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Abstract

To understand how the DNA answers to external agents such as cisplatin may be relevant
to the diagnosis and treatment of hearing disorders caused by the administration of such drug.
Objectives: To investigate the cisplatin influence on the cochlea and DNA of guinea pigs. Material
and Methods: Experimental study carried out with 12 guinea pigs (Cavia porcellus). The inclusion
criterion was the presence of Preyer’s reflex and distortion-product otoacoustic emissions. Guinea
pigs were divided into two groups: Control Group (CG) - made up of six guinea pigs, to which we
administrated saline solution during six consecutive days, intraperitoneally; and a Study Group (SG)
- made up of six guinea pigs, to which we administrated cisplatin during six consecutive doses of
3mg/kg/day intraperitoneally. Twenty-four hours after the last administration of cisplatin the guinea
pigs were slaughtered, blood samples were collected and the cochleae were removed. Results: The
administration of cisplatin did not cause identifiable changes to the DNA. Histological analysis showed
changes in the organ of Corti and spiral ganglion. Conclusion: Cisplatin causes changes in cochlear
histology, such as the loss of the normal micro-cytoarchitecture of the organ of Corti, and reduction
of neurons of the spiral ganglion with cell alterations, however, DNA damage was not detected.

Resumo

Conhecer as respostas do DNA aos agentes externos como a cisplatina pode ser relevante para
o diagnostico e tratamento das alteracoes auditivas causadas pela administracio deste firmaco.
Objetivos: Verificar a influéncia da cisplatina sobre a coclea e o DNA de cobaias. Material e
Método: Estudo experimental executado com 12 cobaias (Cavia porcellus). O critério de inclusao
de cobaias na amostra foi a presenca de reflexo de Preyer e emissdes otoacusticas produto de
distorcao (EOAPDs). As cobaias foram dividas em dois grupos: Grupo controle (GC) - composto
de seis cobaias, as quais foi administrada solucio fisiologica por seis dias consecutivos, via intra-
peritoneal; Grupo estudo (GE) - composto por seis cobaias, as quais foi administrada cisplatina
em seis doses consecutivas de 3mg/kg/dia via intraperitoneal. Vinte e quatro horas apds a udltima
aplicagao de cisplatina as cobaias foram sacrificadas, foi coletada amostra sanguinea e as cocleas
foram removidas. Resultados: Administracao de cisplatina nao provocou alteracoes genotoxicas. A
analise histologica mostrou alteracoes no 6rgao de Corti e ginglio espiral. Conclusdo: A cisplatina
provoca alteragdes na histologia coclear como perda da microcitoarquitetura normal do 6rgao de
Corti e reducao dos neurdnios do ganglio espiral com alteracoes celulares. No entanto, nao foram
detectados danos genotoxicos.
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INTRODUCAO

A cisplatina € um quimioterdpico largamente uti-
lizado em adultos e criancas no tratamento de tumores
solidos com excelentes resultados, porém tem muitos
efeitos colaterais'?. A toxicidade da cisplatina é encontrada
nos rins, sistema nervoso central e/ou periférico, intestino,
medula 6ssea e também no orgao de Corti®.

Ao atingir o 6rgao de Corti, a cisplatina inicia sua
acao deletéria pelas células de sustentacao, seguida pelas
células ciliadas externas, principalmente nos giros médio
e basal, posteriormente estria vascular e nervo auditivo®.

Durante a administracio de cisplatina, ocorre um
bloqueio nos canais idnicos das células ciliadas externas,
impedindo a transducdo do estimulo e causando perda
auditiva’.

A cisplatina provoca alteracdes no sistema antioxi-
dante das células ciliadas externas da coclea®. Além disto,
ocorre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
0 que provoca a morte celular®. O estresse oxidativo ocor-
re quando had produc¢ao aumentada de radicais livres ou
quando os mecanismos antioxidantes estao prejudicados’.

O Ensaio Cometa tem uma ampla variedade de
aplicacoes, incluindo biomonitoramento humano, geno-
toxicologia e monitoramento ecologico, como ferramenta
para investigar danos e reparo ao 4cido desoxirribonuclei-
co (DNA) em resposta a uma série de agentes nocivos®.
Ainda fornece informacdes valiosas sobre as caracteristicas
intrinsecas do DNA de células individuais®.

