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Cisplatin-induced Introduction: Ototoxicity refers to cellular damage or function impairment developing in the
ototoxicity; inner ear in association with any therapeutic agent or chemical substance, and still represents
Eugenol; the principal side-effect restricting the use of cisplatin.

DPOAE; Objective: The aim of this study was to perform a biochemical, functional and histopathological
Oxidative stress; investigation of the potential protective effect of eugenol against cisplatin-induced ototoxicity.
8-Hydroxy-2'- Methods: The study was performed with 24 female Sprague Dawley rats. Distortion product
deoxyguanosine otoacoustic emissions tests were performed on all animals, which were randomized into four

equal groups. A single intraperitoneal dose of 15mg/kg cisplatin was administered to cisplatin
group, while the eugenol group received 100 mg/kg eugenol intraperitoneal for five consecutive
days. 100 mg/kg eugenol was administered to cisplatin + eugenol group for 5 days. On the third
day, these rats were received a single dose of 15mg/kg cisplatin. The control group was given
8mL/kg/day intraperitoneal saline solution for five days. The distortion product otoacoustic
emissions test was repeated 24 h after the final drug administration. All animals were sacrificed,
and the cochleas were subsequently used for biochemical and histopathological examinations.
Results: Cisplatin caused oxidative stress in the cochlea, impaired the cochlear structure and
significantly reduced signal noise ratio levels. Administration of eugenol together with cisplatin
reversed these effects and provided functional, biochemical and histopathological protection.
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PALAVRAS-CHAVE
Ototoxicidade
induzida pela
cisplatina;

Eugenol;

EOAPD;

Estresse oxidativo;
8-Hidroxi-2'-
deoxiguanosina

Introducao

Conclusion: The study findings represent the first indication in the literature that eugenol
may protect against ototoxicity by raising levels of antioxidant enzymes and lowering those
of oxidant parameters.

© 2018 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

A eficacia do eugenol contra a ototoxicidade induzida pela cisplatina

Resumo

Introdugdo: A ototoxicidade refere-se ao dano celular ou comprometimento da funcao da orelha
interna associado a qualquer agente terapéutico ou substancia quimica e ainda representa o
principal efeito colateral que restringe o uso da cisplatina.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi realizar uma investigacdo bioquimica, funcional e his-
topatologica do potencial efeito protetor do eugenol contra a ototoxicidade induzida pela
cisplatina.

Método: O estudo foi realizado com 24 ratos fémeas Sprague Dawley. Testes de emissoes
otoacusticas por produto de distorcdo foram realizados em todos os animais, os quais foram
randomizados em quatro grupos iguais. Uma Unica dose intraperitoneal de 15 mg/kg de cis-
platina foi administrada ao grupo cisplatina, enquanto o grupo eugenol recebeu 100 mg/kg de
eugenol intraperitoneal por cinco dias consecutivos. Foram administrados 100 mg/kg de eugenol
ao grupo cisplatina + eugenol durante 5 dias. No terceiro dia, estes ratos receberam uma dose
Unica de 15 mg/kg de cisplatina. O grupo controle recebeu 8 mL/kg/dia de solucdo salina intra-
peritoneal por cinco dias. O teste de emissdes otoacuUsticas por produto de distorcao foi repetido
24 horas apo6s a administracao final do medicamento. Todos os animais foram sacrificados e as
cocleas foram posteriormente utilizadas para exames bioquimicos e histopatologicos.
Resultados: A cisplatina causou estresse oxidativo na coclea, prejudicou a estrutura coclear
e reduziu significativamente os niveis da relacdo sinal/ruido. A administracao de eugenol jun-
tamente com a cisplatina reverteu esses efeitos e forneceu protecao funcional, bioquimica e
histopatologica.

Conclusé@o: Os achados do estudo representam a primeira indicacdo na literatura de que o euge-
nol pode proteger contra a ototoxicidade, eleva os niveis de enzimas antioxidantes e diminui
os niveis dos parametros oxidantes.

