).
Nesta mesma linha, Corbacella et al. (2004) e Wei et al. (2005) publicaram trabalhos
demonstrando que a minociclina, um antibiético derivado da tetraciclina, que tem
uma acao protetora contra varias desordens neurodegenerativas, também apresenta
uma acgao protetora contra ototoxicidade induzida por gentamicina.

Nos ultimos anos, especial atencao tem sido dada aos mecanismos enddgenos
de auto-protecao celular ao nivel da orelha interna. Como ja explicitado, a céclea
adulta possui varias enzimas anti-oxidantes capazes de transformar metabdlitos
tdxicos em substancias menos lesivas. As principais sao a glutationa-transferase,
glutationa-peroxidase, glutationa-redutase, superdxido-dismutase e catalase. Outras
substancias antioxidantes como a vitamina C também podem estar presentes.
Baseado nestes conhecimentos, Canedo (1999) e Oliveira, Canedo e Rossato (2002)

demonstraram que a exposicao da orelha interna de cobaias a pequenas doses nao
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tdxicas de amicacina, por um determinado tempo, protegiam a cdclea quando era
sequencialmente exposta a mesma droga em doses ototodxicas, sugerindo que o
estimulo ndo toxico prévio induziria as células da orelha interna de cobaias a
produzirem substancias enddgenas de autodefesa que as deixariam melhor
preparadas para enfrentar as doses potencialmente lesivas. Experimento com
resultados semelhantes foi publicado por Maudonnet (2005) que utilizou a
gentamicina, sendo este um campo ainda aberto para novos estudos por tratar-se de
um fendmeno bioldgico que, estudado com maior profundidade, podera esclarecer os

mecanismos de ototoxicidade e otoprotecao induzida por drogas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 MATERIAL

Para o estudo foram utilizadas 31 cobaias albinas macho, espécie Cavia
porcellus, linhagem inglesa, com peso entre 400g e 600g., divididas em quatro
grupos: grupos 1 (soro fisioldgico) com 6 cobaias, grupo 2 (gentamicina) com 5

cobaias, grupos 3 (amicacina) e 4 (gentamicina + amicacina) com 10 cobaias cada.

4.2 METODO

4.2.1 Selecao dos animais experimentais e critérios de inclusao

Escolhemos como animal experimental cobaias albinas, pela facilidade de
manejo, disseccao coclear e manipulagao e ainda pela igual facilidade de infusao de
drogas anestésicas e drogas em experimentacao, pela via intraperitoneal,

intramuscular ou subcutanea, quando comparados a outros animais experimentais.

Os cuidados seguiram as diretrizes do Guia para Cuidados e Uso de Animais
de Laboratdrio do Institute of Laboratory Animal Resources, Comission on Life
Sciences, National Research Council, National Academy Press, Washington, DC.

(1996).
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O protocolo experimental seguiu os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi submetido a analise e aprovacao prévia da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto com o titulo preliminar de “Estudos dos mecanismos de otoprotecao

cruzada da orelha interna de cobaias”, sob protocolo nimero 086/2004 (Anexo A).

Os animais foram selecionados no Biotério Central da Faculdade Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, através da presenca do Reflexo de Preyer
(JERO; COLING; LALWANI, 2001; PREYER, 1882) e peso variando entre 400 e 600
gramas, por serem animais mais resistentes aos efeitos colaterais sistémicos das

altas doses de amicacina utilizadas.

Apds um repouso auditivo de 24 horas, os animais foram avaliados e
submetidos a otoscopia externa através da visualizacao do conduto auditivo externo
com otoscdpio. Os animais que apresentavam sinais de otite externa ou otite média
aguda, cerume de dificil remocao, alteracoes inflamatdrias do conduto auditivo
externo ou mesmo conduto auditivo muito estreito para acomodar adequadamente a
sonda do equipamento de emissdes otoacusticas (EOA), foram descartados do
experimento. Os que apresentavam rolha de cerume e tinham a mesma removida

foram mantidos.

Todos os animais incluidos foram entdo submetidos a uma triagem auditiva
pela pesquisa da presenca de emissao otoacustica por produto de distorcao (EOAPD)
em cabine com isolamento acustico e sob anestesia com ketamina (65 mg/Kg). As
que apresentavam EOAPD presentes nas duas orelhas foram selecionadas para o

experimento e as demais excluidas. Os animais foram mantidos no Biotério do
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Laboratdrio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de

Medicina de Ribeirao Preto-USP.

4.2.2. Formacao dos Grupos de Estudo

Dentre as 31 cobaias incluidas no trabalho, duas cobaias do grupo 3
apresentaram problemas técnicos em uma das duas cdcleas, na preparacao para
analise a microscopia eletronica, sendo estas duas cdcleas com problemas excluidas
do estudo, mantendo-se as cdcleas preservadas. Desta forma, ficou o grupo 1 com
seis cobaias e doze cdcleas, o grupo 2 com cinco cobaias e dez cocleas, o grupo 3
com dez cobaias e dezoito cdcleas e o grupo 4 com dez cobaias e vinte cocleas. As

caracteristicas de cada grupo estao abaixo descritas:

GRUPO 1 — CONTROLE — SORO FISIOLOGICO
« Seis animais - doze cdcleas, com administracdo de SF 0,9%
intramuscular em dose Unica diaria, no mesmo volume
correspondente a dose de amicacina para o peso da cobaia,

durante 30 dias consecutivos.

GRUPO 2 — CONTROLE — GENTAMICINA
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« Cinco animais — dez cdcleas, com administracao intramuscular de
Gentamicina na dose Unica didria de 10 mg/kg/dia intramuscular

durante 30 dias consecutivos.

GRUPO 3 — CONTROLE - AMICACINA
« Dez animais — dezoito cdcleas, com administracao intramuscular
de Amicacina na dose Unica diaria de 400 mg/kg/dia

intramuscular, por doze dias consecutivos’.

GRUPO 4 - ESTUDO - GENTAMICINA + AMICACINA
« Dez animais — vinte cdcleas, com administracdo de intramuscular
de Gentamicina na dose Unica diaria de 10 mg/kg/dia do 1° ao
300 dia, seguido pela de administracao intramuscular sequencial
de Amicacina na dose Unica diaria de 400 mg/kg/dia, por mais

doze dias (31° ao 42° dia).

A dose utilizada de gentamicina, incapaz de provocar lesao
significativa na orelha interna, foi a mesma utilizada em um estudo prévio
realizado por Maudonnet (2005) e confirmado pelo nosso grupo controle
2. A utilizacao de tal dose teve por objetivo tentar promover o fenémeno
da habituacdo das CCE expostas previamente a uma droga

potencialmente ototdxica - a amicacina.

! No grupo 3, duas cécleas de animais distintos forarieesl do estudo por problemas técnicos na
preparagdo para MEV, reduzindo-se o nimero de céclemtadat de 20 para 18, neste grupo.
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A dose utilizada de amicacina, considerada potencialmente ototodxica, foi a
mesma utilizada em estudos prévios de Canedo (1999) e Oliveira, Canedo e Rossato
(2002), confirmado pelo nosso grupo de estudo 3. A decisao da reproducao deste
grupo 3, seguindo o mesmo modelo dos trabalhos citados, foi tomada como forma
de confirmacao dos resultados obtidos pelos autores citados e solidificagdao do
achados do grupo 4.