Conhecer as respostas do DNA aos agentes exter-
nos, como a cisplatina, pode ser relevante para a pre-
vengao, diagnoéstico e tratamento das alteracdes auditivas
causadas pela administracio deste firmaco.

Assim, o presente trabalho objetiva verificar a
influéncia da cisplatina sobre a histologia da coclea e o
DNA de cobaias.

MATERIAL E METODO

Delineamento da pesquisa

Estudo experimental no qual foram estudadas 12
cobaias (Cavia porcellus), pela facilidade de manipulacio
e dissecacao coclear, além de manutencao simples e re-
sisténcia a infeccoes'®!.

Foram seguidas as diretrizes do Guia para os Cui-
dados e Uso de Animais de Laboratério do Colégio Bra-
sileiro de Experimentacio Animal (COBEA)", e também
os principios éticos e de biosseguranca.

O critério de inclusao de cobaias na amostra foi
a presenca de reflexo de Preyer (contracao do pavilhio
auricular frente a estimulo sonoro) e emissoes otoacusticas
produto de distor¢cio (EOAPDs).

Os farmacos utilizados no estudo foram:

- Cisplatina: concentracio de 1 mg/ml;

- Solucio fisiolégica de cloreto de sodio a 0,9%;

- Halotano.

As cobaias foram dividas em dois grupos:

Grupo controle (GC) - composto de seis cobaias,
as quais foi administrada solucao fisiologica de cloreto de
sodio a 0,9% por seis dias consecutivos, via intraperitoneal;

Grupo estudo (GE) - composto por seis cobaias,
as quais foi administrada cisplatina em seis doses conse-
cutivas de 3mg/kg/dia via intraperitoneal.

A audicao foi avaliada pela ocorréncia do reflexo de
Preyer e registro das EOAPDs antes do inicio e 24 horas
ap6s o encerramento das aplicacoes de cisplatina. Para
testar o reflexo de Preyer, foi percutido o agogd, campa-
nula grande, com intensidade superior a 90 dB. As cobaias
deveriam apresentar contracdo do pavilhdo auricular. Para
a avaliacio das EOAPDs, as cobaias foram sedadas com
halotano. O registro das EOAPDs foi feito com utilizacao
do aparelho de emissodes otoacusticas (EOAs) modelo
SmartEp da marca Intelligent Hearing Systems® (IHS).
Foram analisadas as emissoes otoacusticas nas frequéncias
de 500 Hz a 6000 Hz. Os resultados foram impressos para
andlise e comparacao.

O critério de integridade funcional da coclea foi a
presenca EOAPDs". As EOAPDs foram também avaliadas
pela comparacio dos valores médios da relacao sinal/
ruido por frequéncia no inicio e fim do experimento, a
fim de observar indicios de sofrimento precoce das células
ciliadas externas'.

A andlise dos danos ao DNA foi feita por meio do
Ensaio Cometa. Para tal, foi realizada coleta de amostra
sanguinea, pos-administracio de cisplatina.

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com o
método proposto por Singh et al."”> e modificado por Collins
et al.'. Todos os passos foram realizados sem luz direta
para prevenir danos adicionais ao DNA.

Foram preparadas duas laminas para cada cobaia,
onde foram contados 50 ntcleos por lamina. Ambas as
laminas foram analisadas por dois observadores inde-
pendentes. Para o indice de dano (ID), foi considerada a
média dos danos observados pelos dois analisadores para
100 nucleos por cobaia.

As células “cometa”, assim chamadas por terem
forma similar a um cometa, coradas com nitrato de prata,
foram analisadas em microscopio Optico normal e classi-
ficadas de acordo com o tamanho da cauda em relacio a
cabeca (Figura 1)%

+ Classe 0 (ID0): sem cauda (sem dano);

- Classe 1 (ID1): com uma pequena cauda menor
que o didmetro da cabeca;

- Classe 2 (ID2): com o comprimento da cauda entre
uma e duas vezes o didmetro da cabeca;

- Classe 3 (ID3): com uma cauda longa superior a
duas vezes o didmetro da cabeca;
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Figura 1. Classificacao do dano ao DNA das cobaias analisadas
(Fronza, 2010)"".

