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Abstract

There is evidence that a “resistance phenomenon” occurs when a none-damaging dose of
amikacin protects the hair cells from ototoxicity. Our goal is to prove that this resistance is persistent.
Method: Experimental study - 14 albino guinea pigs (Cavia porcellus) divided into three groups.
The auditory function was assessed by distortion product otoacoustic emissions (DPOAE): before
exposure to amikacin, on the 15th day after the non-damaging dose was injected, at the end of
the damage dose injection and prior to decapitation. Results: Group A (control) presented normal
hearing and histological pattern. Group B (amikacin 20mg/kg/day (IM) for 30 days and affecting dose
(400 mg / kg / day) for 12 days and Group C (same protocol of Group B, but kept for 60 days and
slaughtered), the DPOAE confirmed normal auditory function in the pre-exposure and maintenance
of the standard-dose; however, significant loss of auditory function after the end of the damaging
dose injection. Conclusion: The protection phenomenon did not extended for a period of 30 to 60
days after the application of damaging doses of amykacin.

Resumo

Hfi comprovacao de que o fenébmeno de resisténcia ocorre quando a dose nao lesiva da amica-
cina protege as células ciliadas contra a ototoxicidade da prépria amicacina. Objetivo: O objetivo
deste trabalho é verificar se o fendmeno de resisténcia € temporalmente persistente. Método: Es-
tudo experimental com 14 cobaias albinas (Cavia porcellus) divididas em trés grupos. Avaliacio da
funcao auditiva por emissoes otoacusticas por produto de distorcio (EOAPD): na pré-exposicao a
amicacina, no 15° dia de aplicacao da dose nio lesiva, no final da aplicacao da dose lesiva e antes
da decapitacao. Resultados: O Grupo A (controle) apresentou func¢ao auditiva e padrao histologico
normais. No Grupo B (amicacina 20mg/kg/dia intramuscular por 30 dias e dose lesiva (400 mg/kg/
dia) por 12 dias) e no Grupo C (mesmo esquema do grupo B, porém mantidos por 60 dias e sacri-
ficados), as OEA-PD confirmaram fun¢io auditiva normal no periodo pré-exposicio e manuten¢ao
do padrao ap6s dose nao lesiva, porém, houve perda importante da funcao auditiva apos término
do periodo de aplicacio da dose lesiva. Conclusfio: Nio houve manutenciao do fendmeno da au-
todefesa estendida por um periodo de 30 a 60 dias apds a aplicacdao de doses lesivas de amicacina.
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INTRODUCAO

Os aminoglicosideos estiao entre os antibidticos mais
usados no mundo em virtude de sua alta eficicia e de
seu baixo custo. Entretanto, apresentam efeitos colaterais
importantes como nefrotoxicidade e ototoxicidade.

A acao ototoxica destes antibidticos ocorre direta-
mente nos receptores polifosfoinositideos, localizados na
membrana das células ciliadas do 6rgao de Corti, da ma-
cula sacular e utricular e das cristas ampulares do sistema
vestibular. Estes receptores sao lipideos componentes da
membrana celular que formam complexos com os amino-
glicosideos, produzindo modificacdes na permeabilidade
da membrana, o que pode causar faléncia celular, com o
consequente aparecimento da perda auditiva'.

O mecanismo da ototoxicidade contra as cé€lulas
ciliadas envolve desde a captacao celular dos aminoglico-
sideos por estas cé€lulas, através de endocitose receptor-
-mediada?, predisposicao genética individual ao dano
celular envolvendo alteracoes de DNA mitocondrial??,
atuacao lesiva de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
- formados como consequéncia da capacidade dos ami-
noglicosideos de quelar ferro®® - e até a inducao de morte
celular programada por apoptose’.

A ototoxicidade pode surgir durante a exposicao
aguda ao aminoglicosideo ou tardiamente, até meses apos
a exposicao. Pode evoluir para um grau mais grave ou
recuperacao dos limiares auditivos normais (previamente
a exposicdo). Ao ocorrer lesio coclear com destruicao
das células ciliadas do 6rgao de Corti, a perda auditiva é
irreversivel®.

