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KEYWORDS Abstract

Hyperbaric oxygen; Introduction: To manage the complications of irradiation of head and neck tissue is a challenging
Neck radiotherapy; issue for the otolaryngologist. Definitive treatment of these complications is still controversial.
Inflammation Recently, hyperbaric oxygen therapy is promising option for these complications.

Objective: In this study, we used biochemical and histopathological methods to investigate the
efficacy of hyperbaric oxygen against the inflammatory effects of radiotherapy in blood and
laryngeal tissues when radiotherapy and hyperbaric oxygen are administered on the same day.
Methods: Thirty-two Wistar Albino rats were divided into four groups. The control group was
given no treatment, the hyperbaric oxygen group was given only hyperbaric oxygen therapy, the
radiotherapy group was given only radiotherapy, and the radiotherapy plus hyperbaric oxygen
group was given both treatments on the same day.

Results: Histopathological and biochemical evaluations of specimens were performed. Serum
tumor necrosis factor-a, interleukin-1p, and tissue inflammation levels were significantly higher
in the radiotherapy group than in the radiotherapy plus hyperbaric oxygen group, whereas
interleukin-10 was higher in the radiotherapy plus hyperbaric oxygen group.
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PALAVRAS-CHAVE
Oxigénio hiperbarico;
Radioterapia

de pescoco;
Inflamacao

Introducao

Conclusion: When radiotherapy and hyperbaric oxygen are administered on the same day,
inflammatory cytokines and tissue inflammation can be reduced in an early period of radiation
injury.

© 2017 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Efeitos anti-inflamatorios do oxigénio hiperbarico sobre tecidos laringeos irradiados

Resumo

Introdugdo: O manejo das complicacdes da irradiacdo do tecido da cabeca e pescoco é uma
questao desafiadora para o otorrinolaringologista. O tratamento definitivo dessas complicacées
ainda é controverso. Recentemente, a oxigenoterapia hiperbarica tem sido uma opg¢ao promis-
sora para essas complicacoes.

Objetivo: Nesse estudo foram usados métodos bioquimicos e histopatoldgicos para investigar a
eficacia do oxigénio hiperbarico contra os efeitos inflamatérios da radioterapia no sangue e nos
tecidos laringeos, quando a radioterapia e oxigénio hiperbarico sao administrados no mesmo
dia.

Métodos: Trinta e dois ratos Wistar albinos foram divididos em quatro grupos. O grupo con-
trole nao recebeu tratamento, o grupo de oxigenio hiperbarico recebeu apenas oxigenoterapia
hiperbarica, o grupo de radioterapia recebeu apenas radioterapia e o grupo de radioterapia
com oxigenio hiperbarico recebeu ambos os tratamentos no mesmo dia.

Resultados: Foram realizadas avaliacoes histopatologicas e bioquimicas dos especimes. Os
niveis sericos de fator de necrose tumoral-a, interleucina-1g e inflamacao tecidual foram signi-
ficativamente maiores no grupo de radioterapia do que no grupo de radioterapia mais oxigenio
hiperbarico, enquanto que a interleucina-10 foi maior no grupo de radioterapia mais oxigenio
hiperbarico.

Conclusdo: Quando a radioterapia e o oxigénio hiperbarico sao administrados no mesmo dia,
as citocinas inflamatorias e a inflamacéao tecidual podem ser reduzidas no periodo inicial da
radiacao.

© 2017 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

resultam em um aumento da atividade oxidante nos teci-
dos danificados.* A radiacao nao somente provoca danos nos

Neoplasias de cabeca e pescoco sao os tipos mais frequentes
de cancer em todo o mundo. Em estudos epidemioldgicos,
eles sao classificados em 10° lugar globalmente e sua inci-
déncia aumentou consideravelmente nos Gltimos 10 anos.
O tratamento do cancer de cabeca e pescoco é complexo
e requer uma abordagem multidisciplinar.” A radioterapia é
usada como uma opcao de tratamento primario ou adjuvante
para essas condigoes neoplasicas. A irradiacao da regiao do
pescoco pode ser feita na presenca de metastases em linfo-
nodos cervicais da laringe, ou neoplasias de qualquer outra
regido, ou nas diversas fases do cancer de laringe.? Além
da natureza terapéutica, a radioterapia tem efeitos dano-
sos definidos sobre os tecidos circundantes e esses efeitos
podem ocorrer nas fases iniciais ou tardias. A boca seca, a
mucosite, a radionecrose de tecidos moles (RNTM), a oste-
orradionecrose (ORN) e a radionecrose laringea (RNL) sao
alguns dos exemplos desses efeitos colaterais.?3

A radiacao causa a liberacao de mediadores inflama-
torios, marca o inicio do processo inflamatério, e esses

tecidos através das espécies reativas de oxigénio (ROS) e da
ionizacao, mas também através da via da caspase e ativacao
dos citocromos e, como resultado, a necrose se desen-
volve nos tecidos danificados por isquemia e apoptose.>® A
célula tenta combater esse efeito prejudicial ao ativar seu
sistema de defesa (citocinas anti-inflamatorias, atividade
antioxidante).”

