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RESUMO

INTRODUCAO: A Amicacina causa ototoxicidade irreversivel, e a deteccéo precoce
desse agravo € considerada uma tarefa dificil. Estudos clinicos dos efeitos da
Amicacina no homem tém revelado que a droga pode produzir alteracbes que
provocam zumbido, perda auditiva nas frequéncias altas e manifestacdes
comportamentais. A equivaléncia anatomo-fisioldgica do sistema auditivo periférico de
humanos com os camundongos faz com que esse modelo de animal seja
rotineiramente empregado em ensaios clinicos, pois contribuem para a prevencao,
diagnostico e tratamento das alteracbes causadas pelo uso desse farmaco.
OBJETIVO: Este estudo teve por objetivo verificar a suscetibilidade do modelo Murino
SWISS as lesbes de células ciliadas externas causadas em virtude do uso do
aminoglicosideo Amicacina. MATERIAL E METODO: Pesquisa experimental,
prospectiva e de intervencao, aprovada pelo CEUA/UnB n° (63/2018). Os animais
foram divididos em dois grupos: grupo controle(G1) e Amicacina Ototoxica (G2). O G1
recebeu solucdo de Cloreto de Sodio(soro) 10mg/kg/dia e o G2 recebeu Amicacina
400mg/kg/dia. As solucdes foram ofertadas diariamente via intraperitoneal por 14 dias
consecutivos. Foram realizados exames de emiss@es otoacusticas por produto de
distorcdo nas frequéncias de 6 a 12kHz no TO e T14 e estudo histolégico das bulas
timpanicas. As andlises foram realizadas empregando-se o programa Prism5®. Foram
consideradas significativas, diferencas com p<0,05. RESULTADOS: O uso de
Amicacina em dose de 400mg/kg/dia por 14 dias consecutivos ndo ocasionou danos
as células ciladas externas e estruturas cocleares no modelo SWISS. CONCLUSAO:
Camundongos SWISS apresentam resisténcia a ototoxicidade da Amicacina em
tratamento na dosagem de 400mg/kg/dia durante 14 dias por via intraperitoneal.

Palavras-chave: Amicacina. Ototoxicidade. Camundongo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Amikacin causes irreversible ototoxicity, and early detection of this
condition is considered a difficult task. Clinical studies of the effects of amikacin on
humans have revealed that the drug can produce changes that cause tinnitus, high-
frequency hearing loss and behavioral manifestations. The anatomical-physiological
equivalence of the peripheral auditory system of humans with mice makes this animal
model routinely used in clinical trials, as it contributes to the prevention, diagnosis and
treatment of alterations caused by the use of this drug. OBJECTIVE: This study aimed
to verify the susceptibility of the Murino SWISS model to outer hair cell injuries caused
by the use of the aminoglycoside amikacin. MATERIAL AND METHOD: Experimental
research, approved by CEUA/UnB n° (63/2018). The animals were divided into two
groups: The control group (GC) and Ototoxic Amikacin (AO). The CG received a
sodium chloride solution (serum) 10mg/kg/day and the OA received Amikacin,
prospective and interventional, 400mg/kg/day. The solutions were offered daily via
intraperitoneal for 14 consecutive days. Distortion product otoacoustic emissions tests
in frequencies from 6 to 12kHz were performed on TO and T14 and histological study
of the tympanic bulla. Analyzes were performed using the Prism5® program.
Differences with p<0.05 were considered significant. RESULTS: The use of Amikacin
at a dose of 400mg/kg/day for 14 consecutive days did not damage the outer stranded
cells and cochlear structures in the SWISS model. CONCLUSION: SWISS mice are
resistant to amikacin ototoxicity in treatment at a dosage of 400mg/kg/day for 14 days
intraperitoneally.

Keywords: Amikacin. Ototoxicity. Mouse.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude cerca de 466 milhdes de
pessoas no mundo sofrem de perda auditiva incapacitante. Esse quadro tende a piorar
até 2050, quando ha previsédo de 900 milhdes de individuos com alteracdes auditivas.

Dentre os fatores responsaveis por essa condi¢do esta o uso de drogas ototoxicas (1).

Algumas afeccgOes iatrogénicas, chamadas de ototoxicoses, provocadas por
drogas, alteram a orelha interna, afetando tanto o sistema coclear, quanto o sistema
vestibular e, em alguns casos, ambos o0s sistemas, prejudicando a audicdo e
dificultando o equilibrio (2). A ototoxicidade no sistema auditivo é caracterizada por
perda auditiva neurossensorial de mais de 25 dBNA e pode provocar surdez definitiva
ou reversivel. No sistema vestibular, a ototoxicidade provoca perda do equilibrio, com

manifestacdes vestibulares como vertigem (3).

Na literatura ja foram identificadas mais de duzentas substancias consideradas
ototoxicas, porém nem todas sédo consideradas nocivas ao ser humano (4). A
incidéncia de ototoxicidade induzida por drogas é dependente da dose e esta
diretamente relacionada a forma de oferta, podendo ser dose Unica ou cumulativa,

tendo ainda relagcdo com o tempo entre os ciclos de tratamento (5).

Dentre as substancias que apresentam um alto risco de ototoxicidade estao os
aminoglicosideos (6). E frequentemente relatado que o uso irrestrito de
aminoglicosideos pode ter como consequéncia um grande nimero de individuos com
perda auditiva. Antibidticos aminoglicosideos sdo compostos antibacterianos de
amplo espectro e sédo frequentemente usados no tratamento de infeccdes gram-
negativas. Tobramicina, gentamicina e Amicacina sdo os aminoglicosideos mais
empregados, por exemplo, no tratamento de exacerbac¢6es pulmonares em pacientes
com fibrose cistica. Outro grupo que recebe antibiéticos aminoglicosideos com maior
frequéncia sao os recém-nascidos com infeccfes graves que necessitam de suporte
de UTI neonatal (5).

E importante pontuar que alguns aminoglicosideos sdo mais cocleotdxicos,
outros sao mais vestibulotéxicos (7). A Amicacina € um aminoglicosideo
semissintético derivado da canamicina, ativo contra a maioria das espécies

microbianas resistentes a gentamicina e canamicina (8). Estudos clinicos dos efeitos



da Amicacina no homem tém revelado que a droga pode produzir alteracdes que
provocam zumbido, perda auditiva nas frequéncias altas e, mais raramente, disturbios
vestibulares. Uma das limitacfes mais sérias na aplicacao terapéutica dessa droga é

a ototoxicidade que provoca les6es permanentes no sistema coclear e vestibular (8).

Nesse sentido, buscando entender a natureza da cocleotoxicidade induzida
pelo aminoglicosideo, modelos pré-clinicos sdo imprescindiveis, uma vez que, a partir
deles é possivel desenvolver solugdes para prevenir a perda da funcao auditiva. Os
modelos animais sdo de grande valor para estudos de fisiopatologia e para o
desenvolvimento de medidas preventivas nas alteragdes na orelha interna. Na area
de audiologia roedores sdo bastante utilizados, particularmente para a avaliacdo

audioldgica, inclusive em pesquisas com ototoxicidade (9).

7

O camundongo € o modelo experimental mais amplamente utilizado e
compreendido pelos cientistas para testes laboratoriais com proposito de ensino e
pesquisa biomédica. Diferentes linhagens de camundongos sao utilizadas em
pesquisas cientificas, a exemplo da linhagem SWISS (10). Compreender como esses
modelos se comportam diante de injurias causadas por substancias ototoxicas para
os humanos agrega conhecimento e base cientifica para o futuro desenvolvimento de

medidas protetivas para o uso dessas substancias.

Os modelos experimentais, principalmente cobaias, ratos, camundongos,
facilitam o manejo e similaridade com a orelha humana. Porém, € necessario observar
gue o resultado dessas pesquisas, a interpretacdo dos dados experimentais, sao,
muitas vezes, complexos, em fungao da distingéo entre as dimensdes cocleares dos

humanos e da maioria dos animais experimentais (11).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a suscetibilidade do
modelo murino SWISS as lesdes de células ciliadas externas (CCE) causadas em
pelo uso do aminoglicosideo Amicacina. A hipdtese que permeia esta pesquisa foi a
de que a Amicacina afeta as células ciliadas externas, provocando perda auditiva nos
camundongos da espécie SWISS, assim como ja verificado em outras espécies como

as cobaias albinas Cavia porcellus (12).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 AMINOGLICOSIDEOS

O aminoglicosideo € uma categoria de antibidticos de amplo espectro.
Desempenha um papel importante no arsenal terapéutico antibacteriano desde a
década de 1940, especialmente em casos de infec¢des graves causadas por bactérias

de Gram negativo (13).

As infecc¢des bacterianas representam um enorme desafio para os profissionais
de salude, uma vez que as bactérias encontram no organismo humano Vvarias
condicbes essenciais ao seu crescimento. Sua constante evolucdo permite que
desenvolvam cada vez mais caracteristicas facilitadoras da invasédo, permanéncia e
multiplicacdo, no organismo humano, mesmo na presenca de farmacos

antibacterianos.

A presenca de bactérias no ser humano ndo constitui necessariamente a
ocorréncia de infec¢do. Para que se desenvolvam, € necessario que haja sinergismo
de varios fatores, entre os quais se destacam: suscetibilidade do doente a infec¢éo;
potencial de viruléncia da bactéria e oportunidade de interacdo entre o doente e a
bactéria. (14).

O primeiro aminoglicosideo — a estreptomicina — foi isolado em 1944 por
Waksman e seus colaboradores a partir de culturas de Streptomyces griseus e foi 0
segundo antibidtico usado na terapéutica, logo apds o aparecimento da penicilina,
nomeadamente para o tratamento da tuberculose. Depois de serem descritas as
primeiras estirpes de Mycobacterium tuberculosis resistentes a estreptomicinanovos

antibioticos foram descobertos, com melhores caracteristicas terapéuticas (15).

O nome aminoglicosideo se deve ao fato de a molécula ser constituida por dois
ou mais aminoagucares unidos por ligacéo glicosidica a hexose ou aminaociclitol, que
habitualmente estd em posicdo central. O nome da substancia tem relacdo com sua
origem (16).

Os aminoglicosideos naturais e semissintéticos foram relatados, sendo que o
namero de antibidticos pertencentes a esta classe foi aumentando através do
desenvolvimento de varios compostos, na sua maioria derivados semissintéticos de

produtos naturais (15).



