UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

ANALISE DO EFEITO CITOPROTETOR DA
AMIFOSTINA NA ORELHA INTERNA IRRADIADA
DE COBAIAS: ESTUDO EXPERIMENTAL

RICARDO MIRANDA LESSA

Ribeirao Preto
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

ANALISE DO EFEITO CITOPROTETOR DA
AMIFOSTINA NA ORELHA INTERNA IRRADIADA
DE COBAIAS: ESTUDO EXPERIMENTAL

Aluno: Ricardo Miranda Lessa

Orientador: Prof. Dr. José Antonio Aparecido de Oliveira

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, para a
obtengéo do titulo de Doutor em Medicina,
Area de Mecanismos Fisiopatolégicos nos
Sistemas Visual e Audio-vestibular.

Ribeirao Preto
2006



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL
DESTE TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU
ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE
CITADA A FONTE.

Lessa, Ricardo Miranda

Analise do efeito citoprotetor da amifostina na orelha interna irradiada de
cobaias: estudo experimental.

Ribeirio Preto, 2006.

84p.;il.;30cm.

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto / Universidade de Sdo Paulo — Programa: Oftalmologia,
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescocgo.

Orientador: Oliveira, José Antonio Aparecido de

1. citoprotecdo. 2. amifostina. 3. irradiacdo. 4. células ciliadas externas.
5. orelha interna




“O conformismo é o carcereiro da liberdade e o inimigo do crescimento”

John Kennedy



DEDICATORIAS

“Nao diga a Deus o tamanho do seu problema, mas diga ao seu
problema o tamanho de Deus”.

A Deus pela sua bondade e por iluminar todos os meus caminhos e

abencoar a mim e a minha familia, tudo de mais precioso que possuo.

“Nada nasce sendo do amor, nada se faz a ndao ser por amor; so é
preciso reconhecer as diferentes fases do amor’.
C.F. Ramuz

A minha querida esposa Danielle, aos meus filhos Maria Luiza e
Joao ®edro pelo amor e dedicacao diarios que preenchem a minha vida e

me estimulam para novas realizagoes.

“A vida s6 pode ser compreendida olhando-se para tras, mas so pode
ser vivida olhando para frente”.
Soren Kierkegaard

Aos meus pais 7eélio e Tania, aos meus irmaos Tatiana e Marcus

sempre presentes nos meus pensamentos me estimulando pelos seus

exemplos de carater e de vida.



AGRADECIMENTOS

Ao Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia
de Cabeca e Pescoco da Faculdade de Medicina Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo:

Ao Professor Dr. José Antdnio Aparecido de Oliveira, meu Orientador,

pelos conhecimentos transmitidos e por acreditar no nosso trabalho.

Todos os colegas Docentes, Assistentes e Residentes do Servico de

Otorrinolaringologia, em especial ao Prof. Dr. Miguel Jngelo Hyppolito pela

amizade e pelo apoio constante na realiza¢do deste trabalho.

Todos os Funcionarios do Departamento em especial a Maria Rossato

pela paciéncia, meu eterno agradecimento pelo apoio, dedicacdo e entusiasmo

que foram imprescindiveis para a realizacao deste trabalho.
Servico de Radioterapia do Hospital das Clinicas da FMRP-USP:

Ao Prof. Dr. Thomaz Ghilardi Netto, Coordenador e Supervisor das
Atividades Técnicas e Administrativas do Servi¢co de Radioterapia.

A Vilma Maria de Faria Locci, agente administrativo, Dirce de Souza
Almeida, técnica em radiologia e Leandro Federiche Borges, Aprimorando em
Fisica aplicada a radiologia, pela atengéo, colaboragdo e empenho que tiveram

durante a realizacao deste trabalho.

Ao Laboratério Schering-Plough S.A., responsavel pela comercializagao
do medicamento Ethiol® (amifostina) no Brasil, pelo pronto atendimento da

solicitagcdo de doagédo de amostras para realizagdo deste trabalho.



Lista de Abreviaturas

BERA-

CCE-
CCl-
cGy-
dB-
DLL
DNA-
DP
E2-

EOA-
EOAPD-

et al-

F1-

F2-

F3-
FMRP-USP-
Sao Paulo

Gy-

brainstem evoked reflex responses audiometry
centimetros cubicos

células ciliadas externas

células ciliadas internas

centigray

decibel

distancia latero-lateral

acido desoxiribonucleico

desvio padrao

segunda espira

terceira espira

emissodes otoacustica

emissoes otoacusticas por produtos de distor¢ao
e colaboradores

primeira fileira

segunda fileira

terceira fileira

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de

gray

HCFMRP-USP- Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo

Ho-
H1-
ILO-
IMRT-
Irr-
Kg-

hipétese HO

hipdtese H1

Institute of Otolaryngology and Otology
Intensity Modulated Radiation Terapy
irradiacao

Kilograma



Lista de Abreviaturas

kHz-
Krad-
kV

mg-
NA-
Rad-
SNC-
x2

pum

kilohertz

kilorad

Kilovolt

metro quadrado
miligrama

nivel de audicao
unidade de radiagao
sistema nervoso central
qui-quadrado

micrometro



Lista de Figuras

Figura 1. Caixa acrilica utilizada para contengao das cobaias........c.cccceccuveeeeennn. 33
Figura 2. Cobaia posicionada para ser irradiada..........c.eeeeeeeriiiiiiienee e 33
Figura 3. Cobaia preparada para ser irradiada com posicionamento dos bolus ..33
Figura 4. Equipamento utilizado para irradiacdo: Bomba de Cobalto................... 34
Figura 5. Propor¢do CCE lesadas do grupO Irr .......cooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 41
Figura 6. Propor¢cdo CCE lesadas do grupo Irr+100mg .....cccovviimimeeeeiiiiiiiieeeeennn 41
Figura 7. Propor¢do CCE lesadas do grupO Irr+200mg .......coovvimirreeeiiiiiiieeeeeenns 42
Figura 8. Percentuais de CCE lesadas em cada grup0...........occcuveeeeeeeniiineeeeeenn. 43
Figura 9. Proporcao de CCE lesadas e total CCE na espira basal ...................... 44
Figura 10. Percentuais de CCE lesadas na espira basal ...........ccccocceeviieeinnennn. 45
Figura 11. Seguimento sem lesdes da espira basal do grupo Irr .........ccccveeeeennn. 45
Figura 12. Proporgao de CCE lesadas e o total CCE na espira 2.........ccccveeeennn. 46
Figura 13. Percentuais de CCE lesadas na espira 2........cccccoevvivieeeeeiiiciinneeenenn 47
Figura 14. Espira 2 do grupo Irr+200mg mostrando preservagédo CCE................ 48
Figura 15. Proporgcéo de CCE lesadas e o total CCE naespira 3.........ccccvveeeeennn. 49
Figura 16. Percentuais de CCE lesadas na Espira 3 ...........cccoceeeiiieiiiiieee e 50
Figura 17. Espira 3 do grupo Irr+200mg com preservagdo CCE............ccccveeeeenn. 50
Figura 18. Espira basal do grupo Irr+200mg sem 1€S0€S.......ccovvvvvviiieeiiiienienenen. 52
Figura 19. Espira 2 do grupo Irrcom lesbesem F2 e F3 ... 54
Figura 20. Espira 3 do grupo Irrcom lesbesem F2 e F3 ..., 56
Figura 21. Espira apical do grupo Irr+100mg com padrao apical normal ............. 57

Figura 22. Espira 2 do grupo Irr+100mg com padrdo normal de enfileiramento

das CCI ..



Lista de Tabelas

Tabela 1- Percentuais de CCE lesadas em cada grupo .........ccceeevivemereeeeenniunnnnnn. 42
Tabela 2- Percentuais de CCE lesadas na espirabasal.........cccccoviiiieiiiiiiiinnnnn. 44
Tabela 3- Percentuais de CCE lesadas Na espira 2 ........ccccueeeeeeeeiivineeeeeeeesiineeen. 47
Tabela 4- Percentuais de CCE lesadas na Espira 3.........cccvveeviiiiiiiiieeee e, 49

Tabela 5- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da espira basal...51
Tabela 6- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da espira basal..51
Tabela 7. Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da espira basal....52
Tabela 8- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da Espira 2......... 53
Tabela 9- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da Espira 2........ 53
Tabela 10- Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da Espira 2........ 54
Tabela 11- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da Espira 3....... 55
Tabela 12- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da Espira 3...... 55

Tabela 13. Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da Espira 3........ 56



INDICE

RESUMO
ABSTRACT
1- INTRODUGAO.......coereetrereenessssssssssssssssssssssssssasassssssssssssssesessassensasssnsssssssnsssnsnsens 1
2- REVISAO DE LITERATURA ......ocetecmreccsss s sesssss s ssssss s ssssssssassnsssassssasssnes 6
2.1. Estudos clinicos e de revisao sobre as alteragdes morfo-histolégicas e
repercussoes funcionais da radiacao no sistema auditivo periférico................ 7
2.2. Estudos experimentais sobre as alteragcbes morfo-histolégicas e
repercussoes funcionais da radiacao no sistema auditivo periférico.............. 22
2.3. Estudos experimentais sobre drogas otoprotetoras da radiacao no sistema
=10 o 1 (Yo N o 1= 141 1= ¢ Tt YU 26
3-OBUETIVOS ... ciiiiiiireccccceees s s s s e e s e e s s s nnsmmmsssssssssssssses s e e s nnnnnnnnnnnnssssssnnnnens 28
4- MATERIAL E METODOS .....coiicreesasscessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasanes 30
4.1. Critérios de selecdo e inclusdo de animais no estudo...............ccoeeeeeeeeeeennn. 31
4.2. Drogas utilizadas, Doses e Via de Administragao .........cccvvvvvvevviiieeeeeeennnenn.. 31
4.3. Tipo de irradiagédo, Dose total e Calculo da dose ......ccccceeveeeeviiiiieieeeee e, 32
4.4, Grup0S 08 ESTUAO .ceeeiieeiiiee ettt e e e e 34
4.5. Sacrificio e Preparo das COCIEAS ........oueiiiiieeiiiiee e 35
4.6. Método de Contagem Celular e Analise Estatistica.............cccccoeeeeee. 36
5- RESULTADOS ...ttt ssssssse e s s s s s s nnsmmmssssssssssssssesseesnnnnnnnnnnnnssssssnnnnees 39
5.1. Comparacgao do percentual do total de CCE entre 0S grupos......ccccceeeeuvvveeen. 40
5.2. Comparagdo do percentual de células ciliadas externas lesadas em cada
espira (basal, E2 e E3) entre 0S grupos .............cccouueeeeeiiiicoiieeeiaeeeiieeen 43
5.2.1. ESPIra Basal.........coocooomieeeiiiieeeee e 43
522 ESPIIA 2. 46
528 ESPIIA B 48

5.3. Comparacgao do percentual de células ciliadas externas lesadas em cada
fileira (F1, F2 @ F3) €ntre 0S grupoS ...cceeieiiiiiiieiiiiee e 51



Introducéao

5.3.1. Espira Basal — FileirasS 1, 2 € 3.......uuuuueeuueeiiieieeseeeeeeeaeaeaenaennens 51

5.3.2. ESPIra 2 — Fileiras 1, 2 € S.....uueueeeisssssesssassesssesesensnnnnns 52

5.3.3. ESPIra 3 — Fileiras 1, 2 € S....uuuuueeeeeeeeeeeaeaeeaeenaes 55

5.4 ESPIra APICAL....eeeeeiiiiiee e 57

5.5. Células ciliadas iNtEINAS .....ceueeeeee et eeas 58

6= DISCUSSAOD......ceucreerrrescerssssssssssssassssassssssssssssssssssasssssssssassssnssssssassssassssassssans 59
7- CONCLUSOES......ooieercetrcrsssessssssssassssssssssssssssssssssssssssassssassssssassssassssasssans 73
8- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coeieeerecesesrsssssessssssssssssssssssssssssassssas 75

ANEXO

ANEXO DE PUBLICAGAO



RESUMO




Resumo

A radioterapia causa lesdo de graus variados na orelha interna podendo
provocar desde a surdez sensorioneural até a anacusia. Com o objetivo de
verificar o efeito antioxidante e radioprotetor da amifostina no 6rgao de Corti de
cobaias irradiadas em regido da cabega e pescoco, foi realizado um estudo
envolvendo trés grupos de animais: um grupo foi submetido a lesdo imediata
de células ciliadas pela irradiacdo em dose Unica de 350cGy e outros dois
passaram por processos idénticos, porém receberam doses de 100 e 200mg/kg
de amifostina nos 30 minutos que antecederam a irradiacdo. Todas as cobaias
foram sacrificadas 30 dias apds o0 experimento e suas bulas retiradas para
estudo em microscépio de varredura. Depois de realizada a contagem das
células ciliadas externas e o somatério dos percentuais de lesédo em cada
espira de cada grupo isoladamente, concluiu-se que a lesdo das células
ciliadas externas foi menor nos dois grupos que receberam a amifostina que no
grupo apenas irradiado. Essa diferenga ocorreu principalmente nas segunda e
terceira espiras das cécleas onde a diferenca foi estatisticamente significante.
Nao foi encontrada diferenca de protecdo entre as doses de amifostina

testadas.



ABSTRACT




Abstract

Radiotherapy produces damage in the internal ear which can lead to
many degrees of sensorineural hearing loss and even deafness. With the
purpose of verifying the antioxidant and radioprotector effect of amifostine on
the organ of Corti of experimental guinea pig model irradiated in the head and
neck, a study involving 3 groups of animals was conducted: one of the groups
was submitted to immediate lesion of ciliated cells by a single dose of 350cGy
and the other two went through identical processes; however, they received
doses of 100 and 200mg/kg of amifostine in the 30 minutes that preceded
radiation. All of the guinea-pigs were sacrificed 30 days after experiment and
their bullas extracted for scanning microscope study. After counting outer hair
cells with the sum total of lesion percentage in each spire of each group
separately, it was concluded that the lesion of the external ciliated cells was
smaller in the two groups that had received amifostine than in the group that
had only been irradiated. Such difference occurred mainly in the second and
third spires of the cochlea where the difference was statistically significant.

Protection difference was not found between the tested amifostine.
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A radioterapia constitui uma das formas de tratamento mais utilizada nos
tumores malignos localizados na regido da cabega e pescogo. O seu
mecanismo de acado sobre as células cancerigenas se baseia na
desestruturagdo da sequéncia de seus nucleotidios, desta forma modificando
as moléculas, proteinas e DNA (acido desoxirribonucléico) das células,
comprometendo 0 seu metabolismo e o mecanismo de divisdo celular,
impedindo assim, o crescimento tumoral. Outras afeccées benignas também
podem ser tratadas por essa modalidade terapéutica; dentre elas, ressalta-se a
sua aplicacao no controle da psoriase € na prevencgao da cicatriz hipertréfica.

