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RESUMO

COLOMBARI, G. C. Otoprotecdo a lesdo pelo ruido: Efeitos da Oxigenoterapia
Hiperbarica e Corticoide. 2011. 80 f. - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

As investigacOes sobre os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica (OHB) em
lesdo por ruido s3ao escassas e apontam para diferentes efeitos em funcdo do
momento de intervencdo. Dentre os trabalhos ja descritos foi observado efeito lesivo
da OHB quando aplicada imediatamente ao trauma acustico, contudo, efeito positivo
foi observado quando aplicada apds 2 e 6 horas. Com relacdo aos tratamentos
usados para trauma acustico, alguns estudos descrevem o uso de corticoides como
melhor alternativa, mas recentemente estudos apontam para a sua combinagao com
OHB como a terapéutica com maior beneficio nas lesdes por ruido. O presente
estudo teve como objetivos avaliar o momento da intervencéo pela OHB apés 2, 4 e
6 horas de repouso auditivo apos exposicdo ao ruido e avaliar a associacéo
terapéutica entre a OHB e corticoterapia (CT). Cobaias albinas foram expostas a um
ruido branco na faixa de 4 kHz com intensidade igual a 110dB NPS por 72h e
divididas em cinco grupos terapéuticos: OHB com inicio apés 2, 4 e 6h de repouso
auditivo apds exposicdo ao ruido, CT isolada e OHB ap6s 6 horas de repouso
associada a CT. O tratamento durou 5 dias, sendo uma sesséao terapéutica por dia.
Todos os animais tiveram a funcdo auditiva avaliada pelo Potencial Evocado
Auditivo de Tronco Encefalico (PEATE) e pelas Emissdes Otoacusticas Produtos de
Distorcdo (EOAPD) em trés momentos: pré-ruido, pos-ruido e pds-tratamento. Apds
a eutanasia dos animais e preparacdo dos espécimes cocleares, todas as cocleas
foram analisadas através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os momentos de intervencdo pela OHB apos
2, 4 e 6 horas, contudo, os dados de MEV demonstraram que uma maior
otoprotecdo ocorreu quando a intervencdo foi realizada apés um maior repouso
auditivo. Apesar da nao diferenca estatistica significativa, os achados anatémicos e
funcionais permitiram concluir que a associacao terapéutica entre a OHB e a
corticoterapia desempenhou um melhor efeito otoprotetor e terapéutico se
comparada a essas mesmas terapias isoladas.

PALAVRAS CHAVE: Trauma acustico, Otoprotecdo, Corticoterapia e
Oxigenoterapia Hiperbarica



ABSTRACT

COLOMBARI, G. C. Otoprotection against acoustic trauma: Effects of
hyperbaric oxygen therapy and corticoid. 2011. 80 f. - Faculdade de Medicina de
Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Investigations on the effects of hyperbaric oxygen therapy (HBOT) in noise

injury are scarce and point to different effects depending on the time of intervention.
Among the work already described has been observed damaging effect of HBOT
when applied immediately after the acoustic trauma, however, positive effect was
observed when applied after 2 and 6 hours of rest after the trauma. Studies describe
the use of corticosteroids as the best alternative to treat acoustic trauma, but recent
studies point to their combination with HBOT as the major benefit in lesions by noise.
This study aimed to evaluate the time of intervention by HBOT after 2, 4 and 6 hours
of rest after hearing noise exposure and to evaluate the association between HBOT
and corticoid. Female guinea pigs were exposed to a white noise on 4kHz at 110dB
SPL during 72 hours and divided into five treatment groups: HBOT after 2, 4 and 6
hours of rest after the noise exposure, corticosteroid therapy and HBOT combined
with corticoid.
The treatment lasted five days, being a therapy session per day. All animals were
exposed to Distortion Product Otoacoustic Emissions (DPOAE) and Auditory
Brainstem evoked Response (ABR) in three moments: before and after exposure to
the noise and after the treatment. All cochleae were examined by scanning electron
microscopy (SEM). There was no statistically significant difference between the
moments of intervention by HBOT after 2, 4 and 6 hours, however, the SEM data
showed that a greater otoprotection occurred when the intervention was performed
after a higher auditory rest. Although not statistically significant, the anatomical and
functional findings concluded that the association between HBOT and corticosteroid
therapy played a better otoprotective and therapeutic effect compared to those same
therapies alone.

KEY WORDS: acoustic trauma, otoprotection and hyperbaric oxygen
therapy.
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1 INTRODUCAO

O trauma acustico (TA) é uma subita deficiéncia auditiva neurossensorial pela
exposicdo do 6rgdo auditivo a uma superestimulacdo acustica, tipicamente por
intenso impulso sonoro (YLIKOSKI et al., 2008). Um TA resulta em alteragbes
estruturais, como por exemplo, a ruptura das membranas celulares, reducéo do fluxo
coclear sanguineo e a destruicdo de células ciliadas (CCs) da coclea e/ou dendritos
dos neurdnios auditivos primarios (CHAN; SUNESON; ULFENDAHL, 1998; D"ALDIN
et. al, 1999; KUOKKANEM; AARNISALO; YLIKOSKI, 2000; ENDO et al., 2005;
CAKIR et al., 2006).

A biogénese mitocondrial estad envolvida na resposta celular a leséo,
regulando a capacidade de sobrevida celular apés um dano metabdlico (HYDE;
RUBEL, 1995). A reducdo do fluxo coclear sanguineo acarreta uma diminuicdo do
oxigénio nos fluidos da orelha interna, reduzindo as diversas atividades celulares
dependentes do mesmo (KUOKKANEM; AARNISALO; YLIKOSKI, 2000).

Uma sucessao de eventos patologicos é pouco compreendida e pode variar
segundo os parametros sonoros do trauma. No entanto, a altera¢éo na oxigenacao e
o decréscimo do fluxo coclear sanguineo parecem acontecer primeiro, induzindo a
um acumulo de radicais livres na coclea levando a disfuncdo celular e morte
(THORNE; NUTTALL, 1989; YAMANE et al.,1995; LAMM; ARNOLD, 1996;
YAMASHITA et al., 2005).

Uma reversibilidade da perda auditiva tem sido descrita em animais e

humanos. Alguns estudos demonstram melhora nas medidas eletrofisiolégicas dos
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potenciais de acdo, de somacéo e microfénico coclear, assim como a formacéo de
novas células ciliadas externas (CCEs) e/ou reparo das mesmas, apontando para a
capacidade de recuperacdo espontanea, 0 que sugere um mecanismo de
autodefesa. Um reparo sinaptico pode acontecer em poucos dias, mas 0os danos as
CCs, com perda da acuidade auditiva, podem persistir (STENGS et al.,1997;
D’ALDIN et al.,1999; CARDINAAL et al., 2000a; CAKIR et al., 2006).

Por muitos anos, varios tratamentos para o trauma acustico tém objetivado a
reducdo da inflamacéo e a promocéo de oxigenacao coclear. Existem muitas drogas
aplicadas ao tratamento de trauma acustico. Algumas das atualmente utilizadas sao:
hydroxiethyl starch (H6382), pentoxifilina, betaistina, ginkgo biloba e naftoidrufureno;
anti-inflamatérios como a prednisona, diclofenaco de sodio, histamina e receptor
antagonista de H1. Algumas terapias podem ser usadas, isoladas ou associadas,
para o reparo da microcirculacdo, como a terapia carbdnica, a terapia com oxigénio
isobarico e a oxigenoterapia hiperbarica (OHB) (D'ALDIN et al., 1999; LAMM,;
ARNOLD, 1999, CAKIR et al., 2006).

O uso de corticdides demonstrou alguns beneficios em experimentos animais
e estudos mais recentes estabeleceram a indicagdo formal para o uso de
glicocorticoides em TA (TAKAHASHI et al., 1996; LAMM; ARNOLD, 1998; TAHERA
et al., 2006).

A OHB é uma modalidade terapéutica que consiste na inalacdo de oxigénio
puro, estando o individuo submetido a uma pressao maior do que a atmosférica, no
interior de uma camara hiperbarica (FAKHRY; ROSTAIN; CAZALS, 2007). Ela é a
forma mais eficiente de aumentar os niveis de oxigénio e favorece o reparo a
microcirculacéo, sendo utilizada para o tratamento de diversas doencas, incluindo a

perda auditiva neurossensorial (BAKKER, 1992; TIBBLES; EDELSBERG, 1996).
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Estudos apontam a OHB potencializando a corticoterapia (CT) (D’ALDIN et al.,
1999; LAMM; ARNOLD, 1999; FAKHRY; ROSTAIN; CAZALS, 2007).

Kuokkanem, Aarnisalo e Ylikoski (2000) e Ylikoski et al. (2008) mostraram que
o equilibrio i6bnico quando restaurado auxilia as CCs danificadas a sobreviverem ao
nao suprimento de oxigénio perilinfatico. A OHB consiste justamente em prover um
suprimento adequado de oxigénio, evitando um estresse oxidativo secundario ao
quadro de hipéxia coclear, com eventual morte celular de células inicialmente nao
lesadas.

Apesar de alguns estudos mostrarem um possivel efeito lesivo as CCs
cocleares e perigo quanto a aplicagcdo da OHB em TA, existem poucos trabalhos
investigando tais efeitos (D"ALDIN et al., 1999; CAKIR et al., 2006).

Nas ultimas décadas, apesar de ser rotineiramente utilizada no tratamento de
TA em militares dos paises da Unido Européia, o efeito da OHB para tal fim ainda é
pouco estudado, necessitando maiores investigaces cientificas (BAKKER, 1992;
D’ALDIN et al., 1999; LAMM; ARNOLD, 1999; CAKIR et al., 2006; YLIKOSKI et al.,
2008).

Cakir et al. (2006) realizaram um estudo, em experimentacdo animal, mais
apurado sobre a importancia do inicio da intervencao pela OHB. Os pesquisadores
concluiram que a exposicdo a OHB uma hora ap6s a exposi¢do ao ruido pode ser
lesiva e que apdés 2 horas pode-se notar certo beneficio, mesmo que uma
reversibilidade total ndo ocorra. De 2 até 6 horas ap0s exposicdo ao ruido ha um
intervalo de 4 horas que deve ser considerado na determinacdo do momento em que

a OHB pode atuar de forma mais efetiva.



40

2 OBJETIVOS

Essa pesquisa tem por objetivos:

- Avaliar funcional e anatomicamente o0 momento de intervencao pela OHB
apos 2, 4 e 6 horas de repouso auditivo ap0s exposi¢éo ao ruido e;

- Avaliar funcional e anatomicamente a associagdo terapéutica entre a

oxigenoterapia hiperbarica e corticoterapia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Lamm e Arnold (1998) relatam que a justificativa para a administracdo de anti-
inflamatorios em alteracbes cocleares induzidas por ruido € baseada no fato de
alteracdes teciduais inflamatorias ndo serem provocadas apenas por bactérias, virus
Ou outros processos imunopatolégicos, mas também por danos celulares, hipoxia e
isquemia tecidual. Este estudo teve por objetivo avaliar a possivel influéncia dos
glicocorticoides, como predinisona, ou agentes ndo esterdides anti-inflamatorios,
como diclofenaco de sbédio e receptor antagonista - H1 histaminico, em hipoxia
coclear e isquemia progressiva poOs-trauméatica. Os resultados, desta
experimentacdo animal, demonstraram que a perda auditiva induzida por ruido
(PAIR) aguda € efetivamente tratada com agentes anti-inflamatérios como

glicocorticoide sintético (prednisona) e diclofenaco de sédio.

Lamm e Arnold (1999) tiveram por objetivo estudar o fluxo coclear sanguineo,
a pressao parcial do oxigénio perilinfatico, a microfonia coclear, o potencial de acéo
composto do nervo auditivo e os potenciais evocados auditivo de tronco encefélico
(PEATE), antes e depois de realizados os seguintes tratamentos em cobaias
expostas a ruido: infusdo salina isotonica intravenosa (placebo); drogas promotoras
de fluxo sanguineo (hydroxiethyl starch (H6382), pentoxifilina, betaistina, ginko
biloba, naftoidrufureno); antiinflamatorios (predinisona, diclofenaco saodico,
antagonista histaminérgico H1); oxigenacdo isobarica e OHB com ou sem

suplementos (simultdnea infusdo solucdo isotbnica, pentoxifilina, predinisona, ou
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H6382). Para esse estudo, foram utilizadas cobaias pigmentadas de ambos 0s
sexos, pesando entre 250-350 g, com Reflexo de Preyer normal.

Na OHB, 16 cobaias foram expostas a 2,6 ATA com fluxo de O, 100% por 60
minutos. O tratamento comecou 60 minutos depois de encerrada a exposicao ao
ruido e foi estudado por mais 60 minutos. A presséo parcial do oxigénio perilinfatico
declina de forma simultanea a deterioracdo da microfonia coclear, do potencial
composto do nervo auditivo, e das amplitudes do PEATE depois da exposi¢cdo ao
ruido de banda larga.

O fluxo coclear sanguineo decresce somente 30 minutos apds a exposicao ao
ruido e diminui com a hipdxia coclear, enquanto que a perda auditiva hdo mostra
sinal de deterioracdo e ndo regenera 3 horas depois da exposicao.

A hipoxia coclear induzida pelo ruido foi compensada pela oxigenoterapia
isobarica e mais efetivamente pela OHB com e sem suplementos, enquanto que 0s
demais tratamentos nao tiveram efeito sustentével.

O melhor efeito terapéutico na PAIR foi encontrado na combinagéo da OHB
com predinisona (glicocorticoide), seguido de monoterapia com predinisona ou
H6382 com um resultado que ndo somente regeneraram completamente o0s
potenciais compostos do nervo auditivo, os PEATE, e as microfonias cocleares, mas
também mostraram significantes melhora, mesmo que uma regeneracao completa

nao tenha ocorrido.

D’Aldin et al. (1999) propuseram avaliar a eficiéncia dos tratamentos
atualmente utilizados em casos de TA, a saber: Terapia Carbbnica, Terapia com
Oxigénio Isobarico, OHB e CT, sendo essas terapias usadas isoladamente ou

associadas.
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Ja é sabido que a exposicdo a um som intenso induz dois tipos de dano:
alteracéo estrutural das CCEs da coclea e a destruicdo dos dendritos dos neurénios
auditivos primarios. Apos 5 dias pode ocorrer um reparo sinaptico, mas as ceélulas
lesadas permanecem.

