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Amifostine otoprotection to
cisplatin ototoxicity: a guinea
pig study using otoacoustic
emission distortion products
(DPOEA) and scanning electron
microscopy

Resumo / Summary

A Cisplatina é uma potente droga antineoplásica, largamente
utilizada para o tratamento do câncer, tanto em adultos quanto
em crianças. Dentre seus efeitos colaterais, a ototoxicidade se
apresenta como um dos mais importantes e leva à perda auditiva
irreversível, bilateral, para as altas freqüências (4KHz -8KHz). Es-
tudos têm tentado identificar drogas que, associadas à cisplatina,
possam atuar como otoprotetores. Sabe-se que o mecanismo da
ototoxicidade pela cisplatina está relacionado a alterações nos
mecanismos antioxidantes das células ciliadas, principalmente as
células ciliadas externas da cóclea. A amifostina tem conhecida
ação antioxidante, com conhecido efeito otoprotetor aos efeitos
lesivos da radioterapia. Objetivo: Nossa proposta foi avaliar atra-
vés de emissões otoacústicas, por produtos de distorção (EOAPD)
e por microscopia eletrônica de varredura (MEV), a existência de
possível efeito otoprotetor da amifostina no tratamento com
cisplatina. Forma de estudo: Experimental. Material e método: O
estudo foi realizado em cobaias albinas, que foram divididas em
três grupos: Grupo 1: 6 animais -12 orelhas - cisplatina 8,0 mg/Kg/
dia (via intraperitoneal) por três dias; Grupo 2: 6 animais - 12
orelhas - amifostina 100 mg/Kg/ dia (via intraperitoneal) e 90 mi-
nutos após, cisplatina 8,0 mg/Kg/dia (via intraperitoneal) por três
dias; Grupo 3: 03 animais - 06 orelhas - amifostina 100 mg/Kg/dia
(via intraperitoneal) por três dias. Resultado: Encontramos EOAPD
presentes e células ciliadas externas presentes, sem lesão anatômica
a MEV, nos grupos 2 e 3. Concluímos que a amifostina, por sua
ação antioxidante, atua como otoprotetor a ototoxicidade pela
cisplatina. No entanto, seu uso não é recomendável nos casos de
tumores potencialmente curáveis, por não se saber exatamente a
influência da cisplatina na eficácia da quimioterapia.
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C isplatin is an antineoplastic drug for cancer treatment
in children and adults. The side effects of cisplatin
ototoxicity are significant: irreversible bilateral hearing
damage to high frequencies (4 kHz - 8 kHz). Reports
recognize some drugs that are associated with cisplatin to
obtain an otoprotector effect. The ototoxicity mechanisms
of cisplatin are related to injury of hair cell oxidation
mechanism, especially of outer hair cells. Aim: Using
otoacoustic emissions distortion products (DPOEA) and
scanning electron microscopy we intended to verify the
action of amifostine, a radioprotective drug that has well
known antioxidant characteristics and otoprotector effects
to cisplatin injury. Study design: Experimental. Material
and Method: We used an experimental guinea pig model.
The study was performed as follows: group 1: 6 animals,
12 ears, cisplatin 8.0 mg/Kg/day (IP), 3 days. Group 2: 6
animals, 12 ears, amifostine 100 mg/Kg/day (IP) and after
90 minutes, cisplatin 8.0 mg/Kg/day (IP), 3 days and group
3: 3 animals, 6 ears, amifostine 100 mg/Kg/day (IP), 3 days.
Results: DPOEA were present before and after treatment in
groups 2 and 3. The normal cilium architecture of outer
hair cells was supported in all cochlear turns in groups 2
and 3. We concluded that amifostine has a potential
otoprotector effect against cisplatin ototoxicity and could
be used in clinical trials.

