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Resumo

Introducdo: Os aminoglicosideos sao amplamente conhecidos por seus efeitos colaterais
ototdxicos. No entanto, eles sao antibioticos potentes usados no tratamento de doencas poten-
cialmente fatais devido a atual preocupacdao com a resisténcia aos antimicrobianos. Nossa
hipotese é que os suplementos de creatina, aos quais atribui-se um efeito benéfico sobre o
sistema de defesa antioxidante mitocondrial e manutencdo da homeostase energética ideal,
possam melhorar os efeitos colaterais ototdxicos.

Objetivo: Investigar os efeitos protetores da creatina mono-hidratada contra a ototoxicidade
induzida pela amicacina em ratos em um modelo experimental animal com o uso das emissoes
otoacusticas por produto de distorcao e o potencial evocado auditivo de tronco encefalico.
Método: Vinte ratos saudaveis foram divididos em quatro grupos (5 ratos em cada): o grupo
controle, o grupo creatina mono-hidratada, o grupo amicacina e o grupo amicacina +creatina
mono-hidratada. O grupo creatina mono-hidratada recebeu creatina na dose de 2g / kg uma
vez ao dia por gavagem gastrica por 21 dias. O grupo amicacina recebeu amicacina na dose de
600 mg/kg por injecdo intramuscular uma vez ao dia por 21 dias. O grupo amicacina +creatina
mono-hidratada recebeu injecdes intramusculares de amicacina (600 mg/kg) uma vez ao dia por
21 dias e creatina mono-hidratada (2 g/kg) uma vez ao dia por gavagem gastrica por 21 dias. O
grupo controle nada recebeu. As medidas de emissdes otoacusticas por produto de distorcao e
potencial evocado auditivo de tronco encefalico foram feitas em todos os ratos nos dias 0, 7, e
21.
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Resultados: Em relacdo aos valores do potencial evocado auditivo de tronco encefalico, foi
observado aumento significante dos limiares auditivos no grupo amicacina no 21° dia (p<0,001).
O grupo amicacina +creatina mono-hidratada apresentou niveis significantemente mais bai-
xos de limiares auditivos de potencial evocado auditivo de tronco encefalico no dia 21 em
comparacdo com o grupo amicacina (p <0,001). Além disso, o grupo controle e o grupo ami-
cacina + creatina mono-hidratada nao diferiram significantemente em relacao aos limiares de
potencial evocado auditivo de tronco encefalico no 21° dia de tratamento (p> 0,05). Quando
comparamos os valores de emissdes otoacusticas por produto de distorcdo, nao houve diferenca
significante entre os grupos amicacina e amicacina+creatina mono-hidratada no 7° dia
(p> 0,05). No entanto, valores significantemente mais altos de emissdes otoacusticas por pro-
duto de distorcao foram observados no grupo amicacina + creatina mono-hidratada no 21° dia
em comparag¢ao com o grupo amicacina p <0,001).

Conclusé@o: O tratamento com creatina mono-hidratada protege contra a ototoxicidade da ami-
cacina quando administrado em dose suficiente e por um periodo de tempo adequado.

© 2020 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

O efeito toxico de alguns medicamentos terapéuticos nas
funcdes auditiva e vestibular é definido como ototoxicidade
induzida por medicamentos.’ Os aminoglicosideos sao anti-
bioticos de amplo espectro que ha muito sdo amplamente
usados para o tratamento de infeccoes bacterianas gram-
-negativas, principalmente a tuberculose.??

A amicacina, o primeiro derivado semissintético de AG,
é produzida a partir da droga natural canamicina, por
acetilaco.”