Os efeitos do trauma acustico foram avaliados através de eletrococleografia e
as alteracbes anatdmicas das CCEs e células ciliadas internas (CCls) foram
observadas por microscopia eletrénica.

Foram montados grupos com 10 animais. Cada terapia foi realizada por 5 dias
e iniciada uma hora apds o fim da exposi¢cao ao som.

A OHB foi aplicada por 1 hora, 2 vezes por dia, sendo que um grupo com 10
animais foi submetido a 2.5 ATA e um outro grupo com 5 animais foi submetido a 1.5
ATA. Ambos tiveram 2 minutos para estabilizar a pressdo antes da terapia e 10
minutos de descompressao.

A CT foi realizada através da administracdo do medicamento intramuscular
uma vez ao dia, e a associacdo de OHB com CT ocorreu através da aplicacdo de
20mg/kg de corticéide e OHB com 2.5 ATA.

Na OHB (1.5 e 2.5 ATA), os danos cocleares foram maiores que no grupo
controle. A orelha e as trés fileiras de CCEs estavam seriamente lesadas.

Quando aplicada somente a CT, foram obtidas significativas melhoras na
funcdo e regeneracdo morfolégica e, quando associada a OHB, pode-se concluir
gue a mesma aperfeicoou a CT.

Portanto, a terapia com oxigénio ou gas carbénico em ambiente pressurizado

nao causa beneficio a regeneracdo morfoldgica e funcional. A OHB quando aplicada
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sozinha pode ter um efeito negativo, e a combinacdo de OHB com CT auxilia na

regeneracao morfolégica e funcional em casos de TA.

Kuokkanem, Aarnisalo e Ylikoski (2000), realizaram um estudo para verificar a
possibilidade de limitar o dano morfolégico permanente do 6rgdo de Corti e
subsequente alteracdo do limiar, através da OHB em ratos expostos ao intenso ruido
de uma arma de fogo.

A exposicdo excessiva a um som de alta intensidade provoca ruptura das
membranas celulares e decresce o fluxo coclear sanguineo acarretando na
diminuicdo do oxigénio nos fluidos da orelha interna, reduzindo as diversas
atividades celulares dependentes do mesmo.

O uso da OHB no tratamento de um TA agudo consiste em prover um
suprimento adequado de oxigénio para reduzir a hipéxia, restaurando o equilibrio
ibnico e auxiliando as CCs danificadas a sobreviverem ao intervalo de nao
suprimento perilinfatico.

Foram utilizados 48 ratos machos. 38 animais foram expostos a 60 impulsos
de 162 dB NPS pelo disparo de uma espingarda. Desses 38 ratos, 15 foram
submetidos a OHB por 90 minutos diarios durante 10 dias consecutivos a 2.5 ATA.
24 machos foram usados como grupo controle de exposi¢do ao ruido e outros 10
animais ndo foram expostos ao ruido, sendo, portanto, 0 grupo controle normal.
Apo6s 4 semanas foram realizados exames de PEATE e apds eutanasiados tiveram
suas cocleas retiradas para analise microscopica.

ApoGs a exposicdo, houve danos permanentes na coclea dos animais, sendo
grande parte das lesfes localizadas na espira basal. Um numero significantemente

menor de CCs foi perdido no grupo submetido a OHB, e o dano morfologico se
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refletiu na funcéo, o que foi demonstrado através dos resultados do PEATE que

mostraram grandes alteracdes em 6, 8 e 10 kHz.

Cakir et al. (2006) avaliaram desde o primeiro instante, através de emissfes
otoacusticas produtos de distorcdo (EOAPD), o efeito da OHB na coclea.

Um TA gera varios danos estruturais que afetam a funcao auditiva. Devido a
uma intensa estimulacédo sonora da coéclea, dois tipos de danos tém sido propostos:
(a) lesbes atingindo as CCEs da primeira fileira e lesdes das CCls seguidas de
lesbes da segunda e da terceira fileiras de CCEs; e (b) destruicdo massiva dos
dendritos dos neurénios auditivos primarios. Um reparo sinaptico pode acontecer em
poucos dias, mas os danos nas CCs, que causa a perda da acuidade auditiva,
podem persistir.

Existem muitas drogas para o tratamento de TA, mas todas as terapias
existentes visam reparar a microcirculagdo. A OHB tem sido utilizada para reparar
danos a microcirculacdo e tem sido muito importante no tratamento de muitas
doencas.

Vinte e quatro ratos albinos foram divididos em 6 grupos e tiveram suas
orelhas direita diretamente expostas a um ruido branco com intensidade igual a
110dBNPS e frequéncia de 1-12 kHz durante 25 minutos.

O primeiro grupo foi considerado como grupo controle. Em um segundo
grupo, a OHB foi iniciada 1 hora apds a exposicédo ao ruido, 2 horas pos-exposicéo
no terceiro grupo, 6 horas pos-exposicdo no quarto grupo, 24 horas pos-exposicao

no quinto grupo e 48 horas pos-exposicdo ao ruido no sexto grupo. Os animais
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expostos ao ruido foram avaliados antes da exposicdo ao ruido, imediatamente
depois e no terceiro, sétimo e décimo dia pos-exposicao.

Os animais expostos ao ruido tiveram significante decréscimo em 6 e 8 kHz
depois do TA. A avaliacao no terceiro dia pds-exposicdo mostrou o inicio de certa
regeneracdo em todos os grupos exceto no segundo grupo. Os animais do grupo
controle de exposicao e o grupo de OHB retornaram aos niveis de pré-exposi¢cao no
décimo dia pés-exposicao, exceto o segundo e o terceiro grupo. E 0 segundo grupo,
teve EOAPD perdidas exceto em 4 kHz. A regeneracdo dos animais do terceiro
grupo foi quase completa no décimo dia pds-exposi¢cdo. Sendo assim, Cakir et al.
(2006) concluiram que o tratamento com OHB imediatamente apdés o trauma

acustico ndo é necessario, pelo contrario, tem um efeito contrario ao esperado.

Entre as possiveis terapias apos um TA, a OHB combinada a corticéides foi
efetiva em diversos estudos feitos em animais. Tal evidéncia foi obtida em perdas
moderadas entre 20-25 dB. Por isso, Fakhry, Rostain e Cazals (2007) tiveram por
objetivo testar as perdas auditivas com limiares ao redor de 40 dB.

Nesse estudo foram utilizadas 65 orelhas de 36 cobaias adultas. Respostas
evocadas auditivamente advindas de eletrodos intracranianos implantados
bilateralmente nos nudcleos cocleares ventrais das cobaias foram utilizadas para
avaliar as alteracdes acusticas sensitivas.

O trauma sonoro utilizado foi igual a trés oitavos de uma faixa de ruido ao
redor de 8 kHz presente bilateralmente a 115 dB NPS por 45 minutos.

Os limiares auditivos foram mensurados entre o sexto e o décimo sexto dia

pos-trauma acustico.
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Um grupo controle ndo recebeu tratamento, um grupo foi tratado somente
com OHB e outro somente com corticoides, ambos tendo o tratamento iniciado um
dia ap6s o trauma acustico, dois grupos foram tratados com OHB e corticoides,
sendo que um grupo iniciou o tratamento um dia apds o trauma e 0 outro grupo seis
dias pos-trauma.

Os animais tratados somente com a OHB ou somente com os corticoides ndo
diferiram dos animais do grupo controle, ja a combinacéo terapéutica entre OHB e
corticoides promoveu uma significante protecéo, especialmente quando iniciada um
dia pés-exposicao ao ruido.

A reducdo da perda auditiva induzida pela terapéutica de OHB combinada a
corticoides foi de similar magnitude (entre 10-15 dB) como nos estudos anteriores,
embora a perda auditiva induzida tenha sido consideravelmente maior (valor médio
de 40 dB ao invés de 20 dB).

A OHB por ter uma importante atividade antioxidante tem sido amplamente
utilizada. Ela consiste na inalacao de oxigénio puro, estando o individuo submetido a
uma pressdo maior do que a atmosférica, no interior de uma camara hiperbarica. E
precisamente indicada como um estimulante para a cicatrizagdo e crescimento

celular.

Ylikoski et al. (2008) tiveram por objetivo investigar a eficiéncia da OHB em
pacientes com TA, ja que a mesma tem sido recentemente indicada para estes
casos baseando-se em estudos experimentais que mostraram uma hipoxia coclear
secundaria a exposicao ao ruido, hipéxia esta que poderia ser compensada pela

OHB. Vale ressaltar que tais autores, por questdes éticas, compararam um grupo de
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pacientes submetidos a OHB a um grupo submetido a uma oxigenoterapia isobarica
e ndo a um grupo controle, ou seja, utilizando placebo ou até mesmo sem sequer o
uso do mesmo.

Segundo tais autores, 0 trauma acustico agudo € uma subita deficiéncia
auditiva neurossensorial devido a uma exposicdo do Orgado auditivo a uma
superestimulacéo acustica, tipicamente por intenso impulso sonoro. Somado a perda
auditiva aguda, o trauma acustico agudo é caracterizado pelo aparecimento de
zumbido na orelha afetada. Um grande numero de individuos passa por uma perda
auditiva temporaria e zumbido em discotecas, eventos esportivos, shows pop.
Felizmente essa mudanca temporaria do limiar auditivo (TTS) e zumbido
normalmente desaparecem apés algumas horas ou dias. ApOs exposicdes
prolongadas ou apenas uma exposicdo muito intensa e, portanto, ruido mais nocivo,
uma permanente perda auditiva e também um prolongado ou persistente zumbido
podem emergir.

Portanto, a exposicdo a sons ou ruidos fortes deve ser evitada o quanto
possivel, por exemplo, através do uso de protetores auriculares. No entanto, caso
ocorra um trauma acustico agudo, nenhuma droga terapéutica especifica tem sido
documentada como eficiente tanto contra zumbido como contra a perda auditiva.

Estudos de experimentacao animal ttm demonstrado que um trauma acustico
agudo advindo de uma exposi¢do coclear a ruido intenso provoca uma leséo
mecanica com prejuizos principalmente para as CCEs do Orgéo de Corti. Além de
provocar um dano mecanico, o estresse advindo desta exposi¢cado causa uma lesao
metabdlica nas CCEs e no suprimento dos vasos sanguineos, o que reduz o teor de
oxigénio perilinfatico. Contudo, sendo a perilinfa responsavel por suprir a

necessidade de oxigénio do Orgéo de Corti, um quadro de hipoxia no 6rgéo auditivo
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ocorre visto que com o trauma ha um aumento significativo da demanda de oxigénio
perilinfatico. Secundaria a esta situacdo, um estresse oxidativo pode ocorrer e até

eventuais mortes celulares de células inicialmente néo lesadas.

Colombari et al. (2011) avaliaram os efeitos da OHB (2 horas diarias, por 5
dias, a 2.0 ATA ) em cobaias submetidas a um TA de 72 horas por um ruido branco
na faixa de 4 kHz com intensidade igual a 110 dB NPS). Ndo foi observada
efetividade no tratamento apds TA, no entanto, os dados de microscopia eletronica
de varredura (MEV) demonstraram que o tratamento com OHB melhorou o padrao
anatbmico da lesédo reduzindo significativamente o numero de CCEs cocleares

lesadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para realizacdo deste trabalho, foram utilizadas trinta e trés cobaias albinas
fémeas, Cavia porcellus, com peso entre 350 e 500 g. Elegeram-se como animal
experimental as cobaias fémeas albinas cicladas em diestro devido a facilidade para
0 manejo, para a disseccado e manipulacéo coclear e para a administracdo de drogas
anestésicas pela via intraperitoneal, intramuscular ou subcutanea.

Todos os procedimentos seguiram as normas para cuidados com animais
experimentais, conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica em experimentacéo
animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP-USP) (n° 072/2009).

A sele¢cdo dos animais ocorreu no biotério central da Universidade de S&o
Paulo - Campus Ribeirdo Preto, através da pesquisa do reflexo de Preyer (PREYER,
1882 e JERO; COLING; LALWANI, 2001). Ap6s a selecdo as cobaias foram
transportadas e mantidas no biotério do Laboratério de Técnica Cirargica e Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto-USP.

ApOs 24 horas de repouso auditivo os animais foram reavaliados através de
otoscopia manual. Foram descartadas as cobaias com sinais de otite externa ou
meédia aguda, cerume de dificil remocao, alteracdes inflamatérias do conduto
auditivo externo ou mesmo conduto auditivo muito estreito para acomodar

adequadamente a sonda do equipamento de Emissdes Otoacusticas.
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Cada animal foi considerado como portador de 02 cOcleas, portanto alteracdes

em pelo menos uma das orelhas foi motivo de descarte.

4.2 Obtencao das variaveis dependentes

As variaveis dependentes avaliadas foram as seguintes:

- Relacéo entre sinal e ruido (SR) das EOAPD, calculada pela diferenca, em
decibel, entre a resposta das EOAPD e o ruido (ruido ambiental produzido na sala
de teste e/ou ruido oriundo de atividades fisiolégicas do individuo avaliado) e;

- Limiar auditivo eletrofisiolégico (Limiar), medido pela estimativa da
sensitividade auditiva determinada pela menor intensidade em que a onda Il do
PEATE é identificada.

Essas variaveis foram obtidas por meio de dois exames de diagndstico
audiolégico: as Emissdes Otoacusticas Evocadas Produto Distorcdo (EOAPD) e os
Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefélico (PEATE), Figura 1. Estes
exames foram realizados no equipamento Smart EP e Smart DPOEA da Intelligent
Hearing Systems - Miami-Florida (E.U.A.).

Para as EOAPD foram utilizados dois tons puros simultaneos (F1 e F2), em
que F1< F2, nas frequéncias de 1, 1.5, 2, 3 e 4 kHz com resolu¢cédo de 3 pontos por
oitava, na intensidade de 70 dB NPS. E, para o PEATE foram utilizados eletrodos de
superficie. A aquisicéo foi ipsilateral, com tempo de analise de 12 ms e amostra de
1000 promediac¢des, com replicacdo. Os filtros utilizados foram passa-alto de 50 Hz

e passa-baixo de 3 kHz. O estimulo utilizado foi o click de 27.7/s emitido por fones
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Figural- Imagens dos equipamentos utilizados para a realizagdo dos exames de Potencial
Evocado Auditivo de Tronco Encefalico e Emissdes Otoacusticas Evocadas Produto
Distorcdo (A) e Caixa acuUstica com a sonda das Emissdes OtoacuUsticas Evocadas
Produto Distorcado (B)

de insercdo modelo Ear Tone 3 A, na polaridade rarefagao.