No grupo 4 buscou-se testar um possivel aumento da resisténcia das CCE a
lesdo provocada pela amicacina quando expostas a doses prévias, ndo lesivas, de
gentamicina.

Para calculo correto das doses, as cobaias eram pesadas diariamente,
imediatamente antes da administracao das drogas. Para a aplicacao controlada das
drogas em teste, foram utilizadas seringas descartaveis de 1cc, milimetradas, para
cada animal. Para a aplicacdo intramuscular utilizou-se de agulhas descartaveis BD®
tamanho 21G1 (25 X 8 — 0.8 x 25 milimetros) e para aplicagdo subcutanea agulhas
descartaveis BD® tamanho 19G1 (25 X 10 - 1,00 x 25 milimetros).

A gentamicina utilizada foi Garamicina® Schering Plough — ampolas de 60 mg
com 1,5ml. A amicacina utilizada foi Novamin® Bristol-Myers Squibb — ampolas de

500mg com 2 ml.

4.2.3 — Avaliacao Funcional Auditiva

A avaliacdo funcional auditiva foi realizada através do Teste de Emissdes

Otoacusticas Produto de Distor¢do, utilizando-se o Equipamento ILO 92 CAE
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System Otodynamics LTD (Hatfield, UK). As cobaias eram sedadas com ketamina
para serem submetidas aos testes. Antes da realizacao do registro das EOAPD
eram submetidas a otoscopia para avaliacado do conduto auditivo externo e
membrana timpanica. Somente as cobaias com emissdes otoacusticas (EOA)
presentes foram incluidas no estudo.

No Grupo 1 (Controle com SF 0,9%), Grupo 2 (Controle com Gentamicina) e
Grupo 3 (Amicacina), as EOAPD foram realizadas no 1° dia de administragao e 24
horas apds o término da administracdo das drogas ou solucdo salina. No Grupo
quatro (Gentamicina+Amicacina) as EOAPD foram realizadas no 1° dia de
administracao da Gentamicina, no 31° dia quando se interrompia o uso de
gentamicina e iniciava-se o uso de Amicacina e no 43° dia, 24 horas apds a
Ultima dose de amicacina, imediatamente antes do sacrificio.

O teste de EOAPD foi realizado seguindo a relacdo de freqiiéncias 2F(1) — F(2)
com relagao F(1)/F(2) = 1,22. Consideramos as EOA a partir de 1,5 kHz, pois as
dimensodes do conduto auditivo externo da cobaia fazem com que haja uma
dificuldade de deteccdo das EOA abaixo desta freqiiéncia, obtendo respostas que
coincidem com as respostas do ruido (HYPPOLITO ET AL, 2005). Estes dados
estao de acordo com trabalho de Liang e Zhong (1998) que encontraram maiores

amplitudes de EOAPD acima de 2 kHz, em cobaiais.

Desta forma, ao analisarmos a freqiiéncia de 2 kHz, oferecemos um tom puro
um pouco acima e um pouco abaixo, de tal modo que a relacao entre eles seja de
1,22, obtendo assim, automaticamente, uma resposta de freqiiéncia resultante
seguindo a relacdao 2F(1)-F(2) (abaixo da freqiiéncia avaliada) e 2F(2)-F(1) (acima da

freqliéncia resultante) (HYPPOLITO ET AL, 2003). Deve-se ainda levar em
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consideracao que as intensidades de F(2) e F(1) podem ser iguais ou diferentes. Na
literatura, em trabalhos utilizando cobaias, encontramos estimulos que variam de 30
a 120 dB (WITHNELL;SHAFFER; TALMADGE, 2003; LUKASHKIN;RUSSEL, 2005). Em
humanos, a intensidade do estimulo desencadeante pode variar numa faixa de 0 a
70 dB NPS e pode ser medida na faixa de 500 a 8000Hz (HE; SCHMIEDT, 1993).
Michaelis et al (2004) pesquisando os niveis tonais para se conseguir as maiores
amplitudes de EOAPD em cobaias, concluiram que a relacdo de intensidade L1 e L2
para estes animais é similar aos humanos. Baseado nos estudos destes autores e de
Hyppolito et al (2005), Maudonnet (2005) e Iha et al (2007), no presente trabalho
utilizamos intensidades iguais de 70 dB NPS para F(1) e F(2). A metodologia utilizada
€ a mesma descrita por outros autores (WITHNELL; SHAFFER; TALMADGE, 2003;
HYPPOLITO ET AL, 2003,2005; MAUDONNET,2005; LUKASHKIN; RUSSELL, 2005).

As otoemissOes resultantes costumam ser aproximadamente 55 dB NPS
menos intensas que o estimulo provocante (RASMUSSEN ET AL, 1993). O conjunto
destas respostas, colocadas em um grafico, forma o chamado “DPGRAM”, o
audiococleograma, onde se tem o estimulo que é o som e a resposta que também é
um som e que fornece a fungdo das células ciliadas externas cocleares responsaveis
pelas fregliéncias analisadas (LOPES FILHO; CARLOS; REDONDO, 1995).

Neste estudo consideramos mais importante as EOAPD nas freqiiéncias mais
agudas, que avaliam qualitativamente o estado funcional das células ciliadas
externas na espira basal da cdclea. Foram consideradas as EOAPD como presentes
ou ausentes. Foi também analisada a variacdo da amplitude das EOAPD entre o inicio
e o fim do experimento e comparado com o resultado da andlise morfoldgica da

orelha interna em cada cobaia.
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4.2.4 — Preparacao do Material para Avaliacao Morfolégica

No dia seguinte a Ultima dose da droga ou solucao salina administrada em
cada um dos quatro grupos e, depois de realizada as EOAPD, os animais foram
sacrificados com injecdo letal de tiopental sédico (Thionembutal®) intraperitonial e
as bulas imediatamente retiradas bilateralmente e abertas, expondo-se as cocleas. A
partir dai uma série de passos foram tomados para preparacao do material para o

estudo morfoldgico, que foi realizado sob microscopia eletronica de varredura.

4.2.4.1. Fixacao

Em seguida a abertura da Bula Timpanica era injetada solucao de fixagao de
glutaraldeido a 2,5% lentamente através da janela redonda para que ndo houvesse
lesdo de estruturas cocleo-vestibulares. Apds esta fixagdo inicial com glutaraldeido, o
material era submetido a cinco ou seis lavagens com solugao tampao-fosfato 0,1M e
submetido a microdisseccao expondo-se as espiras cocleares. Entdo era novamente
imerso em tampao-fosfato 0,1M por 12 horas depois de lavado exaustivamente com
a mesma solucdo. Depois era refixado em solucdo constituida de tetroxido de dsmio
a 1% em tampao-fosfato 0,1M durante 1 hora a 4°C. Em seguida o material era
lavado em 3 banhos de agua bidestilada por 2 a 3 minutos cada e entdo imerso em

solucao de acido tanico aquosa a 1% por 1 hora também a 4°C.
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4.2.4.2 - Desidratacao

A desidratacao das estruturas era entao realizada com banhos sucessivos de
etanol em concentragdes crescentes de 50%, 70%, 90% e 95% durante 10 minutos
cada. A seguir utilizou-se etanol a 100% em 3 banhos de 20 minutos cada,
deixando-se as estruturas imersas no ultimo banho a temperatura ambiente por 12

horas.