Entre os AGs, a amicacina, a canamicina e a neomicina
causam principalmente danos cocleares, enquanto a estrep-
tomicina e a gentamicina estao principalmente associadas a
danos vestibulares.’ A toxicidade coclear induzida pela ami-
cacina ocorre por apoptose como resultado da geracao de
espécies reativas de oxigénio ou radicais livres de oxigénio
pela amicacina. Como consequéncia, ocorrem a ototoxici-
dade e a surdez.®

A creatina (Cr) é uma substancia natural e uma impor-
tante fonte de energia celular que pode ser sintetizada
endogenamente em humanos e roedores’, mas também
pode ser ingerida de forma exdgena na dieta. Estu-
dos recentes demonstraram a atividade antioxidante da
creatina.®

O papel da Cr no metabolismo energético e sua acao
neuroprotetora em doencas neurodegenerativas devido as
suas propriedades antioxidantes foram relatados na litera-
tura recente.’”"" Além disso, foi sugerido que a Cr pode
ser eficaz no tratamento da perda auditiva na doenca de
Huntington, que é uma doenca neurodegenerativa'?, e os
efeitos favoraveis do tratamento com Cr na perda audi-
tiva induzida por ruido foram demonstrados em um modelo
animal."?

No presente estudo, objetivamos investigar os efeitos
protetores da Cr contra a ototoxicidade causada pelos
radicais livres de oxigénio gerados pela amicacina com o
uso das emissdes otoacUsticas por produto de distorcao
(EOAPD) e o potencial evocado auditivo de tronco encefalico
(PEATE).

Método
Animais

Para este estudo, 20 ratas Wistar albinas adultas (peso cor-
poral, 200-240 ¢ cada) foram mantidas em gaiolas plasticas
sob condicdes padronizadas de alojamento de 12/12 horas
de ciclo claro-escuro a uma temperatura de 21°C, com
livre acesso a alimentos e agua. Os animais foram usados
de acordo com o guia para o cuidado e uso de animais de
laboratério.™ Todos os ratos do estudo foram submetidos
ao exame otomicroscopico do ouvido (Zeiss, OPMI 9, Got-
tingen, Alemanha) antes dos testes audioldgicos e aqueles
com doenca de orelha externa ou média foram exclui-
dos. Os registros das emissdes otoacusticas por produto de
distorcao (EOAPD) e do potencial evocado auditivo de tronco
encefalico (PEATE) foram feitos em uma sala silenciosa. O
desenho experimental foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa de animais do Ankara Research and Training
Hospital (nimero de aprovacao 0046). O estudo foi feito
entre agosto de 2018 e setembro de 2018, no laboratério
de experimentacao animal do Ankara Research and Training
Hospital.

Anestesia

Foram usados para anestesia Cetamina (100mg/mL;
0,1mL/100g) (Ketalar® 50mg/mL 10mL, Pfizer, Istam-
bul, Turquia) e xilazina (20mg/mL; 0,025mL/100g) (Kepro
Xylazine® 20 Inj. 20 mg/mL 25 mL, BioPharm, Istambul, Tur-
quia). Os agentes anestésicos foram administrados por meio
de injecoes intraperitoneais antes dos registros.

Desenho do estudo

Este foi um estudo experimental cego e randomizado, de
modo que apenas os cuidadores sabiam qual animal de teste
pertencia a cada grupo e os pesquisadores foram cegados
para a alocacéo do tratamento durante o exame audiologico.
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Os ratos foram divididos em 4 grupos, cada um com 5 indi-
viduos: o grupo controle, o grupo creatina mono-hidratada
(CrM), o grupo amicacina e o grupo amicacina + CrM. O grupo
CrM recebeu creatina mono-hidratada (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO) na dose de 2 g/kg uma vez ao dia via gavagem
gastrica por 21 dias. O grupo amicacina recebeu amicacina
(Amikozit® 500 mg, Sanofi Saglik Uriinleri, istanbul, Turquia)
na dose de 600 mg/kg por injecoes intramusculares uma vez
ao dia por 21 dias. O grupo amicacina + CrM recebeu injecoes
intramusculares de amicacina (600 mg/kg) uma vez ao dia
por 21 dias e CrM (2g/kg) uma vez ao dia por gavagem gas-
trica por 21 dias. O grupo controle nao recebeu tratamento.
As medidas de EOAPD e PEATE foram feitas em todos os ratos
nos dias 0, 7, 21. Os resultados obtidos antes e depois do
tratamento foram comparados para cada grupo e entre os
grupos.