© 2018 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

se manifesta na forma de perda auditiva neurossensorial
irreversivel, progressiva e bilateral, particularmente em

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo
e uma fonte de graves repercussoes sociais. A prevaléncia
de cancer aumenta ininterruptamente, resulta no uso cres-
cente de agentes quimioterapicos.” Um importante agente
quimioterapico é a cisplatina [cis-diaminodicloroplatina
(1)]. Essa molécula consiste de um atomo central de platina
(Pt) divalente junto com quatro ligantes de pares de ato-
mos de cloro ou grupos amina na posicao cis." Desde a sua
descoberta, tem sido usada para tratar varios tipos de can-
cer. No entanto, efeitos colaterais como nefrotoxicidade,
neurotoxicidade e ototoxicidade limitam muito o seu uso.
A nefrotoxicidade pode ser evitada através da hidratagao
salina e da terapia com manitol, mas a neurotoxicidade e
a ototoxicidade ainda representam importantes fatores de
restricao.

A ototoxicidade refere-se a danos na orelha interna
caracterizados por perda auditiva transitoria ou perma-
nente. A ototoxicidade induzida pela cisplatina geralmente

altas frequéncias. Raramente essa perda é unilateral ou
assimétrica. O grau de perda auditiva é dose-dependente e
esta relacionado a frequéncia e ao método de aplicacdo.? Ja
que essa manifestacdo clinica resulta em sérios disturbios
de qualidade de vida e comunicagao social, varios agentes
tém sido usados para prevenir a ototoxicidade induzida pela
cisplatina. A caracteristica mais desejavel de tais agentes
€ que eles sejam capazes de reduzir o efeito ototoxico da
cisplatina, enquanto preservam sua eficacia antitumoral.
Vitamina E, N-acetilcisteina, dexametasona, resveratrol e a
uva-do-monte tém sido usadas para esse fim.>~” Entretanto,
nenhum deles demonstrou ter acdo protetora indiscutivel
contra a ototoxicidade induzida pela cisplatina. Atualmente
também nao ha agente recomendado para o uso rotineiro.
O eugenol é um fluido oleoso amarelado obtido da
planta do cravo (Eugenia caryophyllata), endémica em
varias partes do mundo. O 6leo ja demonstrou efeitos anti-
microbianos, analgésicos, anti-inflamatorios, antioxidantes,
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antimutagénicos e anticarcinogénicos.® A atividade antio-
xidante dos compostos do eugenol deriva de sua estrutura
metoxifendlica.’ Estudos tém demonstrado que a atividade
antioxidante do eugenol protege contra o dano tecidual oxi-
dativo em uma série de modelos experimentais. O eugenol é
nao toéxico, nao mutagénico e nao carcinogénico e é conside-
rado seguro pela Food and Drug Administration dos EUA.'°

Nossa pesquisa na literatura ndo identificou estudos pré-
vios sobre o efeito do eugenol na ototoxicidade induzida pela
cisplatina. O objetivo deste estudo foi, portanto, fazer uma
investigacao bioquimica, funcional e histopatoldgica sobre
o possivel efeito protetor do eugenol contra a ototoxicidade
induzida pela cisplatina.

Método

0 estudo foi aprovado pelo comité de ética da Ataturk Uni-
versity (n° E.1700283394-11:142). Os principios da diretriz
de cuidados e uso de animais de laboratorio (Care and Use
of Laboratory Animals Guideline) foram aplicados durante
todo o estudo. Vinte e quatro ratazanas fémeas Sprague
Dawley, de 250 a 300 g, foram alojadas em gaiolas especiais
com acesso ad libitum a racdo e agua durante o experi-
mento. As gaiolas foram mantidas em uma sala equipada
com sistema de iluminacao totalmente automatico, ajus-
tado para um ciclo de 12 horas de luz/12 horas de escuridao.
A temperatura era fixa a 23°C + 2° e a umidade em 45% +
50%.

