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Resumo

A radiacao pode causar lesio na orelha interna podendo
provocar surdez sensoério-neural e inclusive levar 2 anacu-
sia. A amifostina é uma substincia citoprotetora seletiva
de tecidos sadios, amplamente utilizada durante a radio e
quimioterapia de tumores malignos. Objetivo: O objetivo
deste estudo experimental foi verificar se existe efeito antio-
xidante e radioprotetor da amifostina no é6rgao de Corti de
cobaias albinas irradiadas em regido de cabeca e pescoco.
Material e Método: O estudo realizado envolveu quatro
grupos de animais: um grupo foi submetido 2 irradia¢do
em dose tnica de 350cGy. Dois grupos receberam a mesma
dose de radia¢ao, porém receberam doses de 100 e 200mg/
kg de amifostina, 30 minutos antes da irradiacao. Um grupo
recebeu apenas amifostina, na dose de 200mg/Kg. Todas as
cobaias foram sacrificadas 30 dias apds o experimento e suas
bulas retiradas para estudo em microscopio de varredura.
Resultado: O grau de lesao das células ciliadas externas foi
menor nos dois grupos que receberam a amifostina que no
grupo apenas irradiado. Nao foi encontrada diferenca de pro-
tecdo entre os grupos que receberam doses de 100 e 200mg/
kg de amifostina. Nao houve lesio no grupo que recebeu
apenas amifostina. Conclusfio: Amifostina mostrou ser um
radioprotetor do 6rgao de Corti de cobaias albinas irradiadas.

Analysis of the Cytoprotective
Effect of Amifostine on the
Irradiated Inner Ear of Guinea
Pigs: An Experimental Study
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Summary

deiation can cause damage to the inner ear, from a simple
hearing loss all the way to profound deafness. Amifostine
is a cytoprotective substance extensively used during radio-
chemotherapy for malignant tumors. Aim: the objective of
the present investigation was to establish the antioxidant
and radioprotective effects of amifostine on the organ of
Corti of albino guinea pigs irradiated in the head and neck
region. Materials and Methods: An experimental study
conducted on four groups of guinea pigs were used; One
group received only amifostine, one group was submitted
to a single dose of 350 cGy and the other two were similarly
irradiated but received amifostine doses of 100 or 200 mg/kg.
All animals were slaughtered 30 days after the experiment,
their bullae were removed and the damaged outer hair cells
were counted. Result: The extent of injury was lower in the
outer hair cells of the two groups treated with amifostine
compared to the group that was only irradiated. There was
no difference between the group treated with 100 and 200
mg/kg of amifostine. The group that received only amifostine
had no cochlear damage. Conclusion: Amifostine is an
effective cytoprotective substance in the Organ of Corti of
irradiated guinea pigs.
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INTRODUCAO

A radioterapia constitui uma das formas de trata-
mento mais utilizada nos tumores malignos localizados na
regiio da cabeca e pescoco. O seu mecanismo de acao
sobre as células cancerigenas se baseia na desestruturacao
da sequéncia de seus nucleotideos, desta forma, modifi-
cando as moléculas, proteinas e DNA (dcido desoxirribo-
nucleico) das células, comprometendo o seu metabolismo
e o mecanismo de divisao celular, impedindo assim, o
crescimento tumoral.

Um dos grandes inconvenientes da radioterapia
em cabeca e pescoco € o fato de o osso temporal e as
estruturas da orelha interna se encontrarem no campo de
radiacio da maioria dos tumores, tal como ocorre nos
tumores da rinofaringe, onde o aparelho auditivo pode
ser inevitavelmente envolvido no campo de irradiacao e
o paciente poder evoluir com de perda auditiva de va-
riados graus de intensidade, podendo inclusive tornar-se
anacusico'.