A amicacina, primeiro aminoglicosideo semissinté-
tico descrito, € um derivado da kanamicina, ativo contra a
maioria das espécies microbianas resistentes a gentamicina
e a propria kanamicina®.

O padrao de lesao do 6rgao de Corti envolve aco-
metimento inicial de células ciliadas externas nas espiras
basais da céclea, progredindo posteriormente, com menor
grau de lesio ciliar, para o apice da coclea. As lesdes
ocorrem preferencialmente nas cé€lulas ciliadas externas,
atingindo inicialmente a primeira fileira de células, seguin-
do, entao, para segunda e terceira fileiras''.

Uma dose de 400 mg/kg/dia de amicacina in-
tramuscular por 12 dias provoca a completa destruicio
das células ciliadas externas e lesao parcial das inter-
nas, na primeira e na segunda espiras da coclea de
cobaias, com lesdes em menor grau nas terceira e quarta
espiras'’.

Os estimulos sonoros nao lesivos (de baixa in-
tensidade), aplicados durante longo periodo de tempo
previamente a exposicao de ruido traumatico do mesmo
tipo, protegem as cocleas dos animais experimentais, dimi-
nuindo as alteragoes fisiologicas e as lesoes das células sen-
soriais cocleares!'?, fendmeno conhecido como resisténcia.

Provavelmente, os estimulos condicionantes modificariam
a célula, tornando-a capaz de suportar estimulos lesivos e
a protecio parece ser mediada por alteracdes cocleares’.

Ja estd provado que o fendmeno da resisténcia tam-
bém se manifesta quando administracio prévia prolongada
de doses nao lesivas de amicacina antes da aplicacio da
mesma em doses ototoxicas, ou seja, a dose nio lesiva da
amicacina protege as células ciliadas contra a ototoxicida-
de da propria amicacina, de modo significante nas duas
espiras mais basais'.

O objetivo ¢é verificar se a otoprotecao das células
ciliadas externas contra a ototoxicidade da amicacina é
temporalmente persistente.

METODO

Catorze cobaias albinas (Cavia porcellus), com peso
de 250g e reflexo de Preyer presente, foram utilizadas.
O estudo foi aprovado pelo comité de ética em experi-
mentacao animal da Instituicao, protocolo de aprovacao
n? 075/2008.

A droga utilizada nesta pesquisa foi o antibidtico
aminoglicosideo amicacina administrado por via intra-
muscular. O reflexo de Preyer foi testado diariamente, o
mesmo ocorrendo com a avaliacio do peso até o tempo
maximo para a eutandsia dos animais.

Os animais foram distribuidos em trés grupos:

Grupo A (controle) - Quatro cobaias tratadas com
agua destilada por via intramuscular por 30 dias (duas
cobaias) e 60 dias (duas cobaias).

Grupo B - Cinco cobaias tratadas com amicacina
20mg/kg/dia, via intramuscular, por 30 dias (dose pro-
tetora), e, apos, dose de 400 mg/kg/dia de amicacina
(dose lesiva) por 12 dias, tempo médio necessario para o
desaparecimento do reflexo de Preyer. A partir de entido,
os animais foram mantidos por 30 dias com dieta regular,
quando entao foram sacrificados.

Grupo C - Cinco cobaias com o mesmo esquema de
administracio da amicacina do grupo B, porém, mantidos
por 60 dias e sacrificados.

A técnica para estudo de alteracoes histopatologicas
utilizada nesta pesquisa foi a microscopia eletronica de var-
redura (MEV) com atencao as lesoes estruturais do 6rgao
de Corti nas diferentes espiras cocleares, especialmente as
células ciliadas externas de cobaias que receberam doses
diferentes do aminoglicosideo amicacina.

