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Resumo

Cisplatina €é um agente quimioterapico frequentemente
usado para o tratamento de vdrias linhagens de neoplasias.
A ototoxicidade é um dos efeitos colaterais causadores de
significativa morbidade e que limita sua utilizacio. Este
estudo teve por objetivo avaliar o papel da apoptose na
ototoxicidade por cisplatina. Desenho do Estudo: Estudo
experimental. Material e Método: Ratos Wistar machos foram
tratados com cisplatina, via intraperitoneal, nas doses de 24
e 16 mg/kg. Os animais foram avaliados através de emissoes
otoacusticas evocadas produtos de distor¢cio (EOAPD) ou
potenciais auditivos evocados de tronco encefalico (PAETE)
no terceiro (D3) e quarto (D4) dias apds o inicio da infusio
das drogas. Em seguida suas cécleas foram removidas para
estudo de imunoistoquimica para apoptose, método TU-
NEL. Resultados: O grupo tratado com 24 mg/kg mostrou
diminuicao significativa da amplitude das EOAPD, fato nao
observado com a dose de 16 mg/kg. Ambas as doses promo-
veram aumento do limiar eletrofisiol6gico pelo PAETE no D3
e D4. A apoptose foi o mecanismo de lesio responsavel pela
ototoxicidade da cisplatina, dose de 16 mg/kg, quando os
animais foram avaliados no D3. Conclusao: Apoptose pode
estar envolvida no mecanismo de ototoxicidade pela cisplati-
na, na dependéncia da dose e tempo de avaliacao da lesao.

The role of apoptosis in
cisplatin-induced ototoxicity in
rats
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Summary

Cisplatin is a chemotherapy agent frequently used to
treat different types of neoplasia. Ototoxicity is one of the
side-effects which cause significant morbidity and limits its
use. This study aimed at assessing the role of apoptosis in
cisplatin-induced ototoxicity. Design: experimental study.
Materials and Methods: male Wistar rats were treated with
intraperitoneal cisplatin, in the doses of 24 and 16 mg/kg.
The animals were assessed by means of distortion product
evoked otoacoustic emissions (DPEOAE) or brainstem evoked
auditory potentials (BEAP) in the third (D3) and fourth (D4)
days after drug infusion onset. Following that, their cochleas
were removed for immunohistochemical studies of apoptosis
- TUNEL method. Results: the group treated with 24 mg/kg
showed a significant reduction in DPEOAE amplitude, and
such fact was not seen with the 16 mg/kg. Both doses caused
an increase in BEAP electrophysiological threshold in D3
and D4. Apoptosis was the injury mechanism responsible for
the cisplatin-induced ototoxicity - 16 mg/kg dose, when the
animals were assessed on D3. Conclusion: apoptosis may
be involved in the cisplatin-induced ototoxicity, depending
on the dose and time of injury assessment.

! Doutor, Professor Adjunto da Disciplina de Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.
* Mestranda, Professora Substituta de Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.
* Doutora, Professora Associada da Disciplina de Histologia do Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.
* Doutora, Pesquisadora do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.
° Estudante de Medicina da Universidade Federal do Ceard.
¢ Estudante de Medicina da Universidade Federal do Ceard.
7 Doutor, Professor Associado do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Chefe do Laboratério de Fisiologia da Inflamacio e do
Cancer, LAFICA.
Este artigo foi submetido no SGP (Sistema de Gestao de Publicacdes) da BJORL em 22 de julho de 2008. cod. 5954
Artigo aceito em 18 de fevereiro de 2009.

BRAZILIAN JOURNAL OF OTORHINOLARYNGOLOGY 75 (5) SETEMBRO/OUTUBRO 2009
http://www.bjorl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

745



INTRODUCAO

A coclea € a estrutura neurossensorial fundamental
no processo auditivo periférico da mensagem acustica. E
formada por uma série de estruturas epiteliais complexas,
com células sensoriais e de sustentacao, situadas sobre a
membrana basilar. Seu dano, quase sempre irreversivel,
podera ter consequéncias funestas para o individuo aco-
metido, que pode ver comprometida sua capacidade de
comunicacio, com sérios transtornos ao convivio social.
Por outro lado, apesar do potencial ototéxico de algumas
drogas antineoplasicas e, entre elas, a cisplatina, ndo se
deve despreza-las como uma alternativa terapéutica para
o paciente portador de uma neoplasia maligna. Daf a im-
portancia de se determinar com exatidio os mecanismos
através dos quais ocorrem os efeitos ototoxicos de tais
drogas, para se buscar estratégias de reducao dessa toxi-
cidade, sem comprometer seu efeito terapéutico'.