Ao atingir o 6rgao vestibulo-coclear, distarbios au-
ditivos e do equilibrio podem surgir®. Dentre eles, a perda
auditiva sensorio-neural é a complicacao mais comum e
esta em maior frequéncia associada a lesao e perda de
células ciliadas externas do 6rgao de Cortif.

Muitos esforcos tém sido feitos na tentativa de
minimizar ou neutralizar a acio da irradiacio na orelha
interna, porém os maiores avancos tém sido notados ape-
nas no campo do desenvolvimento de novas técnicas e
equipamentos emissores de radiacio e fontes de energia
tipo prétons, os quais tém reduzido os efeitos da radiacao
sobre o 6rgao auditivo®®.

Virios estudos com drogas citoprotetoras contra os
efeitos deletérios da radiacao em tecidos normais estao
disponiveis na literatura. No entanto, quase nao existem
estudos relacionados a acdao de drogas protetoras da ra-
diacao especificamente nas estruturas da orelha interna.

Uma das principais drogas em evidéncia no mo-
mento, pela sua baixa toxicidade e por se tratar de um
potente citoprotetor seletivo de tecidos normais contra os
efeitos adversos da radioterapia € a amifostina.

O objetivo deste estudo foi verificar se a amifostina,
administrada nas doses de 100 e 200mg/Kg, intraperito-
neal, previamente 2 irradiaciao da orelha interna na dose
de 350cGy, desempenha funcio citoprotetora na orelha
interna e se, existindo essa protecao, ela se faz de forma
diferenciada e seletiva privilegiando determinadas espiras
ou grupos de células ciliadas dentro de uma mesma espira.

MATERIAL E METODO

O presente estudo envolveu 51 cobaias albinas, do
sexo masculino pesando entre 300 e 450g que passaram
na triagem auditiva pelo reflexo de Preyer positivo’ e pre-
senca de Emissoes otoacusticas - produtos de distor¢io,

previamente ao inicio do estudo, realizados em equipa-
mento da marca ILO 92 CAE System Otodynamics LTD. A
intensidade do estimulo desencadeante foi de 70dB NPS
tanto para F1 quanto para F2, seguindo a relacio de fre-
quéncias 2F1-F2 com propor¢ao F1:F2 = 1,22 e resolucio
dois pontos por oitava.

Os animais foram divididos em quatro grupos dis-
tintos, a saber: Grupo amifostina - composto de quatro
animais, recebeu isoladamente amifostina na dose de
200mg/Kg, intraperitoneal (IP), e serviu com um controle
negativo do experimento, uma vez que niao se encontra
descrito na literatura nenhum efeito ototéxico dessa droga;
Grupo Irradiacao (Irr) - formado por 11 cobaias que rece-
beram apenas a irradiacao na regiao de cabeca e pescoco
na dose de 350cGy, simetricamente em cada orelha; Grupo
amifostina 100mg+Irradiacao (Irr+100mg)- composto de
18 cobaias que receberam amifostina na dose de 100mg/
kg, IP, 30 minutos antes da irradiacio na dose de 350cGy;
Grupo amifostina 200mg+Irradiacao (Irr+200mg) - com-
posto de 18 cobaias que receberam amifostina na dose
de 200mg/kg,IP, 30 minutos antes da irradiacio na dose
de 350cGy. Todos os grupos permaneceram no laborato-
rio de cirurgia experimental, atendendo as exigéncias de
alimentacao e confinamento preconizados pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal, protocolo 043/2005
aprovado em 27 de marco de 20006, sendo sacrificados 30
dias ap6s a data do experimento.

O método utilizado para comparacao do grau de
lesao do 6rgao de Corti foi a contagem das células ciliadas
externas que se encontravam ausentes nas trés fileiras
de trés espiras da coclea: E1, E2, E3. O parimetro para
classificacao de lesiao considerado foi a auséncia total de
cilios, ou seja, a perda completa da projecao filamentar dos
cilios sobre a placa cuticular. O local escolhido para con-
tagem das células foi o seguimento médio de cada espira,
obtendo-se o maior nimero de células possivel, dentro
de um campo microscopico fotografico a um aumento de
350 a 700 vezes. Todas as espiras foram fotografadas e os
negativos revelados para posterior processo de andlise. Os
numeros resultantes desta contagem celular foram trans-
formados em fracdes do numero total de células ausentes
dividido pela populacio total de células daquele campo
fotografico analisado.

