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RESUMO

Silva NMAVM. Estudo da acdo do nivel elevado de pressdo sonora e do extrato
seco de Ginkgo biloba EGb 761 na citoarquitetura da coclea de cobaias adultas
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2005. 96pags.

A preocupacdo com a exposi¢cdo do Homem ao ruido excessivo data dos primérdios
da civilizacdo. Com a modernidade, os niveis de ruido tém sido crescentes nao s6 nas
atividades laborais, como também nas sociais e recreativas, levando a perda auditiva
induzida por niveis de pressao sonora elevada (PAINPS) a ser considerada a segunda
maior causa de surdez, e a enfermidade profissional mais frequente nas comunidades
urbanas industrializadas (Nudelmann et al, 1997). Esses fatos levaram a realizar
trabalho experimental buscando uma droga de possivel efeito otoprotetor. O objetivo
foi estudar o efeito do nivel de pressdo sonora elevada e do extrato seco de Ginkgo
biloba EGb 761 na cdclea de cobaias albinas, fémeas e adultas, pela avaliacdo de
eventuais alteracGes da sua citoarquitetura, por meio de microscopia de luz e pela
observacdo das alteracdes do epitélio sensorial com microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Foram utilizadas 24 cobaias distribuidas em quatro grupos de
estudo: Grupo controle (Gc) — 4 cobaias; Grupo extrato seco de Ginkgo biloba EGb
761 (Gegb) — 4 cobaias; Grupo extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 e exposto a
ruido intenso (Gegb+r) — 8 cobaias; e, Grupo exposto a ruido intenso (Gr) — 8
cobaias. Foram incluidos animais que apresentaram otoemissdes acusticas (OEA) no
primeiro dia do experimento. Os animais dos grupos Gc e Gr receberam soro
fisioldgico 0,9% por via oral durante 30 dias. Os animais dos grupos Gegb e Gegb+r
receberam extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 em solucdo por via oral durante
30 dias. No dia 31 os grupos Gr e Gegb+r foram submetidos a uma sessdo de 30
minutos ininterruptos de ruido a 120 dB em c&mara acustica semi-anecoica. No 34°
dia os animais de todos os grupos foram sacrificados e suas cdcleas direitas,
coloridas com hematoxilina—eosina (HE), foram analisadas sob microscopia de luz e
as cocleas esquerdas por MEV. Observou-se congestdo capilar na estria vascular
significantemente maior nos grupos Gegb, Gegb+r e Gr quando comparados ao

grupo Gc; ndo houve alteracdo no orgado de Corti e na membrana vestibular dos



grupos Gc e Gegb, porém, os grupos Gegb+r e Gr apresentaram alteracfes
significantes quando comparados ao Gc; ndo se observou hemorragia no Ge,
enquanto os grupos Gegb, Gegb+r e Gr apresentaram intensidades diferentes de
hemorragia, estatisticamente significantes quando a ele comparados. A microscopia
de luz mostrou que: 1) o efeito do ruido no epitélio sensitivo da coclea: pelas
alteracdes da membrana vestibular e o6rgdo de Corti, significantemente mais
freqiientes nos grupos Gr e Gegb+r em relagdo ao Gc e presenca significante de
hemorragia nos grupos Gr e Gegb+r, quando comparada ao Gc; 2) o efeito do
extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 na cdclea, pelo aumento significante da
congestdo vascular nas cobaias tratadas exclusivamente com a droga, Gegb, quando
relacionado ao Gc e pela diferenca significante observada no grau de congestéo
vascular nos diversos grupos: leve no Gc, discreta no Gr e moderada no Gegb+r.
Né&o foi possivel demonstrar diferenca significante na citoarquitetura da coclea entre
0S animais expostos ao ruido e que receberam, ou nao, o extrato seco de Ginkgo
biloba EGb 761. As imagens da microscopia eletronica de varredura sugerem que 0s
dois grupos submetidos ao ruido, Gr e Gegb+r, apresentaram lesdes estruturais das
células ciliadas e de sustentacdo, apesar das lesdes observadas nos animais expostos
ao ruido terem sido menos intensas no Gegb+r, levantando-se a hipdtese de um

possivel efeito protetor do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761.

Descritores: Efeitos do ruido - Polui¢do sonora - Perda auditiva provocada por ruido
Ginkgo biloba/uso terapéutico - Coclea/efeitos de drogas - Cobaias Microscopia

eletronica de varredura



SUMMARY

Silva NMAVM. Study of the action of the high level of sound pressure and the dry
extract of Ginkgo biloba EGb761 in the citoarchitecture of the cochlea of adult
guinea-pigs [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2005. 96pp.

Concern about Man’s exposition to excessive noise dates from the origins of the
civilization. In the Modern Era, noise levels have been growing not only at work, but
also in social and leisure time activities, resulting in hearing loss induced by high
intensity sound pressure levels as the second largest cause of deafness to be
considered, being this professional illness more frequent in the industrialized urban
communities (Nudelmann et al., 1997). These facts had resulted in the
accomplishment of an experimental research looking for a drug with otoprotector
effects. The aim of this work was to evaluate the effect of high pressure sound levels
and the dry extract of Ginkgo biloba EGb 761 on the cochlea of albinic guinea-pigs,
females and adult, for the evaluation of eventual alterations of the citoarchitecture by
means of a light microscopy. In sensorial epithelium alterations studies a scanning
electron microscopy (SEM) was used. Twenty-four albinic guinea pigs were divided
into four groups: four animals in the control group (Gc); four in the Ginkgo biloba
EGb761 dry extract group (Gegb); eight in the group Ginkgo biloba EGb761 dry
extract exposed to high level noise (Gegb+n); and eight in the group exposed to high
level noises (Gn). Animals that had had otoacoustic emissions (OAE) at the first day
of the experiment have been included. To the ones in groups Gc and Gn 0.9% saline
solution was given orally for 30 days. The other ones, in groups Gegb and Gegb+n,
had a solution of Ginkgo biloba EGb 761 dry extract given orally for 30 days. On
day 31 of the experiment the groups Gn and Gegb+n were submitted to 30 minutes
non-stop session of noise at 120 dB inside an acoustic semi-anecoic chamber. At the
34™ day all the guinea pigs, of all groups, were euthanised/sacrificed. Their right
cochleas has been stained with hematoxiline-eosine for examination under light
microscopy and the left cochleas were evaluated by scanning electron microscopy
(SEM). Capilar congestion was observed to be significantly higher in groups Gegb,
Gegb+n and Gn when compared to the Gc group. Corti's organ and the vestibular



membrane did not present alterations in groups Gc e Gegb whereas in groups
Gegb+n and Gn were shown to have important alterations when compared to the Gc
group. In group Gc no haemorrhage was seen while in groups Gegb, Gegb+n and
Gn it was observed with different levels of intensity what was found to be
statistically significant when compared to group Gc. Light microscopy was found to
be able to demonstrate: 1) noise effect to the cochlear sensitive epithelium: by the
alterations of the Corti’s organ and vestibular membrane more frequently seen in
groups Gn e Gegb+n as compared to Gc and the presence of haemorrhage in groups
Gn e Gegb+n as compared to group Gc; 2) Ginkgo biloba EGb 761 dry extract
effect to the cochlea by the significant increase on vascular congestion of the guinea
pigs treated with that drug only (Gegb) compared to Gc and also by the difference
observed of the level of vascular congestion in the groups: light in the Gc, discrete in
the Gn and moderate in the Gegb+n. It has been not possible to demonstrate
significant differences to the cochlea cell architecture between the animals exposed
to noise and to which Ginkgo biloba EGb 761 dry extract has been administered or
not. Scanning electron microscopy images suggest that the animals of the groups Gn
and Gegb+n, exposed to noise, showed structural lesions of the ciliated and
supportive cells even with lesions seen in animals exposed to noise being less intense
in the Gegb+n group, raising the hypothesis of a possible protection effect of the
Ginkgo biloba EGb 761.

Key-words: Noise effects - Sound pollution — Hearing loss caused by noise -
Ginkgo biloba/therapeutic use - Cochlea/drug effects — Guinea-pig — Scanning
Electron Microscopy
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1 INTRODUCAO

A preocupagdo com a exposi¢cdo do Homem ao ruido excessivo € muito antiga.
Por volta do ano 720 antes da Era Cristd, tribos helénicas cruzaram o Mar Jonico
fundando uma aldeia denominada Sibaris, que se tornou préspera, atraindo artesaos
gregos, habeis forjadores de bronze. Estes artesdos eram estrategicamente fixados
fora do perimetro urbano da col6nia para evitar que o barulho atingisse o resto da
comunidade, sendo-lhes atribuidas as primeiras referéncias relacionadas com a
prevencao do ruido ocupacional. De 50 a 44 a.C., Julio César, imperador romano,
proibiu que os veiculos pesados movidos a tragdo animal rodassem sobre o
pavimento de pedra da cidade durante a noite, para que ndo perturbassem o descanso
dos cidad&os. Caius Plinius Secundus, conhecido como Plinio, o Velho, em sua obra
classica, Naturalis historia, faz mengdo em um de seus capitulos ao ensurdecimento
das pessoas que viviam proximas as cataratas do Nilo, constituindo-se esta, talvez, na
primeira referéncia escrita correlacionando surdez e exposi¢do ao ruido. (Nudelmann

et al, 1997)

Com a modernidade, os niveis de ruido tém sido crescentes ndo sO nas

atividades laborais, como também nas sociais e recreativas.