Avaliacao audioloégica

Emissao otoacustica por produto de distorcao (EOAPD)

Um dispositivo Eclipse 25 ABR System (Interacoustics,
Middelfart, Dinamarca) foi usado para medidas de EOAPD.
A menor sonda timpanométrica elastica disponivel foi usada
para os ratos. As emissoes otoacUsticas foram medidas atra-
vés de estimulos de intensidade constante e variacoes de
frequéncia. As frequéncias (f1 e f2) foram ajustadas para a
relacdo f2: f1 de 1,22 e niveis de intensidade de estimulo de
L1=65dB, L2=55dB. As medidas do DP-grama foram feitas
nas frequéncias de 1000, 2000, 4000, 6000 Hz. Uma relacéo
sinal/ruido acima (nivel S/N) de 7 dB foi o limite para inter-
romper a gravacao. As medidas foram registradas em ambas
as orelhas e foram feitas por um minuto.

Potencial evocado auditivo de tronco encefalico
(PEATE)

Um dispositivo Eclipse 25 ABR System (Interacoustics, Mid-
delfart, Dinamarca) foi usado para as medidas do PEATE.
Eletrodos de agulha subdérmicas (Technomed Europe, Lim-
burg, Holanda) e fones de insercao ER 3A foram usados para
fornecer estimulos do tipo click em polaridades alternadas.
O filtro foi ajustado em 100, 3000 Hz, taxa de repeticao em
49,1 segundos e a janela de tempo em 15 milissegundos.
Os estimulos foram apresentados na intensidade do nivel de
audicao normal de 70dB e o nivel de intensidade foi redu-
zido em etapas de 10dB até valores proximos ao limiar. Em
seguida, o nivel de intensidade foi reduzido em etapas de
5dB até o valor do limiar ser atingido. Pelo menos 2 registros
foram gerados para cada medida para testar a reprodutibi-
lidade do comportamento e o limite foi verificado de forma
cruzada. A colocacdo dos eletrodos ocorreu da seguinte
forma: o eletrodo terra foi posicionado nas costas, o ele-
trodo positivo no vértice e um dos eletrodos negativos no
apice da mastoide esquerda e o outro no apice da mastoide
direita.

Analise estatistica

Um calculo a priori mostrou que um tamanho de amostra
de 5 ratos em cada grupo seria necessario para o estudo

detectar uma diferenca entre os grupos com um poder de
90% e um nivel de significancia de 5%. As analises estatisti-
cas foram feitas com o programa SPSS versao 16.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA). Todas as variaveis quantitativas foram
estimadas com medidas de localizacao central (ou seja,
média e mediana) e medidas de dispersao (ou seja, desvio-
-padrao). A normalidade dos dados foi verificada com o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. Testes paramétricos foram
usados devido a distribuicdo normal dos valores. A Analise de
Variancia (Anova) de um fator foi usada para comparagoes
intergrupos dos valores de EOAPD e PEATE e a significan-
cia estatistica foi estabelecida em p <0,001. O teste post
hoc de Tukey da diferenca honestamente significante (HSD,
Honestly Significant Difference) foi usado para determinar
se havia diferencas entre os grupos; a significancia estatis-
tica foi estabelecida em p <0,001 para testes post hoc. As
diferencas pré-tratamento-p6s-tratamento (Dia 0 vs. Dia 21)
nas amplitudes de EOAPD e valores do PEATE nos 4 grupos
foram analisadas com testes t de amostras pareadas, com
significancia definida em p <0,001.

