Brazilian Journal of Otorhinolaryngology

ISSN: 1808-8694
revista@aborlccf.org.br

Associagéo Brasileira de
Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-
Facial

Brasil

Marra de Aquino, Thomaz José; Apparecido de Oliveira, José Antonio; Rossato, Maria
Ototoxicidade e otoprotecdo em orelha interna de cobaias utilizando gentamicina e amicacina:
aspectos ultra- estruturais e funcionais
Brazilian Journal of Otorhinolaryngology, vol. 74, nim. 6, noviembre-diciembre, 2008, pp. 843-852
Associagéo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial
Sao Paulo, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=392437859005

Como citar este artigo ' &\ ,/.L

Nimero completo Sistema de Informacéo Cientifica

Mais artigos Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3924
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3924
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=392437859005
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=392437859005
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3924&numero=37859
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=392437859005
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3924
http://www.redalyc.org

Rev Bras Otorrinolaringol
2008;74(6):843-52.

ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Ototoxicidade e otoproteciao
em orelha interna de cobaias
utilizando gentamicina e
amicacina: aspectos ultra-
estruturais e funcionais

Thomaz José Marra de Aquino’, José Anténio
Apparecido de Oliveira?, Maria Rossato?

Resumo

A ototoxicidade ainda é um desafio para medicina. A
descoberta dos mecanismos endogenos autoprotetores das
células ciliadas externas associados a métodos de avaliacao
funcional e ultra-estrutural das mesmas abriu nova perspecti-
va no entendimento e controle destes mecanismos. Objetivo:
O trabalho objetivou determinar se subdoses de gentamicina
protegia contra ototoxicidade da amicacina baseado nestes
mecanismos e determinar se a amplitude das emissoes otoa-
custicas teria correlacio com grau de integridade das células
ciliadas. Material e Método: Estudo experimental. Utilizando
31 cobaias, administrou-se soro fisiol6gico, gentamicina e
amicacina, isoladamente e associadas, via intramuscular,
por 12, 30 e 42 dias. Pesquisa de emissoes otoacusticas foi
realizada no inicio e final do experimento, comparado com
estudo da integridade coclear, por microscopia eletrénica.
Resultados: Subdoses de gentamicina nio protegeram a
orelha interna contra toxicidade da amicacina; diminuicoes
da amplitude das emissdes otoacusticas apresentaram forte
correlacao com aumento de lesdes das células ciliadas.
Concluszio: Os achados contribuem para o entendimento
dos mecanismos de ototoxicidade e otoproteciao da orelha
interna. A determinacio da correlacio entre amplitude de
emissoes e integridade celular tem grande importancia no
acompanhamento das lesdes de células ciliadas, com possivel
aplicacio no monitoramento de ototoxicidade por drogas
em humanos.

Ototoxicity and otoprotection
in the inner ear of guinea pigs
using gentamicin and amikacin:
ultrastructural and functional
aspects

Palavras-chave: aminoglicosideos/toxicidade, citoprotecao,
emissoes otoacusticas espontineas, microscopia eletronica de
varredura, orelha interna/lesoes.

Keywords: aminoglycosides/toxicity, cytoprotection,
otoacoustic emissions, spontaneous, inner ear/injuries.

Summary

Ototoxicity is still a challenge to medicine. The discovery
of self-protecting endogenous mechanisms of the outer hair
cells associated with their functional and ultra-structural
assessment methods has opened new horizons in the
understanding and controlling of these mechanisms. Aim:
this paper aimed at establishing whether or not underdoses
of gentamicin could protect the inner ear against the harmful
effects of amikacin, based on these protection mechanisms
and determine if the otoacoustic emission amplitudes could
be associated with the level of hair cell integrity. Materials
and Methods: Experimental study. We used 31 guinea pigs.
They were injected with saline solution, gentamicin and
amikacin, alone and in combinations -intramuscular injections
- during 12, 30 and 42 days. The otoacoustic emissions were
recorded in the beginning and at the end of the experiment,
comparing it with the cochlear integrity study carried out by
electron microscopy. Results: gentamicin underdoses did not
protect the inner ear against amikacin toxicity; the reduction
in otoacoustic emissions was strongly associated with an
increase in hair cell lesions. Conclusion: these findings
help understand inner ear otoprotection and ototoxicity.
Establishing the correlation between the emissions amplitude
an cell integrity plays an important role in the follow up of
hair cell damage, with possible monitoring of ototoxicity
caused by drugs in humans.
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INTRODUCAO

MATERIAL E METODO

A ototoxicidade ainda é um grande desafio para
medicina nos dias atuais. Nao obstante o grande nime-
ro de pesquisas que sao realizadas sobre o tema pelos
mais renomados pesquisadores e centros de pesquisa em
todo o mundo e pelo gradual avanco no conhecimento
da fisiopatologia da ototoxicose, ainda nio se conseguiu
o satisfatorio controle sobre o processo lesivo da orelha
interna provocado pelos ototoxicos, em seres humanos. A
irreversibilidade da lesao em grande parte dos casos € o
outro ponto critico do processo de ototoxicidade, levando
a um problema social importante em conseqiiéncia do
estabelecimento da surdez'?.