0 eugenol foi fornecido pela empresa Sigma-Aldrich Che-
mical Co. e a cisplatina pela Kocak Farma Co. (Kocak,
Istambul, Turquia). No inicio do estudo, foi preparada uma
mistura anestésica com cloridrato de cetamina (Ketasol 10%,
Richter Pharma Ag, Wels, Austria) e xilazina (Alfazine 2%,
Alfasan International BV, Voerden, Holanda) em doses de
40 mg/kg e 5mg/kg, respectivamente, e administrada intra-
peritonealmente a todos os ratos para o exame otoscopico.
Em seguida o teste de emissoes otoacusticas por produto de
distorcao (EOAPD) foi feito com sondas apropriadas. Os 24
ratos foram entdao randomizados em quatro grupos de seis
animais cada. Um modelo experimental de ototoxicidade
foi estabelecido com uma dose Unica intraperitoneal (ip)
de 15mg/kg de cisplatina no grupo cisplatina (Grupo Cis).
O grupo eugenol (Grupo E) recebeu 100 mg/kg de eugenol
ip por cinco dias consecutivos. O grupo cisplatina + euge-
nol (Grupo CE) recebeu 100 mg/kg de eugenol ip por cinco
dias consecutivos. No terceiro dia do estudo, esses ratos
também receberam uma Unica dose ip de 15mg/kg de cis-
platina. O grupo controle (Grupo C) recebeu 8 mL/kg/dia de
solucao salina ip por cinco dias. O segundo teste de EOAPD
foi aplicado 24 horas ap6s a administracao final do farmaco,
novamente sob anestesia com cetamina + xilazina. Todos
os animais foram sacrificados apds o teste. As cocleas de
todos os ratos foram removidas apos a disseccao dos 0ssos
temporais. A coclea esquerda foi reservada para estudo his-
topatoldgico e a coclea direita para analise bioquimica.

Medida da EOAPD

O teste foi feito com um dispositivo Otometrics Madsen
Capella apds o exame otoscopico dos ratos sob anestesia
geral. Antes de cada teste, a sonda foi calibrada com

um sistema automatizado e colocada no meato auditivo
externo. Entao, a medida das EOAPD das orelhas bilaterais
foi feita em ambiente silencioso com sondas apropriadas.
As medidas consistiram de PDgramas. Foram especificadas
as intensidades de estimulos primarios L1 = 65dB e L2 =
55dB. Duas frequéncias, f1/f2 = 1,22, foram usadas para
obter a resposta mais forte. As medidas de PDgrama foram
feitas em oito frequéncias entre 2.002 e 10.000 Hz. Valores
da relacéo sinal-ruido (SNR, do inglés Signal-Noise Ratio)
iguais ou superiores a 3dB foram considerados positivos.

Andlise bioquimica

Apds a remocao das cocleas direitas, elas foram lavadas
com solucao salina fisiologica e armazenadas a -80°C até
a analise. No dia do estudo, cada tecido coclear foi moido
em nitrogénio liquido com um kit comercial Tissue Lyser ||
grinding jar (Qiagen, Hilden, Alemanha). Todas as amostras
de tecido foram homogeneizadas em tampao KCL 900 pL de
KCL 0,1M por 0,1¢g de tecido. O sobrenadante foi obtido
por centrifugacdao do homogenato a 4°C durante 30 min a
13.000rpm. Os niveis de malondialdeido (MDA) no homo-
genato foram determinados por espectrofotometria com a
presenca de acido tiobarbiturico, com o método descrito por
Ohkawa et al."" Os valores foram expressos como nmoL/mL.
A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi deter-
minada com o método descrito por Sun et al."” e expressa
como U/mL. A atividade da glutationa peroxidase (GPx)
também foi determinada por espectrofotometria de acordo
com a técnica descrita em outros trabalhos por Paglia e
Valentine'® e suas concentracbes foram expressas como
IU/L.