Os avangos tecnologicos que nos encaminham, aceleradamente, para um futuro

muito proximo da ficcdo cientifica tém trazido consigo subprodutos perniciosos de
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poluicéo de controle dificil. Alguns, como os rejeitos radioativos, tém uma meia vida
fisica de segundos a séculos. Outros, como o ruido, cessam imediatamente quando a
atividade da fonte é suspensa, mas, nem por isso, S0 menos nocivos. Seus efeitos,
em curto e médio prazo, podem causar desde um simples estado de neurotizacao
passageira até lesdes profundas e irreversiveis no aparelho auditivo com

consequiéncias marcantes para o ser humano. (Nudelmann et al, 1997)

Quando comparada a outras enfermidades, a surdez € a 3? causa mais freqlente
de disfuncdo cronica no Homem, precedida apenas por hipertenséo arterial e artrites
(DeFeudis, 1998). De acordo com The National Institutes of Health, em 2003, quase
um terco de todas as perdas auditivas pode ser atribuida a exposicdo ao ruido. A
perda auditiva induzida por niveis de pressdao sonora elevada (PAINPS) é
considerada a segunda maior causa de surdez, e a enfermidade profissional mais
freqliente nas comunidades urbanas industrializadas (Nudelmann et al, 1997). A
PAINPS &, portanto, um problema de proporcdes epidémicas. Estima-se que mais de
30 milhdes de pessoas sejam expostas, diariamente, a um nivel perigoso de ruido e
que 10 milhdes de norte americanos tenham danos acusticos irreversiveis com um
custo entre 0,2 % e 2 % do Produto Interno Bruto nos paises desenvolvidos (Seidman

et al., 2003).

O National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), em 2003,
sugere haver perto de 30 milhdes de americanos com exposi¢ao ocupacional a niveis
intensos de ruido, acima de 85 dB(A). Neste nivel de exposi¢cdo, um em quatro

trabalhadores desenvolverd perda auditiva permanente. A prevaléncia e a
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irreversibilidade da PAINPS estimularam a busca de meios que pudessem evita-la,
porém, a base neuroquimica da coclea era pouco conhecida até a década de 90, o que
propiciou o desenvolvimento de estudos fisiologicos e farmacoldgicos para

elucidacdo dos mecanismos fisiopatologicos que a envolvem (Puell, 1998).

Na literatura consultada, verifica-se a existéncia de material cientifico extenso e
legal, com indicacdo de programas de protecdo ao trabalhador e de conservacdo
auditiva. Estes programas sdo embasados em acdes fisicas sobre as fontes geradoras
de ruido, o ambiente, a conscientizacdo do trabalhador, o uso de equipamento de
protecdo individual e a atuacdo na jornada de trabalho, porém, estudos que mostram
que a coclea pode ser protegida da PAINPS pelo uso de drogas otoprotetoras séo

extremamente raros.

A atividade industrial metaldrgica no municipio de Volta Redonda, RJ, a
presenca de inumeras industrias na regido sul fluminense, assim como os indices
elevados de exposicdo social a ruidos intensos tornam as queixas auditivas
relacionadas ao excesso de ruido, muito freqiientes. Estes aspectos motivaram a
busca de uma droga que possuisse efeitos protetores da coclea contra os efeitos

nocivos do ruido.

Com a certeza de que todas as agOes preventivas devem ser realizadas em
conjunto, foi proposto avaliar o efeito do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 na
citoarquitetura da coclea exposta a nivel elevado de pressdo sonora como mais uma

alternativa exequivel e segura na protecdo e conseqliente prevencdo dos danos
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irreversiveis a coclea. Ressalta-se, ainda, a possibilidade de criacdo de uma linha de
pesquisa em otoprotecdo medicamentosa a cdclea exposta a niveis elevados de

pressdo sonora, visando a preencher a lacuna existente na literatura.



2. OBJETIVO
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2 OBJETIVO

Estudar o efeito do nivel de pressdo sonora elevada e do extrato seco de
Ginkgo biloba EGb 761 na cdclea de cobaias albinas, fémeas e adultas com dois

objetivos:

- Avaliar eventuais alteracfes da citoarquitetura da céclea por meio de
microscopia de luz;
- Observar as eventuais alteracdes do epitélio sensorial pela microscopia

eletronica de varredura.



3. REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Acdo do ruido na coclea

A exposicdo em niveis elevados de pressdo sonora (acima de 90 dB) causa
perda auditiva em consequiéncia da lesdo do 6rgao de Corti. A injdria a céclea e/ou a
perda auditiva dependem da intensidade e da duracdo de exposicdo ao ruido. Tal
exposicao pode resultar em perda auditiva temporaria (TTS — temporary threshold
shift), quando existe lesdo moderada das sinapses e/ou dos estereocilios das células
ciliadas, que pode ser reparada com posterior recuperacdo; ou evoluir para perda
auditiva permanente (PTS - permanent threshold shift), quando existe lesdo severa
induzindo a apoptose e morte celular das células ciliadas e/ou dos neurbénios com

impossibilidade de recuperacéo. (Puel et al., 1998).

Puel et al., em 1998, descrevem que o ruido intenso induz a liberacéo excessiva
de glutamato. Embora o glutamato seja 0 neurotransmissor excitatorio ideal para a
sinapse «célula ciliada interna-nervo acustico», quando em excesso é responsavel por
lesGes no neurdnio do ganglio espiral, por causa das suas propriedades excitotdxicas.
A lesdo excitotoxica resultante de estimulo sonoro intenso e do excesso de glutamato
na fenda sinadptica ocorre em duas fases: aguda e cronica ou tardia. Na fase aguda
ocorre inicialmente um edema e posteriormente uma disjungdo da terminagdo pos-
sinaptica. A sinapse entre a célula ciliada interna e o nervo auditivo é interrompido

(perda auditiva subita). Em virtude da plasticidade neuronal, a terminacdo dendritica
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torna a crescer, reparando a sinapse, 0 que resulta na recuperacdo auditiva. No caso
de trauma sonoro mais intenso ou de lesbes repetidas (fase tardia), ocorre liberacéo
excessiva de calcio na fenda sinéptica, alteracdo da homeostase dos canais de calcio
da terminacdo neuronal pos-sinaptica e ativacdo dos receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA NR1, com consequente excitotoxicidade e apoptose celular (morte

neuronal).

Oliveira, em 2001, afirma que a exposi¢do ao ruido intenso pode determinar
alteragdes mecéanicas ou metabdlicas na coclea, principalmente nas estruturas
vasculares e no orgdo de Corti, onde as células ciliadas externas sdo as mais
atingidas. Além das alteracdes no corpo celular, os estereocilios e seu sensivel
mecanismo de deslocamento séo atingidos por ocasido do contato com a membrana
tectorial durante a vibracdo da membrana basilar produzida pelo ruido. O ruido
intenso provoca, principalmente nas células ciliadas externas, alteracdes
citoplasmaticas e nucleares, edema da membrana com conseqliente
comprometimento de permeabilidade, composicdo idnica e alteracdes vasculares na
estria vascular. A geracdo de substancias oxigénio-reativas € um mecanismo
potencial de perda auditiva causada por superestimulacdo acustica. Essas substancias,
convertidas em radicais hidroxila, provocam peroxidacdo lipidica da membrana
celular com conseqliente alteracdo da homeostase e do metabolismo energético e
apoptose celular. O autor afirma ainda que os efeitos metabdlicos e moleculares
precedem as alteracOes estruturais, podendo ser revertidos. Neste estagio inicial, a
audicdo pode ainda ser preservada, conquanto nos estagios em que o efeito mecéanico

ja provocou lesdes estruturais, estas sao geralmente irreversiveis.
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De acordo com Lynch et al. (2004), mudancas bioquimicas como o aumento de
radicais livres ou espécies de oxigénio e nitrogénio reativas, sdo ligadas a lesdo
coclear e morte de células ciliadas externas. Em particular, o peroxinitrito (ONOO"),
um super-radical formado pela combinacgéo do anion superdxido e 6xido nitrico, que
causa peroxidacdo de lipidio, provocando sérias lesdes das membranas das células
ciliares. Uma mudanca no nivel da glutationa reduzida e/ou nivel e atividade de
enzimas que utilizam glutationa precipita a apoptose das células ciliadas externas. Os
autores descrevem enzimas endogenas essenciais para a saude e sobrevivéncia das
células ciliadas externas e citam o papel da superoxido dismutase e glutationa

peroxidase.

3.2 Estudo estrutural da coclea sob a acéo do ruido

3.2.1 Microscopia de luz

Os primeiros autores a estudarem a estrutura da cdclea sob a acdo do ruido sob
microscopia de luz foram Riedi e Furrer (1946, apud Engstrom e Ades, 1960), que
evidenciam que o ruido pode lesar as células da coclea. Neubert (1952, apud
Engstrom e Ades, 1960) demonstra alteracdes morfoldgicas no 6rgao de Corti com
edema de ndcleos celulares e Beck e Michler (1960, apud Engstréom e Ades, 1960)
levam os estudos adiante, analisando as altera¢des estruturais no 6rgdo de Corti com

métodos histoquimicos. Vosteen (1958; 1960, apud Engstrom e Ades, 1960) também
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apresenta resultados usando métodos histoquimicos para analise do 6rgao de Corti

exposto ao ruido intenso.