Para a comparacao entre os grupos de estudo
foram feitas trés andlises: a primeira comparou o percen-
tual de células lesadas entre os grupos (Irr, Irr+100mg e
Irr+200mg) levando-se em consideracao o percentual do
somatorio de células ciliadas externas lesadas nas trés
espiras (E1, E2 e E3) de cada grupo; a segunda comparou
o percentual de células ciliadas externas lesadas em cada
espira (E1, E2 e E3) entre os trés grupos estudados; a ter-
ceira comparou o percentual de células ciliadas externas
lesadas em cada fileira (F1, F2 e F3) entre os trés grupos.

Os resultados entao foram submetidos a andlise
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estatistica utilizando-se o programa Statistical Package
for Social Sciencies - (SPSS). Na comparacao dos valores
entre os trés grupos foi utilizado o teste nao-paramétrico
de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn quando
verificado a existéncia de diferenca significativa. Para esta
andlise estatistica foi adotado como nivel de significancia
um valor de p < 0,05.

251

RESULTADOS

Percentual Lesado

O presente trabalho envolveu um total de 51 co-
baias, sendo que ocorreram sete mortes. Dessas, duas 0+ | |
foram do grupo Irr+200mg, quatro do grupo Irr+100mg, IRR+100mg IRR+200mg IRRADIACAO
e uma do grupo amifostina. Todas as mortes ocorreram GRUPOS
por conta de diarreia de provavel causa viral. Das 44 co-
baias restantes resultaram 88 cocleas, sendo que no final
do estudo foram computadas apenas 84, pois trés cocleas
foram excluidas do trabalho, visto que as cobaias apre-
sentaram sinais de inflamac¢iao/infeccio na orelha média
e 1 coclea foi perdida por ficar extremamente danificada
apo6s a sua dissecacao. 104
Por nao ter havido nenhum grau de lesao no grupo
que recebeu apenas amifostina, o que condiz com achados
da literatura, os estudos comparativos foram procedidos
apenas entre os demais grupos do estudo.

Figura 1. Percentuais de CCE lesadas em cada grupo.

Comparacao do percentual do total de CCE entre os
grupos

Na comparac¢iao dos totais de CCE lesadas em |__L| *
cada grupo do estudo observou-se que, no grupo Irr o o —
percentual total de lesdes das CCE foi significativamente IRR+100mg IRR+200mg
maior que nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg, que se GRUPOS
equivaleram (Figura 1).

Percentual Lesado

E

IRRADIACAO

Figura 2. Percentuais de CCE lesadas na espira 1.

Comparacao do percentual de células ciliadas externas
lesadas em cada espira (E1, E2 eE3) entre os grupos

Espira 1

Na espira 1 quase nao foram observadas lesdes em
nenhum dos grupos estudados e, quando elas ocorreram,
foram de forma isolada e inconstante. Aplicando-se o
teste estatistico, nao houve diferenca significativa entre os
grupos que receberam amifostina (100mg/kg e 200mg/kg)
antes da irradiacio e o que foi irradiado isoladamente na
dose de 350cGy (Figura 2 e 3).

