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I. RESUME FRANCAIS

Objectifs

Aucun agent n’a été approuvé pour prévenir I’ototoxicité secondaire au cisplatin. Nos
objectifs consistaient a évaluer la protection auditive offerte par le lactate et le
N-acétylcystéine (NAC) intra-tympaniques aprés injection de cisplatin, ainsi que

I’absorption systémique du NAC intra-tympanique.

Méthodes

Seize cochons d’inde formaient 2 groupes ayant recu une solution de lactate et de NAC a
20% dans D’oreille testée. L’oreille contro-latérale a re¢u une solution saline contrdle. Apres
30 minutes, une injection intrapéritonéale de 3 mg/kg de cisplatin a été effectuée et répétée
une fois par semaine jusqu’a une dose finale de 24 mg/kg. Les potentiels évoqués auditifs
du tronc cérébral (PEATC) ont été¢ mesurés avant les injections, apres 9 mg/kg et 24 mg/kg
de cisplatin. Les cochlées ont ét¢ analysées au microscope €électronique a balayage. La

diffusion systémique du NAC a été évaluée par chromatographie en phase liquide.

Résultats

Pour les oreilles controles, les seuils auditifs des PEATC ont augmenté uniformément sur
toutes les fréquences (28,4 dB en moyenne). Le groupe lactate montrait une augmentation
moins importante (17,0 dB). Les basses fréquences étaient nettement moins affectées. Le
groupe NAC a subi une augmentation des seuils de 89 dB. La microscopie électronique a
démontré une préservation partielle des cellules ciliées externes des cochlées traitées au
lactate et une destruction compléte de celles traitées au NAC. La chromatographie n’a

démontré aucune diffusion de NAC.

Conclusions
Le lactate offre une protection partielle significative contre 1’ototoxicité induite par le
cisplatin. Les injections de NAC n’offrent pas de protection lorsque administrées en

concentrations ¢levée. Le NAC intra-tympanique ne se diffuse pas systémiquement.

Mots-clés : Cisplatin, ototoxicité, intra-tympanique, transtympanique, lactate,

n-acétylcystéine, chromatographie, microscopie électronique
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II. RESUME ANGLAIS — ABSTRACT

Objectives

There is no approved agent to prevent cisplatin-induced ototoxicity. Our objectives are to
identify and compare the protective effect of intratympanic injections of lactate or N-
acetylcysteine (NAC) in the prevention of cisplatin-induced ototoxicity and to study

systemic diffusion of intratympanic NAC.

Methods

Sixteen guinea pigs, forming two groups, received respectively intratympanic lactate and
20% NAC in one ear. The contra-lateral ears received a control saline solution. After 30
minutes, an intra-peritoneal cisplatin injection of 3 mg/kg was performed and repeated once
a week to achieve a final dose of 24mg/kg. Auditory brainstem responses (ABR) were
recorded before any injection, after 9mg/kg and after 24mg/kg of cisplatin for the
frequencies 2, 4, 6 and 8kHz. Cochleas were analyzed under scanning electron microscope.

Systemic diffusion of NAC was studied using high performance liquid chromatography.

Results

For the control ears, ABR thresholds increased uniformly by an average of 28.4dB. The
lactate group showed a lower threshold increase by an average of 17.0dB. The NAC
showed an important threshold increase of 89.0dB. Lactate showed a significant hearing
protection at 2000Hz (p<0.01). Electron microscopy revealed partial preservation of
cochlear outer hair cells stereocilia for the ears treated with lactate and severe disruption for

NAC group. No systemic diffusion of NAC was observed with chromatography.

Conclusion
Lactate offers significant partial protection against cisplatin-induced ototoxicity. NAC does
not offer any protection when administered in high concentrations. Intratympanic NAC

does not diffuse systemically.

Keywords : Cisplatin, ototoxicity, intra-tympanic, transtympanic, lactate, n-acetylcysteine,

chromatography, electronic microscopy
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III. LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

ADN = acide désoxyribonucléique

EDTA = acide éthylénediaminetétraacétique

ERO = espéces réactives oxygénées

GST = glutathione-S-transférases

Gy = unité gray

LDH = lactate déhydrogénase

mAU = milli-absorbance unit

mg/m”= Milligramme par la surface corporelle du patient mesurée en métre carré; mesure
de dosage de chimiothérapie

NAC = N-acétylcystéine

NADH = état réduit de la nicotinamide adénine dinucléotide

NFkB = facteur nucléaire kappa B

PEATC = potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral

P = valeur de signification statistique

XPC = xeroderma pigmentosum complementary group C
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VII. INTRODUCTION

Le cisplatin est un agent chimiothérapeutique a base de platine qui a révolutionné le
traitement de certaines néoplasies dans les trois dernieéres décennies. Son efficacité a été
démontrée pour les tumeurs solides affectant les organes tels les poumons et I’cesophage,
les systemes gastrointestinaux et génito-urinaires de méme que la région de la téte et du
cou. ' Un concept de base en oncologie médicale stipule que ’action chimiothérapeutique
est déterminée par la dose de médicament administrée et tolérée par les patients. Celle-ci
dépend a son tour des toxicités et effets secondaires associés a 1’agent chimiothérapeutique
qui montrent souvent une corrélation au dosage de ce dernier. Ainsi, ['utilisation clinique
du cisplatin s’est vue limitée par des effets indésirables incluant la neurotoxicité, la
my¢losuppression, la toxicité gastro-intestinale, la néphrotoxicité et 1I’ototoxicité. Comme la
réponse au traitement chimiothérapeutique et, ultimement, la survie des patients dépendent
de ’administration d’un dosage adéquat, plusieurs efforts ont été mis en place pour limiter
ou prévenir ces toxicités. Des techniques ont pu donc étre développées pour limiter la plu-
part des effets secondaires associés au cisplatin a I’exception de 1’ototoxicité pour laquelle
aucun traitement médical ou moyen de prévention n’est présentement approuvé pour
I’usage clinique. La perte auditive résultant de 1’usage du cisplatin est permanente et
irréversible et affecte un nombre substantiel de patients. Elle est donc devenue un important

facteur qui limite le dosage et la tolérance a cet agent chimiothérapeutique. >

Actuellement, la recherche médicale a été axée sur des modeéles animaux afin de mettre au

point des techniques pouvant prévenir cette ototoxicité. Celles-ci sont basées sur
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I’administration d’un agent concomittant a la chimiothérapie qui inactiverait I’effet du
cisplatin sur l’oreille interne et qui, idéalement, n’affecterait pas sa fonction anti-
néoplasique sur la tumeur. Certaines études ont montré des résultats prometteurs avec
I’utilisation d’agents aux propriétés anti-oxydantes. Différentes voies d’administration ont
aussi ¢été ¢étudiées, incluant D’injection systémique, I’injection intra-tympanique et
I’instillation de la fenétre ronde. L’injection systémique, bien qu’elle soit une méthode plus
pratique pour 1’administration de médicaments, pose le risque que 1’agent injecté neutralise
la chimiothérapie et diminue son efficacité anti-tumorale. Par contre, 1’injection intra-
tympanique est une technique facilement applicable dans le contexte clinique qui permet
I’administration de médicaments directement dans 1’oreille moyenne a travers la membrane

tympanique, évitant ainsi théoriquement leur diffusion systémique.

Pour ce projet, le lactate et le N-acétylcystéine (NAC) ont été choisis, car leur utilisation
chez I’humain est reconnue sécuritaire et parce qu’une ¢étude antérieure a dévoilé des
résultats prometteurs avec ces deux produits. En effet, Choe et al. ont évalué la protection
auditive offerte par le lactate intra-tympanique lors de I’administration de cisplatin chez le
cobaye et ont trouvé une préservation quasi totale des émissions otoacoustique de
distorsion. A notre connaissance, aucune autre étude n’a confirmé ces propriétés oto-
protectrices du lactate en utilisant d’autres méthodes plus approfondies que les émissions
otoacoustiques. Similairement, le méme groupe a découvert qu’une solution de NAC a 2%
intratympanique permettait la préservation partielle des émissions otoacoustiques. °

Finalement, la diffusion systémique du NAC apres injection dans ’oreille moyenne n’a
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jamais été analysée. Ceci pourrait étre une source de probléme, car le NAC contient un
groupe thiol qui pourrait former un complexe avec le cisplatin et le désactiver s’il se

retrouve dans la circulation systémique.