Fundamentados nos autores citados anteriormente, Engstrom e Ades, em 1960,
descrevem as alteracdes estruturais no interior do 6rgdo de Corti causadas por ruido
intenso produzido por dois tipos diferentes de geradores de ruido, que emitem sons
de avido, helicoptero, tiro e ruido branco. Vinte e cinco cobaias foram colocadas
numa camara de exposicdo especial e expostas por tempos variados a tons
sinusoidais de diferentes freqiiéncias e intensidade alta (acima de 135 dB) e suas
orelhas internas analisadas com microscopia eletrbnica. Em sua série de
experimentos, os autores, evidenciam alteracGes estruturais significativas no interior
das células sensoriais, celulas de sustentacdo, terminacdes nervosas e ceélulas
ganglionares. A primeira alteracdo encontrada foi na regido infracuticular das celulas
ciliadas, que apresentou acimulo de material osmiofilico escuro (opaco) no interior
de granulos mitocondriais. O ndcleo das células ciliadas apresentou edema, aumento
de diametro e acumulo irregular de massas de cromatina. O nucléolo mostrou-se
bastante evidente e, freqlientemente, encontrado proximo a membrana nuclear. Apés
exposicdo prolongada, as mitocondrias apresentaram edema e degeneragdo com
mudangas nucleares pronunciadas. As células de Hensen tornaram-se esféricas e as
células ganglionares apresentaram alteracdes nucleares, aumento dos nucléolos e
acumulo de grandes massas de cromatina. As células de sustentacdo apresentaram
alteracGes semelhantes as descritas anteriormente. Apds longa exposicao, tanto as

células de sustentacdo quanto as células ciliadas podiam estar totalmente
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degeneradas e desaparecer. A membrana basilar diversas vezes apresentou edema e,

posteriormente, formacao de escaras cicatriciais, causando aumento de impedancia.

Beagley, em 1965, analisa as alteracdes histologicas do 6rgdo de Corti de 20
cobaias expostas a ruido intenso (500 cps a 128 dB, por 20 e 40 minutos), com
microscopia de luz e microscopia eletrénica. O autor observou alteracbes maximas
na terceira fileira de células ciliadas, na mesma proporcao da alteracdo do limiar.
Distor¢bes no contorno das células ciliadas, semelhantes a uma rugosidade, foram
vistas a microscopia eletrdnica nos animais que apresentaram menor mudanca de
limiar. Nas maiores alteracdes de limiar, a distor¢do visualizada foi o edema, que
culminou com ruptura das células ciliadas. Algumas vezes, 0 autor encontra aspecto
estrelado das células ciliadas causado pelo grande edema das células de sustentacao.
Em menores alteracBGes de limiar, o nucleo das células ciliadas apresentou-se com
edema irregular e indentacdes na porcdo basal. Nas mudangas mais intensas do
limiar, o edema do nucleo foi mais difuso. Granulos osmiofilicos foram frequentes,
principalmente no apice das células ciliadas externas. As mitocondrias mantiveram-
se intactas. Corpusculos de Hensen foram mais evidentes. Nas orelhas que
apresentaram maior mudanca de limiar, as preparacfes histolégicas mostraram
alteracGes em toda extensdo da cdclea. As terminaces e fibras nervosas mantiveram-
se intactas, sugerindo que essas estruturas sejam mais resistentes a estimulacdo
sonora intensa quando comparadas as células ciliadas. A membrana basilar
permaneceu intacta, assim como a lamina reticular. Células de Deiters apresentaram
edema apical. Ruptura das juncdes Hensen-Deiters foi observada sob microscopia

Optica com fucsina, nos casos de discreta alteracdo de limiar. Ap6s 14 dias, as
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mudangas das células ciliadas apresentaram diferentes graduacdes. Células ciliadas
muito comprometidas foram vistas na porcdo basal da primeira espira em pequena
quantidade. Na segunda espira, porém, esta proporcdo foi maior. Células de
sustentacdo ndo apresentaram lesdes significativas. A lamina reticular manteve-se
intacta, assim como as terminacdes e fibras nervosas. As células sensoriais pareciam

praticamente normais.

3.2.2 Microscopia eletronica de varredura

Bredberg et al., em 1970, realizam estudo comparativo, examinando epitélio
sensorial da cdclea de cobaias e gatos controle, e expostos a ruido, por meio da
microscopia eletronica de varredura. Observam gue nos animais normais a superficie
do epitélio sensorial do 6rgdo de Corti apresentou-se com os cilios das células
sensoriais geometricamente arranjados em “W”. O primeiro sinal de leséo das células
sensoriais expostas a trauma acustico foi o desarranjo dos estereocilios ou a
degeneracdo completa dos mesmos, apesar de algumas células terem se mantido
intactas. Na espira apical, foram documentadas alteracGes significativas, que
incluiam fusdo de varios estereocilios e a formacéao de cilios gigantes (mais longos e

finos do que os normais). A placa cuticular das células apresentou-se deformada.

Hawkins Jr, em 1971, estuda as alteracfes encontradas no padréo celular do
6rgdo de Corti, nos vasos sanguineos abaixo das células internas e externas, nos

vasos do ligamento espiral e na estria vascular, em 12 cobaias expostas ao ruido de
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banda larga (com nivel de pressao sonora de 118 dB a 120 dB, por 8 a 110 horas). O
autor encontrou grande parte dos vasos espirais com calibre normal nos animais
expostos a oito horas de ruido, assim como padrdo celular normal, embora tenha
descrito constriccdo capilar significativa, bloqueando a passagem de células
vermelhas. Alteracdes semelhantes foram descritas ap6s 30 horas de ruido continuo.
Constriccdo mais intensa e difusa foi verificada apds 110 horas de exposi¢édo
intermitente durante periodo de 15 dias. Apds oito horas de ruido houve perda
ocasional de células ciliadas. Apos 30 horas de ruido continuo e 110 horas de ruido
intermitente, houve perda mais significativa, principalmente das celulas ciliadas
externas da terceira e de parte da segunda espira, com perda de estereocilios e
vacuolizacdo do citoplasma. As células ciliadas internas sofreram perdas isoladas
ocasionais. Houve multiplicacdo de membranas parietais com formacdo de
corpusculos de Hensen. Em relacdo ao ligamento espiral, o autor evidenciou
vasoconstriccdo e perda de capilares acima da membrana de Reissner. Descreveu
vasos em processo de degeneracdo, deixando seus espacos pericapilares vazios como
canais avasculares. Edema endotelial bloqueando a passagem de células vermelhas
ocorreu acima e abaixo da estria. A constriccdo dos vasos da estria vascular foi
infrequente ou totalmente ausente apds o ruido, apesar de ter havido evidéncia de sua
atrofia apds exposicao prolongada.

Oliveira et al., em 1980, estudam cobaias expostas ao ruido branco de 115 dB,
que tiveram seus limiares auditivos determinados pelo reflexo de Preyer e os estudos
histolégicos do 6rgdo de Corti feitos pela técnica de preparacdo da superficie. Em
exposicoes de 24 horas os limiares se alteraram, diminuindo a sensibilidade auditiva

com recuperacgao incompleta entre 9-24 horas ap6s o término da exposicdo. As lesdes
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no orgdo de Corti foram maiores nas células ciliadas externas da espira apical. Em
exposicoes repetidas diarias de curta duracdo (1-2 horas) durante tempo prolongado
(meses), 0s autores observaram que a recuperagdo apos cada aplicacao era dificultada
até a instalacdo de alteragcdes limiares permanentes, que correspondiam a lesbes

cocleares extensas.

3.3 Emissfes otoacusticas no ruido experimental

Dagli e Canlon (1997) submetem cobaias, separadas em dois grupos diferentes, a
ruido por dez dias consecutivos: expostas e ndo expostas previamente a estimulos
sonoros. As emissdes otoacusticas por produto de distorcdo foram utilizadas para
monitoramento da perda auditiva induzida por exposi¢do ao ruido. Como resultado,
foi observado que o grupo exposto previamente a sons foi significativamente menos
afetado pela superestimulacdo durante os dias iniciais de exposi¢do a ruidos em
comparagao com o grupo ndo exposto. As cobaias acostumadas aos sons tornaram-se

gradualmente mais afetadas pela superestimulacdo nas sessdes diarias subsequentes.

Khvoles et al. (1999) explicam que as emissdes otoacusticas transitorias sao
muito usadas clinicamente. Tem sido dificil, entretanto, registrad-las em pequenos
animais de laboratorio. Apo6s refinar a técnica, as emissdes otoacusticas transitorias e
emissdes por produtos de distor¢do foram registradas em coelhos, ratos Psammonys
obesus e cobaias. A intensidade dos estimulos de clique ficou entre 60 dB e 80 dB e,

dependendo da espécie, deveria ser usada aproximadamente 5 — 10 dB acima do
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limiar. As respostas a um maximo de 2496 estimulos foram registradas no modo de
aquisicdo nao linear, a fim de reduzir artefatos cujos aparecimentos crescem
linearmente com a intensidade do estimulo. Além disso, a técnica nédo linear elimina

os efeitos da orelha média na resposta.

3.4 Drogas otoprotetoras

Hyppolito et al. (2003) descrevem que a Cisplatina € uma droga anti-neoplasica
potente, largamente utilizada para o tratamento do cancer, tanto em adultos quanto
em criangas. Entre seus efeitos colaterais, a ototoxicidade se apresenta como um dos
mais importantes e leva a perda auditiva irreversivel, bilateral, para as altas
freqliéncias (4 kHz a 8 kHz). O objetivo dos autores foi avaliar, por meio das
emissdes otoacUsticas por produtos de distorcdo (EOAPD) e por microscopia
eletronica de superficie (ME), a acdo do extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) na
coclea de cobaias albinas. Observaram EOAPD presentes pré e pos-tratamento no
grupo EGb (100 mg/kg via oral) e 90 minutos apos Cisplatina (80 mg/kg/dia via
intraperitoneal) por oito dias. Verificaram que no grupo tratado com Ginkgo biloba a
estrutura ciliar nas células ciliadas externas foi mantida em todas as espiras da
céclea, enquanto no grupo tratado somente com cisplatina as EOAPD desapareceram
apos o tratamento, com desaparecimento dos cilios das células ciliadas externas e
distorcdo da arquitetura dos cilios remanescentes sob ME. Os autores concluem que a
EGb, por sua acdo anti-oxidante, atua como fator otoprotetor a ototoxicidade pela

Cisplatina.
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Seidman et al. (2003) realizam estudo experimental com ratos Fischer para
avaliar a capacidade de protecdo do antioxidante resveratrol no sistema auditivo
contra o dano por ruido. Os resultados demonstraram que 0s animais que receberam
o resveratrol tiveram perda auditiva temporaria reduzida em comparacdo ao grupo
controle. Concluem que a terapia antioxidante € Gtil na prevencdo da perda auditiva

relacionada a isquemia e ao ruido.