Palavras-chave: ototoxicidade, cisplatina, amifostina.
Key words: cisplatin, otoprotective agents, amifostine.
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INTRODUÇÃO

A melhora na sobrevida dos pacientes com câncer,
com a utilização de drogas antineoplásicas mais efetivas,
como a cisplatina, tem favorecido o aumento na incidência
de seus efeitos colaterais, particularmente no sistema ner-
voso central, rins e a ototoxicidade.1

Assim sendo, diferentes substâncias têm sido estuda-
das buscando a proteção destes efeitos, sem reduzir a ativi-
dade antitumoral da cisplatina.

A cisplatina causa uma perda auditiva neurossensorial
bilateral e simétrica nas freqüências de 4 a 8 Khz, com a
associação do sintoma de zumbido.2

A incidência de ototoxicidade é aumentada à medida
que se aumenta a dose acumulada de cisplatina acima de 200
mg/m2 de superfície corporal. Com os estudos através de
audiometria de altas freqüências, a incidência da perda auditiva
aumenta, chegando até 70%, para freqüências até 16 Khz.3

McAlpine e Johnstone, 1990, em estudo experimen-
tal em cobaias, observaram lesão às células ciliadas externas
cocleares, na espira basal da cóclea, sem alterar a stria
vascularis.4

Estudos da década de 90 mostram que a cisplatina
inibe a atividade da adenil ciclase na stria vascularis, inibe o
DNA e RNA, a síntese protéica e atua aumentando os níveis
de radicais livres de oxigênio, tóxicos para a célula.5

Ravi, 1995, mostra que a cóclea pode estar sofrendo alte-
rações na sua capacidade antioxidante, com redução nos níveis
de glutation coclear, diminuição na glutation oxidase e aumento
na atividade das enzimas catalase e superóxido dismutase.6

Diferentes drogas otoprotetoras têm sido testadas, sen-
do que a maioria atua como anti-radical livre celular, entre
elas a amifostina. (WR 2721, ácido S - 2[3-aminopropilamino]
ethilphospho-rothiol), desenvolvida pelo Walter Red Army
Institute, na década de 1950, com o objetivo de proteção
aos efeitos tóxicos da radioterapia, sem alterar seu potencial
antitumoral.7,8

Yuhas e Culo, 1980, foram os primeiros a mostrar
que a amifostina promove uma diminuição na nefrotoxicidade
induzida pela cisplatina, sem alterar sua atividade antitumoral,
confirmados posteriormente pelos estudos de Glover et al.,
1986 e 1987.7,9,10

Mollman et al., 1988, mostraram uma discreta redução
na ototoxicidade pela cisplatina em pacientes tratados previ-
amente com amifostina.11 Rubin et al., 1995, mostrou que
não houve ototoxicidade em nenhum dos pacientes tratados
com amifostina e cisplatina para as freqüências da fala.12

A amifostina é convertida em um composto ativo
sulfídrico, denominado WR1065, que atua como citoprotetor,
quelando radicais livres. Existe proteção seletiva da amifostina
a células de tecido normal, devido à alta concentração deste
composto nestas células em relação à célula tumoral. Tal
fato é explicado pela redução na atividade da fosfatase alca-
lina nas células tumorais, pela baixa vascularização tumoral

e pelo metabolismo anaeróbio tumoral que causa um meio
com pH muito baixo, o que não permite a entrada do
WR1065 no meio intracelular, pois este necessita de um pH
entre 6,6 a 8,2.7,8

A amifostina foi aprovada pelo FDA para uso em
pacientes recebendo cisplatina, na década de 80, para pre-
venir a nefrotoxicidade da cisplatina13. No entanto, seu uso
não é recomendável nos casos de tumores potencialmente
curáveis, por não se saber exatamente a influência da
cisplatina na eficácia da quimioterapia.12,14

Não encontramos na literatura estudos experimen-
tais que confirmam a proteção ás células ciliadas externas
cocleares pela amifostina aos efeitos ototóxicos da cisplatina.