Cisplatina (cisdiaminodicloroplatinum) é um agente
quimioterdpico frequentemente usado para o tratamento
de varias linhagens de neoplasias, mormente as de cabe-
ca e pescoco?. O mecanismo de acao antineopldsico esta
relacionado 2 inibicdo seletiva e persistente da sintese
de 4dcido desoxirribonucleico (DNA). Seus efeitos cola-
terais incluem ototoxicidade, nefrotoxicidade, supressao
medular e distdrbios gastrointestinais®. Estes tipos de
toxicidade podem interferir com o tratamento ao reduzir
a dosagem, frequéncia e duracio da quimioterapia em
muitos pacientes’.

A ototoxicidade por cisplatina foi primeiramente
descrita por Rossof et al., em 1972, e tem sido amplamente
estudada desde entdo®. Sua incidéncia parece variar en-
tre 4 e 50%"°, embora alteracdes na audiometria de alta
frequéncia possam ser evidenciadas na quase totalidade
dos casos™.

Este tipo de lesao parece resultar de dano de varios
tecidos mediado por radicais livres''. Tem sido demons-
trado que espécies reativas de oxigénio sio geradas na
coclea apos exposicao a cisplatina®® e o estresse oxidativo
pode provocar a morte de cé€lulas cocleares por apoptose
secunddrio 2 ativacao de caspase-3'°.

Apoptose ¢ uma forma ativa de morte celular que
ocorre durante o desenvolvimento normal, bem como
quando células sao expostas a determinados tipos de
agentes agressores tais como isquemia/hipoxia, radiacao
ou toxinas'” e este mecanismo de lesio parece ser a base
fisiopatologica da ototoxicidade da cisplatina.

A apoptose de células da orelha interna pode ser
desencadeada por formacio de complexos entre a cispla-
tina e o DNA da célula lesada, impedindo a progressao
do ciclo celular'®®. Outra via proposta para ototoxicidade
da CDDP em modelos animais estabelece que o estresse
oxidativo induzido pela droga desencadearia uma cascata
de reacoes intracelulares que tem como resultado final a
apoptose®.

Liu et al.?! e Cheng et al.??) através de experimentos
em culturas de células do 6rgao de Corti de ratos Wistar de
3 dias de vida, demonstraram o papel da apoptose como
mecanismo de lesao celular pela cisplatina. Watanabe et
al.® identificaram DNA fragmentado no ganglio espiral e
estria vascular de cobaias submetidas a tratamento com
10 mg/kg de cisplatina. Entretanto, esse achado nao foi
visto nas células ciliadas do 6rgao de Corti. No estudo de
Alam et al.** em roedores da Mongodlia, a identificacio de
células apoptoticas, apos administracio de CCDP 20 mg/
kg, deu-se em todas as estruturas da céclea, incluindo
células ciliadas externas e internas, células suporte, gan-
glio espiral, estria vascular, ligamento espiral. Devarajan
et al.’® evidenciaram também, em culturas de células de
orgio de Corti de ratos, que a CDDP promove apoptose
em concentracdoes menores ¢ que doses maiores podem
levar diretamente 2 necrose celular, podendo esses 2
mecanismos ser um continuum. Wang et al.”> mostraram
que a dose de 10 mg/kg de cisplatina foi capaz de induzir
apoptose na coclea de cobaias, principalmente em células
ciliadas externas, células ciliadas internas e estria vascu-
lar. Verificaram, ainda, através de microscopia eletronica
de transmissao, que outros mecanismos de lesio celular,
como autdlise e necrose, podem estar envolvidos na oto-
toxicidade da cisplatina.