VIII. OBJECTIFS
Le premier objectif de ce travail vise a identifier et & comparer 1’effet protecteur sur

I’audition du lactate et du NAC a 20% intra-tympaniques lors de traitements au cisplatin.

Le second objectif est d’évaluer les effets de ces injections sur I’architecture histologique

de I’oreille interne au microscope €lectronique a balayage.

Le dernier objectif consiste a mesurer la diffusion systémique d’une solution de NAC a
20% injectée dans 1’oreille moyenne a I’aide de la chromatographie a haute pression en

phase liquide.



IX. RECENSION DE LA LITTERATURE

IX.I Anatomie et physiologie de I’audition

Une connaissance de concepts de base au sujet de 1’anatomie et de la physiologie de
I’oreille est essentielle pour comprendre 1’effet du cisplatin sur I’organe de 1’oreille, les
méthodes de mesure de I’audition disponibles en recherche animale et le fonctionnement

des techniques de prévention de 1’ototoxicité associée a la chimiothérapie.

Chez les mammiféres, I’organe de 1’audition est séparé en trois compartiments. L’ oreille
externe, composée du conduit auditif externe et de la membrane tympanique, et ’oreille
moyenne, contenant trois osselets, permettent une amplification et une transmission
mécanique de 1’onde sonore jusqu’a ’oreille interne. Celle-ci est contenue dans 1’apex
pétreux de 1’os temporal, plus précisément dans le labyrinthe osseux. Le labyrinthe osseux
inclut trois sections, notamment le vestibule, la cochlée et les canaux semi-circulaires. Le
point de communication entre I’oreille moyenne et 1’oreille interne se fait au niveau de la
fenétre ovale du vestibule ou se retrouve la platine de 1’étrier. La cochlée montre une
morphologie similaire a la coquille d’un escargot avec un canal osseux en forme de spirale
qui fait 2 %5 tours chez I’humain, débutant a une base large jusqu’a un apex de diametre
plus fin. Il est a noter que la cochlée montre une organisation tonotopique avec les basses
fréquences détectées a 1’apex et les hautes fréquences au tour basal. A la base de la cochlée
se trouve la fenétre ronde qui donne sur 1’espace de I’oreille moyenne. Les produits injectés

dans 1’oreille moyenne doivent donc traverser la membrane de la fenétre ronde pour
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atteindre les cellules cochléaires. Le centre de la cochlée est formé par le modiolus duquel
provient la lamina spiralis, une étagere osseuse qui divise la cochlée en deux chambres, la
scala vestibuli et la scala tympani. Le labyrhinte membraneux suit les formes de 1’os
cochléaire et délimite une troisiéme chambre, la scala média. L organe sensoriel, appelé
organe de Corti, se retrouve sur la membrane basilaire qui forme la bordure inférieure du
labyrhinte membraneux. La limite supérieure de ce dernier est formée par la membrane de
Reissner et sa portion latérale est composée du mur cochléaire ou est localisé le ligament
spiral. Adjacent a celui-ci, on retrouve la stria vascularis qui est responsable de

I’environnement métabolique de la scala média.

L’organe de Corti réside sur la longueur de la membrane basilaire et contient des cellules
de support et les cellules ciliées internes et externes. Médialement, au dessus de la lamina
spiralis se retrouve le limbus spiral auquel est attachée la membrane de Reissner et qui
donne naissance a la membrane tectorielle. Celle-ci, composée d’une substance gélatineuse,
recouvre les cellules ciliées. Il existe une rangée de cellules ciliées internes, les véritables
récepteurs qui transforment 1’onde mécanique en signal électro-chimique envoyé a travers
le nerf auditif. Latéralement, les cellules ciliées externes forment trois rangées. Sur chaque
cellule ciliée se retrouvent plusieurs rangées de stéréocils, deux ou plus pour les cellules
ciliées internes et trois ou plus pour les cellules ciliées externes. Entre les cellules ciliées
externes résident les cellules de soutien. Les dommages ototoxiques causés par le cisplatin

sont localisés au niveau de I’oreille interne. La morphologie et 1’organisation spatiale des
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stéréocils sont les composantes évaluées lors de 1’analyse des cochlées au microscope

électronique a balayage (section X.VI).*

IX.I.a Figure 1 : Coupe transversale de la cochlée

scala vestibuli

cellule cilice cellules cilides cellules de met_ni:!rane
interne externes soutien basilaire

scala tympani

Source : adaptée de http://en.wikipedia.org/wiki/Cochlea
IX.II Caractéristiques de I’ototoxicité secondaire au cisplatin
a) Présentation clinique

e e, . . . . . . 5
L’ototoxicité secondaire au cisplatin est une complication reconnue depuis plus de 35 ans.

Elle varie de 23 a 54% * chez les patients adultes bien que certaines séries démontrent une
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atteinte qui peut s’élever jusqu’a 75 a 100% des patients. ¢ Plusieurs facteurs de risque
augmentant la fréquence et ’amplitude des symptomes otologiques ont été identifiés. La
dose cumulative de chimiothérapie est I’un des facteurs les plus importants auquel est
correlé non seulement le pourcentage de patients atteints mais aussi la sévérité des
symptomes. Ainsi, Bokemeyer et al. ont déterminé qu’une atteinte ototoxique est présente
chez 60% des patients recevant > 600 mg/m’ de cisplatin alors qu’elle n’affecte que 20%
des patients traités pour cancer testiculaire avec des doses en moyenne moins élevées. ' Un
historique de perte auditive neurosensorielle et d’exposition au bruit pré-chimiothérapie

semble aussi augmenter le risque d’atteinte auditive secondaire au cisplatin, tel que noté

7,8,9 10, 11

dans des études cliniques rétrospectives et des projets expérimentaux. D’autres
facteurs de risques incluent ’administration conjointe d’agents ototoxiques ', 1’état
nutritionnel %, ainsi qu’une baisse de marqueurs sanguins tels I’hémoglobine, les globules
rouges et 1’albumine. * L’irradiation crinienne augmente aussi la probabilité et la sévérité

14,15 Finalement,

de la perte d’audition surtout lorsqu’une dose dépassant 48 Gy est donnée.
I’age semble influencer la sévérit¢ des symptomes otologiques; les enfants sont plus
susceptibles de développer une perte auditive secondaire au cisplatin. > '° Ceci peut étre

particulierement détrimental pour le développement du langage et des aptitudes cognitives

et sociales pour les enfants en bas age.