Dois estudos experimentais em “Hamsters”, utilizan-
do-se de microscopia eletrônica de superfície e potencial
auditivo evocado de tronco cerebral, testaram o potencial
de otoproteção da amifostina e outras drogas aos efeitos da
cisplatina. Mostraram que o tiossulfato de sódio e o
dietilditiocarbamato são mais efetivos como otoprotetores
do que a amifostina e a fosfomicina.15,16

Propusemos estudar os efeitos otoprotetores da
amifostina aos danos causados pela cisplatina às células
ciliadas externas, utilizando medidas funcionais através de
emissões otoacústicas por produtos de distorção e avaliação
anatômica dos danos causados às células ciliadas externas,
por microscopia eletrônica de varredura.

MATERIAL E MÉTODO

Seleção dos Animais Experimentais
Elegemos como animal experimental cobaias albinas,

pelo fácil manejo, pela facilidade de dissecção coclear e ma-
nipulação, facilidade para vias de infusão das drogas anestésicas
e drogas em experimentação pela via intraperitoneal e por
serem mais sensíveis aos efeitos da cisplatina, sendo que com
a dose de 8,0 mg/Kg/dia por três dias consecutivos, apresen-
tam alterações cocleares significativas.

A cobaia possibilita manutenção adequada, segundo
as diretrizes do guia para cuidados e uso de animais de labo-
ratório do Institute of Laboratory Animal Resources, Comission
on Life Sciences, National Research Council, National
Academy Press, Washington, DC. (1996).

Os animais foram selecionados no Biotério Central da
Universidade de São Paulo - Campus de Ribeirão Preto, através
da pesquisa do reflexo de Preyer. Escolhemos animais com
peso variando entre 400 e 600 gramas, por serem animais
mais resistentes aos efeitos colaterais sistêmicos da cisplatina,
como inapetência, perda de peso, desidratação e diarréia.17,18

Após um repouso auditivo de 24 horas, os animais
eram reavaliados e, desta vez, realizávamos a otoscopia
manual. Os animais que apresentavam sinais de otite ex-
terna ou média aguda, cerume de difícil remoção, altera-
ções inflamatórias do conduto auditivo externo, ou mes-
mo conduto auditivo muito estreito para acomodar ade-
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quadamente a sonda do equipamento de emissões
otoacústicas, eram descartados do experimento e os que
apresentavam apenas rolha de cerume de fácil remoção
eram mantidos.

Submetiam-se então as cobaias a uma triagem auditi-
va por EOAPD em cabine com isolamento acústico e sob
anestesia com Ketamina (65 mg/Kg) e Xylasina (6,5 mg/
Kg). As que apresentavam EOAPD presentes, em pelo
menos uma das orelhas, eram selecionadas para o experi-
mento.

Os animais foram mantidos no Biotério do Laborató-
rio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia
da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP.

Por se tratar de um experimento com utilização de
drogas sistêmicas, para cada animal consideramos duas cócleas
e o animal que apresentou EOA presente em uma única
orelha foi utilizado.

Drogas Utilizadas, Doses e Via de Administração
1. Cisplatina (10 mg/ml) - 0,75; 1,5 e 8,0 mg/Kg/dia via

intraperitoneal;
2. Xilazina (2g/100ml) - 6,5mg/Kg via intraperitoneal;
3. Cloridrato de Cetamina (50 mg/ml) - 65mg/Kg - via

intraperitoneal;
4. Amifostina 100 mg/ Kg/ dia - via intraperitoneal.

Para a aplicação controlada das drogas em teste, fo-
ram utilizadas seringas descartáveis de 1cc, milimetradas para
cada animal. Para a aplicação intraperitoneal utilizou-se de
agulhas descartáveis BD tamanho 21G1 (25 X 8 - 0.8 x 25
milímetros).

Grupos de Estudo
Grupo 1: 06 animais - 12 orelhas - dose de cisplatina de 8,0

mg/Kg/dia, por via intraperitoneal, por três dias.

Grupo 2: 06 animais - 12 orelhas - dose de Amifostina de
100 mg/Kg/dia, por via intraperitoneal e 90
minutos após, cisplatina 8,0 mg/Kg/dia, por via
intraperitoneal por três dias.