4.2.4.3. Secagem

A secagem da agua ainda presente nas amostras, apds desidratacao, foi
realizada utilizando-se equipamento especial. O aparelho utilizado foi o BAL-TEC —
CPD 030 — Criptical Point Dryer (Balzers, Liechtenstein), sendo a secagem
realizada pelo método do ponto critico com as amostras sendo transferidas para a

camara do aparelho e recobertas por didxido de carbono (CO,) liquido.

4.2.4.4 — Metalizacao de estruturas

Para adequada observacdo a microscopia eletronica de varredura (MEV), as
cocleas dissecadas e parcialmente preparadas foram fixadas pela base em um porta-
espécime cilindrico de metal com pasta condutiva de carbono. Eram entdo cobertas
por uma fina camada de ouro, através de um vaporizador BAL-TEC SCD 050

(Balzers, Liechtenstein), desta forma tornando-se eletricamente bem
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condutivos, requisito para analise a microscopia de varredura (Figura 3), conforme
procedimento seguido por Saito et al (1995), Cardinaal et al. (2000), Demarco

(2001), Oliveira , Canedo e Rossato (2002) e Hyppolito et al (2003).

Figura 3 Porta-espécime mostrando coclea preparada para estudo
em microscopio eletrénico

4.2.4.5 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)



Aquino, TJM. Ototoxicidade e Otoprotecdo em Orelha Intden@obaias 54

Terminados 0s processos anteriores, as estruturas foram levadas para analise
a microscopia eletronica de varredura (MEV). O microscépio eletronico utilizado foi o

JEOL SCANNING MICROSCOPE — JSM 5200 (Tokyo, Japan) (Figura 4).

Figura 4 Microscopio Eletronico Jeol Scanning Microscope — JSM 5200

A andlise estrutural foi padronizada pelo estudo do terco médio das quatro espiras
cocleares em um campo com aumento de 500 vezes. Uma vez que a varredura era
feita na superficie do érgao de Corti, a imagem era congelada, fotografada e
estudada através de um cocleograma (Figuras 5 e 6). O cocleograma pode ser
descrito como a reproducao da imagem fotografica do campo da MEV, onde as CCE
sao marcada como integras ou lesadas e depois é realizada a contagem das mesmas
pela visualizacdo de seus estereocilios. No nosso estudo o cocleograma representou

a imagem do terco médio das trés primeiras espiras, com a contagem da totalidade
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das células visualizadas no referido campo fotografico, no aumento citado (500

vezes).

Cobaia: Marca: Peso: Grupo: Espira: Foto:

F1 V'V VVVYVYVV VYTV VVYIVY YYVVVTVTITTY TVYVYVVVWWY
VAR AA A A A A A A AAAAAAAAAAAAA SR AAAAAAAAAAAAT
F3 YWVVI'WV \AAZ VYWV 'V VYV YTV VVVVVWY

WV: CCE presente normal; vz CCE ausente/lesada;
F1:Fileira 1; F2:Fileira 2; F3:Fileira 3; CCE: célula ciliada externa.

Figura 5 Cocleograma representativo das células ciliadas externas visualizadas na Figura 6.

A

20k V X500 SOkm pB8981

Figura 6 Fotomicrografia de érgdo de Corti de cobaia, correspondente ao cocleograma mostrado na
figura 5, onde se vé: CCI-célula ciliada interna; CCE-célula ciliada externa; TC-tunel de Corti; F1-
fileira 1; F2- fileira 2; F3- fileira 3; setas- exemplos de locais com auséncia de estereocilios (lesdo de
CCE). Aumento de 500x
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Nesta padronizacao cada campo apresentou aproximadamente 40 CCE por fileira, ou
seja, aproximadamente 120 CCE por campo. A condicao de integridade ou nao das
células ciliadas externas foi definida pela analise dos estereocilios das mesmas.
Células que apresentaram estereocilios com forma e disposicao perfeitas foram
consideradas integras (normais). Células com estereocilios ausentes ou disformes
foram consideradas lesadas (OLIVEIRA;BERNALL, 2003; HYPPOLITO ET AL, 2003;
2005). As células ciliadas externas (CCE) normais (integras) e lesadas foram entao
tabuladas para analise estatistica comparativa entre os grupos. As células ciliadas
internas (CCI), apesar de observadas, nao foram consideradas para este estudo em
funcao da menor incidéncia de lesdo por ototoxicidade e pela dificuldade de
individualizagdo e contagem das mesmas. Também a espira apical ndo foi incluida no
estudo visto que o desarranjo natural da mesma dificulta uma andlise técnica
criteriosa da presenca e integridade das CCE. Quando problemas técnicos na
preparacao impediam a visualizacao das células da espira, esta espira era
desprezada na contagem geral da coclea. Se duas espiras apresentavam problemas
técnicos na mesma coclea que impediam a perfeita analise das CCE, esta coclea era

desprezada por inteiro.

O percentual de células normais e lesadas nas trés primeiras espiras de cada
coclea foi registrado para estudo nos diferentes grupos e posteriormente

comparados com as emissoes otoacusticas por produtos de distorcao.

4.2.5 Analise Estatistica dos Dados
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Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se os programas SPSS.
— Statistical Package for Social Scienses - Versao 10.0 e R Program Statistical
Computing — Versao 2.2.1.

Para efeitos estatisticos foi considerada na comparagao dos resultados e
padronizada para andlise a contagem das CCE normais e lesadas no terco médio das
trés primeiras espiradas cocleares, em um campo com aumento de 500 vezes a
microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Quanto as EOAPD, para efeito estatistico, foi considerada a situacao de
presenca ou auséncia de respostas. Foi também realizado um estudo estatistico das
respostas para determinar possivel correlacao entre reducao da amplitude das
EOAPD e grau de lesdo de CCE. O célculo da amplitude foi realizado através da
medida da intensidade média das respostas das EOAPD nas freqiiéncias de 2 KHz a 5
KHz, nos exames inicial e final e classificados em 4 tipos, lembrando que todas as
cobaias apresentavam EOAPD presentes no exame inicial. Os tipos de respostas

determinados para estudo foram:

Resposta A : EOA presentes no exame final com amplitude (intensidade) média (X)
de respostas variando de 0% até 25% em relacdo ao exame inicial. Exemplo: X (exame

inican=30 dB e X(exame finay=27 dB. Variagao: 10%.

Resposta B : EOA presentes no exame final com amplitude (X) de respostas variando
de mais de 25% até 50% em relacao ao exame inicial.

Exemplo: X (exame inicialy=30 dB € X (exame finay=18 dB. Variacdo: 40%.
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Resposta C : EOA presentes no exame final com amplitude (X) de respostas variando
mais que 50% em relacdo ao exame inicial. Exemplo: X (exame iniciay=30 dB € X (exame

finay=12 dB. Variagao: 60%.