Recentemente, varios estudos cientificos sobre o manejo
dos efeitos colaterais da radioterapia foram feitos e antio-
xidantes fitoterapicos, varios agentes quimicos, vitaminas,
moléculas antioxidantes exdgenas e oxigénio hiperbarico
(HBO,) foram usados nesses estudos.®®~'" O HBO, tem sido
amplamente usado para o tratamento de varias doencas
durante décadas. O tratamento de feridas diabéticas,
necrose de retalho e perda auditiva sUbita € um dos exem-
plos mais significativos.'?"'4

No presente estudo, métodos bioquimicos e histopato-
logicos foram usados para investigar a eficacia do oxigénio
hiperbarico contra os efeitos inflamatorios iniciais da
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radioterapia no tecido laringeo quando radioterapia e HBO,
sao administrados no mesmo dia.

Método

Esse estudo foi revisado e aprovado pelo Comité Institucional
de Cuidados e Uso de Animais e o Comité de Etica local. O
numero de ratos em cada grupo foi restringido pelo comité
de ética.

Desenho experimental

Foram divididos em quatro grupos 32 ratos albinos Wistar. O
grupo de controle (n=8) nao recebeu tratamento durante
o periodo de estudo. O grupo de tratamento com HBO,
(HBO2) (n=8) recebeu apenas HBO, durante o estudo. O
grupo de radioterapia (RT) (n = 8) recebeu apenas RT durante
o estudo. O grupo RT mais HBO, (RT +HBO;) (n=8) recebeu
RT e HBO, no mesmo dia.

Animais

Ratos albinos Wistar (fémeas, 2304-20g) foram alojados
em condicoes normais (20 &+ 1°C de temperatura ambiente,
60 + 10% de umidade e um ciclo de luz/escuro de 12/12h)
em gaiolas regulares e com acesso livre a alimentos e agua.
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o
Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério publi-
cado pelo US Public Health Service.

Irradiacdo da regidao do pescoco

A radioterapia foi aplicada sob anestesia geral com 10 mg/kg
de cetamina e 8 mg/kg de xilazina por via intraperitoneal
(i.p.) para imobilizar os ratos antes da exposicao a radiacao.
Os animais foram colocados sobre uma placa de plexiglass
e estabilizados na posicao supina. A regiao cervical de cada
rato foi definida por simulacao e irradiada com 2 Gray (Gy)
por minuto, para uma dose total de 18 Gy com feixes de
fotons de 6MV (acelerador linear, Siemens, Primus). Usou-se
a técnica ‘“distancia fonte eixo’’ e a distancia entre o centro
da fonte e a laringe foi de 100cm. Um bolus de 10 mm foi
aplicado acima do pescoco para compensar a profundidade
da dose. Cada rato foi exposto a uma Unica dose de radiacao.
Os animais foram devolvidos as suas gaiolas originais apo6s a
irradiacao.

Tratamento com HBO,

Os animais foram tratados com HBO, na sala de pressao dos
animais de pesquisa na Unidade de Cuidados e Investigacao
Animal. Os ratos receberam HBO, uma vez por dia, seis dias
por semana, durante quatro semanas. Os ratos foram leva-
dos para a sala de pressao dentro de suas gaiolas e, apds
ventilacdo com oxigénio a 100%, a pressao da cabine foi
regulada para 2,4 atmosferas absolutas durante 10 minutos.
A ventilacdo foi fornecida em intervalos durante todos os
90 minutos de tratamento. A saida da sala de pressao
levou 10 minutos. Os ratos no grupo RT + HBO, iniciaram o

tratamento com HBO, antes da radioterapia, no mesmo dia
em que a RT foi administrada.