Andlise histopatolégica

Para a avaliacdo histopatologica, os tecidos cocleares
esquerdos foram fixados em solucao de formalina a 10% por
48 h. Ap6s amolecimento por 96 a 120 h em solucao de Osteo-
soft (Merc, HC313331, Alemanha) para descalcificacao, eles
foram lavados em agua corrente por 24h. Antes de serem
embebidos em blocos de parafina, os tecidos foram subme-
tidos a séries de alcool e parafina liquida. Se¢oes de 4 um
de espessura foram coletadas de cada bloco e transferidas
para laminas de vidro. Em seguida foram coradas com tri-
cromico de Masson e fotografadas. A presenca de lesoes foi
avaliada a microscopia Optica em uma escala semiquantita-
tiva: nenhuma (-), leve (+), moderada (++) e grave (+++).
No exame histopatologico semiquantitativo, a hiperemia na
estria vascular foi classificada de acordo com o diametro
do vaso: < 0,4-1pm (-), 1-2um (+), 3-5pum (++) € > 5um
(+++). A degeneracao nos ganglios espirais foi definida como
o numero de células degeneradas: 0 (-), 3-5 (+), 6-10 (++)
e > 10 (+++). O comprometimento estrutural e o nimero
diminuido de células ciliadas externas foram definidos como
o numero de células comprometidas: 0 (-), 3-5 (+), 6-10 (++)
e > 10 (+++).

Analise imuno-histoquimica

Para analise de imunoperoxidase, foram usadas laminas
adesivas (poli-L-Lisina). Apos a transferéncia das seccdes



The effectiveness of eugenol against cisplatin-induced ototoxicity

para essas laminas, elas foram submetidas a séries de xilol
e alcool, antes da desparafinizacdao e secagem. Seguiu-se
entdao uma lavagem em agua destilada por cinco minutos.
As seccdes foram expostas a calor em um micro-ondas, por
quatro vezes, durante cinco minutos cada, a recuperacao
antigénica (tampao citrato, pH 6,1) de modo a evitar o mas-
caramento do antigeno nuclear. Em seguida foram removidas
do micro-ondas e deixadas para esfriar por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apos esses procedimentos, foram
lavadas com agua destilada e secas. Uma caneta para vidro
foi entdo usada para delinear as areas ao redor da secao
de interesse. Elas foram lavadas por cinco minutos em
solucao tampao de fosfato (PBS), com pH de 7,2 e man-
tidas em H,0, 3% por 10 minutos para a inativacao da
peroxidase enddgena. Apos a lavagem em PBS por cinco a
10 min, os espécimes foram incubados por cinco minutos com
o bloqueio de proteina compativel com todos os anticor-
pos primarios e secundarios para a prevencao de coloracao
de fundo nao especifica. Apds a incubacdo, o excesso de
solucdo do bloco foi removido da superficie das laminas.
Os anticorpos primarios em PBS no grupo controle e em
8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) foram deixados ao
lado sem a aplicacao de procedimento de lavagem. Depen-
dendo do anticorpo primario em questdao, os espécimes
foram mantidos durante umahora a temperatura ambi-
ente ou durante a noite a +4°C. Foram lavados duas vezes
por cinco minutos com PBS e incubados durante 10-30
minutos a temperatura ambiente com anticorpos secunda-
rios biotinilados. As seccées foram novamente lavadas com
PBS e mantidas em estreptavidina-peroxidase durante 10-
30 min. Subsequentemente, foram lavadas novamente com
PBS da mesma maneira. No estagio seguinte, o cromogeno
3-3’diaminobenzidina (DAB) foi colocado nas seccoes, onde
permaneceu in situ por cinco a 10 minutos para absorcao
do cromoégeno. A coloracao de fundo foi fornecida com os
espécimes mantidos por um a dois minutos na hematoxi-
lina de Mayer. Os espécimes foram entdo lavados em agua
corrente e posteriormente submetidos a séries de alcool e
xilol, antes de serem cobertos e submetidos a analise em um
microscopio optico (Leica DM 1000). A positividade imunolo-
gica foi classificada como: nenhuma (-), leve (+), moderada
(++) ou grave (+++) e foram definidos como o nimero de
células positivas: 0 (-), 3-5 (+), 6-10 (++) € > 10 (+++).