4.2.1 Emissdes Otoacusticas Evocadas Produto Distor¢cédo (EOAPD)

As EOAPD séo respostas acusticas de fraca intensidade a um estimulo sonoro
gue gquando presentes e registradas indicam funcdo normal das células ciliadas
externas (KEMP,1978 e GORGA; NEELY; DORN, 2001).

Segundo Lonsbury-Martin e Martin (2001), as EOAPD resultam de uma
distorcdo intermodulada produzida pela orelha interna em resposta a estimulacao
simultanea de dois tons puros com frequéncias proximas.

As amplitudes das EOAPD e do ruido de fundo sdo medidas em dB NPS e
utilizadas para estimar a relagdo entre sinal e ruido (SR), que pode ser definida
como a diferenca, em decibel, entre a resposta e o ruido.

As EOAPD podem ser encontradas tanto em orelhas sem perdas auditivas
como em orelhas com perdas leves ou moderadas. Por isso, é importante poder

diferenciar respostas provenientes de orelhas com e sem alteracbes cocleares.
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Considera-se que ha EOAPD presente quando se verifica a diferenca de 3 dBNPS
entre o nivel de ruido e a resposta encontrada, ou seja, quando ha uma relacéo
entre sinal e ruido (SR) de 3 dBNPS (Hall, 2000 b).

De acordo com Lonsbury-Martin e Martin (2001) e Gorga, Neely e Dorn, 2001
(2002), as EOAPD estédo presentes em orelhas com audicdo normal e sao reduzidas
em orelhas com perdas auditivas. Podendo-se assim caracterizar uma perda
auditiva coclear quando as respostas da orelha testada estdo abaixo daquelas
encontradas em uma populacéo de individuos com audi¢do dentro da normalidade.

As EOAPD testam as regides de frequéncias especificas da coclea e, por se
tratar de um método de avaliacdo simples e rapido de lesdes nas células ciliadas
externas, pode ser particularmente bem adaptado para a monitorizacdo do dano
coclear por ototoxicidade (OZTURAN et al. 1996; SIE; NORTON, 1997; HAREL et
al., 1997; ALLEN, 1998; RESS et al., 1999; CEVETTE et al., 2000; SOCKALINGAM

et al., 2000).

4.2.2 Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico (PEATE)

Potencial Evocado Auditivo € o sinal elétrico gerado pelo sistema nervoso em
resposta a estimulacdo acustica. Para que esta resposta ocorra, € necessario que o
estimulo tenha intensidade suficiente para atingir o limiar de excitabilidade do grupo
de células nervosas sensoriais. Isto provocara varias alteracbes bioelétricas nas
mesmas, gerando o potencial de acdo que conduzird o sinal elétrico ao sistema

nervoso central (LIMA, 1998).
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O PEATE, também denominado de curta laténcia, foi primeiramente descrito
por Jewett e Willinston (1971) € composto por sete ondas que se formam em torno
dos 10 ms.

As formas de se estudar os efeitos da toxicidade coclear tém se dirigido as
alteracdes eletrofisioldgicas detectadas pelo PEATE (STADNICK et al., 1975; SIE;
NORTON, 1987; SHAW, 1988; STENGS et al., 1998; SOCKALINGAM et al., 2000).

Dentre as propriedades clinicas do PEATE em humanos encontra-se a onda V
gue pode ser observada em niveis muito préximos dos limiares comportamentais,
sendo assim, o limiar auditivo eletrofisiologico determinado pela menor intensidade
em que a onda V é identificada (HALL, 1992; STACH, 1997; LIMA, 1998). Porém,
em roedores, a onda Il apresenta maior robustez sendo por isso utilizada para

determinar o limiar auditivo (FREITAS et al., 2009).

4.3 Conducéo dos experimentos e variaveis independentes

Foram conduzidos dois experimentos (Figura 2), sendo o primeiro (experimento
1) para atender o objetivo de avaliar o momento da intervenc¢éo pela OHB apés 2, 4
e 6 horas do trauma acustico e 0 segundo (experimento 2), para avaliar a
associacao terapéutica entre a oxigenoterapia hiperbarica (OHB) e corticoterapia
(CT).

No experimento 1 foram definidas trés situacdes (apds 2 horas, apos 4 horas e
apos 6 horas de repouso auditivo ap0s exposicdo ao ruido) conforme inicio da
primeira sessdo de OHB seguida por mais 4 sessfes, sendo uma sessdo ao dia

durante o periodo de 5 dias. Para cada situacédo houve trés momentos de avaliacéo
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EUTANASIA EUTANASIA

Figura2 - Representacdo esquematica da conducdo dos experimentos realizados.

audioldgica como variaveis independentes (pré-ruido, pos-ruido e pds-tratamento).
O momento pré-ruido referiu-se aos exames (PEATE e EOAPD) realizados antes da
exposicao ao ruido, o pos-ruido, aqueles realizados apos o trauma acustico obtido
pela exposicao ao ruido branco na faixa de 4 kHz e intensidade de 110 dB por 72 h
e, pos-tratamento, aqueles realizados apds a intervencéo pela OHB.

No experimento 2 foram definidas trés situacdes (corticoterapia, oxigenoterapia
hiperbérica e associacdo de corticoide com oxigenoterapia hiperbéarica) conforme
método terapéutico utilizado por 5 dias consecutivos. Para cada situagdo houve trés
momentos de avaliagdo audiolégica como variaveis independentes (pré-ruido, pos-

ruido e pos-tratamento). O momento pré-ruido referiu-se aos exames (PEATE e
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EOAPD) realizados antes da exposi¢cdo ao ruido, o pos-ruido, aqueles realizados
apos o trauma acustico obtido pela exposicdo ao ruido branco na faixa de 4 kHz e
intensidade de 110 dB por 72 horas e, pos-tratamento, aqueles realizados apos a

respectiva intervencao terapéutica.

4.3.1 Trauma acustico (TA)

Para gerar um TA as cobaias foram expostas a um ruido branco na faixa de 4
kHz com intensidade igual a 110 dB NPS por 72 horas (COLOMBARI et al., 2011)
em um equipamento do Grupo Insight® (Figura 3) caracterizado como uma caixa de
isolamento acustico, produzida em madeira, forrada em formica e placas de
isolamento acustico interno. A caixa possui um ventilador para exaustdo e circulacao
de ar interno e porta frontal com janela de vidro, para visualiza¢cdo do interior, com
opcao de fechamento. As dimensdes (Altura x Largura x Profundidade) do
equipamento, em milimetros, séo iguais a 760 x 485 x 705; o ruido interno da caixa

com exaustor ligado € igual a 61 dB, sendo a atenuacéo de ruido igual a mais ou

Figura3- Imagens da Caixa de Isolamento Acustico (A) e do Gerador de Sinais de Audio (B,
Grupo Insight®) utilizados neste trabalho
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menos 22 dB. Esta caixa de isolamento acustico foi ligada a um Gerador de Sinais
de Audio modelo EP — 125 também do Grupo Insight® - Ribeirdo Preto, Sdo Paulo
(Brasil).

Dentro da caixa acustica os animais foram dispostos em uma gaiola com trés
sessOes iguais, confeccionada especificamente para estes experimentos, de forma
que, por vez, trés animais eram expostos ao ruido por 72 horas em ciclos de 12
horas “on - off”, claro e escuro, com oferta espontédnea de agua e comida. A cada 24
horas um breve intervalo (5 minutos) foi realizado para troca de agua, racdo e
limpeza da gaiola.

Os niveis sonoros foram mensurados em todos 0s extremos da caixa acustica
com a gaiola e os animais dentro da caixa, por meio de um decibelimetro,
verificando-se uma variacdo da intensidade do ruido menor que 2 dB entre os

pontos.

4.3.2 Oxigenoterapia Hiperbéarica (OHB) e Corticoterapia (CT)

Para a realizacdo das sessdes de OHB foi utilizada uma camara hiperbarica
experimental (Figura 4), pressurizada diretamente com oxigénio (O,). Por cinco dias
consecutivos, trés animais por vez foram submetidos a sessdes terapéuticas diarias
de OHB que consistiram em 15 minutos de compressao até 2.0 ATA, uma hora em
condicOes estaveis de 100% de O, pressurizado e presséo de 2.0 ATA e 15 minutos

de descompressao.
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Figura4 - Imagem da Camara Hiperbarica Experimental

A CT consistiu na administracéo sistémica de dexametasona (10 mg/Kg/dia)
por cinco dias consecutivos com inicio 2 h pds-exposi¢cao ao ruido branco na faixa

de 4 kHz e intensidade de 110 dB por 72 h.

4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Todas as cobaias foram eutanasiadas em tempo programado apos anestesia
com Cloridrato de Ketamina (65 mg/kg) e Xilazina (6,5 mg/kg). Foram entéo
decapitadas e suas cécleas removidas da bula.

Com disseccdo microscopica, as cocleas foram perfundidas com solucdo de
fixacdo com glutaraldeido 3% a 4°C e mantidas na solu¢do por 24 horas para a
fixacao.

Os passos seguintes foram realizados no Laboratério de Microscopia Eletrénica
do Departamento de Morfologia da FMRP-USP.

Através da janela redonda foi injetado para fixagdo uma solucdo de
glutaraldeido a 3% em tampéo fosfato 0,1 M, pH de 7,4, por 4 horas a 4°C, as

cécleas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com o mesmo tampao, depois
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Figura5- Imagem do Microscépio Eletrénico JEOL SCANNING MICROSCOPE - JSM 5200

fixadas com tetroxido de Osmio 1% por 2 horas a 4°C e submetidas a uma
desidratacdo a temperatura ambiente em uma bateria crescente de etanol (50%,
70%, 90% e 95% - uma vez por 10 minutos em cada concentracdo) e etanol
absoluto trés vezes por 15 minutos. Terminada a desidratacdo passou-se para a
fase de secagem pelo método do ponto critico em CO, em que o material é
desprovido de agua. Apoés ser fixado em porta espécime adequado o material foi
revestido, em camara de vacuo, com vapor de ouro e examinado em microscopio
eletrbnico de varredura (SAITO et al., 1995; CARDINAAL et al., 2000a; DEMARCO,
2001 e OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO, 2002).

Para a andlise e fotografia dos espécimes em MEV foi utilizado o Microscopio

Eletronico JEOL SCANNING MICROSCOPE - JSM 5200 (Figura 5).
4.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental adotado neste trabalho foi o inteiramente ao

acaso com numero de repeticbes variavel para cada situacdo. Cada orelha foi
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definida como uma unidade experimental, ou seja, a parcela experimental. Para a
realizacdo da andlise de variancia utilizou-se o software estatistico SAS® para
Windows versdo 9.2 (Statistical Analysis System - SAS Institute, 2011). Assim, a
analise de variancia (esquema apresentado na Tabela 1) foi realizada com base no
modelo matematico a seguir (eqg. 1), em que todos os efeitos, exceto a meédia, foram
considerados aleatérios (COCHRAN; COX, 1966):

em que:

yij € o valor observado do tratamento i na repeticao j;

« u € amédia geral (constante inerente a todas as observacdes);

t; € o efeito aleatorio do tratamento i (i = 1, 2,...,I); e

gj € 0 erro experimental associado ao i-ésimo tratamento na j-ésimo
repeticdo, em que &; N NID(0,02).

Assim, as hipo6teses testadas neste trabalho foram:

e Hyty=t,=t;;e

e H,:t; # ty para pelo menos um contraste (par), com i # i'.

Assim, ao rejeitar a hipotese de nulidade H,, conclui-se que pelo menos um
contraste foi significativo entre as médias de tratamentos. Com isso, foi utilizado o
teste de Tukey para a identificacdo de qual ou quais tratamentos diferiram

significativamente entre si (COCHRAN; COX, 1966).

Tabelal- Esquema da andlise de variancia com fatores de variagéo (FV), graus de liberdade (GL),
soma de quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e teste F

FV GL SQ QM F
Tratamentos I—1 S0; QM. QM./QM,
Residuo I(J—1) SQ, QM.+
Total IJ—-1

*QM, = SQ./(I — 1); ™ QM, = SQ,/[I(J — D].
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O teste de Tukey baseia-se na diferenga minima significativa (dms), de modo

gue essa estatistica € dada pela seguinte equacéo (eg. 2):

QM, )

dms = q

em que:
« dms é a amplitude total studentizada, cujo o valor é tabelado, em funcao do
numero de tratamentos e do nimero de grau de liberdade do residuo, ao

nivel a de probabilidade (neste caso igual a 5%);

« QM, é o quadrado médio do residuo; e

« b € 0 numero de repeticdes.

Como o teste de Tukey é, de certa forma, independente do teste F, € possivel
que, mesmo sendo significativo o valor de F, ndo encontrar diferencas significativas
entre contrastes de médias.

Outro ponto importante refere-se a qualidade experimental, a qual foi avaliada
através de alguns parametros estatisticos como o coeficiente de variacdo
experimental (CV%) que € o mais adotado historicamente e acuracia (Ac). O nivel
adequado de CV% é variavel em funcdo da espécie que esta trabalhando, da
variavel dependente avaliada, do tipo de parcela, entre outros, uma vez que seu
valor depende apenas da variacdo residual como proporcdo da média do
experimento (eq. 3). Assim, o CV% serve tdo somente para a classificacdo de
experimentos com meédias semelhantes e conduzidos nas mesmas condigcdes

experimentais.
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CV% = (“ Cfer> 100 (3)

em que:

e QM, é o quadrado médio do erro experimental; e

« U € amédia geral.

A utilizacdo somente desse parametro seria questionavel, perante o nao
conhecimento prévio dos niveis aceitaveis para cada uma das variaveis
dependentes utilizadas neste estudo (SR e Limiar). Nesse sentido, utilizou-se
também a acuracia (Ac) para avaliar a qualidade experimental, preconizada por
Resende e Duarte (2007), uma vez que considera as variagfes de tratamentos
(coeficiente de variacdo de tratamentos, CV;) e residual (coeficiente de variacédo
experimental, CV) associados a variavel dependente, além do niumero de repeticdes

(b), por meio da expressao (eq. 4):

1

Ac =
1+ & /bCVt)Z (4)

O parametro Ac permite assim comparar experimentos com médias diferentes
e, também, saber o correto nivel de qualidade experimental, uma vez que 0 mesmo
possui os limites de valores que variam de 0 a 1, sendo 1 o valor para a mais alta
gualidade experimental.