Les symptomes otologiques associés a 1’ototoxicité secondaire au cisplatin incluent une

perte auditive, de 1’acouphéne et moins fréquemment 1’otalgie. L’acouphéne peut affecter

17

jusqu’a un tiers des patients " '7 mais peut étre réversible chez les personnes ayant recu
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moins de 525 mg/m® de cisplatin. ’ L hypoacousie, quant & elle, est souvent bilatérale,
permanente et irréversible. Elle touche d’abord les hautes fréquences, mais les fréquences
moyennes peuvent aussi é&tre affectées surtout avec des dosages plus élevés de
chimiothérapie. ’ La perte auditive peut survenir quelques heures ou quelques jours aprés
I’administration du cisplatin. Toutefois, elle peut continuer a progresser plusieurs semaines,
voire plusieurs mois apres la fin des traitements et son apparition peut étre, elle aussi,
tardive. En effet, une étude avait montré un temps médian de 135 jours avant I’apparition
d’une perte auditive significative chez des enfants recevant un traitement de chimiothérapie

S : . 18,1
a base de cisplatin. '* "’

b) Trouvailles histologiques

L’ototoxicité secondaire au cisplatin engendre de multiples changements cellulaires au
niveau de la cochlée. Les cellules ciliées externes et leurs cellules de support sont les
principaux ¢éléments atteints. On retrouve une corrélation entre la localisation et le degré du
dommage de ces cellules et la sévérité et la fréquence de la perte auditive. *° Ainsi ce sont
les cellules ciliées externes du tour basal qui sont principalement détruites, ce qui
correspond a une perte auditive des hautes fréquences expliquée par I’organisation
tonotopique de la cochlée telle que décrite ci-dessus. La destruction peut progresser vers les
tours moyens et apicaux avec I’administration de doses plus élevées de cisplatin. *' La
dégénérescence de ces cellules est caractérisée par la formation de vacuoles intracellulaires
et par la perte des stéréocils de surface. > D’autres composantes de la cochlée peuvent aussi

subir des altérations, notamment les cellules ciliées internes, la stria vascularis, le ganglion
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. Lo 21 . . Y T U]
spiral et le nerf cochléaire. © Un affaissement de la membrane de Reissner a aussi été¢ décrit
. .. . , , . .21 p .
aprés I’administration de doses élevées de cisplatin. = Les études d’os temporaux humains
ont révélé que les modifications histologiques chez les humains sont similaires a celles chez

. . . 1e s . 21,2
les animaux avec 1’exception d’une atteinte des cellules ciliées internes chez I’homme. > >

¢) Prédispositions génétiques

Récemment, des liens ont été¢ mis en évidence entre des polymorphismes génétiques et une
susceptibilit¢ a développer une ototoxicité secondaire au cisplatin. Oldenburg et al. ont
¢tudié les polymorphismes des geénes correspondant aux enzymes qui détoxifient et
¢liminent le cisplatin, notamment les glutathione-S-transférases (GST), chez des patients
traités pour un cancer testiculaire. Ils ont noté que la perte auditive était jusqu’a quatre fois
plus fréquente chez les patients présentant les polymorphismes 10511e/10511e-GSTP1 et
105Val/10511e-GSTP1 comparé a 105Val/105 Val -GSTP1. Ils ont pu ainsi identifier des
profils génétiques spécifiques a ces enzymes qui modifient la probabilité d’atteinte auditive.
** De méme, Barahmani et al. ont découvert que la présence d’un génotype nul pour
certains polymorphismes de ces enzymes, les GSTM1 et GSTT]1, octroyait un risque accru

d’ototoxicité chez des patients pédiatriques.

Comme le cisplatin produit des liaisons croisées au sein de I’ADN, les génes réparateurs
par excision de nucléotides ont été le sujet d’études récentes. Caronia et al. ont analysé huit
polymorphismes de ces geénes chez des patients traités par cisplatin pour ostéosarcome.
L’ototoxicité était associée a un polymorphisme distinct du xeroderma pigmentosum

complementary group C (XPC), le génotype CC du XPC Lys939GlIn. *°
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La mégaline, une lipoprotéine de basse densité, est retrouvée en grande quantité dans le rein
et la stria vascularis de la cochlée, deux tissus qui tendent a accumuler des adduits d’ADN-
platine. Riedemann et al. ont observé qu’un polymorphisme spécifique de cette lipoprotéine
était retrouvé plus fréquemment chez les patients souffrant d’hypoacousie suite au

cisplatin. *’

d) Pathophysiologie cellulaire et moléculaire

Le cisplatin est un complexe métallique inorganique qui exerce son action cytotoxique a
travers sa forme aqueuse hydrolisée, le cisdiamineaquachloroplatinum (II). 11 est efficace
pendant tous les cycles de division cellulaire, et produit des liaisons croisées au niveau de

28 [ es mécanismes

I’ADN inhibant ainsi la synthése et la fonction de celui-ci.
intracellulaires responsables de son ototoxicité ont été le sujet d’intenses recherches au
cours de la derniére décennie. Le cisplatin interagit avec les composantes tissulaires de la
cochlée décrites dans la section IX.I pour engendrer la formation d’especes réactives
oxygénées (ERO) qui sont au ceeur de la destruction cellulaire de I’oreille interne. 2 %33>
3 Simultanément, le cisplatin produit une déplétion des enzymes antioxydantes dont le role
est de neutraliser ces ERO. ** Vue la localisation anatomique spécifique de la cochlée qui
s’apparente a un systéme clos, le cisplatin et les ERO ont tendance a s’accumuler dans les

tissus cochléaires. Cette surcharge d’ERO combinée a un systeme enzymatique antioxydant

moins efficace explique I’importance des dommages cellulaires.
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Ces ERO sont a I’origine de plusieurs réactions chimiques : ils peuvent (1) interagir avec le
monoxyde d’azote et former des péroxynitrites qui produisent une nitrosylation et une

35,36

désactivation des protéines (2) former des radicaux libres qui, apres interaction avec le

fer, réagissent avec les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire pour créer

35, 36

I’aldéhyde 4-hydroxynonénal, une molécule hautement toxique cette derniere a été

associée a une augmentation de Dl’influx calcique dans les cellules ciliées externes

%37 (3) inactiver les enzymes antioxydantes qui incluent la

provoquant leur apoptose
superoxyde dismutase, la catalase, la glutathione péroxydase et la glutathione réductase **,
et (4) endommager les mitochondries, laissant s’échapper le cytochrome c dans le
cytoplasme activant ainsi les caspases 3 et 9. Celles-ci causent une désinhibition de la
caspase activated deoxyribonuclease qui agit comme une nucléase et clive ’ADN

.. . 4
promouvant ainsi 1’apoptose cellulaire. ** *°

Une source importante de ces ERO serait une variante de I’enzyme NADPH oxydase, la
NOX3. Banfi et al. ont démontré que cette isoforme enzymatique se retrouve en une
concentration 50 fois plus élevée dans I’organe de Corti et dans le ganglion spiral que dans
les autres tissus du corps. Ils ont aussi montré que la fonction enzymatique du NOX3 est
fortement augmentée dés 24h aprés administration de cisplatin chez le rat. *> La monoxyde
d'azote synthase inductible est une autre enzyme responsable de la production
d’importantes quantités de radicaux libres. Cette molécule a été identifiée au niveau du
ligament spiral et de la stria vascularis et sa fonction est régulée par le facteur nucléaire
kappa B (NFkB). *' So et al. ont démontré une augmentation de la transcription du NFkB

dans les cochlées de rat traitées par cisplatin. Selon le méme groupe, la fonction
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otoprotective de deux agents, 1’étanercept et la flunarazine, serait secondaire a une sous-
régulation de la transcription du géne qui code pour ce facteur nucléaire. ** La production
des ERO dépend aussi des canaux membraneux qui permettent I’influx intracellulaire de
cisplatin, notamment le récepteur vanilloide de type 1. Celui-ci semble jouer un rdle
important dans la dégénérescence des cellules ciliées externes : non seulement permet-il
une augmentation du cisplatin dans ces cellules mais aussi une élevation de 1’influx
calcique et une activation des caspases qui meénent a I’apoptose. De plus, 1’expression de
ces canaux serait elle-méme sur-régulée par les ERO. Le role de ce canal a été confirmé par
une étude chez le rat qui a montré qu’une suppression de cette molécule par modification
génétique diminuait I’expression du NOX3, la production d’ERO et la concentration de
calcium intracellulaire, protégeant ainsi les cellules ciliées externes des dommages causés

par le cisplatin. **

D’autres voies ont ét¢ identifiées par lesquelles le cisplatin promouvoit la destruction
cellulaire indépendamment des ERO. Ainsi, le cisplatin active les canaux potassiques de
grande conductance dans les fibrocytes du ligament spiral. Ceci affecte la fonction
métabolique de la stria vascularis qui conserve en temps normal un environnement ionique
adéquat et un haut potentiel membraneux de repos. L’activation de ces canaux méne a une
augmentation de D’efflux de potassium, une diminution de la concentration ionique
intracellulaire et une perte de la pression osmotique intracellulaire, ce qui active les

44, 45, 46

caspases et meéne a l’apoptose. Un autre mécanisme indépendant des ERO

responsable du dommage du cisplatin serait une dysrégulation du systeme de réparation du
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génome par excision de nucléotide. Tel que décrit précédemment, le cisplatin produit des
liaisons croisées avec I’ADN. Ces adduits de cisplatin-ADN sont éliminés par les génes
réparateurs. Une dysfonction de certains de ces geénes tels les xeroderma pigmentosum

complementary group A et C a été identifiée dans les cochlées de rat traitées au cisplatin.