Analise estatistica

Foi feita com o software SPSS 17.0. A analise das medi-
das das EOAPD e dos valores bioquimicos foi feita pelo
teste de Shapiro-Wilk e histogramas. A analise de variancia
(Anova) unidirecional foi usada para comparagcdes quando
estabelecida uma distribuicao normal e o teste de Kruskal-
-Wallis no caso de uma distribuicao nao normal. A analise das
variacdes entre os dados obtida através do exame histopato-
logico semiquantitativo também foi feita através do teste de
Kruskal-Wallis. O teste de Tukey foi usado para analise post
hoc quando aplicada a Anova e o teste U de Mann-Whitney
para comparacoes bidirecionais quando diferencas signifi-
cantes foram determinadas com o teste de Kruskal-Wallis.
Para todos os testes, p < 0,05 foi considerado estatistica-
mente significativo.

Resultados Bioquimicos
a
GPx (IUL) R -
R T
a
SOD (/L) n a
F:ﬁb
a
MDA (nmol/mL) i
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

| Grupo CE mGrupo E mGrupo C sGrupoC\sl

Figura 1 Resultados bioquimicos. As letras perto de cada
barra indicam a comparacao estatistica. Letras diferentes indi-
cam uma diferenca significativa ao nivel de p < 0,05, enquanto
letras iguais ndo indicam diferenca significativa.

Resultados

A analise bioquimica da coclea de ratos revelou um aumento
significativo nos niveis de MDA no grupo cisplatina quando
comparado ao grupo controle, enquanto diminuicoes signi-
ficativas foram observadas nas atividades de SOD e GPx.
Isso demonstra que a cisplatina causa estresse oxidativo na
coclea e que o estresse oxidativo pode ser um dos mecanis-
mos envolvidos na ototoxicidade. Os niveis de MDA, assim
como as atividades de SOD e GPx, foram semelhantes nos
grupos eugenol e controle. Os niveis de MDA foram signifi-
cativamente menores no grupo cisplatina mais eugenol em
comparagao com o grupo que recebeu apenas cisplatina.
Também nado encontramos diferenca significativa nos niveis
de MDA do grupo cisplatina mais eugenol quando compa-
rado ao grupo controle. Da mesma forma, as atividades das
enzimas SOD e GPx no grupo cisplatina mais eugenol foram
significativamente maiores do que no grupo que recebeu
apenas cisplatina, mas nenhuma diferenca significativa foi
estabelecida entre os grupos cisplatina mais eugenol e con-
trole. Esses achados mostram que a cisplatina causa estresse
oxidativo na coclea de ratos, mas a administracao de euge-
nol previne o estresse oxidativo. Os resultados da analise
bioquimica sdo mostrados na figura 1.

Nenhuma variacao significativa foi estabelecida entre os
valores da SNR em todos os PDgramas no primeiro dia do
estudo. Também nao houve diferenca significativa entre os
valores da SNR dos ouvidos direito e esquerdo em todos
os grupos nos dias 1 e 6. A comparacao dos resultados do
teste no sexto dia com aqueles do primeiro dia revelou uma
diminuicao significativa nos valores da SNR no grupo cispla-
tina. Os valores da SNR do grupo cisplatina no sexto dia
foram significativamente mais baixos do que os do grupo
controle. Isso mostra que a cisplatina leva ao dano funcional
na coclea do rato. Nao houve diferenca significativa entre
os valores da SNR nos ratos tratados com eugenol e os valo-
res do grupo controle ou valores do primeiro dia. Nenhuma
diferenca significativa foi também observada entre os valo-
res da SNR dos ratos que receberam cisplatina juntamente
com eugenol e os valores do grupo de controle ou os do
primeiro dia. Além disso, os valores da SNR do grupo cis-
platina mais eugenol foram significativamente mais altos
do que aqueles dos ratos que receberam apenas cisplatina.
Esses achados indicam que, com seu efeito ototoxico, a
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Resultados das EOAPD
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Figura 2  Resultados dos testes de EOAPD.

cisplatina reduziu os valores da SNR em todas as frequén-
cias, mas a administracao de eugenol em combinacao com
cisplatina impediu essa diminuicao nos valores da SNR. Os
resultados dos testes de EOAPD estao resumidos na figura 2.