A apoptose de células ciliadas da coclea € depen-
dente da expressao de proteinas pro-apoptdticas como
p53'%, caspases?#?, calpainas®, Bax e Bid'®, c-jun NH2-
terminal quinases (JNK)* e antiapopoéticas como o BCL-
21824 Portanto, reduzir a apoptose de células da orelha
interna sem inibir o efeito antitumoral da CDCP pode ser
uma estratégia valida para diminuir os efeitos ototoxicos
deste quimioterdpico?. Este estudo teve por objetivo ava-
liar o papel da apoptose na lesao coclear induzida por
cisplatina em ratos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para o estudo ratos Wistar machos,
com peso variando entre 200 e 348g, mantidos em gaiolas
com livre acesso a alimentos e dgua, em ciclos naturais
de sono e vigilia, e manuseados segundo as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA), encontradas no sitio www.cobea.org.br.
O projeto foi submetido 2 aprovacio pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Animais (CEPA), tendo sido aprovado sob
nimero de protocolo 28/05.

Os animais foram divididos em 8 grupos de acordo
com a dose, forma de administracao de cisplatina, tipo e
momento da avaliacio funcional (n= ndmero de ratos).

Grupo 1 (n=11): Ratos tratados com cisplatina na
dose de 8 mg/kg/dia em 3 dias consecutivos (total de 24
mg/kg) e avaliados antes do tratamento (DO) e trés dias
(D3) ap6s o seu inicio por emissoes otoacusticas evocadas
produtos de distorcao (EOAPD).
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Grupo 2 (n=0): Ratos tratados com solu¢io salina
na dose de 8 ml/kg/dia em 3 dias consecutivos (total de
24 ml/kg) e avaliados antes do tratamento (DO0) e trés dias
(D3) apds o seu inicio por emissdes otoacusticas evocadas
produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 3 (n=8): Ratos tratados com cisplatina na
dose de 8 mg/kg/dia em 3 dias consecutivos (total de 24
mg/kg) e avaliados antes do tratamento (D0) e quatro dias
(D4) apds o seu inicio por emissdes otoacusticas evocadas
produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 4 (n=06): Ratos tratados com solucdo salina na
dose de 8 ml/kg/dia em 3 dias consecutivos (total de 24
ml/kg) e avaliados antes do tratamento (D0) e no 4o dia
apos o seu inicio (D4) por emissoes otoacusticas evocadas
produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 5 (n=12): Ratos tratados com cisplatina em
dose unica de 16 mg/kg/dia e avaliados antes do trata-
mento (D0) e trés dias (D3) apds o seu inicio por emissoes
otoacusticas evocadas produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 6 (n=5): Ratos tratados com solu¢ido salina
em dose tnica de 16 ml/kg/dia e avaliados antes do trata-
mento (D0) e trés dias (D3) apds o seu inicio por emissoes
otoacusticas evocadas produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 7 (n=7): Ratos tratados com cisplatina em
dose tnica de 16 mg/kg/dia e avaliados antes do tratamen-
to (D0) e quatro dias (D4) apos o seu inicio por emissoes
otoacusticas evocadas produtos de distor¢ao (EOAPD).

Grupo 8 (n=0): Ratos tratados com solu¢io salina
em dose unica de 16 ml/kg/dia e avaliados antes do tra-
tamento (D0) e quatro dias (D4) apds o seu inicio por
emissodes otoacusticas evocadas produtos de distor¢ao
(EOAPD).

Em um estudo paralelo, animais semelhantes foram
divididos em quatro grupos no intuito de avaliar seu limiar
e audicao pré e pos-tratamento através de potenciais audi-
tivos evocados de tronco encefilico (PAETE), sendo estes:

Grupo 9 (n=11): Ratos tratados com cisplatina na
dose de 8 mg/kg/dia em 3 dias consecutivos (total de 24
mg/kg) e avaliados antes do tratamento (DO), trés (D3) e
quatro dias (D4) apds o seu inicio por potenciais auditivos
evocados de tronco encefilico (PAETE).

Grupo 10 (n=7): Ratos tratados com solucio salina
na dose de 8 ml/kg/dia em 3 dias consecutivos (total de
24 ml/kg) e avaliados antes do tratamento (DO0), trés (D3) e
quatro dias (D4) apds o seu inicio por potenciais auditivos
evocados de tronco encefilico (PAETE).

Grupo 11 (n=12): Ratos tratados com cisplatina em
dose unica de 16 mg/kg/dia e avaliados antes do trata-
mento (D0), trés (D3) e quatro dias (D4) apos o seu inicio
por potenciais auditivos evocados de tronco encefilico
(PAETE).