Grupo 3: 03 animais - 06 orelhas - dose de Amifostina de
100 mg/Kg/ dia, por via intraperitoneal por três
dias.

Avaliação Funcional Auditiva

Emissões Otoacústicas por Produto de
Distorção

Equipamento: ILO 92 CAE System Otodynamics LTD
As cobaias eram anestesiadas com Cloridrato de

Cetamin e Xylasina para serem submetidas aos testes. Antes
da realização do registro das EOA eram submetidas à

otoscopia manual para avaliação do conduto auditivo exter-
no e membrana timpânica, sendo descartadas aquelas que
apresentavam sinais de otites ou cerume de difícil remoção.

O teste de EOAPD foi realizado pré-tratamento e
momentos antes dos animais serem sacrificados, seguindo a
relação de freqüências 2F1 - F2 com relação F1:F2 = 1,22,
resolução dois pontos por oitava.

Consideramos as EOA a partir de 1,5 kHz, pois as
dimensões do conduto auditivo externo da cobaia fazem
com que haja uma dificuldade de detecção das EOA abaixo
desta freqüência, obtendo respostas que coincidam com as
respostas do ruído.

Desta forma, ao analisarmos a freqüência de 2 kHz,
oferecemos um tom puro um pouco acima e um pouco
abaixo, de tal modo que a relação entre eles seja de 1,22,
obtendo assim, automaticamente, uma resposta de freqüên-
cia resultante seguindo a relação 2F1-F2 (abaixo da freqüência
avaliada) e 2F2-F1 (acima da freqüência resultante). Deve-
se ainda levar em consideração que as intensidades de F2 e
F1 podem ser iguais ou diferentes. Neste estudo utilizamos
intensidades iguais de 70 dB NPS. A intensidade do estímulo
desencadeante pode variar numa faixa de 0 a 70 dB NPS e
podem ser medidas na faixa de 500 a 8000Hz.19

As otoemissões resultantes costumam ser em torno
de 55 dB NPS menos intensas que o estímulo provocante.
Com um estímulo de 70 dB NPS, provavelmente teríamos
uma EOAPD, com variabilidade de mais ou menos 10 ou 15
NPS.20

Deste modo observa-se o chamado “DPGRAM”, o
audiococleograma, onde se tem um estímulo que é o som e
uma resposta que também é um som e que fornece a fun-
ção das células ciliadas externas cocleares responsáveis pe-
las freqüências analisadas.21

Neste estudo o que consideramos mais importantes
foram as EOA nas freqüências mais agudas, que avaliam
qualitativamente o estado funcional das células ciliadas ex-
ternas na espira basal da cóclea. Foram consideradas as
EOAPD como presentes e ausentes.

Avaliação Anatômica
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)

Equipamento: Microscópio Eletrônico JEOL
SCANNING MICROSCOPE - JSM 5200

As cobaias foram sacrificadas em tempo programado
após administração das drogas via intraperitoneal e anestesia
com éter, tendo sido decapitadas e suas cócleas removidas
da bula.

Com dissecção microscópica as cócleas foram
perfundidas com solução de fixação com glutaraldeído 3% a
4oCelsius e mantidas na solução por 24 horas para a fixação.
Os passos seguintes foram realizados no Laboratório de
Microscopia Eletrônica do Departamento de Morfologia da
FMRP-USP.
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Através da janela redonda foi injetado, nas cócleas,
para fixação uma solução de glutaraldeído a 3% em tam-
pão fosfato 0,1 M, pH = 7,4, por 4 horas a 4o Celsius,
lavadas três vezes por 5 minutos com o mesmo tampão.
Depois de dissecadas as cócleas foram fixadas com
tetróxido de Ósmio 1% por 2 horas a 4o Celsius e sub-
metidas a uma desidratação à temperatura ambiente em
uma bateria crescente de etanol (50%, 70%, 90% e 95%
- uma vez por 10 minutos em cada concentração) e
etanol absoluto três vezes por 15 minutos. Terminada a
desidratação, seguiu-se para a secagem pelo método do
ponto crítico em CO

