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RESUMO
A ototoxicidade pode ser descrita como a perda da funcdo auditiva e ou vestibular decorrente
de lesdes celulares das estruturas da orelha interna por substincias quimicas. Apesar do
potencial ototoxico de algumas drogas antineopldsicas, como a cisplatina, ndo se deve
despreza-las como uma alternativa terap€utica para o paciente portador de neoplasia maligna,
devido a sua eficdcia e escassez de opgdes para protocolos terapéuticos. O pré-
condicionamento isquémico a distancia (dPCI) foi proposto a partir do estudo de que o pré-
condicionamento isquémico (PCI) de uma &rea vascular cardiaca poderia proteger outra
totalmente distinta. Dentre os estudos com dPCI, os estudos com indu¢do de isquemia em
animais através da isquemia e reperfusdo de patas anteriores ou posteriores ¢ bastante
utilizado, devido a sua féicil aplicabilidade e ao baixo custo. Baseando-se nesses
conhecimentos, propds-se um estudo com indugdo de ototoxicidade em ratos por cisplatina na
dose de 32mg/kg, dividida em 04 aplicagdes de 08mg/kg/dia, que mostrou ser uma dose
téxica e com baixa mortalidade a partir da experiéncia de nosso grupo de pesquisa, e
otoprotecdo com pré-condicionamento isquémico em pata traseira direita. Os ratos Wistar
foram submetidos a anestesia. Aqueles com otoscopia normal realizaram avaliacdo auditiva
por meio do potencial evocado auditivo de tronco encefdlico (PAETE). Apds essa avaliagao,
administrou-se cisplatina via intraperitoneal, grupo 1(n=08 animais), e salina via
intraperitoneal, grupo 2 (n=08 animais). Nos grupos 3 (n=09 animais) ¢ 4 (n=07 animais),
realizou-se uma isquemia de pata traseira direita por 10 minutos seguida de reperfusio por 30
minutos, quando apds administrou-se via intraperitoneal cisplatina (grupo 3) e salina (grupo
4). Ao final (D4), todos foram avaliados por PAETE. Foi removido o osso temporal direito,
apo6s eutandsia. A coclea foi dissecada para realizacdo das técnicas de microscopia Optica e
imuno-histoquimica. Baseado nos resultados deste estudo, encontrou-se que o dPCI,
mecanismo ja amplamente estabelecido, protegeu de forma significante a lesdo funcional na
coclea por cisplatina, através da avaliacao funcional por PAETE (p=0,0477). Nao se observou
diferenca estatistica na andlise por microscopia 6ptica (p>0,05). Foi observado reversdao de
imunomarcagdo, no grupo 3, de fator de necrose tumoral a e 6xido nitrico sintase induzida da
lesdo em estria vascular por cisplatina. Obteve-se prote¢do na ototoxicidade sistémica da
cisplatina. Conclui-se que o dPCI protegeu a ototoxicidade por cisplatina na avaliacdo

funcional por PAETE e protegeu a toxicidade sist€mica pela avaliagdao do peso.

PALAVRAS-CHAVE: audi¢do — efeito de drogas; perda auditiva — preven¢do e controle;

cisplatino; precondicionamento isquémico.



ABSTRACT
Ototoxicity can be decribed as a lost of auditory or vestibular function as a consequence of
injury in cells of the inner ear. Despite of this effect, same antineoplastic drugs, as cisplatin,
can not be excluded as an option for the pacient with a malignant tumor, because of its
efficiency and the lack of options for terapeutic protocols. Remote ischemic preconditioning
(RIPC) was proposed from the study that the ischemic preconditioning (IPC) of a cardiac
vascular area could protect another completely different. Among the studies with RIPC,
studies on the induction of ischemia in animals by ischemia and reperfusion of anterior or
posterior paws is widely used, due to its easy application and low cost. Based on these
knowledge, a study was proposed with induction by cisplatin ototoxicity in rats at a dose of
32mg / kg, divided in 04 applications of 08 mg / kg / day, which proved to be a toxic dose and
low mortality from the experience of our research group, and otoprotection with ischemic
preconditioning in the right hind paw. The Wistar rats were anesthetized. Those with normal
otoscopy were evaluated by hearing tests through auditory brainstem response (ABR). After
this evaluation, cisplatin was administered intraperitoneally, group 1 (n=08 rats), and saline
intraperitoneally, group 2 (n=08 rats). In groups 3 (n=09 rats) and 4 (n=07 rats), there was a
right hind paw ischemia for 10 min followed by reperfusion for 30 minutes, when it was
administered after intraperitoneal cisplatin (group 3) and saline (group 4). At the end (D4), all
were evaluated by ABR. The right temporal bone was removed after euthanasia. The cochlea
was dissected for the techniques of optical microscopy and immunohistochemistry. Based on
the results of this study, it was found that the RIPC, a mechanism already largely established,
protects significantly the functional damage in the cochlea by cisplatin, through functional
evaluation ABR (p = 0.0477). There was no statistical difference in the analysis by optical
microscopy (p> 0.05). Reversal immunostaining was observed in group 3, tumor necrosis
factor a and nitric oxide synthase induced lesion stria vascularis of cisplatin. It was obtained
protection of the sisthemic toxicity of cisplatin. This study found that the RIPC protected the
cisplatin-induced ototoxicity in functional assessment by ABR and protected systemic toxicity

by the evaluation of weight measures.

Key-words: hearing — drug effects; hearing loss — prevention and control; cisplatin; ischemic

preconditioning
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1 INTRODUCAO
1.1 AUDICAO

A audic@o constitui um sentido importante no relacionamento social humano.
Durante o desenvolvimento, desde o periodo neonatal até a idade adulta, este sentido €
essencial na aquisicdo da linguagem e, portanto, para a comunicabilidade entre os individuos
de uma sociedade (PIMPERTON; KENNEDY, 2012), sendo também de extrema importancia
para orientacdo e sobrevivéncia no meio ambiente nas mais diferentes classes de animais. O
filosofo Immanuel Kant (1724-1804) chegou a escrever: “a cegueira nos separa das coisas,
mas a surdez nos separa das pessoas”’; demonstrando ja o reconhecimento da audicdo como

sentido essencial a nossa espécie (FRIAUF, 2014).

A sistema auditivo consiste, de uma forma simplificada, na transformaciao da
energia da onda sonora para energia elétrica, sendo, portanto, um sistema mecanorreceptor. O
sistema € composto por orelha externa, orelha média, orelha interna e vias auditivas centrais.
A orelha externa, responsavel pela captacdo e direcionamento do estimulo sonoro, € composta
por duas partes: o pavilhdo auricular, fixado lateralmente a cabega, e um canal, o conduto
auditivo externo, que se estende do pavilhdo até a membrana timpanica, determinando esta o
limite entre as orelhas externa e média. A orelha média é formada por uma pequena cavidade
pneumdtica, que se comunica anteriormente com a nasofaringe, através da tuba auditiva, e
posteriormente com a cavidade mastoidea (processo mastéide do osso temporal). Ainda
encontra-se uma cadeia ossicular formada por 03 ossiculos (martelo, bigorna e estribo) que
conecta a membrana timpanica a orelha interna, tendo este complexo membrana-cadeia
ossicular a funcdo de transferir a energia do meio aéreo (onda sonora) para o meio liquido
onde se encontram as células auditivas primarias da orelha interna. A orelha interna é formada
por um conjunto de canais e canaliculos dentro da por¢ao petrosa do osso temporal (labirinto
0sseo). Dentro desse conjunto, encontram-se ductos e vesiculas membrandceas (labirinto
membranoso) responsaveis pela audi¢do e pelo equilibrio. O labirinto 6sseo é composto por
vestibulo, canais semicirculares 6sseos e cdclea 6Ossea, que se assemelha a um caracol

(MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).
1.2 COCLEA

A coéclea (FIGURA 1) é a estrutura neurossensorial fundamental no processo

auditivo periférico da mensagem acustica. E formada por uma série de estruturas epiteliais
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complexas, com células sensoriais e de sustentacdo, situadas sobre a membrana basilar. Ela
converte a energia mecanica do meio liquido do labirinto membranoso em energia elétrica
(impulso elétrico auditivo). Como uma concha marinha, ela se espirala em torno de uma
estrutura central, denominada modiolo, que transporta ramos do nervo coclear para o ducto
coclear por duas voltas e trés quartos, ficando progressivamente menor em dire¢do ao dpice.
Ela consiste em trés tubos espiralados: a rampa vestibular, a rampa média e a rampa
timpanica. Na medida em que se espirala, a lamina espiral € levantada do modiolo. Dentro
dessa, encontra-se o ducto coclear entre a rampa do vestibulo e a rampa do timpano. O ducto
coclear é separado da rampa do vestibulo pela membrana vestibular (membrana de Reissner) e
da rampa do timpano pela membrana basilar. Tem formato triangular com a base formada
pelo enddsteo do canal, chamado de ligamento espiral e pela estria vascular (DANIELS et al,

1996).

FIGURA 1 - Fotomicrografia da céclea de rato mostrando os giros basal (setas), médio (cabegas de seta) e apical
(asterisco), em torno do modiolo (estrela) (Coloracdo HE, 100X). Em destaque, desenho esquemadtico do érgio
espiral de Corti, adaptado, com autoriza¢do de FREITAS, M. R. (FREITAS, 2006)

Na superficie da membrana basilar encontra-se o 6rgao de Corti (FIGURA 2), que
contém células eletromecanicamente sensiveis: as células ciliadas, que constituem os
receptores finais que geram impulsos nervosos em resposta as vibracdes nervosas.
Encontram-se trés fileiras de células ciliadas externas (CCE) e uma fileira de células ciliadas
internas (CCI). As fibras nervosas estimuladas pelas células ciliadas levam ao ganglio espiral

de Corti localizado no modiolo. As células ciliadas internas chegam e receber cerca de 90%
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das fibras nervosas do nervo vestibulo-coclear, oitavo par craniano, mas lesdes das células
ciliadas externas geram grandes perdas auditivas, sendo proposto que, de certa forma, elas
regulem a sensibilidade das células ciliadas internas, funcionando na verdade como

amplificadoras do som (BREUEL; SANCHEZ; BENTO, 2001).

Células ciliadas Células ciliadas  Membrana
externas internas tectoria

Limbo espiral

Células de Membrana )
sustentagio basilar Tiinel de Corti Tinel espiral
interno Nervo auditivo

FIGURA 2 — Desenho esquemdtico representando as principais estruturas que compdem o rgao

espiral de Corti, adaptado com autorizagdo de FREITAS, M. R. (FREITAS, 2006).

Os animais de pequeno porte sdo os mais utilizados para a pesquisa médica em
geral (SHANAIDER; SILVA, 2004). Dentre esses, os ratos e as cobaias sdo bastante
utilizados pelas semelhancgas de sua orelha com a humana. Para os experimentos que visam
estudar a orelha média as cobaias sdo preferidas por sua menor incidéncia de otite e pela
caracteristica do rato apresentar a artéria estapediana passando sobre a janela redonda e
passando entre os ramos do estribo, podendo gerar complicacdes hemorrdgicas em
procedimento cirdrgico nesse animal. J4 no estudo coclear, ambos 0s animais mostram-se
valiosos tanto para o uso de microscopia eletronica de varredura como o de microscopia

optica de luz (ALBUQUERQUE et al, 2009).
1.3 OTOTOXICIDADE

A ototoxicidade pode ser descrita como a perda da funcdo auditiva e ou vestibular
oriunda de lesdes celulares das estruturas da orelha interna, decorrente de substincias
quimicas. Essa perda de funcdo pode ser parcial ou total, simétrica ou nio, temporaria ou

permanente; a depender da composicdo quimica da substancia, da dose, do tempo de
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exposicdo, da via de administracdo, da caracteristica/susceptibilidade individual e ainda da

associacdo com ruido excessivo (FAUSTI et al, 2005).