Eles apresentam propriedades quimicas e farmacoldgicas semelhantes (16),
tendo como vantagens terapéuticas o efeito pds-antibiotico, sua acdo bactericida, o
extenso espectro de acdo antibacteriana, o sinergismo com outros antibioticos,

principalmente B-lactamicos, e os seus raros fendmenos de hipersensibilidade (17).

Devido a polaridade, os aminoglicosideos devem ser administrados por via
injetavel, pois sdo incapazes de atravessar a barreira hematoencefalica
eficientemente, ndo podendo, portanto, ser usados para tratamento de meningites, a

menos que sejam injetados diretamente no SNC (18).

Os aminoglicosideos sdo administrados em doses diarias repetidas. Estudos
comparando a dose Unica diaria e a dose multipla de qualquer antibiético
aminoglicosideo sdo escassos (19). Teoricamente, a dosagem diaria Unica pode
tornar a farmacocinética mais segura, com uma concentracdo minima reduzida, ou
mesmo um periodo sem drogas durante o curso do tratamento, resultando, portanto,

menos acumulo no ouvido interno (20).

O transporte de medicamentos para o ouvido interno depende das
caracteristicas moleculares do medicamento. Os aminoglicosideos tém baixa ligacao
as proteinas no plasma, sdo complexos solUveis em agua e sdo conhecidos por
penetrar mal no SNC, porém sdo capazes de ultrapassar as barreiras sangue-
labirinto. Os mecanismos ototoxicos foram mapeados em diferentes contextos
experimentais. Uma vez no ouvido interno, esses medicamentos exercem sua acao
toxica por meio de varios mecanismos. Em resumo, foi relatado que os antibi6ticos
aminoglicosideos geram espécies reativas de oxigénio na céclea e, assim, induzem a

disfuncé@o mitocondrial e a inducéo de vias apoptéticas empregando caspase (21).

A Amicacina, substancia escolhida para o presente estudo, foi descoberta em
1972, € um aminoglicosideo semissintético amplamente utilizado no tratamento de
infeccBes causadas por organismos gram-negativos resistentes a gentamicina e
microbactérias ndo tuberculosas (22). O uso desse agente geralmente resulta em

ototoxicidade devido a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (23).

A estrutura molecular da Amicacina (Figura 1), tal como dos farmacos
pertencentes a subclasse dos aminoglicosideos, é caraterizada por ligacdes
glicosidicas que unem acucares aminados a um anel aminociclitol. Como j& referido

anteriormente, € um farmaco obtido por semi-sintese da canamicina A, a partir de uma



acetilacdo do grupo 1-amina do nucleo desoxiestreptamina com o &cido 2-hidroxi-4-
aminobutirico (Figura 1). Esta particularidade permite o aumento do espectro de acéo

da Amicacina em relacdo a molécula que lhe deu origem (24).

Figura 1: Estrutura quimica da Amicacina
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Fonte: Marques (2017)

Sua composi¢do e estrutura quimicas, dotadas de vérios grupos hidroxilo e
amina, permitem a este farmaco apresentar carateristicas hidrossolUveis e basicas.
Deste modo, a Amicacina tem uma 6tima atividade em pH béasicos, com valores

compreendidos entre 7,5 e 8,5 (24).

Os aminoglicosideos apresentam varias particularidades que os tornam Uteis
como agentes antimicrobianos, nomeadamente o fato de apresentarem atividade
bactericida dependente da concentracdo, efeito pds-antibiotico, farmacocinética

relativamente previsivel e sinergismo com outros antibiéticos (23).

A dosagem de Amicacina que pode ser considerada ototoxica é definida na
literatura em torno de 400mg/kg/dia. Em pesquisa experimental com cobaias foi
observado que a Amicacina na dose de 400mg/kg/dia intramuscular provoca completa
eliminacdo das células ciliadas externas e leséo parcial das internas, na primeira e
segunda espira da coOclea, com lesfes menos intensas na terceira e quarta espira,

ocorrendo lesdes parciais nas células ciliadas internas (25).



Os antibiéticos aminoglicosideos sdo importantes e, as vezes, indispensaveis
para o tratamento e profilaxia de varias infec¢des, ainda que seja conhecido o seu
potencial de nefrotoxidade e ototoxicidade e problemas associados a resisténcia das
bactérias (18).

A nefrotoxicidade pode ocorrer em até 20% dos pacientes, embora usualmente
reversivel, a lesdo renal causa maior tempo de internacdo e, conseqguentemente,

maiores custos (18).

A resisténcia bacteriana pode ser considerada um fenémeno ecoldgico que
ocorre como resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibiéticos e sua presenca
no meio ambiente (19). As bactérias multiplicam-se rapidamente, sofrem mutacdes e
sdo promiscuas, podendo trocar material genético entre linhagens de mesmas

espécies ou de espécies diferentes.

Os aminoglicosideos sdo substancias que interagem fortemente com
receptores fosfolipideos da membrana das células ciliadas dos sistemas auditivo e
vestibular, carregando negativamente os polifosfoinosideos e formando um complexo
aminoglicosideo-polifosfoinosideos que tem o poder de inibir os receptores das
membranas celulares, bloqueando os canais de calcio, causando assim, lesbes nas

células ciliadas (8).

Dentre os danos causados pelos aminoglicosideos esta o comprometimento
das células ciliadas externas, lesando inicialmente as células da espira basal da
céclea (20). Numa fase aguda, a droga ototoxica se combinaria aos receptores de
membranas de células ciliadas cocleares ou das méaculas do saculo, utriculo ou cristas
ampulares dos canais semicirculares. Esses receptores compostos por
polifosfonosideos tém um papel importante nos mecanismos bioelétricos e na

permeabilidade da membrana celular, por interacdo com ions calcio (21).

O aminoglicosideo leva a um bloqueio dos canais de calcio e,
conseguentemente, 0s canais de potassio e perda de ions magnésio nas mitocéndrias
das células ciliadas. Numa fase crénica ocorrerdo alteracdes no RNA e DNA e na
sintese proteica, desencadeados pelas alteracbes nos sistemas antioxidantes

celulares (21).



2.2 ANATOMIA DA ORELHA

A constituicdo do sistema auditivo € representada por conexdes centrais e por
estruturas sensoriais responsaveis pela audicdo. Esse sistema pode ser referido em
duas porgdes distintas, inter-relacionadas, definidas como sistema auditivo periférico
e sistema auditivo central. A porcdo periférica compreende estruturas da orelha
externa, da orelha média, da orelha interna e do sistema nervoso periférico, ou seja,

nervo vestibulococlear (25).

Na parte anterior da orelha interna, encontra-se a coclea, principal responsavel
pela funcao auditiva (25).

A céclea humana é uma estrutura helicoidal com aproximadamente dois giros
completos e mais 2/3 de um giro, medindo cerca de 3,5 mm de altura e 7,5 mm de
didametro na sua base, conforme mostrado na Figura 2. A regido periférica € composta
pela cipsula 6ssea e a regido central € composta pelo modiolo, com canais para
passagem de ramos nervosos e vasculares, provenientes do meato acustico interno.
Ao redor do modiolo, forma-se uma espiral da base até o apice da céclea dividido em
trés compartimentos: escala vestibular; escala timpanica; e escala média ou ducto

coclear (25).

Figura 2: Anatomia da orelha interna
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Fonte: Sobotta — Atlas de Anatomia Humana. Volume 1 Cabeca, Pescoco e Extremidade
Superior. 21.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 2000.

O ducto coclear € constituido por trés paredes: ligamento espiral, membrana

basilar e membrana vestibular ou de Reissner. No interior do ducto coclear, uma



regiao sobre a membrana basilar passa por um alto grau de diferenciacdo formando
0 6rgédo de Corti. Este € formado pelas células ciliadas internas em uma unica fileira
medialmente e proxima ao modiolo, por trés fileiras de células ciliadas externas

lateralmente as células ciliadas internas e por células de sustentacdo (Figura 3) (26).

Figura 3: Orgéo de Corti (6rgéo espiral).
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Fonte: Shutterstock.com, 2013

A maior porcéo da parede lateral do labirinto membranaceo coclear € formada
pela estria vascular, maior epitélio vascular, se estendendo do ligamento espiral até a
membrana de Reissner, sendo responsavel pela secrecdo e absorcdo do liquido
endolinfatico e manutencao do gradiente elétrico as custas de energia. A alta atividade
metabolica se da pela quantidade de mitocondrias existentes. E formada por capilares
e outros 3 tipos de células: Marginais (cromofilas, ou escuras), Intermediarias

(croméfobas, ou claras) e basais (Figura 4) (25).



Figura 4: Histologia coclear

1-Orgéo de Corti,Estria Vascular,Limbo,,Ganglio Espiral,Ligamento Espiral.
Fonte: Kazimirski, 2020, Unifadra, Histologia 1

As células da estria vascular sédo ricas em ATPase, Na+ K+, sendo capaz de
secretar ativamente potassio na escala média, e assim contribuir para a génese do

potencial endococlear (26).

O ligamento espiral, situado adjacente a cépsula 6tica, € formado por células
de tecido conjuntivo, células epiteliais, vasos sanguineos e uma matriz extracelular.
Esse ligamento promove o0 suporte para a estria vascular e para a membrana basilar.
Na regido superior e inferior, os fibroblastos estdo em contato direto com a perilinfa

das escalas vestibular e timpanica (25).

O ganglio espiral (GE) é formado por células bipolares. As células ganglionares
tipo | sédo as mais numerosas e compreendem cerca de 95% de todas as células do
GE. Elas apresentam um prolongamento central e outro prolongamento periférico. O
corpo celular é rico em mitocondrias, reticulo endoplasmético, complexo de Golgi,

ribossomas, microttbulo e neurofilamentos. (25).

2.3 OTOTOXICIDADE E APOPTOSE CELULAR

Os aminoglicosideos podem causar ototoxicidade, de acordo com Leggett (27),
uma vez que se acumulam nos fluidos (perilinfa e endolinfa) do ouvido interno (28). A
exposicdo prolongada das células cocleares aos aminoglicosideos esta
aparentemente ligada a morte de células ciliadas externas no 6rgao de Corti e células

ciliadas sensoriais, tipo I, no 6rgéo vestibular, levando a perda permanente de células
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ciliadas e dano vestibular. O dano as células ciliadas progride da base da coclea (uma
area para deteccdo de sons de alta frequéncia) até o apice (uma area para deteccao
de sons de baixa frequéncia) (16). Isso € seguido por dano retrégrado ao nervo
auditivo. O grau de danos as células ciliadas e perda auditiva € diretamente
proporcional a dose da droga a qual as células ciliadas estdo expostas.