Lynch et al. (2004) fizeram um estudo experimental em ratas submetidas a
exposicdo Unica e repetida ao ruido, que receberam ebselen em veiculo oral ou
injetavel, antes e depois do estimulo sonoro. Os animais foram avaliados com
audiometria do tronco encefalico, microscopia oOptica e de fluorescéncia. Como
resultado, observaram que a resposta do tronco encefalico indicou que o ebselen
proporcionou uma protecdo significativa contra perda auditiva temporaria e
permanente ap0s exposicdo a ruido Unico e repetido. Na média, trés vezes mais
células ciliares externas foram perdidas pelos controles em relacdo aos animais que
receberam ebselen. Os autores concluem que o ebselen, assim como substancias anti-
radicais livres e antioxidantes como alopurinol e superdxido dismutase, reduzem o

nivel da perda auditiva apos exposi¢édo ao ruido.

3.5 Mecanismo de acdo do extrato de Ginkgo biloba EGb 761

Charagnac (1976) explica que a polivaléncia de acdo do Ginkgo biloba é

facilmente compreendida se for considerado que o EGb 761 age como um
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“trivasoregulador”, ou seja, influencia o sistema circulatorio total e ndo apenas o
sistema arterial, capilar ou venoso. Outras acfes que ndo séo especificamente ligadas
ao sistema cardio-vascular, como a “neuroprotecdo”, também contribuem para a acao
polivalente do EGb 761. A neuroprotecdo determina melhoria do metabolismo
cerebral, protecdo contra hipoxia e isquemia, efeitos protetores e curativos no edema
cerebral, efeitos nos sistemas colinérgicos centrais, reducdo de “deficits” de
neurotransmissores por causa da idade avancada, protecdo contra danos as estruturas

cerebrais e melhoria da adaptacéo ao estresse.

Dubreil (1986) confirma os bons resultados obtidos com Ginkgo biloba no
sofrimento isquémico das células sensoriais da coclea. Essa hipdtese é invocada
diante de qualquer surdez coclear aguda, quer se trate de surdez subita idiopatica,
quer se trate de surdez por traumatismo sonoro ou por barotraumatismo. Com efeito,
além das propriedades hemodinamicas, em particular sobre a microcirculacdo dos
tecidos que sofreram isquemia, o Ginkgo biloba possui propriedades metabdlicas que
protegem as células com anoxia de suas conseqiiéncias deletérias, em particular da

peroxidacdo lipidica.

Clostre (1986) argumenta que o EGb 761 exerce acgdes vasculares,
hemorreoldgicas e metabolicas, que permitem a ele “irrigar” preferencialmente

tecido isquémico.

Renon (1993) sugere que o beneficio da Ginkgo biloba EGb 761 sobre a

audicdo deve-se, em parte, a sua acao anti radicais livres.
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DeFeudis (1998) afirma que, embora compostos quimicos puros tenham grande
aplicabilidade, € essencial compreender que alguns dos beneficios terapéuticos
obtidos com extratos de plantas dependem da combinacéo de seus constituintes. No
caso do EGb 761, varios de seus constituintes sdo farmacologicamente ativos, o que
responde pelos beneficios terapéuticos atingidos no tratamento de distarbios

quimicos de origem multifatorial.

Hyppolito et al. (2003) argumentam que a Ginkgo biloba apresenta propriedades
antioxidantes, atua diminuindo a peroxidagdo lipidica, aumentando os niveis de
catalase, peroxido dismutase e glutadion. No plasma, também atua formando
complexos com fosfolipides, aumentando sua atividade anti-oxidante. Em nivel
intracelular, atua em mitocéndrias, na fosforilacdo oxidativa do RNA mitocontrial e
no Complexo de Golgi, auxiliando no mecanismo de reparo do DNA com melhora
do “status antioxidante” celular e aumento dos niveis de glutadion intracelular e

diminuicao na incorporacdo de 3H-timidina.
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4 METODOS

Esta pesquisa foi idealizada no programa de P6s-Graduacdo da Disciplina de
Otorrinolaringologia do Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — FMUSP e realizada no
laboratério de Cirurgia Experimental do Curso de Medicina do Centro Universitario

Fundacao Oswaldo Aranha — UNIFOA, em Volta Redonda, estado do Rio de Janeiro.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFOA
(CoEP), protocolo n° 05/2004 e pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sdo Paulo, protocolo n°339/04.

4.1 Material

4.1.1 Amostra

Com base em McCormick e Nuttall (1976), foram utilizadas 24 cobaias fémeas,

adultas, jovens, albinas, com massa média de 360 g, provenientes do biotério da

Fundacao Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, RJ. Sob orientagdo do médico

veterinario, especialista em animais silvestres, todos os animais foram mantidos no
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biotério em condigdes adequadas de ventilacdo e iluminacdo, com acesso livre a
alimentacdo (racdo para animais de laboratério, marca Purina - alimentacdo de

roedores de laboratorio e Hamsters) e hidratacéo.

Para admissdo no estudo, os animais foram previamente submetidos a pesquisa

de emissdes otoacusticas transientes (OEA).

4.1.2 OtoemissOes Acusticas

Para definir presenca de funcdo das células ciliadas externas em todos o0s
animais, realizou-se a pesquisa das OEA transientes (Khvoles et al., 1999). Utilizou-
se aparelho de pesquisa das OEA, marca ILO 228 - ECHOPORT. Os animais foram
sedados antes da realizacdo da pesquisa das OEA com 20 mg/kg de massa de
Thiopental Sodico (Laboratorio Cristalia) via intraperitoneal. Como critérios de
normalidade observou-se, em 260 cliques: reprodutibilidade maior que 50% nas
freqiiéncias individuais (1,0 kHz 50% = 3; 1,5 kHz 50% = 3; 2,0 kHz 50% = 6;

3,0 kHz 50% = 6; 4,0 kHz 50% = 6) e estabilidade da sonda maior que 70%.

4.1.3 Critérios de inclusdo

e Presenca de OEA.
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4.1.4 Critérios de exclusdo

e InfeccBes na orelha média

e Rolha de ceriimen

4.1.5 Formacéo dos Grupos

Depois de verificados os critérios de inclusdo e exclusdo, os animais foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com os diferentes

procedimentos a que foram submetidos:

e Grupo controle (Gc): composto por quatro animais (n°1 a 4), tratados com
soro fisioldgico 0,9%l/via oral, sem exposicdo a ruido. Massa média dos
animais = 387,5+ 96,9 ¢

e Grupo controle do extrato seco de Ginkgo Biloba Egb 761 (Gegb):
composto por quatro animais (n° a 8) que utilizaram Ginkgo biloba EGb
761/via oral, sem exposicdo a ruido. Massa média dos animais = 338,5 +
3379

e Grupo extrato seco de Ginkgo biloba EGB 761 com ruido (Gegb+r):
composto por oito animais (n°9 a 16) submetidos a estimulo sonoro intenso
apos o uso de Ginkgo biloba EGb 761/via oral. Massa média dos animais =

356,1+ 233 g
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e Grupo ruido (Gr): composto por oito animais (n°17 a 24) que foram
submetidos a estimulo sonoro intenso e receberam soro fisioldgico 0,9%/via

oral. Massa média dos animais = 353,5 + 28,0 g

Para cada grupo de animais, a quantidade de SF e EGb foi calculada em funcéo

da massa média dos animais. O volume em cada grupo foi de:

Grupo Controle — Gc: Dose média de SF = 0,96 + 0,20 mL

e Grupo Extrato Seco de Ginkgo biloba Egb 761 — Gegb: Dose média de

EGb = 0,84 £ 0,08 mL

e Grupo Extrato Seco de Ginkgo biloba Egb 761 e Exposto ao Ruido -

Gegb+r : Dose média de EGb = 0,89 + 0,06 mL

e Grupo Exposto ao Ruido — Gr: Dose média de SF = 0,89 + 0,07 mL

4.2 Método

Apo6s a inclusdo no estudo, os animais foram submetidos aos procedimentos
indicados para o grupo a que pertenciam. Todos os animais foram pesados
diariamente em balanga digital marca Gehaka BG 1000 II, para o calculo da

quantidade de droga e controle do experimento.
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4.2.1 Droga de estudo

A droga foi ministrada aos grupos Gegb e Gegb+r, diariamente durante 30 dias,
a partir do primeiro dia do estudo (Dia 1), conforme os critérios a seguir:
- Extrato seco de Ginkgo biloba EGB761 (Tebonin®, ALTANA Pharma,
40 mg/mL/20 gotas). (Jastreboff et al, 1997; Hyppolito et al., 2003);
- Dose administrada: 100 mg/kg/dia. (Jastreboff et al, 1997, Hyppolito et
al., 2003);
- Via de administracdo: Oral, com seringa descartavel de 5 mL;

- Tempo de administracdo: 30 dias.

Para mimetizar a tomada da droga, os grupos Gc e Gr receberam soro

fisiolégico 0,9%, 100 mg/kg/dia, por via oral, com seringa descartavel de 5 mL,

sendo submetidos a mesma manipulacéo e estresse que 0s grupos anteriores.

4.2.2 Estimulo sonoro

Os animais dos grupos Gr e Gegb+r foram submetidos a ruido intenso durante

30 min no 31° dia do experimento.