Dentre as drogas ototoxicas, indubitavelmente os
aminoglicosideos sio os mais largamente utilizados devido
a sua alta eficicia antimicrobiana e baixo custo. Recente-
mente varios estudos vém sendo desenvolvidos visando
encontrar mecanismos de protecio da orelha interna contra
estes agentes lesivos, mostrando resultados promissores
e vislumbrando um caminho na direcao da solucio deste
grave problema.

Uma nova linha de pesquisa que a cada dia ganha
importancia é a que estuda os mecanismos endogenos
de protecio da orelha interna. Enzimas antioxidantes tém
sido demonstradas, como: catalase, superéxido-dismutase,
glutationa-peroxidase, glutationa-redutase, glutationa-S-
transferase. Também a glutationa, um tripeptideo presente
em todas as células de mamiferos, tem mostrado acao
protetora sobre as cé€lulas ciliadas externas in vitro contra
citotoxicidade?*.

Recentemente descobriu-se que pequenas doses
nao-toxicas de amicacina ou gentamicina, administradas
durante um determinado periodo de tempo, como habitu-
acao, previamente a administracao de doses ototoxicas do
mesmo aminoglicosideo utilizado na habituacio, protege
a coclea do efeito lesivo dose-dependente desta droga, o
que poderia ser explicado pelo desencadeamento destes
mecanismos endogenos de autodefesa®®. Nestes estudos,
dentre os métodos de avaliacio da orelha interna nas
lesdes induzidas por drogas, a microscopia eletronica de
varredura e as emissoes otoacusticas tém se destacado por
sua praticidade e facil execucao.

Contribuindo para o entendimento dos mecanismos
fisiopatologicos de otoprotecio na orelha interna contra
ototoxicidade induzida por drogas, este trabalho foi de-
senvolvido com os objetivos especificos de determinar se
subdoses de habituacao de gentamicina também protege
contra ototoxicidade por amicacina e determinar se a
amplitude de resposta da emissao otoacustica produto de
distor¢cao € um método de correlacao para avaliar o nivel
de integridade morfologica das células ciliadas externas,
em cobaias.

No estudo foram utilizadas 31 cobaias albinas ma-
cho. Das 62 cocleas, duas foram desprezadas por apresen-
tarem problemas técnicos na preparacao, sendo incluidas
60 cocleas no estudo. Escolhemos cobaias albinas como
animal experimental pela facilidade de manejo, disseccio
coclear e manipulagio e ainda pela igual facilidade de in-
fusiao de drogas anestésicas e drogas em experimentacao
seja 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 Laboratério do Institute of
Laboratory Animal Resources, Comission on Life Sciences,
National Research Council’. O protocolo experimental
seguiu ainda os principios €ticos do Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal (COBEA) e foi submetido a
anilise e aprovacio prévia da Comissio de Etica em Ex-
perimentacao Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina
de Ribeirio Preto, sob protocolo n® 086/2004.

Critérios de Inclusao

Os animais foram selecionados no Biotério Central
da Faculdade Medicina de Ribeirao Preto, Universidade
de Sao Paulo, através da presenca do Reflexo de Preyer e
peso variando entre 400 e 600 gramas. Apos um repouso
auditivo de 24 horas, os animais eram avaliados e subme-
tidos a otoscopia externa. Os animais que apresentavam
sinais de otite externa ou otite média aguda, cerume de
dificil remocao, alteracdes inflamatoérias do conduto au-
ditivo externo ou mesmo conduto auditivo muito estreito
para acomodar adequadamente a sonda do equipamento
de emissoes otoacusticas (EOA), eram descartados do
experimento. Os que apresentavam rolha de cerume e ti-
nham a mesma removida eram mantidos. Todos os animais
incluidos eram entdo submetidos a uma triagem auditiva
por emissao otoacustica produto de distorcio (EOAPD)
em cabine com isolamento acustico e sob anestesia com
ketamina (65 mg/Kg). As cobaias que apresentavam EO-
APD presentes nas duas orelhas eram selecionadas para
o experimento e as demais excluidas.