As classes de drogas com potencial ototoxico comuns em uso clinico incluem:
antibidticos aminoglicosideos, quimioterdpicos platinados, diuréticos de alca, antibidticos
macrolideos e antimalédricos (ARSLAN; ORZAN; SANTARELLIL, 1999). Aminoglicosideos e
quimioterdpicos platinados causam as mais intensas e irreversiveis perdas auditivas nesse

grupo (RYBAK; RAMKUMAR, 2007).

A influéncia da farmacodinamica e da farmacocinética das drogas também deve
ser considerada. A farmacodindmica refere-se ao mecanismo de acdo da droga, quando uma
droga tem sua ag¢do interferida por outra: por efeito oposto ou nio; por agdo em um mesmo
sistema ou por queda de efetividade por competicio por um mesmo receptor. A
farmacocinética refere-se a absor¢do, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo do farmaco

(CIANFORNE et al, 2011).

Por outro lado, apesar do potencial ototoxico de algumas drogas antineoplasicas,
como os compostos platinados: cisplatina e carboplatina, nao se deve desprezd-las como uma
alternativa terapéutica para o paciente portador de uma neoplasia maligna, devido a sua
eficicia e escassez de opcdes para protocolos terapéuticos (LANGER et al, 2013). Dai a
importancia de se determinar com exatiddo os mecanismos através dos quais ocorrem 0s
efeitos ototoxicos de tais drogas, para se buscar estratégias de reducdo dessa toxicidade, sem

comprometer seu efeito terapéutico antineopldsico (BROCK et al, 2012).
1.4 CISPLATINA

Cisplatina, cisdiaminodicloroplatinum (CDDP), € um agente quimioterapico
frequentemente usado para o tratamento de vdrias linhagens de neoplasias como as de cabeca
e pescoco, de pulmio, de bexiga, de ovério, de testiculo e do sistema gastrointestinal. Foi
sintetizada, em 1845 por Peyrone, recebendo inicialmente seu nome e apenas a partir de 1960
passou a ser usado como antineopldsico (SCHACHT; TALASKA; RYBAK, 2012). O
mecanismo de ag¢do antineoplésico estd relacionado a inibi¢do seletiva e persistente da sintese
de acido desoxiribonucleico (DNA) (VAN RUIJVEN et al, 2005a). Seus efeitos colaterais
incluem ototoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, supressao medular e distirbios
gastrointestinais. Esses tipos de toxicidade podem interferir com o tratamento ao reduzir a
dosagem, freqiiéncia e duracdo da quimioterapia em muitos pacientes (RYBAK et al, 2009).

Enquanto a nefrotoxicidade, por exemplo, pode ser atenuada por hidratacdo salina adequada,
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ndo existe cura ou tratamento preventivo para a ototoxicidade e para a neurotoxicidade que
podem ocorrer nos pacientes (CHANG et al, 2014).

A ototoxicidade por cisplatina foi primeiramente descrita por Rossof et al., em
1972, e tem sido amplamente estudada desde entdao (BORGES et al, 2001); entre 11 e 97%
dos pacientes tratados apresentam perda auditiva (MARSHAK et al, 2014) frequentemente
acompanhada por zumbido. Alteracdes na audiometria de alta frequéncia podem ser
evidenciadas na quase totalidade dos casos (FREITAS et al, 2009a; OZKIRIS et al, 2013). Os
fatores de risco compreendem tratamento associado com outras drogas ototéxicas, como
aminoglicosideos ou furosemida; dose e dose acumulada; irradiacio cranio-facial; extremo de
faixa etaria e sexo masculino (LI; WOMER; SILBER, 2004; YANCEY et al, 2012;
REDNAM et al, 2013).

O mecanismo molecular de acdo da cisplatina consiste em vias dependentes e
independentes de lesdo ao DNA, sendo as vias independentes importantes na lesdo coclear
(MANDIAC et al, 2003). A via de lesdo ao DNA ocorre por dano oriundo da ativagcdo do
sistema caspase (CHOI et al, 2013) e a via independente ocorre por formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), deplecao do sistema glutationa, aumento da peroxidagao lipidica,
modifica¢do oxidativa de proteinas e nitrosilagdo de proteinas cocleares (CHIRTES; ALBU,
2014). O estresse oxidativo, via independente, € o principal mecanismo de lesdo de células
ciliadas. Em culturas celulares do 6rgdo de Corti, os niveis de superdxido e peréxido de
hidrogénio elevam-se imediatamente apds a exposicdo a cisplatina, enquanto os niveis de
glutationa e enzimas antioxidantes, tais como: superéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase, decrescem. Essas alteracdes funcionam como um gatilho
para peroxidacdo lipidica (KIM et al, 2009). Outra via seria o sistema enzimatico da
tioredoxina (GROMER; URIG; BECKER, 2004).

Os sitios de lesdo da cisplatina na céclea compreendem o 6rgao de Corti, ganglio
espiral, estria vascular e ligamento espiral (VAN RUIJVEN et al, 2005b). Uma vez em meio
intracelular, ela induz a morte celular por apoptose por dois processos principais: inflamacao
e estresse oxidativo (RYBAK et al, 2007). Os tipos celulares principais que sofrem injuria sdo
CCE, células de suporte e células marginais da estria vascular (CHIRTES; ALBU, 2014). A
lesdo € mais evidente nas células da espira basal, apresentando lesdo ocasional de CCI
(HINOJOSA et al, 1995) e degeneracao de 6rgaos vestibulares (MEECH et al, 1998). A lesao
se inicia nos giros basais da céclea, estendendo-se progressivamente até atingir o giro apical

(HYPPOLITO et al, 2005).
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As citocinas envolvidas na les@o da cisplatina sdo as pro-inflamatdrias: fator de
necrose tumoral o (TNF-a) (WAISSBLUTH et al, 2013), interleucina 1 (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6) (SO et al, 2008). Observa-se também uma elevac@o nos niveis de 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS) e fator nuclear Kappa B (NFxb) (RYBAK et al, 2007;
WATANABE et al, 2002; SO et al, 2007; CHUNG et al, 2008).

Apoptose € uma forma ativa de morte celular que ocorre durante o
desenvolvimento normal, bem como quando células sd@o expostas a determinados tipos de
agentes agressores tais como isquemia/hipdxia, radiacdo ou toxinas (HUANG et al, 2000) e
este mecanismo de lesdo parece ser a base fisiopatolégica da ototoxicidade da cisplatina
(FREITAS et al, 2009b).

A otoprote¢do a ototoxicidade por CDDP ja foi descrita por vdrios autores em
estudos de alguns compostos: melatonina (LOPEZ-GONZALEZ et al, 2000), dexametaxona
(DALDAL; ODABASI; SRBETCIOGLU, 2007), vitamina E (KALKANIS; WHITWORTH;
RYBAK, 2004), N-acetilcisteina (FEGHALI; LIU; VAN DE WATER, 2001), alopurinol-
ebselen (LYNCH et al, 2005), D-metionina (CAMPBELL et al, 1999), aminoguanidina
(KELLY et al, 2003), ginkgo biloba (HYPPOLITO et al, 2003; HUANG; WHITWORTH;
RYBAK, 2007), trolox (andlogo hidrossolivel da vitamina E) (TERANISHI; NAKASHIMA,
2003), metformina (CHANG et al, 2014) e silymarin (CHO; LEE; DO, 2014).

A amifostina promoveu protecdo contra ototoxidade causada por cisplatina tanto
na avaliacdo funcional quanto na morfologica em um estudo realizado com ratos Wistar nas
doses de 16mg/Kg e de 24mg/kg. Nao apresentou interferéncia no efeito sistémico da CDDP

(FREITAS, 2006)

1.5 AVALIACAO FUNCIONAL

Como descrito, as alteracdes em células ciliadas e no ganglio espiral no giro basal
da coclea sao acompanhadas por alteragdes auditivas. Testes de alta frequéncia permitem um
diagndstico precoce de ototoxicidade. Audiometria estendida de alta frequéncia e emissdes
otoacusticas produto de distor¢do sdo testes aplicaveis e de diagndstico precoce, mesmo no
paciente assintomdtico (FAUSTI et al, 1999; KNIGHT et al, 2007; ABUJAMARA et al,
2013).

O potencial auditivo evocado de tronco encefdlico (PAETE), outro método
objetivo de avaliagdo da via auditiva, também € utilizado para avaliacdo e seguimento de

ototoxicidade m pacientes (Dille et al, 2013). Os potenciais auditivos evocados de tronco
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encefalico consistem em fendmenos bioelétricos oriundos da passagem do estimulo auditivo
através do tronco encefélico. Essa atividade elétrica pode ser filtrada e capturada por eletrodos
de superficie e € representada por 5 a 7 ondas (I, I, III, IV, V, VI e VII), cada uma delas
referindo-se a um local especifico da via auditiva central. Em roedores, os provaveis
geradores das ondas sdo: onda I, nervo auditivo; onda II, ndcleos cocleares; onda III,
complexo olivar superior; onda IV, lemnisco lateral e coliculo inferior; onda V, corpo
geniculado medial e radiagdes talamocorticais (HENRY, 1979). A medida que se decresce a
intensidade do estimulo, as ondas vao progressivamente aumentando em laténcia e reduzindo
em amplitude até seu completo desaparecimento. Desta forma, o examinador é capaz de
determinar o limiar eletrofisiolégico da audi¢do, que é diretamente proporcional ao limiar de
audi¢do psicoacustico, mas, ao contrdrio deste, ndo necessita da colaboracdo do examinado
para sua determinagdo, sendo, portanto, um método objetivo de avaliacdo. Pode-se ainda
estabelecer a presenca ou auséncia de lesdes da via auditiva ao nivel do tronco encefélico pela
andlise do tempo de conducdo do estimulo entre locais mais proximais e distais da via
auditiva retrococlear (FREITAS, 2006).

O PAETE consiste em um método de avaliacdo mais fidedgino que emissdes
otoacusticas para determinacdo de ototoxicidade por cisplatina a partir da andlise
eletrofisioldgica do limiar auditivo baseado na onda I, apresentando menor variabilidade em
estudos com ratos e faceis execugdo e aplicabilidade (FREITAS et al, 2009a).

1.6 MICROSCOPIA OPTICA

A ototoxicidade por cisplatina a nivel histologico ja foi amplamente estudada
através de microscopia eletronica de varredura, que apesar de sua aplicabilidade, apresenta
como desvantagem o alto custo, sendo entdo ausente na maioria dos centros de pesquisa em
nosso pais. O estudo histoldgico por microscopia dptica pode ser realizado com menor custo e
encontra-se amplamente disponivel. Na microscopia eletronica de varredura observa-se com
facilidade as alteracdes cocleares como desarranjo do padrao das células ciliadas externas e ou

internas com distor¢ao ou auséncia ciliar (HYPPOLITO et al, 2005).