Antes da estimulagdo sonora, os animais foram anestesiados conforme descrito

anteriormente no item 4.1.2.
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O ruido apresentou as caracteristicas seguintes:

- O ruido foi gerado por sirene piezoelétrica de alta poténcia GK — 10, Gnico
tom (GLK Eletrénica Ltda — Sirenes e Alarmes), com especificacdes de
tensdo minima - 10 V, nominal - 12 V e maxima - 15 V; freqiiéncia minima
- 2 kHz e méaxima - 4 kHz; corrente minima - 150 mA, nominal - 200 mA e
maxima - 250 mA; poténcia minima - 1,5 W, nominal - 2,4 W e maxima -
3,75 W; poténcia sonora minima - 120 dB, nominal - 121 dB e maxima -
122 dB; temperatura de operacdo minima - 0 °C, nominal - 25°C e maxima
- 60 °C.

- Duracdo da emissdo do som de 30 min, em camara acustica semi-anecoica
com as dimensdes seguintes: altura externa - 52 cm; altura interna - 30 cm;
largura externa - 48 cm; largura interna - 30 cm; comprimento externo - 60
cm e comprimento interno - 41 cm.

- Os animais foram cuidadosamente posicionados com a cabeca exatamente
abaixo da fonte sonora, com ambas as orelhas direcionadas para cima de

modo a receberem simetricamente a presséo sonora. (Figura 1)
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Figura 1 - Cobaia sedada no interior de cAmara acustica semi-anecdica, posicionada
com a cabeca exatamente abaixo da fonte sonora. O animal foi amparado
por coxins para se manter inerte, com as orelhas paralelas em relagdo ao

estimulo sonoro.

A poténcia sonora no interior da camara acustica foi verificada pelo engenheiro

de seguranca do trabalho, com Calibrador Acustico Digital Instrutherm, modelo CAL

—1000, n° de série 00507149.

4.2.3 Retirada dos Ossos Temporais

No 34° dia de estudo (Dia 34), todos os animais foram sedados com Thiopental
Sodico 20 mg/Kganimar Via intra peritoneal e submetidos a dissec¢do cirdrgica de

ambos o0s 0ssos temporais (direito e esquerdo) com remocao das respectivas cocleas,
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e sacrificados, ainda sedados, com dose letal de Thiopental Sodico (2mL via

intraperitoneal).

A remocdo cirurgica seguiu as etapas seguintes:

- Tricotomia da regido dorsal do cranio até a regido cervical,

- Incisdo dorsal no cranio, em “T” invertido, até a exposicao de peridsteo;

- Descolamento de peridsteo, com rebatimento de retalhos, incluindo os
pavilhdes auriculares;

- Visualizagcdo de membranas timpanicas ao microscopio cirurgico marca DF
Vasconcelos, com oculares 200 mm;

- Infiltracdo, sob microscopia, de solucdo de formol tamponado através de
janela redonda nas orelhas direitas;

- Infiltracdo de Thiopental Sédico 2 mL intraperitoneal com o objetivo letal;

- Incisdo longitudinal na sutura sagital do cranio, com remocao de cupula 0ssea
craniana, expondo superior e medialmente ambas as cocleas;

- Seccdo de arco zigomatico, com exposicdo antero-lateral das cocleas;

- Liberacéo das capsulas éticas com microdissec¢do das cocleas.

Ap0s remocao cirurgica, 0s 0ssos temporais foram preparados para o estudo de
sua citoarquitetura. As cdcleas esquerdas seguiram para avaliacdo ultraestrutural por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e as cOcleas direitas foram submetidas

ao estudo histoldgico por Microscopia de Luz, seguindo as rotinas abaixo.
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4.2.4 Avaliacao da Citoarquitetura da Coclea

4.2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A citoarquitetura coclear, avaliada com auxilio da microscopia eletrénica de
varredura, microscopio marca Carl Zeiss — DSM940 (Oberkochen, Germany),

seguiu as recomendacdes de Silveira (1998):

- Selecdo e limpeza das cocleas esquerdas;

- Pré-fixagdo em Tampéo Cacodilato 0,1 M + Sacarose 3,5% + Glutaraldeido
2,5% + Paraformaldeido 1%, por 24 horas, em temperatura de 4 °C;

- Lavagem em Tampdo Cacodilato 0,1 M + Sacarose 3,5%;

- Po6s-fixagdo em OsOy.

- Lavagens;

- Impregnagéo metalica;

- Desidratacdo em etanol;

- Fluido de transicéo;

- Secagem no aparelho de Ponto Critico;

- Montagem sobre os discos;

- Camada Condutora (Sputtering), com ouro;

- Observacdo no MEV.
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4.2.4.2 Microscopia de Luz

- Selecdo e limpeza das cocleas direitas previamente perfundidas com solucao
de formol tamponado atraveés das janelas redondas;

- Manutencdo das cocleas direitas na solucdo de formol tamponado (formol
10% acrescido de 4,0 g de fosfato de sodio monobasico e 6,5 g de fosfato de
sodio dibasico, para cada litro) por no minimo 24 h;

- Descalcificacdo, por aproximadamente 48 h, em solucdo composta de acido
etilenodiamino tetra acético - EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid), acido
cloridrico e tartarato de sodio e potassio;

- Desidratacdo em alcool absoluto, seguida por clareamento em xilol;

- Banhos em parafina a 56 °C e incluséo em blocos de parafina;

- Cortes de 5um a 6um em microtomo rotativo convencional, que foram
recolhidos em agua e estendidos em laminas de vidro;

- Secagem em estufa a 56 °C por 30 min;

- Coloracdo com Hematoxilina de Harris e Eosina para anélise em microscépio

de luz Carl Zeiss light microscope (Oberkochen, Germany).

Para avaliacdo histologica do tecido foram atribuidos valores numéricos as
diversas alteracdes observadas nas estruturas analisadas, segundo sua intensidade ao
microscopio. Foram avaliadas as alteracGes seguintes:

- Congestdo capilar na estria vascular: 0 — congestdo discreta; 2 — congestao

moderada, capilares dilatados contendo hemacias; 3 — congestdo acentuada,
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presenca de massas homogéneas nos capilares, areas de ruptura e
extravasamento de hemaécias;

- Orgdo de Corti: 1 — alteracdes discretas nas células ciliadas com abertura de
espacos; 2 — degeneracdo de grande numero de células e membrana tectoria
com presenca de alguns restos celulares no liquido; 3 — destruicao total;

- Membrana vestibular: 0 — sem alteracGes; 1 — discreto apagamento nuclear;
2 — células pouco definidas com discreta granulacdo; 3 — rompimento com
destruicdo das células;

- Hemorragia: 0 — auséncia; 1 — discreta, apenas nas membranas;, 2 —

moderada; 3 — acentuada, nas membranas e nas cavidades.

As etapas descritas podem ser observadas no cronograma que segue (Figura 2):

24 animais
I
I I I I
Ge Gegh Gegh+r Gr
04 cobaias 04 cobaias 08 cohaias 08 cohaias
OEA OEA OEA OEA
soro fisioldgico 0,9%/via oral/30 dias EGb 761/via oral/30 dias EGh 761/via oral/30 dias soro fisioldgico 0,9%/via oral/30 dias
(DIAY) (DIAY) (DIAY) (DIAY)
30 min ruido 120 dB 30 min ruido 120 dB
(DIA31) (DIA31)
retirada dos 0ssos temporais retirada dos 0ssos temporais OEA OEA
(DIA34) (DIA34) retirada dos 0ssos temporais retirada dos 0ssos temporais
(DIA 34) (DIA34)

Figura 2 - Cronograma gque mostra os procedimentos adotados, durante a pesquisa

realizada, para cada grupo de animais.
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4.2.4.3 Registro fotografico de imagens

Para registrar as reacOes das cobaias foi usada uma maquina fotogréafica digital,

marca Sony Cyber Shot modelo DSC-P10, com temporizador.

4.3 Analise Estatistica

4.3.1 Calculo da amostra

O tamanho da amostra foi calculado esperando-se observar diferenca
significativa na citoarquitetura coclear do grupo avaliado com uso de Extrato Seco de
Ginkgo biloba EGB761 antes da emissdo do ruido. A extensdo da leséo coclear foi
avaliada por meio da integridade das células ciliadas externas do 6rgao de Corti com
microscopia eletronica de varredura e ainda pela congestao capilar na estria vascular,
alteracdes no 6rgdo de Corti, membrana vestibular e vasos sangiiineos observadas a

microscopia de luz.

4.3.2 Metodologia estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas por meio de sua média mais ou

menos o desvio padrdo e as categoricas por sua distribuicdo de frequéncias.
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Na avaliacdo dos resultados encontrados os testes estatisticos empregados
foram: a razdo de verossimilhanca e o Qui-quadrado com andlise dos residuos
padronizados. Foram considerados significantes valores de p < 0,05 em testes

bicaudais.

Os resultados foram apresentados sob forma de tabelas.



5. RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Otoemissfes Acusticas

As OEA estavam presentes em todos os animais. Por ocasido da segunda
avaliacdo, os dois grupos ndo expostos ao ruido (Gc e Gegb) mantiveram-nas. Os
grupos expostos ao ruido (Gr e Gegb+r) ndo apresentaram resposta ao exame.

N&o se observou diferenca, quanto a presenca de otoemissfes acusticas apos a

exposicao ao ruido, entre 0s animais que receberam e que nao receberam EGb 761.

5.2 Avaliacéo da citoarquitetura da coclea

5.2.1 Microscopia de Luz

5.2.1.1 Acdo do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 (Gc X Gegb)

A Tabela 1 mostra a existéncia de congestdo capilar na estria vascular dos

animais dos grupos Gc e Gegb, visualizada sob microscopio de luz.
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Tabela 1 - Congestdo capilar visualizada sob microscépio de luz na estria
vascular, dos grupos Gc e Gegb

Congestéo capilar

Grupo de estudo

Discreta Moderada Acentuada Total
Gc N (%) 4 (100%) - - 4 (100%)
Gegb N (%) - - 4 (100%) 4 (100%)

Razdo de verossimilhanca: p = 0,001

Observou-se congestdo significantemente mais intensa no grupo de animais

Gegb comparada com a observada no grupo Gc.