Grupos de Estudo

Para realizacao do estudo as cobaias foram divididas
em quatro grupos:

GRUPO 1 - CONTROLE - SORO FISIOLOGICO:
Seis animais - doze cocleas, com administracao de Soro
Fisiologico 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: Cinco
animais - dez cocleas, com administracao intramuscular de
Gentamicina na dose Gnica didria de 10mg/kg/dia durante
30 dias consecutivos.
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GRUPO 3 - ESTUDO - AMICACINA: Dez animais
- dezoito cocleas, com administracao intramuscular de
Amicacina na dose Unica didria de 400mg/kg/dia, por
doze dias consecutivos.

GRUPO 4 - ESTUDO - GENTAMICINA AMICACINA:
Dez animais - vinte cocleas, com administracao de intra-
muscular de Gentamicina na dose Unica didria de 10mg/
kg/dia do 1° ao 30° dia, seguido pela de administracao
intramuscular de Amicacina na dose Gnica didria de 400mg/
kg/dia, por mais doze dias (31° ao 42° dia).

O uso de Gentamicina foi feito em dose considerada
incapaz de provocar lesao significativa na orelha interna,
baseado em estudo prévio de Maudonnet6 e confirma-
do pelo nosso Grupo Controle 2. O objetivo do uso da
mesma era promover apenas uma habituacio das CCE
previamente a exposicio a uma droga potencialmente
ototoxica - a amicacina.

O uso da amicacina foi feito em dose considerada
potencialmente ototoxica, baseada em estudos prévios de
Oliveira et al.5 e Canedo® e confirmado pelos resultados do
Grupo de Estudo 3. O objetivo do uso da mesma era testar
um possivel aumento da resisténcia das células ciliadas
externas (CCE) a lesao provocada pela amicacina quando
expostas a uma dose prévia de habituacao realizado com
subdoses de gentamicina, efeito este estudado no Grupo
de Estudo 4.

Avaliacao Funcional Auditiva

A avaliacao funcional auditiva foi realizada através
do Teste de Emissoes Otoacusticas Produto de Distor¢io,
utilizando-se o Equipamento ILO 92 CAE System Oto-
dynamics LTD. As cobaias eram sedadas com ketamina
para serem submetidas aos testes. Antes da realizacao do
registro das EOAPD eram submetidas 2 otoscopia para
avaliacio do conduto auditivo externo e membrana tim-
panica. Somente as cobaias com emissdes otoacusticas
(EOA) presentes foram incluidas no estudo.

No Grupo 1 (Controle com SF 0,9%), Grupo 2 (Con-
trole com Gentamicina) e Grupo 3 (Amicacina), as EOAPD
foram realizadas no 1° dia de administracio e 1 dia apds
o término da administracao das drogas ou solu¢io salina.
No Grupo 4 (Gentamicina Amicacina) as EOAPD foram
realizadas no 12 dia de administracao da Gentamicina,
no 31¢ dia quando se interrompia o uso de gentamicina
e iniciava-se o uso de Amicacina e no 432 dia, 24 horas
apos a ultima dose de amicacina, imediatamente antes
do sacrificio. Neste estudo utilizamos intensidades iguais
de 70 dB NPS. A intensidade do estimulo desencadeante
pode variar numa faixa de 0 a 70 dB NPS e podem ser
medidas na faixa de 500 a 8000Hz. A metodologia descrita
¢ a mesma utilizado por Hyppolito et al.>!.

Consideramos mais importante as EOA nas freqiién-
cias mais agudas, que avaliam qualitativamente o estado
funcional das células ciliadas externas na espira basal da

coclea, onde predominam as lesdes por ototoxicidade
induzida por aminoglicosideos. Foram consideradas as
EOAPD como presentes ou ausentes. Foi também analisa-
do a variacao da amplitude das EOA entre o inicio e o fim
do experimento e comparado com o resultado da andlise
morfologica da orelha interna em cada cobaia.

Avaliacao Morfolégica

No dia seguinte 2 ultima dose da droga ou solucio
salina administrada em cada um dos quatro grupos e,
ap0s realizada as EOAPD, os animais foram sacrificados
com injecao letal de tiopental sédico (Thionembutal®)
intraperitonial e as bulas imediatamente retiradas bilate-
ralmente e abertas, expondo-se as cocleas. Em seguida,
a abertura da bula timpanica, as cocleas eram preparadas
para andlise a microscopia eletronica de varredura onde
os principais passos foram: fixacao através de banhos de
glutaraldeido a 2,5%, solucao tampao-fosfato 0,1M e tetro-
xido de 6smio; desidratacio com etanol; secagem realizada
no equipamento Bal-Tec CPD 030 através do método do
ponto critico, metalizacao das estruturas por vaporizag¢ao
de fina camada de ouro através do vaporizador Bal-Tec
SCD 050 e fixacao da coclea em porta-espécime metdlico
(Figura 1).