Também, Ac contempla, concomitantemente, 0os mesmos parametros da
estatistica de F de Snedecor através da equacdo (eq. 5), sendo possivel

correlacionar os valores de F de Snedecor com Ac (eq. 6):



63

T=1+[b(%>l 5)
Fo_ 1 6
1 — (Ac)? ()

Por fim, conforme estéo classificados na Tabela 2, verifica-se que para obter
uma precisao experimental alta, deve-se atingir Ac de 70%, o que equivale a um

valor de F igual a 1,96.

Tabela 2 - Valores adequados da estatistica de F de Snedecor, para os efeitos de tratamentos,
visando atingir determinada acurécia (Ac), e as categorias de previsdo requerida
(RESENDE E DUARTE, 2007)

Classes de precisao Valores de Ac Valores de F
muito alta 0,990 50,2513
muito alta 0,975 20,2532
muito alta 0,950 10,2564
muito alta 0,900 5,2632
Alta 0,850 3,6036
Alta 0,800 2,7778
Alta 0,750 2,2857
Alta 0,700 1,9606
Moderada 0,650 1,7316
Moderada 0,600 1,5625
Moderada 0,550 1,4337
Moderada 0,500 1,3333
Baixa 0,400 1,1905
Baixa 0,300 1,0989
Baixa 0,200 1,0417

Baixa 0,100 1,0101
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3, estdo apresentados os graus de liberdade, os quadrados médios
com as significancias pelo teste F, as médias gerais, 0s coeficientes de variacao
(CV%) e as acurécias (Ac) obtidos nas andlises de variancias para as relagées entre
sinal e ruido das EOAPD (SR), em todas as frequéncias (1, 1.5, 2, 3 e 4kHz), e limiar
auditivo eletrofisiolégico (Limiar, em dB). Essas analises individuais envolveram 108
repeticbes para cada momento de avaliacdo (pré-ruido e pos-ruido) e frequéncia
(em kHz).

Notou-se que a qualidade experimental foi satisfatéria em ambas as analises
conforme revelado pelos valores de coeficiente de variagdo (CV%) e/ou de acurécia
(Ac).

Observou-se que houve diferencas altamente significativas (p < 0,01) nas

médias das duas variaveis entre os momentos de avaliacdo pré-ruido (letra “a”, pelo

Tabela 3- Fatores de variacao (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacdo (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das andlises de varidncias individuais para as variaveis:
relagdo entre sinal e ruido das emissdes otoacusticas produto de distor¢éo (SR) e limiar
auditivo eletrofisiol6gico (Limiar, em dB). Médias para os momentos de avaliacdo pré-
ruido e pés-ruido

SR Limiar
FV
GL QM GL QM

Tratamentos 1 10.991,0 ** 1 83.492,8 **
Residuo 148 135,0 154 103,9
V% 59,15 27,19
Ac 0,9999 1,0000
MG 19,64 37,49
Pré-ruido 28,20° 14,36°
Pés-ruido 11,08° 60,632

* ** o ™ teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente; e
2e " teste de Tukey - médias seguidas de letras distintas sdo diferentes ao nivel de 5%.
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teste de Tukey) e pos-ruido (letra “b”). A média da SR na situagao pés-ruido reduziu
significativamente 17.12 da situacdo pré-ruido e a média do Limiar aumentou, com
significancia estatistica, 46,27 dB apds exposi¢ao ao ruido (letra “a”, pelo teste de
Tukey).

De acordo com Hall (2000 a), Lonsbury-Martin e Martin (2001) e Gorga; Neely
e Dorn, 2001, as EOAPD estdo presentes em orelhas com audicdo normal e séo
presentes, apesar de reduzidas, em orelhas com perdas auditivas leves ou
moderadas. Podendo-se assim caracterizar uma perda auditiva coclear quando as
respostas da orelha testada estdo abaixo daquelas encontradas em individuos com
audicdo dentro da normalidade.

Os momentos de avaliacado pré-ruido e pos-ruido permitem a consideracao de
cada cobaia como controle de si. Portanto, perante reducdo da SR apds exposi¢ao
ao ruido constatou-se que foi efetiva a metodologia utilizada para gerar o dano
auditivo.

Essa efetividade também foi confirmada pelo aumento do limiar auditivo
eletrofisioldgico determinado pela menor intensidade em que a onda V do PEATE foi
identificada, como descrito por Lima (1998). Os limiares pré-ruido com média geral
de 14,36 foram considerados dentro dos padrdoes de normalidade de O a 25 dB e
apos a exposicado ao ruido (MG = 60,63) foram caracterizados entre o intervalo de

perda auditiva de grau moderado (40 - 70 dB).
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5.1

Oxigenoterapia hiperbarica (experimento 1)

Na Tabela 4, estdo apresentados os graus de liberdade, os quadrados médios

com as significancias pelo teste F, as médias gerais, 0s coeficientes de variacao

(CV%) e as acuracias (Ac) obtidos nas andlises de variancias para a variavel relacédo

entre sinal e ruido (SR) das emissdes otoacusticas produto de distorcdo (EOAPD)

em cada uma das situacfes: apos 2 horas, apds 4 horas e apds 6 horas. Essas

analises individuais envolveram 18 repeticbes para cada momento de avaliacao

(pré-ruido, pos-ruido e pos-tratamento) e frequéncia (em kHz).

Verificou-se através dos valores de coeficiente de variacdo (CV%) e de acuracia

(Ac) que a qualidade experimental foi satisfatéria em todas as situacdes e

frequéncias.

Tabela 4 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacdo (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das andlises de variancias individuais para a variavel
relacdo entre sinal e ruido das emissfes otoacusticas produto de distor¢do (SR), em
cada frequéncia (kHz) e em cada uma das respectivas situacdes (apos 2 horas, apés 4
horas e ap6s 6 horas de repouso auditivo ap0s exposi¢do ao ruido)

. B Freq. 1,0 kHz Freq. 1,5 kHz Freq. 2,0 kHz Freq. 3,0 kHz  Freq. 4,0 kHz
Situacao FV
GL oM GL oM GL oM GL OM GL OM
Trat.™ 2 967,0 ** 2 1.973,0* 2 2.2915%* 2 1.246,8 ** 2 1.125,9 **
] Res. 27 151,7 33 86,6 30 114,4 30 72,3 33 63,1
APOS oy, 70,91 54,82 98,04 38,22 24,09
2 horas
Ac 0,9957 0,9988 0,9986 0,9984 0,9984
MG 17,37 16,97 10,91 22,24 32,97
Trat. 2 1.825,8 * 2  4.465,1* 2 2.005,3 ** 2 22,4™ 2 6652"™
] Res. 46 246,0 48 106,5 48 142,3 45 196,0 51 277,1
APOS iy 90,85 79,73 113,10 82,24 85,37
4 horas
Ac 0,9963 0,9993 0,9980 0,8203 0,9886
MG 17,27 12,94 10,55 17,02 19,50
Trat. 2 1.5425* 2 3.756,3 * 2 2.058,7* 2 432,3* 2 2549™
] Res. 33 60,3 33 88,6 33 54,0 33 48,8 33 100,0
APOS -y, 31,10 48,88 41,94 30,70 33,68
6 horas
Ac 0,9989 0,9993 0,9993 0,9969 0,9893
MG 24,97 19,25 17,53 22,75 29,69

* ** g ' teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente; e
M Trat.: Fator de variagdo tratamentos referente aos momentos de avaliagdo (pré-ruido, poés-ruido e pdés-tratamento).
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Figura 6 - Médias da variavel relagdo entre sinal e ruido das emissdes otoacusticas produto de
distorcdo para cada frequéncia (kHz) para os momentos de avaliacdo pré-ruido, poOs-
ruido e pés-tratamento em cada uma das respectivas situagdes (apds 2 horas, apos 4
horas e ap0s 6 horas de repouso auditivo apds exposi¢ao ao ruido)

Ocorreram diferencas altamente significativas (p < 0,01) para o efeito entre
momentos de avaliacdo, exceto para a frequéncia 3,0 kHz na situacdo apds 4 horas
e na frequéncia 4,0 kHz nas situacfes apos 4 horas e apds 6 horas de exposicdo ao
ruido. Assim, pelo menos um contraste entre as médias dos momentos de avaliagdo
foi significativo para cada situacéo e frequéncia.

Através do teste de Tukey foram avaliados os contrastes entre médias
conforme apresentado na Figura 6. Na situacédo apés 2 horas de exposicdo ao ruido,
o0 momento de avaliacdo pré-ruido (letra “a”) diferiu estatisticamente do pds-ruido
(letra “b” ou “c’) e o momento pos-tratamento localizou-se com médias
intermediarias aproximando-se em trés frequéncias (1,0; 3,0 e 4,0 kHz) do momento
pré-ruido. Na situacdo apés 4 horas de exposicdo ao ruido foram observadas as

maiores relagbes SR em todas as frequéncias no momento pré-ruido (letra “a”),
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porém, houve ocorréncia de diferencas significativas com os demais momentos nas
frequéncias 1,0; 1,5 e 2,0 kHz.

Ocorreu uma maior proximidade dos valores médios da SR entre os momentos
pos-ruido e pés-tratamento, os quais ndo diferiram significativamente em nenhuma
frequéncia. Ja na situacdo apos 6 horas de exposicdo ao ruido, o0s momentos pré-
ruido e pés-ruido diferiram significativamente em todas as frequéncias, exceto na de
4,0 kHz. O momento pés-tratamento apresentou médias mais proximas do momento
pos-ruido ao invés do pré-ruido, em trés frequéncias (1,0; 1,5 e 2,0 kHz), ou seja,
uma menor resposta das EOAPD em relagdo a situacdo anterior a exposicdo ao
ruido.

Com o objetivo de comparar as diferentes situacdes (apdés 2 horas, apos 4
horas e apds 6 horas de exposicdo ao ruido), na Tabela 5 sdo apresentados o0s
graus de liberdade, os quadrados médios com as significancias pelo teste F, as
médias gerais, os coeficientes de variagdo (CV%) e as acuracias (Ac) obtidos nas
analises de variancias para a amplitude das relacdes entre sinal e ruido das EOAPD,
entre 0s momentos pés-tratamento e pré-ruido, sendo que essas analises individuais

envolveram 18 repeticbes para cada frequéncia (em kHz).

Tabela5- Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variagdo (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das analises de variancias individuais para amplitude da
relagdo entre sinal e ruido das emissdes otoacusticas produto de distorcao (SR), entre
pos-tratamento e pré-ruido, para as situacdes (apds 2 horas, apos 4 horas e apos 6
horas de repouso auditivo ap0s exposicdo ao ruido), para cada frequéncia (kHz)

v Freq. 1,0 kHz Freq. 1,5 kHz Freq. 2,0 kHz Freq. 3,0 kHz Freq. 4,0 kHz
GL QM GL QM GL QM GL QM GL QM
Trat.™ 2 68,35™ 2 1.420,91 ** 2 183,17 2 210,06" 2 890,89 **
Res. 51 149,83 51 219,32 51 219,37 51 94,53 51 108,49
CV% 120,18 76,31 94,54 101,75 84,84
Ac 0,9442 0,9957 0,9683 0,9877 0,9966
MG 10,19 19,41 15,67 9,56 12,28

* ** @ ™: teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente; e ' Trat.: Fator de variagdo tratamentos referente
as situacdes (apos 2 horas, apds 4 horas e apoés 6 horas).
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Tabela 6 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacao (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das andlises de variancias individuais para amplitude da
relacdo entre sinal e ruido das emissdes otoacuUsticas produto de distor¢cdo (SR), entre
pos-tratamento e poés-ruido, para as situacdes (apds 2 horas, apds 4 horas e apés 6
horas de repouso auditivo apds exposi¢do ao ruido), para cada frequéncia (kHz)

v Freq. 1,0 kHz Freq. 1,5 kHz Freq. 2,0 kHz Freq. 3,0 kHz Freq. 4,0 kHz
GL QM GL QM GL QM GL QM GL QM
Trat.! 2 40,22 2 17757* 2 11,80 2 4101™ 2 1850™
Res. 51 113,62 51 46,44 51 42,02 51 77,61 51 96,86
CV% 123,78 91,31 109,73 98,69 94,73
Ac 0,9297 0,9928 0,9137 0,9522 0,8802
MG 8,61 7,46 5,91 8,93 10,39

* *x o ™ taste F significativo a 5%, 1% e nao significativo, respectivamente; e ' Trat.: Fator de variagdo tratamentos referente
as situacdes (apos 2 horas, apés 4 horas e apds 6 horas).

Igualmente a essa ultima tabela, na Tabela 6 sdo apresentados os resultados
referentes as andlises de variancias para a amplitude das relacbes entre sinal e
ruido das EOAPD, entre os momentos poés-tratamento e pdés-ruido, também
envolvendo 18 repeticOes para cada frequéncia (em kHz).

Nessas analises de variancia a qualidade experimental foi igualmente
satisfatoria em todas as frequéncias conforme revelado pelos valores de coeficiente
de variacéo (CV%) e/ou os de acuracia (Ac) presentes nas Tabelas 5 e 6.

Para ambas as amplitudes, o teste F ndo foi significativo para o efeito entre
situacdes (apdés 2 horas, apds 4 horas e apés 6 horas de repouso auditivo apds
exposicdo ao ruido) em quase todas as frequéncias. Houve diferencas altamente
significativas (p < 0,01) nas frequéncias 1,5 e 4,0 kHz para a amplitude pos-
tratamento com pré-ruido (Tabelas 5) e diferenca significativa (p < 0,05) na
frequéncia 1,5 kHz para a amplitude pés-tratamento com pds-ruido (Tabelas 6).