Resultados

Os ratos toleraram a anestesia e administracao de ami-
cacina e creatina mono-hidratada. Nao foram observadas
diferencas no consumo de agua ou comida entre os grupos.
Nao foram detectadas diferencas estatisticamente signifi-
cantes nas amplitudes das EOAPD nas analises intragrupo
e intergrupo no inicio do estudo (p> 0,05). Além disso,
as médias dos grupos e os valores das orelhas direita e
esquerda foram estatisticamente semelhantes (p> 0,05)
(fig. 1). Nao houve diferencas significantes nos niveis de
EOAPD entre os grupos controle e CrM durante o tratamento
(dias 7 e 21) (p> 0,05) (tabela 1). No entanto, os niveis
de amplitude de EOAPD estavam significantemente redu-
zidos nos grupos amicacina e amicacina+CrM nos dias 7 e
21 (p <0,001) (fig. 1). Por outro lado, nao houve diferenca
estatisticamente significante nos niveis de EOAPD entre o
grupo amicacina e o grupo amicacina+CrM no dia 7, indi-
cou que a administracao de creatina por 7 dias nao conferiu
qualquer protecao contra a ototoxicidade induzida por ami-
cacina (p > 0,05). Entretanto, uma administracao mais longa
de creatina por 21 dias proporcionou um efeito protetor sig-
nificante contra a ototoxicidade induzida pela amicacina,
conforme mostrado pelos resultados dos testes do grupo
amicacina+CrM (p <0,001) (tabela 1, fig. 1). Nao houve
diferencas significantes entre os limiares iniciais do PEATE na
analise intragrupo e intergrupo (p > 0,05) (fig. 2). Nao foram
observadas diferencas significantes nos limiares do PEATE
de qualquer grupo de acordo com a analise intergrupo no 7°
dia (p> 0,05) (tabela 2). Houve um aumento significante nos
limiares do 21° dia no grupo que recebeu apenas amicacina
(p <0,001) (fig. 2). O aumento no limiar do PEATE melhorou
significantemente no grupo amicacina + CrM em comparacao
com o grupo amicacina isolada no 21° dia (p <0,001)
(tabela 2). Além disso, os limiares do PEATE do grupo
controle e do grupo amicacina+CrM nao foram significan-
temente diferentes no 21° dia (p> 0,05).
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Figura1 Niveis de amplitude de EOAPD dos grupos em diferentes frequéncias. EOAPD, Niveis de amplitude de grupos em diferentes

frequéncias.

Tabela 1 Analise intergrupo dos niveis de amplitude
das emissdes otoacUsticas - produto de distorcdo (EOAPD)

durante o tratamento

Grupos Dia 7 Dia 21
Controle/CrM 0,815 0,618

Controle/Amicacina 0,000° 0,000?
Controle/Amicacina + CrM 0,000° 0,000
CrM/Amicacina 0,000° 0,000?
CrM/CrM + Amicacina 0,000° 0,000?
Amicacina/CrM + Amicacina 0,995 0,000

* Diferencas estatisticas nos niveis de amplitude de EOAPD em
6000 Hz entre os grupos, conforme detectado pelo teste post hoc
de diferenca significante honesta (HSD) de Tukey.

a8 p <0,001 indica uma diferenca significante nos valores de

EOAPD entre os grupos.
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Discussao

No presente estudo, investigamos os potenciais efeitos pro-
tetores da Cr contra a ototoxicidade apds a exposicao a
amicacina em um modelo experimental em ratos. Nossos
achados confirmaram a ototoxicidade induzida pela amica-
cinacom EOAPD e PEATE e demonstraram o efeito protetor
da Cr contra a ototoxicidade da amicacina. Que seja de
nosso conhecimento, este é o primeiro estudo da literatura
a relatar o efeito protetor da Cr contra a ototoxicidade.
Os aminoglicosideos (AG) sao antibidticos potentes usados
no tratamento de infeccdes causadas por bactérias gram-
-negativas e tuberculose; no entanto, o uso terapéutico de
AG é limitado por seus efeitos colaterais, inclusive ototoxi-
cidade e nefrotoxicidade.* Apesar de estarem associados a
efeitos colaterais, os AGs ainda sao indispensaveis no tra-
tamento de condicbes potencialmente fatais devido a atual
preocupacao com a resisténcia aos antibioticos.