Grupo 12 (n=8): Ratos tratados com solucao sali-
na em dose Unica de 16 ml/kg/dia e avaliados antes do
tratamento (DO), trés (D3) e quatro dias (D4) apds o seu

inicio por potenciais auditivos evocados de tronco ence-
falico (PAETE).

Os ratos Wistar foram submetidos a anestesia pro-
funda com ketamina 50 mg/kg associada a xilazina 10
mg/kg. Uma otoscopia prévia foi realizada eliminando-se
os animais com sinais de afeccoes de orelha externa ou
média. Aqueles com otoscopia normal se submeteram a
exame de emissOes otoacusticas evocadas produtos de
distor¢cao (EOAPD), imediatamente antes da administra-
¢ao das drogas. Nos grupos cisplatina 8 mg/kg em 3 dias
consecutivos ou solucao salina 8 ml/kg em 3 dias conse-
cutivos, as drogas eram injetadas por via intraperitoneal
logo apds a conclusao da primeira avaliacao auditiva.
Nos dois dias subsequentes, depois de nova pesagem dos
ratos, cisplatina 8 mg/kg ou solucao salina 8 ml/kg eram
novamente administradas, para resultar em uma dose final
respectivamente de 24 mg/kg e 24 ml/kg. Vinte e quatro
(D3) ou 48h (D4) depois da ultima administracio, os ratos
eram novamente anestesiados, era realizada uma outra
otoscopia para descartar aqueles que adquiriram doencas
de orelha média ou externa durante o periodo de admi-
nistracao das drogas, e eram submetidos a nova avaliacao
auditiva por EOAPD. Nos grupos em que a cisplatina foi
injetada por via intraperitoneal na dose tnica de 16 mg/kg
e a salina 16 ml/kg, utilizou-se uma bomba de infusio de
marca Kd Scientific série 100 para que o tempo de infusao
fosse fixado em 30min. Quando necessario, nova dose
dos anestésicos era injetada. A avaliacdo auditiva também
foi realizada no terceiro (D3) ou quarto (D4) dias apos a
administracao das drogas.

Imediatamente apos a realizacio da Gltima avaliacao
auditiva por EOAPD, efetivava-se a remocao de seu 0sso
temporal direito, apds eutandsia por decapitacio com gui-
lhotina de fabricacao propria. A coclea era dissecada para
realizacao da técnica de imunoistoquimica como descrito
em itens subsequentes.

Nos quatro ultimos grupos (9 a 12), os animais fo-
ram submetidos aos mesmos procedimentos de anestesia,
otoscopia e injecao de drogas relatados anteriormente,
sem, entretanto, efetivar-se a remocdo de seus o0ssos tem-
porais para imunoistoquimica. A avaliacao auditiva foi
realizada por meio de PAETE (potencial auditivo evocado
de tronco encefilico), tendo o mesmo grupo de animais
se submetido ao exame imediatamente antes e no terceiro
e quarto dias apos a administragcao das drogas.

Os exames de emissdes otoacusticas evocadas
produtos de distorcao (EOAPD) foram realizados com
aparelho de emissdes otoacusticas de marca MADSEN
Capella - GN Otometrics, em ambiente silencioso. Aos
ratos anestesiados, em seu conduto auditivo externo di-
reito, foi acoplada a sonda do aparelho através de sondas
para exame de recém-nascido. O estimulo consistiu de 2
tons puros (F1 e F2) cuja relacao de frequéncia F1/F2 foi
igual a 1,22. A intensidade dos estimulos foi fixada em
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70 dB NPS. Foi analisado um total de 1000 aquisicoes. As
emissoes otoacusticas resultantes foram avaliadas nas fre-
quéncias de 3, 4, 6 e 8 kHz. Considerou-se a presenca de
EOAPD para uma relacao sinal/ruido (S/R) de, no minimo,
6 dB NPS, de acordo com as especificacdes técnicas do
aparelho utilizado.