2
, onde o material ficou desprovido

de água. Após ser fixado em porta espécime adequado,
o material foi revestido em câmara de vácuo com vapo-
res de ouro e examinados em microscópio eletrônico de
varredura.22-25

Os resultados obtidos da MEV, depois de fotografa-
dos, foram analisados através de cocleogramas. Foram utili-
zadas as contagens do número de células ciliadas externas
da espira basal da cóclea, em determinado campo fotográfi-
co, sendo contadas dez células, presentes ou ausentes, con-
forme a Figura 1.

Os dados foram tratados estatisticamente, utilizando-
se o programa estatístico Statistical Package for Social
Sciencies - (S.P.S.S.).

Foram considerados na comparação dos resultados e
tratados estatisticamente somente os dados referentes à espira
basal, que é a que mais interessa do ponto de vista de lesão
pela cisplatina, entretanto, mostramos em valores absolu-
tos, plotados em gráficos, os dados referentes às outras espiras
da cóclea.

RESULTADOS

Quanto à avaliação anatômica, no grupo 1, tratado
com cisplatina isolada (8,0 mg/Kg/dia por três dias conse-
cutivos) houve lesão com ausência de cílios nas três fileiras
de células ciliadas externas em nível da espira basal, segui-
da da espira 2 e espira 3. As alterações mais evidentes fo-
ram na espira basal, mas observamos também distorção ciliar
com desarranjo no padrão em “v” (ou “w”), com cílios do-
brados ou ausência parcial de um dos “braços” do “v”, Figu-
ra 2. Em nível das células ciliadas internas também observa-
mos alterações ciliares, com cílios presentes, mas desarran-
jados.

Na Figura 3, observamos a comparação por estria das
cócleas dos grupos 1, 2 e 3.

No grupo tratado previamente com amifostina ob-
servamos a manutenção da arquitetura normal das células
ciliadas externas, à microscopia eletrônica de varredura e

V V V V V V V V V V V V V V CCI.
V V V V V V V V V V V V V V CCE. 1ª FILEIRA
V V V V V V V V V V V V V V CCE. 2ª FILEIRA
V V V V V V V V V V V V V V CCE. 3ª FILEIRA

Figura 1. Representação esquemática do cocleograma utilizado para a contagem do número de células ciliadas por espira, sendo que:
V = célula ciliada normal
V = célula ciliada lesada

Figura 2. MEV, com aumento de 1.500X, da cóclea de cobaia do
grupo 1.

Figura 3. Média do número de células ciliadas externas presentes nas
espiras da cóclea, basal, E2 e E3 encontradas nos grupos 1, 2 e 3.
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emissões otoacústicas por produtos de distorção presentes
em todas as cócleas testadas.

Quanto à análise estatística dos dados apresentados,
para comparar a variável número de células ciliadas exter-

Figura 4. MEV, com aumento de 1.000X, da cóclea de cobaia do grupo 2.

Figura 5. Emissões otoacústicas por produtos de distorção em co-
baia tratada com amifostina e cisplatina (grupo 2) (A) e em cobaia
tratada com cisplatina (grupo 1) (B).

nas na espira basal da cóclea, entre os grupos 1, 2 e 3, foi
utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. Optou-
se por tal metodologia não-paramétrica, pois os dados não
seguem uma normalidade nesta variável (teste de
Kolmogorov-Smirnoff com p<0.001). Assim, a hipótese H0
foi:

H0: os valores dos 3 grupos em questão são equiva-
lentes entre si

X
H1: existe ao menos um par de grupos que difere
significativamente.

Caso H0 fosse rejeitada usaríamos o teste post-hoc
de Dunn para verificar quais as diferenças detectadas.