N&o foram encontradas alteragdes que pudessem ser enquadradas na

classificacdo 1 (moderada), portanto, esta categoria foi retirada para fins gréficos.

A Tabela 2 mostra os resultados das alteragdes do Orgdo de Corti dos animais

dos grupos Gc e Gegb, observadas sob microscopia de luz.

Tabela 2 - Alteracdes do Orgdo de Corti observadas sob microscopia de luz nos
grupos Gc e Gegb

Alteracdes do Orgéo de Corti
Grupo de estudo

Alteragdes . o
discretas Degeneragéo| Destruicio Total
Ge  N(%) 2(50%)  2(50%) - 4 (100%)

Gegb N (%) 2 (50%) 2 (50%) - 4 (100%)
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N&o foi constatada associacdo entre a utilizacdo de EGb 761 e as alteragdes
observadas no Orgdo de Corti. Ndo foram observadas alteracdes de classe zero,

portanto, esta categoria foi retirada para fins de calculo estatistico.

A Tabela 3 mostra as alteragfes da Membrana Vestibular visualizadas em

microscopia de luz, nos grupos Gc e Gegb.

Tabela 3 - Alteragdes da membrana vestibular, visualizadas em microscopia de
luz, nos grupos Gc e Gegb

Alteracdes da membrana vestibular
Grupo de -
estudo Apagamento| Células Destruicio
Ausentes nuclear pouco Total
. .. celular
discreto | definidas
Gc N (%) 3(75%) 1 (25%) - - 4 (100%)

Gegb N (%) 2(50%) 2 (50%) - - 4 (100%)

Raz&o de verossimilhanga: p = 0,462

Apos a andlise dos resultados obtidos, ndo foi observada associacdo entre a

utilizacdo de Egb 761 e as alteracdes constatadas na membrana vestibular.

A Tabela 4 exibe dados sobre a presenca de hemorragia na coclea, visualizada

sob microscopia de luz, nos grupos Gc e Gegb.
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Tabela 4 - Presenca de hemorragia na coclea, visualizada sob microscopia de
luz, nos grupos Gc e Gegb

Hemorragia na coclea
Grupo de estudo

Ausente | Discreta | Moderada|Acentuada Total

Gc  N(%) 4 (100%) - - - 4 (100%)

Gegb N (%) 1(25%) 3 (75%) - - 4 (100%)

Razdo de verossimilhanca: p = 0,014

Ndo se observou hemorragia no Gc e no Gegb, em trés casos, nestes a

hemorragia foi discreta. Esta diferenca é estatisticamente significante.

5.2.1.2 Agdo do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 e Otoprote¢do ao estimulo
sonoro intenso (Gc X Gr X Gegb+r)

A Tabela 5 mostra os resultados das analises em microscopia de luz da presenca

de congestdo capilar na estria vascular nos animais dos grupos Gc, Gr e Gegb
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Tabela 5 - Presenca de congestao capilar, visualizada sob microscopia de luz, na
estria vascular dos grupos Gc, Gr e Gegb

Congestao capilar
Grupo de estudo

Discreta Moderada | Acentuada Total
Gc N (%) 4 (100%) - - 4 (100%)
Gr N (%) - 2 (28,6%) 5 (71,4%) 7 (100%)
Gegb+r N (%) - 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (100%)

Qui-quadrado: p < 0,0001

A diferenga, quanto a congestdo capilar na estria vascular, observada nos trés
grupos € estatisticamente significante, destacando-se congestdo discreta vista no
grupo Gc, congestdo acentuada em Gr e congestdo moderada em Gegb+r. Um
animal do grupo Gr ndo foi submetido a quantificagdo histolégica da congestdo por

dificuldades técnicas, e neste caso a amostra ficou reduzida a 7 animais (N = 7).

A Figura 3 mostra a porcentagem de animais com congestdo capilar na estria
vascular em intensidade discreta, moderada e acentuada, nos grupos Gc, Gr e

Gegb+r.
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M Discreta m Moderada ®m Acentuada

Figura 3 - Porcentagem de animais com congestdo capilar na estria vascular em

intensidade discreta, moderada e acentuada, nos grupos Gc, Gr e

Gegb+r

Na Tabela 6 podem ser vistos os resultados da avaliagdo das alteracGes do

Orgéo de Corti nos animais dos grupos Gc, Gr e Gegb+r, sob microscopia de

luz.
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Tabela 6 - Alteragées do Orgéo de Corti, observadas com auxilio da microscopia
de luz, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r

Alteracdes do Orgéo de Corti
Grupo de estudo

Alteracoes 3 .
) Degeneracdo | Destruicao Total
discretas
Gc N (%) 2 (50%) 2 (50%) - 4 (100%)
Gr N (%) - - 8 (100%) 8 (100%)

Gegb+r N (%) - 8(100%) 8 (100%)

Qui-quadrado: p < 0,0001

A diferenca observada na distribuicdo das alteracfes do 6rgdo de Corti é
estatisticamente significante. Esta diferenca foi causada pela maior intensidade das

alteracdes observadas nos grupos Gr e Gegb+r, quando comparados com 0 grupo

Gec.

A Figura 4 mostra a porcentagem de animais com alteracdes no 6rgao de Corti,

discretas, degenerativas e destrutivas, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r.
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Figura 4 - Porcentagem de animais com alteracBes no 6rgdo de Corti, discretas,

degenerativas e destrutivas, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r.

Na Tabela 7 podem ser vista a porcentagem de animais que mostraram
alteragdes na membrana vestibular visualizada em microscopia de luz, nos grupos

Gc, Gr e Gegb+r.
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Tabela 7 - Alteragdes na membrana vestibular, visualizadas em microscopia de
luz, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r

Alteracdes da membrana vestibular

Grupo de estudo Apagamento | Células .
Destruicao
Ausentes nuclear pouco Total
_ o celular
discreto | definidas
Gc N (%) 3 (75%) 1 (25%) - - 4 (100%)
Gr N (%) - - 1(12,5%) 7(87,5%) 8 (100%)

Gegb+r N (%)

Qui-quadrado: p = 0,003

1(12,5%) 7 (87,5%) 8 (100%)

A diferenca observada na distribuicdo das alteragdes da membrana vestibular é

estatisticamente significante. Esta diferenca foi causada pela intensidade maior das

alteragdes observadas em Gr e Gegb+r, quando comparados ao Gc.

A Figura 5 mostra quantos animais apresentaram alteragdes na membrana

vestibular, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r.
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Figura 5 - Porcentagem de animais que apresentou alteracbes na membrana

vestibular, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r.

A Tabela 8 mostra a presenca de hemorragia na coclea, visualizada sob

microscopia de luz, nos grupos Gc, Gr e Gegb+r.
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Tabela 8 - Presenca de hemorragia na céclea visualizada sob microscopia de luz,
nos grupos Gc, Gr e Gegb+r

Hemorragia na coclea

Grupo de estudo Ausente | Discreta |Moderada|Acentuada| Total

Ge N (%) 4 (100%) - - - 4 (100%)
Gr N (%) - 2(25,0%) 3(37,5%) 3(37,5%) 8 (100%)

Gegb+r N (%) - 1(12,5%) 2(25,0%) 5(62,5%) 8 (100%)
Qui-quadrado: p = 0,002

A diferenca observada na distribuicdo da intensidade da hemorragia foi
significante. Esta diferenca foi causada pela auséncia de hemorragia observada no

Gc e os grupos Gr e Gegb+r mostraram comportamento semelhante.

A Figura 6 mostra a porcentagem de animais com presenca de hemorragia na

coclea nos grupos Gce, Gr e Gegb+r.
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Figura 8 - Porcentagem de animais com presenca de hemorragia na coclea nos

grupos Gc, Gr e Gegb+r.

A Figura 7 mostra a fotomicrografia do corte histoldgico da céclea do animal

n°10 do grupo Gegb+r, corado com HE, visto sob microscéopio de luz, no qual pode

ser visualizada hemorragia acentuada.
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Figura 7 — Fotomicrografia do corte histoldgico da coclea do animal n°10 do grupo
Gegb+r, onde pode ser visualizada hemorragia acentuada. (corante —
hematoxilina-eosina)

A Figura 8 mostra a fotomicrografia do corte histolégico no qual pode ser vista

congestdo na estria vascular do animal n°® 20 do grupo Gr.

Figura 8 — Fotomicrografia do corte histolégico que mostra congestdo na estria
vascular do animal n°® 20 do grupo Gr. (corante — hematoxilina-
eosina)
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5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

5.2.2.1 Grupo Controle — Gc

A Figura 9 mostra a eletromicrografia de varredura da citoarquitetura da céclea
do animal n° 2 do grupo Gc, com a preservacdo das fileiras de células ciliadas

externas, da integridade dos corpos celulares e dos estereocilios.

Figura 9 — Eletromicrografia de varredura do corte histologico da citoarquitetura da
coclea do animal n° 2 do grupo Gc, demonstrando a preservacdo das
trés fileiras de células ciliadas externas.

A Figura 10 mostra a eletromicrografia de varredura da integridade das células
ciliadas externas e de seus estereocilios da citoarquitetura da céclea no animal n° 1

do grupo Gc.



Resultados 66

Figura 10 — Eletromicrografia de varredura da integridade das células ciliadas
externas e de seus estereocilios da citoarquitetura da coclea no animal
n° 1 do grupo Gc.

5.2.2.2 Grupo EGb - Gegb

Observou-se a manutencdo da citoarquitetura coclear, assim como a integridade
das células ciliadas externas e de seus estereocilios. Verificou-se a presenca de
hemécias livres no interior de vaso sanguineo da coclea. A Figura 11 mostra a
eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear na cobaia n° 8 do grupo

Gegb em microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 11 - Eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear com
manutencao das trés fileiras de células ciliadas externas na cobaia n°

8 do grupo Gegb.