IX.IITI La prévention de I’ototoxicité secondaire au cisplatin
a) Etudes cliniques

Jusqu’a présent, aucun produit n’a été approuvé pour prévenir 1’ototoxicité secondaire au
cisplatin chez I’humain. Peu d’agents ont été évalués dans des projets de recherche
clinique. Le thiosulfate, déja reconnu comme un agent pouvant protéger de la
néphrotoxicité due au cisplatin, ** est inclus dans certains protocoles de chimio-
radiothérapie. Toutefois, il n’a démontré aucune valeur otoprotectrice. Zuur et al. ont étudié
les facteurs de risques de développer une perte auditive chez 146 patients recevant un
traitement de chimio-radiothérapie a base de cisplatin combiné a un traitement de
thiosulfate pour des cancers avancés de la téte et du cou. Malgré 1’utilisation du thiosulfate,
23% des oreilles avaient subi une perte auditive suffisamment importante pour justifier
I’emploi de prothéses auditives. * L’amifostine est le second produit qui a été évalué dans
quelques projets cliniques et qui a montré des résultats mitigés. Certaines études n’ont
démontré aucune protection contre I’ototoxicité lorsque ce produit était administré
conjointement au cisplatin chez des patients souffrant de mélanome métastatique *° ou chez
des enfants traités pour des tumeurs germinales par une combinaison de cisplatin, étoposide

51, 52

et bléomycine. Par contre, une étude plus récente a mis en évidence une protection
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auditive significative de ce produit lorsqu’il était donné de fagon intra-veineuse a des
enfants traités par cisplatin et irradiation cranienne pour un méduloblastome. Un an post-
traitement, 14.5% des patients ayant recu I’amifostine démontraient une perte auditive
comparé a 37.1% chez le groupe controle. L’amifostine ne semblait pas affecter I’efficacité
de la chimiothérapie. Il est a noter que cette étude ne comprenait que 21 patients et que ces

résultats n’ont pas été confirmés. >
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b) Etudes animales

Puisqu’il n’existe aucun produit approuvé pour I’usage clinique afin de prévenir
I’hypoacousie causée par le cisplatin, plusieurs études animales in vitro et in vivo ont été
menées a terme pour découvrir quels agents et quelles voies d’administration seraient les
plus efficaces. Comme décrit précédemment, les ERO semblent jouer un role prédominant
dans I’ototoxicité due au cisplatin. Ainsi, les stratégies de protection auditive incluent
I’usage d’agents qui (1) piegent ou captent les radicaux libres, (2) augmentent la production
d’antioxydants endogénes, ou (3) diminuent la production de radicaux libres. >* D’autres
techniques in vitro ont utilisé des méthodes de modification de I’ADN afin de supprimer ou
d’inactiver les protéines qui participent a I’apoptose cellulaire. ** De méme, plusieurs voies
d’administrations ont été employées, incluant, pour les études in vivo, I’administration
systémique ou orale, les injections intra-tympaniques et les injections intracochléaires > et,

I . . . . 4
pour les études in vitro, la transfection cellulaire. **

i) Administration systémique

La voie d’administration orale ou systémique est la méthode la plus simple pour
administrer ces agents chez les patients. Par contre, on doit tenir compte de deux
considérations si ’on prévoit employer cette technique. D’une part, le produit doit étre
capable de passer la barriere entre le sang et 1’oreille interne et la concentration sanguine de
I’agent doit étre suffisante pour se retrouver en quantit¢ adéquate dans la cochlée sans
toutefois causer des effets indésirables qui ne peuvent étre tolérés. D’autre part, il faut

s’assurer que ces produits ne réagissent pas avec le cisplatin et n’inactivent pas son effet
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anti-tumoral. Plusieurs des produits testés chez 1’animal contiennent un groupe thiol

fabR]

comprenant la molécule de soufre. Celle-ci donne une qualité fortement nucléophilique
ces produits qui peuvent alors interagir et former des complexes avec les médicaments a
base de platine qui sont eux-mémes électrophiliques. >* 7 Il faut aussi tenir compte de la
possibilité de condensation par contre-ions qui est un autre mécanisme qui peut affecter
I’efficacité de la chimiothérapie. Ceci s’explique par I’agglomération de molécules
chargées positivement autour de I’ADN lui-méme chargé négativement qui empéche alors
la formation d’adduits ADN-platine. Ceci pourrait se produire plus particuliérement avec
les agents qui incluent un groupe amine, car celui-ci est chargé positivement au pH

physiologique. *°

La voie d’administration systémique a été évaluée dans plusieurs modeles animaux. Iraz et
al. ont étudié les valeurs otoprotectrices de I’aminoguanidine, un inhibiteur de 1’enzyme
monoxyde d'azote synthase qui empéche la formation de radicaux libres a base d’azote. Ce
médicament a été injecté intrapéritonéalement chez un groupe de rats une journée précédant
I’injection d’une dose de cisplatin puis cinq jours consécutifs apres celle-ci. Une
conservation significative des émissions otoacoustiques a ét¢ démontrée grace a cet agent.
Toutefois, la fonction sur I’efficacité anti-tumorale du cisplatin n’a pas été étudiée dans ce
projet. °* Dickey et al. ont étudi¢ le NAC inject¢ & raison de 400mg/kg de fagon
intraveineuse 15 minutes avant 1’administration de cisplatin. Leur étude a montré une
préservation importante des seuils des PEATC. * Par contre, I’impact du NAC sur la

fonction du cisplatin n’a pas été étudié. Ceci serait un probléme potentiel, car le NAC
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contient un groupe thiol qui pourrait causer une interaction telle que décrite ci-dessus. Le
salicylate de sodium est un autre agent testé pour sa fonction antioxydante. Minami et al.
ont montré qu’une administration sous-cutanée de salicylate de sodium lors d’un traitement
a base de cisplatin permettait de réduire I’augmentation des seuils des PEATC. La méme
é¢tude a démontré une augmentation des antioxydants endogénes de la cochlée aprés
utilisation de cet agent. ® La fonction otoprotectrice du salicylate de sodium a été
confirmée par Li et al. qui ont démontré une préservation des seuils des PEATC et une
conservation partielle des cellules ciliées externes a I’étude histologique des cochlées. De
méme, leur modeéle animal ne montrait pas d’interférence avec la fonction anti-néoplasique
du cisplatin. ®' Par contre, la toxicité rénale associée au salicylate de sodium pourrait limiter
I’utilisation de ce produit chez I’humain. > Ceci pourrait étre particuliérement
problématique chez les patients traités par cisplatin a cause la néphrotoxicité déja causée
par la chimiothérapie. La vitamine E est un capteur de radicaux libres qui a montré un
potentiel de protection auditive. Kalkanis et al. ont montré que 4 g/kg de vitamine E donnés
30 minutes avant 1’injection de cisplatin chez le rat permettait une préservation des seuils
des PEATC aux hautes fréquences. Cet effet protecteur a été confirmé au microscope
électronique. ® Cependant, bien que la vitamine E soit bien tolérée chez I’humain & des
doses inférieures a 1600 Ul/jour, certaines études mettent en garde contre I’utilisation
chronique de ce produit qui pourrait augmenter le risque d’insuffisance cardiaque et de
mortalité. ** Finalement, I’allopurinol, un inhibiteur de la xanthine oxydase, et I’ebselen qui

agit comme la glutathione péroxydase, ont ét¢ étudiés en combinaison chez le rat. Ainsi,
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ces produits utilisés ensemble montraient une protection auditive et ne semblaient pas

affecter la fonction anti-néoplasique du cisplatin. ®

ii) Administration intra-tympanique

La perfusion intra-tympanique est la deuxiéme voie d’administration des agents
otoprotecteurs applicable dans le contexte clinique. Cette approche permettrait d’éviter
certains des désavantages de I’administration systémique. Ainsi, grice a cette technique,
une plus grande concentration de médicament pourrait étre introduite dans 1’oreille interne
en évitant des effets secondaires systémiques et les altérations de ’effet anti-tumoral du
cisplatin. °° Méme si cette technique semble plus invasive que la voie systémique, elle est
déja utilisée de fagon routiniére dans le traitement de la maladie de Meniére. ® 1l existe
deux techniques de perfusions intra-tympaniques. D’une part, on peut injecter en bolus une
petite quantit¢ de produit dans [’oreille moyenne. La seconde technique prévoit
I’installation d’un dispositif de perfusion, comme les pompes osmotiques, placé en regard
de la fenétre ronde qui libére lentement le médicament. La technique la plus appropriée
serait probablement 1’injection de bolus d’agent otoprotecteur juste avant chaque thérapie

de cisplatin.