Adotamos p≤0.05 como nível de significância. O re-
sultado do teste foi p<0.001, mostrando que existiu diferen-
ça significativa entre os grupos. Pelo teste de Dunn consta-
tamos que o número de células ciliadas externas no GRUPO
1 (CISPLATINA 8,0 mg/ Kg/dia) é menor que no GRUPO 2
(amifostina 100 mg/Kg/dia e CISPLATINA 8,0 mg/Kg/dia),
que por sua vez é igual ao número do GRUPO 3 (amifostina
100 mg/Kg/dia).

Com relação à variável EOAPD, foi considerada a
comparação dos percentuais de presente e ausente. No
grupo 1 foram obtidos 100% de ausências, com tamanho
12, e, nos grupos 2 e 3, obteve-se 100% de presença,
com grupos de tamanho 12 e 06. Com esses valores, pelo
teste Exato de Fisher, temos com p<0.001 que os grupos 2
e 3 são equivalentes e significativamente diferentes dos
grupos 1.

DISCUSSÃO

A amifostina tem mostrado baixa toxicidade e bons
resultados quanto à proteção contra os efeitos ototóxicos da
radioterapia como relatam Foster Nora e Siden, 1997.13

Quanto à otoproteção contra agentes antineoplásicos,
principalmente a cisplatina, Church et al. (1995), encontra-
ram estudo eletrofisiológico por Potencial auditivo evocado
encefálico, em hamsters, proteção pelo tiossulfato de sódio
e dietildimetiltiocarbamato, não observando proteção efeti-
va pela amifostina e fosfomicina.15

Kaltenbach et al. (1997) analisaram as mesmas dro-
gas, agora associando avaliação anatômica por Microscopia
eletrônica de varredura e potencial auditivo evocado de tron-
co encefálico. Encontraram 91% de manutenção de células
ciliadas externas com o tiossulfato de sódio, 68% com o
dietilditilcarbamato, 52% com a fosfomicina e 45% com a
amifostina.16

Apesar destes dados experimentais em animais, es-
tudos em humanos utilizando cisplatina para o tratamento
de diferentes neoplasiasmostram uma tendência a
nefroproteção, neuroproteção, otoproteção e mieloproteção
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aos efeitos tóxicos da cisplatina. Foster Nora e Siden, 1997,
relataram que estes estudos englobam pequenos números
de pacientes com diferentes tipos de tumores e interação
de antineoplásicos, além de estarem recebendo diferentes
dosagens de cisplatina.13

Alguns centros de tratamento do câncer têm incluído
em seus “Guidelines” o uso da amifostina para prevenir al-
guns dos efeitos tóxicos da cisplatina, em situações especí-
ficas e dose dependente, principalmente após a autoriza-
ção e padronização do seu uso a partir de 1980 pelo FDA,
conforme os estudos de Vincent et al. (2003).26

Pelo que pudemos observar em cobaias albinas trata-
das com cisplatina 90 minutos após a administração da
amifostina, avaliadas funcionalmente através das emissões
otoacústicas por produtos de distorção e Microscopia eletrô-
nica de varredura, encontramos proteção significativa funci-
onal e estrutural aos efeitos ototóxicos agudos da cisplatina,
diferente do que encontraram Kaltenbach et al. (1997), em
hamsters, mostrando evidências do potencial de otoproteção
da amifostina, em tratamentos agudos pela cisplatina, com
doses sabidamente ototóxicas. Tais achados podem justifi-
car sua indicação conforme é realizado em diferentes cen-
tros de tratamento do câncer, seguindo as orientações do
FDA (1980).16

No entanto, seu uso não é recomendável nos casos
de tumores potencialmente curáveis, por não se saber exa-
tamente a influência da cisplatina na eficácia da
quimioterapia.12,14

CONCLUSÃO

A amifostina mostra evidentes sinais de otoproteção
aos efeitos ototóxicos produzidos pela cisplatina em cobai-
as albinas.

No entanto, seu uso não é recomendável nos casos
de tumores potencialmente curáveis, por não se saber exa-
tamente a influência da cisplatina na eficácia da
quimioterapia.12,14
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