Figura 1. Porta-espécime mostrando coéclea preparada para estudo
em microscopio eletronico.
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Terminados os processos anteriores, as estruturas
foram levadas para andlise 2 microscopia eletronica de
varredura (MEV). O microscopio eletronico utilizado foi
o JEOL SCANNING MICROSCOPE - JSM 5200. A analise
estrutural foi padronizada pelo estudo de um campo do
terco médio das quatro espiras cocleares no aumento de
500 vezes. Uma vez que a varredura era feita na superficie
do 6rgao de Corti, a imagem era congelada, fotografada e
estudada através de um cocleograma (Figura 2). A condi-
cao de integridade ou nio das células ciliadas foi definida
pela andlise dos estereocilios das mesmas. Células com
estereocilios perfeitos eram consideradas integras. Células
com estereocilios ausentes ou disformes eram considera-
das lesadas®®!°. As células ciliadas externas (CCE) normais
e lesadas eram entio contadas e tabuladas para anilise
estatistica comparativa entre os grupos. O percentual de
c€lulas normais e lesadas nas trés primeiras espiras de cada
coclea era registrado para estudo nos diferentes grupos e
posteriormente comparado com as emissdes otoacusticas
produto de distor¢io.

[ Cobaia: Marca: Peso: Grupo: Espira: Foto: l

} F1 VYVVVVVVVV VYYYVIVVVVY VYVYVVVVIVY VWVVYVVVVVY
F2 VWYVVVVVVV VYVYVVVVVVY VYYVVVVIVVVY VYVVVVVVVWY
‘ F3 VVYVIVVVVVY VVVVVIVIVY VVVVVVVVVY YVVVVYVVVWY

Vs CCE presente normal;\: CCE ausenée/lesada;
F1:Fileira 1; F2:Fileira 2; F3:Fileira 3; CCE: célula ciliada externa.

Figura 2. Cocleograma representando um campo de estudo das
células ciliadas externas a microscopia eletronica.

Quanto as EOAPD foi considerada a situacdo pre-
sente ou ausente. Foi também realizado um estudo esta-
tistico para determinar possivel correlacao entre reduciao
da amplitude das EOAPD e aumento da intensidade de
lesao de CCE. A amplitude da resposta foi mensurada pela
medida da intensidade média das EOAPD nas freqiiéncias
de 2 kHz a 5 kHz estabelecidas nos exames inicial e final,
comparadas e classificadas em 4 tipos, lembrando que
todas as cobaias apresentavam EOA presentes no exame
inicial. Os tipos de respostas determinados para estudo
foram:

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

Resposta B: EOA presentes no exame final com
reducio de amplitude de respostas variando de mais de
25% até 50% em relacio ao exame inicial.

Resposta C: EOA presentes no exame final com
reducio de amplitude de respostas variando mais que
50% em relacao ao exame inicial.

Resposta D: Auséncia de EOA no exame final.

Os quatro tipos de respostas foram comparados
com os achados morfologicos (CCE normais e lesadas a

MEV) e a correlacdo entre estes dados analisada estatis-
ticamente.

Aniélise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizan-
do-se os programas SPSS. - Statistical Package for Social
Scienses - Versio 10.0 e R Program Statistical Computing
- Versao 2.2.1.

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

RESULTADOS

O Grupo 1 (Soro Fisiologico 0,9% - 30 dias) e o
Grupo 2 (Gentamicina 10 mg/kg/dia - 30 dias) ndo apre-
sentaram lesoes significativas de células ciliadas externas
a MEV em nenhuma coéclea. No Grupo 1, 100% das CCE
mantiveram-se normais ao final do experimento, enquanto
no Grupo 2, 94,2% das CCE também mantiveram-se nor-
mais. Na avaliacio funcional, as EOAPD mantiveram-se
presentes ao final dos 30 dias de experimento em ambas
as orelhas em todas as cobaias incluidas nestes dois grupos
(Figuras 3 e 4).

Nas cobaias do Grupo 3 (amicacina 12 dias) e do
Grupo 4 (gentamicina 30 dias amicacina 12 dias) houve
lesao de CCE em todas as cocleas examinadas nos dois
grupos, em graus variados (Figura 5).