A exposicao repetida a aminoglicosideos leva a um dano auditivo as células
ciliadas e as estruturas adjacentes e, subsequentemente, a surdez. Além disso, 0s
danos podem ser potencializados pela administracdo concomitante de diuréticos,
como &cido etacrinico e furosemida, que por si proprios produzem perda auditiva
reversivel. Individuos com insuficiéncia renal sdo mais suscetiveis a ototoxicidade de
aminoglicosideos, devido a reducdo da excrecao renal, que pode resultar em niveis
séricos mais elevados e meia-vida prolongada. Isso pode levar ao aumento da
exposi¢do do ouvido interno a concentragdes toxicas de aminoglicosideos, resultando

em perda auditiva mais severa (29).

A toxicidade coclear pode ser definida como um dano que afeta o sistema
auditivo e resulta em zumbido e/ou deficiéncia auditiva neurossensorial, enquanto a
toxicidade vestibular é caracterizada por uma lesao no sistema vestibular e manifesta-

se sob a forma de tonturas, vertigens e perda de equilibrio (30).

A ototoxicidade assume particular relevancia e preocupacéao na medida em que
€ geralmente irreversivel e pode aparecer ap6s o fim do tratamento. No entanto, o
risco cumulativo aumenta com a exposicao repetida. E importante ressaltar que ndo é

comum existirem casos de nefrotoxicidade e ototoxicidade no mesmo paciente (27).

O efeito colateral da ototoxicidade dos aminoglicosideos depende de diferentes
fatores, como dosagem e duracdo do tratamento, tipo de medicamento

aminoglicosideo, fatores genéticos e condicdes farmacotécnicas (30).

O mecanismo exato pelo qual os aminoglicosideos danificam o ouvido interno
ainda ndo esta totalmente esclarecido, todavia, ha evidéncias que sugerem que 0
estresse oxidativo tem como consequéncia a apoptose e necrose das células ciliadas

da céclea e das células marginais da estria vascular do ducto coclear (30).

Embora algumas pessoas tratadas com aminoglicosideos se queixem de perda
auditiva, cerca de dois tergcos apresentam evidéncia de comprometimento audiografico

de alta frequéncia, acima da percepcao normal da fala. De um modo geral, a incidéncia
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de toxicidade coclear varia de 3% a 14%, sendo que estudos controlados mostram um
aumento de trés vezes na toxicidade audiométrica, apés 9 dias do inicio do tratamento
em individuos que receberam aminoglicosideos durante, pelo menos, 4 dias, em

comparacao com pacientes tratados com antibiéticos S-lactamicos (27).

A incidéncia real € complexa de determinar, na toxicidade vestibular, pois a
les@o € bilateral e primeiramente simétrica, as pistas visuais e proprioceptivas sao
compensatorias, tendo como resultado o fato de os pacientes sofrerem danos
consideraveis antes do inicio dos sintomas ou de evidéncias clinicas. As queixas:
nauseas, vomitos e desequilibrios devem ser consideradas suspeitas, porém, o

nistagmo deve ser evidente (27).

A hipofuncéo vestibular, como por exemplo o desequilibrio e oscilopsia, que se
caracteriza por perda de reflexo ocular vestibular, também podem ser consequéncias
de um tratamento com aminoglicosideos. Entretanto, a hipofung&o vestibular pode ser

temporaria, contrariamente a perda auditiva (31).

O risco de ototoxicidade varia entre os aminoglicosideos frequentemente
usados nos tratamentos clinicos. Apesar disso, quando comparados aos agentes
quimioterapicos, apresenta menores efeitos ototoxicos (27). Ainda assim, sabe-se que
no que diz respeito a estreptomicina e a gentamicina a lesdo predominante é a
vestibular, enquanto que para a llecebellina, netilmicina e Amicacina a lesdo é
majoritariamente coclear, sendo que a tobramicina nédo tem atuacao preferencial sobre

gualquer um deles (29), uma vez que afeta ambas as funcdes de igual forma (32).

No caso de tratamento prolongado, superior a 10 dias, insuficiéncia renal ou
hepética e exposicao prévia a aminoglicosideos sao considerados como fatores de
risco (27). Além disso, a suscetibilidade dos pacientes a ototoxicidade resultante de
tratamentos com aminoglicosideos depende ainda de fatores como a via de
administracdo, sendo que a administracdo diretamente através da membrana
timpanica manifesta uma ototoxicidade menos grave do que a administracdo sistémica
(32).

A recuperacao funcional pode ocorrer em até metade dos pacientes apés o fim
da exposicdo aos aminoglicosideos (27), tendo em conta que estes antibiéticos sédo
eliminados lentamente dos fluidos do ouvido interno. A semivida de eliminacéo

aumentou até 30 dias, logo em seguida da aplicagdo de varias doses. Isso ocorreu
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apos se equacionar a utilizacdo de outras drogas ototdxicas apOs a terapia com

aminoglicosideos (30).

A apoptose € um processo de morte celular programada, durante o qual o
genoma € quebrado, a célula é fragmentada em pequenos pedagos, que sdo
fagocitados por macrofagos e removidos sem que haja processo inflamatério (35).
Nesse processo observa-se varios acontecimentos bioquimicos e a célula sofre
alteracbes morfologicas, bioquimicas e fisiolégicas que levam a uma morte
individualizada sem afetar as células adjacentes, evitando uma resposta inflamatéria.
As células em apoptose sdo caracterizadas por uma agregacdo e marginalizacao da
cromatina, diminuicdo do volume citoplasmético, condensacédo do nucleo e culmina
com a fragmentacédo da célula em corpos apoptoticos que irdo ser fagocitados por

outras células (33, 34).

Existem duas vias principais que levam a apoptose nas células, a via extrinseca
(ou via dos receptores de morte) e a via intrinseca (via mitocondrial) que véao ativar
uma cascata de caspases, uma familia de proteases de cisteina com especificidade

para residuos de acido aspartico (33,34).

Na via extrinseca, a forma inativa da caspase iniciadora 8 encontra-se ligada
aos receptores de morte presentes na membrana celular. Quando um estimulo
apoptotico externo se liga aos receptores de morte, vai ocorrer a ativacao da caspase
8 que por sua vez vai ativar as caspases efetoras 3, 6 e 7 que vao levar a apoptose
da célula (35, 36).

Na via intrinseca, estimulos apoptéticos internos véao influenciar a
permeabilidade da mitocdndria celular levando a libertacdo de citocromo c. A presenca
de citocromo ¢ no citoplasma vai ativar a caspase iniciadora 9 que por sua vez vai
ativar as caspases efetoras 3, 6 e 7 e levar a célula a entrar em apoptose. A ativacao
da caspase 8 na via extrinseca podera ainda ativar a clivagem da Bid (uma proteina
da familia BCL2) que ir4 influenciar a permeabilidade da membrana mitocondrial

recrutando, assim, também a ativacéo da via intrinseca (35, 36).
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2.4 AVALIAQAO FUNCIONAL
2.4.1 Emissdes Otoacusticas

A deteccdo precoce dos sinais de ototoxicidade em animais é realizada por
meio da pesquisa das emissfes otoacusticas (37). As Emissbes Otoacusticas
Evocadas (EOA) sédo sons registrados no conduto auditivo externo, gerados pela
atividade fisiolégica dentro da coclea (38), mais especificadamente pela atividade

biomecéanica nao linear das células ciliadas externas do 6rgéo de Corti (39).

Os primeiros conceitos tedricos que nos permitem entender as EOA datam de
1948 com os estudos de Thomas Gold, que publicou estudos sobre a fungéo coclear,
propondo 0 mecanismo ativo da coclea, atribuindo-lhe um papel de amplificador
mecanico. Kemp em 1978, demonstrou que a céclea era capaz de produzir sons além
de 13ecebe-los (40). A captacdo da energia sonora produzida pela céclea somente foi
possivel utilizando-se uma sonda inserida no meato acustico externo, com microfone

e amplificador miniaturizados.

Kemp sugeriu que esses sons eram emitidos pelas células ciliadas externas
(CCE) da coclea, como um subproduto de processos de feedback mecanicos, ativos
e nao lineares, espontaneamente ou evocados por sons de fraca e média
intensidades, podendo se manter estaveis, desde que n&o houvesse alteracdes
cocleares, ou de orelha média. E um procedimento objetivo, ndo invasivo, rapido e

aplicavel em locais sem tratamento acustico (40).

As emissdes otoacusticas tem origem pré-neural, ou seja, bloqueios do nervo,
nao afetam as emissdes, também ndo sdo afetadas pela velocidade do estimulo.A
laténcia € inversamente proporcional a frequéncia (frequéncias altas menor laténcia),
a amplitude das EOAs decresce de maneira nao linear. As emissdes otoacusticas sao
vulneraveis a agentes que danificam provisOria ou permanentemente a coOclea, tais

como, drogas ototoxicas, ruidos intensos e hipoxia (41).

Para a realizacdo do diagnostico precoce da perda auditiva, as emissdes
otoacusticas (EOA) garantem maior especificidade e sensibilidade quando
comparados a outras testagens que avaliam a funcédo auditiva (41). Além disso, as
EOA sao consideradas um teste objetivo, de facil aplicabilidade, e sé&o uteis no

diagnostico diferencial da perda auditiva tipo neurossensorial. As respostas fornecidas



14

pelo teste com EOA podem apresentar alteragbfes antes que sejam apontadas

mudancas nos limiares auditivos (21).

Uma das formas de verificar os efeitos da ototoxicidade coclear pode ser
através do exame das emissfGes otoacusticas evocadas por produto de distor¢ao
(EOAPD).

A importancia da realizacdo das EOAPD advém da possibilidade de verificar
alteracbes de forma precoce. Na ocorréncia de trauma acustico e em casos de
ototoxicidade o desaparecimento das EOAPD é observado antes mesmo dos limiares
auditivos ficarem comprometidos mostrando importante papel desse método

diagnéstico na pratica clinica (42).

A aplicabilidade das EOAs permite a realizacdo do diagnostico precoce da
perda auditiva. As emissdes otoacusticas (EOA) garantem maior especificidade e
sensibilidade quando comparados a outras testagens que avaliam a funcdo auditiva.
Sao consideradas um teste objetivo, de facil aplicabilidade, e sdo Uteis no diagnoéstico

diferencial da perda auditiva do tipo neurossensorial (42).