A andlise histolégica da ototoxicidade por cisplatina foi descrita por nosso grupo
de pesquisa em outro estudo (FREITAS et al, 2009c) através de um sistema de 04 escores
avaliando no giro basal da cdclea a presenca das células ciliadas externas (CCE) e o grau de
retracdo celular da camada média da estria vascular (EV). Para CCE: escore 0: presenca de 3
CCE com nucleos bem delimitados; escore 1: presenca de 2 CCE; escore 2: presenca de 1

CCE; escore 3: auséncia total de CCE com espago preenchido por células de sustentagdo com
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alteracdo evidente da arquiretura do 6rgdo espiral de Corti (FIGURA 3 A, B, Ce D). Para EV:
escore (: auséncia de retracdo; escore 1: retracio leve; escore 2: retracdo moderada e escore 3:

retracdo grave (FIGURA 4 A, B, Ce D).

FIGURA 3 - Fotomicrografia do 6rgdo espiral de Corti de rato representando os escores de lesdo nas células
ciliadas externas. A. Escore 0: presenca de 3 células ciliadas externas, com nucleos bem delimitados (CCE)
(cabecas de seta); B. Escore 1: presenca de 2 CCE (cabecas de seta); C. Escore 2: presenga de 1 CCE (cabeca de
seta) com as demais apresentando nicleo degenerado e pouco evidente (asterisco). D. Escore 3: auséncia total de
CCE, cujo espago encontra-se preenchido por células de sustentagcdo, com alteracdo evidente da arquitetura do
orgdo espiral de Corti (seta larga) (adaptado com permissdo de FREITAS, 2006).



FIGURA 4 - Fotomicrografia da estria vascular (seta) de ratos representando os escores de lesdo apds tratamento

com cisplatina. A. Escore 0. B. Escore 1. C. Escore 2. D. Escore 3. Coloracdo HE, 400x. (adaptado com
permissdo de FREITAS, 2006).

1.7 PRE-CONDIONAMENTO ISQUEMICO

A injdria de isquemia-reperfusdo (IRI) foi originalmente descrita em 1960 em um
estudo em miocérdio canino que revelou que a proporcao de infarto em grupo submetido a 24
horas de isquemia isolada era semelhante ao grupo exposto a 30 minutos de isquemia
seguidos por 60 minutos de reperfusdo (JENNINGS et al, 1960). A IRI ocorre apds a
restauragdo de fluxo sanguineo para um 6rgdo ou tecido apds uma isquemia prolongada,
podendo ser deletéria e prejudicando procedimentos nobres como os de transplante de 6rgaos.
A fisiopatologia consiste na formacdo de ROS. Apés um periodo de metabolismo anaerdbio
adaptativo (isquemia) ao qual se segue um periodo de excesso de suprimento de oxigénio
(reperfusdo), ocorre ativacdo macrofdgica. (TAPURIA et al, 2009). A duracdo da isquemia
parece ser o fator critico na determinacdo da gravidade da injiria ao tecido ou O6rgio
(HOTCHKISS et al, 2009). O estudo da IRI é importante no entendimento e prevencao de
lesio em procedimentos nobres como o transplante de Orgdos, tais como o renal

(KOSIERADZKI; ROWINSKI, 2008) e o hepatico (TSAl et al, 2014).
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O pré-condicionamento isquémico (PCI) foi primeiramente descrito em 1986.
Demonstrou-se o conceito de PCI em estudo em miocérdio de cées, através de um protocolo
de 04 periodos de isquemia de 05 minutos intercalados com 04 periodos de 05 minutos de
reperfusdao e apds estes ciclos uma isquemia sustentada de 40 minutos em um grupo e 03
horas em outro. Os grupos controle foram realizados respectivamente com isquemias
sustentadas de 40 minutos e de 03 horas sem os ciclos de isquemia reperfusdo, mostrando
reducdo da drea de infarto de 25% no grupo de PCI ap6s isquemia sustentada de 40 minutos e
reavaliacdo no quarto dia (MURRY; JENNINGS; REIMER, 1986). PCI consiste em um
mecanismo de prote¢do para a injuria de isquemia-reperfusdo, através de curtos periodos de
isquemia, seguidos por reperfusdo, anteriormente a um insulto isquémico prolongado
(PRZYKLENK et al, 1993).

O estudo do PCI vem sendo realizado, desde entdo, em diversos 6rgaos como
forma de atenuacdo ou abolicdo das lesdes de IRI como o figado (SILVA; REFINETTI;
EULALIO, 2006). Boyko et al demonstrou a reducio do dano hepitico em um modelo de
PCI. A partir de 40 coelhos, divididos em 04 grupos, um grupo com isquemia sustentada de
30 minutos; outro com 15 minutos de isquemia, 05 minutos de reperfusdo e 15 minutos de
isquemia; terceiro grupo com 05 minutos de isquemia, 05 minutos de reperfusdo, 10 minutos
de isquemia, novos 05 minutos de reperfusdo e por fim 15 minutos de isquemia; um quarto
grupo sem isquemia ou reperfusdo, apenas mobilizacdo de ligamento hepético sem qualquer
oclusdo arterial. Demonstrou-se menor lesdo hepdtica estrutural (menos nucleos de
hepatdcitos hipercrométicos e menor grau cariopicnose) e funcional (presenca de depdsitos de
glicogénio, mostrando funcionalidade do hepatdcito) no terceiro grupo, o qual foi submetido
ao PCI 5/5/10/5/15 (BOYKO et al, 2014).

Outro estudo sobre IRI em tecido hepdtico revela alguns possiveis mediadores e
vias de protecdo envolvidas no PCI. Foi realizado um estudo em ratos com n = 30, divididos
em trés grupos de 10, um grupo controle (sham), um grupo de isquemia de plexo hepatico de
60 minutos seguidos de 03 horas de reperfusdao (IRI) e um grupo de 03 ciclos de 10 minutos
de isquemia e de reperfusdo (PCI) precedendo a mesma isquemia/reperfusdo sustentada do
grupo 2; apdés a eutandsia dos animais, foram coletadas amostras de sangue e de tecido
hepdtico. Nas amostras de sangue e/ou tecido hepdtico foram avaliados: alanina-
aminotransferase (ALT), aspartato-aminotransferase (AST), malondeido (produto derivado da
peroxidacdo lipidica), glutationa reduzido, glutationa oxidado, rela¢do nitrito/nitrato
plasmdtica, superéxido dismutase, glutationa peroxidase, IL1B, TNF-a, caspase 3 e

concentracdo de glicogénio. Foi observado que um aumento de ALT, AST, IL-1B e TNF-a



27

séricos no grupo com IRI quando comparado ao controle, enquanto que o grupo PCI mostrou
queda nesses parametros, exceto em TNF-a sérico que se elevou mais neste que nos outros
dois grupos. IL-1p tissular elevou-se nos grupos IRI e PCI e TNF-a tissular elevou-se mais no
grupo submetido a PCI. Os parametros de estresse oxidativo mostraram malondeido e relagcdo
nitrito/nitrato aumentadas e glutationa reduzido e glutationa oxidado diminuidos no grupo IRI
comparado ao sham, enquanto no grupo PCI malondeido, a relacdo nitrito/nitrato e glutationa
reduzido estavam aumentados em relacdo ao controle e diminuidos em relacao ao grupo IRI e
glutationa oxidado estavam aumentado em relacdo aos outros dois grupos. Superéxido
dismutase e caspase 3 estava aumentada no grupo PCI em relagdo aos outros grupos e
glutationa peroxidase diminuida. Em relacdo ao metabolismo de glicogénio, foi encontrado
aumento significativo de glicogénio fosforilase no grupo IRI e glicogénio sintase no grupo
PCI. O estudo mostrou, portanto, a atuacdo do PCI na regulacdo do sistema enddégeno
oxidante-antioxidante (ADAM, 2014).

Outro 6rgdo estudado em PCI € o intestino, por ser um 6rgdo bastante envolvido
nas lesdes de IRI em procedimentos cirdrgicos abdominais, com prejuizo em preservacao de
enxertos (NEVES et al, 2011; ERLING-JUNIOR et al, 2013).

Um estudo de andlise de pardmetros hematimétricos em ratos mostrou alteragdes
significantes apos uso de PCI em IRI intestinal. Esse trabalho foi realizado a partir do estudo
de quarenta animais divididos em quatro grupos de 10, sendo o primeiro controle, o segundo
o grupo sham, o terceiro o grupo de IRI com isquemia intestinal por oclusdo da artéria
mesentérica superior por 45 minutos seguidos de 120 minutos de reperfusdo e um quarto
grupo PCI onde foi realizado uma isquemia intestinal de 10 minutos seguida de uma
reperfusdao de 10 minutos imediatamente antes da mesma isquemia/reperfusdao prolongada do
grupo 3. Foi avaliado sangue coletado da cauda do animal antes e apds o procedimento
cirirgico. Os parametros hematimétricos avaliados foram a contagem total de eritrécitos, total
de leucdcitos, hematdcerito, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio do
eritrocito, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
plaquetas, volume plaquetdrio médio, padrido de distribuicdo plaquetdria, plaquetdcrito e
contagem diferencial de leucdcitos. Os resultados mostraram que o grupo PCI apresentou
maior contagem de linfécitos e redugcdo de granuldcitos quando comparado ao grupo IRI,
além de menor contagem plaquetdria, plaquetrdcrito e maior volume plaquetdario médio. Dos
parametros eritrocitarios o hematdcrito alterou de modo significante no grupo IRI. Esses
achados corresponderam a um efeito anti-inflamatério protetor na resposta intestinal a IRI

(TAHIR et al, 2015).
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O estudo da lesdao renal por IRI e suas formas de protecio também sio
amplamente descritos na literatura. Um dos tratamentos da insuficiéncia renal cronica consiste
no transplante renal, sendo este procedimento associado a IRI no procedimento em si
(ERPICUM; KRESINSKI; JOURET, 2014).

Um estudo mostra o papel protetor do PCI em IRI renal por reducio da ativagdo
do sistema nervoso simpatico (SNS), provavelmente através da produgdo de 6xido nitrico.
Vinte e quatro ratos machos Sprague-Dawley, todos submetidos a nefrectomia direita 02
semanas antes dos experimentos, foram divididos em 4 grupos de 6 animais; um grupo sham,
um grupo com IRI com isquemia ndo traumatica de 45 minutos de pediculo vascular renal
esquerdo e apds reperfusdo por 24 horas , um grupo com PCI de trés ciclos de 2 minutos
intercalados por periodos de 5 minutos de reperfusao imediatamente antes da IRI, e um grupo
tratado com N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) intravenoso antes dos ciclos PCI/IRI
idéntico ao do grupo anterior. Amostras urindrias e sanguineas foram coletadas para andlise
de funcdo renal e no final desses grupos os tecidos renais foram submetidos a andlise
histolégica. Em um segundo conjunto de grupos do mesmo experimento, 18 animais com
nefrectomia unilateral da mesma forma formam divididos em 3 grupos de 6 animais. Um
grupo submetido a mesma IRI, o segundo grupo exposto a IRI/PCI e um terceiro com
IRI/PCI/L-NAME. Avaliou-se as alteracdes na atividade no SNS, através do ramo do nervo
renal esquerdo a partir da insercdo de eletrodos por incisdo no flanco, nos momentos antes e
durante a isquemia renal de 45 minutos. Os achados foram aumento da atividade de SNS no
grupo IRI logo apds o inicio da isquemia, sendo abolida completamente pelo PCI (grupo
PCI/IR]) e essa atenuacdo do PCI atenuada pelo L-NAME. Os niveis séricos de norepinefrina
aumentaram no grupo IRI quando comparado ao sham, sendo suprimidos de forma
significante pelo PCI e essa supressao atenuada pelo L-NAME. O grupo IRI apresentou
aumento de uréia e creatinina séricos e quedas no clearence de creatinina e na osmolaridade
urindria quando comparado ao grupo sham, com protecdo dessas alteracdes pelo PCI e
inibicdo dessa prote¢do pelo L-NAME. Nas alteracdes histolégicas de congestdo medular,
necrose tubular e depdsitos protéicos, os mesmos achados de protecdo e atenuacdo foram
encontrados (TSUTSUI et al, 2013).