Controle

Amicacina CrM + Amicacina

mDia0 »Dia7 *Dia21

Figura 2 Limiares de PEATE dos grupos.
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Tabela2 Analise intergrupo dos limiares de PEATE durante
o tratamento

Grupos Dia 7 Dia 21
Controle/CrM 0,989 0,839
Controle/Amicacina 0,104 0,002
Controle/ Amicacina + CrM 0,287 0,992
CrM/ Amicacina 0,059 0,000
CrM/CrM + Amicacina 0,177 0,944
Amicacina/CrM + Amicacina 0,925 0,000

* Diferencas estatisticas nos limiares de PEATE entre os grupos,
conforme detectado pelo teste post hoc de diferenca significante
honesta (HSD) de Tukey.

@ p <0,001 indica uma diferenca significante nos valores de
PEATE entre os grupos.

A amicacina é usada no tratamento de infec¢bes causadas
por microrganismos resistentes a outros antibioticos AG."
Ela também é usada para o tratamento de infecgbes gra-
ves devido a sua acao sinergética com certos antibioticos.®
Escolhemos a amicacina para o presente estudo com base
em seu uso generalizado.

A amicacina causa apoptose das células ciliadas exter-
nas da coclea através de radicais livres de oxigénio.>® Esse
tipo de dano induzido pela amicacina ocorre inicialmente
na base da cdclea e progride até o apice. A perda auditiva,
bem como a reducao dos escores de discriminacao da fala
(DF), ocorre como resultado desse processo apoptotico que
envolve toda a via auditiva.'” Estudos anteriores mostraram
que a amicacina pode induzir ototoxicidade em uma dose de
600 mg/kg/dia."”

No estudo de Avci et al., ratos receberam uma dose de
600 mg/kg/dia de amicacina, o que resultou em uma ototo-
xicidade acentuada em 21 dias de seguimento.'® No estudo
atual, usamos amicacina na mesma dose. As alteracodes esta-
tisticamente significativas nos resultados das EOAPD e do
PEATE observadas no grupo amicacina no fim de 21 dias (p
<0,001) mostraram que essa dose é suficiente para induzir
ototoxicidade em ratos (figs. 1 e 2).

No presente estudo, investigamos o efeito protetor da
Cr com propriedades antioxidantes conhecidas® contra a
ototoxicidade induzida pela acao oxidante da amicacina. A
creatina é um acido organico nitrogenado, conhecido por
aumentar a massa e o desempenho muscular, prevenir a
atrofia muscular causada por doencas e ajudar a fornecer
energia as células através de uma reacao reversivel catali-
sada pela enzima creatina quinase. "

Além de seu papel de aumentar os estoques de ener-
gia, a Cr exibe uma potente acao antioxidante ao reduzir
a producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigé-
nio (EROs), aumenta e restaura o potencial da membrana
mitocondrial.’® Acredita-se que os suplementos de creatina
melhorem o sistema de defesa antioxidante mitocondrial e
mantenham a homeostase energética ideal."”

Em um modelo animal de perda auditiva induzida por
ruido, o tratamento com Cr demonstrou reduzir significati-
vamente as mudancas no limiar auditivo.’ O uso de creatina
para perda auditiva induzida por esse tipo de estresse oxi-
dativo foi considerado benéfico e necessario, devido ao seu
papel na manutencao dos niveis de ATP e sua capacidade de
eliminar os radicais livres de oxigénio."?

Foi demonstrado em ratos que a suplementacao com Cr
administrada na forma de CrM em uma dose de 2 g/kg por um
periodo de 2-4 semanas € necessaria para observar alguma
eficicia terapéutica.?’ Portanto, usamos essa estratégia de
tratamento no presente estudo.