Utilizou-se, para realizacao do exame de potencial
auditivo evocado de tronco encefalico (PAETE), aparelho
Interacoustic EP 25, localizado em ambiente silencioso.
Com os animais anestesiados, eletrodos subdérmicos de
platina foram posicionados no vértex (positivo), regiao
retroauricular direita (negativo) e ponta do nariz (terra).
Fones de inser¢io ER-3A acoplados a uma sonda utilizada
para avaliac2o auditiva de recém-nascidos foram introduzi-
dos no conduto auditivo externo direito dos ratos. Os es-
timulos empregados foram cliques de rarefacao, liberados
a uma taxa de 15 por segundo, com um total maximo de
700 promediacdes e um tempo de andlise de 15 mseg. A
banda passante utilizada foi de 0 a 3000 Hz. Os estimulos
foram iniciados em 80 dB NA e diminuidos progressiva-
mente até o desaparecimento completo das ondas. Para o
limiar auditivo eletrofisiologico, foi considerada a menor
intensidade de estimulo em que se evidenciava onda II.

No imunoistoquimica para apoptose pelo método
TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling), quatro
cortes de 4mm da coclea, passados ao longo do modiolo,
foram preparados em laminas cobertas com L-polilisina.
Utilizou-se na técnica de imunoistoquimica para apoptose
o quite ApopTagR S 7100 (Chemicon International). Os
cortes histologicos foram desparafinizados com xilol e
reidratados com concentracoes decrescentes de alcool
(absoluto, 95% e 70%). Em seguida, lavados com solucao
tampao fosfato (PBS) e incubados a temperatura ambiente
com proteinase K por 15min para promover a recupera-
¢cao antigénica. Depois de lavado com dgua destilada, o
material foi tratado com perdxido de hidrogénio 3% vo-
lume por volume em PBS durante Smin, para bloquear a
peroxidase endogena. Seguiu-se nova lavagem com PBS,
apos o que os cortes histologicos foram incubados com o
Equilibration Buffer por 10s e imediatamente depois com
a enzima TdT (desoxinucleotidil transferase) associada aos
nucleotideos marcados com digoxigenina (reaction buffer)
que irfam se ligar as hidroxilas livres do DNA fragmentado
das células apoptéticas. O controle negativo nao recebeu a
enzima. O material permaneceu em estufa a 37°C por lh e
a reacao foi terminada com a solucio stop. Lavagem com
PBS, em seguida adicao do conjugado antidigoxigenina e
incubacao a temperatura ambiente por 30min. Outra la-
vagem com PBS e adicionado o DAB (diaminobenzidina),
o substrato da peroxidase, incubando o material por 3 a
6min, para desenvolver a coloracio da rea¢do. Lavagens
com dgua destilada e as laminas foram contracoradas com
methyl green. Nova lavagem com dgua destilada, imersao
em N-butanol 100% e xilol e, em seguida, procedeu-se a

montagem das laminulas com EntelanR.

Para se quantificar a intensidade de coloracao das
estruturas, foram feitas fotomicrografias da espira basal
com aumento de 100x através de sistema de captura
digital Leica DFC 320. Utilizando-se o programa Sistema
de Analises Histomorfométricas (SAHM 1.0), uma area
compreendendo a rampa média com o 6rgao espiral de
Corti, ganglio espiral, estria vascular e ligamento espiral
foi selecionada e avaliada a relacio drea corada sobre
area nao corada (pixels/pixels). O programa SAHM 1.0
seleciona uma coloracio pré-definida que se quer avaliar
e quantifica a drea ocupada por essa coloracao (Figura 1).

R
> e
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Figura 1. Andlise histomorfométrica, apds técnica de imunoistoqui-
mica TUNEL, de um animal tratado com cisplatina 16 mg/kg com sua
céclea removida no D3. A coloragao castanha indica morte celular.
A. Coloragéo vista antes da selecao e quantificagédo da area corada.
B. Apos selegdo da area a ser analisada pelo programa SAMH 1.0,
isolando-se os pontos castanhos.

Foi utilizado, para confeccao dos grificos e andli-
se estatistica, o programa GraphPad Prism 4.00.255. Foi
avaliada a distribuicao normal da amostra através do teste
de Komogorov-Smirnov. Os resultados forma expressos
como média + o erro padrao da média (MED + EPM),
para os dados continuos, e como mediana (Md) e valores
minimo (Min) e maximo (Max) para os dados ordinais. A
significincia minima aceita foi ao nivel de 5%. Os proce-
dimentos experimentais foram comparados utilizando-se
0s seguintes testes:

Teste t de Student, para comparar as médias das
amplitudes das emissoes otoacusticas produtos de distor-
¢ao em cada frequéncia antes e apds tratamento e para
comparar a fraciao de drea corada em relacio a nao cora-
da na imunoistoquimica pelo método TUNEL entre cada
grupo tratado com cisplatina e seu controle.