A fisiopatologia do PCI permanece ndo esclarecida, mas parece estar relacionada
a modulacdo da resposta organica ao insulto, envolvendo algumas vias como modulacdo de
citocinas inflamatdrias, resposta leucocitdria e estresse oxidativo, conferindo uma resposta
favoravel a IRI (OTANI, 2008). Observa-se uma protecao precoce imediatamente e em até 3

horas e uma tardia entre 18 e 24 horas, como ainda um interessante efeito remoto,
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denominado pré-condicionamento isquémico remoto ou a distancia (dPCI), onde se observa a
protecdo, com a mesma intensidade de Orgdos ou membros totalmente distintos dos
submetidos diretamente ao PCI (KHARBANDA et al, 2002; SCHMIDT; SLOTH;
JOHNSEN, 2012). A fase tardia do PCI esta relacionada a via da cicloxigense-2 (COX-
2)/receptor de prostaciclina (PGI2), como demonstrado em estudo de miocdrdio de
camundongos com e sem deplecdo genética de COX-2 e do receptor de PGI2 (GUO et al,
2012).

1.8 PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO A DISTANCIA

O dPCI foi proposto inicialmente em 1993, a partir do estudo de que o PCI de
uma drea vascular cardiaca poderia proteger outra totalmente distinta (PRZYKLENK et al,
1993). Dentre os estudos com dPCI, aqueles com indu¢do de isquemia em animais através da
isquemia e reperfusdo de membros anteriores ou posteriores € bastante utilizado, devido a sua
facil aplicabilidade e ao baixo custo (KUNTSCHER et al, 2002).

Um estudo em musculatura esquelética revelou que a fase precoce do dPCI é a
mais efetiva na protecdo da IRI. A partir de experimento realizado 49 ratos fémeas Sprague-
Dawley, os animais foram divididos em 7 grupos com 7 cada: grupo 1 foi submetido ao
tratamento sham; grupo 2 isquemia isolada de 6 horas; grupo 3 submetido a 03 horas de
isquemia e 03 horas de reperfusao; grupo 4 inducao de 03 ciclos de PCI de 10 minutos de
isquemia/reperfusdo imediatamente antes da IRI sustentada 3/3 horas; grupo 5 indugao de PCI
24 horas antes da IRI e grupo 6 inducdo de dPCI em pata traseira contralateral em 03 ciclos de
10/10 minutos imediatamente antes da IRI e grupo 7 realizacdo de dPCI 24 horas antes da IRL.
Os grupos controle foram submetidos a amputacdo subtotal de pata traseira direita com
exposi¢do de vasos femorais e submetidos as respectivas isquemias e reperfusdes. Os grupos
experimentais de PCI a mesma amputacdo/exposicao e pratica do PCI nos préprios vasos; os
grupos experimentais dPCI foram submetidos além da amputagdo/exposi¢do ao torniquete da
pata traseira esquerda. A partir de coleta de musculo gastrocnémio da pata traseira direita,
foram avaliados os niveis de malondeido, mieloperoxidase, catalase e produtos de 6xido
nitrico; e ainda a histopatologia. Foi observado queda de malondeido, mieloperoxidase e
produtos de 6xido nitrico em todos os grupos PCI com queda maior em dPCI imediatamente
antes do IRI, assim como maior aumento de catalase nesse grupo, menor grau de dano
histopatologico e menor quantidade de caspase-3 na imunohistoquimica (KOCMAN et al,

2015).
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O mecanismo de citocinas envolvidas no dPCI, parece estar relacionado a TNF-a,
IL-1 e iNOS. Um estudo foi realizado em ratos a partir da avaliagdo de PCI e dPCI para
protecdo contra edema de pata direita, induzida por carragenina ou dextran, com reducdo de
edema com PCI em pata ipsilateral e também em outro grupo com dPCI em pata esquerda
protegendo pata contralateral. O edema por dextran ocorre por degranulacdo de mastdcitos
com baixa concentragdo protéica no fluido e poucos neutréfilos. O mecanismo da carragenina
consiste num exsudato com elevada concentracdo protéica e muitos neutréfilos. Portanto, o
PCI e o dPCI atuam tanto no edema dependente de polimorfonucleares como de mastdcitos.
Esta acdo esta relacionada a reduc@o de quimiotaticos: TNF-a e de IL-1 e ainda a producao de
pequenas quantidades de 6xido nitrico que podem inibir a acdo da carragenina. Ainda neste
estudo, foi avaliado o papel do dPCI para protecdo de cistite hemorragica induzida por
ifosfamida, cuja toxicidade € atribuida ao seu metabdlito acroleina. O mecanismo de lesdao
consiste em edema, ulceracio, neovascularizacdo, hemorragia e necrose. O dPCI protege a
lesdo da ifosfamida por atuar na redugdo de TNF-o e IL-1 e aumento de 6xido nitrico
(SOUZA-FILHO et al, 2009). O modelo de protecao por dPCI também mostrou efetividade
contra injdria miocardica durante intervencao corondria percutanea (ZOGRAFOS et al, 2014)
e contra lesao hepdtica por IRI (WANG et al, 2014). O dPCI mostrou protecao da func¢do
renal em estudos com pacientes diabéticos submetidos a cineangiocoronariografia (SAVAIJ et
al, 2014).

O dPCI encontra-se em estudo para neuroprotecdo em pacientes submetidos a
revascularizacdo miocdrdica. A partir de um estudo controlado randomizado duplo cego,
pacientes coronariopatas foram submetidos no grupo experimental a 03 ciclos de isquemia de
05 minutos seguida de 05 minutos de reperfusdo em membro superior, num total de 30
minutos, antes do procedimento cirirgico de revascularizacdo miocdrdica. A avaliacdo da
protecdo estd sendo realizada com um teste neurocognitivo e neuroimagem por ressonancia
nuclear magnética (GASPAROVIC et al, 2014).

Baseando-se nestes conhecimentos, propusemos um estudo com inducdo de
ototoxicidade em ratos por cisplatina na dose de 32mg/kg, que mostrou ser uma dose
ototoxica e com baixa mortalidade a partir da experiéncia de nosso grupo de pesquisa, €
otoprotecdo com pré-condicionamento isquémico em pata traseira direita e o estudo dos

possiveis mediadores envolvidos nesse processo.
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2 - OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o efeito otoprotetor do pré-condicionamento isquémico a distancia contra

ototoxicidade induzida por cisplatina.
2.2 ESPECIFICOS

Avaliar o papel do pré-condicionamento isquémico a distdncia na toxicidade

sist€émica da cisplatina.

Analisar o efeito do pré-condicionamento isquémico a distancia nos limiares
auditivos de ratos submetidos a tratamento com cisplatina, através do potencial auditivo

evocado de tronco encefalico.

Avaliar o papel do dPCI na lesdo histopatoldgica da cisplatina na céclea, através

da analise das células ciliadas externas e da estria vascular de ratos.

Avaliar o papel do fator de necrose tumoral o e da 6xido nitrico sintase induzida

no efeito do dPCI na ototoxicidade da cisplatina, através da avaliacdo por imunohistoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados para o estudo ratos Wistar machos, 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 Experimentacdo Animal (COBEA),

encontradas no sitio www.cobea.org.br.
3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Animais fora da faixa de peso previamente estabelecida (200 a 275g).

Animais com sinais, ao exame otoscopico, de doenca de orelha externa, tais como

edema e hiperemia de conduto auditivo externo, tumoragdes ou rolha de cerume impactada.

Animais com sinais de doenca de orelha média, tais como opacificacdo,

abaulamento e hiperemia de membrana timpanica ou perfuracdo desta membrana.

Animais com limiar eletrofisiologico estabelecido por potencial auditivo evocado

de tronco encefdlico maior que 20 dB NA, antes do inicio da administra¢do das drogas.
3.3 DROGAS
Cisplatina
* Faudlcispla — Laboratério Libbs 50 mg — p6 liofilizado para solugao injetavel.

* Preparo: 50 mg do p6 liofilizado diluidos em 50 ml de solucdo salina,

constituindo uma concentracdo final de 1 mg/ml.
Solugdo salina fisioldgica 0,9%
Ketamina
* Vetarnacol — Laboratério Konig 5S0mg/ml.
Xilazina
* Kensol — Laboratério Konig 20 mg/ml.
Azul de Evans 2,5%

* Preparo: Azul de Evans 2,5g (laboratério SIGMA) diluido em 100 ml de dgua
destilada.
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3.4 GRUPOS DE ANIMALIS (n = nimero de animais)
* Grupo 1: Cisdiaminodicloroplatinum — CDDP (n=8).

Ratos tratados com cisplatina em dose tnica didria de 8 mg/kg/dia, num total
32mg/kg divididos em quatro doses. Avaliados antes do tratamento (D0) e quatro dias (D4)

apods o seu inicio por potenciais auditivos evocados de tronco encefélico (PAETE).
* Grupo 2: Controle — C (n=8).

Ratos tratados com solucao salina em dose unica didria de 8 ml/kg/dia. Avaliados
antes do tratamento (D0) e quatro dias (D4) apds o seu inicio por potenciais auditivos

evocados de tronco encefdlico (PAETE).

* Grupo 3: Pré-condicionamento isquémico a distancia +

cisdiaminodicloroplatinum — dPCI + CDDP (n=9).

Ratos submetidos a pré-condicionamento isquémico em pata traseira direita no
primeiro e no segundo dia, e tratados com cisplatina em dose unica didria de 8 mg/kg/dia,
num total 32mg/kg divididos em quatro doses. Avaliados antes do tratamento (D0) e quatro

dias (D4) ap6s o seu inicio por potenciais auditivos evocados de tronco encefalico (PAETE).

* Grupo 4: Pré-condicionamento isquémico a distancia + controle — dPCI +

C (n=7).