Resposta D: Auséncia de EOA no exame final.

Os quatro tipos de respostas foram comparados com os achados morfoldgicos

(CCE normais e lesadas a MEV) e a correlagao entre estes dados analisada

estatisticamente.
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5 RESULTADOS

No Grupo 1 (Soro Fisioldgico 0,9% - 30 dias) e no Grupo 2
(Gentamicina 10 mg/kg/dia — 30 dias) nao houve lesoes significativas de
células ciliadas externas a MEV em nenhuma coclea (Figuras 7, 9 e 10).
No Grupo 1, 100% das CCE mantiveram-se normais ao final do
experimento, enquanto no Grupo 2, 94,2% das CCE também se
mantiveram normais (Tabelas 1 e 2). A avaliacdo funcional através das
EOAPD mostrou presenca de resposta apds os 30 dias de experimentos
em ambas as orelhas em todas as cobaias incluidas nestes dois grupos

(Figuras 8 e 11).

Figura 7 Fotomicrografia de 6rgao de Corti normal de cobaia do Grupo 1. CCI: célula
ciliada interna; CCE: célula ciliada externa; F1: fileira 1; F2: fileira 2; F3: fileira 3. Aumento de
750x.
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FzZ:Fl1=1.224 F1=70.0dB=pl FzZ=70.0dBsp1 Elapsed tinmne =—3OZsecs

Recalled - THMZ33006 .DPG Tine=12:29 on B/2/2005

OP—qgr am

Figura 8 Teste de EOAPD (emissao otoacustica por produto de distorcdo) de cobaia do Grupo 1,
mostrando presenca de respostas.

Figura 9 Fotomicrografia de 6rgao de Corti normal de cobaia do Grupo 2. Aumento de
500 vezes.

61
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Figura 10 Fotomicrografia de érgdo de Corti normal de cobaia do grupo 2, dissecado, em “dose”,
mostrando: A - células de Deiters; B: prolongamento digital da célula de Deiters; C — CCE; D —
membrana reticular; E- estereocilio da CCE. Aumento de 1000 vezes.
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Figura 11 Teste de EOAPD (emissao otoacustica por produto de distorcdo) de cobaia do Grupo 2,
com presenca de respostas.
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Com relagao as cobaias do Grupo 3 (amicacina 12 dias) e do Grupo
4 (gentamicina 30 dias + amicacina 12 dias) houve lesdao de CCE em
todas as cocleas examinadas nos dois grupos, em graus variados.

No Grupo 3 as lesdes variaram de 4,3% a 96,9%, com média de
46,4% de lesao de CCE (53,6% de células normais) para as 18 cocleas do
grupo (Tabela 2). As lesdes ocorreram predominantemente nas 2
primeiras espiras que, desta forma, apresentaram um menor numero de
CCE normais do que a espira 3. As lesOes foram também mais intensas na

12 fileira de CCE, seguido pela 22 fileira (Tabela 3).

Tabela 1- Células ciliadas externas normais ao final do exyao, nas diferentes espiras,
nos grupos estudados,

Espira 1 Espira 2 Espira 3
GRUPO 1 100% 100% 100%
GRUPO 2 100% 100% 88,4%
GRUPO 3 51,9% 49,9% 57,8%
GRUPO 4 45,0% 47,2% 50,1%

Tabela 2— Média de células ciliadas externas normais nosegifes grupos.
GRUPO1 GRUPO2 GRUPO3 GRUPO4

100% 94,2% 53,6% 46,8%
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Tabela 3— Média de células ciliadas externas normais (intggessdiferentes fileiras e
espiras, no Grupo 3.

Fileira 1 Fileira 2 Fileira 3
ESPIRA 1 51,7% 52,1% 52,4%
ESPIRA 2 33,0% 54,6% 61,9%
ESPIRA 3 29,0% 76,0% 68,6%

No Grupo 4 as lesdes variaram de 5,7% a 100%, com média de
53,2% de lesdo de CCE (46,8% de CCE normais) para as 20 cécleas do
grupo (Tabela 2). As lesdes ocorreram predominantemente nas duas
primeiras espiras que, desta forma apresentaram um menor niumero de
CCE normais. Foi também mais intensa na 12 fileira de CCE, seguido pela
22 fileira (Tabela 4). No Apéndice “A” encontra-se a tabulacdo dos dados

com a proporcao de CCE normais em todos as cécleas.

Tabela 4— Média de células ciliadas externas normais (intggessdiferentes fileiras e
espiras, no Grupo 4.

Fileira 1 Fileira 2 Fileira 3
ESPIRA 1 43,8% 44,7% 44,2%
ESPIRA 2 41,0% 46,3% 50,4%
ESPIRA 3 24,7% 58,8% 66,2%

Nos grupos 1 (soro fisioldgico) e 2 (gentamicina), sem lesdes
morfoldgicas significativas, como ja comentado, as EOAPD estavam
presentes e normais. No grupo 3 (n=18; lesdao aguda por amicacina) elas
estavam presentes em 11 orelhas, cuja média de CCE normais para estas
11 orelhas foi de 75,5%. Estavam ausentes ao fim do experimento em 7

orelhas, cuja média de CCE integras foi de 21,6% (Tabela 5, Figuras 12 e
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13). Ja no grupo 4 (n=20; uso de subdoses de gentamicina previamente a
amicacina) as EOAPD estavam presentes em 12 orelhas, cuja média de
CCE integras para estas orelhas foi de 68%. Estavam ausentes ao fim do
experimento em 8 orelhas, cuja média de CCE integras foi de 18,9%

(Figuras 14 e 15).

Tabela 5— Orelhas com emissdes otoacusticas presentes e ausefiteal do
experimento nos diferentes grupos.

Presentes Ausentes TOTAL
GRUPO 1 11 00 11
GRUPO 2 10 00 10
GRUPO 3 11 07 18
GRUPO 4 12 08 20
TOTAL 44 15 59

SO0KEm 088986

Figura 12 Fotomicrografia de 6rgado de Corti de cobaia do Grupo 3 mostrando lesdao extensa, nas 3
fileiras, com auséncia de quase todas as CCE. Aumento de 500 vezes.
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O estudo comparativo entre a proporgao de CCE normais, ao fim do
estudo, entre os 4 grupos esta demonstrado no Grafico 1. Ja o estudo
entre as variacoes dentro da mesma espira entre os Grupos 3 € 4 esta
ilustrado no Grafico 2.

O estudo comparativo das EOAPD (presenca ou auséncia) entre os
grupos 3 e 4 esta ilustrado no Grafico 3. A proporcao média de CCE
normais ou lesadas nas orelhas com presenca ou auséncia de EOAPD esta

demonstrada na Tabela 6.

Tabela 6— Média de células ciliadas externas (CCE) normdisdjiias) nas orelhas com
emissdes otoacusticas (EOA) presentes e ausentiesl do experimento,
nos grupos 3 e 4.

