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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

O uso de Maytenus ilicifolia
na prevencao da ototoxicidade
induzida pela cisplatina

Cristiane Akemi Kasse’, Oswaldo L M Cruz? Luis C
N Iba’ Henrique O Costa®, Elaine C Lopes’, Fldvia
Coelbo®

Resumo

Mytenus ilicifolia é uma planta sul americana apre-
senta varias propriedades medicinais, entre elas, a acao
antioxidante. Objetivo: Por meio de um modelo original de
ototoxicidade induzida pela cisplatina, verificar uma possivel
acio otoprotetora do extrato aquoso desta planta. Material e
método: Estudo clinico e experimental com cobaias fémeas,
albinas divididas em 5 grupos: 9 animais recebendo somente
3 doses de 7,5mg/kg/d do protocolo de cisplatina, 4 animais
somente com o extrato, 10 animais com cisplatina e 1g/kg/d
de extrato por 8 dias, 5 animais com cisplatina e 3g/kg/d
do extrato por 8 dias e 5 animais recebendo extrato por 3
semanas e cisplatina na ultima semana. Os exames foram
emissoes otoacustica por produtos de distor¢io, potencial de
tronco encefilico pré e apos administracao de cisplatina e,
microscopia eletrénica de varredura. Resultados: Os animais
que receberam a cisplatina com o extrato, independente da
dose, obtiveram alteracoes em todos os testes, com lesdes na
regido basal na microscopia eletrdnica. Conclusdo: Apesar
do efeito antioxidante da Maytenus ilicifolia, ela nao foi su-
ficiente para bloquear o efeito ototoxico da cisplatina.

The use of Maytenus ilicifolia
to prevent cisplatin-induced
ototoxicity

Palavras-chave: maytenus, radicais livres, toxicidade de
drogas.
Keywords: maytenus, free radicals, drug toxicity.

Summary

Mytenus ilicifolia is a native plant from South America,
with several medicinal properties including antioxidant
effects. Aim: using an original cisplatin induced ototoxicity
model, we evaluated a possible otoprotection caused by
Maytenus ilicifolia extract. Materials and methods: clinical
and experimental study design with female albino guinea pigs
divided in groups as follows: 9 animals receiving cisplatin
only (three doses of 7.5mg/kg/day), 4 animals receiving
the plant extract only, 10 animals receiving the cisplatin
protocol and 1g/kg/day of extract for 8 days, 5 animals with
cisplatin and 3g/kg/day of extract for 8 days, and 5 animals
receiving extract for 3 weeks and cisplatin in the last week.
The tests were distortion product otoacoustic emissions,
brainstem auditory response, before and after medication and
scanning electron microscopy. Results: the animals receiving
cisplatin plus plant extract, had alterations in all the tests,
showing lesions on the basal cochlear region under electron
microscopy. Conclusions: Despite of the plant extract’s
antioxidant effect, it was not sufficient to protect the cochlea
against cisplatin ototoxicity.
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INTRODUCAO

O grande desafio da Otologia neste século € o estu-
do e o tratamento das disacusias sensoriais, cada vez mais
freqiientes, devido a exposicio aos ruidos, envelhecimen-
to, provocado por medicamentos etc. Os estudos recentes
com plantas medicinasdespertaram um grande interesse
em nosso grupo na busca de alguma propriedade otopro-
tetora para atenuar ou bloquear as lesodes cocleares.

A Maytenus ilicifolia € uma planta da nativa de mui-
tas partes da América do sul e sudeste do Brasil, com varias
possiveis acoes medicinais como analgésica, antiinflamato-
rial, antitumoral, antiulcerosa? e antioxidante?. Escolhemos
a Maytenus ilicifolia para verificar uma possivel acio oto-
protetora, pelo fato de apresentar propriedades antioxi-
dantes (presenca de flavonéides e de agentes alcaloides)*’,
baixo efeito colateral no homem,minimizando acoes
toxicas de diversos agentes®®,