As células cancerigenas sdo mais suscetiveis a radiacdo pela sua
incapacidade de reparar prontamente as lesdes sofridas. No entanto, células
de tecidos e érgaos normais adjacentes ao sitio tumoral também podem ser
afetadas. Isso se constitui num dos grandes inconvenientes da radioterapia em
cabega e pescogo que, pelo fato de o osso temporal e as estruturas da orelha
interna se encontrarem no campo de irradiagdo dos tumores, tal como ocorre
nos tumores da parte nasal da faringe, o aparelho auditivo pode ser
inevitavelmente atingido e o paciente evoluir com variados graus de perda
auditiva, inclusive alguns podendo chegar a anacusia (ONDREY et al., 2000).

Aplicada superficialmente ao osso temporal, a radioterapia pode atingir
a orelha externa e média ocasionando perda auditiva condutiva secundaria a
otite externa, otite média com efuséo, otite média crbnica ou radionecrose do

osso temporal (SCHOT et al.,, 1992; ANTEUNIS et al., 1994; SMOUHA &
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KARMODY, 1995). Nos tumores mais profundos, onde a radiacdo alcanca a
orelha interna, as complicacdes podem ser severas e irreversiveis. Ao atingir o
orgao vestibulococlear, disturbios auditivos e do equilibrio podem surgir; dentre
eles, a perda auditiva sensorioneural que é a complicagdo mais comum e esta
em maior freqUiéncia associada a leséo e perda de células ciliadas externas do
6rgdo de Corti (NYLEN et al., 1960; WINTHER, 1969; GAMBLE et al., 1968;
HULTCRANTZ et al., 1989; SCHOT et al.,, 1992; ANTEUNIS et al., 1994;
FONG et al., 1995; LEIGHTON et al., 1997; CHEN et al., 1999).

A disacusia secundaria a radioterapia pode se instalar durante o
tratamento, imediatamente apds ou decorridos meses ou anos do seu término.
A complicagao imediata resulta, em geral, da injaria celular direta pela radiacao
sobre as estruturas do 6rgao de Corti e estria vascular. Ja os efeitos tardios
costumam ocorrer pela agao indireta da radiagdo sobre os vasos da orelha
interna, gerando o processo de endoarterite obliterante, que progressivamente
interrompe o aporte sanglineo a estruturas vitais como o neuroepitélio da
coclea e o VIII par craniano (TALMI et al., 1989; VARGHESE et al., 1996;
YOUNG & LOU, 1999).

A gravidade e os graus de disacusia estdo relacionados com a dose
total e o fracionamento desta, sendo que quanto maior a dose empregada
maior a chance de perda auditiva. Em geral, na maior parte dos ensaios
clinicos e trabalhos experimentais, a dose total de radiacdo necesséria para
produzir uma lesdo ao sistema auditivo varia entre 3000 e 6000 rad (BERG &

LINDGREN, 1961; WINTHER, 1969; EVANS et al., 1988; TALMI et al., 1989;
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GRAU et al., 1991; CHEN et al., 1999; HONORE et al., 2002; JOHANNESEN et
al., 2002).

Muitos esforcos tém sido feitos na tentativa de minimizar ou neutralizar a
acao da radiagdo na orelha interna. Nesse particular, o desenvolvimento de
novas técnicas e equipamentos emissores de radiagdo, bem como a utilizagao
de novas fontes de energia, tipo prétons, tém reduzido os efeitos da radiacéo
sobre o érgao auditivo (LIN et al., 2000; HUANG et al., 2002).

Estudos envolvendo drogas protetoras contra efeitos lesivos da radiagao
em tecidos normais em regido de cabeca e pescoco sao de valor inestimavel,
porém muito escassos na literatura nacional e estrangeira. Quando o assunto é
otoprotecao contra radioterapia essa realidade € ainda pior.

O conceito de citoprotecdo antecede a era moderna da terapia
oncolégica. Em trabalho original, Patt et al. (1949) demonstraram que o pré-
tratamento com cisteina (sulfidril-amino-acido-cisteina) tinha a capacidade de
proteger camundongos contra os efeitos letais da radiagcdo. Essa e outras
observagdes estimularam intensas pesquisas envolvendo os tidis e seu papel
como citoprotetores.

A amifostina (WR-2721), um analogo da cisteina, € um composto
organico de tiofosfato desenvolvido na década de 50 nos Estados Unidos como
parte de um programa anti-radiagao para proteger soldados na eventualidade
de uma guerra nuclear. Trata-se de uma pré-droga que apds a administracao
sofre desfosforilacdo pela fosfatase alcalina presente nos tecidos
transformando-se em seu metabolito ativo, o WR-1065, um tiol. O WR-1065,

como os outros tidis enddgenos, exerce o seu efeito quimio e radioprotetor
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através do bloqueio de radicais livres, doacdo de hidrogénio, inativacao de
radicais reativos através de conjugados tioester e, no caso dos derivados da
platina, através da prevencgao ou reversdo dos aduto Pt-DNA (COSTA, 1997).

A amifostina € uma droga com potencial citoprotetor seletivo de tecidos
normais contra a agressao da radio e quimioterapia. Os trabalhos da literatura
pesquisada comprovam o efeito citoprotetor da amifostina na hematotoxicidade
da ciclofosfamida e carboplastina; na neurotoxicidade, nefrotoxicidade,
hematoxicidade e ototoxicidade da cisplatina; na hematotoxicidade e toxicidade
mucosa da radioterapia (LIST et al., 1996; STOLARSKA et al., 2006;
BUENTZEL et al., 2006).

Com relacao aos efeitos otoprotetores da amifostina, quando utilizada
em radioterapia para tumores de cabeca e pescoco, na literatura pesquisada
ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem a acédo desta droga na
protecdo das células ciliadas do Orgéo de Corti, bem como a sua atuagéo na
preservagdo dos limiares auditivos em pacientes submetidos a essa

modalidade de tratamento, por isso estudos s&o necessarios a esse respeito.
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2.1. Estudos clinicos e de revisao sobre as alteracoes morfo-histologicas
e repercussoes funcionais da radiacao no sistema auditivo periférico

Borsanyi et al. (1961) acompanharam 14 pacientes que se submeteram
a doses de radioterapia entre 4000 a 6000 rad em regido de cabega e pescoco.
Notaram que a frequiéncia mais afetada foi a de 4000Hz, e a menos afetada a
de 2000Hz. Observaram ainda que, na maioria dos casos, existiu a
concomitancia de um componente condutivo, preferencialmente nas
freqliéncias mais altas, cujo aparecimento ocorreu antes da perda sensorial.
Concluiram que a radioterapia tem efeito lesivo as estruturas da orelha média e
orelha interna. Na orelha média, degenera o coladgeno e o musculo liso da
parede dos vasos, provocando trombose micro-vascular e isquemias
localizadas, podendo levar a necrose da cadeia ossicular. No labirinto, o
processo de vasculite torna a estria vascular e a aracndide mais permedveis,
levando a um aumento das pressées endolinfatica e perilinfatica e ao
comprometimento metabdlico das células ciliadas.

Adler et al. (1985) estudaram os efeitos teciduais da irradiacdo no meato
acustico externo, por meio do exame de 13 ossos temporais de 10 pacientes
submetidos a radioterapia em cabeca e pescoco que sobreviveram entre 5 e 21
anos pos-tratamento. Os principais achados foram: hiperplasia epitelial, atrofia
de glandulas ceruminosas, auséncia de foliculos pilosos, fibrose sub-epitelial e

colesteatoma secundario.



Revis&o de Literatura 8

Elwany (1985) relatou seis pacientes que desenvolveram perda auditiva
entre 6 e 11 meses apds receberem a dose total de 6.500 a 8.500 rad para
tratamentos de tumores adjacentes, mas que nao envolviam o osso temporal.
Em todos eles foram realizadas timpanotomia exploradora e bidpsia de
fragmentos da mucosa de orelha média, que foram encaminhados para exame
microscépico de transmissdo e varredura. Encontrou reducdo da motilidade
ciliar nos estagios iniciais de lesdo, que culminou em grande falha ciliar no
epitélio de revestimento da orelha média. As células caliciformes estavam
presentes em pequena quantidade e as glandulas mucoprodutoras em estado
inativo. Esses achados, segundo o autor, poderiam explicar a auséncia de
fluido intratimpanico, a despeito do intenso dano ciliar provocado pela radiacao
ionizante. Concluiu que as mudancas tardias na mucosa da orelha média
irradiada, em certos aspectos, sdao semelhantes as da otite média adesiva,
porém, ndo existem aderéncias intratimpanicas na orelha pds-irradiada.

Evans et al. (1988) reuniram 20 pacientes, com idade média de 65 anos,
que receberam radioterapia pés-cirurgia para tumor unilateral de parétida, e os
avaliaram quanto ao aparecimento de deficiéncia auditiva permanente apés a
terapia. No estudo, utilizaram audiometria tonal para avaliar freqiiéncias de
500Hz a 4000Hz na orelha irradiada e comparar os resultados audiométricos,
pré e pos-tratamento, com os da orelha controle. A dosimetria revelou que
menos de 10% da radiacdo atingiu a orelha contralateral. Utilizaram a
megavoltagem na dose total de 6000cGy em fracbes de 200 a 220cGy e
fizeram o seguimento dos pacientes de 2 a 16 anos apds o término da terapia.

A andlise estatistica ndo mostrou diferenca na audicdo entre as duas orelhas
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avaliadas, irradiada e controle, nem mesmo quando foi calculada a média dos
limiares auditivos para cada freqiéncia isoladamente. Concluiram que a
intensidade do fracionamento da dose é muito importante na génese da lesao
ao tecido nervoso auditivo, o que explicaria a maior frequéncia dessa lesao nos
tumores da parte nasal da faringe que costumam receber doses de até
400cGy.

Talmi et al. (1989) realizaram uma revisao bibliografica dos efeitos da
radioterapia na audicdo de humanos e animais de experimentacao. Concluiram
que, apesar das controvérsias sobre as altera¢des auditivas causadas pela
radioterapia, essas foram mais comuns nos pacientes submetidos a doses de
radiacdo superiores a 6000cGy, apesar de existirem casos relatados de
deficiéncia auditiva apos doses inferiores a 3000cGy. Sugeriram a realizacao
de audiometria pré e imediatamente pds-radioterapia, bem como o seguimento
dos pacientes, com testes auditivos de rotina, por varios anos apés o
tratamento. J& nos casos que envolveram criangas, 0s autores salientaram que
a atencao no controle auditivo deveria ser ainda maior.

Grau et al. (1991) investigaram a sensibilidade a irradiagdo da orelha
média e interna. A funcao coclear foi avaliada em 22 pacientes antes e apoés a
radioterapia, em um periodo que variou de 7 a 84 meses apds o término das
sessbes para tratamento do carcinoma da parte nasal da faringe. As fungdes
auditivas pré e pos-radioterapia foram comparadas. Os autores concluiram que
o dano coclear é dose dependente e que a lesdo acontece mesmo em doses
usuais utilizadas no tratamento radioterapico do tumor estudado. Ainda sobre a

laténcia das complicagdes, afirmaram que esta pode variar de meses a anos.
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Kirkbride et al. (1992) acompanharam 19 pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento de tumor de parétida com doses que variaram de
4500 a 6000cGy. Todos realizaram audiograma no minimo sete anos apds o
término do tratamento que revelou uma incidéncia de 29% de deficiéncia
auditiva unilateral do tipo sensorioneural, principalmente para os agudos, nao
se identificando nenhum outro fator predisponente para deficiéncia auditiva.
Concluiram que as deficiéncias auditivas condutivas costumavam predominar
nos estudos com segmento curto dos pacientes, cedendo lugar para as
deficiéncias auditivas sensorioneurais nos ensaios prospectivos maiores que
12 meses.

Schot et al. (1992) estudaram o efeito da radioterapia na audicao de 30
portadores de adenoma pleomérfico de parétida, operados inadequadamente,
que tiveram recorréncia do tumor. A média de idade dos pacientes foi 56 anos
e 0 segmento médio de 8,1 anos. Os métodos de avaliagdo foram audiometria
tonal e vocal, impedanciometria e audiometria de altas freqiéncias (de 10 a
20kHz). Nos resultados, a timpanometria mostrou uma pequena, porém
significante (p<0,05) reducdo da complacéncia da membrana timpéanica da
orelha irradiada (35,2%) comparada a orelha contralateral. A correlagao entre
sensacao de deficiéncia auditiva e perda auditiva, confirmada na audiometria,
foi positiva apenas para freqiéncias de 1 a 2kHz (p= 0,04). A audiometria
mostrou aumento significante nos limiares auditivos proporcional a frequéncia
avaliada, apenas para os intervalos de 1 a 2kHz; 4 a 8kHz e 10 a 20kHz. A
perda auditiva foi basicamente sensorioneural, com exceg¢do das frequéncias

de 250 e 500Hz em que houve predominio da componente condutiva. Doses
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abaixo de 55Gy foram praticamente inécuas, em contraste com as superiores a
65Gy que causaram perda auditiva importante. Concluiram que a radioterapia
causa deficiéncia auditiva sensorioneural dose-dependente, principalmente nas
frequiéncias de 4 a 8kHz.

Anteunis et al. (1994) estudaram 18 portadores de tumor unilateral de
parétida, com idades entre 17 a 76 anos, e média de 50 anos. Utilizando o
acelerador linear em doses diarias de 2 a 2,5QGy, realizaram audiometria tonal,
timpanometria, pesquisa do reflexo estapediano e “BERA” antes e dois anos
apds o término da radioterapia. Os resultados mostraram que menos da
metade dos pacientes desenvolveram deficiéncia auditiva clinicamente
relevante na orelha irradiada. A deficiéncia auditiva, quando apareceu, foi
permanente e afetou a qualidade de vida em 33% dos estudados. Os autores
sugeriram a ocorréncia de lesées na orelha média, orelha interna, nervo
auditivo e tronco cerebral. Nos casos de deficiéncia auditiva mista, alguns
pacientes revelaram-se puramente condutivos, seis meses apos a irradiacao,
com o desaparecimento da alteragcdo da componente éssea da perda. Os
autores tentaram explicar a alteracdo da componente Ossea da deficiéncia
auditiva como sendo uma pseudoperda auditiva, tal como ocorre no entalhe de
Carhard, pela fixacao da platina do estribo na janela do vestibulo na evolucao
clinica da otosclerose.

Sataloff & Rosen (1994) fizeram uma revisao da literatura avaliando os
efeitos da irradiacdo craniana sobre a acuidade auditiva. Verificam diversas
citacoes sobre alteragbes auditivas, principalmente em tumores da parte nasal

da faringe e paroétida, onde a coclea esta inteiramente exposta. Verificaram que
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a literatura é clara quanto a existéncia de otite e disturbios da funcéao labirintica
induzidas durante ou imediatamente ap6s a irradiacao; porém faltam provas
para confirmar a perda auditiva tardia pds-radioterapia. Alertaram que a perda
auditiva ocorrida apos a radioterapia pode nao estar relacionada a irradiacao,
mas sim a invasao direta do tumor as estruturas da orelha interna, a doengas
sistémicas associadas ou ao ndo tratamento do tumor, dentre outras. Destarte,
0s autores questionaram a perda auditiva ocorrida apés 18 a 36 meses da
radioterapia, afirmando, nesses casos, ser ainda menos provavel que a
deficiéncia auditiva tenha sido causada pela irradiacao.