O exame permite o monitoramento das células ciliadas externas (CCE). As
respostas fornecidas pelo equipamento podem apresentar alteracdes antes que sejam
apontadas mudancas nos limiares auditivos. Em virtude das EOAs serem uma medida
fisiologica eletroacustica, as informacgdes obtidas com esse exame sdo sobre parte do
sistema auditivo devendo ser interpretadas como um teste de integridade da funcéo

coclear e ndo um teste de audigao (42).

As Emissdes Otoacusticas sdo classicamente divididas conforme ocorrem na
auséncia, ou nao, de estimulacéo externa: respectivamente, as emissfes otoacusticas
espontaneas (EOAE) e as emissdes otoacusticas estimulo frequéncia, as emissfes
otoacusticas transientes (EOAT) e produto de distor¢do (EOAPD) (37).

As EOAE foram descritas por Gold em suas observacbes sobre o
funcionamento da céclea onde observou que sons seriam gerados mesmo na
auséncia de estimulacdo. Sao sons de banda estreita, registrados no canal auditivo
externo, registradas na auséncia de estimulo acustico, podendo ser observadas em

50 a 70% da populacéo auditivamente normal (43).
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As EOAE podem ser afetadas por alteracdes de pressao da orelha média, onde
ocorre um aumento da frequéncia e diminuicdo da amplitude, por estimulacdo por

ruido contralateral ou a exposicao a ruido intenso e /ou drogas ototoxicas (44).

As emissdes otoacusticas transientes (EOAT) sdo respostas obtidas a partir de
breve estimulac&o da coclea, utilizando-se de cliques ou toneburst (37). As EOAT séo

registradas em 98% dos individuos com audi¢cdo normal.

O registro da resposta é realizado colocando-se uma sonda no meato acustico
externo que dispde de um gerador de sinal-transdutor, microfone, amplificador, filtros
e analisador da resposta no eixo do tempo (44).

A estimulacéo por cliques permite uma ampla estimulacéo da coclea, cerca de
300 a 5000Hz. As respostas, as estimulacdes, sdo calculadas pelo tempo de laténcia
em milissegundos. A estabilidade por um extenso periodo é uma das caracteristicas
da EOAT, também imprime uma assinatura Unica de cada individuo, proporcionando
a monitoria da fisiologia coclear na exposicdo de elementos ototdxicos, quimicos ou
fisicos (45).

Quando as EOATSs se encontram presentes, as principais caracteristicas ao se
interpretar o exame sao: reprodutibilidade e o nivel da resposta ser maior que o ruido,

na maioria das frequéncias (44).

Uma das formas de verificar os efeitos da ototoxicidade coclear pode ser
através do exame das emissdes otoacusticas evocadas por produto de distor¢cao
(EOAPD). A avaliagdo auditiva realizada por esse exame, analisa o funcionamento da
orelha interna com grande especificidade, sendo apresentado dois tons puros (F1 e
F2) com frequéncias sonoras préximas, que viajam pelo meato acustico externo,
orelha média chegando até a coclea, onde um terceiro tom puro é gerado nas células

ciliadas externas.

Esse terceiro tom puro referido é o produto de distorcdo (PD) ou produto de
intermodulacao dos dois tons puros apresentados. Em experimentos para a avaliagao
funcional do aparelho auditivo em cobaias as EOAPD séo bastante utilizadas por se
tratar de um método de facil execucdo, baixo custo e alta reprodutibilidade,
apresentando boa correlacédo com a analise morfologica das células ciliadas externas

cocleares (45).
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O produto de distor¢gao mais robusto ocorre em 2f1-f2, quando f1/f2=1,22. As
intensidades dos estimulos f1 e f2 sdo denominadas L1 e L2.0 protocolo
L1=65dBNPS e L2=55dBNPS parece ser o mais sensivel na identificacdo das perdas
auditivas. As EOAPD sao consideradas presentes quando ha relacdo sinal/ruido
(SNR) de pelo menos 6 dBNPS (45).

Uma das grandes vantagens do uso da EOAPD ¢é a possibilidade de avaliar
frequéncias mais agudas, podendo variar, de acordo com o equipamento a 8, 12, 16
ou até 32kHz, enquanto as EOAT avaliam somente até 4-5kHz.Nos modelos
experimentais, observam-se melhores respostas de EOADP em frequéncias mais
altas, a partir de 6kHz (45).

Na ocorréncia de trauma acustico e em casos de ototoxicidade o
desaparecimento das EOAPD é observado antes mesmo dos limiares auditivos
ficarem comprometidos mostrando importante papel desse método diagndstico na

pratica clinica (45).

Nas EOA para a monitorizagcdo das CCE, as Emissbes Otoacusticas por
Produto de Distorcdo (EOAPD) sédo mais precisas quando comparadas as Emissdes
Otoacusticas Transientes (EOAT), uma vez que pequenas regides lesadas podem ser

representadas como respostas alteradas (Figura 5A e 5B) (37).
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Figura 5A: Resultado do exame de EOADP no camundongo SWISS

Fonte: Arquivo pessoal, 2021

Figura 5B: Representacdo com cores das frequéncias na tonotopia coclear

Fonte: Med-El, 2020.
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2.5 EXPERIMENTO COM ANIMAIS
2.5.1 Modelo SWISS e Ototoxidade

Desde o século XIX, os camundongos foram introduzidos em pesquisas de
laboratérios e se transformaram em importantes animais experimentais. Isso se deu
por serem proliferos, faceis de cuidar, menos onerosos, e sdo animais de ciclo de vida
curto. Esses animais tém algumas semelhancas fisiolégicas com o organismo
humano, por isso também seu uso em pesquisas € bem representativo, cerca de 20%

dos animais usados em pesquisas sao da classe de roedores (46).

7

O camundongo é o modelo experimental mais amplamente utilizado e
compreendido pelos cientistas para testes laboratoriais com propdsito de ensino e
pesquisa biomédica. O camundongo heterogénico (outbred) € utilizado ha décadas
em pesquisas biomédicas. Apresenta excelente desempenho reprodutivo, com alta
fertilidade, prolificidade e produtividade (46).

Os camundongos SWISS originaram-se nos USA a partir de uma colbnia de
nove camundongos trazidos para Lausanne, Suica, em 1926 por Clara Lynch.
Consistem em um grupo de animais ndo consanguineos, poligadmicos com duragao
do estro de 4-5 dias e gestacao de 19 a 20 dias com prole variando entre 10 e 12
filnotes com aproximadamente 1,59 de peso cada animal. Apresentam pelagem
branca e tém extensas variacdes alélicas estimados em locus genéticos, dentro das
trés principais colénias SWISS de linhagens consanguineas ou derivativas. S&o
modelos com propositos para estudos variados, como doencas metabdlicas,
autoimunes, fixagcdo de complemento, tumores de mama e pulméo, testes de drogas,
estudo de comportamento, sao Uteis como receptores de embrides de linhagens ndo
albinas e também em diversos modelos experimentais, para avaliacdo da atividade

farmacologica de extratos vegetais e de formas farmacéuticas (47).

Nas pesquisas em que sdo necessarias investigacdes acerca dos mecanismos
fisiopatoldgicos de danos auditivos, esses animais sao bastante Gteis, pois a partir dos
conhecimentos adquiridos nos experimentos animais, € possivel translacionar para a

espécie humana (47).

Nos humanos, a coclea possui dois giros completos e trés quartos de um novo
giro, no camundongo SWISS a céclea apresenta 2,5 voltas ao redor do modiolo com

cerca de 5-6mm de comprimento, apresenta ducto coclear contendo endolinfa e
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orgdos de Corti, escalas vestibular e timpanica com presenca de endolinfa. As
estruturas morfolégicas, sdo bastantes similares as encontradas nos humanos;
presenca de membrana tectéria, membrana de Reissner, estria vascular e 6rgao de
Corti (48).

O camundongo SWISS no primeiro més de vida apresenta barreiras vasculares
menos desenvolvidas o que torna as pesquisas usando ototoxicos mais fidedignas
guando utilizado os aminoglicosideos mais cedo. O modelo murino SWISS apresenta
uma alta taxa metabdlica e isso faz com que os camundongos devem receber doses
sistémicas muito maiores de qualquer medicamento ototdxico ou terapéutico do que

os dados a animais maiores.

Ha poucos estudos que tratam da ototoxicidade da Amicacina em modelos
animais conforme verificado na reviséo de literatura , assim como controvérsias na
dosagem que levam a ototoxicidade e a via de administracdo do aminoglicosideo

utilizado neste experimento.

As divergéncias dos estudos reforcam a necessidade de mais pesquisas dessa
natureza, pois o modelo animal é utilizado rotineiramente devido a grande semelhanga
fisiologica com os seres humanos. O Quadro 2, traz um compilado dos estudos

recentes que versam sobre o tema. (Pub-Med, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a suscetibilidade do modelo Murino SWISS as lesdes de CCE causadas

em virtude do uso do aminoglicosideo Amicacina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Determinar os valores médios das amplitudes das EOAPD nas
frequéncias de 6 a 12kHz.

) Estabelecer os valores médios da relagdo S/R das EOAPD nas
frequéncias de 6 a 12kHz.

) Realizar estudo histopatolégico do tecido coclear dos camundongos
SWISS, submetidos ao uso de Amicacina na dose 400mg/kg/dia por 14 dias

consecutivos.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A figura 6 apresenta o fluxograma de realizacdo do estudo experimental.
Apés aprovacdo do Comissdo de Etica no uso Animal da Universidade de
Brasilia (CEUA-UNB), deu-se o inicio a aquisicdo e aclimatacdo dos animais
para posterior coleta de dados.