Média de CCE Média de CCE
normais - Grupo 3. normais - Grupo 4

Orelhas com EOA
presentes. 75,5% 68,0%

Orelhas com EOA
presentes. 21,6% 18,9%
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Figuras 13 A e 13 B - Teste de EOAPD (emissdo otoacustica produto de distorcdo) de uma mesma
cobaia do Grupo 3 mostrando presenca de respostas normais antes de iniciar aplicagdo de amicacina
(13A) e auséncia de respostas apos aplicacdo da mesma (13B).
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Figura 14 - Fotomicrografia de érgdo de Corti de cobaia do Grupo 4 mostrando lesdao extensa, com
auséncia de quase todas as CCE. Aumento de 500 vezes.

No total foram avaliadas 20.100 células ciliadas externas em 60
cécleas divididas nos 4 grupos, uma média de 335 CCE por céclea (Tabela

7).

Tabela 7— Total de células ciliadas externas (CCE) analisadaisrascopia eletrbnica
de varredura nos quatro grupos.

COCLEAS CCE NORMAIS CCE LESADAS CCE TOTAL

GRUPO 1 12 4.011 (100%) 00 (0%) 4.011
GRUPO 2 10 3.349 (95,9%) 142 (4,1%) 3.491
GRUPO 3 18 3.229 (53,6%)  2.800 (46,4%) 6.029
GRUPO 4 20 3.076 (46,8%)  3.493 (53,2%) 6.569

TOTAL 60 13.665 6.435 20.100
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Figura 15 A e 15 B - Teste de EOAPD (emissdo otoacustica por produto de distor¢gao) de uma
mesma cobaia do Grupo 4 mostrando presenca de respostas ao fim do periodo de aplicagdo de
gentamicina (15A) e auséncia de respostas apos aplicacdo de amicacina (15B).
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Grafico 1 - Células Ciliadas Externas Normais (integras) nos 4 Grupos Estudados
(Percentual).

B Grupo 3
B Grupo 4

Grafico 2 - Estudo Comparativos de Células Ciliadas Externas Normais (integras) na
mesma Espira Entre os Grupos 3 e 4.

70
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M Presentes
B Ausentes

Grafico 3 - Numero de cécleas com emissdes otoacusticas presentes e ausentes nos
Grupos 3 e 4.

Com relagao a manutencdo da arquitetura ciliar verificamos que nas
células ciliadas externas lesadas havia os seguintes tipos mais comuns de
alteracoes: auséncia de cilios (alteracdo mais comum), distor¢cao do
padrao em “v” para “w” e tumefacao ou fusao ciliar (Figuras 16 e 17).

As lesdes ocorreram em padrao decrescente de gravidade da 12 e 22
espiras para o apice e da 12 fileira de CCE para a 32. Nao houve diferenca
significativa entre o grau de lesao entre as duas primeiras espiras no
nosso trabalho. As células ciliadas internas (CCI), observadas, mas nao

consideradas para este estudo, apresentaram-se pouco lesadas nos

grupos (Figura 18).
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Figura 16 - Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia mostrando estereocilios normais ao lado de
célula com estereocilios alterados, tumefeitos. Aumento de 7.500x

Estereocilios

- “Fundidos

Figura 17 - Fotomicrografia de érgdo de Corti de cobaia mostrando estereocilios fundidos. Aumento
de 3.500x
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Figura 18 - Fotomicrografia de 6rgdo de Corti de cobaia mostrando estereocilios de células ciliadas
internas (CCI). Aumento de 5.000x

N3o consideramos a espira apical por ser um local responsavel pela
deteccdo de sons graves e os ototdxicos comprometem principalmente os
sons agudos e, principalmente porque esta espira tem um desarranjo
natural das células ciliadas que dificultam uma analise anatomica
criteriosa. Da mesma forma nao foram consideradas para efeito de estudo
as CCI por serem células menos lesadas a exposicao por ototdxico e
também por serem de dificil individualizacdo e contagem,
comparativamente com as CCE.

Um dos objetivos deste estudo era comparar o Grupo 3 (dose
ototdxica de amicacina) com o Grupo 4 (dose ototdxica de amicacina

precedida de dose nao lesiva de gentamicina) para avaliar se havia



Aquino, TIM. Ototoxicidade e Otoprotecdo em Orelha Intden@obaias 74

otoprotecao pela gentamicina contra a ototoxidade da amicacina neste
ultimo grupo.

Previamente a andlise estatistica, estes dois grupos (3 e 4) foram
submetidos a um teste de distribuicao de normalidade (Shapiro-Wilk
Test). Neste teste o grupo 3 nao apresentou distribuicao normal. Por este
motivo foi optado pela utilizacdo do teste ndao paramétrico U - Mann
Whitney. As hipoteses em estudo eram:

HO - os resultados sdo semelhantes estatisticamente.
H1 - os resultados diferem significativamente.

O teste comparativo entre CCE normais e lesadas nos grupos 3 e 4

encontrou p=0,501 aceitando-se desta forma a hipotese da nulidade (HO),

ou seja, nao havia diferenca estatistica entre os dois grupos (Tabela 8).

Tabela 8— Analise Estatistica* Referente ao Numero de CCE Nerma Final do
Experimento, entre os Grupos 3 e 4.

MEDIA DESVIO-PADRAO  MEDIANA P
GRUPO 3 54,60 33,59 59,80
GRUPO 4 48,35 37,82 47,20

(0,50 )

* Teste U — Mann Whitney. Statistical Package for Sdetaénses.

Portanto a gentamicina nao protegeu as CCE da cobaia contra a
acao ototdxica da amicacina. Realizamos também uma andlise estatistica
do resultado encontrado nas espiras 1 entre os dois grupos e repetimos o
teste para as espiras 2 e 3. Da mesma forma nao houve diferenca
estatistica entre os dois grupos (p=0,65 entre as espiras 1; p=0,83 entre

as espiras 2; p=0,36 entre as espiras 3) (Tabela 9).
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Tabela 9— Analise Estatistica* Referente ao Numero de CCE
Normais (Integras), ao Final do Experimento, entre asWas Espiras
nos Grupos 3 e 4.

ESPIRAS 1 ESPIRAS 2

Z -0,445 -0,211 -0,907

p Coee>  Coen> (0

* Teste U-Mann Whitney. Statistical PackageSocial Scienses.

ESPIRAS 3

Finalmente realizamos um teste estatistico comparativo entre
presenca ou auséncia de EOAPD entre os Grupos 3 e 4. Neste caso, como
se tratava de variavel categorica, utilizamos o teste do Qui-Quadrado. O
resultamos foi: p= 0,793 mostrando também ndo haver diferenca entre os
grupos 3 e 4 com relagao a avaliacao funcional das orelhas por EOAPD,

coincidindo com a analise morfolégica (Tabela 10).

Tabela 10— Analise Estatistica* Referente as EOA Presentésusantes, ao Final do
Experimento, entre os Grupos 3 e 4.

GRUPO 3 GRUPO 4 TOTAL P
EOA PRESENTE 11 12 23
EOA AUSENTE 07 08 15
TOTAL 18 20 38
P @,799

* - Teste Qui-Quadrado. R Program Statistical Computingsatep.2.1.