Para provocar as lesdes na coclea, escolhemos a
cisplatina, um importante quimioterapico para combate
de tumores solidos, em adultos e criancas, que provoca
lesdao auditiva, as vezes de modo irreversivel, além de ser
nefrotoxico’, com efeitos colaterais gastrointestinais e neu-
rolégicos importantes'™!!. A cisplatina lesa varias estruturas
da coclea, desde as células ciliadas, células de suporte,
estria vascular e nervo auditivo'*!?. O mecanismo de acao
da cisplatina é a produciao de radicais livres, interferindo
sobre o sistema antioxidanteda célula, acarretando a morte
celular'®. O grau de lesio depende da dose administrada e
de sua via'2. Testamos alguns protocolos de ototoxicidade
em cobaias'>". Nao observamos o grau de lesao referido
em alguns destes'’ou houve um alto indice de mortalidade-
com as doses propostas para desencadear aototoxicidade!.
Por esta razao, desenvolvemos um protocolo original no
qual obtivemos lesoes nos trés giros da coclea, ratificado
pelos exames de produtos de distor¢ao das emissoes oto-
acustica (PDEOA), potencial evocado auditivo de tronco
encefilico (PEATE) e microscopia eletrOnica de varredura
(ME), com menor indice de letalidade. A dose ideal foi
de 22,5 mg/kg, intraperitoneal, dividida em 3 doses, com
espaco de 5 dias entre a primeira e a segunda dose e de
1 dia entre as ultimas doses'®.

O objetivo deste estudo foi verificar a possivel acio
otoprotetora do extrato aquoso da Maytenus ilicifolia
em cobaias tratadas com cisplatina por meio de estudos
funcionais.

METODOLOGIA

Estudo clinico e experimentalcom a aprovacio do
comité de ética da universidade (Nimero 1461/04). Os
animais escolhidos foram as cobaias fémeas albinasentre
3 a 4 meses de vida, pesando entre 350 a 450g. A esco-
lha do peso, da auséncia de pigmentaciao e do género,
baseou-se na observacio clinica e dados da literatura®,

relacionados 2 sensibilidade, a ototoxicidade pela cispla-
tina, maior sobrevida dos animais e uniformidade nas
respostas dos exames. Todos os animais eram saudaveis
€ com otoscopias normais.

Obtencao do Extrato Aquoso (EA) de Maytenus ilicifolia

A Maytenus ilicifolia foi fornecida pelo Centro de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas onde a espé-
cie é cultivada, pelos Drs. Pedro Mellilo Magalhaes e lio
Montanari Jr., sob condi¢des agrondmicas controladas:
fertilidade do solo, umidade, radiacao solar, temperatura,
herbivora e poluic¢io do solo.

O po6 das folhas de Maytenus ilicifolia foi extraido
por infusio (5%, 50 g/l em agua durante 30 minutos a
temperatura de 73°C. O infuso obtido foi filtrado, concen-
trado até 150 ml em rota evaporador sob vicuo a 50°C e
liofilizado dando origem EA de Maytenus ilicifolia.

Avaliacao da funcao auditiva

Todos os animais foram submetidos aos exames
de PEATE e PDEOA com a intencdo de se mensurar o
limiar auditivo e a integridade das células ciliadas externas
(CCEs), realizados com aparelho Bio-logic, modelo Navi-
gator-Pro e Audix. As cobaias foram sedadas com xilazina
(10 mg/kg) e cloridrato de ketamina (40 mg/kg).

O ambiente era acusticamente adequado e os ele-
trodos foram posicionados na regiao mastoidea de cada
orelha a ser examinado e no vértice da cabeca, com os
fones de ouvido nas orelhas correspondentes.

O estimulo do PEATE foi do tipo click, monocanal,
com filtro entre 0.1 a 1,5 kHz, 10,66ms de janela, dura¢io
do click de 100ms, a taxa do estimulo foi de 13,3 vezes
por segundo, ganho em média de 50.000, visualizado pelo
osciloscopio. As freqiiéncias analisadas foram de 1 a 3 khz.
Limiar definido como a menor intensidade que reproduz
os tracos de deflexao das ondas. As respostas foram de-
terminadas em SPL (nivel de pressio sonora).

Utilizamos a PDEOA por ser um exame alta-
mente sensivel para lesdbes em CCEs provocadas pela
cisplatinal5,16. Analisamos as respostas nas freqiéncias
de 500, 1, 2, 3,4 e 8 kHz, com intensidade de L1 e L2
de 65 a 55 SPL, respectivamente e relacio F1/F2 de 1,2.
Uma sonda responsavel pela emissio dos sons (f1 e f2)
posicionada na orelha analisada até obtermos a resposta.
Comparamos os parimetros de ruido de fundo (NF) e a
resposta (DP) e analisamos a diferenca entre ambos (DP-
NF) antes e depois do tratamento.