Une considération importante a prévoir lors des injections intra-tympaniques est la
perfusion du médicament a travers la fenétre ronde pour passer de ’oreille moyenne a
I’oreille interne. Cette facilité de diffusion dépend des propriétés de la fenétre ronde et de

plusieurs caractéristiques du produit injecté, tel son poids moléculaire, sa liposolubilité et sa
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charge électrique. ® 11 est important de noter qu’il existe des différences d’épaisseur entre la
fenétre ronde des animaux et celle des humains. L’épaisseur de cette derniére est de 70 pm
alors que celle des rongeurs, comme le chinchilla, mesure de 10 a 14 um, une différence a

considérer lors de 1’extrapolation des résultats d’études animales. **

L’administration d’agents otoprotecteurs par injection intra-tympanique a déja été évaluée
dans quelques modeles animaux. Korver et al. ont test¢ la D-méthionine instillée
directement sur la fenétre ronde avant ’administration de cisplatin instillé lui aussi au
niveau de la fenétre ronde. Cette étude a montré une préservation compléte des PEATC et
une corrélation a la microscopie électronique. ® L’effet protecteur du L-méthionine a aussi
été¢ prouvé dans une autre ¢étude dans laquelle 1’agent a été injecté par mini pompe
osmotique sur la fenétre ronde chez des rats traités par cisplatin systémique. "° Comme
mentionné précédemment, Choe et al. ont montré que 1’administration intra-tympanique de
lactate permettait une conservation compléte des émissions otoacoustiques chez le cobaye
traité au cisplatin et que le NAC inta-tympanique permettait une préservation partielle des
émissions otoacoustiques dans le méme modéle animal. > Par contre, cette étude n’a pas
évalué la diffusion systémique du NAC intra-tympanique ou son effet sur I’efficacité

antitumorale du cisplatin.
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X. METHODOLOGIE

X.I Modéle animal

L’étude a été effectuée sur 16 cobayes de type Hartley avec un poids moyen de 393 + 40 g.
Le cochon d’inde a été choisi, car notre laboratoire a une expérience poussée avec cet
animal et parce qu’il s’agit d’un modele animal reconnu pour I’étude de 1’ototoxicité. En
effet, cet animal posséde une membrane tympanique large et une oreille moyenne
relativement grande. De plus sa cochlée fait une projection importante dans [’oreille
moyenne facilitant ainsi les procédures microchirurgicales. '' Bien qu’il existe une forte
ressemblance entre 1’anatomie de 1’oreille moyenne et interne du cochon d’inde et celle de
I’humain, quelques différences sont a noter. Le cochon d’inde ne possede que deux
osselets, avec le marteau et ’enclume formant un complexe osseux compact. De plus, le
systetme des cellules mastoidiennes est nettement simplifié et ne consiste qu’en quatre
larges cellules sans les trabéculations fines retrouvées chez I’humain. En outre, la cochlée
du cochon d’inde comporte de 3 %4 a 4 4 tours comparée aux 2 > tours retrouvés dans la

72, 73

cochlée humaine. Finalement, 1’épaisseur de la fenétre ronde mesure de 10 a 30 um

chez le cochon d’inde comparée a 70 pm chez I’humain. ™

Les animaux ont été randomisés dans deux groupes et chaque animal a été utilisé comme
son propre contrdle. Le groupe I était composé de 9 sujets qui ont recu du lactate dans une
oreille et une solution de contréle de 0,9% salin (NS) dans ’oreille contro-latérale. Sept
animaux ont été inclus dans le second groupe et ils ont recu une solution de NAC a 20%

dans ’oreille test et 1a solution de NS dans 1’oreille controle.
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Les animaux ont été traités selon les recommandations du Conseil Canadien de Protection
des Animaux. L’étude a été effectuée suite a 1’approbation du comité d’éthique en

recherche du centre de recherche de I’hdpital Sainte-Justine.

X.IT Administration de la chimiothérapie et des agents protecteurs

Aprés avoir nettoyé le conduit auditif externe de tout débris au microscope opératoire, le
lactate a été injecté lentement a travers le quadrant antéro-inférieur de la membrane
tympanique a 1’aide d’une aiguille spinale Whitacre. La téte a été positionnée de fagon a ce
que le conduit auditif externe pointe vers le haut et cette position a été¢ maintenue pendant
30 minutes. L’oreille contro-latérale a été injectée de fagon similaire avec une solution de
NS. Par la suite, les animaux ont recu une injection intra-péritonéale de 3 mg/kg de
cisplatin. Cette procédure a été répétée une fois par semaine pendant 8§ semaines permettant
I’administration d’un dosage cumulatif de chimiothérapie de 24 mg/kg. Le méme protocole

a été employé pour le second groupe traité au NAC.

Le lactate injecté faisait partie d’une solution de Lactate Ringer et le NAC a 20% a été
obtenu a partir d’une solution stérile de 200 mg/ml (Sandoz Canada Inc.). Le lactate et le
NAC ont été injectés 30 minutes avant ’administration de cisplatin. Afin de prévenir le
développement de la toxicité rénale, les animaux ont été hydratés agressivement avec des
injections sous-cutanées de 20 ml de NS trois fois par jour pendant la journée des

traitements et le lendemain. La voie d’administration intrapéritonéale du cisplatin a été
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choisie, car cette méthode a déja ét¢ utilisée dans plusieurs études traitant de 1’ototoxicité

du cisplatin. > """

X.III Protocole d’anesthésie

L’induction et le maintien de I’anesthésie ont été effectués grace a une solution d’isoflurane
a 1% pour les injections intra-tympaniques et intrapéritonéales, les enregistrements des
PEATC, et les prises sanguines. Avant de procéder a la perfusion intracardiaque et au
sacrifice des animaux, une anésthésie plus profonde a été obtenue a partir d’un mélange de

40 mg/kg de kétamine et de 5 mg/kg de xylazine injectés intrapéritoné¢alement.

X.IV Enregistrement des PEATC

Les potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral ont été enregistrés avec un systéme
BRAVO (Nicolet Bravo System; Nicolet Biomedical, Madison, WI, E-U). L’activité
¢lectrique a été captée a partir d’électrodes aiguilles sous-cutanées. Une électrode a été
placée a la base du pavillon de chaque oreille. L’¢lectrode de mise a terre a été placée au

niveau du cou et 1’¢électrode positive sur le vertex. L’ impédance a été vérifiée et acceptée a

0,5-3 kQ.