A Figura 12 mostra a eletromicrografia de varredura da integridade das células
ciliadas externas da citoarquitetura da coclea no animal n® 7 do grupo Gegb em

microscopia eletronica de varredura.
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Figura 12 - Eletromicrografia de varredura da integridade das células ciliadas

externas da citoarquitetura da coclea no animal n® 7 do grupo Gegb.

A Figura 13 mostra a eletromicrografia de varredura da citoarquitetura da coclea
com presenca de hemécias livres no interior de vaso sanguineo coclear do animal n°

7 do grupo Gegb.
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Figura 13 — Eletromicrografia de varredura da citoarquitetura da coclea com
presenca de hemacias livres no interior de vaso sanguineo coclear do

animal n® 7 do grupo Gegb.

5.2.2.3 Grupo EGb com Ruido — Gegb+r

Nas cobaias do grupo Gegb+r observou-se a manutengdo da citoarquitetura
coclear, com preservacao das trés fileiras de células ciliadas externas. Evidenciou-se
edema e fusdo de alguns grupos de estereocilios em meio a grupos normais. A Figura
14 mostra a eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear da cobaia n° 10

do grupo Gegb+r .
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Figura 14 - Eletromicrografia de varredura da manutencdo da citoarquitetura da
coclea de cobaia n° 10 do grupo Gegb+r, com a presenca das trés

fileiras de células ciliadas externas.

A Figura 15 mostra a eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear
com edema e fusdo ocasional de estereocilios na cobaia n® 10 do grupo Gegb+r em

microscopia eletrdnica de varredura.
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Figura 15 — Eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear com edema e
fusdo ocasional de estereocilios na cobaia n® 10 do grupo Gegb+r .

5.2.2.4 Grupo Ruido — Gr

Nas cobaias do grupo Gr observou-se destruicdo das fileiras de células ciliadas
externas, com alteracdo da citoarquitetura coclear, assim como vacuolizacdo e edema
celular, alongamento, fusdo e quebra de estereocilios. A Figura 16 mostra a
eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear do animal n® 20 do grupo

Gr.
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Figura 16 - Eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear com auséncia
de células ciliadas, vacuolizacdo e edema celulares, e quebra dos

estereocilios na cobaia n° 20 do grupo Gr.

A Figura 17 mostra a eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear

com alongamento e fusdo de estereocilios na cobaia n® 19 do grupo Gr.
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Figura 17 - Eletromicrografia de varredura da citoarquitetura coclear com

alongamento e fuséo de estereocilios na cobaia n°® 19 do grupo Gr.

A Figura 18 mostra a eletromicrografia de varredura da citoarquitetura da coclea
com alongamento, fusdo e aspecto estrelado dos estereocilios na cobaia n° 19 do

grupo Gr .
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Figura 18 — Eletromicrografia de varredura da citoarquitetura da coclea com
alongamento, fusdo e aspecto estrelado dos estereocilios na cobaia

n°19 do grupo Gr.
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6 DISCUSSAO

6.1 Delineamento da pesquisa

Para que se possa iniciar a discussdo desta pesquisa é importante ressaltar que o
tema “prevencdo da perda auditiva causada por nivel elevado de pressdo sonora” é
objeto de grande interesse na comunidade de Volta Redonda, RJ, por ser um
municipio com nivel de ruido alto e cuja renda principal baseia-se na industria

metaldrgica.

Na minha vivéncia como otorrinolaringologista tenho constatado um grande
numero de pacientes com manifestacdes auditivas causadas pela exposicdo excessiva
ao ruido. A perda auditiva sensorioneural é irreversivel, porém, evitavel e por este
motivo decidiu-se buscar alternativas clinicas medicamentosas que permitissem a
protecdo da coOclea a ser submetida ao referido estimulo. Delineou-se, portanto, um
trabalho experimental que pudesse mimetizar situacdes de risco auditivo por
estimulo sonoro intenso, criando um laboratorio experimental nas dependéncias
fisicas do Centro Universitario Fundacdo Oswaldo Aranha, UNIFOA, Volta
Redonda, RJ. Com os resultados encontrados, espera-se contribuir para a prevencéo

da perda auditiva sensorioneural ndo s6 nos trabalhadores metaltrgicos, como
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também em todos os que, em seu dia a dia, submetem-se a niveis elevados de ruido
no trabalho, no lazer e em seu meio ambiente.

O carater experimental desta pesquisa permitiu a analise histologica da acéo do
extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 na arquitetura da coclea exposta a nivel

elevado de pressdo sonora, 0 que nao poderia ser realizado em estudos clinicos.

A distribuicdo dos animais em quatro grupos possibilitou, pela comparacéo dos
grupos Gr e Gegb+r, a avaliagdo da acdo da droga utilizada na possivel protecédo da
coclea exposta ao estimulo sonoro intenso. O Gc foi submetido ao uso de solugéo
fisioldgica durante todo o tempo do estudo, nas mesmas condi¢gdes que os demais
grupos, permitindo avaliagdo comparativa das alteracBes ocorridas na arquitetura da
coclea dos grupos Gr e Gegb+r. O Gegb foi utilizado com o objetivo de avaliar a

acao do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761, isoladamente, na coclea.

6.2 Animal de experimentacédo

A escolha de cobaias para os testes foi em razdo do grande numero de trabalhos
cientificos em otologia realizados com guinea pig, assim como obtencdo facil em
laboratorios de pesquisa, simplicidade na manutencdo e manuseio, e pelo custo
baixo. A anatomia da orelha da cobaia favorece os estudos otoldgicos. O acesso
cirargico retro-auricular ndo apresenta grandes vasos sangiiineos ou mdasculos; a
capsula dtica é acessada rapidamente e retirada sem a necessidade de trepanacao

Ossea. Animais com massa aproximada de 350 g apresentam menor incidéncia de
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infeccdes na orelha média (McCormick; Nuttal, 1976). Neste estudo, foram
utilizados espécimes somente do sexo feminino, para uniformizacdo da amostra. A
selecdo de cobaias albinas foi realizada de acordo com Lawrence (1973), que afirma
que os limiares auditivos das mesmas sdo mais sensiveis do que os limiares das

cobaias pigmentadas.

6.3 Otoemissdes Acusticas

As OEA foram empregadas por constituirem método qualitativo eficaz na
avaliacdo da vitalidade das células ciliadas externas, permitindo também a exclusao
de alteracdes inflamatorias e infecciosas na orelha média (Khvoles et al., 1999). E
um método amplamente usado na literatura, possibilitou a selecdo dos animais no
inicio do experimento e a verificacdo da capacidade lesiva do ruido utilizado, antes

do sacrificio das cobaias.

Para a segunda afericdo, no 34° dia, aguardou-se 72 horas apés a realizacdo do
estimulo sonoro, para evitar a recuperacdo da possivel perda auditiva temporaria

(PTS). (Puel et al., 1998; Oliveira, 2001)

6.4 Droga de estudo

Com o conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos da acdo do ruido na
coclea, procurou-se uma substancia que pudesse agir de forma a proteger as células

ciliadas externas, os neurdnios auditivos e os fendbmenos vasomotores.
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O extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 foi utilizado por apresentar acéo
comprovada como trivasoregulador, influenciando todo o sistema circulatorio e ndo
somente o sistema arterial, venoso e capilar isoladamente, como afirma Charagnac,
em 1976. QOutras propriedades como: acdo neuroprotetora, que causa 0 aumento do
metabolismo energético cerebral; protecdo contra hipdxia e isquemia; efeitos
protetores e curativos no edema cerebral; efeitos nos sistemas colinérgicos centrais;
reducdo das deficiéncias dos neurotransmissores por causa da idade; protecdo contra
lesGes nas estruturas cerebrais; melhor adaptacdo ao estresse; assim como por suas
acoes hemorreoldgica e metabolica anti-oxidante (DeFeudis, 1998; Hyppolito et al..,
2003). Sua escolha também foi fundamentada em: larga utilizacdo social, comum na
populacdo brasileira; facilidade de obtencdo; custo acessivel, diversas formas de
apresentacdo no mercado (comprimidos e gotas); e, baixo porcentual de efeitos
adversos, relatados na literatura, tanto no Homem quanto nos animais de

experimentacao.

6.5 Estimulo sonoro

Para a realizacdo do estimulo sonoro intenso tomou-se o cuidado de utilizar
camara acustica semi-anecdica, que permitisse posicionar o animal com distribuicao
uniforme do ruido nas duas orelhas e que evitasse a dispersdo do ruido para o
ambiente externo, totalmente forrada por material de revestimento acustico. A

camara acustica utilizada ndo apresentava qualquer lateral com vidro que permitisse
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a verificacdo da intensidade do som em seu interior e a posi¢ao dos animais durante

os trinta minutos de estimulo sonoro.

Para observar o nivel de pressdo sonora dentro do compartimento foi utilizado
decibelimetro. A camara fotografica digital para fotografar os animais foi montada
em tripé curto, com acionamento de temporizador e em posicao obliqua ao visor do
mesmo decibelimetro usado para evitar o excesso de luz. Como a referida camara
acustica apresentava pouca entrada de ar, foi dada atencéo a oxigenacdo dos animais.
Com a orientacdo do médico veterinario, os animais foram mantidos durante os trinta
minutos no interior da camara, pois quando anestesiados possuem metabolismo basal
que ndo necessita de aporte ventilatério excessivo, além de ndo terem sofrido
resfriamento corporal por causa do ambiente fechado e forrado da camara acustica.
As condicGes clinicas apropriadas dos animais, apds sua permanéncia no ambiente

acustico, comprovaram a auséncia de risco.