Figura 6:Fluxograma da Pesquisa:

SWISS - Ensaio ERO*SCAN
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CEUA 1 - G1-Contole Veiculo - (solugdo

salina)
|

Aquisi¢cao do modelo Swiss
| |

| | |

EOAPD Divisdo por
grupos e sorteio

Exame fisico

| T\O

Il 2 -G2 -Amicacina ototoxica -

Inicio da administragdo de 2 400mg/kg por 14 dias

solugdo salina e Amicacina T3
ototoxica por via T‘A
intraperitoneal por 14 dias. T‘S
6

™

T8

19

T|10

T:‘ll

T::lZ

T1‘3 24 horas ap6s o T14-
T14 EOAPD e eutanasia -
Andise Histologica
dos animais

Fonte: Prépria da autora, 2021

4.2 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo e de intervencgao, realizado
no Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Otorrinolaringologia (LEO) em parceria com
o Laboratério de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (NuPMIA-UNB).
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4.3 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo 20 roedores machos da linhagem SWISS, com
a excluséo de 03 animais, por ndo apresentarem EOADP, foram utilizados 17 animais
(34 cocleas). A opcgdo por animais machos se deu pela apresentacdo de menores
variagbes hormonais. Os roedores, com peso meédio entre 20,89 gramas a 31,65
gramas, foram adquiridos no Biotério da Universidade Federal de Goias (UFG) e
enviados ao completarem 20 dias de vida, seguindo todos os protocolos de seguranca

de transporte animal.

4.4 PROCEDIMENTOS PARA A SELECAO DOS GRUPOS

Os animais foram inicialmente submetidos a inspecao geral de saude, além de
otoscopia com objetivo de verificar a integridade da orelha média. O critério de
incluséo de animais na amostra foi a presenca de reflexo de Preyer (contracéo do
pavilhdo auricular frente ao estimulo acustico, utilizado instrumento agogd percutido

em alta intensidade). .

Em seguida foram submetidos a avaliacdo por Emissdes Otoacusticas
Evocadas por Produto de Distorcdo (EOAPD) no equipamento Ero-Scan. Para
viabilizar a realizacdo do exame de EOA, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com Cloridrato de cetamina, fabricado pelo laboratério Syntec (65
mg/kg [50 mg/ml]) e Xilasina, fabricado também pelo laboratério Syntec, (6,5 mg/kg
[20mg/ml]).

Apés a realizacdo do primeiro exame os animais foram sorteados e divididos

em 2 grupos:

Grupo 1: Grupo Controle — composto de 4 animais (8 cocleas), ao qual foi
administrado solucéo fisioldgica de cloreto de sodio (NaCl), via intraperitoneal, 1 vez

ao dia, por 14 dias consecutivos.

Grupo 2: Amicacina Ototoxica — composto por 13 animais (26 cocleas), ao qual
foi administrado Amicacina na dose ototoxica de 400mg/kg, via intraperitoneal, 1 vez

ao dia, por 14 dias consecutivos.

Os animais foram avaliados com exame de EOAPD nos seguintes tempos (T):

TO - realizado primeiro exame, T1 —inicio da administragdo da Amicacina (G2) e NaCl
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(G1) e ap0s 24 horas do T14 - tempo final de administracdo da Amicacina (G2) e NaCl
(G).

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos da pesquisa 0s animais que apresentaram alteracées na
otoscopia e parametros de auséncia das EOAPD em alguma frequéncia estudada no
primeiro exame, auséncia do Reflexo de Preyer antes da administracdo da droga
Amicacina. Do total de 20 animais foram excluidos no TO 3 animais, por

apresentarem auséncia nas EOPD em alguma frequéncia testada.

4.6 EXAMES DE EOAPD

Os animais foram avaliados com exame de EOAPD no TO(24 horas antes do

inicio da medicacéo) e 24 horas ap6s o T14 (ultimo dia de uso da medicacéao).

Para viabilizar a realizacdo do exame de EOA, os animais foram pesados e
anestesiados com Cloridrato de cetamina (65 mg/kg [50 mg/ml]) e Xilasina (6,5 mg/kg
[20mg/ml]). ApOs a administragéo da anestesia, foi realizado o exame em uma sala
silenciosa com vistas a reducdo da interferéncia do ruido ambiental (medido através
de decibelimetro modelo DEC-415 Instrutherm). (Figura 7).

Os exames foram realizados com equipamento de Emissfes Otoacusticas Ero-

Scan.
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Figura 7: Pesquisadora realizando exame de EOAPD no camundongo SWISS.
.y . = |

Fonte: Arquivo pessoal, 2021

4.7 ADMINISTRACAO DA MEDICACAO

A administracdo da medicacao foi realizada diariamente, via intraperitoneal
por um periodo de 14 dias. A dosagem foi estabelecida pelo pela curva de ganho
ponderal de camundongos (48). Os animais do grupo controle (G1) receberam uma
dose diaria de 10mg/kg/dia de Cloreto de Sodio (NaCl) e os animais do grupo ototoxico
(G2) receberam Sulfato de Amicacina (250mg/ml) na concentracdo de 400mg/kg/dia.
O medicamento foi adquirido do Laboratério TEUTO, e foi diluido em NaCl, conforme

orientacao do fabricante.

A administracao foi realizada pelas pesquisadoras diariamente dentro de sala
do biotério, onde cada animal era colocado por vez em uma mesa, imobilizado
manualmente e recebia o medicamento via intraperitoneal (Figura 8), realizado

atraves de rodizio dos quadrantes peritoneais (Figura 9).

Materiais utilizados para administragdo da Amicacina e soro fisiol6gico nos
animais: luvas de procedimento; seringa(1ml); agulha hipotérmica (calibre 22G);
Amicacina; alcool etilico 70% (limpeza da area a ser administrada); algodao ou gaze.
Em cada animal o volume do medicamento e do veiculo era aplicado de acordo com
0 grupo a que pertencesse, conforme a curva de ganho de peso (Figura 10 e Apéndice
A).



Figura 8: Pesquisadora administrando a medicagéo

Fonte: Arquivo pessoal, 2021

Figura 9: Quadrantes da Aplicagdo da Amicacina

Fonte: bpeanimal.iq.usp.br (boas praticas em experimentagdo animal)
(http://lattes.cnpq.br/6324887528915882), 2019.
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Figura 10: Curva de ganho de peso no camundongo
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*Fonte: Fonte: Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais
de Laboratorio do Biotério de Producgédo e Experimentacdo da
FCF-IQ/USP, 2020

4.8 EUTANASIA

Apos o término do experimento, os animais foram eutanasiados. Para tanto,
foram colocados em camara com concentracao de 40% de CO2, resultando em morte
pela depressdo excessiva do Sistema Nervoso Central (SNC) e hipoxia, devido ao
deslocamento do oxigénio durante a troca gasosa alveolar. O emprego desse método
sobressai-se aos demais por ser rapido, indolor, de baixo custo e por manter os

tecidos sem residuos quimicos.

4.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apés a eutanésia, foi feita a injecdo de fixador no sistema circulatério dos
animais pela pungéo cardiaca e dissecacdo da capsula oOtica do osso temporal,
decorridas 2 horas da fixacdo, (Figura 11A). Em seguida, os blocos ésseos foram
descalcificados em solucéo acido formico a 5% por 48 horas, seguida de lavagem em
agua corrente, (Figura 11B). Posteriormente, os espécimes foram desidratados em
solugcdes com concentracdes crescente de &alcool (70%, 80%, 90% e 3x 100%),
diafanizados em xilol por 30 minutos (2 banhos), impregnados, (Figura 12), e
emblocados em parablast a 60 graus (3 banhos), (Figura 13), e seccionados em
seccOes de cinco (5) um de espessura e corados. Para o estudo histopatologico, as

seccdes histologicas foram coradas com H&E para avaliar possiveis infiltrados
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inflamatorios, com Tricromio de Gomori para avaliar a matriz extracelular do tecido
conjuntivo. Depois de coradas as imagens foram capturadas com o equipamento
AperioScanScope® e avaliadas no programa ImageScopeversion 11.2.0.780 (Aperio
Technologies Inc, Vista, CA, USA) por um Unico observador (200x, 400x e 1000x).

Figura 11A: Recipientes com as Bulas timpanicas do camundongo SWISS.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021

Figura 11B: Bulas timpénicas do camundongo SWISS.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021
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Figura 12: Processamento Histoldgico das bulas timpanicas dos camundongos SWISS.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2021

Figura 13: Bulas emblocadas

Fonte: arquivo pessoal, 2021

4.10. OBTENCAO DOS DADOS HISTOLOGICOS

Foram realizadas anéalises monocegas das laminas escaneadas no
equipamento AperioScanScope® e avaliadas no programa ImageScopeversion
11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA) por um nico observador (200x,
400x e 1000x). Durante a andlise foi considerado o critério de células viaveis presentes

em cada imagem da lamina, fracionadas pela area selecionada (100um?2). Foram
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realizadas analises morfométricas e histopatolégicas das CCE e CCI, ganglio espiral,

estria vascular, limbo ligamento espiral.

4.10.1 Procedimentos analiticos

O tamanho da amostra (n=20 animais) foi definido com base no calculo
realizado pelo CEUA-UNB cuja férmula é a seguinte: n=1 + [2C* (s/d)?] C=(za + zp)2.
A normalidade das variaveis foi analisada empregando-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade das variancias, empregando-se o teste de Barttlet. Para
comparagdes entre dois grupos com distribuicdo normal, foram usados o Teste t para
0s dados paramétricos ou Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. Foram
consideradas significativas, diferencas com p<0,05. As andlises foram realizadas
empregando-se o programa GraphPad Prism 5.0® Software Package (GraphPad,
USA,2005).

As variaveis formam comparadas entre 0s grupos, quais sejam, a amplitude do
sinal da DPOAEs, a relacdo S/R das DPOAEs e a quantidade de células viaveis:
estruturas do ganglio espiral, ligamento espiral, estria vascular e limbo espiral. A
hipdtese nula (Ho) foi considerada quando a comparacao entre as variaveis estudadas
entre 0s grupos nado apresentou diferenca estatistica, ou seja, p>0,05. Nesta situacao
infere-se que aplicacdo da Amicacina ndo promoveu ototoxicidade. A hipotese
alternativa neste estudo foi a de que a Amicacina promoveu ototoxicidade coclear na

dose administrada p<0,05.

4.11 CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade de Brasilia (CEUA) com nimero de protocolo
63/2019 (Anexo 1).

Desde o inicio da fase experimental do estudo, os animais foram mantidos no
alojamento de animais da Faculdade de Medicina, em gaiolas, com 3 ou 4 animais em
cada uma, com enriquecimento ambiental (o enriquecimento fornecido incluiu papel

picado e algodao), acesso a racao balanceada, agua potavel, temperatura ambiente
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(25° C e 3°C), ciclos naturais de sono e vigilia.Os animais foram manuseados

conforme as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (49).
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5 RESULTADOS

Completaram o experimento 17 animais (34 orelhas). Nao foram verificadas
diferencas entre as orelhas direitas e esquerdas dos animais do G 1 (Teste t, p=0,956)
e do G 2 (Teste t, p=0,076). Desta forma as analises comparativas foram feitas
levando-se em consideracdo o numero de orelhas em cada grupo de estudo. O
Reflexo de Preyer manteve-se presente nas avaliacbes pré e pos tratamento e

também ndo foram observadas diferencgas histolégicas em ambos os grupos.