No Grupo 3 as lesdes variaram de 4,3% a 96,9%,
com média de 46,4% de lesao de CCE (53,5% de células
normais) para as 18 cocleas do grupo. As lesdes ocorreram
predominantemente nas 2 primeiras espiras que, desta
forma, apresentaram um menor nimero de CCE normais

Figura 3. Fotomicrografia de 6rgao de Corti normal de cobaia do Grupo
1. CCl: célula ciliada interna; CCE: célula ciliada externa; F1: fileira 1;
F2: fileira 2; F3: fileira 3. Aumento de 750x.

REVISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 74 (6) NoveMBrO/DEZEMBRO 2008
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br



Patient record data
™233
LEFT
WPAT F D |
POS/S0R0 CONTROLECAGUDO) |

Name:
Ear:
No.t

Figura 4. Teste de EOAPD (emissOes otoacusticas produto de distor-
cao) normal de cobaia do Grupo 1.

do que a espira 3. As lesdes foram também mais intensas
na 12 fileira de CCE, seguida pela 22 fileira.

No Grupo 4 as lesoes variaram de 5,7% a 100%, com
média de 53,2% de lesio de CCE (46,8% de CCE normais)
para as 20 cocleas do grupo. As lesdes ocorreram predo-
minantemente nas 2 primeiras espiras que, desta forma
apresentaram um menor numero de CCE normais. Foi
também mais intensa na 12 fileira de CCE, seguido pela
22 fileira (Tabela 1).

Tabela 1. Média de células ciliadas externas normais nos diferentes
grupos.

GRUPO 1
100%

GRUPO 2
94,2%

GRUPO 3
53,5%

GRUPO 4
46,8%

SOrm

008986

Figura 5. Fotomicrografia de érgao de Corti de cobaia do Grupo 3
mostrando lesdo extensa, nas 3 fileiras, com auséncia de quase todas
as células ciliadas externas. Aumento de 500x.

Pl

60 Ear_canal response
dB |

504

404

4 KHz 6

Patient record data
e TH227
1 LEFT
nOE8
ote: POS ANICA 400MG/KG/1201AS

Figura 6. Teste de EOAPD (emissdes otoacusticas produto de distor-
¢ao) de cobaia do grupo 3, mostrando auséncia de respostas apos
aplicagdo da droga.

Nos grupos 1 (soro fisiologico) e 2 (gentamicina),
sem lesoes morfologicas significativas, como ja reportadas,
as EOAPD estavam presentes e normais. No grupo 3 (n=18;
lesao 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% (Figura
6). 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 ore-
lhas foi de 68%. Estavam ausentes ao fim do experimento
em 8 orelhas, cuja média de CCE integras foi de 18,9%.
A relacdo entre CCE normal ou lesada e EOAPD presente
ou ausente estd demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2. Média de células ciliadas externas (CCE) normais nas
orelhas com emissdes otoacusticas (EOA) presentes e ausentes ao
final do experimento, nos grupos 3 e 4.

Média de CCE
integras - Grupo 3.

Média de CCE
integras - Grupo 4

Nas orelhas com

EOA Presentes. 75,5% 68,0%
Nas Orelhas com . i
EOA Ausentes 21,6% 18,9%

No total foram avaliadas 20.100 cé€lulas ciliadas ex-

ternas em 60 cocleas divididas nos 4 grupos, uma média
de 335 CCE por coclea.
Com relacado a manutencao da arquitetura ciliar
verificamos que nas células ciliadas externas lesadas os
principais tipos de alteracoes encontradas foram: auséncia
de cilios (alteracao mais comum), distor¢io do padrio em
“v” para “w”, tumefacao e fusao ciliar (Figuras 7 e 8).

As lesdes ocorreram em padrio decrescente de
gravidade da 1* e 22 espiras para o dpice e da 1* fileira
de CCE para a 3*. Nao houve diferenca significativa entre
o grau de lesao entre as duas primeiras espiras no nosso
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, Estereocilios Normais

EstereociligsTumefeitos

Figura 7. Fotomicrografia de érgao de Corti de cobaia mostrando
estereocilios normais ao lado de célula com estereocilios alterados
tumefeitos. Aumento de 7.500x.

Figura 8. Fotomicrografia de érgao de Corti de cobaia mostrando
estereocilios fundidos. Aumento de 3.500x.

trabalho. As células ciliadas internas (CCI), observadas,
porém nao consideradas para este estudo, apresentaram-
se pouco lesadas nos grupos.