Les stimuli acoustiques ont été présentés par des écouteurs de type TIP-300. Des bouffées
tonales de 2000, 4000, 6000 et 8000 Hz ont été générées avec une polarité de condensation.
Les filtres passe-haut et passe-bas étaient établis a 30 Hz et 3000 Hz, et la fenétre

d’observation temporelle a 20 ms. Pour chaque réponse, la moyenne de 1500 itérations a
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¢été prise avec une vitesse de présentation de 27,7 itérations par seconde. Nous avons défini
le seuil électrophysiologique comme étant I’intensité sonore la plus faible permettant
d’obtenir une onde avec un pic V reproductible au moins trois fois. Les seuils des PEATC
n’ont pas été testés avec des stimuli de moins de 2000 Hz, car 1’ototoxicité secondaire au

cisplatin touche principalement les hautes fréquences.

Initialement, les PEATC ont été enregistrés pour chaque oreille de tous les animaux avant
de commencer 1I’expérimentation. Ces enregistrements ont été répétés une semaine apres
que les animaux aient re¢u une dose cumulative de 9 mg/kg (donc avant la 4° dose), une
semaine apres les dose de 15 mg/kg, 18 mg/kg, 21 mg/kg et une semaine apres la derniére
injection de cisplatin. Nous avons di administrer 24 mgkg de cisplatin
intrapéritonéalement pour obtenir une perte auditive bilatérale. Avant chaque
enregistrement, 1’oreille externe a été inspectée et nettoyée de tout débris au microscope

opératoire.

X.V Chromatographie a haute pression en phase liquide

Des échantillons sanguins ont été obtenus a partir de la veine saphéne 30 minutes, 1 et 3
heures apres 1’injection intra-tympanique de NAC aux animaux du second groupe. Le sang
a été centrifugé et 250 pL de plasma a été obtenu pour chaque échantillon. L’analyse a été
effectuée avec une machine Hitachi LaChrom Elite utilisant un protocole établi pour
I’extraction de 1’homocystéine et d’autres dérivatifs de la cystéine. ’® Cette méthode utilise

le tributylphosphine/ammonium 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazide-4-sulphonate (TBP/SBD-
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F) pour la réduction et la dérivatisation. Les échantillons ont été réduits avec 30 uL de 10%
tri-n-butylphosphine (mélangé dans la diméthylformamide) et incubés a 4°C pour 30
minutes. La déprotéinisation a été effectuée avec 300 uL. de 0,6 M d’acide perchlorique
dans 1 mM d’acide éthylénédiaminetétraacétique (EDTA). Aprés centrifugation pendant
1 minute, le supernatant a ét¢ mélangé a 10 puL de 1,.55 M de NaOH, 125 pL de solution
tampon de borate et 50 uL. de 1 mg/ml de SBD-F puis incubé pendant 1 heure a 60°C. Nous
avons recueilli 100 pL de la solution qui a ét¢ mélangée avec la phase mobile (200 mM
d’acide acétique et 200 mM d’acétate de sodium avec 1% méthanol). Dix points de
référence ont été obtenus initialement a partir d’une solution ne contenant que du NAC
pour calculer 1’équation de régression et s’assurer que la méthode employée était
reproductible et adéquate. Nos échantillons de plasma ont été analysés sur trois jours
consécutifs. Comparé aux autres dérivés de la cystéine, le NAC est la seule molécule

montrant un pic de diffusion a 4,2 minutes.

X.VI Protocole de microscopie électronique

a) Fixation initiale par perfusion intracardiaque
Apres les derniers enregistrements de PEATC, les animaux ont été sacrifiés et leurs tissus
fixés par une perfusion intracardiaque de glutaraldehyde a 2,5% dans une solution de
tampon de 0,1 M de phosphate. Cette procédure, en résumé, consiste a effectuer une
incision de la peau abdominale et du péritoine verticalement jusqu’a la cage thoracique.
Celle-ci a été disséquée latéralement afin d’exposer le coeur. Une incision de 3 mm a été

faite dans le ventricule gauche pour permettre 1’insertion d’un cathéter jusqu’a I’ouverture
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de I’aorte ascendante. Celle-ci a été irriguée avec une solution de lactate Ringer pendant
20 secondes puis I’oreillette droite a été poncturée. Une irrigation suffisante a été signalée
par le blanchiment du foie et la perfusion de glutaraldehyde a alors été débutée. Un flot
rapide a été maintenu pour 3 minutes suivi d’une vitesse d’irrigation plus lente pour les 20

minutes subséquentes.

b) Dissection de l’os temporal
Suite a la perfusion intracardiaque, les tétes ont étaient placées dans une solution de
glutaraldehyde pendant 24 heures a 4°C. Elles ont été ensuite décalcifiées pendant une
semaine dans une solution de Plank-Rychlo diliuée a 1:4. Celle-ci contient 0,3 M de
chlorure d’aluminium, 3% d’acide hydrochlorique, et 5% d’acide formique. Apres
décalcification, les cochlées ont été disséquées des os temporaux, rincées et placées dans

une solution de tampon de 0,1 M de phosphate.

¢) Dissection des cochlées
Avant de procéder aux dissections finales, les cochlées ont été rincées dans de ’eau
distillée pendant 30 minutes. Au microscope, le labyrinthe osseux a été délicatement coupé
longitudinalement a la périphérie avec une lame de rasoir afin d’exposer la localisation de
la membrane basilaire et de la membrane de Reissner. Trois coupes ont été effectuées
perpendiculairement au modiolus entre ces deux membranes. Les échantillons ont été

analysés au microscope ¢électronique a balayage a pression variable (JEOL JSM-6460LV).
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X.VII Analyse statistique

Nous avons comparé les enregistrements initiaux des PEATC aux enregistrements effectués
aprés la troisiéme et la dernicére injection de cisplatin pour chaque co6té avec le test de
Mann-Whitney. Les oreilles tests ont ét¢ comparées aux oreilles contrdle avec le méme
outil. L’analyse a été effectuée pour chaque fréquence puis pour toutes les fréquences
combinées. Le programme SPSS version 14.0 a été utilis€ pour effectuer ’analyse
statistique (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Une valeur de p < 0,05 a été considérée

statistiquement significative et les intervalles de confiance ont été calculés.

Le calcul de la taille de I’échantillon a été basé sur une étude préliminaire qui a montré un
écart type de 18 dB pour les PEATC. La différence minimale détectable a été établie a

30 dB. Les erreurs de type I and type II ont été choisies a 0,05 et 0,1, respectivement.
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XI. RESULTATS

XI.I PEATC: groupe controle

Les enregistrements initiaux de PEATC pour toutes les fréquences combinées ont montré
un seuil moyen de 12,4 + 3,3 dB. Aprés une dose cumulative de 9 mg/kg de cisplatin, le
seuil moyen a augmenté a 17,7 + 4,7 dB (p > 0,05). Aprées la dose finale de cisplatin, le
seuil a atteint une moyenne de 40,8 + 6,2 dB (p < 0,05). L’augmentation des seuils était trés
similaire pour chaque fréquence. Les seuils des PEATC selon chaque fréquence sont

exposés dans la table I.

XILII PEATC: groupe lactate

Les enregistrements initiaux de PEATC pour toutes le fréquences combinées ont montré un
seuil moyen de 17,5 = 4,1 dB. Apres une dose cumulative de 9 mg/kg de cisplatin, le seuil
moyen a augmenté a 23,7 = 6 dB (p > 0,05) et a atteint 34,5 = 6,1 dB (p < 0,05) apres la
dose finale. Nous avons noté une différence importante de I’augmentation des seuils selon
les fréquences. Les fréquences moyennes ont subi une augmentation nettement moins
grande que les hautes fréquences (i.e. 2000 Hz: 7,5 dB, 4000 Hz: 18,0 dB, 6000 Hz: 20,0dB
et 8000 Hz: 23,0 dB). L’augmentation des seuils a 2000 Hz n’était pas statistiquement
significative. Les seuils des PEATC selon chaque fréquence sont exposés dans la table II.
En comparant le groupe lactate au groupe contrdle, la moyenne de I’augmentation des
seuils pour toutes les fréquences combinées était significativement moins grande pour le

groupe expérimental (p < 0,05) et ceci était le plus marqué a 2000 Hz. (Figure 2).
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XLIII PEATC: groupe NAC

Les enregistrements initiaux de PEATC pour toutes les fréquences combinées ont montré
un seuil moyen de 10,0 + 3,5 dB. Aprés une dose cumulative de 9 mg/kg de cisplatin, le
seuil moyen a augmenté a 81,5 + 8,4 dB (p < 0,05) puis est resté a 79,6 = 8,2 dB (p < 0,05)

apres la dose finale. L’augmentation des seuils était similaire pour toutes les fréquences.