5.1 FREQUENCIA DE 6kHz

Na analise da amplitude na frequéncia de 6kHz ndo houve diferenca entre as
medianas do G1 e G2 no primeiro exame realizado TO (-4.0 e -4.5, Teste t, p = 0.956),
assim como no segundo exame realizado T14 (-7.5 e - .5, Teste t, p = 0.076) (Figura
14A).

Figura 14A: Boxplot da variagdo da amplitude do sinal na frequéncia de 6kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (T0) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototéxica.

Controle e Amicacina Ototoxica TO & T14
20+ - -
T+ 104
E 4
=8 —— T
53 Ot B
.G g
k= E— 104 =
3 g -
g Teste t = Teste t
e -20- p =005 =—t= p=0.076
-30-
D Controle Dﬁmicacina Ototoxica

Os valores das analises da relagdo S/R na frequéncia de 6 kHz entre G1 e G2 no TO
(14.5e 13.5, Testet, p=0.768) e no T14 (12.5 e 15.5, MW, p = 0.094) também né&o
apresentaram diferencas entre os grupos, conforme pode ser observado na figura
14B.
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Figura 14B: Boxplot da variagéo da relacdo sinal/ruido na frequéncia de 6kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (T0) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototéxica.
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5.2 FREQUENCIA DE 8khz

N&o foram verificadas diferenca entre as medianas dos grupos na analise da
amplitude na frequéncia de 8kHz no primeiro exame realizado TO (3.0 e 6.0, MW, p =
0.638), assim como no segundo exame realizado T14 (25 e 7 .5, Teste t, p =
0.580).(Figura 15A)
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Figura 15A: Boxplot da variagdo da amplitude do sinal na frequéncia de 8kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (T0O) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototdxica.
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Os valores das analises da relacdo S/R na frequéncia de 8 kHz entre G1 e G2
no TO (23.0 e 26.0, MW, p = 0.676) e no T14 (22.5 e 27.5, Teste t, p = 0.349) também
nao apresentaram diferencas entre os grupos. (Figura 15B)

Figura 15B: Boxplot da variagdo da relacéo sinal/ruido sinal na frequéncia de 8kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (T0) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototéxica.
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5.3 FREQUENCIA DE 10khz

N&o foram verificadas diferenca entre as medianas dos grupos na analise da
amplitude na frequéncia de 10kHz no primeiro exame realizado TO (16.0 e 18.0, Teste
t, p = 0.112), assim como no segundo exame realizado T14 (18.0 e 18.0, MW, p =
0.977).(Figura 16A).

Figura 16A: Boxplot da variagéo da amplitude do sinal na frequéncia de 10kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (T0) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototoxica
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Fonte, prépria do autor, 2021

Os valores das analises da relacédo S/R na frequéncia de 10 kHz entre G1 e G2
no TO (35.50 e 37.5, Testet, p=0.193) e no T14 (38.0 e 38.0, MW, p =0.977) também

nao apresentaram diferencas entre os grupos (Figura 16B)
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Figura 16B: Boxplot da variacdo da relacao sinal/ruido na frequéncia de 10kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (T0O) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototdxica.
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Fonte, Prépria do autor, 2021
54 FREQUENCIA DE 12khz

Assim como nas outras frequéncias analisadas, nao foi verificada diferenca
entre as medianas dos grupos na analise da amplitude na frequéncia de 12kHz no
primeiro exame realizado TO (21.0 e 238.0, MW, p = 0.181), assim como no segundo
exame realizado T14 (25.5 e 23.0, Teste t, p = 0.283).(Figura 17A)

Figura 17A: Boxplot da variacdo da amplitude do sinal na frequéncia de 12kHz em
camundongos SWISS obtidas no primeiro (TO) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores
referentes ao grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototéxica.
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Os valores das andlises da relacdo S/R na frequéncia de 12 kHz entre G1 e
G2 no TO (40.50 e 43.0, Teste t, p = 0.060) e no T14 (45.5 e 43.0, Teste t, p = 0.231)

também nao apresentaram diferencas entre os grupos (Figura 17B).

Figura 17B: Boxplot da varia¢éo da relagdo sinal/ruido na frequéncia de 12kHz em camundongos
SWISS obtidas no primeiro (TO) e no décimo quarto dia (T14). Em branco, os valores referentes ao
grupo controle e, em cinza, do grupo que fez uso de Amicacina ototéxica
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Nas Tabelas 1 e 2 é possivel verificar os valores das médias, medianas, desvio

padrdo, minimo e maximo de cada grupo em cada tempo de exames:



Tabeta 1. Mediana da variagio de amplitude em canurl:l-ungus Swiss, no exame de emissdes oloacsficas predulo de distorgao

(EQAPD) em grupo controle @ tratado com amicasing of

AMPLITUDE DO
ShAL T14
CONTROLE AMICACINAG CONTROLE AMICACIMNA
Média + OF GTOTMEA Média + DP GTDTmm
FREQUENCIA ) Média £ DF p Medis + DF p
Mediana . Mediana :
(Min-Mix) Wodsne (Min-hisx) Medkng
(M- Min-Jizx)
27544528 294 + 936 £62+715 0.33+9.44
i A0 4.3 0.856 -T5 -£8 0.078
(-8.0-13.0) (-20.0-18.0) (-15.0-50) (-14.0-18.0)
JaT 557 52T +6.65 45+8.03 6.94 + 11.06
] a0 6.0 0638 25 1.50 0.580
(20-11.10) -4.0-16.0) (-50-21.0) [-20.0-22.0)
14754526 18,06 £ 4.47 18.25 £ 5.03 17.26 £ 5.07
10 16.0 18.0 0.112 8.0 18.0 0477
(#.0-220 (10.0-27.0) (120-25.0) (0.0-23.0)
1863 + 10.42 Z1E9+ 4.4 25131445 23331356
12 20 30 0.181 25.50 230 0.283
(6.0-28.0) (16.0-320) (16.0-31.0) (15.0 - 28.0)

Mo fol verificada significincia estalistica nas frequineas testadas

Tabela 2. Mediana da variacdo de rela;ansmamiduanmnurmmsmmmda emisses oloacysiicas produto de
distorgdo (EGAPD) em grupo confrole e iratado com amicacing oloidxica

SINAL RUIDO 0 T14
CcoNTROLE | AMICACINA contRoLE | AMICACINA
Média £ DP 'f”m'““ Média + DP mﬁm
FREQUENCIA Média + DP p : Média + DP p
Mediana . Mediana :
o Mediang Mindlig Mediane
i (Min-Max) (Min-Méx)
15.75: 5.09 14.56 + 10.71 13.25t6.15 1944 £9.35
6 145 1350 0.768 1250 15.50 0.094
(90-230) | (4.0-370) (6.0-220) (6.0-38.0)
3381537 | 250:632 24504803 | 268.06:9.04
8 230 %0 0,676 2250 2750 0.149
(180-310) | (16.0-36.0) (15.0-410) | (14.0-420)
15634329 | 380:448 825£503 | 3661762
10 3550 37,50 0.193 380 38.0 0977
(31.0-420) | (30.0-47.0) (320-450) | (8.0-430)
37688£1044 | 43891484 45131445 | 423955
12 4050 430 0.060 4550 430 0.231
(140-480) | (36.0-520) (36.0-510) | (250-480)

Méo foi verificada significincia estatistica nas frequéncias testadas
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5.5 AVALIACAO ESTRUTURAL DA COCLEA

Neste estudo foram realizadas andlises morfométricas e histopatologicas das
diferentes estruturas que compdem a coclea (ganglio espiral, estria vascular,
ligamento espiral e limbo espiral).

Para a quantificacdo das células viaveis delimitou-se as areas nas seccdes
histologicas do ganglio espiral, estria vascular, ligamento e limbo espiral para cada
animal e, depois de quantificadas as células, os resultados foram normalizados para
as comparacoes (células/1000 pm?).

Os resultados mostraram que no total de células viaveis nas regiées do ganglio
espiral, estria vascular, ligamento e limbo espiral, ndo houve diferencas entre os
grupos (Figura 18).

As células ciliadas internas e externas nao foram possiveis de serem
analisadas em virtude da dificuldade de contagem com H&E. No ganglio espiral, no
G1, a mediana do total de neurdnios ganglionares viaveis foi de 11,65 céls/100um? e
no G2 o valor encontrado foi de 9.44 céls/100um? (Teste-t = 0.112). No ligamento
espiral no G1, a mediana do total de neur6nios viaveis foi de 8.70 céls/100um? e no
G2 o valor encontrado foi de 7.22 céls/100um? (Teste-t = 0.317). No limbo espiral no
G1, a mediana do total de neurdnios viaveis foi de 10.0 céls/100um? e no G2 o valor
encontrado foi de 8.74 céls/100um? (Teste-t = 0.139). Na estria Vascular no G1, a
mediana do total de neur6nios viaveis foi de 16.90 céls/100um? e no G2 o valor
encontrado foi de 13.69 céls/100um? (Teste-t = 0.542). (Tabela 3).
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Figura 18. Total de células viaveis nas diferentes regides da céclea de camundongos SWISS do G1 (n
=4) e no G2(n = 13). Os resultados mostraram que o total de células viaveis nas regides do ganglio
espiral, estria vascular, ligamento e limbo espiral, ndo houve diferencas entre os grupos (p < 0,05 ndo
houve diferencas entre os grupos para as demais regides da coclea (p < 0,05). Estdo mostrados as
médias e os desvios padréo
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A Tabela 3 representa os valores de minimo/maximo, desvio padrdo, média e
mediana da analise histoldgica.



Amicacina ototoxica.