Smouha & Karmody (1995) apresentaram uma série de casos clinicos
ilustrando o espectro de complicacbes nao osteiticas da radioterapia, dentre
elas: estenose de meato acustico externo, otite média com efusao, otite média
cronica supurativa (colesteatomatosa e néo colesteatomatosa), paralisia facial,
distarbios vestibulares (lesdo vestibular) e deficiéncia auditiva sensorioneural.
Segundo os autores, a deficiéncia auditiva sensorioneural, que normalmente
aparece apdés varios ciclos de irradiagdo, desenvolve-se tanto por efeito
primario téxico da radioterapia sobre a coclea, como pelo efeito secundério da
oclusdo vascular na orelha interna.

Fong et al. (1995) estudaram retrospectivamente quatro menores, com
idades que variavam de 6 a 10 anos, que receberam radioterapia exclusiva
apos exérese de tumor de fossa craniana posterior. A dosimetria mostrou que
doses entre 50 e 54Gy, correspondentes de 93 a 100% da dose total aplicada,
atingiram as cécleas apdés 6 a 7 semanas de sessdes de fracionamento. A

maioria desenvolveu deficiéncia auditiva sensorioneural assimétrica sem
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padrao definido, porém com predominio das freqiéncias agudas na pior das
orelhas. Observaram, ainda, que a deficiéncia auditiva teve um carater
flutuante, especialmente na melhor orelha, e que se manifestara em média 18 a
36 meses apos o término da radioterapia. Em apenas um caso predominou a
deficiéncia auditiva sensorioneural nas frequéncias graves.

Varghese et al. (1996) acompanharam, por meio de audiometria tonal,
25 portadores de tumor em regido de cabeca e pesco¢o com audigdo normal
antes da radioterapia. Os pacientes receberam doses de radioterapia, que
variaram de 5000 a 6500 rad, durante 30 dias. Observaram que 0s sintomas
mais freqUentes foram sensacao de plenitude auricular (44%), perda auditiva
(40%), otalgia (16%), zumbido (8%) e vertigem (4%). Quanto aos achados
otoscépicos, prevaleceram o derrame seroso na orelha média (56%) e
hiperemia da membrana do timpano (4%). A deficiéncia auditiva mais
encontrada foi condutiva, no percentual de 62%, seguida da mista (32%) e
sensorioneural (6%).

Leighton et al (1997) estudaram o comportamento dos potenciais
auditivos evocados de tronco cerebral em 19 pacientes, sem problemas
auditivos prévios, que foram submetidos a radioterapia exclusiva no tratamento
do carcinoma da parte nasal da faringe. Apesar de reconhecerem o potencial
lesivo da irradiacdo sobre estruturas nervosas do tronco cerebral, entre as
quais se inclui o VIII par craniano nas suas por¢des interna e externa ao meato
acustico interno, ndo encontraram aumento nas laténcias ou auséncias das
ondas nos exames em que realizaram. Por contrariarem trabalhos anteriores

que evidenciavam lesdo ao nervo auditivo apds tratamentos com altas doses
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de radiacao, atribuiram que a auséncia de lesdo nos seus pacientes se deveu a
restricdo da area atingida pela radiagcdo na superficie anterior da ponte e da
medula. Concluiram que as vias auditivas se situam na por¢ao central e dorsal
do tronco cerebral, com isso podiam ser preservadas quando a radiagdo se
limitava a superficie ventral.

Silveira (1998) estudou 38 orelhas de 21 pacientes submetidos a
radioterapia, utiizando a megavoltagem emitida por aparelhos de
cobaltoterapia e acelerador linear, para tratamento de tumores de cabeca e
pescoco, cujo campo de irradiacdo incluia o osso temporal. Acompanhou-o0s
com audiometria limiar tonal pré e pos-radioterapia e comparou a evolugcao das
deficiéncias auditivas com os perfis audiométricos pré-tratamento. Dentre os
tumores, os mais freqlentes foram de base e dorso de lingua (23,8%) e os
menos freqUentes de trigono retromolar (9,5%). Analisando as condi¢cbes antes
e apos o tratamento da radioterapia, levando em conta cada tipo de via (aérea
e Ossea), grupo (audicdo normal, sensorioneural, misto e condutivo) e
freqUiiéncia (aguda e grave) acometida. Verificou que, no grupo sensorioneural,
tanto para via aérea quanto para 6ssea, houve diferenca significativa de piora
da audicao nas freqiéncias agudas. Quando avaliou a evolugao dos limiares
pbs-radioterapia, levando em consideracao o aparelho utilizado, notou que na
cobaltoterapia houve uma piora da audicao apenas na via aérea, fato que nao
se confirmou para o acelerador linear. Na via 6ssea ndo se constatou diferenca
significativa, embora as médias das diferencas para cobaltoterapia indicassem

elevagao das medidas e queda da audigdo. Concluiu que o grupo de pacientes
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que tinha perda auditiva sensorioneural antes do tratamento foi 0 mais afetado
apos a radioterapia.

Chen et al. (1999) estudaram retrospectivamente 21 pacientes
portadores de tumor unilateral de parétida irradiados no poés-operatorio da
exérese tumoral. Realizaram o seguimento da perda auditiva por meio de
audiometria e impedanciometria, no periodo de 2 a 14 anos pds-radioterapia.
No critério dos autores, somente as perdas auditivas com diferengas superiores
a 20dB entre as orelhas seriam consideradas relevantes na avaliagéo. Eles
buscaram analisar a intensidade da dose da radioterapia e o seu efeito na
audicdo por meio de audiometria tonal e vocal, timpanometria e um
questionario distribuido aos pacientes avaliando a subjetividade da perda
auditiva. No resultado, foi observado que, somente nas doses superiores a
60Gy, houve a correlagédo positiva entre a intensidade da dose aplicada e trés
achados: deficiéncia auditiva sensorioneural (60%), timpanometria tipo B (53%)
e subjetividade da perda auditiva (33%), nas frequéncias de 500, 1000 e
2000Hz. Notaram, ainda, a diferenca significante na incidéncia de deficiéncia
auditiva, quando foram comparados 0s grupos que receberam doses cocleares
iguais ou maiores a 60Gy e os que receberam doses inferiores a essa. Os
autores relataram o aparecimento de deficiéncia auditiva sensorioneural em
88% dos pacientes com timpanometria tipo B apés a irradiagcdo e em 15% dos
pacientes com timpanometria tipo A. Concluiram que a associacdo entre
timpanometria B e deficiéncia auditiva sensorioneural s6 é encontrada quando

se utilizam doses extremamente elevadas, acima de 6000cGy.
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Ho et al. (1999) estudaram prospectivamente 294 pacientes tratados
para carcinoma da parte nasal da faringe, dos quais 221 fizeram apenas
radioterapia e 73 receberam também quimioterapia com doses de cisplatina
inferiores a 275mg/m2, que, segundo o0s autores, sdo doses baixas e inferiores
a dose minima ototéxica para esse quimioterapico. A dose total da radioterapia
na parte nasal da faringe variou de 60Gy a 70Gy, e na orelha interna foi
estimada entre 70Gy e 90Gy. As audiometrias tonais foram realizadas pré-
tratamento e no periodo que variou de 3 a 102 meses apoés a irradiagcdo, com
média de 30 meses. Trés meses apds a radioterapia, perda auditiva superior a
10dB em 4000Hz e nas freqUéncias de fala (500, 1000 e 2000Hz) ja podiam ser
notadas em 31% e 14% das orelhas respectivamente. Observaram que as
perdas auditivas mais acentuadas (acima de 30dB) que ocorreram em 17
orelhas, deveram-se, provavelmente, a radiosensibilidade intrinseca de cada
organismo afetado. A longo prazo, principalmente ap6s o segundo ano de
radioterapia, as perdas auditivas melhoraram em 40% das orelhas; contudo, a
probabilidade de persisténcia de deficiéncia auditiva, com deterioracao
significativa dos limiares, aumentou com o passar dos anos. Notaram que, nos
pacientes acima de 50 anos, o processo de degeneracdo senil do érgao
vestibulococlear provavelmente faciltou a lesdao auditiva pela irradiacao,
manifestando-se por uma piora dos limiares acima de 10dB na freqiiéncia
isolada de 4000Hz. Sugeriram a existéncia de um platdé de estagnacao da piora
auditiva, que corresponderia ao valor de 60dB, acima do qual a deficiéncia

auditiva ndo mais progrediria, mesmo no curso da radioterapia. Concluiram que
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a maior suscetibilidade das células basais deveu-se ao reduzido numero de
células nesse setor quando comparados as células da espira apical da céclea.

Young & Lou (1999) publicaram estudo com 15 pacientes portadores de
carcinoma da parte nasal da faringe que, apdés serem irradiados,
desenvolveram perda sensorioneural subita da audicdo. Dentre eles, sete
desenvolveram anacusia, sete perda profunda e um perda moderada. A média
de tempo para o aparecimento da complicacédo foi de 12 anos e todos foram
submetidos a tratamento com expansor plasmatico, tipo Dextran 40®, para
reversdo da perda auditiva. O indice de melhora da deficiéncia auditiva foi de
60% e nao houve correlagao entre a ocorréncia da deficiéncia auditiva e a dose
de radiacdo. A média de radiagcdo aplicada nesta série foi de 72Gy, nao
havendo aumento na incidéncia da deficiéncia auditiva quando comparado o
grupo que recebeu 50Gy e o que recebeu 80Gy. Os achados, segundo os
autores, reforcam a hipétese da insuficiéncia vascular como mecanismo causal
para a deficiéncia auditiva pds-irradiagao.

Gibb & Loh (2000) descreveram um caso de tumor da parte nasal da
faringe que evoluiu com deficiéncia auditiva mista severa bilateral precoce apo6s
receber multiplos ciclos de radioterapia por recidivas. O estudo post-mortem
mostrou que havia invasao tumoral do VIII par craniano e abscesso no meato
acustico interno homolateral a perda. Sugeriram que, no diagnéstico diferencial
da deficiéncia auditiva poés-irradiacdo, dever-se-ia considerar a extensao
tumoral e/ou a infecgéo labirintica que pode acompanhar o processo invasivo

do tumor a orelha interna. Concluiram, reforcando a importédncia do exame
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histopatolégico, post-mortem, do osso temporal, para afastar-se a possibilidade
de erros diagnosticos.

Lin et al. (2000) estudaram nove criangas com tumor primario do
sistema nervoso central, entre 1 e 7 anos de idade, e que foram encaminhadas
para radioterapia. Compararam a técnica de planejamento em 3D para
irradiagao com fontes de energia de fétons com a radioterapia emitida por meio
de protons, e quantificaram o poder de cada uma delas em preservar as
estruturas da orelha interna adjacentes ao tumor. Concluiram que as estruturas
normais receberam menor dose quando irradiadas por prétons do que por
fétons. A céclea recebeu uma dose média de 25% da dose prescrita para o
tumor na radioterapia por prétons e 75% na radioterapia em 3D por fétons.
Aproximadamente 40% do lobo temporal ficaram completamente excluidos da
radioterapia por prétons, enquanto 90% do lobo temporal receberam 31% da
dose de radiacdo por fotons. Concluiram que avangos nas técnicas de
irradiacao, tal como a utilizacdo de radioterapia emitida por meio de protons,
reduziram substancialmente os efeitos adversos sobre o 6rgao vestibulococlear
nessa modalidade de tratamento.

Ondrey et al. (2000) calcularam a dosimetria de radiagdo para diferentes
estruturas otoloégicas por meio da tomografia computadorizada. Estabeleceram
a percentagem da dose total irradiada que atingiu diferentes estruturas da
orelha (tuba auditiva, mastoide e céclea) para os diferentes sitios tumorais
irradiados em cabeca e pescoco. Concluiram que, nos pacientes com tumor
oriundos da parte nasal da faringe, as estruturas otolégicas tém maior risco de

serem atingidas por altas doses de radiacdo. Nesses casos, alguns pacientes
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chegaram a receber uma dose coclear maior que a calculada para o sitio
tumoral. Ainda nos tumores da parte nasal da faringe, a tuba auditiva é a
estrutura que quase sempre recebe a dose total calculada para o tumor.
Finalizaram afirmando que os tumores em cabeca e pesco¢o, acompanhados
de adenopatia jugulo-digastrica alta, encontram-se igualmente expostos a
radiacdo, e neles a coclea também recebeu uma dose alta de radiacéo.

Paulino et al. (2000) estudaram 30 criangas que foram submetidas a
radioterapia em regido de cabeca e pescoco para o tratamento de
rabdomiosarcoma. A céclea estava no campo da irradiacdo em oito criancas
que receberam doses de 3000 a 5600cGy. Além disso, seis dos oito pacientes,
ou seja, 75% desenvolveram perda auditiva. Dentre eles, cinco tiveram perda
unilateral por envolvimento da orelha média (otite média crénica) ou por lesao
da orelha interna. Apenas um dos pacientes teve perda sensorioneural bilateral
secundaria a terapia com cisplatina. Até a data da udltima avaliagdo, duas
criangas estavam usando protese auditiva para correcao de deficiéncia auditiva
sensorioneural.

Honoré et al. (2002) examinaram 36 orelhas de 20 pacientes portadores
de carcinoma parte nasal da faringe, visando estimar a relacao entre dose de
radiacdo e o seu efeito na deficiéncia auditiva sensorioneural. Analises
estatisticas de multivariancia foram utilizadas para se estabelecer uma relacao
entre a perda auditiva pos-radioterapia e a dose de radiacdo empregada, idade
do paciente, limiares auditivos pré-tratamento e tempo de observacdo sob
monitoramento da deficiéncia auditiva. Nos resultados, notaram que a idade, a

dose da radiacdo e limiares auditivos pré-terapéuticos estiveram
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significativamente relacionados a deficiéncia auditiva em 4000 Hz. Concluiram
que, apesar de haver uma maior tendéncia a lesdo auditiva com doses de
radioterapia mais elevadas, esta condicdo ndo mostrou ter uma correlagao
linear positiva.

Huang et al. (2002) estudaram 36 criancas portadoras de
meduloblastoma, tratadas em dois grupos, e compararam os efeitos de duas
técnicas de radioterapia sobre a audicdo dos pacientes: a convencional e a de
intensidade modulada (IMRT). Esta ultima, segundo os autores, consiste em
uma nova técnica de radioterapia que libera doses menores de radiagdo para
estruturas vizinhas ao tumor; desta forma, poupa a céclea e o VIl par craniano,
minimizando os grandes danos a audicdo. De fato, observaram que na IMRT, a
orelha interna (céclea e VIII par) recebeu apenas 68% da dose comparada a
radioterapia convencional. Isso fez com que, na IMRT, se reduzisse de 64%
para 13% o indice de pacientes com deficiéncia auditiva acima de 40dB em
todas as frequéncias testadas. Tal fato foi atribuido a redugéo, na IMRT, de
32% da dose cumulativa de radiagdo na orelha interna, além do menor efeito
biol6gico causado pela diminuicdo da fracdo da dose direcionada ao érgao
vestibulococlear.