Espira 2

Na segunda espira, observou-se um aumento nas fa-
lhas nas fileiras de células ciliadas externas, principalmente
ocorridas no grupo que no usou amifostina previamente
a irradiacao. O maior grau de lesdo ocorrida neste grupo
foi estatisticamente significante quando comparados os
totais de células lesadas desta espira com os outros dois
grupos que receberam amifostina antes da irradiacao. Entre

——
Sorm 010521

Figura 3. Seguimento sem lesbes da espira 1 do grupo Irr.
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0s grupos que receberam amifostina nao existiu diferenca
significante (Figuras 4 e 5). %

Espira 3 21

Na terceira espira, em comparacio com a E2, ob-
servou-se uma maior tendéncia de lesao nos trés grupos.
Aqui, também os grupos Irr+100mg e Irr+200mg mostraram
valores significativamente inferiores ao grupo irradiado
isoladamente. Os dois grupos que usaram amifostina se
equivaleram e nao mostram diferenca significante (Figuras 5

6e7).

15 1

10 4

Percentual Lesado
*

I
oA
Comparacao do percentual de células ciliadas externas IRR+100mg IRR+200mg IRRADIAGAO
lesadas em cada fileira (F1, F2 e F3) entre os grupos. GRUPOS

Figura 6. Percentuais de CCE lesadas na Espira 3.

Espira 1 - Fileiras 1, 2 e3

Na comparacio feita entre as fileiras da primeira
espira, nao houve diferenca significativa entre os percen-
tuais de CCE lesadas nos grupos em estudo (Figura 8).

Percentual Lesado
x

\

0 \ \

IRR+100mg IRR+200mg IRRADIACAO 25kU X598 S0um 007748
GRUPOS .

Fi 7. Espira3d Irr+200 ao CCE.
Figura 4. Percentuais de CCE lesadas na espira 2. igura 7. Espira 3 do grupo Irr mg com preservagao

SOKrm BO7?7?37

Figura 5. Espira 2 do grupo Irr+200mg mostrando preservacao CCE. Figura 8. Espira 1 do grupo Irr+200mg sem lesdes.
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Espira 2 - Fileiras 1,2 e 3

Na compara¢ao dos percentuais de CCE lesadas
entre as fileiras isoladamente nos grupos, observou-se
que, apesar de as maiores médias de lesio ocorreram na
segunda (F2) e terceira (F3) fileiras, apenas na primeira
fileira (F1) foi notada diferenca significativa pelo teste
post hoc de Dunn, onde o grupo irradiado isoladamente
(Irr) apresentou valores significativamente superiores de
lesao aos dos grupos Irr+ 100mg e Irr+200mg, que se
equivaleram (Figura 9).

—_—
srm 009446

Figura 9. Espira 2 do grupo Irr mostrando lesdo de F2 e F3 e preser-
vacao de F1

Figura 10. Espira 3 do grupo Irr com grande nimero de lesdes ciliadas
emF2 e F3.

Espira 3 - Fileiras 1,2 e 3

Comparando-se os percentuais de CCE lesadas
entre as fileiras isoladamente nessa espira, notou-se uma
tendéncia de maiores médias de lesdes na segunda (F2)

e terceira (F3) fileiras, repetindo o que ocorreu na espi-
ra 2. Porém aqui, apenas na terceira (F3) fileira houve
aumento estatisticamente significante de lesao no grupo
apenas irradiado, comparado aos outros dois grupos que
receberam amifostina nas doses de 100mg e 200mg/kg,
que se equivaleram (Figura 10).

DISCUSSAO

A perda auditiva induzida pela radioterapia, apesar
de ser um assunto da maior relevincia, ainda é pouco
diagnosticada nos dias atuais e, de certa forma, pouco
valorizada e prevenida no meio dos profissionais envol-
vidos com esta modalidade de tratamento. Isto se deve,
em parte, ao desconhecimento dos avancos de novas
técnicas de radioterapia com maior potencial otoprote-
tor e das recentes descobertas de drogas com potencial
radioprotetor para tecidos normais adjacentes ao tumor,
inclusive do 6rgao auditivo.