- Classe 4 (ID4): cauda longa e mais espalhada (em
forma de leque) do que a classe 3;

- Apoptose: auséncia de nucleo.

Ap6s a ultima aplicacido de cisplatina nas cobaias
do GE e solucao salina nas cobaias do GC, imediata-
mente apos a realizacio das EOAPDs, os animais foram
anestesiados com cloridrato de xilazina 2% e cloridrato
de cetamina 10% via intramuscular, e sacrificados pelo
método de decapitacio.

Seus ossos temporais foram rapidamente removi-
dos e abertos para a exposi¢cao da coclea, com corte no
cranio no sentido longitudinal mediano, estendendo-se
posteriormente a regido vestibulococlear.

Para evitar a destruicao das células por autdlise ou
bactérias e preservar a morfologia e a composicao dos
tecidos, as cocleas foram fixadas com formaldeido 4% em
solucao tamponada (pH 7,5). Ap6s a fixacao, foi realizada
a desidratacao, com banhos de concentracdo crescente de
etanol, de 70% até etanol puro (100%). Para a inclusio
em parafina, utilizou-se o xilol para que as pecas se tor-
nassem translicidas. Em seguida, colocou-se um pouco
de parafina fundida e deixou-se solidificar a temperatura
ambiente, formando-se um bloco com a céclea no seu
interior. Ap6s, os blocos foram seccionados por meio de
uma navalha de aco acoplada ao micrétomo, de onde se
obtiveram cortes de 6 a 8um de espessura. Foi utilizada
a coloracao dupla pela hematoxilina e eosina, que corou
as laminas em tons de azul e vermelho'.

Foi utilizado o microscopio 6ptico binocular da
marca Olympus modelo, CX40, para visualizacio do ma-
terial coclear e DNA.

Os resultados da microscopia optica foram fotogra-
fados e analisados.

O projeto foi aprovado pelo Comité Interno de Etica
em Experimentacao Animal da UFSM.

Anilise estatistica

A normalidade dos dados foi testada por meio do
teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual determina se a carac-
teristica estudada da amostra é oriunda de uma populacio
com distribuicio normal.

Quando testada a normalidade das variaveis em
estudo, verificou-se que todos os dados testados seguiram
uma distribui¢cio normal.

Foi utilizado o teste T-Student ao analisarem-se as
orelhas (direita e esquerda), a média de amplitude das
EOAPDs e Ensaio Cometa. Considerou-se como diferenca
significativa valores de p menores que 0,05 (p<0.05).

Para o calculo do indice de dano (ID), foi utilizada
a seguinte férmula de acordo com Cavalcanti et al.".

ID=0xn0)+(1xn)+Q2xn2)+B3xn3)+4x
n4), onde n = ndmero nucleos de cada classe analisada.

Desta forma, o indice de dano para 100 nucleoides
pode variar de zero (completamente sem danos 0 X 100)
a 400 (totalmente danificadas 100 X4).

Foi utilizado o coeficiente de correlacao de postos
de Spearman para correlacionar o indice de dano ao DNA.
O coeficiente p de Spearman varia entre -1 e 1. Quanto
mais proximo estiver destes extremos, maior serd a asso-
ciagao entre as variaveis. O sinal negativo da correlacao
significa que as varidaveis variam em sentido contrario. 0,70
(+ ou -) indica uma forte correlacio. Considerou-se como
correlacao significante ao nivel de 0,001.

RESULTADOS

As cobaias foram divididas em dois grupos: GC,
referente as cobaias que receberam soluco salina, e GE,
referente as cobaias que receberam cisplatina. Cada grupo
foi composto por seis cobaias.

Nio se verificou diferenca estatisticamente significa-
tiva entre o comportamento das orelhas direita e esquerda
quando analisadas pelo teste T-Student. Assim, os dados
obtidos de ambas as orelhas foram estudados em conjunto.

Verificou-se presenca do reflexo de Preyer e das
EOAPDs em todas as cobaias do GC e do GE, antes do
inicio da aplicacao de solucao fisiologica e cisplatina,
respectivamente, totalizando 24 orelhas.