Para determinarmos se havia correlagao estatisticamente
significativa entre a diminuicdao da amplitude (intensidade) das respostas
de EOAPD (Figura 19) e o aumento do grau de lesdao de CCE, cujos dados
encontram-se no Apéndice B, aplicamos o cadlculo do coeficiente nao

paramétrico de Spearman, cujo resultado (r = 0,81) mostrou haver
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correlacgao alta e significativa (p<0,001) entre a diminuicdao da amplitude
das EOAPD e a diminuicdao do niumero de CCE normais na orelha interna

da cobaia(Tabela 11).
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Figuras 19A e 19B Testes de EOAPD mostrando reducdo na amplitude das respostas no 20° teste
(19B) em comparagao com o 10 teste (192), apds aplicagao de gentamicina + amicacina.
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Tabela 11 - Calculo do Coeficiente de Correlagdo de Spearman entre Variacdo de
Intensidade de EOA e Grau de Lesdo de CCE.?

VAR 0001 VAR 0002

Spearman’s Rho VAR 0001 Coeficiente de 1,000 0,812

Correlagao

Sig (Bi caudal) 0,0 0,000

N 59 59

VAR 0002 Coeficiente de 0,812 1000

Correlagao

Sig (Bi caudal) 0,00

N 59 59

A comparacao dos valores morfoldgicos entre as categorias de respostas de
EOA foi realizada através da aplicacao do Teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nao
paramétrica) que mostrou X2 = 39,75 (p<0,001), portanto, com diferenca
significativa entre os valores morfoldgicos dos diferentes tipos de respostas (Tabelas

12 e 13).

Tabela 12 - Teste de Kruskal-Wallis dos valores morfolédgicos entre as categorias
de respostas de EOA.

Resposta EOA N Mean Rank
CCE Normais A 32 41,58

B 4 35,88

C 8 18,25

D 15 10,00

Total 59

Statistical Package for Social Scienses - Versdo 10.0

Tabela 13 - Teste de Kruskal-Wallis *® - andlise estatistica entre os tipos de respostas

CCE normais

Chi-Square 39,74
Df 3
Assymp. Sig. 0,000

a. Teste Kruskal Wallis; b. Grupo Variavel: Resposta EOA
Statistical Package for Social Scienses - Versdo 10.0

2 Em uma das cobaias do grupo 1 néo foi possivel aagatizio Teste de EOAPD em uma das orelhas, no fim
do experimento, por acimulo de cerume de dificil remocadaBarsna, o niUmero total de Testes foi reduzido
de 60 para 59. A MEV mostrou que nesta orelha que nao fiaadsa pesquisa de EOAPD havia 100% de
CCE integras.



Aquino, TIM. Ototoxicidade e Otoprotecdo em Orelha Intden@obaias 78

Para verificarmos quais diferencas eram significativas entre os diferentes tipos de
respostas utilizamos o Teste Post Hoc de Dunn. Constatamos que a Resposta A
possui valor equivalente a Resposta B e ambas sdo significativamente superiores as
Respostas C e D, e que a Resposta C tem valores significativamente superiores aos

de D: (A=B)>C>D (Tabela 14).

Tabela 14 — Teste Post Hoc de Dunn. Analise de significancia entre as Respostas de EOAPD e
as CCE normais.

VAR CCE normais

alfa = 0,05
VAR RESP EOA N 1 > 3
D 15 20,20
C 18 45,86
B 4 87,12
A 32 93,43

var: variavel; resp: resposta; Statistical Package for Social Scienses - Versao 10.0
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Apesar de ndo haver dados fidedignos sobre a incidéncia de perda
auditiva induzida por drogas na populacao mundial, sabemos que ainda
hoje ela é significativa, principalmente pelo uso continuado dos
aminoglicosideos e quimioterapicos. Ndo obstante, a hipoacusia provocada
por grande parte destas drogas tem um carater de irreversibilidade, o que
traz graves conseqliéncias sociais e psicoldgicas a populacdao acometida,
motivo este que justifica a continuidade das pesquisas que abordam
ototoxicidade e otoprotecao.

Dentre as drogas ototdxicas, os aminoglicosideos sao os mais
estudados (OLIVEIRA;BERNAL, 2003), seja por razdes histéricas ou por
sua importancia clinica (DAUMAN; DULON, 2000). Os inumeros trabalhos
de pesquisa sobre ototoxicidade utilizando estas drogas nos possibilitaram
aprimorar o conhecimento sobre anatomofisiologia e bioquimica da orelha
interna, sendo este o passo inicial para a descoberta de drogas menos
téxicas e meios de prevencdo e protecdo mais eficientes do Orgdo de
Corti.

Segundo Oliveira e Bernal (2003), as lesdes provocadas pelos
aminoglicosideos no érgao de Corti sdao predominatemente nas células
ciliadas externas (CCE) e progridem da base para o apice da céclea. Nas
espiras basais, a primeira fileira de CCE é também a primeira a ser lesada,

seguindo-se para a segunda e terceira fileiras. Esta seqiéncia de lesdes
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também coincide com a altura das CCE, sendo a espira basal a primeira a
ser lesada, seguindo a segunda, terceira e por ultimo as células apicais
(OLIVEIRA, 1989; ALMEIDA; ALMEIDA; DUPRAT, 1993). A estria vascular
também pode estar envolvida, podendo haver mudanca estrutural das
células marginais (FORGE; FRADE, 1985).

Um dos passos para o entendimento dos mecanismos de
ototoxicidade por aminoglicosideos foi o descobrimento da participacdo de
radicais livres no processo, fruto da ligacdo do mesmo com o Fe®, seguido
de reacdes quimicas redutoras com liberacdo de radicais téxicos. Este
conhecimento possibilitou o uso de substancias antioxidantes previamente
e concomitantemente aos aminoglicosideos, minorando os efeitos lesivos
do mesmo sobre a orelha interna.

No entanto, no nosso entendimento, uma das descobertas de
grande importancia foi a identificacdo de mecanismos enddégenos de
autodefesa das células sensoriais do 6rgao de Corti. Como ja referido, na
coclea adulta tém sido demonstradas varias enzimas de destoxificacao e
enzimas antioxidantes, como a catalase, superdxido-dismutase,
glutationa-peroxidase, redutase e S-transferase (EL BARBARY;
ALTSCHULER; SCHACHT, 1993; RYBAK ET AL 1997). Também a
glutationa, encontrada em todas as células dos mamiferos exerce
importante papel de desintoxicacao de xenobidticos e protecao contra
substancias oxigénio-reativas (LISTOWSKY ET AL, 1988; MEISTER,1991).
De fato, tem sido demonstrado que o grau de ototoxicidade é

inversamente proporcional a quantidade de glutationa (GSH) presente
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(GARETZ; SCHACHT, 1992; GARETZ; LATSCHULER; SCHACHT 1994;
HOFFMAN ET AL, 1988).

A mais recente descoberta na area de anatomofisiologia da orelha
interna foi que, em cobaias, pequenas doses nao lesivas de um
aminoglicosideo administrado previamente a exposicdo a uma dose
sabidamente ototéxica da mesma droga utilizada, protegem a céclea
contra o efeito lesivo desta. Este efeito foi comprovado para a amicacina
(CANEDO, 1999; OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO, 2002) e para
gentamicina (MAUDONNET, 2005). A explicacao inferida foi de que
peguenas doses ndo téxicas de um agente potencialmente ototdxico
estimulariam a coclea a produzir substancias enddgenas de autodefesa de
tal maneira que quando ela recebesse a dose toxica ela estaria melhor
preparada para se defender, desta forma conseguindo reduzir as lesoes.
Nestes estudos foi utilizada a microscopia eletronica de varredura para
exame do Orgdo de Corti apds administracdo das drogas, associado ao
estudo funcional por emissdes otoacusticas por produto de distorcao
(EOAPD).