Andlise de Variancia (ANOVA) com a significincia
entre os grupos estabelecida pelo Teste de Tukey para
comparar as médias dos limiares eletrofisiologicos dos
animais obtidos através de potencial auditivo evocado de
tronco encefilico entre o primeiro (D0), quarto (D3) e
quinto (D4) dias da avaliacio.
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RESULTADOS

Avaliaciao funcional da audi¢ao por emissdes otoa-
custicas evocadas produtos de distor¢io (EOAPD)

Foi encontrada uma diminuicao significativa da
amplitude das EOAPD nas frequéncias testadas (3, 4,
6 e 8 kHz) entre os dias DO e D3, no grupo em que se
administrou CDDP na dose de 24 mg/kg (Grupo 1). Essa
diminuicao nao foi evidenciada no grupo controle. (Figura
2 A, B, CeD).

No grupo 3 houve uma mortalidade elevada dos ani-
mais avaliados no D4 do procedimento. Dos oito animais
que receberam CDDP na dose cumulativa de 24 mg/kg,
apenas 3 permaneceram vivos para realizacao do exame
de EOAPD no D4. Destes, 2 de 3 ratos tiveram desapa-
recimento das EOAPD, comprovada por uma diferenca
sinal/ruido menor que 6 dB NPS, nas frequéncias de 3 e
4 kHz. Um animal mostrou também desaparecimento das
EOAPD na frequéncia de 6 kHz. Na frequéncia de 8 kHz
notou-se uma diminuicao significativa da amplitude das
EOAPD entre DO e D4 (Figura 3).

EOAPD 3 kHz CISPLATINA 24 mg/kg EOAPD 4 kHz CISPLATINA 24 mg/kg
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Figura 2. Graficos dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média n erro padrao da média nos dias DO e D3, dos grupos
1 e 2. Os asteriscos representam significancia estatistica. CDDP =
cisplatina; C = controle. Gréafico A: frequéncia de 3 kHz (Teste T: * p
= 0,0095 - D3 x DO CDDP). Grafico B: frequéncia de 4 kHz (Teste T: *
p = 0,0073 - D3 x DO CDDP). Gréfico C: frequéncia de 6 kHz (Teste T:
*p = 0,0284 - D3 x DO CDDP). Gréfico D: frequéncia de 8 kHz (Teste
T: * p = 0,0338 - D3 x DO CDDP).

Com a dose de 16 mg/kg de CDDP, nao foi pos-
sivel identificar diminuicio estatisticamente significativa
das amplitudes médias das EOAPD entre DO e D3 e entre
DO e D4, em todas as frequéncias estudadas (p > 0,05) (
Figuras 4 A, B,Ce D e 5 AB,Ce D).

Avaliacao funcional da audi¢io por potencial auditivo
evocado de tronco encefalico (PAETE)

EOAPD 8 kHz CISPLATINA 24 mg/kg
40+
2
Z 304
m
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o } *
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Figura 3. Grafico dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média f erro padrao da média nos dias DO e D4, dos grupos
3 e 4 na frequéncia de 8 kHz. O asterisco representa significancia
estatistica. CDDP = cisplatina; C = controle. Teste T: * p = 0,0459
(D4 x DO CDDP).
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Figura 4. Graficos dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média fi erro padrao da média nos dias DO e D3, dos grupos 5 e
6. CDDP = cisplatina; C = controle. Ndo houve significancia estatistica
em nenhum dos grupos (Teste T: p > 0,05).

Houve um aumento significativo do limiar médio
eletrofisiologico dos animais injetados com cisplatina 24
mg/kg no D3 e D4 quando comparados ao D0. Nao foi
notada diferenca estatistica significativa desses limiares
entre D3 e D4. No grupo controle nao houve elevacio
dos limiares eletrofisiologicos (Figura 6).