Ap6s seis dias de aplicacao de cisplatina, quatro
cobaias do GE foram a 6bito. Foi possivel a remog¢ao das
oito cocleas para analise histologica e em uma delas foi
possivel coleta de sangue para andlise do DNA, bem como
nas cobaias restantes.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa
no Ensaio Cometa entre as cobaias do GC e GE (Tabela 1).

Nas cobaias do GC, a aplicacio de solugio fisio-
logica a 0,9% resultou em nenhum ou pouco dano ao
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Tabela 1. indice de dano ao DNA no grupo controle e no
grupo estudo.

, Controle Estudo
Indice de - - - - valor
Dano Média Desvio Média Desvio P
padrao padrao
IDO 41,37 2,76 39,58 3,41 0,420519
ID1 4,93 1,84 5,08 1,58 0,906553
ID2 1,72 0,72 2,66 0,28 0,073190
ID3 1,19 0,64 1,25 0,90 0,917171
ID4 1,59 1,20 2,33 0,72 0,371587
APOPTOSE 2,50 2,65 5,16 4,40 0,284619

(p-valor<0,005 ou p-valor menor que 5%).
ID: indice de dano.

DNA, isto €, houve correlacdo altamente negativa (-0,943*)
entre as variaveis IDO (sem dano, sem cauda) e ID1 (com
pouco dano, apresentando uma pequena cauda menor
que o diametro da cabeca) (*correlacao significante ao
nivel de 0,001).

Nas cobaias do GE, a aplicacio de cisplatina 3mg/
kg por seis dias consecutivos causou pouco dano ou dano
total ao DNA, isto €, houve correlacao altamente negativa
(-1,00%) entre as variaveis apoptose (totalmente danificada,
com auséncia de nicleo) e ID1 (com pouco dano, apre-
sentando uma pequena cauda menor que o didmetro da
cabeca) (*correlaciao significante ao nivel de 0,001).

O indice de dano ao DNA nas cobaias do GC (7,45%)
foi inferior ao das cobaias do GE (10,5%) (Figura 2).

12,00%

10,00%

8,00%

6,00%

H indice de dano ao DNA

4,00% -

2,00% -

0,00% -

Grupo controle Grupo Estudo

Figura 2. indice de dano ao DNA por grupo.

Nas cobaias do GC, que receberam solucio fisiolo-
gica de cloreto de sédio a 0,9%, a estrutura microscopica
da coclea em corte da base ao apice, mostrou as espiras
e o modiolo ao centro, dentro do qual encontram-se os
neurdnios do ganglio espiral (Figura 3); a estria vascular
sem alteracoes (Figuras 4 € 5); o ramo coclear com aspecto
normal, sem desmielinizacao (Figura 6); os neurdnios do
ganglio espiral sem alteracoes (Figura 6) e a membrana

vestibular de aspecto normal, retilinea e sem vacuolizacio
citoplasmatica (Figuras 7 e 8).

Figura 3. Estrutura microscépica da céclea de cobaia do GC em corte
da base ao apice, demonstra as espiras, o modiolo no centro, dentro do
qual encontram-se os neurénios do ganglios espirais. Aumento de 4x.
MO: Modiolo; EVE: Escala Vestibular; ETI: Escala Timpanica; DC: Ducto
Coclear; EV: Estria Vascular.

Figura 4. Estria vascular com aspecto normal sem alteracdes em cobaia
do GC. Aumento 40x. DC: Ducto Coclear; EV: Estria Vascular; LP: Lamina
Prépria; OT: Osso Temporal.
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Figura 5. Estria vascular sem vacuolizacao em cobaia do GC. Aumento
40x. MV: Membrana Vestibular; EVE: Escala Vestibular; DC: Ducto
Coclear; EV: Estria Vascular.

Figura 6. Inicio do ramo coclear demonstrando aspecto normal e sem
desmielinizacao em cobaia do GC. Aumento 10x. OT: Osso Temporal;
GE: Ganglio Espiral; RC: Ramo Coclear.