Johannesen et al. (2002) acompanharam 33 pacientes portadores de
tumores cerebrais irradiados em regido do osso temporal, com o intuito de
avaliar as funcdes auditiva, vestibular e gustativa dos pacientes apoés o
tratamento radioterapico. Segundo os autores, na irradiacdo dos tumores
cerebrais, o labirinto vestibular e os nucleos vestibulares normalmente se

encontram no campo de irradiagdo; contudo, a relagdo existente entre dose de
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radiacao e disturbio vestibular ainda nao foi bem estabelecida. Quando se trata
de lesdo ao nervo corda do timpano, ainda é menos esclarecida a sua
presenca gerando alteragdes gustativas dos 2/3 anteriores da lingua. Nos
resultados, encontraram uma correlagéo significativa entre dose de radioterapia
e perda auditiva sensorioneural, principalmente para doses superiores a 54Gy.
Hiporreflexia vestibular homolateral a irradiacdo foi encontrada em trés
pacientes, porém nao houve correlagdo entre disturbio vestibular e deficiéncia
auditiva sensorioneural. Do total, apenas trés pacientes tiveram reducao da
sensibilidade gustativa do mesmo lado da radioterapia; entretanto n&o
apresentaram déficit motor do nervo facial. Concluiram que a irradiacao do
osso temporal, com doses usualmente empregadas no tratamento de tumores
cerebrais, pode provocar osteoradionecrose temporal, deficiéncia auditiva
sensorioneural, disfungéo vestibular e perda da gustacao.

Raaijmakers & Engelen (2002) realizaram uma revisdo da literatura
visando observar a freqiiéncia e a intensidade da lesdo auditiva sensorioneural
apés a radioterapia de tumores de parétida e da parte nasal da faringe.
Afirmaram que a hipoacusia condutiva secundéaria a otite média com efuséo
pbs-radioterapia consistia em uma complicacao auditiva transitéria e que tendia
a se resolver espontaneamente no prazo de um ano ap6és o término do
tratamento. Por esse motivo, concentraram-se em estudar a deficiéncia auditiva
sensorioneural que, segundo eles, tinha um carater permanente e costumava
aparecer entre 18 e 24 meses apds a exposicao a radiacdo. Apos analisarem
nove trabalhos publicados nos ultimos 20 anos, concluiram que 42% dos

pacientes irradiados desenvolveram deficiéncia auditiva sensorioneural, com
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piora de mais de 10dB nos limiares pré-tratamento, em todas as freqliéncias
avaliadas, porém de forma mais significativa em 4000Hz. O total de orelhas
lesadas correspondeu a 1/3 dos pacientes que receberam doses de radiacao

superiores a 70QGy, divididas em fragdes de até 2QGy.

2.2. Estudos experimentais sobre as alteracoes morfo-histologicas e
repercussoes funcionais da radiacao no sistema auditivo periférico

Nylén et al. (1960) publicaram estudo prospectivo no qual se
investigaram os efeitos locais da radiacdo no labirinto de 20 ratos que
receberam a dose total de 30 Krad e foram sacrificados, em tempos diferentes,
até trés meses apds a terapia. Observaram-se sintomas vestibulares
(nistagmo) e cocleares (deficiéncia auditiva). O exame histopatoldgico
demonstrou edema da janela do vestibulo e ao redor do estribo, degeneracéo
do VIII par craniano no interior do meato acustico interno, além de lesédo 6ssea
e muscular restritas a regido do osso temporal exposta no campo de irradiagao.

Berg & Lindgren (1961) observaram distarbios comportamentais e
alteragcdes morfologicas sugestivas de lesbes vestibulo-cerebelares na orelha
interna de coelhos irradiados na regidao do osso temporal. Notaram que as
lesbes vestibulares e dos nervos do tronco do encéfalo ocorreram tanto apés a
aplicacao da dose total, de uma s6 vez, como quando fracionada. Os sintomas
vestibulares apareceram entre quatro meses e um ano apds a exposicao, e a
patogénese das lesdes foi bastante variada. Concluiram que a irradiacao pelo
Cobalto 60 em dose unica menor que 220 rad nao ocasionou lesdo cerebral ou

auditiva, no entanto, doses totais iguais ou superiores a 2500 rad produziram
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lesbes sépticas labirinticas e na cavidade timpanica, provocadas por baixa da
resisténcia local.

Kelemen (1963) expbs ratos jovens a irradiacdo de corpo inteiro, com
doses entre 100 a 3000 rad. Apos o estudo dos 0ssos temporais a microscopia
Optica, notou que o edema da membrana timpanica e da mucosa da orelha
média era intenso e que, apesar de contiguas, a orelha média e interna no
mesmo animal poderiam responder de maneira diferente aos efeitos da
irradiacdo. Desta forma, chegou a encontrar a orelha interna intacta em alguns
casos onde a cavidade timpanica estava extremamente danificada. Em outros
casos, 0 dano vascular provocou hemorragia na estria vascular, edema no
espaco perilinfatico, compressdao do espago endolinfatico vestibular e
destruicao dos elementos do ducto coclear. Concluiu que a lesdo ao 6rgao de
Corti foi menor na espira apical e que o comportamento da orelha interna apdés
a exposicao a radioterapia € imprevisivel, podendo a por¢do coclear estar
lesada em concomitancia com a porgcado vestibular normal ou, em outras
situagdes, a porgcao coclear estar normal na presenca de infecgao concomitante
da orelha média.

Gamble et al. (1968) estudaram o efeito da irradiagdo sobre as
estruturas da orelha interna pelo exame histolégico e avaliagdo da fisiologia
coclear. Utilizaram a microscopia 6ptica e a captacao do microfonismo coclear
na avaliagdo de 150 porcos da india submetidos a diversos niveis de
intensidade de irradiacdo com a kilovoltagem. Apds aplicarem doses Unicas de
500 a 6000 rad na orelha de cada animal, concluiram que o labirinto vestibular

€ mais resistente aos efeitos da radiacdo do que a céclea. O exame histoldgico
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mostrou a lesdo inicialmente na estria vascular que, apds se tornar permeavel
pelo efeito da radiagado, causou dilatacdo do sistema endolinfatico por aumento
na pressao endolinfatica. Esses achados coincidiram com a avaliacao
funcional, principalmente na segunda semana ap0s a terapia, quando se notou
a perda auditiva nas frequéncias altas, ou seja, acima de 7kHz, nos animais
expostos a dose de radiagdo maior que 3000 rad. A perda auditiva nas
freqiéncias graves foi rara, notada em poucos animais 24 horas apos a
irradiacao.

Winther (1969) realizou trabalho com 26 porcos da india, com idade
aproximada de trés meses, pesando entre 250 e 300 gramas. A proposta foi
irradiar as cocleas dos animais com doses que variavam de 1000 a 7000 rad e
realizar o estudo histolégico das cocleas retiradas de animais sacrificados em
diferentes intervalos de tempo. Seu objetivo era saber se a irradiacdo com
raios-X causava algum dano ao 6érgédo de Corti, se esse dano tinha algum
padrao caracteristico, e se existiam sinais precoces de lesdo. Notou que a
menor dose lesiva ao 6rgdo de Corti foi de 4000 rad e que a lesdo se
caracterizava por um pequeno numero de células ciliadas externas
degeneradas. Apos a irradiacao com 7000 rad, encontrou alteracées precoces
nos nucleos das células ciliadas externas da espira basal da céclea trés horas
apos o inicio da exposicao. Apds a 62 hora, muitos nicleos nessa area eram
picnoticos, e apos a 82 hora grande parte das células estavam completamente
degeneradas. Concluiu que as alteragdes nucleares foram os primeiros sinais
de degeneragéao celular, possivelmente causadas por efeito radioativo direto na

célula, indireto vascular, ou a combinagdo de ambos.



Revis&o de Literatura 25

Hultcrantz et al. (1989) avaliaram o efeito sensibilizante da irradiagéo
pré-natal sobre a estrutura e a funcao da coclea madura. Submeteram 42 ratas,
com idades gestacionais diferentes, a trés intensidades de radiagao
correspondentes a 0.5, 1 e 2Gy. Apds o0 nascimento, realizaram “BERA” e
obtiveram os limiares para as frequéncias de 2 a 31,5kHz. Quando os animais
atingiram a idade de 25 a 36 meses, os limiares foram re-testados e entao
foram sacrificados para o estudo morfolégico da céclea por microscopia
eletrénica de varredura. Em todas as cocleas foram observadas extensas areas
com auséncia dos cilios das células ciliadas externas em concomitancia a
deformidades na estrutura tubular do cilio, que perdeu a sua rigidez estrutural
normal. O dano coclear foi restrito ao 6rgao de Corti, ficando as demais
estruturas da escala média ndao afetadas, dentre elas a estria vascular, a
membrana tectorial e a membrana de Reissner. No grupo de animais
irradiados, em comparagao ao controle, houve maior perda de células ciliadas
internas e externas na espira média da cdoclea e reducao dos limiares auditivos,
obtidos no “BERA”, para as freqiiéncias médias.

Kim & Shin (1994) realizaram microscopia de varredura e transmisséo
em 44 cobaias submetidas a irradiagdo com néutrons rapidos na regidao do
osso temporal. Apés serem submetidos a doses que variaram de 2 a 15QGy,
equivalentes a doses de 24 a 40Gy emitidas por fontes convencionais, as
cobaias foram sacrificadas em intervalos de tempo minimo de 18 horas e
maximo de sete dias pos-irradiagdo. Na microscopia de varredura, a principal
caracteristica observada foi a tendéncia de maior lesdo nas células ciliadas

externas do que nas células ciliadas internas. Nao houve diferenca de
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suscetibilidade entre as espiras; contudo, a primeira fileira mais interna de
células ciliadas externas foi menos atingida do que as duas fileiras mais
externas. O padrdo de lesdo se resumiu na deformidade estrutural dos cilios
que perderam seu formato normal, ou auséncia completa dos cilios das células
externas. Na microscopia de transmissao as alteragées se concentraram no
nucleo e no citoplasma: no nucleo, houve o adensamento da eucromatina e
consequente difusdo da heterocromatina; ja4 no citoplasma, predominaram as
vacuolizagbes e a degeneracdo mitocondrial. Essa modificacdo nuclear
representou um forte indicio de declinio na atividade metabdlica da célula
ciliada. Na estria vascular, predominaram os edemas perivasculares e
intercelulares reversiveis, secundarios ao aumento na permeabilidade dos

vasos.

2.3. Estudos experimentais sobre drogas otoprotetoras da radiacao no sistema
auditivo periférico

Atlas et al. (2006) estudaram o efeito do piracetam na prevencao da
lesdo coclear induzida pela radioterapia aplicada na regido craniana de porcos
da india. Dividiu a amostra em trés grupos dos quais um foi o controle; o
segundo recebeu irradiacdo cefdlica na dose total de 60Gy em cinco fracdes
didrias consecutivas de solugdo salina intra-peritonial; o terceiro as mesmas
condicoes de irradiacdo do anterior acrescidos de 350mg/Kg diarios de
piracetam durante o periodo de irradiacdo. Apds estudos histopatolégicos
realizados nas cdcleas das cobaias sacrificadas em tempos diferentes apds a

ultima dose de radiagdo concluiu que no grupo apenas irradiado ocorreu lesao
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na estria vascular, células do géanglio espiral, células ciliadas internas e
externas. Ja no grupo que recebeu piracetam concomitantemente a irradiacao,
os resultados foram estatisticamente significantes e n&o mostraram
degeneragao coclear na estria vascular e células ciliadas externas nos animais

sacrificados 24 e 96 horas apoés o termino da irradiagao.



3- OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho sao:

1.

Verificar se a amifostina desempenha funcao citoprotetora na orelha
interna, preservando a integridade das células ciliadas externas de
cobaias irradiadas em regido de cabecga e pescogo pelo Cobalto 60

(Co60) na dose de 350cGy.

Observar se existe diferenca na otoprotecao pela amifostina das
células ciliadas externas entre as espiras da coclea, ou mesmo
diferengas entre as fileiras de células ciliadas dentro de uma mesma

espira.

Analisar se existe diferenca de resposta protetora, ou seja, se existe
potencializacdo da radioprotecdo da orelha interna das cobaias
quando se aumenta a dose da amifostina de 100mg para 200mg/kg,

utilizando-se a mesma dose de radiacao que é de 350cQGy.



4- MATERIAL E METODOS
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O presente estudo teve seu projeto inicial submetido a avaliacado e
obteve aprovacdo pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo

(FMRP-USP) sob o numero de protocolo 043/2005. Vide anexo.

4.1. Critérios de selecdo e inclusao de animais no estudo

O animal escolhido para o estudo foi a cobaia albina do sexo masculino.
Foram selecionados apenas os animais oriundos do Biotério Central da FMRP-
USP, que apresentaram reflexo de Preyer positivo (JERO et al., 2001) que
pesaram entre 300 e 450 gramas e que apresentaram Emissées Otoacusticas
por Produtos de Distor¢cdo (EOAPD) presentes nas duas orelhas no momento
da selegdo. O equipamento utilizado foi o ILO 92 CAE System Otodynamics
LTD disponivel no Departamento. A intensidade do estimulo desencadeante foi
de 70dB NPS, tanto para F1 quanto para F2, seguindo a relagdo de
frequéncias 2F1-F2 com proporgédo F1:F2 = 1,22 e resolugcdo dois pontos por

oitava.

4.2. Drogas utilizadas, Doses e Via de Administracao

1- amifostina (50mg/ml) — 100 e 200mg/kg — via intra-peritoneal;

As ampolas de amifostina (500mg/10ml) utilizadas no estudo foram
doadas pelo laboratério fabricante Schering-Plough S.A., na forma injetavel,

pertencentes aos lotes 306 e 54189-024.
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Na administragdo da amifostina intra-peritoneal e Ketamina intra-
muscular foram utilizadas seringas descartaveis milimetradas de 1cc e agulhas

descartaveis BD 21G1 (25x8).

4.3. Tipo de radiacao, Dose total e Calculo da dose

A aplicagdo da radiacao foi realizada no Setor de Radioterapia do
Hospital das Clinicas da FMRP-USP (HCFMRP-USP). A técnica empregada foi
a Teleterapia, a fonte de radiacao foi o Cobalto 60 (Co60) e o equipamento o
Siemens Gammatron 580. A irradiacao foi feita em dose Unica, 30 dias antes
do sacrificio dos animais. As cobaias foram colocadas em uma caixa de acrilico
com espessura da parede de 0,5cm especialmente construida para o
experimento, que apresentava as seguintes dimensdes: comprimento 25cm,
largura 8cm, profundidade 10cm. Vide Figura 1. Apds serem anestesiadas com
Ketamina (65mg/kg), por inje¢do intra-muscular, as cobaias foram colocadas na
caixa com a cabega imobilizada para evitar que ocorressem movimentos
cefalicos e desvios com variagdes no campo de irradiagdo. Vide Figura 2. Um
bolus de 1,0cm de espessura foi posicionado bilateralmente entre a face das
cobaias e a superficie interna da caixa de acrilico, restando aproximadamente

0,5cm de ar entre a cobaia e o bolus. Vide Figura 3.
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Figura 1. Caixa acrilica utilizada para contencao das cobaias

Figura 3. Cobaia preparada para ser irradiada com posicionamento dos bolus
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A dose total de 350cGy foi calculada no meio do DLL na profundidade de
4cm, a partir da superficie externa da caixa de acrilico, interessando as duas
orelhas de maneira simétrica, em dois campos paralelos alinhados a cabeca do

animal e opostos com dose de 175cGy em cada campo. Vide Figura 4.