Foi evidenciado um aumento significativo do limiar
médio eletrofisiologico dos animais injetados com cispla-
tina 16 mg/kg no D3 quando comparados ao D0. Nao foi
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Figura 5. Gréaficos dos valores da amplitude das EOAPD expressos
como média f erro padrao da média nos dias DO e D4, dos grupos 7 e
8. CDDP = cisplatina; C = controle. Nao houve significancia estatistica
em nenhum dos grupos (Teste T: p > 0,05).

PAETE CISPLATINA 24 mg/kg

*

15+

LIMAR dB NA

D0 D3 D4 DO D3 D4

c CDDP

Figura 6. Grafico dos limiares eletrofisiolégicos médios nos grupos 9
e 10 em DO, D3 e D4, expressos como média i erro padrao da média
(MED n EPM). O asterisco representa diferenca estatistica significativa.
CDDP = cisplatina; C = controle. ANOVA - Tukey: * p < 0,01 (D3 x DO
CDDP); * p < 0,001 (D4 x DO CDDP).

notada diferenca estatistica significativa desses limiares
entre D3 e D4. No grupo controle também nao houve
elevacao dos limiares eletrofisiologicos (Figura 7)

Apoptose na Ototoxicidade por Cisplatina

Foi evidenciada marcacio de células pelo método
TUNEL em todas as areas do labirinto membranoso (célu-
las ciliadas internas e externas, estria vascular, ligamento
espiral, limbo espiral, ganglio espiral) para ambas as doses

PAETE CISPLATINA 16 mg/kg
30+
*
<
pa 204
m
©
(14
<
= 10-
-l
0-
DO D3 D4 DO D3 D4
(o4 CDDP

Figura 7. Gréfico dos limiares eletrofisiolégicos médios nos grupos
11 e 12 em DO, D3 e D4, expressos como média A erro padrao da
média (MED A EPM). O asterisco representa diferenga estatistica
significativa. CDDP = cisplatina; C = controle. ANOVA - Tukey: * p <
0,05 (D3 x DO CDDP).

e nos grupos controle. Comparando-se a intensidade de
colorac¢io entre cada grupo tratado e seu controle com
o programa SAHM 1.0, evidenciou-se uma significativa
maior marcaciao pelo método TUNEL na coclea dos ani-
mais tratados com a dose de 16 mg/kg de CDDP e que
tiveram seus 0ssos temporais removidos no D3. Nao hou-
ve diferenca significativa entre os demais grupos e seus
controles (Figura 8).

AREA CORADA APOPTOSE - TUNEL

25-
*
1 4 3 6 5 8 7

GRUPOS

Figura 8. Gréfico representando a fragdo média A erro padrao da
média (MED i EPM) de area corada (TUNEL positivas) na espira basal
da coclea dos animais nos diversos grupos. O asterisco representa
significancia estatistica. Teste T: * p = 0,0013 (Grupo 5 - CDDP 16 D3
EOPAD x Grupo 6 - controle).
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DISCUSSAO

A cisplatina € um dos mais largamente usados e
mais efetivos quimioterdpicos contra tumores malignos
epiteliais, incluindo tumores de testiculo, ovario, vesicula,
pulmao, cabeca e pescoco’. Alguns de seus efeitos adver-
s0s, tais como nauseas, vomitos e disfunc¢ao renal, podem
ser combatidos com o uso de antagonistas de receptores
da serotonina e hidratacao®. Contudo, a ototoxicidade
permanece sendo um dos efeitos colaterais causadores de
significativa morbidade e que frequentemente limita sua
utilizacao®. Diante disso, hd a necessidade de se desen-
volver modelos experimentais que levem a uma melhor
compreensio dos mecanismos envolvidos na ototoxicida-
de da CDDP e maneiras vidveis de ameniza-la.

A avaliaciao funcional da audi¢ao dos ratos no expe-
rimento foi primeiramente realizada através do exame de
emissoes otoacusticas produtos de distor¢cio (EOAPD), por
ser o Unico método disponivel no momento em que se ini-
ciou o estudo. Durante o desenrolar dos experimentos, foi
adquirido um aparelho de potenciais evocados auditivos,
que tornou exequivel a avaliacao funcional da audicao dos
ratos por potencial auditivo evocado de tronco encefilico.
Desse modo, niao foi possivel submeter o mesmo grupo
de animais aos dois métodos de avaliacao funcional.