As cobaias com alteracoes préviasem algum dos
testes foram automaticamente excluidas.

Estudo com microscopia eletronica de varredura
Realizamos a microscopia eletronica de varredura

nos animais, para exemplificar as lesdes provocadas pela

cisplatina nas CCEs, principalmente no giro basal'® e obser-
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var as possiveis alteracoes morfologicas naquelas tratadas
com o extrato aquoso.

Apo6s o término da medicacao, as cobaias foram
sacrificadas através da injecao letal de anestésico (keta-
mina), decapitadas e as cocleas dissecadas por técnica
microcirurgica.

Fixamos a coclea através da técnica de perfusio,
com soluco de glutaraldeido 2,5%, tamponado com ace-
tato até pH 7, 4, por 24 hs, sendo injetado também através
da janela redonda uma quantidade suficiente para saida da
perilinfa pelo dpice. A seguir o material foi colocado em
solucio tampao de cacodilato de sédio 0,1 M, ph 7,2 por
12 horas. Seguimos para a etapa da desidratacio com eta-
nol em aumento gradual de concentracio de 50% a 100%,
sendo cada etapa com duracao de 30 minutos. Realizamos
o ponto critico por 60 minutos e banho de ouro por 1
hora. As amostras foram colocadas nos suportes e fixadas
com esmalte e visualizadas no aparelho JEOL modelo 5300
de ME, na magnitude de 1500 a 2000X. Observamos as
trés camadas de CCEs e uma camada de células ciliadas
internas (CCIs), nos trés giros e meio, escolhemos as areas
com menos artefato e com menos perda de tecido. Os
giros foram colados separadamente e as dreas de dificil
visualizacio foram desprezadas.

Tratamentos

Os grupos foram divididos conforme o esquema
abaixo:

Grupo 1: 10 cobaias (20 orelhas) com 3 doses de
cisplatina (7,5 mg/kg/d), no 12, 52 e 62 dias.

Grupo 2: 10 cobaias (20 orelhas) utilizando somente
o EA 3 g/kg/d por 7 dias.

Grupo 3: 10 cobaias (20 orelhas) utilizando 1 g/kg/d
do EA por dia por 7 dias e 3 doses de cisplatina.

Grupo 4: 5 cobaias (10 orelhas) utilizando 3 g/kg/d
do EA por dia por 7 dias e 3 doses de cisplatina.

Grupo 5: 5 cobaias (10 orelhas) com 3 semanas de
EA 1g/kg/d e 3 doses de cisplatina na dltima semana.

As cobaias foram sacrificadas 24 horas apés a ulti-
ma dose da cisplatina. A administracio do extrato foi via
oral, com jejum prévio de 4 horas, uma vez ao dia, com
inicioum dia antes da primeira dose de cisplatina.

Realizou-se o PEATE e o PDEOA antes do inicio da
medicacao e 24 horas apos a ultima dose administrada.
O ganho e a perda ponderal também foram anotados.
Comparamos os resultados pré e pos-tratamento.

Metodologia estatistica

Analisamos os dados de cada orelha de cada co-
baia, separadamente, como se fosse um dado isolado
e depois os agrupamosem grupos, pois cada uma das
orelhas apresentou uma resposta com um valor diferente
nos testes, variacao interindividual, dentro da normalidade,
principalmente no PDEOA.

Aplicamos o teste de ANOVA para analisar os dados
dos resultados obtidos no teste de PEATE, com nivel de
significancia de 5%. Para analisar os resultados do teste
de PDEOA, utilizamos o teste qui-quadrado com o mesmo
valor de significancia.

RESULTADOS

PDEOA

Os dados das médias das diferencas dos valores do
DP antes e ap0s o tratamento, com a aplicacao do teste
estatistico, estao inseridos na Tabela 1. O grupo tratado
somente com o EA (grupo 2) apresentou em todos os
valores das frequiéncias, diferencas estatisticamente signi-
ficantes (p<0,001) em rela¢io ao grupo tratado somente
com cisplatina (grupo 1). Observamos que somente nas
freqiiéncias (GM-geometric mean)de 72006, 5434 e 2730
houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com
o EA e a cisplatina (grupos 3,4 ¢ 5) emcompara¢ao com
o grupol (somente cisplatina), porém nas outras 5 frequ-
éncias nao observamos esta diferenca.