Protocolo de eutanasia

Quatro semanas apds a administracdo de RT, todos os ratos
foram colocados sob anestesia geral com 10 mg/kg de ceta-
mina e 8 mg/kg de xilazina i.p. Os coracdes dos ratos foram
perfurados e o sangue retirado. Posteriormente, foram ime-
diatamente decapitados e seus tecidos laringeos removidos
cirurgicamente.

Avaliacao histopatologica e imuno-histoquimica

Fez-se fixacao tecidual em formaldeido a 10% por 24 horas
e, em seguida, os tecidos foram incorporados a blocos
de parafina. Os tecidos processados foram entdo cortados
com um micrétomo. Cortes transversais de 5 microns de
espessura de todos os blocos foram colocados sobre lami-
nas revestidas com lisina. Um corte transversal de cada
bloco foi separado para coloracao com hematoxilina e eosina
(H+E); uma corte transversal foi corado com o método de
coloracdo imuno-histoquimica para mostrar a presenca do
anticorpo CD45 (Leukocyte Common Antigen - LCA). Usou-
-se o kit Thermo AntiLCA policlonal (PA5-23528, EUA) para
demonstrar a presenca de LCA. Todas as preparacdes foram
analisadas com um microscopio optico Olympus BX51 pelo
mesmo patologista cegado para esses grupos. Uma avaliacao
geral da cartilagem foi feita com coloracao H + E e o nivel de
inflamacéo foi avaliado com coloracdo imuno-histoquimica
para LCA.

Os niveis de inflamacao e metaplasia foram calculados
como a seguir: 0 - sem inflamacao, 1 - inflamacao leve,
2 - inflamacao moderada, 3 - inflamacao grave, 0 - sem
metaplasia, 1 - com metaplasia.

Avaliacao bioquimica

Foi feita a medida de citocinas proé-inflamatorias e anti-
-inflamatorias e os valores de oxidantes no plasma dos ratos
foram determinados. As amostras de sangue foram transferi-
das para tubos com K3-EDTA e centrifugadas a 1000 g durante
10 minutos a +4° C. As amostras de plasma foram separa-
das e armazenadas a 0°C. As amostras de plasma foram
posteriormente descongeladas para uso. Os niveis de TNF-a
(Biolegend, San Diego, California, EUA), IL1-B e IL-10 (Bos-
ter Biological Technology, California, EUA) foram medidos
em amostras homogeneizadas por ensaio imunoenzimatico
(Elisa) com kits comerciais, como recomendado pelos fabri-
cantes.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o programa de software SPSS
23.0 (EUA). Para comparacdao entre os grupos, usou-se a
analise de variancia de Kruskal-Wallis. Para determinar as
diferencas significativas entre os grupos, usou-se o teste U
de Mann-Whitney com correcao de Bonferroni. Um valor de
p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



Anti-inflammatory effects of hyperbaric oxygen on irradiated laryngeal tissues 209

Tabela 1 Metaplasia escamosa e niveis de inflamacédo dos grupos de ratos

Alteracdes histopatologicas Controle (n= 8) HBO; (n = 8) RT (n = 8) RT +HBO; (n = 8)
Metaplasia escamosa
Metaplasia + 0 0 7 2
Metaplasia - 8 8 1 6
Inflamagao
Sem inflamacao 8 7 0 0
Inflamacao leve 0 1 1 4
Inflamacao moderada 0 0 3 3
Inflamacao grave 0 0 4 1
Resultados entre os grupos controle e HBO, (p>0,05). Os valores de
TNF-a e IL1-B foram significativamente mais elevados no
Achados histopatolégicos e imuno-histoquimicos grupo RT quando comparado com o grupo controle (p <0,05),

enquanto IL-10 foi maior no grupo controle (p<0,05). Os
valores de TNF-a e IL1-B foram significativamente maiores
no grupo RT do que no grupo RT + HBO, (p <0,05), enquanto
IL-10 foi maior no grupo RT +HBO, (p <0,05). Os valores de
IL1-B foram significativamente maiores no grupo RT + HBO,
do que no grupo HBO, (p<0,05), enquanto que IL-10 foi
maior no grupo HBO, (p<0,05). Nao houve diferenca sig-
nificativa nos valores de TNF-a entre esses dois grupos
(p>0,05). TNF-a e IL1-B foram significativamente maiores
no grupo RT+HBO, do que no grupo controle (p<0,05).
Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos valo-
res de IL-10 entre esses dois grupos (p>0,05) (tabela 2 e
tabela 3).