Na Figura 7, sdo demonstradas as médias da amplitude da SR de pés-
tratamento com pré-ruido e com pos-ruido para as trés situagcbes em cada

frequéncia (kHz). Nota-se, apesar da ndo significAncia estatistica, que 0 momento
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Figura 7 - Médias da amplitude da relagdo entre sinal e ruido das emissdes otoacuUsticas produto
de distorcdo (SR), de pos-tratamento com pré-ruido e com pés-ruido, para as situacdes
(ap6s 2 horas, apds 4 horas e apés 6 horas de repouso auditivo apds exposicdo ao
ruido), para cada frequéncia (kHz)

pos-tratamento da situacdo apos 2 horas foi que mais se aproximou do momento
pré-ruido e o que mais se distanciou do momento pds-ruido, evidenciando um
desempenho brevemente melhor da oxigenoterapia hiperbarica quando a
intervencdo ocorreu mais precocemente.

Quanto as avalicdes realizadas para a variavel limiar auditivo eletrofisiol6gico
(Limiar), estdo apresentados na Tabela 7, os graus de liberdade, os quadrados
médios com as significancias pelo teste F, as médias gerais, 0s coeficientes de
variacdo (CV%) e as acuracias (Ac) obtidos nas analises de variancias para cada
uma das situacdes: apos 2 horas, apos 4 horas e apds 6 horas de repouso auditivo
pos ruido. Do mesmo modo, essas analises individuais envolveram 18 repeticdes
para cada momento de avaliacdo (pré-ruido, pés-ruido e pés-tratamento).

A qualidade experimental foi satisfatoria para todas as situacées conforme

verificado através dos valores de coeficiente de variacdo (CV%) e/ou de acuracia
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Tabela 7 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacao (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das analises de variancias individuais para a variavel
limiar eletrofisiolégico (Limiar, em dB) em cada uma das respectivas situacdes (apds 2
horas, apds 4 horas e apés 6 horas de repouso auditivo apds exposi¢do ao ruido)

v ApoOs 2 horas ApoOs 4 horas ApOs 6 horas
GL oM GL oM GL oM
Tratamentos'” 2 7.4942 % 2 9.124,1 ** 2 5.213,2 **
Residuo 33 1119 51 104,7 33 29,7
CV% 19,10 31,57 16,43
Ac 0,9996 0,9997 0,9998
MG 55,39 32,41 33,19

* ** @ ™ taste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente; e I Tratamentos: Fator de variag&o tratamentos
referente aos momentos de avaliagdo (pré-ruido, pés-ruido e pds-tratamento).

efeito entre momentos de avaliagdo, em todas as situacdes (apos 2 horas, apés 4
horas e apds 6 horas de repouso auditivo pés ruido). Assim, pelo menos um
contraste entre as médias dos momentos de avaliagdo foi significativo para cada
situacgao.

Pelo teste de Tukey foram avaliados os contrastes entre as médias, descritos
na Figura 8. Independentemente da situacdo, 0 momento pos-ruido caracterizou-se
como aquele de perda auditiva de maior grau evidenciado pelas maiores médias de
limiar, significativamente diferentes das demais (letra “a”). O momento péds-
tratamento caracterizou-se por médias de limiar significativamente menores, portanto
com uma perda auditiva de menor grau em relacdo ao poés-ruido (letra “b”), porém
nao significativamente igual ao momento pré-ruido (letra “c”), o que representaria a
recuperacdo total do dano auditivo provocado. Mesmo perante a diferenca
significativa entre os momentos pos-tratamento e pré-ruido, houve uma melhora
constatada pela diferenca entre os momentos pdés-tratamento e pés-ruido, ou seja,
através dessas significancias pode-se constatar que uma recuperacado ocorreu

independente do momento de intervengao.
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Figura 8 - Médias da variavel limiar eletrofisioldgico para os momentos de avaliacdo pré-ruido, pos-
ruido e pds-tratamento em cada uma das respectivas situagdes (apds 2 horas, apos 4
horas e ap6s 6 horas de repouso auditivo apés exposicao ao ruido)

Para comparar as diferentes situacfes (apds 2 horas, apos 4 horas e apés 6
horas de repouso auditivo pés ruido), estdo apresentados na Tabela 8, os graus de
liberdade, os quadrados médios com as significancias pelo teste F, as médias
gerais, os coeficientes de variacdo (CV%) e as acurécias (Ac) obtidos nas anélises
de variancias para a amplitude do limiar auditivo eletrofisiolégico, entre 0s momentos
de poés-tratamento com pré-ruido e com poés-ruido, de modo que as andlises
individuais envolveram 18 repeti¢cdes para cada uma das trés situagoes.

Pelos valores de coeficiente de variagdo (CV%) e/ou de acuracia (Ac), pbde-se
constatar que a qualidade experimental foi satisfatoria para todas as situacoes.

O teste F nao foi significativo para as amplitudes do Limiar do momento pos-
tratamento com pré-ruido, isto €, ndo houve diferenca significativa dessas

amplitudes entre as trés situacgdes.
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Tabela 8 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacao (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das andlises de variancias individuais para amplitude do
limiar auditivo eletrofisiolégico (em dB), de pds-tratamento com pré-ruido e com pés-
ruido, para as situacdes (apos 2 horas, apos 4 horas e apds 6 horas de repouso auditivo
apoés exposicao ao ruido) e as suas respectivas médias de amplitude

Amplitude entre poés-tratamento e pré-ruido Amplitude entre pds-tratamento e poés-ruido
v GL oM GL oM
Tratamentos 2 256,0™ 2 615,0 *
Residuo 51 293,7 51 107,9
CV% 79,44 72,01
Ac 0,9696 0,9952
MG 21,57 14,43
Ap6s 2 horas 23,61° 11,89°
Ap6s 4 horas 23,89° 21,112
Ap6s 6 horas 17,222 10,28"°

*, ** e ™ teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente; e
2e " teste de Tukey - médias seguidas de letras distintas s&o diferentes ao nivel de 5%.

Quanto as amplitudes do Limiar do momento pés-tratamento com pés-ruido,
houve médias das amplitudes foi significativo entre as situacdes. Pelo teste de
Tukey foram avaliados os contrastes entre as médias (Tabela 8) e verificou-se que a
situagao apos 4 horas (letra “a”) diferiu das situagdes apos 2 e apos 6 horas (letra
“b”), ou seja, 0 momento pos-tratamento da situacdo apds 4 horas distanciou-se
mais do pOs-ruido, evidenciando uma maior reducdo do limiar auditivo
eletrofisioldgico.

Para Oliveira, Canedo e Rossato (2002), os radicais livres sdo produzidos em
cada célula como subproduto de eventos bioquimicos normais, principalmente na
respiracdo celular por meio das mitocéndrias, € em processos anormais no
organismo.

A exposicdo ao ruido de alta intensidade é seguida por uma intensa atividade
metabdlica, devido a superestimulagédo. Crescem as evidéncias de que as espécies
radicais reativas a oxigénio (ERRO) tém um importante papel no dano celular devido

ao ruido intenso. O aumento dos niveis do anion superéxido, radical hidroxila e
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espécies reativas de nitrogénio (ERN) séo facilmente gerados na orelha interna apés
exposicao ao ruido (ENDO et al., 2005 e POIRRIER et al., 2010).

A biogénese mitocondrial esta envolvida na resposta celular a lesédo, podendo
regular a probabilidade de sobrevida celular apés desafios metabdlicos a integridade
das células ciliadas (HYDE; RUBEL, 1995).

Segundo Kuokkanem, Aarnisalo e Ylikoski (2000) e Ylikoski et al. (2008) o
equilibrio idnico quando restaurado visa auxiliar as células ciliadas danificadas a
sobreviverem ao intervalo de nado suprimento perilinfatico. A OHB consiste
justamente em prover um suprimento adequado de oxigénio evitando um estresse
oxidativo, secundario ao quadro de hipdxia coclear, seguido até de eventuais mortes
celulares de células inicialmente n&o lesadas.

Contrapondo este provavel efeito terapéutico, estudos demonstram que a
OHB influi no aumento de espécies reativas de oxigénio como superéxido, radical
hidroxila e peréxido de hidrogénio, que podem causar danos celulares como
oxidacdo do DNA, de lipideos e de proteinas (OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO,
2002).

Tanto D’Aldin et al. (1999) quanto Cakir et al. (2006) apontaram um efeito
negativo da OHB quando administrada logo apds a exposi¢do ao ruido. Isso pode
ser explicado devido ao aumento de metabdlitos reativos ao oxigénio com a
aplicacdo da OHB que somados aos quais ja haviam sido produzidos na coclea
devido a superestimulacdo auditiva provocam uma reducdo na capacidade de
defesa antioxidativa coclear. Isso, devido a diminuicdo do nivel de antioxidantes ou
antiradicais livres que seriam responsaveis pelo processo biolégico de autodefesa

(OLIVEIRA; CANEDO; ROSSATO, 2002).
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Para Cakir et al. (2006) € necessario um certo tempo para que as enzimas
responsaveis pela defesa antioxidativa sejam ativadas, como por exemplo a
glutationa peroxidase que atinge seu nivel maximo apos 30 minutos da exposicéo a
OHB. Isso explicaria o efeito adverso da OHB quando utilizada na primeira hora pés
trauma. Tal explicacdo é reforcada por achados em pesquisa como os de
Kuokkanem, Aarnisalo e Ylikoski (2000) e Colombari et al. (2011) que demonstraram
efeito benéfico da OHB quando iniciada pelo menos 2h apds a exposicéo ao ruido.

Cakir et al. (2006) realizaram um estudo mais apurado sobre o quéo crucial o
inicio da intervencéao através da OHB pode ser. Os pesquisadores concluiram que a
exposicdo a OHB uma hora apos a exposicdo ao ruido pode ser lesiva, quando
iniciada apds 2 horas da lesdo pode-se notar um breve beneficio e quando iniciada
apos 6 horas um efeito positivo mais efetivo pode ser evidenciado.

Os achados da presente pesquisa demonstraram que independente do
momento de intervencédo (apos 2, 4 ou 6 horas), a OHB promoveu reducao do limiar
auditivo eletrofisiolégico e breve recuperacdo do amplificador coclear perante
aumento da relagéo entre sinal e ruido das EOAPD. Sendo assim, € possivel afirmar
que existe um efeito terapéutico ao dano auditivo decorrente da exposi¢cao ao ruido
e que ndo ocorreu um efeito lesivo da OHB quando usada pelo menos apés 2 horas
de repouso auditivo apds o trauma acustico, como demonstrado em outros estudos
(KUOKKANEM; AARNISALO; YLIKOSKI, 2000; CAKIR et al.,2006; FAKHRY;
ROSTAIN; CAZALS, 2007; YLIKOSKI et al., 2008 e COLOMBARI et al., 2011).

E valido considerar o qudo determinante o momento de intervencdo pode ou
nao ser realizada e qual o momento mais precoce em que a OHB pode

desempenhar seu melhor papel. Apesar de maior reducdo do limiar auditivo
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eletrofisiolégico apos 4 horas e uma resposta das EOAPD brevemente melhor apés

a terapia com inicio 2 horas apds o fim da exposi¢cdo ao ruido, os resultados das

avaliacdes funcionais demonstram ndo haver beneficio ou maleficio que justifique

restricbes no momento de intervencao pela OHB neste intervalo de 2 a 6 horas apos

o trauma acustico.

5.2

Corticoterapia e Oxigenoterapia Hiperbarica (experimento 2)

Na Tabela 9, sdo apresentados os graus de liberdade, os quadrados médios

com as significancias pelo teste F, as médias gerais, 0s coeficientes de variacao

(CV%) e as acuracias (Ac) obtidos nas analises de variancias para a variavel relacao

Tabela9 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacado (CV%), acurdcia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das analises de variancias individuais para a variavel
relagdo entre sinal e ruido das emissbes otoacusticas produto de distorcdo (SR), em
cada frequéncia (kHz) e em cada uma das respectivas situagdes (corticoide, OHB e
OHB+corticéide)

) 5 Freq. 1,0 kHz Freq. 1,5 kHz Freq. 2,0 kHz Freq. 3,0 kHz  Freq. 4,0 kHz

Situacao FV

GL QM GL QM GL QM GL QM GL QM

Trat.? 2 768,4 ** 2 1271,1* 2 21415* 2 582,3* 2 8422 *
Erro 33 66,2 30 57,2 30 56,3 33 57,8 33 67,3
Corticéide CV% 52,70 54,87 76,44 64,71 36,28
Ac 0,9976 0,9988 0,9993 0,9973 0,9978
MG 15,44 13,79 9,82 11,75 22,61

Trat. 2 1.542,5** 2 3.756,3 ** 2 2.058,7 ** 2 432,3* 2 2549™
Erro 33 60,3 33 88,6 33 54,0 33 48,8 33 100,0
oHBM vy 31,10 48,88 41,94 30,70 33,68
Ac 0,9989 0,9993 0,9993 0,9969 0,9893
MG 24,97 19,25 17,53 22,75 29,69

Trat. 2 1.221,4* 2 2.008,9 ** 2 1.859,2 ** 2 564,2* 2 489,3 **
OHB Erro 33 76,9 33 118,0 33 73,9 33 55,1 33 76,5
+ CV% 44,85 60,82 51,92 40,81 34,08
Corticoide 5 0,9983 0,9984 0,9989 0,9973 0,9957
MG 19,56 17,86 16,56 18,19 25,67

* ** @ ™ teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente;

™ OHB: Oxigenoterapia hiperbarica; e ¥ Trat.: Fator de variagdo tratamentos referente aos momentos de avaliag&o (pré-ruido,

pés-ruido e poés-tratamento).
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entre sinal e ruido (SR) das emissdes otoacusticas produto de distorcdo (EOAPD)
em cada uma das situacOes: corticoide (CT), oxigenoterapia hiperbarica (OHB) e
associacdo entre OHB e CT (OHBCT). As analises individuais envolveram 18
repeticbes para cada momento de avaliacao (pré-ruido, pés-ruido e pos-tratamento)
e frequéncia (em kHz).

A gualidade experimental foi satisfatéria em todas as situacdes e frequéncias
conforme revelado pelos valores de coeficiente de variacdo (CV%) e, principalmente,
os de acuracia (Ac).

Em todas as situacdes houve diferenca altamente significativa (p < 0,01) para o
efeito entre momentos de avaliagdo, para todas as frequéncias, exceto na frequéncia
4,0 kHz na situacdo OHB. Assim, pelo menos um contraste entre as médias dos
momentos de avaliacao foi significativo para cada situacao e frequéncia.