Ratos submetidos a pré-condicionamento isquémico em pata traseira direita no
primeiro e no segundo dia, e tratados com solucdo salina em dose unica didria de 8 ml/kg/dia.
Avaliados antes do tratamento (DO) e quatro dias (D4) apds o seu inicio por potenciais

auditivos evocados de tronco encefélico (PAETE).
3.5 PROCEDIMENTO
Experimento (FIGURAS 5 e 6)

Os ratos Wistar foram submetidos a anestesia profunda com ketamina 80mg/kg e
xilazina 10mg/kg. Uma otoscopia prévia foi realizada e os animais com altera¢des de orelha
externa e média foram excluidos do trabalho (critérios de exclusao). Aqueles com otoscopia
normal realizaram avaliacdo auditiva por meio do potencial evocado auditivo de tronco
encefdlico (PEATE), imediatamente antes da aplicacdo das drogas. Apds essa avaliacao, foi

administrado cisplatina via intraperitoneal (grupo 1) e salina via intraperitoneal (grupo 2). Foi
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realizado nos grupos 3 e 4 isquemia de pata traseira direita com fita eldstica (FIGURA 7),
seguida de injecdo intravenosa (veia dorsal peniana) de azul de Evans na dose de 2,5mg/Kg
(FIGURA 8), confirmando a isquemia, com a ndo coloragao de azul da pata isquemiada pela
fita (FIGURA 9). Apds 10 minutos, soltou-se a fita eldstica e se iniciou a reperfusdo por 30
minutos, confirmada pelo azul de Evans (FIGURA 10). Depois, entdo, era administrado via
intraperitoneal cisplatina (grupo 3) e salina (grupo 4). O mesmo procedimento foi realizado
no primeiro e segundo dia (DO e D1), e no terceiro e quarto dias apenas as administra¢des
intraperitoneais (D2 e D3), ou seja, dois primeiros dias com inducdo isquémica e reperfusao
antes da aplicacdo intraperitoneal da CDDP e dois dias sem isquemia-reperfusido. Ao final
(D4), todos foram submetidos a avaliagcdo auditiva por PAETE e, imediatamente apds a dltima
avaliacdo auditiva dos animais, removeu-se o osso temporal direito, apds eutandsia por
decapitacdo com guilhotina de fabricacdo prépria. A céclea foi dissecada para realizagao das

técnicas de microscopia Optica. Apds o experimento, as carcagas dos ratos foram incineradas.

Xilazina

Ketamina

-EEW

FIGURA 5 — Esquema do Experimento nos grupos 1 e 2. Avalia¢do da ototoxicidade da cisplatina por potenciais
auditivos evocados de tronco encefélico (PAETE), coloragdo com hematoxilinaeosina (HE).

I
i
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Xilazina

Ketamina
dPCI 2 dias CDDP ou salina

ﬂ .
PAETE

FIGURA 6 — Esquema do Experimento nos grupos 3 e 4. Avaliagdo da otoprotecdo do pré-condicionamento
isquémico (dPCI) contra a ototoxicidade da cisplatina por potenciais auditivos evocados de tronco encefdlico
(PAETE), colora¢do com hematoxilinaeosina (HE).

Figura 7 — Fotografia mostrando isquemia de pata traseira direita com fita eldstica em rato ap6s

anestesia com ketamina e xilazina.
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Figura 8 — Fotografia mostrando a injecdo intravenosa em veia dorsal peniana de azul de Evans na

dose de 2,5mg/Kg.

Figura 9 — Fotografia mostrando detalhe das quatro patas, revelando que apenas a pata isquemiada

(traseira direita) ndo corou apds a injecdo de Azul de Evans.
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Figura 10 — Fotografia mostrando detalhe das patas traseiras no momento da reperfusdo,

demonstrado pela colorac¢do da pata traseira direita, que estava anteriormente isquemiada, por Azul de Evans.

3.6 POTENCIAIS AUDITIVOS EVOCADOS DE TRONCO ENCEFALICO

Utilizou-se, para realiza¢do do exame, aparelho ICS CHARTR EP 200 da marca
Otometrics-Dinamarca, localizado em ambiente silencioso. Com os animais anestesiados,
eletrodos subdérmicos de platina foram posicionados no vértex (positivo), regido
retroauricular direita (negativo) e pata dianteira direita (terra) (FIGURA 11). Fones de
insercdo ER- 3A acoplados a uma sonda utilizada para avaliacdo auditiva de recém-nascidos
foram introduzidos no conduto auditivo externo direito dos ratos. Os estimulos empregados
foram cliques de rarefacdo, liberados a uma taxa de 15 por segundo, com um total mdximo de
1000 promediacdes e um tempo de andlise de 15mseg. A banda passante utilizada foi de 0 a
2000 Hz. Os estimulos foram iniciados em 80 dB NA e diminuidos progressivamente até o
desaparecimento completo das ondas. Para o limiar auditivo eletrofisioldgico, foi considerada

a menor intensidade de estimulo em que se evidencia onda II (FIGURA 12 A E B).
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Figura 11 — Fotografia mostrando o posicionamento dos eletrodos em rato anestesiado com
ketamina e xilazina para realizacdo do potencial auditivo evocado de tronco encefdlico (PAETE). Eletrodos
subdérmicos de platina foram posicionados no vértex-positivo (fio amarelo), regido retroauricular direita-

negativo (fio preto), pata dianteira direita-terra (fio preto) e fone de inser¢do em orelha direita.
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Figura 12 - Tragado eletrofisiolégico do potencial auditivo evocado de tronco encefilico
(PAETE). A Visualizam-se as ondas de I a V. em 80 dB NA e o limiar em 5 dB NA (avaliacdo da onda II) antes
de injecdo de cisplatina. B Visualizam-se as ondas de I a V em 80 dB NA e o limiar em 40 dB NA (avaliacdo da

onda II) apés a injecdo de cisplatina.
3.7 TECNICA DE MICROSCOPIA OPTICA
O osso temporal removido foi imediatamente imerso em uma placa de Petri

contendo uma solu¢do de formaldeido a 10% tamponada. Sob a visdo de um microscépio

cirirgico de marca DF Vasconcelos, com a objetiva na posicdo 16, a membrana timpanica e a
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cadeia ossicular (martelo, bigorna e estribo) foram eliminadas e a cdpsula dptica exposta. Um
pequeno orificio foi feito no dpice da céclea com o auxilio de uma seringa BD Plastipak de
Iml, acoplada a uma agulha de 13mm de comprimento e 4,5mm de espessura. Um estilete
curvo foi introduzido nas janelas oval e redonda através das quais e com a mesma seringa
descrita anteriormente se injetou a solucdo fixadora (formaldeido 10% tamponado). As
cOcleas dissecadas dos ossos temporais permaneceram imersas em solucdo de formaldeido
10% tamponado por 24 horas. Depois da fixagao, foram descalcificadas sob a acdo de EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético) 10% por 14 dias. Em seguida, lavadas em 4gua corrente
por 24 horas e desidratadas em concentragdes crescentes de dlcool a 70%, 80%, 90% e
absoluto por lhora cada. Pouco antes da impregnacdo por parafina e com o auxilio de uma
lupa binocular, os tecidos remanescentes extracocleares foram removidos com bisturi de
lamina 15, para facilitar o posicionamento do material longitudinal ao plano de corte no
momento da inclusdo. A clarificagdo foi procedida por meio de xilol durante 1 hora. O tecido
foi impregnado com parafina por 3 horas a 60° e em seguida incluido também em parafina.
Foram feitos cortes de 20 micrometros, com microtomo de marca OLYMPOS CUT 4055, até
se atingir a regido do modiolo, com identificacdo das espiras basal, média e apical, o que foi
possivel com o auxilio de um microscépio OLYMPUS BX 41 sob aumento de 40 vezes. A
partir de entdo, 4 cortes de 4 micrometros foram feitos para avaliar o giro basal da céclea e
encaminhados para o estudo histopatolégico. Os cortes fixos em ldmina com ovoalbumina
permaneceram em estufa a 37°C durante 24h para secagem. A seguir, desparafinados em
xilol, hidratados em concentragdes decrescentes de dlcool (absoluto, 90%, 80% e 70%) e
lavados em 4gua corrente. Apds, foram imersos em hematoxilina, lavados com dgua comum,
imersos em eosina, novamente lavados, desidratados em concentracdes crescentes de dlcool
(70%, 80%, 90% e absoluto), imersos em Xxilol para clareamento e montados com laminulas

fixas com ENTELLANR.

Foram utilizados escores (0, 1, 2 e 3) para avaliacdo do grau de les@o na estria
vascular e 6rgao espiral de corti, visibilizados com um aumento de 400 vezes no microscépio
optico Leica DMLS 2. Fotomicrografias foram feitas com auxilio do material de captura
digital LEICA 320. Na estria vascular, esses escores representavam o grau de retragcdo celular
da camada média; no 6rgdo espiral de corti, o nimero de células ciliadas externas ausentes,
tendo como parametro de identificacdo dessas células a presenca e integridade do nucleo
(FREITAS et al, 2009c). Neste estudo, realizou-se uma modifica¢ido no escore de EV, sendo

auséncia de lesdo, equivalente ao escore 0 e escore 1 da classificagdo original, e presenca de
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lesdo, equivalente entdo aos escores 2 e 3 anteriores (FIGURA 13 A E B). A classificacdo de

escore para CCE foi mantida.

FIGURA 13 - Fotomicrografia de estria vascular em aumento de 400x. A estria vascular com
retracdo evidente (seta longa) equivalente ao escore 2. B auséncia de lesdo em estria vascular (seta larga)

equivalente ao escore 0.

3.8 IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DA ENZIMA OXIDO
NITRICO SINTASE INDUZIDA (iNOS) e TNF-a.

A imunohistoquimica para iNOS e TNF-a foi realizada utilizando o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). No 5° dia, os animais foram
sacrificados e suas coOcleas foram removidas, fixadas em formol a 10% durante 24 horas.
Posteriormente, submetidas a tratamento com EDTA 10% para a desmineralizagdo por 14
dias. A seguir, as cOcleas foram lavadas, processadas e incluidas em parafina. Apds esse
procedimento, foram feitos cortes seriados de 4 um em micrétomo apropriado e colocados em

laminas de L-polilisina, apropriadas para a realiza¢do de imunohistoquimica. Os cortes foram
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desparafinizados, hidratados em xilol e dlcool e imersos em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0),
sob aquecimento em banho maria, por 20 minutos, para a recuperagdo antigénica a 65 °C.
Apés o resfriamento obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas
lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS) intercaladas com o bloqueio da peroxidase
endogena com solugdo de H202 a 3% (20 minutos). Os cortes foram incubados por duas
horas (4°C) com anticorpo primério de coelho anti-INOS diluido 1:100, com anticorpo
policlonal primério de coelho TNF-a 1:200 diluido em antibody diluente (DAKO). Apds a
lavagem, foi feita a incubacdo com o polimero HRP (DAKO), por 30 minutos. Apds nova
lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo com o cromdégeno 3,3’diaminobenzidine-perdxido
(DAB), seguida por contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a
desidratacdo das amostras e a montagem das laminas. Os controles negativos foram
processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o anticorpo primdrio foi
substituido por antibody diluente (DAKO). Para aquisi¢do das imagens foi utilizado
microscopio NIKON acoplado a cadmera com software de imagem MOTIC 2.0 e o aumento
foi de 400X para todas as imagens. Para quantificacdo da imunohistoquimica foi utilizado o

programa Image J, programa de processamento de fonte aberta.
3.9 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado, para confeccdo dos grificos e andlise estatistica, o programa
GraphPad Prism 5.00.288. Foi avaliada a distribuicdo normal da amostra através do teste de
Komogorov-Smirnov. Os resultados foram 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 significancia minima aceita foi ao nivel de 5%. Os
vdrios procedimentos experimentais foram comparados utilizando-se os seguintes testes:

3.9.1 Anadlise de varidncia (ANOVA) com a significancia entre os grupos estabelecida
pelo teste de tukey

e Comparar a variagao do peso dos animais nos grupos, até o quinto dia do experimento.
3.9.2 Teste de Logranks

e Comparar as curvas de sobrevivéncia entre os diversos grupos dois a dois.
3.9.3 Analise de varidncia (ANOVA) com a significincia entre os grupos estabelecida

pelo teste de Mann-Witney
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e Comparar as médias dos limiares eletrofisiolégicos dos animais obtidos através de
potencial auditivo evocado de tronco encefdlico entre o primeiro (D0) e quinto (D4)
dias da avaliacdo.