As variacdes histopatoldgicas e suas distribuicoes nos espé-
cimes em todos os grupos sao mostradas na tabela 1 e na
figura 1. A inflamacao e a metaplasia observadas no tecido
laringeo nao foram estatisticamente significativas entre os
grupos controle e HBO, (p>0,05). A taxa de inflamacao
e metaplasia no tecido cartilaginoso foi significativamente
maior no grupo RT, comparado com o0s grupos controle,
HBO, e RT + HBO, (p <0,05). O tecido cartilaginoso dos ratos
no grupo RT + HBO, apresentou uma taxa significativamente
mais elevada de inflamacao e nivel de metaplasia escamosa
do que os grupos controle e HBO,.

Achados bioquimicos
Discussao
Os resultados dos parametros bioquimicos de todos os grupos
sao apresentados na tabela 2. Nao houve diferencas estatis- Os sinais e sintomas apds a conclusdao do tratamento com
ticamente significativas nos valores de TNF-«, IL1-B e IL-10 RT sao descritos como iniciais se ocorrem nos primeiros trés

Grupo Controle Grupo RT Grupo HBO» Grupo RT+HBO»>

Figura 1 Fotomicrografias representativas da histologia da cartilagem nos grupos de controle, HBO,, RT e RT + HBO;. Grupo de
controle: A, aparéncia geral da coloracdo H&E (x20); B, LCA na imuno-histoquimica (x20). Grupo RT: C, H&E (x100), seta negra:
metaplasia escamosa; seta azul: epitélio colunar. D, LCA na imuno-histoquimica (x40), seta amarela: linfocitos LCA positivos. Grupo
HBO;: E, H&E (x20) aparéncia geral; F, LCA na imuno-histoquimica (x20). Grupo RT + HBO,: G, H&E (x100), seta negra: metaplasia
escamosa; seta azul: epitélio colunar; H, LCA na imuno-histoquimica (x100); linfocitos LCA positivos.
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Tabela 2 Valores de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatoérias dos grupos
Grupos IL-1 B (Média/DP) pg/mL pg/ml IL-10 (Média/DP) pg/mL pg/ml TNF-a (Média/DP) pg/mL pg/ml
Controle 22 +2,06 42+6,8 17 +2,27
HBO; 23+2,69 43+6,7 19+ 3,46
RT 55+6,89 21+1,89 31+3,58
RT + HBO, 44+2,85 32+5,99 24+2,62
DP, desvio padrao.
Tabela 3 p-valores que mostram comparacées entre os grupos importantes
Comparacao Controle vs. Controle vs.  Controle vs. RT vs. RT + HBO; HBO; vs. RT HBO; vs. RT + HBO;
de grupo HBO; p-valor  RT p-valor RT +HBO; p-valor  p-valor p-valor p-valor
IL-18 0,462 0,006° 0,006 0,032 0,03 0,006%
TNF-a 0,093 0,006° 0,006 0,012° 0,006 0,21
IL-10 0,754 0,006 0,116 0,006° 0,006 0,036°

@ Valores estatisticamente significantes.

meses e tardios se ocorrem apds os primeiros seis meses. Os
efeitos iniciais e tardios da RT no tecido normal sao diferen-
tes no que se refere a fisiopatologia e apresentacao clinica.
As alteracées relacionadas com os efeitos iniciais da RT sao
um resultado do aumento da morte celular por lesao ao DNA
ou formacao de ROS, enquanto que as alteracbes tardias
relacionadas a RT sao o resultado de lesao vascular e fibrose.
Essas alteracoes sao geralmente progressivas.'~'” Em neo-
plasias de cabeca e pescoco, a radioterapia é administrada
em doses mais baixas e sessdes repetidas. O objetivo da
administracdo de uma dose Unica elevada de radioterapia
em nosso estudo foi induzir com sucesso a lesao por radiacao
e a dose de radiacao que administramos foi decidida consi-
derando estudos anteriores semelhantes.” Em nosso estudo,
o tratamento com HBO, foi iniciado no mesmo dia que a
radioterapia, porque o tratamento com HBO; foi dado para
exercer um efeito protetor, ndo para o tratamento do tecido
danificado.