Neste estudo, somente a dose de 24 mg/kg foi capaz
de desencadear ototoxicidade por cisplatina mensuravel
por EOAPD em todas as frequéncias estudadas.

Quando a avaliacao funcional foi realizada através
de potencial auditivo evocado de tronco cerebral (PAETE),
foi evidenciado aumento no limiar eletrofisiolégico nas
duas doses empregadas.

Alguns estudos sugerem que a cisplatina pode
promover lesdo celular por interagir com sitios nucleofili-
cos das cadeias de DNA, levando a mecanismos que tém
como resultado final a apoptose”. Este efeito, benéfico
quando se estd tratando uma neoplasia, € a base para a
compreensao da ototoxicidade causada por essa droga®.

Outro mecanismo proposto para esse efeito adverso
da CDDP ¢é através do estresse oxidativo que levaria a
danos celulares irreversiveis e apoptose!!1317:1825.26.30,

No presente estudo, conseguiu-se, através do mé-
todo TUNEL (ApopTagR) de imunoistoquimica para de-
teccio de cadeias fragmentadas de DNA, estabelecer que
as cocleas de ratos tratados com a dose de 16 mg/kg de
cisplatina e que tiveram seus 0ssos temporais removidas 3
dias depois, foram significativamente marcadas de forma
mais intensa que o seu controle. A marcacao se deu em
todas as estruturas do labirinto membranoso, incluindo
células ciliadas externas e internas, células suporte, estria
vascular, ganglio espiral, ligamento espiral, limbo espiral,
resultados esses semelhantes ao estudo de Alam et al.*! em
roedores da Mongolia. Apesar de, com a dose de 24 mg/
kg e os animais avaliados no D3 e D4, bem como com a

dose de 16 mg/kg avaliada no D4, também se evidencia-
rem células marcadas pelo método TUNEL, a intensidade
de coloracao nao foi diferente de seus respectivos con-
troles. Esses achados levam a crer que a dose menor por
um tempo menor de avaliacio foi capaz de desencadear
uma via de morte celular por apoptose, enquanto doses
maiores ou um maior tempo de avaliacdo concorreram
para outros mecanismos de morte celular como autdlise
ou necrose. O estudo de Liu et al.?! e Cheng et al’! em
cultura de células de ratos Wistar P-3 também encontraram
um padriao de marcacio TUNEL com o uso de cisplatina.
Devarajan et al.”®, aplicando o método TUNEL (ApopTagR)
ainda em cultura de células do 6rgao de Corti, propuseram
que doses menores de cisplatina promoveriam morte ce-
lular por apoptose, enquanto doses maiores conduziriam
diretamente a necrose, sendo esses dois mecanismos de
morte celular um continuum. Um estudo em cobaias em
preparacoes de superficie da orelha interna evidenciou
padrao TUNEL de fragmentacio do DNA em células
ciliadas externas e estria vascular e menos intensamente
em células ciliadas internas, com o uso de 3 mg/kg de
CDDP em cinco dias consecutivos*. Também esses au-
tores identificaram, por meio de microscopia eletronica
de transmissao, outros mecanismos de lesao celular além
da apoptose. Algumas células apresentavam-se com cito-
plasma vacuolizado e membrana citoplasmdtica integra
sugerindo autdlise. Outras, sinais de necrose como debris
celulares e desintegracao da membrana citoplasmatica.

A coloracao de células da coclea dos grupos con-
trole estd provavelmente relacionada 2 lesao celular de-
sencadeada pelo proprio método de remocao desse 6rgao
via decapitacio do animal.

Com isso, a apoptose faz parte dos mecanismos de
lesao celular na ototoxicidade por cisplatina, dependendo
da dose e do tempo de avaliacao utilizados. Ainda, célu-
las em apoptose, se acompanhada sua evoluciao natural,
poderiam ter a necrose como desfecho final.

CONCLUSOES

A dose de cisplatina de 16 mg/kg com avaliacio no
terceiro dia apos sua administragio teve a apoptose como
mecanismo de lesdo coclear.

Para doses maiores de cisplatina (24 mg/kg) ou
avaliacdo no quarto dia ap6s sua administracdo, outros
mecanismos de lesio diferentes da apoptose podem estar
envolvidos.
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