Nao consideramos a espira apical por ser um local
responsavel pelos sons graves e os ototoxicos compro-
metem principalmente os sons agudos e também porque
esta espira tem um desarranjo natural das células ciliadas
que dificultam uma andlise anatdmica criteriosa. Da mesma
forma nao foi considerada para efeito de estudo as CCI por
serem cé€lulas menos susceptiveis a lesio por ototéxico e
também por serem de dificil individualizaciao e contagem,
comparativamente com as CCE.

Um dos objetivos deste estudo era comparar o
Grupo 3 (dose ototoxica de amicacina) com o Grupo 4
(dose ototoxica de amicacina precedida de dose de habi-
tuacao de gentamicina) para avaliar se havia otoprotecao

pela gentamicina contra a ototoxidade da amicacina neste
altimo grupo.

Para analise estatistica, estes dois grupos (3 e 4) fo-
ram submetidos a um teste de distribuicao de normalidade
(Shapiro-Wilk Test). Neste teste o grupo 3 nao apresentou
distribuicao normal. Por este motivo, no estudo estatistico,
foi utilizado o teste nao paramétrico U - Mann Whitney.

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, ou seja, nao havia diferen-
¢a estatistica entre os dois grupos (Tabela 3). Portanto
a gentamicina nao protegeu as CCE da cobaia contra a
acdo ototoxica da amicacina. Realizamos também uma
andlise estatistica do resultado encontrado entre as espiras
1 nestes dois grupos e repetimos o teste para as espiras
2 e 3. Da mesma forma ndao houve diferenca estatistica
entre os grupos (p=0,05 entre as espiras 1; p=0,83 entre
as espiras 2; p=0,36 entre as espiras 3). Finalmente rea-
lizamos um teste estatistico comparativo entre presenca
ou auséncia de EOAPD entre os Grupos 3 e 4. Para efeito
de calculo estatistico, todas as EOA presentes, ainda que
com reduc¢io de amplitude em relacao ao exame inicial,
eram consideradas como presentes. Neste caso, como se
tratava de variavel categorica, utilizamos o teste do qui-
quadrado. O resultamos foi: p= 0,793 mostrando também
nao haver diferenca entre os grupos 3 e 4 com relacio a
avaliacao funcional das orelhas por EOAPD, coincidindo
com a analise morfologica.

Tabela 3. Resultado da analise estatistica referente ao nimero de
CCE normais, ao final do experimento, entre os Grupos 3 e 4 *.

MEDIA EES;% 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 Social Scienses.

Para determinarmos se havia correlacao estatisti-
camente significativa entre a diminuicio da amplitude/
intensidade das respostas de EOAPD e o aumento do
grau de lesao de CCE, aplicamos o calculo do coeficiente
nao-paramétrico de Spearman, cujo resultado (r = 0,81)
mostrou haver correlacio alta e significativa (p<0,001)
entre diminuicao da amplitude/intensidade das EOA e
diminui¢ao do nimero de CCE normais na orelha interna
da cobaia (Tabela 4).

A comparacao dos valores morfologicos entre as
categorias de respostas de EOA foi realizada através da
aplicacao do Teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nao-para-
métrica) que mostrou X2 = 39,75 (p<0,001), portanto, com
diferenca significativa entre os valores morfologicos dos
diferentes tipos de respostas (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 4. Calculo do Coeficiente de Correlacdo de Spearman entre
Variacao de Intensidade de EOA e Grau de Lesao de CCE.

VAR 0001 VAR 0002
Spearman’s VAR 0001 Coeflmente_ de 1,000 0,812
Rho Correlagao
Sig (Bi cau- 0,0 0,000
dal)
N 59 59
VAR 0002 Coeflclente~ de 0,812 1000
Correlagao
Sig (Bi cau-
dal) 0.00
N 59 59

Tabela 5. Teste de Kruskal-Wallis dos valores morfologicos 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 - Versao 10.0

Tabela 6. Teste de Kruskal-Wallisa,b - 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 - Versao 10.0

Tabela 7. Teste Post Hoc de Dunn. Andlise de significancia entre as
respostas de EOAPD e CCE normais.

VAR CCE normais

VAFégESP N 1 alfa =2 0,05 3
D 15 20,20
C 18 45,86
B 4 87,12
A 32 93,43

var: varidvel; resp: resposta; Statistical Package for Social Scienses
- Versao 10.0

Para verificarmos quais diferencas eram significa-
tivas 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 sao signi-
ficativamente superiores as Respostas C e D, e que a Res-
posta C tem valores significativamente superiores aos de
D: (A=B)>C>D, o que demonstra haver correlacio entre a
diminuicao da amplitude das EOAPD e o aumento de lesao
ou diminui¢io do nimero de CCE normais (Tabela 7).