Tabela 3- Analise histol6gica em camundongos SWISS, no G1: grupo controle e tratado com

AMICACINA
f/l%'c\i'; Fiot')'lf OTOTOXICA Média +
ESTRUTURA = DP p
M_edlar]a Mediana
L) (Min-Max)
11.35 +1.79 8.33+3.35
Ganglio espiral 11.65 9.44 0,112
(8.9 — 13.20) (1.73 — 12.05)
Ligamento 8.52 +1.15 7.28 £ 2.52
espiral 8.7 7.22 0,317
(7.2 - 10.10) (2.25 — 11.08)
15'5619%65 13.53 + 4.68
Estria Vascular : 13.69 0,542
(10.60 — (6.24 — 20.61)
18.40) ' '
10.16 + 2.10 8.03+2.71
Limbo 10.0 8.74 0,139
(7.30 — 13.0) (3.96 — 13.27)
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A avaliacdo topografica mostrou que em ambos os grupos, G1 e G2, 0s
componentes da orelha externa, média e interna eram normais. Especialmente a
avaliacdo detalhada da céclea mostrou que os giros basal, intermediario e apical
estavam preservados (Figura 19 A,B) , assim como os tecidos relacionados ao 6rgao
da audicdo — ganglio e limbo espiral, ligamento e estria vascular, 6rgdo de Corti,
membrana de Reissner (Figura 20). As andlises morfométricas semiquantitativas
mostraram que o total de células/1000 no ganglio espiral, estria vascular, ligamento

espiral (A e B) e limbo (C1, D1), ndo diferiram entre os grupos. Coloracdo H&E.
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Figura 19 A e B. Fotomicrografia da orelha mostrando a topografia de parte da orelha externa, da orelha
média e da céclea de um camundongo do G1 (A) e o G2(B). A avaliagdo topografica das cécleas ndo
mostrou diferencas entre os grupos, estando preservadas as estruturas do orgao vestibulococlear.
Coloracédo H&E.
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Fonte, Autora, 2021



Figura 20. Fotomicrografias do 6rgéo vestibulococlear de camundongos do G1(A, Ce E) e
G2 (B,DeF).
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Fonte, Autora 2021
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6 DISCUSSAO

Embora os aminoglicosideos apresentem alto potencial nefrotoxico e ototdxico,
0 Seu uso, muitas vezes, é imprescindivel para o sucesso do tratamento clinico dos
individuos. No que se refere a ototoxicidade da Amicacina, este estudo nao verificou

esse efeito nos camundongos SWISS na dose 400mg/kg/dia na via intraperitoneal.

Diferentes doses e meios de administracdo sao utilizados para atingir efeitos
ototoxicos em roedores. O meio de administracdo usado neste estudo foi o
intraperitoneal (IP). Na literatura, pesquisas acerca das vias de administracdo de
drogas como a Amicacina em camundongos sado variadas no ambito experimental. A
via intraperitoneal, apesar do risco de peritonite, € a mais utilizada pela equipe de
veterinérios no alojamento de animais da FM/UNB. Outras vias podem ser utilizadas,
como a intramuscular, subcutanea, venosa e a arterial. No que se refere a dose
ofertada, algumas pesquisas utilizaram 500mg/kg/dia (50), porém, neste estudo
optou-se pela dose de 400mg/kg/dia para assegurar o bem estar dos animais e ainda

o efeito ototoxico da droga.

Neste estudo foram realizadas analises de EOAPD nas frequéncias a partir de
6kHz pois em camundongos as respostas de EOAPD s&o mais robustas a partir dessa
frequéncia. Estudos anteriores os autores também optaram pela EOAPD a partir da
frequéncia de 6kHz (37,45). A dimenséo do CAE dos camundongos faz com que as
respostas encontradas em frequéncias inferiores coincidam com respostas do ruido

interno do animal e do ruido do ambiente.

No tocante ao ruido ambiental foram realizadas mensuragfes desses niveis no
alojamento de animais da FM/UNB e, a partir disso, foi possivel verificar que os niveis
de ruido estdo dentro do preconizado pela Resolu¢ao normativa n® 15 das normas do
CONCEA para biotérios. Considerando que esses animais sao utilizados em
pesquisas auditivas, o controle rigoroso do ruido nesse ambiente é imprescindivel

para ndo lancar davidas e invalidar os resultados gerados (50).

Um estudo acerca da resisténcia aos aminoglicosideos tobramicina (40mg/kg)
e Amicacina (120mg/kg) utilizando inje¢Bes intravenosas (1V) diarias durante o periodo
de 2 semanas de tratamento em camundongos C57BL/6J n&o induziu perda auditiva
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significativa nas altas frequéncias, resultado que corrobora com o do presente estudo,
embora os exames utilizados fossem diferentes. E necessario ressaltar que a dose
utilizada da Amicacina no estudo com camundongos C57BL/6J configura uma dose

ototoxica do farmaco na via utilizada, de acordo com outros achados da literatura (50).

Estudo realizado com 30 camundongos CBA/Ca demonstrou que a Amicacina
na dosagem de 500mg/kg/dia via subcutanea administrada por 14 dias consecutivos
levou a evidéncias comportamentais flutuantes de hiperacusia e zumbido, avaliado

pelo reflexo de sobressalto acustico (54).

A audicdo e o comportamento desses animais foram rastreados por 14
semanas. Foram realizadas avalia¢fes eletrofisiologicas que demonstraram aumento
da atividade central do tronco encefalico auditivo através de mudancas dos limiares e
amplitudes das ondas do PEATE (potencial evocado auditivo de tronco encefalico),
porém, essas alteracbes foram consideradas pelos autores como moderadas e

temporarias, uma vez que flutuavam ao longo de 3 a 4 meses (54).

Esses dados em conjunto sugeriram que a disfuncao auditiva periférica levou a
hiperatividade central e possiveis manifestacbes comportamentais de hiperacusia e
zumbido, porém, a porcentagem de orelhas que mostraram perda auditiva
clinicamente relevante foi minima e concentrada nos primeiros 14 dias, diminuindo

gradualmente para perto de niveis basais na semana 14 (54).

Embora a metodologia de avaliacdo utilizada tenha sido diferente daquela
realizada no presente estudo, os resultados alcancados foram semelhantes, uma vez
gue cepas diferentes apresentaram resultados semelhantes, ndo tendo sido verificada
alteracdo auditiva em fung¢éo do uso do aminoglicosideo (51).

Um estudo prospectivo, avaliou os efeitos ototoxicos em pacientes recebendo
Amicacina gentamicina, netilmicina e tobramicina, encontrando uma incidéncia de
11% para Amicacina, 12,9% para gentamicina, 11,5 para netilmicina e 2% para

tobramicina (52).

Esses e outros estudos demonstram a grande variabilidade da ototoxicidade

desses farmacos (53). No que se refere as avaliacdes de EOA realizadas em animais
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submetidos a uso de aminoglicosideos, essa forma de avaliagdo das células ciliadas
externas da coéclea seja a mais adequada, as EOAPD séo consideradas um método
de facil execucao, baixo custo e alta reprodutibilidade, apresentando boa correlacéo

com a analise morfolégica das células ciliadas externas cocleares (40).

As EOAPD foram utilizadas na avaliacdo da resisténcia a Amicacina em
cobaias albinas (Cavia porcellus). No estudo foram ofertadas doses com intervalos de
30 a 60 dias, as doses protetoras foram de 20mg/kg/dia via intramuscular por 30 dias
antes da oferta da dose ototoxica de 400mg/kg/dia por 12 dias. A Amicacina
apresentou efeito otoprotetor coclear contra a dosagem lesiva do mesmo
aminoglicosideo por periodo de tempo de 30 a 60 dias, constatado por meio dos

exames de EOAPD e microscopia eletronica de varredura (54).

Outro estudo que também avaliou a coclea com uso de EOAPD foi realizado
com 31 cobaias machos, que fizeram uso de gentamicina 10mg/kg/dia e Amicacina
400mg/kg/dia, isoladamente e associadas, via intramuscular por 12, 30 e 42 dias (12).
Os resultados da avaliacdo funcional com EOAPD e MEV demonstraram que a
gentamicina em doses nao lesivas, na forma de habituacdo, ndo protegeu as células
ciliadas internas da orelha interna dessas cobaias contra a ototoxicidade da
Amicacina, apresentando queda nos valores das EOAPD (12). Como observado, os
resultados sdo extremamente variaveis e neste sentido projetamos o presente estudo
neste modelo de camundongo, uma vez que os dados da literatura sao insuficientes
para que seja evidenciada a susceptibilidade deste modelo animal aos efeitos

ototdxicos da Amicacina.

Neste experimento foi realizada analise histolégica nas estruturas da orelha
interna. Assim como no exame funcional, ndo foram verificadas alteracées quando
comparados 0os G1 e G2. No 6rgéo de Corti ndo foram realizadas analise quantitativas
em virtude da metodologia empregada ndo permitir esse nivel de andlise. Na
avaliacdo qualitativa ambos os grupos mantinham as estruturas preservadas. Nos
seres humanos e em alguns roedores, como por exemplo 0s wistar, 0S
aminoglicosideos causam perda auditiva por induzir a degeneracdo das células

ciliadas sensoriais (12).
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7

O aminoglicosideo € inicialmente transportado através da barreira hemato-
labirintica para entrar nos compartimentos da orelha interna preenchidos com
endolinfa (54). Em seguida esses farmacos atravessam 0s canais
mecanotransdutores ou outros canais de cétions para entrar nas células ciliadas
internas, resultando na morte celular como resultado da geragéo de espécies reativas
de oxigénio. O modelo de camundongo utilizado neste estudo apresenta alta taxa
metabdlica até o final do primeiro més de vida, uma vez que as barreiras vasculares
nao estao totalmente desenvolvidas, o que pode torna-los suscetiveis a ototoxicidade
causada pela Amicacina nesse momento (55,56). Apds esse periodo essa taxa
metabodlica se normaliza e o animal passa entdo a apresentar resisténcia a
ototoxicidade causada pelos aminoglicosideos. O presente estudo foi iniciado quando
0S animais estavam préximo a completar 1 més de vida, o que pode ser uma hipétese
para explicar o fato de n&o ter ocorrido a ototoxicidade. Nao foram observados
declinios dos parametros das EOAPD, o Reflexo de Preyer manteve-se presente nas
avaliacdes pré e poés tratamento, ndo foram observadas alteracdes histologicas em

ambos os grupos.

Estudos sugerem que os aminoglicosideos podem induzir ROS citoplasmatico
em células ciliadas externas, interrompendo a homeostase do célcio entre o reticulo
endoplasmatico e as mitocondrias (57). O aminoglicosideo aumentaria o fluxo de
célcio na mitocdndria, levando a aumento na permeabilidade da membrana
mitocondrial, liberacdo de célcio, bem como aumento da producéo e liberacdo de
EROS no citoplasma, com consequente dano e morte a CCE (58). A alta taxa
metabdlica do camundongo SWISS e a rapida eliminacdo da droga evitam que o0s

niveis séricos atinjam os niveis ototoxicos (59).