Pelo teste de Tukey avaliaram-se o0s contrastes entre médias conforme
apresentado na Figura 9. Assim, independentemente da situacdo e da frequéncia,
pbde-se verificar que 0 momento pré-ruido diferiu significativamente dos demais
momentos de avaliacdo, caracterizando dois grupos distintos, sendo o primeiro
definido pelo momento de pré-ruido (letra “a”) e o segundo, os momentos de pos-
ruido e pos-tratamento (letra “b”). No entanto, apesar dos momentos pds-ruido e
pés-tratamento ndo terem diferido significativamente, notou-se uma melhora da
relacdo entre sinal e ruido (SR) apdés o tratamento para todos os métodos

terapéuticos utilizados.
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Figura 9 - Médias da variavel relagdo entre sinal e ruido (SR) das emissdes otoaculsticas produto
de distor¢é@o para cada frequéncia (kHz) para os momentos de avaliagdo pré-ruido, pos-
ruido e poés-tratamento em cada uma das respectivas situagbes (corticoide, OHB e

OHB-+corticoide, sendo OHB oxigenoterapia hiperbarica).

Com o objetivo de comparar as diferentes situacées (CT, OHB e OHBCT), sao

apresentados na Tabela 10, os graus de liberdade, os quadrados médios com as

significancias pelo teste F, as médias gerais, os coeficientes de variacao (CV%) e as

acuracias (Ac) obtidos nas andlises de variancias para a amplitude das relacbes

entre sinal e ruido das EOAPD, entre os momentos pds-tratamento e pré-ruido. As

andlises individuais envolveram 18 repeticdes para cada frequéncia (em kHz).

Tabela 10 - Fatores de variacao (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacdo (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das analises de variancias individuais para amplitude da
relacdo entre sinal e ruido das emissdes otoacusticas produto de distor¢cdo (SR), entre
pés-tratamento e pré-ruido, para as situagdes (corticoide, oxigenoterapia hiperbarica e
oxigenoterapia hiperbarica+corticoide), em cada frequéncia (kHz)

iy Freq. 1,0 kHz Freq. 1,5 kHz Freq. 2,0 kHz Freq. 3,0 kHz Freq. 4,0 kHz
GL QM GL QM GL QM GL QM GL QM
Trat.™ 2 0,96"™ 2 494,06™ 2 7,46 2  557™ 2 839™
Res. 51 169,47 51 255,03 51 154,19 51 74,22 51 97,11
CV% 122,90 101,57 100,38 105,25 106,85
Ac 0,3046 0,9860 0,6823 0,7582 0,7801
MG 10,59 15,72 12,37 8,19 9,22

* ** @ ™ teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente; e ™ Trat.: Fator de variac&o tratamentos referente

as situacdes (corticoide, oxigenoterapia hiperbérica e oxigenoterapia hiperbarica+corticoide).
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Tabela 11 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacao (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das andlises de variancias individuais para amplitude da
relacdo entre sinal e ruido das emissdes otoacuUsticas produto de distor¢cdo (SR), entre
pos-tratamento e pos-ruido, para as situacdes (corticéide, oxigenoterapia hiperbarica e
oxigenoterapia hiperbarica+corticéide), em cada frequéncia (kHz)

v Freq. 1,0 kHz Freq. 1,5 kHz Freq. 2,0 kHz Freq. 3,0 kHz Freq. 4,0 kHz
GL oM GL oM GL oM GL QM GL QM
Trat.! 2 22,91 2 58,13 " 2 9,24" 2 4985™ 2 80,69™
Res. 51 69,32 51 49,61 51 66,01 51 34,25 51 68,03
CV% 112,40 131,16 140,16 108,98 117,52
Ac 0,9252 0,9771 0,8461 0,9814 0,9774
MG 7,41 5,37 5,80 5,37 7,02

* *x o ™ taste F significativo a 5%, 1% e nao significativo, respectivamente; e ' Trat.: Fator de variagdo tratamentos referente
as situagdes (corticoide, oxigenoterapia hiperbarica e oxigenoterapia hiperbarica+corticoide).

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados referentes as analises de
variancias para a amplitude das relacdes entre sinal e ruido das EOAPD, entre os
momentos pos-tratamento e pds-ruido, também envolvendo 18 repeticfes para cada
frequéncia (em kHz).

Nessas analises de variancia a qualidade experimental foi satisfatoria para
todas as frequéncias conforme revelado pelos valores de coeficiente de variagcéo
(CV%) e/ou os de acuréacia (Ac) apresentados nas Tabelas 10 e 11. Nas analises
referentes a amplitude das relacdes entre sinal e ruido das EOAPD, entre os
momentos pos-tratamento e pré-ruido (Tabela 10) mostrou-se a importancia de se
utilizar dois parametros estatisticos para a avaliacdo da qualidade experimental, uma
vez que houve uma pequena variacdo dos valores de CV%, de 100,38 a 122,90,
porém uma maior variacdo dos valores de Ac (de 0,3046 a 0,9860). No entanto,
notou-se que os valores mais baixos de Ac ocorreram devido a uma menor variancia
entre as trés situacbes, ou seja, menor valor do quadrado médio (QM) de
tratamentos, principalmente na frequéncia de 1,0 kHz, em que o QM foi 0 menor

ocorrido (0,96).
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Figura 10 - Médias da amplitude da relagdo entre sinal e ruido das emissdes otoacusticas produto
de distor¢do (SR), de pds-tratamento com pré-ruido e com poés-ruido, para as situacdes
(corticbide, OHB e OHB+corticdide, sendo OHB oxigenoterapia hiperbérica), em cada
frequéncia (kHz)

a b
)

Para ambas as amplitudes o teste F em todas as situacdes nao foi significativo
para o efeito entre situacdes (CT, OHB e OHBCT), para todas as frequéncias e,
portanto, 0s contrastes entre as médias ndo diferiram de zero, ndo havendo
diferenca entre as médias das amplitudes da SR entre pds-tratamento tanto com
pré-ruido como com pés-ruido, nas diferentes as situacfes (Tabelas 10 e 11).

Apesar de ndo haver ocorrido diferencas significativas entre essas situacoes,
na Figura 10 sdo apresentadas as médias da amplitude da SR do momento pés-
tratamento com o pré-ruido e com o poés-ruido, para as trés situacfes e em cada
frequéncia (kHz) isolada.

Quanto as avalicdes realizadas para a variavel limiar auditivo eletrofisiologico
(Limiar), s&o apresentados na Tabela 12, os graus de liberdade, os quadrados
meédios com as significancias pelo teste F, as médias gerais, 0s coeficientes de
variacao (CV%) e as acuréacias (Ac) obtidos nas analises de variancias em cada uma

das situacdes: corticoide (CT), oxigenoterapia hiperbarica (OHB) e associacdo entre
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Tabela 12 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacao (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das analises de variancias individuais para a variavel
limiar eletrofisiolégico (Limiar, em dB) em cada uma das respectivas situacdes
(corticoide, OHB e OHB+corticéide)

Fv Corticéide oHBMY OHB+Corticoide
GL oM GL QM GL oM

Tratamentos'? 2 6.327,1 ** 2 5.213,2 ** 2 5.639,6 **
Residuo 33 76,4 33 29,7 33 51,2
CV% 24,39 16,43 20,20
Ac 0,9997 0,9998 0,9997
MG 35,83 33,19 35,42

* ** ¢ ™ teste F significativo a 5%, 1% e n&o significativo, respectivamente;
M oHB: Oxigenoterapia hiperbéarica; e  Tratamentos: Fator de variacao tratamentos referente aos momentos de avaliagéo
(pré-ruido, pos-ruido e pds-tratamento).

OHB e CT (OHBCT). As analises individuais envolveram 18 repeticdes para cada
momento de avaliacdo (pré-ruido, pés-ruido e pos-tratamento).

A qualidade experimental foi satisfatoria para todas as situacfes conforme
verificado através dos valores de coeficiente de variacdo (CV%) e/ou de acuracia
(Ac). Em todas as situacdes houve diferencga altamente significativa (p < 0,01) para o
efeito entre momentos de avaliacdo, em todas as situacdes (CT, OHB e OHBCT).
Assim, pelo menos um contraste entre as médias dos momentos de avaliacéo foi
significativo para cada situacgao.

Pelo teste de Tukey foram avaliados os contrastes entre médias como
apresentado na Figura 11. Independentemente da situacdo, o momento pdés-ruido
caracterizou-se como aquele de perda auditiva de maior grau evidenciado pelas
maiores médias significativamente diferentes das demais (letra “a”). O momento pés-
tratamento caracterizou-se por perda auditiva significativa de menor grau em relagéo
ao pos-ruido (letra “b”), porém nao significativa ao pré-ruido (letra “c”’), o que

representaria a recuperacao total do dano auditivo provocado. Portanto, mesmo 0s
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Figura 11 - Médias da varidvel limiar eletrofisiolégico para os momentos de avaliacdo pré-ruido, pés-
ruido e pés-tratamento em cada uma das respectivas situacdes (corticoide, OHB e
OHB-+corticéide, sendo OHB oxigenoterapia hiperbérica)

momentos poés-tratamento e pré-ruido diferindo significativamente, houve uma
melhora constatada pela diferenca entre os momentos pos-tratamento e pés-ruido,
ou seja, através dessas significancias pbéde-se constatar que uma recuperacao
parcial ocorreu em todos os métodos terapéuticos.

Para comparar as diferentes situacées (CT, OHB e OHBCT), sédo apresentados
na Tabela 13, os graus de liberdade, os quadrados médios com as significancias
pelo teste F, as médias gerais, os coeficientes de variacdo (CV%) e as acuracias (Ac)
obtidos nas analises de variancias para a amplitude do limiar auditivo
eletrofisioldgico, entre 0s momentos de pos-tratamento com pré-ruido e com pos-
ruido, de modo que as andlises individuais envolveram 18 repeticées para cada uma
das trés situacoes.

Através dos valores do coeficiente de variacdo (CV%) e/ou de acuracia (Ac),

pdde-se notar que a qualidade experimental foi satisfatoria para todas as situacoes.
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Tabela 13 - Fatores de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios (QM) com as
significancias pelo teste F, coeficiente de variacdo (CV%), acuracia experimental (Ac) e
média geral (MG), provenientes das andlises de variancias individuais para amplitude do
limiar auditivo eletrofisiolégico (em dB), de pds-tratamento com pré-ruido e com pés-
ruido, para as situacdes (corticoide, OHB e OHB+corticdide) e as suas respectivas
médias de amplitude

Amplitude entre poés-tratamento e pré-ruido Amplitude entre pds-tratamento e poés-ruido
v GL QM GL QM
Tratamentos 2 72,7 2 116,7"™
Residuo 51 202,1 51 185,0
CV% 89,27 104,20
Ac 0,9307 0,9587
MG 15,93 13,06
Corticéide 16,942 13,612
oHg™ 17,222 10,282
OHB+Corticoide 13,61° 15,282

* ** e ™ teste F significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente;
2 teste de Tukey - médias seguidas de letras iguais n&o diferem ao nivel de 5%; e ™ OHB: Oxigenoterapia hiperbarica.

Para ambas as amplitudes do Limiar do pdés-tratamento, tanto com pré-ruido
guanto com pos-ruido, o teste F ndo foi significativo em todas as situacfes (CT, OHB
e OHBCT), isto é, ndo houve diferenca dessas amplitudes entre as trés situacoes
(Tabela 13).

O trauma acustico (TA) € uma subita deficiéncia auditiva neurossensorial pela
exposicao do oOrgdo auditivo a uma superestimulacdo acustica, tipicamente por
intenso impulso sonoro (YLIKOSKI et al., 2008). Um TA resulta em alteracbes
estruturais, como por exemplo, a ruptura das membranas celulares, reducéo do fluxo
coclear sanguineo e a destruicdo de células ciliadas da céclea e/ou dendritos dos
neurénios auditivos primarios (CHAN; SUNESON; ULFENDAHL, 1998; D’ALDIN et.
al, 1999; KUOKKANEM; AARNISALO; YLIKOSKI, 2000; ENDO et al., 2005; CAKIR
et al., 2006).

Alteracdes na oxigenacgdo e o decréscimo do fluxo coclear sanguineo parecem

acontecer primeiro, induzindo a um acumulo de radicais livres na cdclea que
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desencadeia processos de disfuncdo e morte celular (THORNE; NUTTALL, 1989;
YAMANE et al.,1995; LAMM; ARNOLD, 1996; YAMASHITA et al., 2005).

Os diversos tratamentos propostos para o trauma acustico tém objetivado a
reducdo da inflamacdo e a promocéo da oxigenacéo coclear. Para Lamm e Arnold
(1998), a administracdo de drogas anti-inflamatorias em alteracdes cocleares
induzidas por ruido € baseada no fato de alteracfes teciduais inflamatérias nao
serem apenas provocadas por bactérias, virus ou outros processos
imunopatoldgicos, mas também por danos celulares, hipdxia e isquemia tecidual.

Corticéides sdo as mais potentes drogas anti-inflamatorias e seu uso foi efetivo
para o tratamento de trauma acustico (TAKAHASHI et al., 1996; LAMM; ARNOLD,
1998; D’ALDIN et al., 1999; TAHERA et al., 2006).

O grupo submetido a corticoterapia, apesar de nao diferir com significancia
guanto a variavel SR, teve uma reducao média significativa do Limiar de 20,4 dB,
diferindo 25,4 dB da situacdo pré-ruido. Portanto, os dados desta pesquisa
corroboram a efetividade da corticoterapia quando aplicada a trauma acustico
concordando com estudos anteriores (TAKAHASHI et al., 1996; LAMM; ARNOLD,
1998; D’ALDIN et al., 1999; TAHERA et al., 2006).

Na literatura € possivel encontrar diferentes dosagens de corticéide aplicadas
em trauma acustico, variando de 2 mg/kg a 200 mg/kg (D’ALDIN et al.,1999; LAMM,;
ARNOLD, 1999; FAKHRY; ROSTAIN; CAZALS, 2007). Apesar de d’Aldin et al.
(1999) concluirem em seu estudo que apenas a dosagem de 20 mg/Kg de corticoide
apresentou uma melhora significativa nos limiares, a dose de 10 mg/kg/dia eleita
para esta pesquisa foi baseada no trabalho de Fakhry, Rostain e Cazals (2007) que

demonstraram reducao dos limiares auditivos com a mesma dosagem.
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Vale ressaltar que na pesquisa de d’Aldin et al. (1999) foram estudadas as
dosagens 2, 20, 40, 100 e 200 mg/kg, o que nao descarta a possibilidade de
efetividade da dosagem 10 mg/Kg. Porém, ndo se pode deixar de questionar a
possibilidade de uma melhora mais expressiva com dosagens maiores do que a
utilizada nesta pesquisa.