A poténcia sonora foi estipulada num minimo de 120 dB e maximo de 122 dB,
de acordo com os experimentos de Engstrém e Ades (1960), Beagley (1965),
Hawkins Jr (1971), Oliveira et al. (1980) e Puel et al. (1998), que descrevem

alterac@es irreversiveis na citoarquitetura da cdclea a partir de 90 dB.

Deve-se verificar a tensdo de saida na rede elétrica local antes do estimulo sonoro,
pois se a mesma estiver acima de 10 V a sirene ndo tera vida til suficiente para a

execucdo do experimento. Para evitar danos ao equipamento, a voltagem da sirene
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foi fixada em 220 V, apesar da voltagem na rede ser 110 V, o que reduziu a tensao de

uso na mesma para valores inferiores a 10 V.

O tempo estipulado em trinta minutos para a acéo do ruido sobre 0s animais
mostrou eficacia no potencial lesivo, como pode ser verificado na analise histologica

realizada. (Beagley, 1965)

6.6 Avaliacdo da citoarquitetura celular dos grupos estudados

Apds a analise dos resultados obtidos, verificou-se a congestao capilar na estria
vascular (Tabela 1) e hemorragia (Tabela 4) na coclea das cobaias do grupo Gegb.
Essas alteracbes ndo foram encontradas no Gc, o que mostra a atuagdo
hemodinamica do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761, de acordo com os relatos
de Charagnac (1976), Dubreil (1986) e Clostre (1986). Todas as cobaias submetidas
ao uso oral do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761, Gegb, apresentaram
congestdo capilar acentuada na estria vascular, e 75% delas hemorragia discreta. A
razdo de verossimilhanca foi estatisticamente significante, na qual p = 0,001 e p =

0,014 respectivamente, comprovando a atuacéo da droga na irrigacdo da coclea.

O extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 mostrou ser uma droga segura
durante o estudo, ndo foi constatada perda da amostra ou comprometimento da saude
dos animais estudados. Em relacdo a sua a¢do na citoarquitetura do 6rgéo de Corti e

na membrana vestibular de cobaias, ndo submetidas ao ruido, ndo foi possivel
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documentar alteracBes, o que permite inferir que a droga ndo causou danos

estruturais ao tecido coclear.

As OEA foram realizadas inicialmente para a verificacdo da vitalidade e
funcionalidade das células ciliadas externas, alvo da acao deletéria de niveis elevados
de pressdo sonora (Dagli; Canlon, 1997). Os grupos submetidos ao estimulo sonoro
intenso, Gegb+r e Gr, apresentaram auséncia das OEA, enquanto 0s grupos nao
submetidos ao ruido, Gc e Gegb, preservaram-nas. Esse fato demonstra
qualitativamente a acao do ruido sobre as células ciliadas externas, ndo permitindo,
porém, a partir dessa observacgéo, avaliar quantitativamente a preservacdo funcional
obtida com a droga ou a lesdo causada pelo estimulo sonoro. As OEA nédo foram um
bom instrumento de quantificacdo da funcdo coclear nesta situacdo especifica, ndo
sendo possivel comparar alteracdes sutis de limiares acusticos pré e pos-estimulo
sonoro pelo método. Os métodos histoldgicos na avaliagdo estrutural das cécleas
foram mais efetivos, ndo havendo correspondéncia funcional com os achados das
OEA apos estimulo sonoro intenso. Talvez a quantificacdo funcional da audicéo das
cobaias fosse possivel com a audiometria de tronco encefalico com pesquisa de

fregiiéncias isoladas ou da eletrococleografia.

Ao analisar conjuntamente os grupos Gc, Gegb+r e Gr, foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre o Gc e os grupos Gegb+r e Gr nos
parametros analisados a microscopia de luz (Tabelas 5, 6, 7 e 8), porque 0s animais
do grupo Gc nédo apresentaram alteracbes em quaisquer dos parametros avaliados.

Ao agrupar os critérios congestdo capilar na estria vascular (Tabela 5) e hemorragia
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(Tabela 8) verificou-se que o grupo Gr apresentou congestdo acentuada em 71,4% e
hemorragia acentuada em 37,5% dos animais, ao passo que no grupo Gegb+r a
congestdo acentuada foi observada em 12,5% e a hemorragia acentuada em 62,5%
dos animais. Entendendo-se congestdo capilar como fendmeno causado pela
vasoconstriccdo e aglomeracdo de hemadcias, e hemorragia como extravasamento
sanguineo do leito vascular, (Bueno, 1983), verificou-se que a ac¢do do ruido sem a
prévia utilizacdo do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761, Gr, foi capaz de gerar
maior constricgdo vascular e congestdo intraluminal. Certamente essas alteracdes
circulatdrias resultaram em menor aporte sanguineo as cocleas estudadas, enquanto o
grupo Gegb+r, contrariamente, apresentou menor constriccdo capilar e maior fluxo
sanguineo, o que coincide com os relatos de Hawkins Jr, em 1971. Apesar dos
calculos estatisticos ndo apresentarem relevancia entre os resultados dos grupos Gr e
Gegb+r, ndo se pode desprezar os achados citados, que testemunham a agéo

hemodinamica e antiagregadora plaquetaria da droga estudada.

Comparando-se os critérios “alteracdes do Orgdo de Corti” (Tabela 6) e
“alteracdes da membrana vestibular” (Tabela 7) a visualizacdo sob microscopia de
luz dos grupos Gc, Gr e Gegb+r, observa-se alteracGes discretas e degeneracdo do
Orgéo de Corti em 50% dos animais do Gc e sua destruicdo em 100% da amostra nos
grupos Gr e Gegb+r. A auséncia de alteracdes da membrana vestibular foi
documentada em 75% do grupo Gc e destruicdo celular em 87,5% dos animais dos
grupos Gr e Gegb+r. Estes resultados demonstram que embora o Gc tenha
apresentado diferencas na citoarquitetura coclear, que poderiam ser explicadas pela

técnica de preparo, mostrou diferenca estatisticamente significante em comparagéo
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com os grupos Gr e Gegb+r, fato que evidencia a lesdo mecanica nas estruturas
cocleares sob ruido intenso. O uso prévio do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761
ndo foi capaz, por esta técnica, de preservar os elementos analisados. Este fato
justifica e prioriza a realizacdo da MEV no estudo das possiveis diferencas

estruturais entre as cocleas expostas ou nao ao nivel elevado de presséo sonora.

As imagens da MEV permitiram observar, no grupo Gegb+r, a manutencdo da
citoarquitetura coclear, com preservacdo das trés fileiras de celulas ciliadas externas,
apesar do aspecto vacuolizado e do edema de algumas células, da fusdo ocasional e
alongamento de estereocilios. O mesmo nao ocorreu no grupo que foi exposto ao
ruido e ndo recebeu a droga, Gr, no qual foram observados: edema de células
ciliadas externas, com acumulo de massas de cromatina que aumentam o diametro
das mesmas; desarranjo dos estereocilios ou até degeneracdo completa, com a
presenca de algumas células intactas; fusdo e alongamento de varios estereocilios; e a
vacuolizacéo do citoplasma celular, conferindo aspecto globular as células do Orgéo
de Corti. Esses achados coincidem com as descri¢fes de Engstréom e Ades (1960),

Beagley (1965), Bredberg (1970) e de Hawkins Jr (1971).

O preparo ideal das coOcleas para microscopia de luz, segundo orientacdes
recebidas, deveria ser feito com a perfusdo dos animais com o fixador (formol 10%
tamponado) via veia jugular, antes do seu sacrificio, com a finalidade de preservar
sua estrutura original. Certamente a qualidade dos cortes seria melhor, no entanto a
proposta previu o estudo das orelhas direitas com microscopia de luz e das orelhas

esquerdas com microscopia eletrénica, que inviabiliza tal técnica de preparo, pois a
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MEV prevé outros tipos de fixadores. O ideal, portanto, seria analisar os animais
com apenas uma técnica histologica: ou microscopia de luz, ou microscopia

eletronica.

A prevaléncia, a irreversibilidade e o custo sécio-econdmico da PAINPS
motivaram a realizacdo deste estudo. Ao finaliza-lo, obteve-se resultados que
permitem que se continue acreditando que a pesquisa cientifica deva persistir na
busca de opg¢des farmacoldgicas que possam proteger o individuo das conseqiiéncias
nefastas que o ruido pode provocar. Certamente o progresso vem aliado a essas

descobertas, vitais para o desenvolvimento saudavel do Homem.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir:
1. Que na microscopia de luz pode-se observar:
O efeito do ruido no epitélio sensitivo da coclea,

a. pelas alteracbes da membrana vestibular e érgdo de Corti,
significantemente mais freqlientes nos grupos Gr e Gegb+r em
relacdo ao Gc;

b. presenca significante de hemorragia nos grupos Gr e Gegb+r, quando
comparada ao Gc.

O efeito do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761 na coclea,

a. pelo aumento significante da congestdo vascular nas cobaias tratadas
exclusivamente com a droga, Gegb, quando relacionado ao Gc;

b. pela diferenca significante observada no grau de congestdo vascular
nos diversos grupos: leve no Gc, discreta no Gr e moderada no
Gegb+r.

Né&o foi possivel demonstrar diferenca significante na citoarquitetura da céclea
entre 0s animais expostos ao ruido e que receberam ou ndo o extrato seco de Ginkgo

biloba EGb 761.



Conclusdo 88

2. Que pelas imagens da Microscopia Eletronica de Varredura pode-se ver que:
a. 0s dois grupos submetidos ao ruido, Gr e Gegb+r, apresentaram
lesGes estruturais das células ciliadas e de sustentacdo;
b. as lesdes observadas nos animais expostos ao ruido foram menos
intensas no Gegb+r, levantando-se a hipdtese de um possivel efeito

protetor do extrato seco de Ginkgo biloba EGb 761.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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