DISCUSSAO

Apesar de nao haver dados fidedignos sobre a in-
cidéncia de perda auditiva induzida por drogas na popu-
lacao mundial, sabemos que ainda hoje ela € significativa,
principalmente pelo uso continuado dos aminoglicosideos
e quimioterdpicos. Nao obstante, a hipoacusia provocada
por estas drogas tem um carater de irreversibilidade, o que
traz graves consequiéncias sociais € psicologicas a popula-
¢do acometida, motivo este que justifica a continuidade das
pesquisas que abordam ototoxicidade e otoprotecao.

Dentre as drogas ototoxicas, os aminoglicosideos
sao os mais estudados, seja por razodes histéricas ou por sua
importancia clinica'*'?. Os inimeros trabalhos de pesquisa
sobre ototoxicidade utilizando estas drogas nos possibili-
taram aprimorar o conhecimento sobre anatomofisiologia
e bioquimica da orelha interna, sendo este o passo inicial
para a descoberta de drogas menos toxicas € meios de
prevencio e protecio mais eficientes do Orgao de Corti.

Ainda segundo Oliveira e Bernal, as lesdes pro-
vocadas pelos aminoglicosideos no 6rgio de Corti sdo
predominantemente nas células ciliadas externas (CCE)
e progridem da base para o dpice da coclea. Nas espiras
basais, a primeira fileira de CCE é também a primeira a
ser lesada, seguindo-se para a segunda e terceira fileiras.
Esta seqiiéncia de lesodes também coincide com a altura
das CCE, sendo a espira basal a primeira a ser lesada, se-
guindo a segunda, terceira e por ultimo as c€lulas apicais1.
A estria vascular também pode estar envolvida, podendo
haver mudanca estrutural das células marginais''.

A identificacdo de mecanismos endégenos de au-
todefesa das células sensoriais do 6rgao de Corti, repre-
sentado pelas enzimas de destoxificacio e antioxidantes
como a catalase, superéxido-dismutase e as glutationas-
peroxidase, redutase e S-transferase e também a glutationa
deu novo impulso as pesquisas sobre ototoxicidade e
otoprotec¢io, notadamente na protecao contra substancias
oxigénio-reativas'!.

Recentemente foi demonstrado que pequenas doses
de habituacao (doses nao-toxicas) de um aminoglicosideo
administrado previamente a exposi¢cao a uma dose sabida-
mente ototoxica da mesma droga utilizada na habituagiao
protege a coclea contra o efeito lesivo desta. Este efeito
foi comprovado para a amicacina®® e para gentamicina®.
A explicacao inferida foi de que pequenas doses nio-
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toxicas de um agente potencialmente ototoxico estimularia
a coclea a produzir substancias endégenas de autodefesa
de tal forma que quando ela recebesse a dose toxica ela
estaria melhor preparada para se defender, desta maneira
conseguindo reduzir as lesdes. Nestes estudos foi utiliza-
da a microscopia eletronica de varredura para exame do
Orgio de Corti ap6s administracio das drogas, associado
ao estudo funcional por emissoes otoacusticas (EOA).

O nosso estudo buscou pela primeira vez analisar,
aos moldes destes ultimos trabalhos, o efeito do uso de
um aminoglicosideo utilizado em doses nao toxicas de
habituacao, sobre a acao potencialmente lesiva de outro
aminoglicosideo que nao o mesmo utilizado na habituacio,
sendo este o ponto divergente em relacio as pesquisas
realizadas pelos autores anteriormente citados. As drogas
utilizadas em nossa pesquisa foram a gentamicina, um
aminoglicosideo predominantemente vestibulotoxico,
como droga de habituacao, e a amicacina, um droga pre-
dominantemente cocleotéxica, como agente lesivo agudo.
A avaliacao funcional foi realizada através do estudo por
emissodes otoacusticas produto de distor¢ao, ao final do tra-
tamento, seguindo a metodologia de trabalhos anteriores®”.
Na avaliacao morfologica, as lesdes nas células ciliadas
externas eram identificadas pela auséncia ou deformacoes
de estereocilios, apos analise 2 microscopia eletronica de
varredura, fotografadas, transferidas para um cocleograma,
contadas e tabuladas.