3.9.4Teste exato de Fisher

e Comparar os escores das alteragdes morfologicas da estria vascular nos diversos

grupos do estudo.

3.9.5 Teste de Kruskal-Wallis com a significancia entre os grupos estabelecida pelo teste

de dunn

e Comparar as medianas dos escores das alteragdes morfoldgicas das células ciliadas

externas nos diversos grupos.

3.9.6 Analise de varidncia (ANOVA) com a significincia entre os grupos estabelecida

pelo teste de Bonferroni

e (Comparar as médias dos percentuais das dreas coradas pela andlise da

imunohistoquimica obtida pelo programa Image J nos diversos grupos.
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4 - RESULTADOS

4.1 ALTERACOES DE ORELHA MEDIA OU EXTERNA

Um animal no grupo 3 (CDDP + dPCI) apresentou alteragdes de orelha média a
otoscopia apds o inicio do experimento. Um animal do grupo 4 (C + dPCI) apresentou

alteracdo de orelha externa durante o experimento. Foram, assim, eliminados do estudo.
4.2 TOXICIDADE SISTEMICA DA CISPLATINA
4.2.1 Curva de peso

Avaliou-se a distribuicdo dos dados a partir do teste de Koromonov-Smirnov, o
qual demonstrou que os dados seguiam distribuicao normal (p>0,10 nos grupos C, CDDP,
CDDP + dPCI e p=0,595 no grupo C + dPCI). Observou-se diferenca significante entre todos
os grupos na variacdo de peso (peso de D4 — peso de DO) com p<0,05 pelo teste oneway-
ANOVA, pos-teste de Tukey (TABELA 1). O peso decresceu em todos 0s grupos, exceto no
grupo C + dPCI onde houve aumento de peso (FIGURA 14).
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FIGURA 14 — Gréfico de variacdo de peso. Diferenca entre peso final e peso inicial (D4-D0).
Observa-se o aumento de peso de forma significante no grupo dPCI + C. Anilise pelo teste oneway-ANOVA
(teste de Tukey). Os asteriscos representam diferenca estatistica significativa entre todos os grupos. * p < 0,05,
** p < 0,05, #* p < 0,05, ¥*** p < 0,05, C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-

condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distincia.
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TABELA 1 - Variacao do peso entre DO e D4 nos grupos 1, 2, 3 e 4.

DIFERENCA PESO FINAL MENOS INICIAL

GRUPOS D4 - DO
MED EPM
1. CDDP -43,50 * 13,67
2.C -7,250 ** 4,062
3.dPCI + CDDP -22,13 *** 14,44
4. C + Dpci 19,00 *#** 4,940

MED=Média, EPM=erro padrdo da média. Os asteriscos representam diferenca estatistica
significativa entre todos os grupos. * p < 0,05, ** p < 0,05, *** p < 0,05, **** p < 0,05. Andlise pelo teste
oneway-ANOVA (teste de Tukey).

4.2.2 Curva de sobrevida

A curva de sobrevida revelou perda de Ol animal no grupo CDDP + dPCI

(FIGURA 15). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos pelo teste de Logranks
(TABELA 2).
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FIGURA 15 - Griéfico Curva de sobrevida, demonstrando perda de 01 animal apenas no grupo

CDDP + dPCI. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a

distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia.

TABELA 2 — Teste de Logrank entre os grupos 1, 2, 3 e 4.

GRUPOS 1. 2. 3. 4.
1. CDDP - 1,0000 0,3711 1,0000
2.C 1,0000 - 0,3711 1,0000

3.dPCI+ CDDP 0,3711

4.dPCI +C 1,0000

0,3711 - 0,4028

1,0000 0,4028 -

Os numeros correspondem ao valor de p.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. C =

controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI

= controle + pré-condicionamento a distincia.

4.3 AVALIACAO AUDITIVA FUNCIONAL

Avaliou-se a distribuicdo dos dados de limiar auditivo obtidos pelo PAETE a

partir do teste de Koromonov-Smirnov, o qual demonstrou que os dados ndo seguiam

distribuicao normal (p=0,0002). Aplicou-se entdo o teste de Mann-Whitney e a avaliagao por

PAETE revelou diferenca estatistica entre o inicio (D0) e o fim do experimento (D4) apenas
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no grupo cisplatina (p=0,0477), ndo apresentando diferenca significante os outros grupos

(p>0,05) (FIGURAS 16 e 17 e TABELA 3).

PAETE
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C CDDP CDDP + C + dPCI
dPCI

FIGURA 16 — Grifico — média dos limiares do PAETE dos grupos 1, 2, 3 e 4.*Diferenca
significante entre DO e D4 no grupo cisplatina. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina +
pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia; PAETE =

potencial auditivo evocado de tronco encefélico.
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FIGURA 17 — Gréfico média dos limiares auditivos dos grupos experimentais. * Grupo CDDP foi

o unico com diferenca estatistica entre os dias DO e D4. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI =

cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia.

TABELA 3 — Variacao do limiar por PAETE nos grupos 1, 2, 3 e 4.

LIMIAR (dB NA)
GRUPOS DO D4 Valor de p
MED EPM MED EPM
1. CDDP 8,125 2,588 16,25* 10,94  0,0477
2.C 6,875 2,588 6,875 2,588  0,9502
3.dPCI+ CDDP 8,000 3,496 8,500 3,375 0,7383
4. C +dPCI 7,500 6,124 7,500 6,124  0,9016

MED=média, EPM=erro padrdo da média. O asterisco representa diferenga estatistica significativa. p < 0,05 (D4
x DO no grupo CDDP). Aplicado o teste de Mann-Whitney para o cdlculo de p. C = controle; CDDP =cisplatina;
CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distdncia; C + dPCI = controle + pré-

condicionamento a distancia.
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4.4 AVALIACAO POR MICROSCOPIA OPTICA

Neste estudo, foram perdidas as cécleas de 06 animais por erro de inclusd@o: um do
grupo CDDP, dois do grupo C, dois do grupo dPCI + CDDP e um do grupo dPCI + C. A
andlise, portanto, foi feita por 24 laminas: sete do grupo CDDP, seis do grupo C, seis do

grupo dPCI + CDDP e cinco do grupo dPCI + C.
4.4.1 Escore de microscopia optica da estria vascular

A andlise dos dados de microscopia Optica revelou para estria vascular, sem lesdao
equivalente aos escores 0 e 1 de Freitas et al e com lesdo os escores 2 e 3 de Freitas et al
(Freitas et al, 2009c) (FIGURA 18), que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos
(através do teste exato de Fisher 2x2, obteve-se valor p>0,05) (FIGURA 19). A tabela

demonstra os valores de p obtidos no teste de Fisher entre os grupos (TABELA 4).
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CONTROLE | ' CDDP

CDDP+dPCl C+dPCl

FIGURA 18 — Fotomicrografias em aumento 400x da estria vascular (EV) nos diversos grupos. A grupo controle
sem lesdo de EV. B grupo cisplatina com lesdo de EV. C grupo cisplatina + pré-condicionamento isquémico a
distancia sem lesdo de estria vascular. D grupo controle + pré-condicionamento isquémico a distdncia sem lesdo
de estria vascular. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento

isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia.
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FIGURA 19 - Gréfico de lesdo de estria vascular (EV), demonstrando que ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento

isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia.

TABELA 4 — Resultado de p para o teste de Fisher (2 x 2) na comparacdo intergrupos para

estria vascular.

Grupos avaliados Valor de p
CDDP x C 0,0699
CDDP x CCDP + dPCI 0,9999
CDDP x C + dPCI 0,0800
C x CDDP + dPCI 0,1818
Cx C +dPCI 1,0000
CDDP + dPCI x C + dPCI 0,1818

Obteve-se o valor de p para a andlise do escore modificado de estria vascular, observa-se o valor p>0,05, nio
tendo havido significancia estatistica na comparacdo entre os grupos pelo teste de Fisher. C = controle; CDDP
=cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle +

pré-condicionamento a distincia.
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4.4.2 Escore de microscopia optica das células ciliadas externas

A andlise dos dados de microscopia Optica revelaram para células ciliadas
externas que nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Observou-se que houve lesao
apenas nos grupos submetidos a inje¢do intraperitoneal por cisplatina, com lesdo mais
frequente no grupo CDDP. Obteve-se que as medianas (Md) para os grupos foi de O para os
quatro grupos. O valor maximo (Méx) foi de: 1 no grupo CDDP, 0 no grupo C, 1 no grupo
dPCI + CDDP e 0 no grupo dPCI + C. O valor minimo (Min) foi de: 0 no grupo CDDP, 0 no
grupo C, 0 no grupo dPCI + CDDP e 0 no grupo dPCI + C (FIGURA 20 e 21). Aplicou-se o
teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn e ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos (p>0,05).
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FIGURA 20 - Fotomicrografias em aumento 400x do 6rgdo de Corti nos diversos grupos. A grupo controle
com escore 0. B grupo cisplatina com escore 1. C grupo cisplatina + pré-condicionamento isquémico a

distancia com escore 0. D grupo ccontrole + pré-condicionamento isquémico a distancia com escore 0. C =
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controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distincia; C +

dPCI = controle + pré-condicionamento a distincia.
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FIGURA 21 - Grifico de lesdo de célula ciliada externa (CCE), demonstrando que ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Observa-se que as medianas para os grupos foi de 0 para os quatro grupos. O valor
méximo foi de: 1 no grupo CDDP, 0 no grupo C, 1 no grupo dPCI + CDDP e 0 no grupo dPCI + C. O valor
minimo foi de: 0 no grupo CDDP, 0 no grupo C, 0 no grupo dPCI + CDDP e 0 no grupo dPCI + C. C = controle;
CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI =

controle + pré-condicionamento a distancia.

4.5 IMUNOHISTOQUIMICA PARA TNF-a E iNOS

A andlise dos dados de imunohistoquimica revelou, na estria vascular a partir da
andlise do programa Image J, que o pré-condicionamento isquémico a distdncia reverteu a
imunomarcacao de forma significante para TNF-a (p<0,05) (FIGURA 22 e 23, TABELA 5).
A imunomarcacdo para iNOS também foi revertida no grupo CDDP + dPCI quando
comparado ao grupo CDDP(p<0,05) (FIGURA 24 e 25, TABELA 6). Os grupos controle ndo

apresentaram alteracao significante (p>0,05).
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FIGURA 22 — Gréfico do percentual de drea imunomarcada por drea total para TNF-o nos diversos
grupos. Demonstrou-se a reversdo da imunomarcacdo do TNF-a pelo dPCI. * p < 0,05 na comparacdo entre os
grupos CDDP e CDDP + dPCI. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-

condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia.
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FIGURA 23 — Fotomicrografias em aumento 400x da imunomarca¢do do TNF-a na estria vascular
nos diversos grupos de animais. A grupo C com imunomarcagdo discreta de TNF-a. B grupo CDDP com
imunomarcagdo aumentada de TNF-a. C grupo CDDP + dPCI com imunomarcagdo discreta (reversao) de TNF-
a. D grupo C + dPCI com imunomarcacéo discreta de TNF-a. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI =
cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia;

TNF-a = fator de necrose tumoral a.
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TABELA 5 — Resultado de p na comparacio intergrupos para imunohistoquimica de TNF-a

na estria vascular.