Nas cobaias que receberam cisplatina (GE), veri-
ficou-se extensa perda da microcitoarquitetura normal
do orgao de Corti (Figura 9): células ciliadas externas e
internas sem definicao (Figura 9); auséncia de membrana
tectoria (Figura 9); auséncia completa do 6rgiao de Corti
em espira média da coclea (Figura 10); alteracdes genera-
lizadas nas células da estria vascular, sem definicio celular
(Figura 11); membrana vestibular descontinua e muitas
células nao exibindo o nucleo (Figura 11); neurdnios do
ganglio espiral esparsos e com alteracoes celulares, como
a auséncia de nucleos (Figura 12).

Figura 7. Membrana de vestibular sem vacuolizagéo, integra e retili-
nea em cobaia do GC. Aumento 40x. MV: Membrana Vestibular; MB:
Membrana Basilar; GE: Ganglio Espiral.

Figura 8. Membrana de vestibular sem vacuolizagao, integra e retili-
nea, em cobaia do GC. Aumento 10x. MV: Membrana Vestibular; MT:
Membrana Tectéria; EVE: Escala Vestibular; ETI: Escala Timpanica;
DC: Ducto Coclear.

DISCUSSAO

Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos no teste Ensaio Cometa (Tabela 1). De
fato, a cisplatina nfo produz danos detectaveis pelo En-
saio Cometa, devido a producao de ligacdes cruzadas que
interferem na migracao do DNA-,
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Figura 9. Extensa perda da microcitoarquitetura normal do érgao de
Corti, células ciliadas externas e internas sem definicdo. Auséncia
de membrana tectéria em cobaia tratada com cisplatina na dose de
3mg/kg por seis dias consecutivos. Aumento 40x. MV: Membrana
Vestibular; EVE: Escala Vestibular; ETI: Escala Timpanica; DC: Ducto
Coclear; OC: Orgéo de Corti.

Figura 10. Auséncia completa do 6rgao de Corti em espira média da
coclea de cobaia tratada com cisplatina na dose de 3mg/kg por seis
dias consecutivos. Aumento 40x. MV: Membrana Vestibular; EV: Estria
Vascular; OC: Orgao de Corti.

Para a anilise do DNA nas cobaias do GC, houve
correlacao altamente negativa entre as variaveis ID0 e ID1.
Quanto maior o ID0O, menor ID1 e vice-versa, isto €, ndo
ha indices elevados de dano ao DNA nas cobaias do GC.

Ja nas cobaias do GE, houve correlacao altamente
negativa entre as variaveis apoptose e ID1, ou seja, a
medida que aumenta o nimero de apoptose, diminui o
ID1 e vice-versa, com isso € possivel verificar que, nas
cobaias do GE, ha baixo indice de dano ao DNA, ou a
célula estd destruida. Slattery & Warchol® verificaram que
o tratamento com cisplatina causa apoptose das células
ciliadas auditivas e vestibulares.

Figura 11. Alteracoes generalizadas nas células da estria vascular,
sem definicao da organizacao celular e aspecto da membrana ves-
tibular de cobaia tratada com cisplatina na dose de 3mg/kg por seis
dias consecutivos. Aumento 40x. MV: Membrana Vestibular; EV: Estria
Vascular; OC: Orgao de Corti.

Figura 12. Aspecto dos neurdnios do ganglio espiral de cobaia tratada
com cisplatina na dose de 3mg/kg por seis dias consecutivos. Aumento
40x. GE: Géanglio Espiral.

Verificou-se que o indice de dano ao DNA foi
baixo tanto nas cobaias do GC como nas cobaias do GE.
Nas cobaias do GC, o indice de dano encontrado foi de
7,45% (Figura 2). Nas cobaias do GE, o indice de dano
foi de 10,5% (Figura 2). Foi possivel verificar um peque-
no aumento no indice de dano ao DNA nas cobaias que
receberam cisplatina.
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Nas cobaias do GC, administrada solugio fisiologica
salina 0,9%, verificou-se que a estrutura microscopica da
coclea em corte da base ao dpice demonstra as espiras,
o modiolo no centro, dentro do qual encontram-se os
neurdnios do ganglio espiral (Figura 3), estria vascular
com aspecto normal sem alteracoes (Figura 4 e 5), ramo
coclear com aspecto normal, sem desmielinizacao (Figura
6) e neurdnios do ginglio espiral sem alteracoes (Figura
7), membrana vestibular de aspecto normal, retilinea e sem
vacuolizac¢ao citoplasmatica (Figura 7 e 8). Outros estudos
também nao constataram alteracao histologica nos grupos
nio tratados com cisplatina®?.