As cobaias foram anestesiadas com éter inalatorio e
decapitadas, os ossos temporais contendo as bulas foram
removidos. Realizada abertura no dpice e na janela redon-
da e injetado, para fixacio, glutaraldeido a 2,5% em tampao
fosfato 0,1M (Sorensen) a 4°C. A microdisseccdo realizada
preservou as laminas espirais com o 6rgao de Corti. Esse
material foi conservado por 12 horas em solucao tampao
0,1M, sendo refixado em solucdo de tetréxido de 6smio a
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1% com tampao fosfato 0,1M, por 1 hora, a 4°C. As etapas
seguintes sao a desidratacao em etanol e a secagem pelo
método do ponto critico de dioxido de carbono liquido
em equipamento BALTEC - CPD 030 - “CRITICAL POINT
DRYER”. A coclea foi acomodada em um porta-espécimen
cilindrico, fixada com pasta condutora de carbono e meta-
lizada com ouro (fina camada) por vaporizador (BALTEC
- SDC 050) para a perfeita visualizacdo a microscopia
eletronica de varredura.

A funcio auditiva dos animais foi avaliada por
emissoes otoacusticas por produto de distor¢io (EOA-
PD), no equipamento ILO 92 CAE System Otodynamics
LTDA, com intensidade do estimulo desencadeante de 70
dB NPS para F1 e F2 com propor¢ao F1:F2 = 1,217. As
OEA-PD foram realizadas nas seguintes situacoes: pré-
-exposicio a amicacina, no 15¢ dia de aplicag¢ao da dose
nio lesiva, no final da aplicacio da dose lesiva e antes
da eutanasia.

As OEA-PD permitem uma comparacao funcional
das células ciliadas externas antes e apds a aplicacao da
dose de habituacao e da dose lesiva, fornecendo informa-
cdo da acao da droga sobre estas células durante todo o
periodo de estudo, reduzindo a interferéncia da diferenca
constitucional na fun¢ao auditiva de cada animal, possi-
bilitando a avaliacao real da acao da amicacina sobre as
células ciliadas externas.

RESULTADOS

Todas as cobaias do Grupo A apresentaram fun¢ao
auditiva e padrao histolégico normais (Figura 1A-D).

No Grupo B, o estudo das OEA-PD mostrou funcao
auditiva normal no periodo pré-exposicao a droga e ma-
nutencdo do padrio apos dose nio lesiva (Figura 2A-B).
No entanto, vemos perda importante da func¢io auditiva
ap6s término do periodo de aplicacio da dose lesiva de-
monstrada pela auséncia das OEA-PD (Figura 20).

Ao exame histologico (Figura 2D), nota-se compro-
metimento coclear. O 6rgao de Corti perde claramente a
sua sustentacdo, evidenciando um padrao de lesao que se
inicia desde a espira basal, em geral a mais afetada, com
auséncia total de células ciliadas externas e presenca apenas
de células ciliadas internas, padrio este que se mantém
para a espira E2. Ja na espira E3, as c€lulas ciliadas internas
e as 12 e 2* fileiras de células ciliadas externas foram as
mais afetadas, de modo a notarmos apenas a presenca de
extrusoes celulares na fileira de células ciliadas internas e
poucas células intactas na 3? fileira de cé€lulas ciliadas exter-
nas. Na espira apical, ha a presenca de um maior nimero
de células intactas na 12 fileira de células ciliadas externas,
além de auséncia de cilios das células ciliadas internas.

IV xSee

Figura 1. Exemplo de OEA-PD no grupo A. A: pré-exposigao, observa-se
amanutencao da fungéo auditiva a partir de 1 KHz, com a presencga das
OEA-PD; B: Ap6s dose néo lesiva, mostrando padréo de normalidade
com presenca das OEA-PD; C: Apos dose lesiva, mostrando presenca
das OEA-PD; D: Exemplo de MEV no grupo controle, mostrando na
espira basal Células Ciliadas Externas e Internas normais. Aumento
de 500x.