O exame histopatologico revelou arquitetura normal
no o6rgao de Corti, estria vascular e ganglios espirais nos
grupos controle e eugenol (figs. 3 A-C). No entanto, o
grupo da cisplatina exibiu erosao significativa na estria
vascular, juntamente com degeneracdao e uma aparéncia
edematosa na camada de tecido conjuntivo das células
endoteliais. As células nervosas do ganglio espiral tam-
bém apresentaram degeneracao grave. Observou-se uma

morfologia comprometida nas células ciliadas externas do
orgao de Corti e o nUmero dessas células também diminuiu
significativamente devido a degeneracdo e necrose (p <
0,05) (fig. 3B). De forma significativa, uma quantidade
menor desses achados degenerativos e necroticos foi
observada no grupo Cis + eugenol (p < 0,05) e o eugenol
pareceu fornecer protecao expressiva contra eles (fig. 3D).
Os achados histopatoldgicos nos tecidos cocleares dos
diferentes grupos estao resumidos na tabela 1.

A coloracao com 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG)
foi feita para identificar dano oxidativo ao DNA sob a
perspectiva imuno-histoquimica. Nao foi observada imuno-
positividade para 8-OHdG nos grupos controle ou eugenol
(figs. 4A-C). A imunopositividade grave foi determinada
em células ganglionares espirais e células ciliadas exter-
nas no grupo cisplatina (fig. 4B). No grupo Cis + eugenol,
observou-se leve expressao de 8-OHdG em células gangli-
onares espirais e células ciliadas externas (fig. 4D). Houve
uma diminuicao significativa na expressao de 8-OHdG entre
os grupos Cis + Eugenol e cisplatina (p < 0,05).

Discussao

A ototoxicidade reflete o dano celular ou o compro-
metimento da funcdo que ocorre na orelha interna em
associacdo com qualquer agente terapéutico ou substancia
quimica. Um dos agentes terapéuticos produtores de
ototoxicidade é a cisplatina, amplamente usada como

Figura 3

Aspecto histopatoldgico da coclea, H&E, Barra: 50 um. A, grupo Controle. Estrutura histopatologica normal da coclea

(Seta, Estria Vascular; Ponta da flecha, células ciliadas externas). B, Grupo Cisplatina. Hiperemia, degeneracao e erosao na estria
vascular (setas), diminuicdo acentuada do numero de células ciliadas externas (pontas de setas). C, Grupo Eugenol. Estrutura
histopatologica normal da coclea (Seta, Estria Vascular; Ponta de seta, células ciliadas externas). D, Grupo Cisplatina+Eugenol:
Hiperemia leve na estria vascular (setas), estrutura histopatologica normal das células ciliadas externas com discreta diminuicdo

do nimero dessas células (Ponta de seta).
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Tabela 1 Achados histopatologicos da coclea

Grupo Controle

Grupo Eugenol

Grupo Cisplatina Grupo Cis+Eugenol

Hiperemia, degeneracao e necrose na —
estria vascular

Degeneracao nos ganglios espirais

Diminuicdo do nimero de células -
ciliadas externas com deformacao
estrutural

Imunopositividade do 8-OHdG —

— +++ ++

— +++

— +++

— +++ +

Figura 4

Exame imuno-histoquimico da cdclea, IP, Barra: 50 um. (A) Grupo Controle. Expressdo negativa do 8-OHdG nos ganglios

espirais. (B) Grupo Cisplatina. Imunopositividade acentuada do 8-OHdG nos ganglios espirais (seta). (C) Grupo Eugenol: Expressao
negativa do 8-OHdG nos ganglios espirais. (D) Grupo Cisplatina+Eugenol: imunopositividade leve do 8-OHdG em ganglios espirais