A baixa qualidade das laminas histolégicas dificul-
tou as andlises. Os blocos foram feitos com parafina, para
que a qualidade das laminas fosse alta; o ideal seriam
blocos de resina. No entanto, este material nao estava
disponivel.

Nas cobaias que receberam cisplatina, houve alte-
racoes generalizadas nas células da estria vascular, com
auséncia de defini¢ao celular (Figura 11). A estria vascular
é um dos alvos principais da cisplatina na céclea”®. No
entanto, Cardinaal et al.*® ndo verificaram alteracdes na
estria vascular de cobaias que receberam cisplatina por
oito dias consecutivos, tanto com a menor dose diaria (0,7
mg/kg/dia) como na dose didria mais elevada (2,0mg/kg/
dia). Outros experimentos também niao encontraram ne-
nhum efeito histologico na estria vascular (dose de 2mg/
kg/dia por 4, 6 e 8 dias consecutivos)? . Assim, € possivel
inferir que a dose capaz de causar lesdo na estria vascular
é maior que 2,0 mg/kg/dia.

Nas cobaias do GE, os neurdnios do ganglio espiral
mostram-se esparsos e com alteracdes celulares, como a
auséncia de nucleos (Figura 12). Tais achados concor-
dam com Cardinaal et al.**, que encontraram mudancas
morfologicas nas células do ganglio espiral, como vacuo-
lizacao citoplasmatica. Outros estudos também relatam
alteracdes no ganglio espiral?®. Nota-se que o ganglio
espiral € um dos alvos principais das alteracoes causadas
pela cisplatina?®.

Nas cobaias que receberam cisplatina (GE), dose
de 3mg/kg por seis dias consecutivos, verificou-se extensa
perda da microcitoarquitetura normal do 6rgao de Corti
(Figura 9), células ciliadas externas e internas sem defini-
¢ao (Figura 9), auséncia de membrana tectéria (Figura 9),
auséncia completa do 6rgiao de Corti em espira média da
coclea (Figura 10). Estes achados corroboram os de Cardi-
naal et al.*®, que mostram perda grave de células ciliadas
externas, em especial no giro basal e médio da coclea.
Outros estudos também mostram alteracoes no 6rgao de
Corti, com extensa lesao nas células ciliadas externas® .
No entanto, relatam que o giro basal € o mais afetado”.

Apesar de a cisplatina ndo causar alteracdes geno-
toxicas estatisticamente significantes identificaveis pelo

Ensaio Cometa, foi possivel observar alteracoes na histolo-
gia coclear. Tais achados corroboram outros estudos, que
relatam a producio de ligacdes cruzadas que interferem
na migracdo do DNA no Ensaio Cometa®%. Assim, supoe-
se que a cisplatina provoca alteracdes no mecanismo
antioxidante celular. O mecanismo de ototoxicidade da
cisplatina deve-se a alteracdes no sistema antioxidante das
células ciliadas externas da coclea’. Além disso, ocorre a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que
provoca a morte celular®. Van Ruijven et al.? demonstraram
a presenca de DNA-platinado nos nucleos da maioria das
células no 6rgao de Corti ap6s administragao de cisplatina.
Assim, a cisplatina forma ligacdes cruzadas com o DNA,
o que impede a migracio do DNA no Ensaio Cometa. No
entanto, a cisplatina diminui a capacidade antioxidante
das células, provocando a morte celular, o que causa as
alteracoes cocleares identificadas na andlise histologica.

CONCLUSAO

A cisplatina provoca alteracoes na histologia coclear,
como perda da microcitoarquitetura normal do 6rgao de
Corti e reducao dos neurdnios do ganglio espiral com
alteracoes celulares. No entanto, nao foram detectados
danos genotoxicos.
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