Como ja discutido no experimento 1, o qual somente envolveu situacfes
diferentes para oxigenoterapia hiperbarica, a OHB trata-se da maneira mais eficiente
de aumentar os niveis de oxigénio (TIBBLES; EDELSBERG, 1996), favorecendo
também o reparo a microcirculacdo, permitindo sua utilizacdo no tratamento de
diversas doencas, incluindo a perda auditiva neurossensorial (BAKKER, 1992).

O uso da OHB em trauma acustico consiste em prover um suprimento
adequado de oxigénio evitando um estresse oxidativo, secundario ao quadro de
hipoxia coclear, seguido até de eventuais mortes celulares de células inicialmente
nao lesadas (KUOKKANEM; AARNISALO; YLIKOSKI, 2000 e YLIKOSKI et al.,
2008).

No grupo submetido somente a oxigenoterapia hiperbéarica, as médias das SR
também ndo diferiram significativamente entre 0s momentos de avaliacdo pés-ruido
e poés-tratamento. Contudo, o Limiar reduziu significativamente 15,4 dB no pos-
tratamento, diferindo 25,9 dB do momento pré-ruido. Esses achados corroboram a
existéncia do efeito terapéutico da OHB isoladamente (COLOMBARI et al., 2011).

Estudos apontam a OHB potencializando a corticoterapia e essa associagcao
como tendo o melhor efeito terapéutico entre os tratamentos utilizados na perda
auditiva induzida por ruido (D’ALDIN et al.,1999; LAMM; ARNOLD, 1999 e FAKHRY;

ROSTAIN; CAZALS, 2007).
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A efetividade dessa combinacéo terapéutica foi evidenciada em perdas leves
entre 20 e 25 dB (D’ALDIN et al.,, 1999 e LAMM; ARNOLD, 1999) e em perdas
auditivas moderadas ao redor de 40 dB (FAKHRY, ROSTAIN E CAZALS, 2007).

A reducdo dos limiares auditivos na pesquisa de Fakhry, Rostain e Cazals
(2007) foi similar a demonstrada por Lamm e Arnold (1999) e d’Aldin et al. (1999), o
gue levou os primeiros a questionarem um efeito constante e limitado da associacao
OHB e corticoide, independente do grau da perda auditiva.

Perante aumento médio do Limiar pos-ruido de 45,6 dB, a situacdo OHBCT
apresentou uma reducdo média do Limiar de 22,9 dB, diferindo 20,4 dB da situacao
inicial. Essa reducao foi maior do que a apresentada por Fakhry, Rostain e Cazals
(2007), entre 10 e 15 dB, para perdas auditivas em 40 dB. Sendo assim, os achados
da presente pesquisa contrapdem o efeito constante e limitado dessa associacdo
terapéutica conforme previam tais autores. Tal argumento é ainda reforcado pelo
tempo de terapia utilizado no presente estudo se comparado ao deste estudo de
2007, respectivamente, 5 e 10 dias.

A andlise das amplitudes de poés-tratamento com pré-ruido e com pdés-ruido
permitiu a afirmacdo de que quanto menor a amplitude entre pds-tratamento e pré-
ruido e maior a amplitude entre pés-tratamento e pds-ruido, mais expressiva foi a
melhora relacionada ao tratamento.

Na Tabela 13 verificou-se que apesar de néo diferirem significativamente, a
menor amplitude pds-tratamento e pré-ruido foi a da situagcdo OHBCT, seguido por
CT e com maior amplitude em OHB (OHBCT<CT<OHB). Quanto a amplitude pos-
tratamento e pos-ruido, a maior amplitude foi a da situagcdo OHBCT, seguido

respectivamente por CT e OHB (OHBCT>CT>0OHB). Por isso, apesar de nao ser
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constatada diferenca significativa entre essas situacdes, pbde-se afirmar uma
tendéncia de melhor desempenho terapéutico na associacdo OHBCT.

Consequentemente, os dados aqui apresentados corroboram aos achados de
Fakhry, Rostain e Cazals (2007) que em condicbes experimentais demonstraram
gue a associacao da oxigenoterapia hiperbarica com corticoterapia, se comparada a
cada tratamento isoladamente, conduziu a uma maior recuperacao coclear apés
trauma acustico.

Portanto, cabe reiterar que os valores das amplitudes de pds-tratamento com
pré-ruido e com pés-ruido da SR nao diferiram significativamente e, por se tratarem

de valores muito préximos, néo foi possivel constatar uma tendéncia caracteristica.

5.3 Analises descritivas da microscopia eletrénica de varredura

5.3.1 Espécimes cocleares do experimento 1

ApGs 2 horas

A espira basal (EB) teve seu primeiro terco um padréo de alteracéo leve com
distor¢cBes e/ou auséncia de estereocilios assisteméaticas na primeira fileira de CCEs
(F1); J& o terco médio (Figura 12 A) apresentou perda ciliar mais expressiva na F1 e
distorcdo ciliar nas fileiras dois (F2) e trés (F3); No terco final houve uma maior
perda ciliar na F1, principalmente nas duas extremidades superiores do
caracteristico “V” das CCEs e em alguns pontos isolados ocorreu auséncia total dos

cilios.
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Na Segunda Espira (E2) o terco inicial apresentou na F1 um grande numero
de perdas ciliares, na F3 presenca de desarranjos e perda de cilios e na F2
presenca de alteracfes ciliares muito assistematicas assim como auséncia de CCEs;
No terco médio (Figura 12 B) o padrdo encontrado na F3 no terco inicial foi
acentuado com mais alteracfes e auséncias; No terco distal ocorreram algumas
auséncias na F1 e na F2, maiores alteracdes e auséncias mais frequentes do que

nos demais tercos de E2.
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Figura 12 - Imagens de microscopia eletrbnica de varredura, com ampliacdo de 1000 vezes, de
espécimes cocleares de cobaias submetidas a cinco dias de oxigenoterapia hiperbéarica
(1 sesséo/dia) com inicio terapéutico apds 2 horas de repouso auditivo apds exposicao
ao ruido. A, refere-se ao terco médio da espira basal; B, terco médio da segunda espira;
C, terco médio da terceira espira e D, tergco médio da apical
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Na Terceira Espira (E3) ocorreram mais alteracbes e auséncias,
caracterizando um terco inicial com muitas auséncias na F2 e na F3 e as CCEs
presentes com desarranjos dos cilios nas trés fileiras; No terco médio (Figura 12 C)
houve grande alteracéo por toda a F3, com perda de estereocilios e desarranjos; No
terco distal esse padrdo se manteve bom com breve melhora no padrdo de auséncia

ciliar. Uma melhora progressiva ocorreu na extenséo da espira apical (Figura 12 D).

ApoGs 4 horas

A EB teve seu primeiro terco caracterizado por um padrédo ciliar pouco
alterado, apenas com perdas isoladas de estereocilios na F1; Ja o terco médio
(Figura 13 A) apresentou perda ciliar mais expressiva na F1 e distor¢ao ciliar nas F2
e F3; No terco final houve uma maior perda ciliar na F1, principalmente nas duas
extremidades superiores do caracteristico “V* das CCEs e em alguns pontos
isolados ocorreu auséncia total dos cilios.

A E2 em seu terco inicial apresentou um padréo similar ao terco final da EB
na F1, porém, com maior ocorréncia de perda celular presente nas trés fileiras
(F1>F3>F2); O terco médio (Figura 13 B) caracterizou-se por distor¢des ciliares de
maior amplitude e severidade de perda celular na F1; O terco final apresentou perda
celular nas trés fileiras, contudo mais intensa na F1 e na F3, a F2 apesar de
moderada perda celular, apresentou severa distorcao ciliar.

Na E3 observou-se uma maior diversidade de dados, mas no terco inicial foi
mais presente a perda celular severa na F1, seguindo o padréo do ultimo terco da

E2; No terco médio alguns espécimes apresentaram um padréo semelhante ao terco
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inicial, porém, com menor severidade, mas a maioria dos espécimes foi
caracterizada com uma frequéncia muito menor de perda celular, assim como menor
perda de estereocilios nas trés fileiras (Figura 13 C), esse padrao se estendeu pelo
terco final, apenas com perdas celulares progressivamente menos frequentes. No
extremo da E3, transicdo para a Apical, notou-se uma boa melhora no padrao ciliar
(Figura 13 D).

Uma caracteristica a ser destacada nos espécimes Apos 4 horas foi a maior

ocorréncia de vacuolizacdes concentradas nas CCls em todas as espiras.
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Figura 13 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura, com ampliacdo de 1000 vezes, de
espécimes cocleares de cobaias submetidas a cinco dias de oxigenoterapia hiperbéarica
(1 sesséo/dia) com inicio terapéutico apos 4 horas de repouso auditivo apds exposicao
ao ruido. A, refere-se ao terco médio da espira basal; B, terco médio da segunda espira;
C, terco médio da terceira espira e D, ter¢co médio da apical
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Figura 14 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura, com ampliacdo de 1000 vezes, de
espécimes cocleares de cobaias submetidas a cinco dias de oxigenoterapia hiperbéarica
(1 sessdo/dia) com inicio terapéutico apés 6 horas de repouso auditivo apds exposi¢ao
ao ruido. A, refere-se ao terco médio da espira basal; B, terco médio da segunda espira;
C, terco médio da terceira espira e D, terco médio da apical

Ap0s 6 horas/ OHB isolada

A EB em seu primeiro terco apresentou-se em seu padréo anatomico habitual,
sem distorcao ciliar e/ou auséncia de células ciliadas; Progressivamente, do terco
médio (Figura 14 A) ao final verificou-se um perfil com distor¢éao ciliar e perda ciliar,
de leve a moderado, apenas na F1 em que as perdas ciliares ocorreram nas duas

extremidades superiores do caracteristico “V” das CCEs.
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A E2 no terco inicial caracterizou-se com um padrao similar ao terco final da
basal na F1 quanto a distor¢des ciliares, porém ocorreram perdas celulares isoladas
nas trés fileiras; O terco médio (Figura 14 B) caracterizou-se por distor¢cdes ciliares
de maior amplitude na F1 e por perdas celulares nas trés fileiras, porém com maior
frequéncia na F1 se comparada as demais; Observou-se no terco final um maior
comprometimento do padrao “V/W”, com alteracdes ciliares e intensa perda celular
na F1, moderada na F2 e na F3.

No terco inicial da E3 observou-se o mesmo padréo do terco final de E2; No
terco médio (Figura 14 C) verificou-se apenas distor¢des ciliares nas trés fileiras; A
partir do terco final de E3 (+) até a Apical (Figura 14 D), houve uma melhora
progressiva do padréo, aproximando-se do padrdao anatdémico habitual.

Um resumo dos achados em MEV para as situacfes apos 2 horas, apos 4 horas e
apos 6 horas estd demonstrado no Quadro 1. Nota-se que as situacfes apods 2
horas e 4 horas nao diferiram em seu aspecto geral, somente pela maior ocorréncia
de perda celular no terco inicial da E3 e a maior presenca de vacuolizacdes nos

espécimes da situacdo apos 4 horas se comparada a da situacdo apoés 2 horas Ja a

Quadro 1 - Caracterizagdo do padréo ciliar coclear dos espécimes observados pela Microscopia
eletrbnica de varredura das situacdes de tratamento apés 2 horas, ap6s 4 horas e apés 6
horas de repouso auditivo ap0s exposi¢do ao ruido

Apos 2h Apo6s 4h Apos 6h
Terco Inicial + + nl
Espira Basal Terco Médio ++ ++ +
Terco Final ++v ++v ++
Terco Inicial ++wv ++wv ++v
Segunda Espira Terco Médio +++vv +++vvv +++vv
Terco Final +++vvv +++vvv +++vywv
Terco Inicial +++vv +++vvv +++vv
Terceira Espira Terco Médio ++vv ++vv ++v
Terco Final ++vv ++v +v

+, ++, +++: distorgao ciliar e perda de estereocilios leve, moderada e severa, respectivamente; e
V, W, VvV: perda ciliar leve, moderada e severa, respectivamente.
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situacdo apos 6 horas diferiu em quatro tercos dos demais, caracterizando um
padrao geral menos alterado.

A organizacdo precisa da actina e fibrina com os cilios sensoriais
proporcionam enorme rigidez aos estereocilios, e permite que tais atuem como
estruturas acessorias de alta eficiéncia para transferir energia vibracional as células
ciliadas. A exposicdo a um ruido intenso pode provocar a quebra desses filamentos,
gerando um desarranjo ciliar como estereocilios tombados. Esse desarranjo ciliar
reduz significativamente a funcdo do amplificador coclear (CCEs) (SAUNDERS;
DEAR; SCHNEIDER,1985; CHAN; SUNESON; ULFENDAHL,1998 e ZUO et al.,
2008).

A recuperacao dos estereocilios apdés danos estruturais os deixam menos
rigidos e, a reducdo da rigidez observada nas CCs parece ser a causa para 0S
descendentes turnos de frequéncias caracterizados apds o0 trauma acustico
(SAUNDERS; DEAR; SCHNEIDER,1985; CHAN; SUNESON; ULFENDAHL,1998)

Através da avaliagéo funcional por meio das EOAPD, foi possivel comprovar a
significativa reducdo de resposta ap0s a exposicdo ao ruido (Tabela 3),
caracterizando a consequéncia funcional das distor¢des ciliares encontradas nos
espécimes cocleares analisados.

Quando as CCs sao severamente afetadas por uma grande estimulacdo, os
reticulos endoplasméticos das CCEs podem apresentar vacuolizacbes, e pode
ocorrer um aumento do tamanho das mitocondrias de maneira a alterar até mesmo a
forma celular (SAUNDERS; DEAR; SCHNEIDER,1985).