HBO, é geralmente usado para tratar os efeitos tardios
da radiacao apés a radioterapia. Narozny et al.'® relataram
que de 548 pacientes que receberam RT para tratar neo-
plasias de cabeca e pescoco, condroradionecrose de grau
3 e 4 desenvolveram-se em seis pacientes e todos tiveram
remissao de sintomas apods tratamento convencional seguido
de HBO,. Em outra revisao retrospectiva, foi relatado que
nenhum dos cinco pacientes com condroradionecrose tra-
tados com HBO, necessitou de laringectomia e dois dos
quatro pacientes desse grupo que eram dependentes de
traqueotomia foram decanulados.'® Filntisis et al."” admi-
nistraram tratamento adjuvante com HBO, em 18 pacientes
com radionecrose de grau 3 e 4 e 13 (72,2%) desses pacien-
tes apresentaram maior recuperacao apos tratamento com
HBO,; cinco (27,8%) pacientes necessitaram de laringec-
tomia total devido ao insucesso do tratamento. Filntisis
relatou que o tratamento com HBO, é uma maneira segura
e facil de usar tratamento adjuvante na radionecrose da
laringe resistente aos tratamentos conservadores. Além
disso, em um estudo de Roh et al.,' de seis pacientes
diagnosticados com condroradionecrose e tratados com des-
bridamento inicial e HBO,, a recuperacao foi observada

em cinco pacientes, enquanto que um paciente teve de
ser submetido a laringectomia total devido ao insucesso do
tratamento. Em um estudo de Niezgoda et al.?° HBO, foi
usado no tratamento de varias lesdes teciduais causadas por
radiacao e a recuperacao foi obtida em casos de laringora-
dionecrose combinada com varias outras lesdes teciduais.

Em todos os estudos acima mencionados, HBO, foi admi-
nistrado como tratamento apo6s a lesao ter ocorrido, o
que envolvia principalmente lesoes tardias por radiacao.
Em nosso estudo, HBO, foi usado ao mesmo tempo em
que a radioterapia, para determinar os seus efeitos sobre
a inflamacao do tecido e a protecao do tecido contra
a inflamacao. Consequentemente, o uso de HBO, reduziu
consideravelmente a inflamacdo. Quando os ratos foram
decapitados na quarta semana, a inflamacao que ocorreu
devido a radioterapia foi um efeito inicial e até certo ponto o
HBO, tinha suprimido a inflamacao que poderia causar lesées
nos tecidos. Sao necessarios seis meses para que os efeitos
tardios sejam observados.

Estudos tém pesquisado o efeito anti-inflamatorio de
HBO,. Em um estudo de Chen et al.,”" a artéria cerebe-
lar média dos ratos foi ocluida, tornou o cérebro hipdxico.
HBO, foi usado no tratamento e foi demonstrado que houve
diminuicdo das citocinas inflamatorias e aumento da ati-
vidade antioxidante. Em nosso estudo, HBO, diminuiu as
citocinas inflamatorias e inflamacao do tecido, mas aumen-
tou a citocina anti-inflamatoéria. Em outro estudo, a lesao
do célon foi induzida em ratos pela administracdo de dex-
trano sulfato de sddio e, em seguida, HBO, foi aplicado.??
HBO, reduziu as citocinas pro-inflamatorias e suprimiu a
inflamacdo. Arslan et al.?® induziram um trauma acustico,
tratado com dexametasona e HBO,, e entao compararam
esses dois agentes em seu estudo. Eles relataram que quando
HBO, é aplicado, especialmente nas primeiras 24 horas,
pode ser tao eficaz quanto a dexametasona como agente
anti-inflamatoério. O efeito anti-inflamatério de HBO, é um
fator comum nesses estudos e seus resultados sao semelhan-
tes aos nossos.

Nosso estudo tem algumas limitacdes. Em primeiro lugar,
o efeito anti-inflamatoério do HBO, foi avaliado no inicio do
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periodo apos a lesao por radiagdo, mas esse efeito anti-
-inflamatério sobre os efeitos tardios da radiacao, tais como
necrose de tecido mole, ndo foi avaliado. Além disso, o
efeito anti-inflamatorio de HBO, sobre os efeitos antitumo-
rais da radioterapia ndao é conhecido. A outra limitacado é
que os efeitos das multiplas doses de baixa radiacdo nao
puderam ser previstos porque uma Unica e grande dose foi
usada nesse estudo.

Conclusao

HBO, desempenha um papel anti-inflamatério no periodo ini-
cial ap0s a lesao causada pela radioterapia no tecido quando
administrado no mesmo dia que a radioterapia. Sao necessa-
rios mais estudos para demonstrar os efeitos tardios quando
os dois agentes sao administrados no mesmo dia, bem como
os efeitos no tecido tumoral.
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O estudo foi conduzido no Experimental Animals Rese-
arch and Application Center da Faculdade de Medicina. A
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