19 3 2005

Figura 4. Equipamento utilizado para irradiacao: Bomba de Cobalto

4.4. Grupos de estudo

O estudo envolveu 51 cobaias divididas em quatro grupos distintos:

Grupo amifostina- Composto de quatro animais, recebeu isoladamente
amifostina na dose de 200mg/Kg de peso e serviu com um controle
negativo do experimento, uma vez que ndao se encontra descrito na

literatura nenhum efeito ototéxico dessa droga.
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Grupo Irradiacao (Irr)- Formado por onze cobaias que receberam
apenas a radiacao 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 de peso 30

minutos antes da irradiagéo na dose de 350cGy.

Grupo amifostina 200mg + Irradiacao (Irr+200mg)- Composto de 18
cobaias que receberam amifostina na dose de 200mg/kg de peso 30

minutos antes da irradiacéo na dose de 350cGy.

Todos os grupos permaneceram no laboratério de cirurgia experimental
do HCFMRP-USP, atendendo as exigéncias de alimentagdo e confinamento
preconizados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FMRP-USP,

sendo sacrificados 30 dias apds a data do experimento.

4.5. Sacrificio e Preparo das Cocleas

O método de sacrificio utilizado foi a decapitagdo. Apds o sacrificio
foram removidas as bulas, dissecadas as cocleas e fixadas com Glutaraldeido
3% durante 4 horas. Em seguidas as bulas foram submetidas a lavagem em
solugdo tampao 0,1mol, onde permaneceram por 24 horas. SO entdo foi
realizada dissecacdo e exposi¢cao do modiolo e das espiras da céclea. Apds

esse procedimento foi feita a re-fixagdo com Osmio durante 2 horas e
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desidratacdo progressiva com etanol a 50%, 70%, 90%, 95%, e 100%.
Finalmente, realizada a secagem em unidade de CO,, montagem em stubs
com cola de carbono e banho em ouro como preparo para microscopia de

varredura em aparelho da marca JEOL 5000.

4.6. Método de Contagem Celular e Analise Estatistica

O método utilizado para comparacdo do grau de lesdo das células
ciliadas foi o citococleograma. Neste método foram contadas as células ciliadas
externas que se encontravam ausentes nas trés fileiras de trés espiras da
céclea: basal, E2, E3. O parametro considerado para classificagdo de lesao foi
a auséncia total de cilios, ou seja, a perda completa da projecao filamentar dos
cilios sobre a placa cuticular. O local escolhido para contagem das células foi o
seguimento médio de cada espira obtendo-se o maior numero de células
possivel dentro de um campo microscépico fotografico a um aumento de 350 a
700 vezes. Todas as espiras foram fotografadas e os negativos revelados para
posterior processo de analise. Os numeros resultantes desta contagem celular
foram transformados em fragcées do numero total de células ausentes dividido
pela populacéo total de células daquele campo fotografico analisado. O motivo
de se transformar numeros em fragdes foi para prevenir possiveis erros
decorrentes de sub-notificacbes causadas na contabilizacdo da populacédo de
células lesadas, uma vez que, nem sempre as espiras se apresentam perfeitas
para a contagem, podendo ocorrer areas danificadas por lesdo mecanica ou
mesmo rotagdo com inversdo completa do posicionamento da espira, ambos

decorrentes do processo de dissecagdo e fixagdo, etapas importantes no
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preparo dos Stubs para microscopia de varredura. No processo de contagem,
as cécleas foram divididas por espiras e por fileiras em trés grupos distintos: Irr,
Irr+100mg e Irr+200mg.

Para a comparagéo entre os grupos de estudo foram feitas trés analises:
a primeira comparou o percentual de células lesadas entre os grupos (lrr,
Irr+100mg e Irr+200mg) levando-se em consideracdo o percentual do
somatério de células ciliadas externas lesadas nas trés espiras (Basal, E2 e
E3) de cada grupo; a segunda comparou o percentual de células ciliadas
externas lesadas em cada espira (Basal, E2 e E3) entre os trés grupos
estudados e a terceira comparou o percentual de células ciliadas externas
lesadas em cada fileira (F1, F2 e F3) entre os trés grupos. Esse procedimento
foi adotado, pois € sabido que existem diferencas na vulnerabilidade da lesdo
das células ciliadas pela radioterapia, ocorrendo diferengas de protecdo em
determinadas fileiras dentro de uma mesma espira (WINTHER, 1969; FONG et
al., 1995).

Os resultados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o
programa Statistical Package for Social Sciencies (SPSS). Na comparagéao dos
valores entre os trés grupos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis com teste post hoc de Dunn quando verificada a existéncia de diferenca

significativa. Assim, as hipoteses HO e H1 foram:
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HO: Os valores percentuais de lesdo dos trés grupos do estudo sao
equivalentes entre si.

X
H1: Existe no minimo um grupo que difere significativamente dos

demais.

Em sendo a HO rejeitada, usariamos o teste post-hoc de Dunn para
verificar as diferencas detectadas.

Para esta anadlise estatistica foi adotado como nivel de significancia um
valor de p=<0,05.




5- RESULTADOS
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O presente trabalho inicialmente envolveu um total de 51 cobaias, sendo
que ocorreram sete mortes. Dessas; duas foram do grupo Irr+200mg, quatro do
grupo Irr+100mg, e uma do grupo amifostina. Todas as mortes ocorreram por
conta de diarréia de provavel causa viral. Das 44 cobaias restantes resultaram
88 cocleas, sendo que no final do estudo foram computadas apenas 84, pois
trés cocleas foram excluidas do trabalho, pois as cobaias apresentaram sinais
de inflamacao/infeccao na orelha média e uma cdéclea foi perdida por ficar
extremamente danificada apés a sua dissecacao.

O grupo amifostina, apds analise das espiras, ndo mostrou auséncia de
CCE e por isso serviu apenas como controle negativo do experimento, nao

entrando na andlise comparativa junto com os trés grupos testes.

5.1. Comparacao do percentual do total de CCE entre os grupos

Na comparagao dos totais de CCE lesadas em cada grupo do estudo
observou-se que, no grupo Irr o percentual total de lesbes das CCE foi
significcativamente maior que nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg, que se

equivaleram. Vide Figuras 5, 6, 7, 8 e Tabela 1.



Resultados

41

N¢ de CCE

BASAL

E2
Espira

B CCE lesadas
O Total CCE

Figura 5. Propor¢ao CCE lesadas do grupo Irr
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Figura 6. Proporcao CCE lesadas do grupo Irr+100mg
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Figura 7. Proporgao CCE lesadas do grupo Irr+200mg

Tabela 1- Percentuais de CCE lesadas em cada grupo.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,45 3,25 6,62 4,10 3,91
Irr+200mg 0,92 2,55 5,31 3,54 3,34
Irradiacao 5,28 8,04 13,65 10,10 6,60

X2=19,38 p<0,001
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Figura 8. Percentuais de CCE lesadas em cada grupo.

5.2. Comparacao do percentual de células ciliadas externas lesadas em
cada espira (basal, E2 e E3) entre os grupos

5.2.1. Espira Basal

Na espira basal quase ndo foram observadas lesbes em nenhum dos
trés grupos estudados e quando elas ocorreram foram de forma isolada e
inconstante. Aplicando-se o teste estatistico ndo houve diferenca significativa
entre os grupos que receberam amifostina (100mg/kg e 200mg/kg) antes da
irradiacao e o que foi irradiado isoladamente na dose de 350cGy. Vide Figuras

9,10, 11 e Tabela 2.
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Figura 9. Propor¢cédo de CCE lesadas e total CCE na espira basal

Tabela 2- Percentuais de CCE lesadas na espira basal.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,83 0,51 0,81
Irr+200mg 0,00 0,00 0,45 0,20 0,34
Irradiacao 0,00 0,00 1,03 0,96 2,27

X2=1,61 p=0,45
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Figura 10. Percentuais de CCE lesadas na espira basal
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Figura 11. Seguimento sem lesbes da espira basal do grupo Irr
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5.2.2. Espira 2

Na segunda espira observou-se um aumento nas falhas nas fileiras de
células ciliadas externas principalmente ocorridas no grupo que nao usou
amifostina previamente a irradiacdo. 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 irradiagdo. Entre os grupos que receberam amifostina ndo existiu

diferencga significante. Vide Figuras 12, 13, 14 e Tabela 3.

5000;

4000
S ,
© 5000 [l CCE lesadas
2 2000
ol O Total CCE
Z 10001

0,
Irr+100mg Irr+200mg Irradiacao
Grupo

Figura 12. Proporgcéo de CCE lesadas e o total CCE na espira 2
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Tabela 3- Percentuais de CCE lesadas na espira 2.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,33 0,89 1,47 1,02 0,91
Irr+200mg 0,34 0,83 1,64 0,99 0,84
Irradiacao 0,70 2,43 4,51 2,97 2,07

X2=9,98 p=0,007

Percentual lesado
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Figura 13. Percentuais de CCE lesadas na espira 2
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Figura 14. Espira 2 do grupo Irr+200mg mostrando preservacao CCE

5.2.3. Espira 3

Na terceira espira, em comparacdo com a E2, observou-se uma
tendéncia maior de lesdo nos trés grupos. Aqui, os grupos Irr+100mg e
Irr+200mg também mostraram valores significativamente inferiores ao grupo
irradiado isoladamente. Os dois grupos que usaram amifostina se equivaleram

e ndo mostram diferenca significante. Vide Figuras15, 16, 17 e Tabela 4.



Resultados

49

7006

60001

5000
40001

3000

N¢ de CCE

2000

10001

Grupo

Irr+100mg Irr+200mg Irradiacao

m CCE lesadas
m Total CCE

Figura 15. Proporcao de CCE lesadas e o total CCE na espira 3

Tabela 4- Percentuais de CCE lesadas na Espira 3.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 1,38 3,39 5,38 4,16 3,49
Irr+200mg 0,35 1,86 5,44 3,03 3,32
Irradiacao 3,46 5,04 8,23 7,20 6,19

X2=9,24 p=0,01
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Figura 16. Percentuais de CCE lesadas na Espira 3
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Figura 17. Espira 3 do grupo Irr+200mg com preservacao das CCE.
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5.3. Comparacdo do percentual de células ciliadas externas lesadas em
cada fileira (F1, F2 e F3) entre os grupos

5.3.1. Espira Basal — Fileiras 1, 2e 3

Na comparacado feita entre as fileiras da espira basal nao houve
diferenca significativa entre o percentual de CCE lesadas nos trés grupos. Vide

Tabelas 5, 6, 7 e Figura 18.

Tabela 5- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da espira basal.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,00 0,20 0,60
Irr+200mg 0,00 0,00 0,00 0,16 0,48
Irradiacao 0,00 0,00 0,00 0,09 0,42

X2=0,65 p=0,72

Tabela 6- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da espira basal.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,29 0,50 1,05
Irr+200mg 0,00 0,00 0,00 0,20 0,63
Irradiacao 0,00 0,00 0,00 0,53 1,34

X2=1,56 p=0,46



Resultados 52

Tabela 7. Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira(F3) da espira basal.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 1,57 0,85 1,57
Irr+200mg 0,00 0,00 0,00 0,24 0,64
Irradiacao 0,00 0,00 2,05 2,24 5,68

X2=2,57 p=0,28
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Figura 18. Espira basal do grupo Irr+200mg sem lesdes

5.3.2. Espira 2 — Fileiras 1, 2e 3
Na comparacdo do percentual de CCE lesadas entre as fileiras
isoladamente nos trés grupos observou-se que, apesar de as maiores médias

de les&o ocorrerem na segunda (F2) e terceira (F3) fileiras, apenas na primeira
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fileira (F1) foi notada diferenca significativa pelo teste post hoc de Dunn, onde o
grupo irradiado isoladamente (Irr) apresentou valores significativamente
superiores de lesdo aos dos grupos Irr+100mg e Irr+200mg, que se

equivaleram. Vide Tabelas 8, 9, 10 e Figura 19.

Tabela 8- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da Espira 2.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,00 0,27 0,71
Irr+200mg 0,00 0,00 1,19 0,51 0,73
Irradiacao 0,00 1,75 3,03 2,30 3,18

X2=10,84 p=0,004

Tabela 9- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da Espira 2

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 1,36 1,02 1,84
Irr+200mg 0,00 0,00 1,37 1,01 1,57
Irradiacao 0,00 1,06 6,40 2,85 3,53

X2=3,78 p=0,15
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Tabela 10- Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da Espira 2.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,66 3,63 1,73 2,01
Irr+200mg 0,00 1,28 2,64 1,45 1,53
Irradiacao 0,00 1,81 6,78 3,60 4,33

X2=1,91 p=0,38
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Figura 19. Espira 2 do grupo Irr com lesbes em F2 e F3



Resultados 55

5.3.3. 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
espira 2, porém, apenas na terceira (F3) fileira houve aumento estatisticamente
significante de lesdo no grupo irradiado isoladamente comparado aos outros
dois grupos que receberam amifostina nas doses de 100mg e 200mg/kg, que

se equivaleram. Vide Tabelas 11, 12, 13 e Figura 20.

Tabela 11- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da Espira 3.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 4,00 3,02 7,65
Irr+200mg 0,00 0,00 1,30 1,12 2,38
Irradiacao 0,00 1,22 3,12 3,84 6,41

X2=3,01 p=0,22

Tabela 12- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da Espira 3.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 2,53 3,90 2,51 2,44
Irr+200mg 0,00 1,05 4,31 2,69 4,40
Irradiacao 1,17 3,12 8,13 6,14 8,33

X2=3,86 p=0,15
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Tabela 13. Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da Espira 3.

Grupos 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 1,96 5,13 10,64 6,97 7,48
Irr+200mg 0,65 3,40 9,30 5,27 5,63
Irradiacao 6,66 10,16 16,08 11,59 6,89

X2=11,71 p=0,002

Figura 20. Espira 3 do grupo Irr com lesbes em F2 e F3



Resultados 57

5.4. Espira Apical

Apesar de ndo terem sido computadas as células ciliadas externas
nessa espira, por dificuldade técnica devido a falta de organizacdo em fileiras
individualizadas, todas as coOcleas foram inspecionadas e visualmente nao
mostraram padrdées de falhas ou aumento do numero de lesdes, em nenhum
dos trés grupos estudados, quando comparados ao padrdo apical de

normalidade. Vide Figura 21.
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Figura 21. Espira apical do grupo Irr+100mg com padrao apical normal
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5.5. Células Ciliadas Internas

As células ciliadas internas ndao entraram no processo de contagem
celular por apresentarem um padrao de distribuicao e enfileiramento continuo,
nao apresentando formato ciliar de “V” ou “W”, tal como ocorre com as ciliadas
externas, 0 que dificultou a individualizacdo destas células e
consequentemente a notificacdo das falhas celulares. Apesar disso, foram
observadas em todo o trajeto das cécleas desde a base até o apice e néo
apresentaram padrbes de falhas que as diferenciassem do padrdao normal para

células ciliadas internas. Vide Figura 22.