As alteracdes morfoldégicas no sistema do reticulo endoplasmatico e da

mitocondria sugerem déficits no abastecimento celular, nas sinteses protéicas e
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producdo de energia. Quando esses déficits sdo severos o suficiente, a célula pode
ndo mais se manter, acontecendo sua degeneracdo (SAUNDERS; DEAR;
SCHNEIDER, 1985).

Segundo Oliveira, Canedo e Rossato (2002), os radicais livres sdo produzidos
em cada célula como um subproduto de eventos bioquimicos normais,
principalmente na respiracdo celular ao nivel das mitocondrias e em processos
anormais no organismo. De acordo com Endo et al. (2005) e Poirrier et al. (2010), o
superoéxido é facilmente gerado na orelha interna depois de uma superestimulacéo
acustica. Através de uma reacdo de Fenton catalizada pelo ion ferro, o superoxido
forma destrutivos radicais hidroxila (OH) ou pode combinar com os radicais do 6xido
nitrico formando peroxinitrito, altamente téxico. Portanto, a regulacdo dos niveis de
superéxido é uma importante degeneracdo causada pelas espécies reativas de
oxigénio.

A superoxido dismutase (SOD) é uma enzima que converte superéxido em
peréxido de hidrogénio e em trés subtipos. Endo et al.,, (2005) afirmam que a
auséncia de cobre/zinco-superdxido dismutase (SOD1), o subtipo mais presente na
coclea, esta relacionada com o aumento da perda auditiva devido a um TA. Além
disso, a disfuncdo auditiva devido a exposicdo ao ruido é atenuada pela aplicacéo
de SOD1. Um dos efeitos fisiologicos do oxigénio hiperbéarico citado por
Hammarlund (2002) é justamente a estimulacéo da producéao de SOD.

A OHB quando utilizada em um trauma acustico, consiste principalmente em
prover um suprimento adequado de oxigénio evitando um estresse oxidativo
secundario ao quadro de hipoxia coclear, seguido até de eventuais mortes celulares
de células inicialmente nao lesadas (KUOKKANEM; AARNISALO; YLIKOSKI, 2000 e

YLIKOSKI et al., 2008).
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Estudos apontam um efeito negativo da OHB quando administrada na
primeira hora apds exposi¢cdo ao ruido visto que a mesma lida com o aumento de
radicais livres como superoxido, OH e peroxido de hidrogénio, o que pode causar
danos celulares como oxidacdo do DNA, de lipideos e de proteinas (D"ALDIN et al.,
1999 e CAKIR et al., 2006).

Os achados em pesquisa de D’Aldin et al. (1999) demonstraram um efeito
lesivo da OHB administrada na primeira hora pos trauma. Para Cakir et al. (2006) é
necessario um certo tempo para que as enzimas responsaveis pela defesa
antioxidativa sejam ativadas e o aumento de metabdlitos reativos ao oxigénio com a
aplicacao da OHB, na primeira hora apos a exposi¢do, somados aos quais ja haviam
sido produzidos na coéclea apés o TA, suprime ainda mais a capacidade de defesa
antioxidativa do sistema.

Apesar dos dados da presente pesquisa ndo permitirem afirmar que
realmente ocorreu um pico de supressdo da capacidade de defesa antioxidativa, é
possivel considerar uma otoprotecdo menos eficaz das situacdes apés 2 e 4 horas,
visto que os espécimes cocleares dessas situacfes apresentaram maior ocorréncia
de vacuolizac¢des, caracterizando um maior sofrimento celular, do que a situacao
apos 6 horas.

Kuokkanem, Aarnisalo e Ylikoski (2000) e Cakir et al. (2006) concluiram que
0s primeiros beneficios terapéuticos da OHB tém inicio quando a mesma é aplicada
2 horas ap0s a exposicao ao ruido e quando apos 6 horas de repouso auditivo apds
exposicdo ao ruido, um efeito terapéutico mais efetivo pode ser evidenciado. Os
achados em MEV apresentaram concordancia com esses achados, visto que houve

uma maior preservacédo morfolégica das CCs nos espécimes da intervencao apos 6
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horas, demonstrando que uma maior otoprotecdo aos danos metabdlicos ocorreu

guando a intervencdo foi realizada ap6s um maior repouso auditivo.

5.3.2 Espécimes cocleares do experimento 2

Apoés 6 horas/ OHB isolada

A EB em seu primeiro ter¢o apresentou-se em seu padrao anatdémico habitual,
sem distorcdo ciliar e/ou auséncia de células ciliadas; Progressivamente, do terco
meédio (Figura 13 A) ao final verificou-se um perfil com distorcéo ciliar e perda ciliar,
de leve a moderado, apenas na F1 em que as perdas ciliares ocorreram nas duas
extremidades superiores do caracteristico “V” das CCEs.

A E2 no terco inicial caracterizou-se com um padrao similar ao terco final da
basal na F1 quanto a distor¢des ciliares, porém ocorreram perdas celulares isoladas
nas trés fileiras; O terco médio (Figura 13 B) caracterizou-se por distorcfes ciliares
de maior amplitude na F1 e por perdas celulares nas trés fileiras, porém com maior
frequéncia na F1 se comparada as demais; Observou-se no terco final um maior
comprometimento do padrdao “V/W”, com alteracdes ciliares e perda celular severa
na F1, moderada na F2 e na F3.

No terco inicial da E3 observou-se o mesmo padréo do terco final de E2; No
terco médio (Figura 13 C) verificou-se apenas distor¢des ciliares nas trés fileiras; A
partir do terco final de E3 (+) até a Apical (Figura 13 D), houve uma melhora

progressiva do padréo, aproximando-se do padrdao anatémico habitual.
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Figura 15 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura, com ampliacdo de 1000 vezes, de
espécimes cocleares de cobaias submetidas a cinco dias de corticoterapia (10mg/kg/dia)
com inicio terapéutico 2 horas apds exposi¢do ao ruido. A, refere-se ao terco médio da
espira basal; B, terco médio da segunda espira; C, terco médio da terceira espira e D,
terco médio da apical

Corticoterapia (CT)

A EB em seu primeiro terco apresentou um padrdo de normalidade, sem
distorcdo ciliar e/ou auséncia de células ciliadas; Os tercos médio (Figura 15 A) e
final apresentaram um perfil com distor¢ao ciliar e perda ciliar muito leve, apenas na
F1.

A E2 no seu terco inicial apresentou distor¢des e perdas ciliares na F1, mais

acentuadas que na EB, com perdas celulares isoladas nas trés fileiras; O terco
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meédio (Figura 15 B) caracterizou-se por distor¢cdes ciliares nas trés fileiras, mais
evidenciadas na F1, e por perdas celulares isoladas nas trés fileiras com maior
frequéncia na F1 se comparada as demais; Observou-se no terco final uma
continuidade do padrao do terco médio com piora apenas na transicao para E3.

No terco inicial da E3 houve um maior comprometimento do padrdo habitual,
com maior auséncia de CCEs na F1; No terco meédio (Figura 14 C) ocorreram
maiores alteracdes ciliares e perda celular na F1, alteracdes e perdas celulares
moderadas ocorreram na F2 e na F3; A partir do terco final de E3 até a Apical
(Figura 15 D), houve uma melhora progressiva do padrédo, aproximando-se do

padrdo anatémico habitual.

Associacao entre oxigenoterapia hiperbérica e corticéide (OHBCT)

A EB em seu primeiro terco apresentou um padrédo anatdomico habitual, sem
distorcao ciliar e/ou auséncia de células ciliadas; O terco médio (Figura 16 A) e final
apresentou distorcao e perda ciliar leve, concentrada na F1.

A E2 no seu terco inicial apresentou distorcdes e algumas perdas ciliares na
F1, mais acentuadas que no terco final da EB; O terco médio (Figura 16 B)
caracterizou-se por distor¢cdes ciliares nas trés fileiras, mais evidentes na F1, e por
perdas celulares isoladas nas trés fileiras, porém com maior frequéncia na F1 se
comparada as demais; O terco final apresentou um padrédo muito semelhante ao
terco médio.

No terco inicial da E3 houve uma continuidade do padrdo de E2, porém com
uma F1 menos comprometida; No terco médio (Figura 16 C) as distor¢des ciliares

foram mantidas, porém com um padrdo com frequéncia bem menor de perda ciliar;
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Figura 16 - Imagens de microscopia eletrbnica de varredura, com ampliacdo de 1000 vezes, de
espécimes cocleares de cobaias submetidas a cinco dias de corticoterapia (10mg/kg/dia)
associada a oxigenoterapia hiperbérica (1 sessdo/dia) com inicio terapéutico 6 horas
apos exposicdo ao ruido.. A, refere-se ao terco médio da espira basal; B, terco médio da
segunda espira; C, terco médio da terceira espira e D, terco médio da apical

A partir do terco final de E3 até a Apical (Figura 16 D), a melhora foi progressiva,
aproximando-se do padrao anatdmico habitual.

O Quadro 2 ilustra um resumo dos achados em MEV para as situacbes CT,
OHB e OHBCT. Independente do método terapéutico aplicado, o terc¢o inicial da EB
ndo apresentou alteracbes e o terco médio dessa mesma espira teve apenas

algumas distorcdes ciliares e ou perda de estereocilios classificadas como grau leve.
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Quadro 2 - Caracterizagdo do padréo ciliar coclear dos espécimes observados pela Microscopia
eletrébnica de varredura das situagGes de tratamento pela oxigenoterapia hiperbarica,
corticoterapia e associacao da oxigenoterapia hiperbarica com a corticoterapia

Oxigenoterapia

Oxigenoterapia

Hiperbérica Corticoterapia Hiperpérica com
Corticoterapia
Terco Inicial nl nl nl
Espira Basal Terco Médio + + +
Terco Final ++ +
Terco Inicial ++v ++v
Segunda Espira Terco Médio +++vv ++v ++v
Terco Final +++vw ++v ++v
Terco Inicial +++wv +++wv ++v
Terceira Espira Terco Médio ++v +++vv +v
Terco Final +v ++v +v

+, ++, +++: distorgao ciliar e perda de estereocilios leve, moderada e severa, respectivamente; e
Vv, W, Wv: perda ciliar leve, moderada e severa, respectivamente.

J& o terco final da EB submetido ao tratamento por OHB diferiu dos demais grupos
com um grau moderado de distor¢géo e/ou perda ciliar.

O grupo submetido a associacdo OHBCT apresentou o terco inicial da E2
menos alterado quando comparado as terapias isoladas; Os tercos médio e final
dessa espira apresentaram um perfil muito similar entre CT e OHBCT, mas se
comparado ao padrdo de alteracdo de OHB, nota-se um padrdo mais proximo do
habitual.

A E3 em toda sua extenséo teve um padrdo muito melhor no grupo OHBCT
guando comparado aos grupos OHB e CT. Toda a espira com um grau leve de
perda celular e um terco inicial com distor¢éo e/ou perda ciliar moderada e demais
tercos com um comprometimento leve.

A exposicdo a um ruido intenso pode provocar danos como desarranjos,
colapsos, perdas, fusbes, ou alongamento das células sensoriais auditivas. Tais
autores referem ainda que as células ciliadas podem também mostrar uma porcéo
ou todos os seus cilios sensoriais quebrados (SAUNDERS; DEAR; SCHNEIDER,

1985).
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Em recente estudo realizado por Zuo et al. (2008), perda e desarranjos de
estereocilios das CCs foram os danos morfoldégicos observados em cocleas
expostas ao ruido.

O espectro de alteracdes anatbmicas nos estereocilios das células sensoriais
(CCEs) encontradas nos espécimes analisados esteve de acordo com o descrito em
literatura.

Saunders, Dear e Schneider (1985) mostram que os danos induzidos
mecanicamente, geralmente, tém rapida recuperacdo, jA aqueles induzidos por
exaustdo metabdlica tém uma recuperacao mais gradual.

Stengs et al. (1997) sugeriram um mecanismo de autodefesa perante a
recuperacdo espontanea das CCEs lesadas, contudo, Cardinaal et al. (2000b)
afirmaram que esses mesmos achados ndo permitem uma conclusdo quanto a
guestdo da ocorréncia de uma recuperacdo das células danificadas ou a formacéao
de novas células.

Smoorenburg et al. (1999) sugerem que a recuperacao espontanea de lesao
coclear pode ocorrer na céclea madura de mamiferos, porém, ao contrario do
sistema auditivo de aves, a coclea dos mamiferos € incapaz de regenerar novas
células ciliadas, resultando em uma perda auditiva irreversivel (ENDO et al., 2005).
Apés 5 dias da lesdo por ruido um reparo sinaptico pode vir a ocorrer, mas as
células lesadas permanecem (D’ALDIN et al., 1999 e COLOMBARI et al., 2011).

Cobaias expostas ao ruido néo se recuperaram apos cinco dias de repouso e,
se comparadas a situacdo imediata pos-ruido, apresentaram um quadro de leséo
ainda maior devido aos danos metabdlicos presentes mesmo depois de cessado o

estimulo lesivo (COLOMBARI et al., 2011).
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Colombari et al. (2011) demonstraram significativa melhora anatdmica apesar
de néo significancia estatistica nas avalia¢des funcionais pés OHB. Lamm e Arnold
(1999) e D’Aldin et al. (1999) concluiram em seus trabalhos que apesar da nao
recuperacdo completa, a intervencdo através da oxigenoterapia hiperbarica
associada a corticoterapia resultou em significante recuperacao morfolégica.

Nota-se que apesar das situacbes CT, OHB e OHBCT nao diferirem
significativamente na avaliacdo auditiva funcional, a tendéncia de melhor eficacia
terapéutica na situacdo OHBCT pode ser visualizada também na MEV perante maior
preservacao anatbmica, em que uma maior recuperacao e/ou maior otoprotecao aos

danos metabdlicos ocorreu.
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6 CONCLUSOES

Os achados nas avaliacbes funcionais nao demonstraram diferenca
significativa entre os momentos de intervencédo pela OHB apos 2, 4 e 6 horas de
repouso auditivo apdés exposicdo ao ruido, contudo, os dados de microscopia
eletrbnica de varredura demonstraram que uma maior otoprotecdo aos danos
metabdlicos ocorreu quando a intervencdo foi realizada apdés um maior repouso
auditivo.

Pelas observacdes funcionais e anatdbmicas pode-se concluir que a
associacao terapéutica entre a OHB e a corticoterapia desempenhou um melhor
efeito otoprotetor e terapéutico do que quando essas mesmas terapias realizadas

isoladamente.
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