Grupos avaliados Valor de p
CDDP x C p<0,05
CDDP x CCDP + dPCI P<0,05
Cx C+dPCI p>0,05
CDDP + dPCI x C + dPCI p>0,05

Obteve-se o valor de p para a andlise da imunomarcacdo de TNF-a na estria vascular, observa-se o valor p<0,05,
tendo havido significincia estatistica na comparacio entre os grupos pelo teste de Bonferroni. C = controle;
CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI =

controle + pré-condicionamento a distancia.

INOS

[
o 25-
8
@ 20- *
®
pe)
S 15
®
E 10
: ——
=
E 5+
© e 1
@
C 0 T T
N o o L o
& S &
X
00

FIGURA 24 — Gréfico do percentual de drea imunomarcada por 4rea total para iNOS nos diversos
grupos. Observou-se a reversdo da imunomarcag¢do do iNOS pelo dPCI. * p < 0,05 na comparagdo entre os
grupos CDDP e CDDP + dPCI. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-

condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia.
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FIGURA 25 — Fotomicrografias em aumento 400x da imunomarcagdo do iNOS na estria vascular
nos diversos grupos de animais. A grupo C com imunomarcacdo discreta de iNOS. B grupo CDDP com
imunomarcagdo aumentada de iNOS. C grupo CDDP + dPCI com imunomarcagdo discreta (reversdo) de iNOS.
D grupo C + dPCI com imunomarcagdo discreta de iNOS. C = controle; CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI =
cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distancia; C + dPCI = controle + pré-condicionamento a distancia;

iNOS = 6xido nitrico sintase induzida.

TABELA 6 — Resultado de p na comparacao intergrupos para imunohistoquimica de iNOS na

estria vascular.

Grupos avaliados Valor de p
CDDPx C p<0,05
CDDP x CCDP + dPCI P<0,05
Cx C+dPCI p>0,05
CDDP + dPCI x C + dPCI p>0,05

Obteve-se o valor de p para a andlise da imunomarcagdo de iNOS na estria vascular, observa-se o valor p<0,05,
tendo havido significincia estatistica na comparacio entre os grupos pelo teste de Bonferroni. C = controle;
CDDP =cisplatina; CDDP + dPCI = cisplatina + pré-condicionamento isquémico a distincia; C + dPCI =

controle + pré-condicionamento a distincia.
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5 DISCUSSAO
5.1 COMENTARIOS GERAIS

A cisplatina € um agente quimioterdpico bastante utilizado na prética atual. Essa
droga participa de muitos protocolos antineopldsicos, como para as neoplasias malignas de
cabeca e pescogo, de pulmao, de bexiga, de ovdrio, de testiculo e do sistema gastrointestinal
(SCHACHT; TALASKA; RYBAK, 2012). Seus efeitos colaterais de ototoxicidade e de
neurotoxicidade sdo irreversiveis (RYBAK et al, 2009). Varios estudos na literatura buscam
substancias capazes de reduzir os efeitos colaterais da CDDP, tais como melatonina (LOPEZ-
GONZALEZ et al, 2000), dexametaxona (DALDAL; ODABASI; SRBETCIOGLU, 2007),
vitamina E (KALKANIS; WHITWORTH; RYBAK, 2004), N-acetilcisteina (FEGHALI;
LIU; VAN DE WATER, 2001), alopurinol-ebselen (LYNCH et al, 2005), D-metionina
(CAMPBELL et al, 1999), aminoguanidina (KELLY et al, 2003), ginkgo biloba
(HYPPOLITO et al, 2003; HUANG; WHITWORTH; RYBAK, 2007), trolox (TERANISHI;
NAKASHIMA, 2003), metformina (CHANG et al, 2014) e silymarin (CHO; LEE; DO,
2014).

Um agente otoprotetor ideal para prevengao de lesdo ototdxica da cisplatina seria
0 que unisse algumas caracteristicas: ndo ser um composto toxico, ou seja, com muitos efeitos
colaterais; atingir concentracdes suficientemente altas na orelha interna e nao interferir na

acdo sistémica da CDDP ( RYBAK et al, 2009).

A revisdo de literatura realizada sugeriu que um estudo envolvendo protecdo de
ototoxicidade por cisplatina com pré-condicionamento isquémico a distancia ainda ndo tinha
sido realizado. O pré-condicionamento isquémico ¢ um mecanismo de prote¢do de injdria de
isquemia-reperfusdo com vérias aplicabilidades, tanto experimentais quanto clinicas. Portanto,
a ideia de protecdo de lesdo da cisplatina pareceu ser bastante vidvel e de realizagdo sem

dificuldades que inviabilizassem o estudo.

No inicio deste estudo, observou-se que a dose de 24mg/kg utilizada em estudos
anteriores e na fase piloto deste demonstrava uma otoxicidade muito discreta na avaliagdo por
potencial auditivo evocado de tronco encefélico. Observou-se entdo, que se aumentando a
dose para 32mg/kg, dividido em quatro aplicacdes de 08mg/kg a ototoxicidade se tornou mais
evidente. A baixa mortalidade da dose anterior permaneceu inalterada, revelando-se uma dose
plausivel. Na literatura, a dose acumulada de 16mg/kg de cisplatina em cobaia foi capaz de

ocasionar grave lesdo celular (SCHWEITZER, 1993; CARDINAL et al, 2000). Em ratos, a
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dose acumulada de 24mg/kg revelou lesdo evidente por cisplatina na céclea (FREITAS et al,
2009b), mas muitos trabalhos ainda utilizam doses de 16mg/kg (CELEBI et al, 2013; FANG;
XIAO, 2014; JAMESDANIEL, 2014) ou ainda 14mg/kg intraperitoneal (OZTURK et al,
2013) ou endovenoso (LORITO et al, 2011).

Um desafio encontrado nos experimentos foi a alta incidéncia de otite média nos
animais provenientes do biotério, o que dificultou a selecdo dos animais pelos critérios de
exclusdo. Contudo, a incidéncia de doencas de orelha média e de orelha externa durante a

realizacdo do experimento foi muito baixa, apenas dois animais.

O dPCI € um modelo de protecdo utilizado em vdrios 6érgdos com €xito contra a
IRI (SOUZA-FILHO et al, 2009; ZOGRAFOS et al, 2014; WANG et al, 2014; SAVAJ et al,
2014; GASPAROVIC et al, 2014). O estudo de seus mediadores na elucidacdo de seu
mecanismo € objetivo de diversos grupos, mas ainda ndo esclarecido. Mediadores
inflamatérios como TNF-a, IL-1 e iNOS estao relacionados a agao do dPCI (SOUZA-FILHO
et al, 2009), assim como a lesdo induzida por cisplatina (WAISSBLUTH et al, 2013; SO et al,
2008).

Baseado nos resultados deste estudo, encontrou-se que o dPCI, mecanismo ji
amplamente estabelecido, protegeu de forma significante a lesdo funcional na céclea por
CDDP na dose de 32mg/Kg, através da avaliacdo funcional por PAETE. Modelos de estudo ja
haviam demonstrado protecdo lesdao por IRI pelo dPCI através de reducdo ou abolicdo de
estresse oxidativo em diversos 6rgdos como: figado, rim, pulmdo, musculo esquelético e

coragao.
5.2 EFEITO SOBRE A TOXICIDADE SISTEMICA

Na andlise da toxicidade sistémica da cisplatina, através da andlise de variagao dos
pesos nos grupos, observou-se dois fatores importantes sobre o dPCI, os quais foram: a
reducdo de forma significativa na queda de peso no CDDP + dPCI quando comparado ao
grupo CDDP e o aumento de forma significativa do peso dos animais do grupo C + dPCI
quando comparado aos outros grupos. Uma explicacdo plausivel ao achado seria o efeito anti-
inflamatério como demonstrado em outros estudos com dPCI (TAHIR et al, 2014; SOUZA-
FILHO et al, 2009), o que proporcionaria aos animais uma melhor resposta ao estresse
quando submetido ao experimento como demonstrado no grupo C + dPCI. A significativa

queda de peso no grupo C pode ser explicada provavelmente pelo estresse animal apenas a
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exposicao ao experimento, reforcando o achado de ganho de peso no grupo controle do pré-

condicionamento (grupo C + dPCI).

A reducdo significativa da queda de peso na exposi¢do a cisplatina observada no
grupo submetido a dPCI pode representar um possivel efeito do pré-condicionamento
isquémico a distancia na acao sistémica da cisplatina, ou seja, na sua a¢cdo anti-neoplasica. No
entanto, estudos complementares avaliando a acao sist€émica da CDDP devem ser realizados

para melhor elucidacdo na exata influéncia do pré-condicionamento nesse efeito.

Outros estudos de ototoxicidade relacionada a cisplatina revelaram que alguns
protetores interferem na acdo sistémica e na ototoxicidade, como os antioxidantes tiossulfato
de sodio e acido 4-metil-tiobenzdico aplicados sistemicamente (CAPPAERT et al, 2005),
enquanto outros interferem apenas na acdo ototoxica da CDDP, por exemplo: gingko biloba
(CHOI et al, 2013); ebselen, um composto sintético com atividade semelhante a glutationa
peroxidase (KIM et al, 2009); amifostina (FREITAS et al, 2009b). Outras substancias
protetoras tém avaliagdo sobre o efeito antineopldsico desconhecida como metformina
(CHANG et al, 2014); silymarin, um extrato lipofilico oriundo da planta Silybum marianum
(CHO; LEE; DO, 2014). Uma proposta realizada por alguns estudos € a aplicacdo de agentes
protetores diretamente de forma intratimpanica ou ainda pela janela redonda, tais como D-
metionina e N-acetil-cisteina, abolindo possiveis efeitos sist€micos sobre a acdo da CDDP

(RYBAK et al, 2007), ou ainda vitamina C (CELEBI et al, 2013).
5.3 EFEITO SOBRE A OTOTOXICIDADE

O efeito do dPCI sobre a ototoxicidade revelou papel protetor na avaliacdo
funcional por PAETE, apesar de ndo ter apresentando diferenca na andlise histolégica dos
animais tanto no escore para célula ciliada externa, quanto para estria vascular. O mecanismo
de lesdo coclear por cisplatina consiste na acdo sobre vias dependentes e independentes de
lesdo ao DNA como ja descrito (MANDIAC et al, 2003). As citocinas envolvidas como TNF-
a, IL-1 e iNOS na lesdo por cisplatina, sdo influenciadas pelo pré-condicionamento,
mostrando uma possivel via de a¢do do dPCI. A queda na geracdo de radicais livres (ROS),
proveniente da acdo do dPCI, justificaria a redug¢do na lesdo celular por cisplatina na via
independente de lesdo ao DNA, sendo este o principal mecanismo, através da reducdo do

estresse oxidativo (CHIRTES; ALBU, 2014).

A avaliagdo por potencial auditivo evocado de tronco encefdlico foi utilizada no

estudo por ser de fécil execugdo e apresentar menor variabilidade e maior reprodutibilidade
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quando comparado as emissdes otoacusticas produtos de distor¢do (FREITAS et al, 2009a),
entretanto, muitos trabalhos ainda utilizam este método (FAUSTI et al, 1999; KNIGHT et al,
2007; ABUJAMARA et al, 2013).