Figura 22. Espira 2 do grupo Irr+100mg com padrdo normal de enfileiramento
das CCl
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A perda auditiva induzida pela radiacdo apesar de ser um assunto da
maior relevancia quando se trata das complicagdes e sequelas do tratamento
radioterapico a pacientes portadores de tumor em regiao de cabega e pescogo
ainda € pouco conhecida nos dias atuais e, de certa forma, pouco prevenida no
meio dos profissionais envolvidos com esta modalidade de tratamento. Isso se
deve, em parte, a discrepancia entre os grandes avangos obtidos com a
descoberta de novos esquemas terapéuticos radio e quimioterapicos e a baixa
producao cientifica envolvendo estudos com drogas de potencial radioprotetor
para o 6rgao da audicao. Neste particular, o que efetivamente nos motivou a
estudar a radioprotecdo da orelha interna foi o fato de, até o inicio desse
projeto, ndo termos achado publicado na literatura nenhum trabalho que
testasse ou comprovasse o efeito de drogas citoprotetoras das estruturas da
orelha interna.

Quanto aos tipos de disacusia induzidos pela radioterapia, é sabido que
podem ser condutivas, sensorioneurais e mistas.

A perda auditiva condutiva pos-radioterapia, em geral, pode manifestar
uma alteragdo morfo-funcional da orelha externa, orelha média ou ambas
(VARGHESE et al., 1996; CHEN et al., 1999). Freqlentemente, a hipoacusia
condutiva se instala imediatamente apds ou no curso do tratamento
radioterapico e costuma resolver-se em até 12 meses da sua instalagcéo

(KIRKBRIDE et al., 1992).
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Na orelha média, o processo patogénico se deve ao efeito dos raios
ionizantes sobre as estruturas vasculares, epitélio de revestimento da caixa do
timpano, membrana timpénica e cadeia ossicular (BERG & LINDGREN, 1961;
BORSANYI et al., 1961; KELEMEN, 1963). Segundo Elwany (1985), as
mudanc¢as no epitélio de revestimento da orelha média resultam na diminuicao
da massa citoplasmética, disfungcdo da motilidade ciliar, perda extensa dos
cilios, presenca de poucas células caliciformes e de glandulas mucoprodutoras
neoformadas inativas.

Tais transformacdes promovem a formacao do que Moss (1959) apud
Borsanyi et al. (1961) denominou de “radiation otitis media”’ e que foi verificada
em trés cocleas do nosso estudo que foram excluidas por apresentarem sinais
inflamatérios com derrame seroso na orelha média. O motivo da exclusao foi
que, em algumas situagdes, € descrito que o derrame seroso aliado a baixa de
defesas na orelha média tende a transformar-se em secregcdo purulenta,
transpor as barreiras das janelas oval e redonda e causar labirintite purulenta
(BERG & LINDGREN, 1961; BORSANYI et al., 1961), podendo desta forma
potencializar o mecanismo de lesdo sensorioneural direta da radiagéo que foi o
principal objeto de avaliacdo deste trabalho.

A perda auditiva sensorioneural €, sem duvida, a mais frequente
complicacdo auditiva pods-radioterapia descrita na literatura. Ela costuma
desenvolver-se pela lesdo ao 6rgao de Corti; contudo, pode em freqtiéncia bem
menor refletir uma degeneracao do VIII par craniano, visto que as estruturas do

sistema nervoso central tém uma maior resisténcia a essa modalidade de
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tratamento (NYLEN et al., 1960; WINTHER et al., 1969; HULTCRANTZ et al.,
1989; SCHOT et al., 1992; ANTEUNIS et al., 1994; LEIGHTON et al., 1997).

Quanto a incidéncia de disacusia sensorioneural pés-radioterapia, a
literatura € bastante divergente com relatos que apontam desde a inexisténcia
de perda auditiva até 75% de incidéncia de perda auditiva (ANTEUNIS et al.,
1994; PAULINO et al., 2000; RAAIUMAKERS & ENGELEN, 2002). Em nosso
estudo, as EOAPD foram utilizadas somente na triagem auditiva das cobaias
pré-irradiacdo. As EOAPD nao foram repetidas para se fazer a correlacao da
funcdo auditiva com os achados de microscopia eletrénica de varredura pds-
irradiacao visto que, os efeitos da radiacao na orelha média poderiam interferir
no resultado das emissdées e consequentemente na interpretacdo dos
resultados.

Quanto a dose lesiva para o 6rgao de Corti, € consenso que quanto
maior a dose de radiagdo na orelha interna, maior € o dano auditivo provocado
(BERG & LINDGREN, 1961; WINTHER, 1969; EVANS et al., 1988; TALMI et
al., 1989; GRAU et al., 1991; CHEN et al., 1999; JOHANNESEN et al., 2002).
Apesar de estarem diretamente relacionadas, na literatura néao foi evidenciada
uma correlacéo linear positiva entre dose de radiacao e intensidade da perda
auditiva (HONORE et al., 2002). Na maior parte dos ensaios clinicos e
trabalhos experimentais a dose total de radiacdo necessaria para produzir uma
lesdo ao sistema auditivo varia entre 3000 e 6000 rad. Pela falta de
informagdes na literatura sobre a dose média lesiva ao 6rgao de Corti de
cobaias albinas, a escolha da dose de 350cGy foi baseada num estudo piloto

previamente realizado que avaliou o grau de les&o das células ciliadas externas
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na irradiacao pelo Co60 com trés doses distintas (250, 350 e 750cGy). Nesse
estudo piloto, a dose de 350cGy foi a que mais lesou as células ciliadas
externas e ndo atingiu a dose letal minima para irradiagcao em cobaias.

A perda da audicdo apds a radioterapia pode se instalar de forma
imediata ou tardia, ser subita ou rapidamente progressiva (GRAU et al., 1991;
SATALOFF & ROSEN, 1994; YOUNG & LOU, 1999). Para se compreender as
diferentes evolugdes das perdas auditivas pds-radioterapia e classifica-las de
acordo com o tempo de instalacdo, é necessario o conhecimento de duas
formas de agressao organica pela radioterapia.

A complicacdo imediata resulta, em geral, da injuria celular direta pela
radiacdo sobre estruturas do 6rgao de Corti e 0 endotélio da estria vascular
(ADLER et al., 1985). No plano vascular, irdo predominar alteragdes reversiveis
que incluem o edema da camada intima, ruptura vascular e hemorragia para
tecidos adjacentes (HOISTAD et al., 1998; GIBB & LOH, 2000). No 6rgao de
Corti, as primeiras alteragdes surgem nos nucleos das células ciliadas externas
que se tornam picnéticos, cerca de 3 horas apés a irradiagéo, podendo evoluir
para degeneracado completa das células (WINTHER, 1969).

Ja os efeitos tardios costumam ocorrer pela acao indireta da radiacao
sobre os vasos da orelha interna, gerando o processo de endoarterite
obliterante, que progressivamente interrompe o aporte sangliineo a estruturas
vitais como o neuroepitélio da coclea e o VIl par craniano (TALMI et al., 1989;
VARGHESE et al.,, 1996; YOUNG & LOU, 1999). Esse processo pode se
estender por muitos anos e reduzir substancialmente o nimero de capilares,

limitando o aporte sanglineo e, consequentemente, o suprimento de oxigénio e
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nutrientes as estruturas da orelha interna (WINTHER, 1969; SMOUHA &
KARMODY, 1995). Paralelamente, a estria vascular em resposta a lesao
sofrida pela radiagdo, torna-se mais permeavel causando indiretamente um
aumento na pressado do espaco endolinfatico (FONG et al., 1995). Com isso
fica instalado o processo de hidropsia endolinfatica que, em curto prazo, pode
distender todo o sistema endolinfatico causando deslocamentos e
deformidades nas estruturas do labirinto membranoso (KELEMEN, 1963;
GAMBLE, 1968).

Em nosso trabalho buscou-se produzir uma perda auditiva imediata nas
cobaias que foram sacrificadas no periodo de 30 dias apds a irradiacao. A
escolha do tempo de sacrificio foi baseada no mesmo estudo piloto
anteriormente descrito que avaliou trés diferentes tempos de sacrificio (10, 20 e
30 dias) e que elegeu o trigésimo dia pelo maior grau de lesdo das CCE.

Com referéncia a faixa de freqliéncias mais atingida, a maioria concorda
que na deficiéncia auditiva sensorioneural, as freqiéncias graves e médias, em
especial as da fala, raramente estdo comprometidas. Ja os tons agudos, os
mais afetados, a radiagdo compromete principalmente as freqiéncias de 4000
a 8000Hz (SCHOT et al., 1992). Dentro desse intervalo, 4000Hz é a freqiiéncia
isolada mais atingida com a radioterapia e pode até ser usada como indicador
preditivo para queda nas demais (BORSANYI et al., 1961; SCHELL et al.,
1989). Os nossos achados apontaram para a lesdo preferencialmente
ocorrendo nas segunda e terceira espiras, com a preservacao da espira basal e
apical. Na comparacdo do grau de lesdo entre a E2 e E3 notou-se que a

mediana dos percentuais de lesdo foi superior na terceira espira ultrapassando
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o dobro da que ocorrera na segunda espira. Esses resultados coincidem com
os achados da literatura e estd de acordo com a topografia coclear
correspondente a faixa de freqiéncia da audicdo que é mais comprometida
Esse mecanismo de seletividade para as espiras e conseqlientemente para as
freqUiéncias auditivas mais atingidas ainda ndo esta bem esclarecido, porem é
provavel que se deva ao maior consumo de oxigénio e a maior atividade
metabdlica existente nas células ciliadas e estria vascular mais préximas da
base da coclea (WINTHER, 1969; FONG et al., 1995; HO et al.,1999).

Outro dado que também pudemos observar foi que houve uma
tendéncia a um aumento dos percentuais de células lesadas nas segunda e
terceira espiras, principalmente nas duas Ultimas fileiras mais externas, com
preservagao da primeira e mais interna. Este fato curioso, porém também
notado em outros estudos experimentais envolvendo a radioterapia é
evidenciado, segundo alguns autores, por diferencas anatbmicas e de
constituicdo bioquimica de cada setor de células ciliadas em particular. Tais
diferencas se baseiam nas concentragées de enzimas oxidantes das espiras,
niveis de consumo de oxigénio na estria vascular, nimero de células ciliadas
externas em cada espira, distribuicdo de terminacdes nervosas, niveis de
glicogénio presentes nas células, porcentagem de enzimas oxidantes, dentre
outras. Essas particularidades estruturais e de concentracdo de metabdlitos
dos diversos grupos celulares da coclea apontam para diferentes niveis de
consumo energético entre as células. Deste modo, as células que estdo em

setores de maior fragilidade metabdlica sdo as que primeiro sofrem quando o
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aporte sangulineo, por qualquer motivo, é restringido (WINTHER, 1969; KIM &
SHIN, 1994).

Com relacdo aos equipamentos utilizados na teleterapia, € importante
ressaltar que, na literatura, pouca importdncia se deu a possibilidade de
existirem diferengcas quanto ao potencial de lesdo ao sistema auditivo de cada
aparelho. Outrossim, entre o0s dois equipamentos mais utilizados em
radioterapia de cabeca e pescogo, a cobaltoterapia mostrou-se mais lesiva e
piorou significativamente a audicdo dos pacientes comparados aos que foram
irradiados com o acelerador linear (SILVEIRA, 1998). Esse achado foi
determinante para a escolha do Co60 para irradiacdo das cobaias do nosso
estudo.

No tocante a radioprotecdo das estruturas do aparelho auditivo, a
maioria dos trabalhos aponta para avangos no campo do desenvolvimento de
técnicas terapéuticas que visam a minimizar os efeitos da radiagdo sobre
estruturas saudaveis vizinhas ao tumor, em particular a orelha interna.
Programas de planejamento computadorizados em 3D tém sido empregados e
aumentaram a precisdo em delimitar os tumores ou 6rgdos alvos. Fontes de
energia tipo prétons tém se mostrado superior aos fétons, chegando a excluir
em 40% o osso temporal dos efeitos da radiacao (LIN et al., 2000). A
radioterapia de intensidade modulada (IMRT) é uma das inovacdes que utiliza
milhares de feixes milimétricos de radiacao de extrema precisao, aumentando a
concentracao da dose no tumor, limitando os seus efeitos sobre a orelha

interna. HUANG et al. (2002), utilizando a IMRT, conseguiram reduzir em até
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32% a dose cumulativa da radiacdo na orelha interna e, consequentemente, os
efeitos da radioterapia sobre a audig¢ao.

No tocante ao emprego de drogas otoprotetoras na radioterapia, nota-se
quase a inexisténcia de trabalhos abordando este tema. Atlas et al. (2006) em
um trabalho original conseguiram reduzir os danos cocleares induzidos pela
radiacdo 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. Os autores concluiram que a protecao pelo piracetam ocorreu
pelo mecanismo de inibicdo da apoptose celular que essa droga promove de
maneira seletiva nos tecidos sadios irradiados que se encontram adjacentes ao
sitio tumoral.

Outra droga largamente utilizada no combate aos efeitos adversos da
radioterapia e quimioterapia nos tecidos sadios atingidos com a terapia anti-
neoplasica é a amifostina. Trata-se de um citoprotetor, de baixa toxicidade,
com efeito seletivo em tecidos normais desenvolvida pelo Water Reed Army
Institute no final da década de 50 para protecao contra os efeitos adversos da
radiagdo em combatentes numa possivel guerra nuclear. Desde entdo, a
Amifostina passou a fazer parte de linhas de pesquisa envolvendo drogas
capazes de proteger tecidos normais dos efeitos téxicos dos agentes anti-
neoplasicos e da radiacdo, sem interferir nos mecanismos de destruicdo das
células tumorais.

A amifostina € uma pro-droga que € convertida pela fosfatase alcalina
na superficie da membrana plasmética na molécula sufidril livre WR-1065. O

WR-1065 € metabolizado por oxidagdo na molécula simétrica disulfide (WR-
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33278) ou compostos disulfides. O WR-1065 interage com radicais livres
doando ions hidrogénio que se ligam as moléculas de oxigénio e aos
metabdlitos ativos dos agentes anti-neoplasicos (CAPIZZI & OSTER, 2000).
N&o s&o conhecidos e nem descritos efeitos ototoxicos deste anti-oxidante,
mesmo assim, neste trabalho foi criado um grupo controle negativo (amifostina)
que recebeu a droga na dose de 200mg/kg de maneira isolada, e que também
foi sacrificado 30 dias apds a aplicagcdo da droga. Nesse grupo nao foi
observado nenhum grau de lesdo nas células ciliadas internas ou externas em
nenhuma das quatro espiras estudadas do érgao de Corti.

Na quimioterapia o WR-1065 inativa diretamente os agentes
neoplasicos prevenindo a alquilacdo do acido nucléico, servindo como sitio
nucleofilico para se ligar com ions carbono com carga. Os ions carbono estao
associados tanto com os efeitos terapéuticos quanto téxicos da quimioterapia.