(seta).

agente quimioterapico. Estudos recentes relataram que
a cisplatina exibe seu efeito citotoxico através das vias
de sinalizacdo nuclear e citoplasmatica.’ Os mecanismos
moleculares capazes de explicar totalmente o efeito
citotoxico da cisplatina ainda nao foram identificados. No
entanto, estudos indicaram que o aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a reducdo no sistema
antioxidante, danos ao DNA, mudancas oxidativas em pro-
teinas e aumento da peroxidacao lipidica estdo envolvidos
no desenvolvimento de efeitos ototdxicos.’”> Usamos a
coloracao com 80HAG para revelar dano oxidativo ao DNA a
partir da perspectiva imuno-histoquimica. Foi identificada
imunopositividade importante em células ganglionares
espirais e células ciliadas externas no grupo cisplatina, o
que indicou a presenca de estresse oxidativo.

A coclea tem uma estrutura complexa que contém varios
tipos de células sensiveis a cisplatina. Os efeitos ototoxicos

induzidos pela cisplatina manifestam-se como danos as
células ciliadas externas, ao ligamento espiral, células de
suporte e na estria vascular e nas células ganglionares espi-
rais. A estrutura mais sensivel a cisplatina na orelha interna
é a célula ciliada. As células ciliadas externas no giro basal
da coclea sao as células mais afetadas. Isso explica por que
a perda auditiva que ocorre na ototoxicidade induzida pela
cisplatina envolve principalmente altas frequéncias. O dano
também pode envolver frequéncias mais baixas a medida
que o tratamento continua'. Em nosso estudo, o exame his-
topatoldgico da coclea no grupo cisplatina revelou erosao na
estria vascular, degeneracao e edema na camada de tecido
conjuntivo nas células endoteliais, degeneracao grave nas
células nervosas do ganglio espiral, comprometimento da
morfologia das células ciliadas externas do 6rgao de Corti,
juntamente com uma diminuicdo no nimero dessas células
devido a degeneracao e necrose.
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A coclea tem varios mecanismos de defesa contra efeitos
ototdxicos, os mais importantes sao os sistemas enzimaticos
antioxidantes, como a SOD, a catalase e a GPx. Sistemas de
protecdo, como receptores de adenosina, proteinas de cho-
que térmico e hemooxigenase-1 também estdo presentes.
Entretanto, o efeito protetor desses mecanismos €é limitado
e a morte celular ocorre quando o efeito ototoxico supera
o sistema de defesa enddgeno. O exame bioquimico em
nosso estudo mostrou niveis elevados de MDA e diminuicao
das atividades da GPx e SOD nos tecidos cocleares de ratos
que receberam cisplatina, o que também demonstrou o com-
prometimento do equilibrio oxidativo.

A ototoxicidade induzida pela cisplatina exibe efeitos cli-
nicos na fase inicial. Em termos clinicos, a ototoxicidade
se manifesta com achados de perda auditiva neuros-
sensorial simétrica, bilateral, progressiva, irreversivel e
dose-dependente. A EOAPD, uma técnica objetiva, rapida
e nao invasiva, € um teste amplamente usado para demons-
trar essa perda auditiva em estudos experimentais. Como a
EOAPD reflete a atividade das células ciliadas externas, ela
é eficaz até mesmo ao demonstrar danos ocorridos nos esta-
gios iniciais. O teste de EOAPD foi usado neste estudo para
mostrar o dano funcional surgido na céclea. O teste foi apli-
cado duas vezes em todos os ratos, nos dias 1 e 6. Em todas
as frequéncias, os valores da SNR foram significativamente
menores em ratos que receberam cisplatina do que os valo-
res da SNR no primeiro dia e aqueles do grupo controle. Isso
mostra que, com seu efeito ototdxico, a cisplatina causou
perda auditiva em todas as frequéncias estudadas.