A protecdo em quase todos os animais do dPCI sobre os limiares do PAETE
demonstra reducdo significativa na ototoxicidade, assim como demonstrou na reducio de
queda de peso. Esses achados sugerem um efeito do dPCI sobre a acdo de CDDP, tanto
sist€émica quanto na ototoxicidade. Estudos mais especificos para avaliar o papel do dPCI na

acdo anti-neopldsica da cisplatina devem ser realizados.

A microscopia 6ptica € de facil realizacdo como ja descrito neste trabalho, mas a
inclusdo da céclea em parafina em sentido longitudinal ao plano de corte do micrétomo pode
ser, por vezes, dificil, gerando perdas em algumas pecas de grupos do estudo. Os escores de
microscopia Optica ndo revelaram diferencga estatistica entre os grupos. Essa avaliacdo ndo se
encontra diretamente relacionada a avaliacdo funcional, ndo a contradizendo, portanto. A
microscopia Optica revelou lesdo nos animais submetidos a inje¢do intraperitoneal de
cisplatina e ao se avaliar a frequéncia observa-se que o grupo CDDP apresentou mais lesdes

que o grupo CDDP + dPCIL Outros estudos com outras drogas, utilizando os critérios de

Freitas et al, revelaram diferenca com boa aplicabilidade do método (OZKIRIS et al, 2013).

O estudo por microscopia eletronica de varredura consiste em um método mais
sensivel quando comparado ao por microscopia Optica. Observa-se com facilidade as
alteracdes cocleares como: desarranjo do padrido das células ciliadas externas e ou internas
com distor¢ao ou auséncia ciliar (HYPPOLITO et al, 2005). Uma justificativa para a auséncia
de diferenca estatistica entre os grupos € a baixa sensibilidade do estudo 6ptico. Entretanto, a
microscopia eletronica, mais sensivel e mais utilizada, é um método caro e ainda ndo

disponivel em nosso meio.

As citocinas envolvidas na les@o da cisplatina sdo as pré-inflamatdrias: fator de
necrose tumoral o (TNF-a) (WAISSBLUTH et al, 2013) e interleucina 1B (IL-1pB) (SO et al,
2008) e a iNOS (RYBAK et al, 2007; WATANABE et al, 2002; SO et al, 2007; CHUNG et
al, 2008). A anélise da imunohistoquimica demonstrou a reversdo da imunomarcacio tanto de
TNF-a como de iNOS no grupo CDDP + dPCI (p<0,05), revelando que a prote¢do do dPCI
nos efeitos ototéxicos da cisplatina em ratos estd relacionada a modulagdo destas citocinas,
assim como demonstrado em outros 6rgaos (SOUZA-FILHO et al, 2009). A formagdo de
ROS também ¢ determinante na lesdo por CDDP (CHIRTES; ALBU, 2014), sendo
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provavelmente reduzida pelo dPCI como demonstrado no estudo em outros 6rgaos (ADAM,
2014). A importancia do estudo do efeito do dPCI na ototoxicidade em ratos induzida por por
cisplatina baseia-se na interrelagdo dos mecanismos envolvidos com modulagdo de citocinas
como a 6xido nitrico sintase induzida. O 6xido nitrico pode sofrer reagdo quimica com ROS
formando peroxinitrito, composto altamente reativo e téxico para as células (MODUN;
GIUSTARINI; TSIKAS, 2014). Esse mecanismo pode explicar a queda de estresse oxidativo
na lesdo causada pela CDDP, promovida pelo dPCI através da reducdo de iNOS.

O mecanismo de protecdo do PCI parece ser através de 03 vias principais: fatores
iniciadores ou gatilhos liberados ou estimulados localmente no tecido, fatores humorais e vias
neurais responsaveis pela acdo sistémica e fatores efetores locais no tecido ou o6rgao

protegido.

A via de iniciagdo parece estar relacionada a adenosina, bradicinina e opidides
enddgenos que ativam receptores acoplados a proteina G (PG), que consiste em uma classe de
proteinas envolvidas na transdugdo de sinais celulares. Elas sdo chamadas de proteinas G
porque funcionam como intermedidrios, alternando entre um estado de ligacdo com uma
guanosina difosfato inativa (GDP) e outro com uma guanosina trifosfato ativa (GTP). A PG ¢
composta por 3 subunidades: alfa (a), beta () e gama (y). A subunidade o possui um sitio de
ligacdo com o GTP ou GDP. As subunidades B e y permanecem sempre unidas. A PG se
localiza na superficie interna da membrana da célula, ligada ao receptor acoplado a PG. Isso
leva a regulacao dos processos seguintes da célula (YELLON; DOWNEY, 2003), que ativam
mediadores segundos mensageiros como moléculas separadas méveis de tirosinocinase (Janus
kinase - JAK), resultando na fosforilacdo de transdutores de sinais e na ativagao de moléculas
de transcri¢do (STAT), via JAK/STAT, importante para a fase tardia do efeito do PCI, e como
a via fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt) importante como papel

anti-apoptético no efeito classico (HAUSENLOY; YELLON, 2006).

O fator humoral € objetivo de estudo no dPCI. Uma das evidencias consiste na
observacdo de que a protecdo pode ser transferida de um animal que foi submetido a PCI a um
animal que nao foi exposto, através de estudo em coelho por transfusido de plasma entre estes

(DICKSON et al, 1999).

O fator neural também parece ser crucial na protecdo sist€mica, como
demonstrado por auséncia de prote¢cdo em animais com sec¢do de nervo femoral previamente

ao PCI em pata. Simulacdo de efeito do PCI com injecdo intraneuronal de adenosina e
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auséncia deste efeito com injecdo sistémica de adenosina. A administracdo de um antagonista

de adenosina promove a suspensao parcial do efeito protetor do PCI (DONG et al, 2004).

Outro estudo que suporta as vias humoral e neuronal demonstrou em
camundongos que o efeito do pré-condicionamento isquémico a distancia realizado em pata €
abolido pela oclusdo da veia femoral ou pela ressec¢do conjunta veia femoral e nervo ciitico

(LIM; YELLON; HAUSENLOY, 2010).

Os efetores locais parecem ser: proteina cinase dependente de guanosina
monofosfato ciclico (cGMP/PKG) (BURLEY; FERDINANDY; BAXTER, 2007); cinases de
resgate da lesdo por reperfusdo, que compreendem uma via que inclui o Akt e o sistema de
cinases reguladas por sinal extracelular ¥2 (Erk1/2), (HAUSENLOY; YELLON, 2007); e a via
do fator ativador de reforco de sobrevivéncia, que compreende o TNF-a e o STAT3

(LECOUR, 2009).
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6 CONCLUSOES

e O pré-condicionamento isquémico a distancia de pata traseira protegeu de forma

significativa a ototoxicidade induzida por cisplatina em ratos.

e O pré-condicionamento isquémico a distancia protegeu contra a toxicidade sistémica da

cisplatina através da avaliacdo do peso.

e O pré-condicionamento isquémico a distancia protegeu contra a alteragdo dos limiares

auditivos através do potencial auditivo evocado de tronco encefalico.

e A andlise histologica demonstrou lesdes induzidas por cisplatina em células ciliadas
externas e em estria vascular, mas ndo houve diferenca estatistica com os grupos

controle.

e A andlise por imunohistoquimica revelou que a otoprotecdo do dPCI na ototoxicidade da
cisplatina esta relacionado a modulacao, na estria vascular, do fator de necrose tumoral o

e da oxido nitrico sintase induzida.
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224
235

220
221

246

225
236
239
236
222
238
251

D3

D3

200
218
192
178

210
225

219
211

238

220
233
235
235
217
236
248

D4

D4

178
199
192
169

189
208

210
201

239

227
238
240
240
218
241
250
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CDDP +

Dpci
RATO
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
Grupo 4
GRUPO C +
Dpci
RATO
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

DO D1
224 222
237 234
217 203
222 223
237 231
251 238
222  otite média
202 201
238 228
230 217
207 202
DIA DO EXPERIMENTO
DO D1
220 240
212 234
211 239
230 Otite
Limar > 20
222 dB NA
245 273
236 261
222 Otite
242 Otite
224 249
229 250
218 Otite

D2

D1

ol

219
228
201
215

220
226

188
209
214
193

230
228
229

263
259

249
241

D3

D3

oli'e’

225
223
197
211

222
217

180
208
213
187

232
228
230

270
264

247
246

D4
230
217
188
206
214 (otite
externa)
206
X
173
Morreu
206
187
D4
238
224
232
X
X
264
263
X
X
256
246
X
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APENDICE B - LIMIARES DOS ANIMAIS POR PAETE NO INICIO E FIM DO
EXPERIMENTO NOS GRUPOS EM db NA

Grupo 1
GRUPO CDDP

rato

Grupo 2
GRUPO CONTROLE
Rato

Grupo 3
GRUPO CDDP + Dpci

SO0 JINWUN A~ WN

—

O 01O\ N Wi =

DIA DO EXPERIMENTO
DO

Otite média

10
10
5
5

10
5

60

DIA DO EXPERIMENTO
DO

Otite média

DIA DO EXPERIMENTO

10
10

D4

Excluido

Excluido (LIMIAR > 20)

D4

10
40
20
15

10
10



RATO

Grupo 4
GRUPO C + dPCI
Rato

— O 00NN R W

— —

—
SO0 IO N WD~

—_ =
N —

DO

Otite média

10
10

10

DIA DO EXPERIMENTO

DO

Otite média

Otite média

Otite média

Otite média

D4

otite média

X

Morreu

D4

b

X
X

cisto de CAE
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APENDICE C — ESCORES DA ANALISE DE MICROSCOPIA OPTICA DE ESTRIA
VASCULAR (EV) E DECELULA CILIADA EXTERNA (CCE) NOS DIVERSOS

GRUPOS.
Grupo 1
GRUPO CDDP

rato

Grupo 2
GRUPO CONTROLE
Rato

Grupo 3

SO0 JINWN B~WN =

—

O 01O\ N Wi =

ESCORES
CCE

Otite

Ma inclusao
Otite

ESCORES
CCE

Otite

Ma inclusao
Ma4 inclusao

S = OO

) o o

o o

EV

ol

EV

ol

[\ DO N -

—



GRUPO CDDP + Dpci
RATO

Grupo 4
GRUPO C + dPCI
Rato

— O 000NN B W

p— p—

p—
OO0 W=

—_
N —

ESCORES
CCE

Ma inclusao

Ma inclusao
Otite

Otite

Otite

ESCORES

CCE
Ma inclusao

Otite média
Otite média

Otite média
Otite média
Otite média

Otite média

o o

oS O

)

XX XX X

EV

ol

)RR X

[\
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APENDICE D — MEDIAS DOS PERCENTUAIS DE AREA IMUNOMARCADA POR
AREA TOTAL PARA TNF — o E iNOS NOS DIVERSOS GRUPOS

Grupo MEDIA DOS | MEDIA DOS
PERCENTUAIS PARA | PERCENTUAIS PARA
TNF - a iNOS

1 — CDDP 38,2033 17,3433

2-C 2,9100 3,1300

3 — CDDP + dPCI 4,5567 3,2466

4—C +dPCI 1,5750 6,4133




ANEXO — APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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