20 xrse 10vn B11691

Figura 2. Exemplo de OEA-PD no grupo B. A: pré-exposigao, observa-
se a manutencao da funcao auditiva a partir de 1 KHz, com a presenca
das OEA-PD; B: OEA-PD presentes ap6s tratamento com baixas
doses, nao lesivas, de amicacina; C: OEA-PD ausentes em todas as
frequéncias testadas apds dose lesiva de 400 mg/kg/dia de amicacina
por 12 dias; D: Exemplo de MEV no grupo B, mostrando na espira basal
destruigao de Células Ciliadas Externas. Aumento de 750x.
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No grupo C, os achados funcionais avaliados pelas
OEA - PD e o exame histopatologico por meio da MEV
mostraram resultados idénticos aos encontrados no grupo B.

DISCUSSAO

A ototoxicidade pelo uso de aminoglicosideos é
uma das maiores causas de perda auditiva neurossensorial
que pode ser prevenida®.

Os aminoglicosideos apresentam a capacidade de
interagir com o ferro, gerando um metabdlito ativo capaz
de catalisar a formacao das ERO, que sao compostos
altamente reativos formados fisiologicamente como con-
sequéncia do metabolismo celular aerébio. Dentre os
principais exemplos de ERO, temos o perdxido de hidro-
génio e os radicais hidroxila, hidroperoxila e superéxido.

Tais compostos podem gerar alteracoes de DNA,
inativacao de proteinas e lipoperoxidacao de membranas ce-
lulares. Apesar destes efeitos deletérios, sio importantes para
0 organismo, pois também atuam em processos de defesa
contra patdgenos'”'. Por isso, € indispensavel a existéncia de
um sistema de defesa celular contra a acao potencialmente
nociva das ERO, composto por agentes antioxidantes como
glutationa, catalase e superoxido dismutase.

A coadministracio de agentes antioxidantes a co-
baias com gentamicina mostrou reducao da perda auditiva
induzida pela droga®.

CONCLUSAO

Nzo houve manutencao do fendmeno da autodefesa
estendida por um periodo de 30 a 60 dias apés a aplicacao
de doses lesivas de amicacina (400 mg/kg/dia).

A otoprotecio coclear contra a ototoxicidade dos
aminoglicosideos estd comprovada, no entanto, seu
mecanismo nao estd completamente elucidado. Sabe-se
que, provavelmente, envolve a acao de antirradicais livres
como a glutationa anteriormente citada, substincia capaz
de inativar o metabdlito ativo formado pela interacao da
amicacina com o ferro e que foi encontrada na orelha
interna. Assim, os niveis intracocleares de glutationa es-
tariam aumentados quando da administracao por periodo
prolongado de baixas doses do antibidtico previamente a
uma dose lesiva, protegendo as CCE cocleares.

O objetivo deste estudo foi avaliar se os mecanismos
responsaveis pela otoprotecio seriam capazes de manter
a defesa celular por periodos de tempo mais prolongados
- 30 e 60 dias. Ndo se pode afirmar se hda manutencio do
fendmeno de autodefesa por periodos maiores que 60 dias.

Concluiu-se que os antirradicais livres em niveis
elevados que deveriam proteger a coclea foram consumi-
dos durante o periodo de tempo em que as cobaias foram
mantidas, gerando, assim, um desequilibrio entre os niveis
de ERO (agentes lesivos) e os de antioxidantes (agentes
protetores), permitindo a acio nociva dos primeiros sobre

o Orgio de Corti. Esse desequilibrio se soma 2 manuten¢io
de niveis séricos elevados de amicacina (efeito nefrotéxico).
Este resultado permite delinear novos caminhos
para melhor elucidacdo do fendmeno da autodefesa, como
projetos com alteracdo do esquema de aplicacao da droga,
modificacio dos periodos de aplicacio de dose lesiva ou de
periodos de administraciao de dose protetora e dose lesiva.
A busca de uma melhor compreensao dos mecanis-
mos de autodefesa coclear e de como atuar na manutencao
de tais mecanismos por longos periodos até o fim dos
efeitos toxicos do aminoglicosideo circulante aspira uma
aplicabilidade clinica em terapias farmacolégicas.
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