Quanto aos tipos de disacusia induzidos pela ra-
dioterapia, ¢ sabido que podem ser condutivas, sensorio-
neurais e mistas. A perda auditiva sensério-neural €, sem
davida, a mais frequente, segundo alguns autores podendo
ocorrer em até 75% dos pacientes irradiados na regiao do
osso temporal, e costuma desenvolver-se pela lesio ao
orgao de Corti e em menor frequéncia uma degeneracio
do VIII par craniano, visto que as estruturas do sistema
nervoso central tém uma maior resisténcia a essa moda-
lidade de tratamento®.

Quanto a dose lesiva para o 6rgao de Corti, quanto
maior a dose de irradiacio na orelha interna, maior é a
probabilidade de dano auditivo®. Em geral, a dose total de
radiacdo necessaria para produzir uma lesio ao sistema
auditivo varia entre 3000 e 6000 cGy, quando dividida em
pequenas fracdes'*!2. Em nosso estudo, a dose utilizada su-
ficiente para provocar lesao imediata as células ciliadas foi
350cGy, aplicada em dose Unica. Esta dose foi determinada
através de um estudo piloto, previamente realizado em
nosso Departamento, visto que ndo existiam informacoes
na literatura sobre a dose média lesiva ao 6rgao de Corti
de cobaias albinas.

A perda da audicao ap6s a radiacdo pode instalar-
se de forma imediata ou tardia®. A complicacio imediata
resulta da injdria celular direta pela radiacio sobre estru-
turas do 6rgao de Corti e da estria vascular. J4 os efeitos
tardios ocorrem pela acio indireta da radiacao sobre os
vasos da orelha interna, gerando o processo de endo-
arterite obliterante, que progressivamente interrompe o
aporte sanguineo a estruturas vitais como o neuroepitélio
da coclea e o VIII par craniano'™®.

Com referéncia a faixa de frequéncias mais atingida,
as frequéncias graves e médias raramente sao comprometi-
das. J4 os tons agudos sao os mais afetados destacando-se
a faixa de frequéncias entre 4000 a 8000Hz*. Os nossos
achados apontaram para a lesao preferencialmente ocor-

BRAZILIAN JOURNAL OF OTORHINOLARYNGOLOGY 75 (5) SETEMBRO/OUTUBRO 2009
http://www.bjorl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

698



rendo nas segunda e terceira espiras, com a preservaciao
da primeira espira e a espira apical. Na comparacao do
grau de lesdo entre a E2 e E3 notou-se que os percentuais
de lesao foram superiores na terceira espira ultrapassando,
na maioria dos casos, em duas vezes o que ocorrera na
segunda espira. Esse mecanismo de seletividade para as
espiras e consequentemente para as frequéncias auditivas
¢ provavel que se deva ao maior consumo de oxigénio
existente nas células ciliadas e estria vascular mais pro-
ximas da base da coclea, o que as torna mais sensiveis'®.

Outro dado também observado foi que houve
uma tendéncia a um aumento dos percentuais de células
lesadas na segunda e terceira espiras, principalmente nas
duas ultimas fileiras mais externas, com preservacao da
primeira e mais interna. Este fato também notado em ou-
tros estudos experimentais envolvendo a radiacao se deve,
provavelmente, a diferentes necessidades metabolicas que
ocorrem entre esses grupos celulares ja apontadas por
alguns autores que detectaram diferencas anatomicas e
de constituicao bioquimica nas células ciliadas externas,
em diferentes setores da coclea®!7 9,

No tocante ao emprego de drogas otoprotetoras
na radioterapia, Atlas et al. (2006) conseguiram reduzir
os danos cocleares induzidos pela radiacao no ganglio
espiral, estria vascular, células ciliadas internas e externas
de cobaias que foram tratadas com piracetam uma hora
antes da irradiacdo na dose de 60Gy, pelo mecanismo de
inibicio da apoptose celular®.