Neste trabalho buscou-se pela primeira vez analisar, aos moldes
destes ultimos estudos, identificar o efeito do uso de um aminoglicosideo
utilizado em doses nao lesivas, sobre a agao potencialmente lesiva de
outro aminoglicosideo que ndo o mesmo utilizado previamente, sendo este
o ponto divergente em relacdo as pesquisas realizadas anteriormente por
Canedo (1999), Oliveira, Canedo e Rossato (2002) e Maudonnet (2005).

As drogas utilizadas em nossa pesquisa foram a gentamicina, um
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aminoglicosideo predominantemente vestibulotdxico, como droga de
estimulo, e a amicacina, uma droga predominantemente cocleotdxica,
como agente lesivo agudo. A avaliacdo funcional foi realizada através do
estudo das emissdes otoacusticas por produto de distorcao, ao final do
tratamento, seguindo a metodologia de trabalhos anteriores (HYPPOLITO
ET AL, 2003; MAUDONNET, 2005). Na avaliacao morfoldgica, as lesdes
nas células ciliadas externas eram identificadas pela auséncia ou
deformacodes de estereocilios, apds analise a microscopia eletronica de
varredura, fotografadas, transferidas para um cocleograma e contadas. A
analise da integridade das CCE pelo estudo da também integridade dos
estereocilios é utilizada tanto para a céclea como para o vestibulo e
encontra embasado em publicacdes prévias (CANEDO, 1999; OLIVEIRA;
CANEDO; ROSSATO, 2002; DEMARCO, 2003; HYPPOLITO ET AL, 2003;
MAUDONNET, 2005) e pela confirmacgao dos resultados do estudo
funcional realizado no nosso trabalho. Divergentemente das publicacdes
citadas anteriormente, nao encontramos no nosso trabalho diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo que utilizou apenas amicacina
(lesao aguda) e o grupo que utilizou gentamicina previamente a
amicacina, tanto na analise geral da céclea como na analise
individualizadas das espiras 1, 2 e 3, comparativamente entre os dois
grupos. A média de lesdo de CCE foi de 46,4% (53,6% normais) para o
Grupo 3 (tratado apenas com amicacina) e de 53,2% (46,8% normais)
para o Grupo 4 (tratado com subdoses de gentamicina previamente a

amicacina), o que, estatisticamente, nao mostra diferenca significativa
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(p=0,501). Nao houve, portanto, protecao pela gentamicina contra a
ototoxicidade da amicacina. A analise individualizada de cada espira
comparativamente entre os dois grupos também ndo mostrou diferenca
estatistica significativa (p=0,656 entre espiras 1; p=0,833 entre espiras
2; p=0,364 entre espiras 3). A explicacao entendida pela divergéncia de
resultados foi a combinacao de drogas utilizadas. Ao utilizarmos a
gentamicina como droga de habituacdo, sendo ela predominantemente
vestibulotdxica, a mesma nao teria conseguido estimular a orelha interna
a produzir substancias enddgenas autoprotetoras em quantidade
suficiente para se proteger contra as doses altamente lesivas da
amicacina, predominantemente cocleotéxico, contra o Orgdo de Corti.
Uma grande variabilidade no grau de lesao de CCE entre cobaias dos
grupos 3 e 4 foi verificado, apesar da metodologia ter sido rigorosamente
igual para todos os animais. Tal fato pode ser explicado por maior ou
menor sensibilidade individual de cobaias ao aminoglicosideo, assim como
acontece nos humanos. Analisamos um total de 60 cécleas e 20.100 CCE
(média de 335 CCE por coclea). No nosso estudo, diferentemente de
outras publicacdes (OLIVEIRA; BERNAL, 2003), nao houve predominio de
lesdo na espira basal em relacdo a espira 2 nos Grupos 3 e 4. A explicacao
para tal achado deve-se ao alto grau de lesao apresentado nestes dois
grupos ja que a medida que progride a intensidade das lesdes perde-se
este padrao, havendo espiras com 100% de lesdao das CCE nas 3 fileiras,
chegando a acometer também, em alguns casos e em menor intensidade.

as células ciliadas internas (CCI).
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A andlise morfoldgica mostrou que o tipo de lesdo de CCE mais
comum encontrado foi a auséncia de estereocilios, seguido pela
deformidade do mesmo (fusao e tumefagao). Este achado coincide com
aqueles descritos em outras publicagdes (OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO,
2002; HYPPOLITO ET AL, 2005; MAUDONNET, 2005).

As EOAPD vém sendo utilizadas como método de avaliacao da
funcao auditiva em cobaias ha algum tempo (GUNERI ET AL, 2001;
WITHNELL;SHAFFER; TALMADGE, 2003; SCHNEIDER;PRIJS,
SCHOONHOVEM, 2003; GOODMAN;WITHNELL;SHERA, 2003; NUTTAL ET
AL, 2004; HYPPOLITO ET AL, 2005; LUKASHKIN; RUSSEL, 2005). Trata-se
de método de facil execucdo, baixo custo e alta reprodutibilidade.
Adicionalmente, quando comparado com a andlise morfoldgica do Orgdo
de Corti, tem mostrando grande correlagao.

O estudo funcional da orelha interna das cobaias pesquisadas, por
emissao otoacustica produto de distorcao (EOAPD) de fato mostrou uma
grande fidelidade com os achados morfoldgicos a microscopia eletronica
de varredura (MEV). Nos grupos 1 (soro fisioldgicos) e 2 (gentamicina),
sem lesdes morfoldgicas significativas, as EOAPD estavam presentes em
todos os casos. No grupo 3 (n=18; lesao aguda por amicacina) elas
estavam presentes em 11 orelhas, cuja média de CCE normais foi de
75.5%. Estavam ausentes ao fim do experimento em sete orelhas, cuja
média de CCE integras foi de 21,6%. J]a no grupo 4 (n=20; uso de
subdoses de gentamicina previamente a amicacina) as EOAPD estavam

presentes em 12 orelhas, cuja média de CCE integras foi de 68% para
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este subgrupo. Estavam ausentes ao fim do experimento em oito orelhas,
cuja média de CCE integras foi de 18,9%.

Verificamos também que entre as cobaias que apresentavam EOAPD
presentes ao término do experimento havia, em parte deste grupo, uma
diminuicdo da amplitude (intensidade) das respostas de EOA no exame
final, comparativamente com o inicial. E que estas cobaias que
apresentavam diminuicao da amplitude das EOA também apresentavam
um grau de lesao de CCE maior que aquelas sem esta variacao.
Classificados em 4 tipos de respostas, conforme esta variagao da
amplitude das EOA e comparados com a analise de integridade das CCE,
verificamos haver uma correlagao alta e significativa entre diminuicdo da
amplitude de EOA e aumento do nimero de CCE lesadas. Este achado é
de grande importancia por mostrar a existéncia de forte correlagao entre
estas duas variaveis, o que significa dizer que ndo sé a presenga mas
também a diminuicao da amplitude deve ser observada. Acreditamos que
tal fato reveste-se de grande importéncia clinica se consideramos a
possivel aplicacdo no monitoramento de ototoxicidade por drogas em
humanos.