Embora a audicdo tenha sido avaliada apenas por
EOA em alguns estudos que usaram modelos animais
experimentais'®2"22 outros usaram apenas o PEATE.?>?* Em
nosso estudo, usamos as medidas de PEATE e EOAPD para
melhorar a confiabilidade de nossos resultados.?>-%8

No presente estudo, os valores de EOAPD significan-
temente mais baixos foram observados nos dias 7 e 21
nos grupos que receberam amicacina e amicacina+CrM em
comparacao com a linha basal (p <0,001) (fig. 1). No dia 21,
0 grupo amicacina + CrM apresentou valores de EOAPD signi-
ficantemente maiores em comparacao com o dia 7 (fig. 1).
Embora nao tenha havido diferenca significante nos valo-
res de EOAPD entre os grupos amicacina e amicacina + CrM
no dia 7 (p> 0,05), valores de EOAPD significantemente
maiores foram observados no grupo amicacina+CrM no dia
21 em comparacao com o grupo amicacina (p <0,001)
(fig. 1).

Os danos a orelha causados pela amicacina podem pro-
gredir para o oitavo nervo craniano. Em relacdo aos valores
do PEATE, foi observado aumento significante dos limiares
auditivos apenas no grupo amicacina no 21° dia (p <0,001)
(fig. 2). O grupo amicacina + CrM apresentou niveis de limi-
ares auditivos significantemente menores no 21° dia em
comparagao ao grupo amicacina (p <0,001) (tabela 2). Além
disso, o grupo controle e o grupo amicacina + CrM nao dife-
riram significantemente em relac@o aos limiares do PEATE
no 21° dia de tratamento (p> 0,05) (tabela 2). Diante des-
ses achados, pode-se concluir que a suplementacao com Cr
nao confere efeito protetor contra a ototoxicidade quando
administrada por 7 dias e seu efeito protetor ocorre apos 21
dias de tratamento. Nossos achados sao consistentes com um
estudo anterior que demonstrou a eficacia da administracao
de Cr em ratos apos um periodo de tratamento de 2 a 4
semanas.’® Considerando os valores de PEATE e EOAPD, nao
foi observada diferenca estatisticamente significante entre
0 grupo controle e o grupo CrM isolada nos dias 0, 7 e 21 (p >
0,05) (tabelas 1 e 2), sugeriu que a Cr nao é ototoxica.

Em um estudo que usou um modelo animal experimen-
tal, Aksoy et al. relataram que os efeitos ototdxicos da
amicacina podem ser limitados pelo uso concomitante de
timoquinona. Além das medidas de PEATE e EOAPD, os mes-
mos autores avaliaram marcadores de estresse oxidativo
do estado antioxidante total (EAT) e estado oxidante total
(EOT)?” e mostraram que a amicacina aumenta o estresse
oxidativo com essas medidas. Existem estudos na literatura
que relataram os efeitos protetores do resveratrol, trimeta-
zidina, timoquinona e pentoxifilina contra a ototoxicidade
induzida pela amicacina, dos quais todos demonstraram efi-
cacia antioxidante. 8212729

Embora nosso estudo tenha mostrado o efeito protetor da
creatina na ototoxicidade induzida por amicacina com base
nos resultados do PEATE e das EOAPD, isso ndo € um indica-
dor suficiente de dano funcional e histologico. Portanto, a
coclea deve ser estudada histologicamente para demonstrar
definitivamente os efeitos protetores das drogas antioxidan-
tes e neuroprotetoras usadas em estudos experimentais de
ototoxicidade da amicacina.
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A principal limitacdo do nosso estudo é a falta de exa-
mes histopatologicos. Os exames histopatologicos poderiam
ter demonstrado o efeito protetor da Cr contra a ototoxi-
cidade induzida pela amicacina e sua natureza nao toxica
quando usada sozinha, em nivel celular. Mais estudos que
investiguem o efeito protetor da creatina contra a ototo-
xicidade com avaliagbes bioquimicas e histopatologicas sao
necessarios.

Conclusao

O tratamento com creatina protege contra a ototoxicidade
induzida pela amicacina, quando administrada em uma dose
suficiente e por um periodo de tempo adequado.
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