A amifostina ¢ uma pré-droga que € convertida
pela fosfatase alcalina na molécula ativa WR-1065. O WR-
1065 interage com radicais livres doando ions hidrogénio
que se ligam as moléculas de oxigénio e aos metabolitos
ativos dos agentes antineopldsicos*?%. Isso ja conferiu a
amifostina o status de um eficiente citoprotetor na hema-
totoxicidade da ciclofosfamida e carboplastina, na neuroto-
xicidade, nefrotoxicidade, hematoxicidade e ototoxicidade
da cisplatina®®. Glover et al. (1984) estudaram o efeito da
amifostina na orelha interna de pacientes que receberam
quimioterapia pela cisplatina e constataram reducao dos
indices de disacusia em pacientes recebendo cisplatina na
dose de 150mg/mZ°. Hyppolito et al. (2005) compararam
o numero de células ciliadas externas lesadas e o com-
portamento das EOAPD em cobaias tratadas com e sem
amifostina e que receberam a cisplatina. Concluiram que
a perda de células ciliadas externas foi menor no grupo
amifostina e que as emissdes otoacusticas encontravam-
se presentes em todos os animais deste grupo apds uso
do ototoxico?.

Na radioterapia a amifostina protege varias linha-
gens celulares dos efeitos da irradiacao. Esta droga ja foi
testada amplamente e mostrou ser efetiva na radioprotecao
da medula 6ssea reduzindo os indices de hematotoxici-
dade minimizando a trombocitopenia, anemia e leucope-
nia®®. Em tumores de cabeca e pescoco acredita-se que

a amifostina possa reduzir a radiotoxicidade as glandulas
salivares, mucosa esofagica e da cavidade oral, minimi-
zando os efeitos adversos da mucosite e xerostomia que
comprometem substancialmente a qualidade de vida dos
pacientes pos-irradiados®®3!.

Em nosso estudo ficou evidente que a amifostina
protegeu de maneira significativa os grupos Irr+100mg e
Irr+200mg que receberam a droga pela via intraperitoneal,
30 minutos antes da irradiacao da orelha interna, porém
nao se observou diferenca significante de protecao apenas
com a variacio da dose de 100mg/kg para 200mg/kg.
Essa proteciao foi visivelmente marcada nas proporcoes
de células ciliadas lesadas e representou uma reducio
de até 40% dos percentuais de lesao nas CCE dos grupos
que receberam a amifostina. Essa reducio provavelmente
se deveu as diferencas de lesao ocorridas na segunda e
terceira espiras que, na cCompara¢ao entre os grupos, apon-
tou para uma reducao no percentual de lesao ocorridas
nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg quando comparados
ao grupo Irr. Na comparacao dos percentuais de lesao da
espira 1 entre os grupos, nao houve diferenca significante
de lesao em nenhum dos trés grupos. Isso pode ser ex-
plicado pelo baixo nivel de lesao ocorrida pela radiacio
neste setor da coclea em particular.

Quando comparados os grupos em termos de filei-
ras, apenas a primeira fileira da E2 e a terceira fileira da
E3 mostraram valores inferiores e estatisticamente signifi-
cantes de lesao ciliada nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg.
Esse, sem duivida, é um achado desse trabalho, mas que
mereceria aguardar novos experimentos para se verificar
se foi um fendmeno casual ou uma especificidade para
a droga utilizada.

CONCLUSOES

A amifostina utilizada previamente a radiacio da
orelha interna protegeu significativamente as células ci-
liadas externas do 6rgao de Corti de Cobaias irradiadas
em regido de cabeca e pescoco pelo Cobalto 60, na dose
de 350cGy e de maneira significativa protegeu a segunda
e terceira espiras da coclea, fato que niao se repetiu na
primeira espira. Apenas a primeira fileira da segunda espi-
ra e a terceira fileira da terceira espira mostraram valores
significativamente inferiores de lesao ciliada nos grupos
que receberam o citotoprotetor e nao houve diferenca
significante na resposta protetora das células ciliadas
externas quando se aumentou a dose da amifostina de
100mg para 200mg/kg.
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