Na literatura, a maioria dos trabalhos aponta a amifostina como um
eficiente citoprotetor na hematotoxicidade da ciclofosfamida e carboplastina, na
neurotoxicidade, nefrotoxicidade, hematoxicidade e ototoxicidade da cisplatina.
(LIST et al.,, 1998; CALHOUN & BENNET, 1999; HUSSAIN et al., 2003;
STOLARSKA et al., 2006) Glover et al. (1984) estudaram o efeito da amifostina
na orelha interna de pacientes que receberam quimioterapia pela cisplatina e
constataram otoprotecdo em 18 pacientes que receberam o citoprotetor 15 a 20
minutos antes da infusédo lenta do quimioterapico na dose de 50 a 120mg/m2.
Perda auditiva transitéria e disacusia moderada persistente foram notadas em
apenas 30% dos pacientes recebendo cisplatina na dose de 150mg/m2.

Hyppolito et al. (2005) compararam o numero de células ciliadas externas
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lesadas e o comportamento das EOAPD em cobaias tratadas com e sem
amifostina e que receberam a cisplatina na dose de 8mg/kg dia durante trés
dias. Concluiram que a perda de células ciliadas externas ocorrida no grupo
que so6 recebeu a cisplatina ndo se repetiu nos dois outros grupos tratados
somente com amifostina 100mg/kg e cisplatina precedida de amifostina na
mesma dose citada anteriormente. O mesmo ocorreu com as emissdes
otoacustica que chegaram a estar 100% ausentes no grupo pos-cisplatina e
100% presentes no grupo cisplatina precedida da amifostina.

Na radioterapia, varios estudos mostram que WR-1065 protege varias
linhagens celulares dos efeitos da radiacao. A ligacao sulfur-hidrogénio do WR-
1065 pode quebrar-se facilmente para doar ions hidrogénio e ajudar no reparo
de ligagbes moleculares danificadas evitando os danos celulares. A habilidade
do WR-1065 em procurar por radicais livres protege os tecidos normais contra
os efeitos adversos imediatos e tardios da radioterapia. A amifostina ja foi
testada amplamente e mostrou ser efetiva na radioprotecdo da medula 6ssea
reduzindo os indices de hematotoxicidade minimizando a trombocitopenia,
anemia e leucopenia (CAPIZZI, 1996; LIST et al., 1998; STOLARSKA et al.,
2006). Em tumores de cabeca e pescoco, 0s autores acreditam que a
amifostina possa reduzir a radiotoxicidade as glandulas salivares, mucosa
esofagica e da cavidade oral, minimizando os efeitos adversos da mucosite e
xerostomia que comprometem substancialmente a qualidade de vida dos
pacientes pos-irradiados (WASSERMAN, 1994; KONINGS et al., 2005;
KOUKOURAKIS & DANIELIDIS, 2005; BUENTZEL et al., 2006). Em nosso

estudo ficou evidente que a amifostina protegeu de maneira significativa os
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grupos Irr+100mg e Irr+200mg que receberam a droga pela via intra-peritoneal
30 minutos antes da irradiagdo da orelha interna, porem ndo se observou
diferenca significante de protecéo apenas com a variagcao da dose de 100 para
200mg/kg. Essa protecao foi visivelmente marcada nas proporgdes de células
ciliadas lesadas e representou uma redugédo de até 40% dos percentuais de
lesdo nas CCE dos grupos que receberam a amifostina, segundo os valores
percentuais das medianas. Essa reducdo, provavelmente se deveu as
diferencas de lesdo ocorridas na segunda e terceira espiras que, na
comparagao entre os grupos apontou para uma reducao no percentual de lesao
estatisticamente significante ocorridas nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg
quando comparados ao grupo Irr. Na comparacao dos percentuais de lesdo da
espira basal entre os grupos, ndao houve diferenca significante de lesdo em
nenhum dos trés grupos. Isso pode ser explicado pelo baixo nivel de lesdo
ocorrida pela radiagao neste setor da cdclea em particular.

Quando comparados os grupos em termos de fileiras, apenas a primeira
fileira da E2 e a terceira fileira da E3 mostraram valores inferiores e
estatisticamente significantes de lesdo ciliada nos grupos Irr+100mg e
Irr+200mg. Esse, sem davida, é um achado do nosso trabalho que, por nao ter
sido publicado anteriormente na literatura, mereceria aguardar novos
experimentos para se verificar se foi um fendmeno casual ou uma
especificidade para a droga utilizada.

A radioprotecdo da amifostina teria pouco beneficio se ela se
estendesse também aos tecidos malignos interferindo no controle do

crescimento tumoral. A protecdo seletiva da amifostina fica evidente pelo fato
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de o WR-1065, seu principal metabdlito ativo, estar presente em altas
concentracbes apenas em tecidos normais e pouco concentrada em tecidos
tumorais. I1sso se explica, pois a amifostina € absorvida nos tecidos normais por
transporte ativo enquanto a absor¢do tumoral da droga € por difusdo passiva.
Calabro-Jones et al. (1985) sugeriram que a absorcdo da amifostina €
precedida da defosforilagdo do WR-1065 que s6 entdo é passivamente
transportado para dentro das células normais e malignas. Para explicar as
diferencas de concentragdo do WR-1065 nos tumores e tecidos normais, esses
autores atribuiram o fato as diferencas de defosforilacdo e a absorcao
existentes entre esses dois tecidos.

De maneira geral, trés fatores tém sido sugeridos para explicar a
absorcéao preferencial da amifostina pelos tecidos normais: a atividade reduzida
da fosfatase alcalina em células tumorais, o grau de isquemia dos tumores e a
absorcdo do WR-1065 pH-dependente. A fosfatase alcalina € uma enzima de
superficie celular presente em altas concentragcées nos capilares e arteriolas.
Desde que os tumores sdo pobremente vascularizados, as células tumorais
tém pouca concentragdo desta enzima de superficie, além disso, o WR-1065
necessita de pH entre 6.6 e 8.2 para ser absorvido nos tecidos, fato que néo
acontece nos tumores que predominantemente mantém pH inferior a esses,
fruto da grande atividade anaerObica que desenvolvem as suas células.
Portanto, a baixa absorcdo da amifostina em células tumorais se deve a
habilidade limitada dessas células de converté-la em droga ativa e a
necessidade de pH ideal requerida pelo WR-1065 para sua absor¢do. Em

nosso trabalho a escolha da amifostina foi baseada em aspectos relacionados
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ao seu mecanismo seletivo de protecdo aos tecidos normais dos efeitos
deletérios da radioterapia, bem como da falta de estudos testando essa droga
na citoprotecdo das estruturas do 6rgdo de Corti, em particular as células
ciliadas externas.

Apesar do resultado ser considerado positivo nesse trabalho acredita-se
que ele deva servir principalmente como um estimulo a outros mais que
deverdo surgir inclusive testando o efeito da amifostina nas complicagdes
tardias da irradiacdo no 6rgao de Corti. Isso se faz necessario para que, num
futuro bem proximo, se possa oferecer aos nossos pacientes além de uma
maior sobrevida, uma qualidade de vida melhor proporcionada pela

preservacao de seus limiares auditivos.
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1.

A amifostina utilizada previamente a irradiacdo da orelha interna
protegeu significativamente as células ciliadas externas do 6rgao de
Corti de Cobaias irradiadas em regido de cabega e pescoco pelo

Cobalto 60, na dose de 350cGy.

A amifostina protegeu de maneira significativa a lesdo pela
irradiacdao na segunda e terceira espiras da coclea, fato que nao se
repetiu na espira basal. Apenas a primeira fileira da segunda espira
e a terceira fileira da terceira espira mostraram valores
significativamente inferiores de lesdo ciliada nos grupos que

receberam o citotoprotetor.

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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RESUMO

Introducao: A irradiacdo pode causar lesdo de graus variados na orelha
interna podendo provocar surdez sensorioneural e inclusive levar a anacusia. A
amifostina € uma substancia citoprotetora seletiva de tecidos sadios,
amplamente utilizado durante a radio e quimioterapia de tumores malignos,
especialmente os localizados em regido de cabeca e pescogco. Nessa
localizagdo € descrito que a amifostina pode reduzir a radiotoxicidade nas
glandulas salivares, mucosa esofagica e cavidade oral normais, diminuindo a
incidéncia de mucosite e minimizando os efeitos adversos da xerostomia.
Objetivo: Verificar o efeito antioxidante e radioprotetor da amifostina no 6rgao
de Corti de cobaias albinas irradiadas em regido de cabega e pescogo.
Material e Método: O estudo realizado envolveu trés grupos de animais: Um
grupo foi submetido a lesdo imediata de células ciliadas pela irradiagdo em
dose Unica de 350cGy e outros dois passaram pelo mesmo procedimento,
porém receberam doses de 100 e 200mg/kg de amifostina 30 minutos antes da
irradiacdo. Todas as cobaias foram sacrificadas 30 dias apds o experimento e
suas bulas retiradas para estudo em microscopio de varredura. Durante a
microscopia de varredura foi realizada a contagem de células ciliadas externas
lesadas e obtido os percentuais de lesdo em cada espira da coclea das
cobaias, de cada grupo isoladamente. Conclusao: O grau de lesao das células
ciliadas externas foi menor nos dois grupos que receberam a amifostina que no
grupo apenas irradiado. Essa diferenca ocorreu principalmente nas segundas e

terceiras espiras das cocleas onde a diferenga foi estatisticamente significante.
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Nao foi encontrada diferenca de protecdo entre 0s grupos que receberam

doses de 100 e 200mg/kg de amifostina.
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Introducao

A radioterapia constitui uma das formas de tratamento mais utilizada nos
tumores malignos localizados na regido da cabega e pescogo. O seu
mecanismo de acdo sobre as ceélulas cancerigenas se baseia na
desestruturagdo da sequiéncia de seus nucleotidios, desta forma, modificando
as moléculas, proteinas e DNA (acido desoxirribonucléico) das células,
comprometendo o0 seu metabolismo e o mecanismo de divisdo celular,
impedindo assim, o crescimento tumoral.

Um dos grandes inconvenientes da radioterapia em cabecga e pescogo é

fato de o osso temporal e as estruturas da orelha interna se encontrarem no
campo de irradiagdo da maioria dos tumores, tal como ocorre nos tumores da
rinofaringe, onde o aparelho auditivo pode ser inevitavelmente envolvido no
campo de irradiacdo e o paciente poder evoluir com de perda auditiva de
variados graus de intensidade, podendo inclusive tornar-se anacusico'.
Ao atingir o 6rgéao vestibulococlear, disturbios auditivos e do equilibrio podem
surgir; dentre eles, a perda auditiva sensorioneural € a complicagdo mais
comum e estd em maior freqliéncia associada a lesdo e perda de células
ciliadas externas do érgdo de Corti®®.

Muitos esforgos tém sido feitos na tentativa de minimizar ou neutralizar a
acao da irradiagdo na orelha interna, porem o0s maiores avangos tém sido
notados apenas no campo do desenvolvimento de novas técnicas e
equipamentos emissores de radiacao e fontes de energia tipo prétons, os quais

tém reduzido os efeitos da radiagcéo sobre o 6rgao auditivo'®'".
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Poucos estudos na literatura buscaram descobrir drogas citoprotetoras
contra os efeitos lesivos da radiacao em tecidos normais irradiados. Uma das
principais drogas em evidéncia no momento, pela sua baixa toxicidade e por se
tratar de um potente citoprotetor seletivo de tecidos normais contra os efeitos
adversos da radioterapia é a amifostina. Trata-se de uma pré-droga, o WR-
2721, um andlogo da cisteina que ap6s a administracao sofre desfosforilagao
pela fosfatase alcalina presente nos tecidos transformando-se em seu
metabdlito ativo, o WR-1065, um tiol. O WR-1065, como os outros tibis
enddgenos, exerce o seu efeito quimio e radioprotetor através do bloqueio de
radicais livres, doagdo de hidrogénio e inativacdo de radicais reativos'2.

A amifostina ja foi amplamente testada e mostrou efeito citoprotetor na
hematotoxicidade da ciclofosfamida e carboplastina, na neurotoxicidade,
nefrotoxicidade, hematoxicidade e ototoxicidade da cisplatina e na
hematotoxicidade e toxicidade mucosa da radioterapia’'®. Quando se trata de
citoprotecdo da orelha interna contra os efeitos lesivos da radioterapia
praticamente inexistem trabalhos que abordem esse tema.

O objetivo deste estudo foi verificar se a amifostina, administrada nas
doses de 100 e 200mg/Kg previamente a radiacao da orelha interna na dose de
350cGy, desempenha funcao citoprotetora na orelha interna e se, existindo
essa protecdo, ela se faz de forma diferenciada e seletiva privilegiando
determinadas espiras ou grupos de células ciliadas destro de uma mesma

espira.
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Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e envolveu 51
cobaias albinas, do sexo masculino pesando entre 300 e 450g, todas oriundas
do biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e que
passaram na triagem auditiva pelo reflexo de Preyer positivo'® e presenca de
Emissdes otoacusticas — produtos de distorgao previamente ao inicio do estudo
realizados em equipamento da marca ILO 92 CAE System Otodynamics LTD e
a intensidade do estimulo desencadeante foi de 70dB NPS tanto para F1
quanto para F2, seguindo a relagdo de freqiiéncias 2F1-F2 com proporcao
F1:F2 = 1,22 e resolucao dois pontos por oitava.

Os animais foram divididos em quatro grupos distintos a saber: Grupo
amifostina - composto de quatro animais, recebeu isoladamente amifostina na
dose de 200mg/Kg de peso e serviu com um controle negativo do experimento,
uma vez que ndo se encontra descrito na literatura nenhum efeito ototdxico
dessa droga; Grupo lrradiagéo (Irr) — formado por 11 cobaias que receberam
apenas a irradiacdo na regiao de cabega 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 de peso 30 minutos antes da irradiagdo na dose de 350cGy; Grupo
amifostina 200mg-+Irradiacdo (lrr+200mg) — composto de 18 cobaias que
receberam amifostina na dose de 200mg/kg de peso 30 minutos antes da
irradiacao na dose de 350cGy. Todos os grupos permaneceram no laboratorio

de cirurgia experimental do Hospital das Clinicas da USP-RP atendendo as
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exigéncias de alimentagdo e confinamento preconizados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP, sendo sacrificados 30 dias apds a data do experimento.

O método utilizado para comparagao do grau de lesdo do érgao de Corti
foi a contagem das células ciliadas externas que se encontravam ausentes nas
trés fileiras de trés espiras da coclea: basal, E2, E3. O parémetro para
classificacdo de lesdo 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 contagem das células foi o seguimento médio de cada
espira obtendo-se o maior numero de células possivel dentro de um campo
microscoépico fotografico a um aumento de 350 a 700 vezes. Todas as espiras
foram fotografadas e os negativos revelados para posterior processo de
analise. Os numeros resultantes desta contagem celular foram transformados
em fragdes do numero total de células ausentes dividido pela populagao total
de células daquele campo fotografico analisado.