Tabela 1. Média dos valores do DP-NF pré menos DP-NF apés tratamento em cada grupo de acordo com a média geométrica das freqiiéncias

(GM).
Frequéncias (GM)

Grupos 7206 5434 3616 2730 1818 1352 886 676
1 37,33 35 15,5 23 18 4 7,67 7
2 -11.6 -2.1 -1.5 -4.6 -0.9 -1.4 4.2 -1.2
3 52,0 40,0 31,0 21,3 16,3 19,3 1,5 10,0
4 28,0 21,6 22,3 16,0 21,0 4,0 24,0 6,7
5 18 23,10 20,5 28 21 6,67 14 7,7
p < 0.001 0.018 0.14 0.001 0.694 0.40 0.572 0.230

I
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PEATE

Os resultados dos exames pré e pds-medicacio
estao inseridos na Tabela 2, considerando a média (M) e
o desvio-padrao (DP).

O grupo 1 apresentou um aumento importante dos
limiares ap6s a medicagdo, em comparacao com o grupo
que somente usou o EA (grupo 2) e este dado foi estatisti-
camente significante (p<0,001). Analisando os valores das
respostas dos grupos 3,4 e 5 (grupos com cisplatina e EA)
com o grupo 1 (somente cisplatina), obtivemos o p=0,31,
sem diferenca estatisticamente significante.

Tabela 2. Valor médio e DP do PTE antes e depois do tratamento,
sendo M (média) e DP (desvio padrao).

Grupos
1 2 * 3** 4** 5**
Média 90 42 98 89 91
DP 16,8 7 14 11 15
n 18 10 20 10 10

*p < 0.001(grupo 1 x grupo 2) ** p= 0,31 (grupo 1 x grupos 3,4,5)

Microscopia eletronica de varredura

Quanto as alteracdes morfologicas na microscopia
eletronica de varredura em algumas cobaias, observamos
lesdes severas (mais de 70% de perda de CCEs)e totais
(100% de perda de CCEs),nos giros médio eprincipal-
mentebasal, nas cobaias que foram tratadas somente
com cisplatina (Figura 1). As cobaias tratadas com o EA,
independente da dose, apresentaram lesdes severas,com
conservacao de algumas CCEs.

A Figura 1 representa uma foto de ME de uma
cobaia do grupo 1 em que se observa uma extensa lesao
das CCEs no giro basal. A Figura 2 representa a ME das
CCEs de uma das cobaias do grupo 2 em que as estruturas
estao preservadas.

Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura de um animal do grupo
1. Observa-se extensa lesédo nas CCEs, na porgdo basal da céclea.
Escala = 10uM. Magnificagao de 1500X.

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de um animal do grupo
2. Observa-se preservacao dos cilios das CCEs, na porgao basal da
coclea. Escala = 10uM. Magnificacéo de 2000X.

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de um animal do grupo 3
(tratado com cisplatina e EA), com lesao extensa das CCEs, na porgao
basal da céclea. Escala = 10uM. Magnificagao de 2000X.
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Figura 4. Microscopia eletronica de varredura de um animal do grupo
4 (tratado com cisplatina e EA- 3g/d), com lesdo menos intensa das
CCEs, na porcao basal da coclea. Escala = 10uM. Magnificagao de
2000XMaytenus ilicifolia na prevencao da ototoxicidade induzida pela
cisplatina.
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As Figuras 3, 4 e 5 sao imagens das CCEs no giro
basal de cobaias dos grupos 3, 4 ¢ 5 com uma grande
area de perda de células ciliadas, preservacao de algumas
células edeformacao de suas estruturas.

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura de um animal do grupo
5 (tratado com cisplatina e EA por 3 semanas), com lesao extensa
das CCEs, na porgao basal da céclea. Escala = 10uM. Magnificagao
de 2000X.

Condicdes clinicas e peso

As cobaias tratadas conjuntamente com EA nio fica-
ram com a pelagem ericada, nao diminuiram a ingesta de
agua e alimento, eram mais ativas e o aspecto fisico final
era melhor. A excecdo foi observada somente naquelas
tratadas por trés semanas (Tabela 3).

A mortalidade do grupo que usou somente cispla-
tina (grupo 1) foi de 50%, os grupos 2, 4 e 5 nio apre-
sentaram mortalidade e o grupo 3, 20% dos animais nao
sobreviveram acima de 5 dias.

dacio “in vitro”,por meio da producio de espécies reativas
(agentes antioxidantes)em cérebro de ratos.