XLIV Chromatographie a haute pression en phase liquide

La technique de chromatographie développée permet la détection du NAC a des
concentrations aussi basses que 4 uM avec moins de 100 pL de plasma. Un exemple de
détection de 2 mM de NAC dans un échantillon de référence est représenté dans la
Figure 3. L’analyse par chromatographie des échantillons sanguins des cobayes a
30 minutes, 1 et 3 heures n’a pas montré de diffusion systémique. Un exemple typique

d’analyse du plasma du cobaye est illustré dans la Figure 4.

XI.V Microscopie électronique

L’analyse des cochlées traitées avec la solution contréle a démontré une destruction
presque complete des stéréocils des cellules ciliées externes. L’étendue des trouvailles pour
le groupe controle comprenait des échantillons avec des altérations sévéres ainsi que
certains avec une destruction compléte des stéréocils. Les cochlées traitées au lactate ont
montré une altération partielle nettement moins sévére des cellules ciliées externes. A noter,
un des animaux traités au lactate avait montré une préservation presque totale des stéréocils

bilatéralement. Toutes les oreilles traitées au NAC ont subi une ostéite sévere et I’analyse
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de leur cochlée a révélé une destruction de I’organe de Corti qui a affecté toutes les cellules
(Figure 5).

XL.VI Table I: Seuils des potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral pour le groupe

controle
Seuils Post Hausse Post Hausse
. o el c .. . Valeur c .. . Valeur
Fréquence | initiaux | injection | des seuils P injection des seuils P
(dB) 9 mg/kg (dB) 24 mg/kg (dB)
2 kHz 23,0 25,0 2,0 0,699 48,0 25,0 <0,01
(10-40) | (15-40) (15-65)
4 kHz 16,5 23,3 6,8 0,199 48,5 32,0 <0,01
(10-25) | (10-35) (10-70)
6 kHz 9,5 17,5 8,0 0,066 38,5 29,0 <0,01
(0-20) (10-30) (0-65)
0,5 5,0 4,5 0,075 28,0 27,5 <0,01
8 kHz ©0-5) | (0-15) (0-55)
Résultats | 15 0 | 1756 52 | 0073 40,8 284 | <001
globaux

Les valeurs entre parenthéses reflétent I’étendue des seuils.
"Post injection 9 mg/kg" et "post injection 24 mg/kg" reflétent les seuils des PEATC

obtenus apres I'injection cumulative de 9 mg/kg et 24 mg/kg de cisplatin respectivement.
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XL.VII Table II: Seuils des potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral pour le groupe

lactate
Seuils Post Hausse Post Hausse
. ¢ el c .. . Valeur | . . . . Valeur
Fréquence | initiaux | injection | des seuils P injection | des seuils P
(dB) 9 mg/kg (dB) 24 mg/kg (dB)
2 kHz 27,5 33,3 5.8 0,376 35,0 7.5 0,564
(10-50) | (15-50) (15-65)
4 kHz 23,5 33,3 9,8 0,101 41,5 18,0 <0,05
(10-40) | (25-45) (15-75)
6 kHz 15,5 20,0 4,5 0,345 35,0 20,0 <0,05
(5-30) (10-30) (10-65)
3,5 8,3 4,8 0,221 26,5 23,0 <0,05
8KHz 1 015y | (0-20) (0-55)
Résultats | ;5| 537 6.2 0,091 | 345 17,0 <0,01
globaux

Les valeurs entre parenthéses reflétent I’étendue des seuils.

"Post injection 9 mg/kg" et "post injection 24 mg/kg" reflétent les seuils des PEATC

obtenus apres 1'injection cumulative de 9 mg/kg et 24 mg/kg de cisplatin respectivement.
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XL.VIII Figure 2: Comparaison de I’augmentation des seuils entre le groupe controle et
les groupes expérimentaux apres administration de 24 mg/kg de

cisplatin.
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* Représente une différence statistiquement significative entre le groupe contréle et le
groupe lactate a 2000 Hz.
¥ Représente une différence statistiquement significative entre le groupe controle et le

groupe lactate pour toutes les fréquences combinées.
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XI.IX Figure 3: Détection du N-acétylcystéine dans une solution de référence analysée a

la chromatographie a haute pression en phase liquide.
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A noter, le temps de rétention de 4,2 minutes (min) avant 1’apparition du pic de NAC.
L’aire sous la courbe représente la concentration du NAC. Cet exemple illustre la détection

de 2 mM de NAC. [mAU = milli-absorbance unit].
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XI.X Figure 4: Analyse du plasma de cobaye a la chromatographie a haute pression en

phase liquide apres injection transtympanique de NAC.
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A noter, I’absence de pic de NAC a 4,2 minutes (min).

(A: L-Cystéine; B: Homocystéine; C: Glutathion) [mAU = milli-absorbance unit].
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XL.XI Figure 5: Exemple d’analyse des cochlées des cochons d’inde au microscope
¢lectronique a balayage apreés administration de doses ototoxiques de

cisplatin (B, C and D).
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A: Cochlée normale; B: Groupe contrdle; C: Cochlée traitée au lactate; D: Cochlée traitée

au N-acétylcystéine.
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XII. DISCUSSION

L’usage clinique du cisplatin est limité par les toxicités qu’il engendre. La néphrotoxicité
affecte de 20 a 41% des patients. Sa pathophysiologie inclut la nécrose et 1’apoptose
cellulaire et les ERO semblent jouer un réle important dans ces mécanismes. La
neurotoxicité, qui affecte de 30 a 86% des adultes, est le résultat de dommage au niveau du
ganglion spiral. La myélosuppression est la complication la moins fréquente qui touche
moins de 5% des patients. > L’ototoxicité reste un facteur important qui limite les doses de
cisplatin tolérées par les patients. Jusqu’a présent, les études cliniques faites sur les
humains n’ont pas permis de découvrir un médicament qui peut prévenir cet effet
secondaire. Lors de la préparation d’une étude clinique a notre institution, nous avons
analysé les différents produits qui ont été testés chez I’animal afin de déterminer lequel
serait le plus prometteur chez I’humain. Choe et al. ont montré que le lactate injecté dans
I’oreille moyenne de cobayes traités au cisplatin permettait la préservation compléte des
émissions otoacoustiques. ® Puisque ce produit est déja utilisé de facon sécuritaire chez
I’humain, nous avons entrepris cette ¢tude afin de confirmer son efficacité. Les propriétés
otoprotectrices du lactate seraient reliées a la présence de I’enzyme lactate déhydrogénase
(LDH) 4 I’intérieur des mitochondries des cellules ciliées externes. ”’ Cette enzyme permet
la conversion du lactate en pyruvate et meéne a la production de la forme réduite de la
nicotinamide adénine dinucléotide (NADH). La NADH est un antioxydant endogene et une
¢tude a montré une diminution de sa concentration intracellulaire dans des cultures de

cellules rénales traitées au cisplatin. " Le lactate peut ainsi prévenir I’ ototoxicité secondaire
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au cisplatin en agissant au niveau du métabolisme cellulaire et en réplétant les niveaux de

NADH.