Para a comparacgao entre os grupos de estudo foram feitas trés analises:
a primeira comparou o percentual de células lesadas entre os grupos (lIrr,
[rr+100mg e Irr+200mg) levando-se em consideracdo o percentual do
somatorio de células ciliadas externas lesadas nas trés espiras (Basal, E2 e
E3) de cada grupo; a segunda comparou o percentual de células ciliadas
externas lesadas em cada espira (Basal, E2 e E3) entre os trés grupos
estudados; a terceira comparou o percentual de células ciliadas externas

lesadas em cada fileira (F1, F2 e F3) entre os trés grupos.
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Os resultados entdo foram submetidos a andlise 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
diferenga significativa. Para esta andlise estatistica foi adotado como nivel de

significancia um valor de p < 0,05.

Resultados
O presente trabalho envolveu um total de 51cobaias, sendo que ocorreram sete
mortes, dessas; duas foram do grupo Irr+200mg, quatro do grupo Irr+100mg, e
uma do grupo amifostina. Todas as mortes ocorreram por conta de diarréia de
provavel causa viral. Das 44 cobaias restantes resultaram 88 cdcleas, sendo
que no final do estudo foram computadas apenas 84, pois trés cécleas foram
excluidas do trabalho, pois as cobaias apresentaram sinais de
inflamagéo/infeccdo na orelha meéedia e 1 cbclea foi perdida por ficar
extremamente danificada apds a sua dissecacgao.
3.1 Comparacio do percentual do total de CCE entre os grupos

Na comparacao dos totais de CCE lesadas em cada grupo do estudo
observou-se que, no grupo Irr o percentual total de lesbes das CCE foi
significativamente maior que nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg, que se

equivaleram (Figura 1) (Tabela 1).
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3.2. Comparacao do percentual de células ciliadas externas lesadas em cada espira

(basal, E2 eE3) entre os grupos
3.2.1. Espira Basal

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

(Tabela 2).

5.2.2. Espira 2

Na segunda espira observou-se um aumento nas falhas nas fileiras de
células ciliadas externas principalmente ocorrida no grupo que nao usou
amifostina previamente a irradiacdo. 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 irradiagdo. Entre os grupos que receberam amifostina ndo existiu

diferenca significante (Figuras 4 e 5) (Tabela 3).

5.2.3. Espira 3

Na terceira espira, em comparacdo com a E2, observou-se uma maior
tendéncia de lesdo nos trés grupos. Aqui, também a os grupos Irr+100mg e
Irr+200mg também mostraram valores significativamente inferiores ao grupo
irradiado isoladamente. Os dois grupos que usaram amifostina se equivaleram

e ndo mostram diferenca significante (Figuras 6 e 7) (Tabela 4).
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5.3. Comparacao do percentual de células ciliadas externas lesadas em cada
fileira(F1,F2 eF3) entre os grupos.

5.3.1 Espira Basal — Fileiras 1, 2 e3
Na comparacdo feita entre as fileiras da espira basal ndo houve
diferenca significativa entre o percentual de CCE lesadas nos trés grupos

(Tabelas 5, 6 e 7) (Figura 8).

5.3.2. Espira 2 — Fileiras 1,2 e 3

Na comparagcdo do percentual de CCE lesadas entre as fileiras
isoladamente nos trés grupos observou-se que, apesar de as maiores médias
de lesdo 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(lrr) apresentou valores significativamente
superiores de lesdo aos dos grupos Irr+ 100mg e Irr+200mg, que se

equivaleram (Tabelas 8, 9 e 10) (Figura 9).

5.3.3. 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 medias de
lesdes na segunda (F2) e terceira (F3) fileiras, repetindo o que ocorreu na
espira 2, porém aqui apenas na terceira (F3) fileira houve aumento
estatisticamente significante de lesdo no grupo irradiado isoladamente
comparado aos outros dois grupos que receberam amifostina nas doses de

100mg e 200mg/kg, que se equivaleram (Tabelas 11,12 e 13) (Figura 10).
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4. Discussao

A perda auditiva induzida pela radioterapia apesar de ser um assunto da
maior relevancia ainda € pouco conhecida nos dias atuais e, de certa forma,
pouco prevenida no meio dos profissionais envolvidos com esta modalidade de
tratamento. Este fato se deve, em parte, a ndo concomitancia dos avangos
obtidos nas ultimas décadas, dos novos esquemas terapéuticos radio e
quimioterapicos que tém aumentado substancialmente a sobrevida dos
pacientes oncolégicos e o aparecimento de novas descobertas de drogas com
potencial radioprotetor do érgao auditivo.

Quanto aos tipos de disacusias induzidos pela radioterapia, é sabido que
podem ser condutivas, sensorioneurais e mistas. A perda auditiva
sensorioneural é, sem duavida, a mais freqiente, segundo alguns autores
podendo ocorrer em até 75% dos pacientes irradiados na regido do 0sso
temporal, e costuma desenvolver-se pela lesdo ao 6rgao de Corti e em menor
freqiiéncia uma degeneragédo do VIII par craniano, visto que as estruturas do
sistema nervoso central tém uma maior resisténcia a essa modalidade de
tratamento®®®.

Quanto a dose lesiva para o 6rgao de Corti, quanto maior a dose de
irradiacdo na orelha interna, maior é a probabilidade de dano auditivo’®?°. Em
geral, a dose total de radiagdo necessaria para produzir uma lesao ao sistema
auditivo varia entre 3000 e 6000 rad. Em nosso estudo a dose utilizada
suficiente para provocar lesdo imediata as células ciliadas foi 350cGy e

baseou-se em estudo piloto previamente realizado em nosso Departamento
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devido a falta de informacdes na literatura sobre a dose média lesiva ao 6rgao
de Corti de cobaias albinas.
A perda da audicdo apds a radioterapia pode instalar-se de forma

imediata ou tardia'®?’

. A complicagdo imediata resulta da injuria celular direta
pela radiagdo sobre estruturas do 6rgédo de Corti e da estria vascular. J&4 os
efeitos tardios ocorrem pela ac¢ao indireta da radiagdo sobre os vasos da orelha
interna, gerando o processo de endoarterite obliterante, que progressivamente
interrompe o0 aporte sangliineo a estruturas vitais como o neuroepitélio da
coclea e o VI par craniano®*2.

Com referéncia a faixa de freqiéncias mais atingida, as freqiéncias
graves e médias raramente sdo comprometidas. Ja& os tons agudos sdo os
mais afetados destacando-se a faixa de freqiiéncias entre 4000 a 8000Hz%. Os
nossos achados apontaram para a lesdo preferencialmente ocorrendo nas
segunda e terceira espiras, com a preservagao da espira basal e apical. Na
comparacgao do grau de leséo entre a E2 e E3 notou-se que os percentuais de
lesdo foram superiores na terceira espira ultrapassando, na maioria dos casos,
em duas vezes 0 que ocorrera na segunda espira. Esse mecanismo de
seletividade para as espiras e conseqientemente para as freqiiéncias auditivas
€ provavel que se deva ao maior consumo de oxigénio e a maior atividade
metabdlica existente nas células ciliadas e estria vascular mais préximas da
base da coclea®®?*.

Outro dado que também pudemos observar 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
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preservagao da primeira e mais interna. Este fato também notado em outros
estudos experimentais envolvendo a radioterapia é decorrente, provavelmente,
de diferengas anatdmicas e de constituicdo bioquimica de cada setor de células
ciliadas em particular %%,

No tocante ao emprego de drogas otoprotetoras na radioterapia, Atlas et
al. (2006) conseguiram reduzir os danos cocleares induzidos pela radiacdo 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 inibicdo da apoptose celular °.

A amifostina € uma pro-droga que é 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 metabdlitos ativos dos
agentes anti-neoplasicos?®’. Isso confere a amifostina o status de um eficiente
citoprotetor na hematotoxicidade da ciclofosfamida e carboplastina, na
neurotoxicidade, 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 reducdo dos indices de disacusia em pacientes recebendo
cisplatina na dose de 150mg/m2. HYPPOLITO et al. (2005) compararam o
numero de células ciliadas externas lesadas e o comportamento 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 apés uso do ototéxico®'.
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Na radioterapia a amifostina protege varias linhagens celulares dos
efeitos da irradiacdo. Esta droga ja foi testada amplamente e mostrou ser
efetiva na radioprotecdo da medula Ossea reduzindo os indices de
hematotoxicidade minimizando a trombocitopenia, anemia e leucopenia'®3°2,
Em tumores de cabeca e pescogo acredita-se que a amifostina possa reduzir a
radiotoxicidade as glandulas salivares, mucosa esofédgica e da cavidade oral,
minimizando os efeitos adversos da mucosite e xerostomia que comprometem
substancialmente a qualidade de vida dos pacientes pés-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
intra-peritoneal 30 minutos antes da irradiacao da orelha interna, porem néo se
observou diferenca significante de protecao apenas com a variagao da dose de
100 para 200mg/kg. Essa protecéo foi visivelmente marcada nas proporgoes de
células ciliadas lesadas e representou uma reducdo de até 40% dos
percentuais de lesdo nas CCE dos grupos que receberam a amifostina. Essa
redugdo, provavelmente se deveu as diferencas de leséo ocorridas na segunda
e terceira espiras que, na comparagdo entre 0s grupos apontou para uma
reducao no percentual de lesdo ocorridas nos grupos Irr+100mg e Irr+200mg
quando comparados ao grupo Irr. Na comparacao dos percentuais de lesdo da
espira basal entre os grupos, ndao houve diferenca significante de lesdo em
nenhum dos trés grupos. Isso pode ser explicado pelo baixo nivel de lesao
ocorrida pela radiacao neste setor da cdclea em particular.

Quando comparados os grupos em termos de fileiras, apenas a primeira

fileira da E2 e a terceira fileira da E3 mostraram valores inferiores e
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estatisticamente significantes de lesao ciliada nos grupos Irr+100mg e
Irr+200mg. Esse, sem duvida, 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 radiagdo da orelha interna protegeu
significativamente as células ciliadas externas do 6rgao de Corti de Cobaias
irradiadas em regiao de cabeca e pescoco pelo Cobalto 60, na dose de 350cGy
e de maneira significativa protegeu a segunda e terceira espiras da céclea, fato
que nao se repetiu na espira basal. Apenas a primeira fileira da segunda espira
e a terceira fileira da terceira espira mostraram valores significativamente
inferiores de lesdo ciliada nos grupos que receberam o citotoprotetor e nao
houve diferenga significante na resposta protetora das células ciliadas externas

quando se aumentou a dose da amifostina de 100mg para 200mg/kg.
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Legendas de Figuras

Figura 1. Percentuais de CCE lesadas em cada grupo

Figura 2. Percentuais de CCE lesadas na espira basal

Figura 3. Seguimento sem lesbes da espira basal do grupo Irr
Figura 4. Percentuais de CCE lesadas na espira 2

Figura 5. Espira 2 do grupo Irr+200mg mostrando preservagdo CCE
Figura 6. Percentuais de CCE lesadas na Espira 3

Figura 7. Espira 3 do grupo Irr+200mg com preservacdao CCE
Figura 8. Espira basal do grupo Irr+200mg sem lesdes.

Figura 10. Espira 3 do grupo Irr com lesbes em F2 e F3
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Tabela 1- Percentuais de CCE lesadas em cada grupo.

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média

DP
Irr+100mg 0,45 3,25 6,62 4,10 3,91
Irr+200mg 0,92 2,55 5,31 3,54 3,34
Irradiacao 5,28 8,04 13,65 10,10 6,60

X2=19,38 p<0,001 * Irr=Irradiacao
Tabela 2- Percentuais de CCE lesadas na espira basal.

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,83 0,51 0,81
Irr+200mg 0,00 0,00 0,45 0,20 0,34
Irradiacao 0,00 0,00 1,03 0,96 2,27

X2=1,61 p=0,45 *Irr=Irradiacao
Tabela 3- Percentuais de CCE lesadas na espira 2.

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,33 0,89 1,47 1,02 0,91
Irr+200mg 0,34 0,83 1,64 0,99 0,84
Irradiagcao 0,70 2,43 4,51 2,97 2,07

X2=9,98 p=0,007 * Irr=Irradiagao
Tabela 4 - Percentuais de CCE lesadas na Espira 3
Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartii Média DP
[rr+100mg 1,38 3,39 5,38 4,16 3,49
[rr+200mg 0,35 1,86 5,44 3,03 3,32
Irradiacao 3,46 5,04 8,23 7,20 6,19
X2=9,24 p=0,01 * Irr=Irradiacao
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Tabela 5- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da espira basal

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,00 0,20 0,60
Irr+200mg 0,00 0,00 0,00 0,16 0,48
Irradiacao 0,00 0,00 0,00 0,09 0,42

X2=0,65 p=0,72

*Irr=Irradiacao

Tabela 6- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da espira basal

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,29 0,50 1,05
Irr+200mg 0,00 0,00 0,00 0,20 0,63
Irradiagéo 0,00 0,00 0,00 0,53 1,34

X2=1,56 p=0,46

* Irr=Irradiacao

Tabela 7- Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da espira basal

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 1,57 0,85 1,57
Irr+200mg 0,00 0,00 0,00 0,24 0,64
Irradiacdo 0,00 0,00 2,05 2,24 5,68

X2=2,57 p=0,28

* Irr=Irradiacao

Tabela 8. Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da Espira 2

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 0,00 0,27 0,71
[rr+200mg 0,00 0,00 1,19 0,51 0,73
Irradiagéo 0,00 1,75 3,03 2,30 3,18

X2=10,84 p=0,004

* Irr=Irradiacao
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Tabela 9. Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da Espira 2

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 1,36 1,02 1,84
Irr+200mg 0,00 0,00 1,37 1,01 1,57
Irradiacdo 0,00 1,06 6,40 2,85 3,53

X2=3,78 p=0,15 * Irr=Irradiacao

Tabela 10. Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da Espira 2

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,66 3,63 1,73 2,01
[rr+200mg 0,00 1,28 2,64 1,45 1,53
Irradiacao 0,00 1,81 6,78 3,60 4,33

X2=1,91 p=0,38 * Irr=Irradiacao

Tabela 11- Percentuais de CCE lesadas na primeira fileira (F1) da Espira 3

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 0,00 0,00 4,00 3,02 7,65
Irr+200mg 0,00 0,00 1,30 1,12 2,38
Irradiacao 0,00 1,22 3,12 3,84 6,41

X2=3,01 p=0,22 * Irr=Irradiagao

Tabela 12- Percentuais de CCE lesadas na segunda fileira (F2) da Espira 3

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
[rr+100mg 0,00 2,53 3,90 2,51 2,44
Irr+200mg 0,00 1,05 4,31 2,69 4,40
Irradiacdo 1,17 3,12 8,13 6,14 8,33

X2=3,86 p=0,15 * Irr=Irradiacao
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Tabela 13. Percentuais de CCE lesadas na terceira fileira (F3) da Espira 3

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil Média DP
Irr+100mg 1,96 5,13 10,64 6,97 7,48
Irr+200mg 0,65 3,40 9,30 5,27 5,63
Irradiacdo 6,66 10,16 16,08 11,59 6,89

X2=11,71 p=0,002 * Irr=Irradiacao



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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