Como a ototoxicidade é o efeito colateral mais impor-
tante que limita o uso da cisplatina na pratica clinica,
estudos tém investigado os potenciais efeitos otoprotetores
de varios medicamentos. Um agente otoprotetor ideal deve
fornecer protecéo confiavel sem comprometer o efeito anti-
tumoral da cisplatina. Também deve ter efeitos colaterais
minimos e ser de facil aplicacdo. Os agentes que receberam
a maior atencao nesse contexto sao os antioxidantes, que
eliminam os efeitos das ROS. O presente estudo investigou o
efeito otoprotetor do eugenol, com poderosas propriedades
antioxidantes conhecidas.

0 eugenol é um fluido oleoso amarelado obtido a partir
da planta do cravo que cresce em varias partes do mundo.
0 oleo tem demonstrado efeitos antimicrobianos, analgé-
sicos, anti-inflamatodrios, antioxidantes, antimutagénicos e
anticarcinogénicos.® Foi demonstrado que o uso de eugenol
juntamente com cisplatina ndo tem uma interacao medica-
mentosa negativa. Assim, em um estudo feito por Islam et al.
foi sugerido que, na combinacao de eugenol e cisplatina, o
eugenol potencializa as propriedades anticarcinogénicas da
cisplatina ao inibir a via do NF-kB."” Rao et al. investigaram
o efeito do eugenol contra a nefrotoxicidade induzida por
cisplatina e determinaram que ele protege contra a citotoxi-
cidade ao eliminar radicais livres.'® Binu et al. investigaram
o efeito terapéutico do eugenol contra a cardiotoxici-
dade induzida pelo arsénico. Eles relataram que o arsénico
aumentou os niveis de MDA, um marcador de peroxidacao
lipidica, através de seu efeito citotoxico, e reduziu os niveis
de GSH, o mais importante antioxidante endégeno nao enzi-
matico, no tecido cardiaco. Além disso, eles observaram que
o eugenol administrado por via oral a 5 mg/kg aumentou os
niveis de antioxidantes nos tecidos, regulou a peroxidacao

da membrana e normalizou a frequéncia cardiaca. Ao mesmo
tempo, eles relataram que os niveis de MDA diminuiram
como resultado da terapia com eugenol, enquanto os niveis
de GSH e GPx aumentaram. Com essas propriedades, eles
sugeriram que o eugenol é um agente citoprotetor que pre-
vine a peroxidacao lipidica e protege os sistemas antioxidan-
tes enzimaticos e ndo enzimaticos.'® Said et al. investigaram
a eficacia protetora do eugenol no dano cerebral induzido
pelo aluminio e descreveram o eugenol como um potencial
agente neuroprotetor devido as suas caracteristicas antio-
xidantes e antiapoptoticas.?’ Herrera et al. investigaram a
eficacia do eugenol contra a inflamagéo gengival e relataram
efeitos anti-inflamatoérios quando administrados em doses
baixas.?' No presente estudo, observamos um aumento dos
niveis de MDA no tecido coclear na ototoxicidade induzida
por cisplatina e diminuicao nas atividades da GPx e SOD. O
eugenol também reverteu esse efeito, preveniu o estresse
oxidativo e exibiu atividade otoprotetora. Também nao esta-
belecemos qualquer variacdo significativa apos o teste de
EOAPD entre os valores da SNR de ratos que receberam euge-
nol juntamente com cisplatina e os valores da SNR no grupo
controle e no primeiro dia. Esses achados mostram que o
eugenol previne o dano coclear relacionado a cisplatina.

Concluséao

Nossos achados demonstram, pela primeira vez na literatura
atual, que o eugenol pode proteger contra a ototoxicidade,
aumentar os niveis de enzimas antioxidantes e diminuir os
niveis dos parametros oxidantes. Sugerimos que o eugenol
pode ser uma opcao farmacolodgica contra a ototoxicidade
induzida pela cisplatina.
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Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) da
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