Oliveira et al.??, através do estudo de hemdcias e
proteinas do plasma, com tecnécio radioativo, também
sugeriram a presenca de agentes antioxidantes no extrato
da planta.

Melo et al.?® induziram a producio de radicais livres
em bactérias do tipo E. Coli apds serem tratados com SnCl2
e compararam a Maytenus ilicifolia com a Cymbopogon
citratus e a Baccharis genistelloides quanto as suas proprie-
dades antioxidantes. A Maytenus foi superior emrelacio
as outras plantas.

Neste trabalho, o EA de Maytenus ilicifloiafoi admi-
nistrado em doses de 1g/d por 8 dias e 3g/d por 8 dias,
24 horas antes e junto com a cisplatina, para verificar a
possivel acao otoprotetora da planta, através do seu me-
canismo de acao antioxidante.

Independente da dose administrada de EA, a me-
dicacao nao bloqueou a agressivalesaioproduzida pela
cisplatinanas CCEs, confirmados pelos testes auditivos.
Apesar de os resultados do teste dePDEOA mostra-
rem respostasestatisticamente significantes emalgumas
freqiiéncias,em relacao ao grupo de cisplatina, a maioria
das freqiiéncias apresentou respostas ruins. Este fato pode
ser explicado observando na microscopia de varredura de
algumas cobaias,lesdes na maioria das CCEs, porém,em
algumasfileiras, algumas células estavam conservadasou
somente com alteracoes estruturais, sem perda dos cilios,
podendo talvez, gerar uma boa resposta em algumas fre-
qiiéncias nos PDEOA.

O EA também conservou melhor as condicoes
fisicas dos animaiscom menor perdade peso e menor
letalidade. Mesmo ao utilizarmos o EA previamentea ad-

Tabela 3. Variagdo da média dos pesos das cobaias durante o tratamento e no dia da eutanésia, e a perda (-) ou ganho () médio.

Grupos Média do 12 dia Média do 5° dia Média do 62 dia Dia da eutanasia Variagéo (peso g)
(peso g) (peso g) (peso g) (peso g)
1 497.5 469 457.4 427.2 -70.2
2 470.4 486 480.8 49.06 20.2
3 400.5 370 357.5 347.9 -52,6
4 426 411 408 388.6 -37.4
5 531.6 482.8 481.8 456.8 -74.8
DISCUSSAO

A flora brasileira é estimada entre 40.000 a 60.000
espécies de plantas, sendo considerado um pais com
grande potencial para produzir medicacoes. A Maytenus
ilicifolia € uma destas plantas largamente estudadas, com
efeitos medicinais ja comprovados®-:,

Mattei e Carlini"! verificaram que o extrato de Mayte-
nus ilicifolia exerce uma importante atividade antioxidante,
através do método de inibicio do processo de lipoperoxi-

ministracao da cisplatina, pensando em um mecanismo de
producao de antioxidantes antecedendo a administracao
do agente ototoxico, nao houve uma maiorpreservacao
da audicao (grupo 5).

Algumas hipéteses podem explicar esses resultados.
O EA atua, de certa forma, preservando as condicoes clini-
cas das cobaias expostasa cisplatina,por meio depossiveis
agoes antioxidantes nos outros 6rgaos, pois a perda de
peso e a mortalidade foram nitidamente diferentes en-
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tre os grupos. Entretanto, o metabolismo nestes 0rgaos
difere do aparelho auditivo e, especificamente neste, a
influéncia da medicacao nao foi suficiente para bloquear
totalmente a acao ototoxica da cisplatina. Uma segunda
hipdtese seria a de que o EA nio ultrapassaria a barreira
hematoencefilica para atingir a coclea, explicando desta
forma a atuacio somente em alguns 6rgaos. Uma terceira
hipdtese seria a de que o mecanismo de bloqueio de ra-
dicais livres proporcionado pelo EA seria insuficiente, na
dose administrada,para atuar diantedo grau de agressao
provocado pela cisplatina no 6rgao de Corti.

CONCLUSAO

O EA de Maytenus ilicifolia nao apresenta efei-
to otoprotetor suficiente contra as doses de cisplatina
administradas neste estudo, porém preserva melhores
condic¢oes fisicas dos animaise diminui a letalidade pelo
quimioterapico.
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