J& foi demonstrado que para acessar a superficie das células ciliadas os
aminoglicosideos devem primeiro passar pela barreira do labirinto sanguineo, que é
composta por uma rede capilar altamente especializada na estria vascular (60).
Estudos utilizando aminoglicosideos marcados com fluorescéncia também
destacaram a importancia da rede capilar estrial e células marginais como um ponto
de entrada para aminoglicosideos. A barreira sangue-endolinfa dentro da estria
vascular € uma das mais fortes barreiras tecido-sangue em mamiferos. No entanto,

0s componentes intrinsecos do tecido podem alterar a integridade dessa barreira (61).
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N&o podemos afirmar se ocorreu resisténcia do animal ao aminoglicosideo Amicacina
ou se a droga nao conseguiu penetrar nesta resistente barreira sangue-endolinfa do
modelo Murino SWISS. Nas analises deste estudo demonstramos que fun¢des das
CCE registradas pelas EOAPD e as analises histologicas das estruturas da orelha

interna ndo sofreram alteracdes.

As células ciliadas externas sdo mais susceptiveis a morte do que as células
ciliadas internas (62). Em estudos realizados com uso de aminoglicosideos o padréo
observado de morte das células ciliadas externas tem inicio na extremidade basal da
alta frequéncia e progride em direcdo ao apice coclear, onde as frequéncias mais
baixas sdo codificadas. A entrada dos aminoglicosideos nas células ciliadas é
predominantemente por meio dos canais do transdutor mecanoelétrico (MET)
localizado nas pontas dos estereocilios. Os canais de MET atuam diretamente como
valvulas unilaterais, prendendo os aminoglicosideos no interior das células, com
rapido acumulo dessa substancia, desencadeando uma cadeia de eventos resultando
na morte de células ciliadas. No modelo de animal estudado as frequéncias testadas
nas EOAPD ndo sofreram alteracdes, e as estruturas topograficas da cdclea e tecidos

estudados na avaliacdo histologica estavam preservadas (62).

A audicao nos seres humanos é considerada como “precoce”, uma vez que o
desenvolvimento da capacidade de ouvir comeca no utero. Ja nos camundongos o
desenvolvimento coclear e a capacidade de ouvir ocorrem no periodo pds-natal e o
canal auditivo ndo abre até a segunda semana de vida. Desta forma, quando se
desejar translacionar resultados que ocorrem em récem-nascidos humanos,
candidatos ao uso de Amicacinas nas UTIs neonatais, nos deparamos com a limitacéo

da escolha do modelo animal.

Um desafio para quem estuda lesdo causada por aminoglicosideos pre-
clinicamente € a selecdo do modelo animal. As diretrizes de conversdo de humano
para o camundongo com base na area de superficie corporal, sugerem que uma dose
humana deve ser multiplicada por 12,3 para atingir uma dose equivalente no
camundongo. No entanto, tais conversdes permanecem controversas e altas doses
de aminoglicosideos foram imediatamente letais nos camundongos ao longo da

trajetéria dos estudos com modelos animais (63).
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Essas respostas imediatas com risco de vida em virtude do uso dos
aminoglicosideos raramente acontecem na espécie humana, podendo indicar que
essa espécie tém uma capacidade intrinseca de tolerar aminoglicosideos sistémicos
guando comparados aos camundongos, e como resultado, apenas tecidos
suscetiveis, como o rim e o ouvido séo danificados. No que se refere a dose ofertada,
algumas pesquisas utilizaram 500mg/kg/dia, porém neste estudo, optou-se pela da
dose de 400mg/kg/dia para assegurar o bem-estar dos animais e ainda o efeito

ototdxico da droga (12).

As andlises morfométricas e histopatologicas das diferentes estruturas que
compdem a céclea (ganglio espiral, estria vascular, ligamento espiral e limbo espiral)
nao mostraram diferencas entre os grupos. Isso demonstra que houve preservacgao
da morfoestrutura da orelha interna mesmo nos animais que fizeram uso da
Amicacina. Apesar de néo ter sido possivel realizar a contagem das células ciliadas
internas e externas, a avaliacdo detalhada da céclea mostrou que os giros basal,
intermediério e apical estavam preservados em ambos 0s grupos. Tais avalia¢cbes

corroboram com os dados funcionais, obtidos por meio da EOAPD (64).

Qualquer estudo em camundongo de toxicidade de drogas ou valor terapéutico
deve ser realizado em mais de uma cepa consanguinea. Uma limitacdo do nosso
estudo foi o fechamento do Biotério de UNB por causa da pandemia do Coronavirus
em 2020, inviabilizando estudo com outra cepa de camundongo para fins

comparativos.

As pesquisas realizadas com animais preenchem lacunas da gendmica
humana e agregam grande aprendizado para o desenvolvimento de diagnésticos,
tratamentos e prevencéo, contribuindo para a qualidade de vida da populacdo. Até o
momento ndo existe nenhum medicamento aprovado disponivel para a prevencao e
tratamento da perda auditiva. O inconveniente social da perda auditiva nao tratada
nos dias atuais recebe um maior reconhecimento, pois a perda auditiva esta associada
a maiores riscos de ansiedade, isolamento social e declinio cognitivo. Sendo assim a
busca de modelos que possam ser translacionadas para a espécie humana é uma

constante. Por outro lado, o entendimento dos mecanismos que tornaram esta espécie
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resistente ao desenvolvimento da ototoxicidade pode ajudar no entendimento para o

tratamento e prevencado desta situacdo na espécie humana.

Este estudo demonstrou que a linhagem de camundongo SWISS apresentou
resisténcia a ototoxicidade causada pela Amicacina na dose de 400mg/kg/dia via
intraperitoneal. Estudos futuros envolvendo avaliacbes farmacocinéticas e
farmacodinamicas da Amicacina, assim como o conhecimento dos mecanismos
otoprotetores intrinsecos do camundongo SWISS podem colaborar para o
desenvolvimento de bases clinicas e de estratégias futuras de ototoxicidade e

otoprotecdo na espécie humana.

Novos estudos comparativos com linhagens diversas devem ser realizados a
fim de tentar elucidar as diferencas entre as linhagens que faz com que alguns animais

sejam resistentes e outros susceptiveis.
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7 CONCLUSAO

O modelo Murino SWISS nao demonstrou susceptibilidade ao
desenvolvimento de lesdes de CCE vistas pela avaliagcédo da EOAPD e demais
estruturas cocleares causadas em virtude do aminoglicosideo Amicacina na
dosagem de 400mg/kg/dia por 14 dias via intraperitoneal.

Os valores médios dos amplitudes do sinal e da relacdo S/R das EOAPD nas
frequéncias de 6 a 12kHz e a avaliacdo morfologica-qualitativa e semiquantitativa ndo

diferiram entre os grupos no inicio e o fim do estudo.
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APENDICE A — GANHO DE PESO ESTIMADO DOS ANIMAIS

Dias CxIC1 | Ox1682 | Ox1C3 | Cx1C4
0 20,89 27,05 26,67 24,8
1 22,1 28,1 27,7 25,9
2 23,3 29,1 28,7 27,0
3 24,5 30,1 29,7 28,1
4 25,8 311 30,7 29,1
5 27,0 32,1 31,8 30,2
6 28,2 33,1 32,8 31,3
7 29,4 34,1 33,8 32,4
g 23,9 34,8 34,5 33,0
9 30,4 35,4 35,1 33,6

10 30,9 36,1 35,8 34,2
11 31,4 36,8 36,5 34,8
12 3159 37,5 37,1 35,4
13 32,4 38,1 37,8 36,0
14 32,9 38,8 38,5 36,7

Grupo controle - Peso Estimado de D1 a D13
Medidas Reais do DO e do D14

Cx =Caixa-Cl1/C2,/C3 e C4 = Animais

Dias | Cx2¢1 | €x2C2 | ox2¢3 | ex3¢€1 | ex3€2 | x3C3 | ox3C4 | CxdC1 | ex4€2 | oxaC3 | cx5¢C1 | cx5¢2 | €x5C3
0 27,2 29,01 | 25,52 | 31,65 | 26,03 | 29,01 | 26,87 | 27,66 | 27,01 27,8 27,5 28,25 | 27,84
1 28,2 29,9 26,6 32,5 27,1 29,9 27,9 28,6 28,0 28,8 28,5 29,2 28,8
2 29,2 30,9 27,6 33,3 28,1 30,9 28,9 29,6 29,0 29,8 29,5 30,2 29,8
3 30,2 31,8 28,7 34,2 29,2 31,8 29,9 30,6 30,0 30,7 30,5 31,1 30,8
4 31,2 32,8 29,8 35,0 30,2 32,8 30,9 31,6 31,0 31,7 31,5 32,1 31,8
5 32,2 33,7 30,8 35,9 31,2 33,7 31,9 32,6 32,0 32,7 32,5 33,1 32,7
6 33,2 34,6 31,9 36,7 32,3 34,6 32,9 33,6 33,1 33,7 33,4 34,0 33,7
7 34,2 35,6 32,9 37,6 33,3 35,6 34,0 34,6 34,1 34,7 34,4 35,0 34,7
8 34,9 36,3 33,6 38,4 34,0 36,3 34,6 35,3 34,7 35,4 35,1 35,7 35,4
9 35,6 37,0 34,2 39,2 34,6 37,0 35,3 35,9 35,4 36,1 35,8 36,4 36,1
10 36,2 37,8 34,8 40,0 35,3 37,8 36,0 36,6 36,1 36,8 36,5 37,1 36,8
11 36,9 38,5 35,5 40,8 35,9 38,5 36,6 37,3 36,8 37,5 37,2 37,8 37,5
12 37,6 39,2 36,1 41,6 36,6 39,2 37,3 38,0 37,4 38,2 37,9 38,6 38,2
13 38,3 40,0 36,7 42,4 37,2 40,0 38,0 38,7 38,1 38,9 38,6 39,3 38,9
14 39,0 40,7 374 43,3 37,8 40,7 38,7 39,4 38,8 39,5 39,3 40,0 39,6

Grupo Amicacina Ototoxica - Peso Estimado de D1 a D13
Medidas Reais do DO e do D14
Cx = Caixa - C1 & C4 = Animais
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