Diferentemente das publicacdes anteriormente
citadas, nao encontramos no nosso trabalho diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo que utilizou
apenas amicacina (lesio aguda) e o grupo que utilizou
gentamicina como habituacio previamente a amicacina,
tanto na andlise geral da coéclea como na andlise indivi-
dualizadas das espiras 1, 2 e 3, comparativamente entre
os dois grupos. A média de lesao de CCE foi de 46,5%
(56,5% 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 2
amicacina), o que estatisticamente nao mostra diferenca
significativa (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 nao mostrou diferenca estatistica
significativa (p=0,656 entre espiras 1; p=0,833 entre espiras
2; p=0,364 entre espiras 3). A explicacdo entendida pela
divergéncia de resultados foi a combinacao de drogas
utilizadas. Ao utilizarmos a gentamicina como droga de
habituacao, sendo ela predominantemente vestibuloto-
xica, a mesma nao teria conseguido estimular a orelha
interna a produzir substincias endégenas autoprotetoras
em quantidade suficiente para se proteger contra as doses
altamente lesivas da amicacina, predominantemente cocle-
otoxico, contra o 6rgao de Corti. Analisamos um total de
60 cocleas e 20.100 CCE (média de 335 CCE por coclea).

No nosso estudo, também diferentemente das publicacoes
citadas, nao houve predominio de lesio na espira basal em
relacio a espira 2 nos Grupos 3 e 4. A explicacdo para tal
achado deve-se ao alto grau de lesao apresentado nestes
dois grupos ja que a medida que progride a intensidade
das lesoes perde-se este padrio, havendo espiras com
100% de lesao das CCE nas 3 fileiras, chegando a acome-
ter também, em alguns casos e em menor intensidade, as
células ciliadas internas.

A anilise morfolégica mostrou que o tipo de lesiao
de CCE mais comum encontrado foi a auséncia de este-
reocilios, seguido pela deformidade do mesmo (fusio e
tumefacio). Este achado coincide com aqueles descritos
em outras publicacoes®®?.

As EOAPD vém sendo utilizadas como método
de avaliacao da fun¢io auditiva em cobaias hda algum
tempo®'5 18, Trata-se de método de ficil execucao, baixo
custo e alta reprodutibilidade. Adicionalmente, quando
comparado com a andlise morfologica do 6rgiao de Corti,
tem mostrando grande correlacgio.

O estudo funcional da orelha interna das cobaias
pesquisadas por emissio otoacustica produto de distor¢io
(EOAPD) de fato mostrou uma grande fidelidade com os
achados morfolégicos a microscopia eletronica de varre-
dura (MEV). Nos grupos 1 (soro fisioldgicos) e 2 (genta-
micina), sem lesdes morfologicas significativas, as EOAPD
estavam presentes em todos os casos. No grupo 3 (n=18;
lesao aguda por amicacina) quando estavam presentes, a
média de CCE normais foi de 75.5%. e quando ausentes
a média de CCE integras reduziu para 21,6%. Ja no grupo
4 (n=20; uso de subdoses de gentamicina previamente a
amicacina) quando as EOAPD estavam presentes a média
de CCE integras foi de 68% para este subgrupo. Quando
estavam ausentes a média de CCE integras reduziu para
18,9%.

Verificamos também que entre as cobaias que apre-
sentavam EOAPD presentes ao término do experimento
havia, em parte deste grupo, uma diminuicio da amplitude
das respostas de EOA no exame final, comparativamente
com o inicial (Figura 9A, 9B). E que estas cobaias que
apresentavam diminuicao da amplitude das EOA também
apresentavam um grau de lesao de CCE maior que aquelas
sem esta variac2o. Classificados em 4 tipos de respostas,
conforme esta variacio da amplitude ou intensidade de
EOA e comparados com a andlise de integridade das CCE,
verificamos haver uma correlagao alta e significativa entre
diminuicao da amplitude/intensidade de EOA e diminui-
¢ao do nimero de CCE normais. A existéncia desta forte
correlacio € de grande relevincia por mostrar que nao
somente a presenca, mas também a variacao da amplitude
deve ser observada. Acreditamos que tal fato reveste-se
também de grande importincia clinica se consideramos
a possivel aplicacio no monitoramento de ototoxicidade
por drogas em humanos.
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Patient record data
Name: THZ26
Ear

Note: PRE AMICACINA/400MG,/K6/12

Figura 9A. Teste de EOAPD pré-tratamento de cobaia mostrando
exame normal

Note: POSAMICA 400MG/K6 120165

fortemente com o aumento do nimero de células ciliadas
externas lesadas, de forma estatisticamente significativa,
em cobaias.
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