A coincidéncia observada entre normalidade das EOAPD com boa
integridade morfoldgica e reducdo ou auséncia das emissdes com lesdes
celulares extensas fortalecem os resultados encontrados e vao de
encontro também com a firmagao de Chambers (2003) quando diz que “o
grau de disfuncao permanente correlaciona-se com o niumero de células

“pilosas” sensoriais destruidas ou alteradas”.
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O modelo experimental utilizado foi a cobaia por ser um animal
ddcil, de facil manejo, com orelha média e interna de bom tamanho e
acesso, facilitando a disseccao e estudo. Por estes motivos, em otologia
vem sendo um dos animais mais utilizados como modelo experimental
(TIRADO ET AL, 1997; CANEDO, 1999; OLIVEIRA; CANEDO;ROSSATO,
2002; HYPPOLITO ET AL, 2003; MAUDONNET, 2005).

Acreditamos que a linha de pesquisa que estuda os mecanismos
enddgenos de autodefesa das células ciliadas do 6rgao de Corti,
concomitantemente com as pesquisas genéticas e avaliacao funcional, é o
caminho mais racional para chegarmos a resultados concretos que nos
possibilitem ter um melhor controle sobre a lesao e a prevencgao da

toxicidade na orelha interna.
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6 CONCLUSAO

1. Gentamicina, em doses ndo lesivas, como estimulo aos mecanismos
de autodefesa celular, ndo protege as células ciliadas externas da

orelha interna da cobaia contra a ototoxicidade da amicacina.

2. Reducdo na amplitude das emissdes otoacusticas por produtos de
distorcdo correlaciona-se com aumento do nimero de células
ciliadas externas lesadas de forma estatisticamente significativa, em

cobaias.
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APENDICE A

QUADRO 1 — TABULACAO DA PROPORCAO DE CCE NORMAIS A MEV
NAS DIFERENTES COCLEAS E GRUPOS DE ESTUDO

COCLEA | GRUPO| CCE NORMAIS COCLEA | GRUPO| CCE NORMAIS
850 1 100,0% 838E 3 57,2%
850E 1 100,0% 877 3 91,7%
895 1 100,0% 877E 3 79,1%
895E 1 100,0% 878 3 81,7%
910 1 100,0% 878E 3 27,9%
910E 1 100,0% 879 3 95,6%
911 1 100,0% 879E 3 62,4%
911E 1 100,0% 880 3 3,1%
911 1 100,0% 880E 3 7,4%
911E 1 100,0% 881 3 41,8%
950 1 100,0% 881E 3 22,3%
950E 1 100,0% 840 4 50,0%
951 1 100,0% 840E 4 44,3%
951E 1 100,0% 841 4 8,3%
832 2 100,0% 841E 4 78,1%
832E 2 100,0% 842 4 94,2%
833 2 100,0% 842E 4 90,5%
833E 2 94,2% 843 4 18,0%
885 2 96,6% 843E 4 4,1%
885E 2 89,1% 844 4 13,0%
886 2 94,1% 844E 4 16,6%
886E 2 100,0% 889 4 85,8%
887 2 93,3% 889E 4 93,3%
887E 2 91,3% 890 4 0,0%
834 3 11,1% 890E 4 9,7%
834E 3 13,6% 891 4 21,8%
835 3 46,5% 891E 4 83,4%
835E 3 89,8% 892 4 88,0%
836 3 90% 892E 4 0,0%
837E 3 95,0% 894 4 88,4%
838 3 66,3% 894E 4 79,3%
CCE: célula ciliada externa; MEV: microscopia eletronica de varredura
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APENDICE B

QUADRO 2 - TABULACAO DE INTENSIDADE DE RESPOSTA DE EOAPD E
PROPORCAO DE CCE NORMAIS A MEV NAS DIFERENTES COCLE AS

COCLEA | RESPOSTA | CCE NORMAIS COCLEA | RESPOSTA | CCE NORMAIS
850 A 100,0% 877 C 91,7%
850E A 100,0% 877E A 79,1%
895 A 100,0% 878 A 81, 7%
895E A 100,0% 878E D 27,9%
910 A 100,0% 879 A 95,6%
910E A 100,0% 879E A 62,4%
911 A 100,0% 880 D 3,1%
911E A 100,0% 880E D 7,4%
950 * * 100,0% 881 D 41,8%
950E A 100,0% 881E C 22,3%
951 A 100,0% 840 C 50,0%
951E A 100,0% 840E C 44,3%
832 A 100,0% 841 C 8,3%
832E A 100,0% 841E D 78,1%
833 A 100,0% 842 B 94,2%
833E A 94,2% 842E A 90,5%
885 A 96,6% 843 D 18,0%
885E A 89,1% 843E D 4,1%
886 A 94,1% 844 D 13,0%
886E B 100,0% 844E D 16,6%
887 A 93,3% 889 A 85,8%
887E A 91,3% 889E A 93,3%
834 D 11,1% 890 D 0,0%
834E D 13,6% 890E C 9,7%
835 D 46,5% 891 D 21,8%
835E A 89,8% 891E C 83,4%
836 A 90% 892 B 88,0%
837E A 95,0% 892E D 0,0%
838 B 66,3% 894 A 88,4%
838E C 57,2% 894E A 79,3%

CCE: célula ciliada externa; MEV: microscopia eletronica de varredura
EOAPD: emissdes otoacusticas produto de distorcao
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* OBS: na cobaia/cdclea 950 ndo foi possivel realizacdo do Teste de EOA final pela presenca de
cerume no CAE do ouvido direito de dificil remogao.
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ANEXO

Folha de aprovacdo do CETEA - Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

“CAMPUS" DE RIBEIRAO PRETO
TELEFONE: PABX 602.3000 — FAX: (0XX16) 633.1586
14049-900 - RIBEIRAO PRETO — ESTADO DE SAO PAULO

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em
experimentagdo n°® 086/2004, sobre o projeto intitulado “Estudo dos mecanismos de
otoprotegdo cruzada da orelha interna em cobaias”, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. José Antonio Apparecido de Oliveira, esta de acordo com 0s Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA) e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 28 de margo de 2005.

(We certify that the protocol n°® 086/2004, about “Cross otoprotection mechanism on inner ear in guinea pigs” agrees
with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA) and was approved by the COLLEGE OF MEDICINE OF RIBEIRAO PRETO OF THE UNIVERSITY OF
SAO PAULO - ETHICAL COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 03/28/2005 meeting.).

ijejrﬁo Preto, 28 dev prango de 2005.
7

) -
; - )
// { .
/ N ;
Profa. Dra. LUIZA DA SILVA LOPES

Vice-R;eéidente, em exercicio, da Comissdo de
" Eticaem Expex;imentag:ﬁo Animal
"/
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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