Nos résultats globaux combinant toutes les fréquences testées montrent une augmentation
des seuils en moyenne de 28,4 dB pour le groupe contrdle comparé a 17,0 dB pour le
groupe lactate. Le lactate a donc offert une protection auditive statistiquement significative
de 11,4 dB. La différence pour les deux groupes était plus importante pour les fréquences
de 2000 et 4000 Hz pour lesquelles le lactate donne une protection de 17,5 dB et 14,0 dB
respectivement. L’évaluation au microscope ¢€lectronique a confirmé les résultats des
examens physiologiques en démontrant une préservation partielle des stéréocils des cellules
ciliées externes des oreilles traitées au lactate. La divergence entre nos résultats et ceux de
Choe et al. s’explique par une différence des méthodologies. D une part, notre expérience
antérieure avec des patients adultes a montré qu’une perte auditive de moins de 15 dB
pourrait étre associée avec la présence d’émissions otoacoustiques. Ainsi, un petit
changement des seuils aux PEATC pourrait ne pas étre détecté par 1’évaluation des
émissions otoacoustiques. Ceci rejoint les résultats de Migirov et al. qui n’ont découvert
aucun changement des émissions otoacoustiques chez des cochons d’inde ayant re¢u une
solution topique de gentamycine, un agent reconnu ototoxique. Cette étude concluait que
les changements des émissions otoacoustiques reflétent plus le degré d’inflammation de
I’oreille moyenne que la fonction de 1’oreille interne. ” De plus, 1utilisation des PEATC
dans notre étude nous a permis d'obtenir une évaluation quantitative de la perte auditive

alors que l'analyse des émissions otoacoustiques n’aurait permis qu'une appréciation
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qualitative de l'audition. La différence entre nos résultats et ceux de Choe et al. s’explique
aussi par le fait qu’ils n’ont pas utilisé les cobayes comme leur propre controle et les
animaux qui formaient le groupe expérimental ont regu des injections de lactate dans les
deux oreilles. Puisque les injections intrapéritonéales ont un taux d’échec de 10 a 20%, * il
leur était alors impossible de s’assurer que tous leurs animaux avaient regu une dose
adéquate de cisplatin. La dose cumulative cible rapportée par Cardinaal et al. pour obtenir
une preuve définitive de dommage a I’oreille interne était au moins de 1,5 mg/kg/jour sur 8
jours (donnant une dose cumulative de 12 mg/kg). Aprés I’administration de 1,25
mg/kg/jour sur 8 jours (une dose cumulative de 10 mg), aucun effet ototoxique n’avait été
décelé. ”° En fait, dans notre étude, les PEATC des oreilles contrdles n’ont pas montré de
perte auditive apres 15, 18 ou 21 mg/kg. Il aura fallu administrer 24 mg/kg de cisplatin
intrapéritonéalement pour obtenir une perte auditive significative et cette dose est devenue
notre cible pour chaque sujet. Néanmoins, bien que notre étude ait montré des résultats
moins impressionnants avec 1’usage du lactate que celle de Choe et al, la protection
auditive fournie par ce produit était considérable, surtout aux fréquences utiles pour la

parole.

Ainsi, de tous les produits testés de facon intra-tympanique, nous considérons le lactate
comme le plus prometteur. De tous les anti-oxydants testés, le poids moléculaire du lactate
est le plus petit, expliquant une facilité de diffusion a travers la fenétre ronde pour atteindre
les cellules de I’oreille interne. De plus, ce produit est souvent utilisé de fagon sécuritaire

chez I’humain en tant que solution de Ringer.
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Le NAC était aussi un médicament pour lequel nous avions initialement beaucoup
d’attentes. Choe et al. avaient aussi étudié le NAC qui est un autre agent utilisé
sécuritairement chez I’humain dans le contexte de I’overdose a I’acétaminophen. Ils avaient
découvert que ce produit injecté dans I’oreille moyenne a une basse concentration de 2%
permettait une préservation partielle des émissions otoacoustiques chez le cobaye traité au
cisplatin. > Ainsi, le second objectif de notre étude était de déterminer si une plus grande
concentration de NAC offrait une protection compléte de I’ototoxicité secondaire au
cisplatin. Puisque le NAC est souvent utilisé chez I’humain pour traiter I’empoisonnement
a I’acétaminophen avec des doses ¢levées de 150 mg/kg a partir d’ampoules de 200 mg/ml
(20%), nous avons proposé I’hypothése qu’une solution de concentration similaire devrait
étre bien tolérée par le cobaye. Toutefois, nous avons observé une réaction inflammatoire
importante dans le conduit auditif externe apres la troisiéme dose. Les seuils des PEATC
ont augmenté de fagon trés importante méme apreés n’avoir donné que 9 mg/kg de cisplatin
qui n’est pas une dose reconnue comme ototoxique. De plus, lors de la préparation de
cochlées pour 1’analyse au microscope électronique, nous avons noté une inflammation trés
importante de la muqueuse de 1’oreille moyenne et une ostéite significative. La microscopie
¢lectronique a révélé une destruction compléte de I’architecture de 1’oreille interne. Le
changement des seuils aux PEATC était alors probablement secondaire a une inflammation
de I’oreille moyenne et de I’oreille interne causant une perte auditive mixte. Une réaction
inflammatoire similaire mais moins importante avait été notée dans une de nos études
précédentes avec I'utilisation de NAC transtympanique & une concentration de 4%. *' La

cause des effets indésirables du NAC a 20% sur les tissus de 1’oreille moyenne et interne
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n’est pas facilement explicable. La solution utilisée était stérile. Elle ne comprenait pas
d’agents reconnus ototoxiques et son pH était balancé. L’hypertonicité de la solution
pourrait étre la caractéristique qui la rend si irritante. Une solution de NAC a 20%
correspond a 1200 mOsm/L alors que 1’isosmolarité cellulaire est considérée de 280 a 300
mOsm/L. L’effet de I’hypertonicité des liquides sur la muqueuse de I’oreille moyenne

serait alors un sujet intéressant a explorer.

Une autre inquiétude associée a [I’utilisation d’antioxydants est la possibilité qu’ils
réagissent avec la chimiothérapie et inactivent son effet anti-tumoral. Le NAC contient un
groupe thiol, qui peut réagir et former des complexes avec les médicaments a base de
platine. Dicket et al. avaient réalisé I’importance de ce facteur limitant lorsqu’ils ont utilisé
le NAC de fagon systémique chez le rat. > Ils ont ainsi indiqué que leur approche serait
utile pour le traitement des tumeurs du systéme nerveux central, car le NAC ne passe pas a
travers la barriére sang-cerveau. Dans ce contexte, le NAC n’inactiverait pas I’effet du
cisplatin méme s’il était injecté de facon intraveineuse. Par contre, le cisplatin est un
médicament de choix non seulement pour les tumeurs du cerveau mais pour une multitude
d’autres néoplasies solides. Il était alors essentiel de déterminer si le NAC était absorbé
systémiquement lorsqu’il était injecté dans I’oreille moyenne avant de commencer a
’utiliser conjointement avec le cisplatin. Le protocole de chromatographie que nous avons
adopté permettait la détection fiable de trés petites concentrations de NAC dans le plasma.
Nos résultats montrent une absence d’absorption systémique aprés injection

transtympanique de ce médicament a 30 minutes, 1 et 3 heures post administration. Nous
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pouvons nous demander toutefois si ces résultats peuvent €tre extrapolés aux autres

antioxydants.
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XIII. CONCLUSION

Nous avons déterminé que les injections intra-tympaniques de lactate permettent une
préservation partielle des cellules ciliées externes et offrent une protection auditive qui est
significative seulement a 2000 Hz lors des traitements au cisplatin. Cette protection n’est
pas statistiquement significative aux fréquences plus hautes. Une concentration élevée de
NAC produit plus de dommage a I’oreille moyenne et interne que le cisplatin seul. Le NAC
administré en haute concentration n’est donc pas une solution viable pour la prévention de
I’ototoxicité secondaire au cisplatin. Finalement, le NAC ne semble pas diffuser
systémiquement lorsqu’il est injecté dans 1’oreille moyenne. Des projets futurs devront
déterminer si ceci est le cas pour les autres antioxydants qui pourraient tre utilisés dans la
prévention de I’ototoxicité due au cisplatin. Il est aussi a noter que I’étude actuelle n’a pas
évalué I’effet protecteur du lactate intra-tympanique sur 1’ototoxicité tardive associée au

cisplatin, un sujet qui devra étre investigué dans des études ultérieures.
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