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Resumo

As emissoes otoacusticas transientes evocadas e as emis-
soes otoacusticas por produtos de distor¢ao vém assumindo
importancia significativa na identificacao de alteracoes co-
cleares. Objetivo: Através da monitorizacao das emissoes
otoacusticas, registrar os limiares dos produtos de distor-
cio em condicdes normais e na presenca de modificacoes
eletrofisiologicas nas células ciliadas externas cocleares de
ovelhas ap6s a inducido de hiperinsulinemia aguda. Mate-
rial e Método: Estudo experimental com sete ovelhas no
grupo-controle e sete no grupo-estudo. Os niveis de insulina
e glicose foram verificados simultaneamente ao registro das
emissoes otoacusticas por produtos de distor¢io de 10 em
10 minutos, até o tempo de 90 minutos. O grupo-controle
recebeu soro fisiolégico, e o grupo-estudo, injecao em
bolo de 0,1 U/kg de insulina humana regular. Resultados:
Houve diminuicao significante nos limiares dos produtos de
distor¢dao no grupo-estudo em relacio ao grupo-controle nas
freqiiéncias acima de 1.500 Hz e apds o tempo de 60 minutos
(P < 0,001). Concluszo: O estudo permitiu estabelecer os
limiares das emissdes otoacusticas por produtos de distor¢ao
em ovelhas com constante reprodutibilidade, o que mostra
que o método € adequado para uso em investigacoes audiol6-
gicas e otologicas. Ficou, ainda, plenamente identificado que
o hiperinsulinismo agudo foi capaz de provocar relevantes
modificacoes nestes limiares.

Distortion product otoacoustic
emissions in sheep before

and after hyperinsulinemia
induction
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Summary

Transient evoked otoacoustic emissions and distortion
product otoacoustic emissions have gained significant
importance in the identification of cochlear alterations.
Aim: To record distortion product thresholds through the
monitoring of otoacoustic emissions in normal conditions
and in the presence of electrophysiologic changes in cochlear
outer hair cells in sheep after hyperinsulinemia induction.
Material and methods: Experimental study, with seven sheep
in the control group and seven in the study group. Insulin
and glucose concentrations were measured simultaneously
for the recording of distortion product otoacoustic emission
every 10 minutes, all the way to 90 minutes. The control
group received saline solution, and the study group received
a bolus injection of 0.1 U/kg of regular human insulin.
Results: There was a significant reduction in distortion
product thresholds in the study group when compared to the
control group at frequencies greater than 1,500Hz and after
60 minutes (P < 0.001). Conclusion: This study established
distortion product otoacoustic emission thresholds in sheep
with constant reproducibility, demonstrating that the method
is adequate for use in audiology and otology investigations.
Results also fully confirm that acute hyperinsulinemia may
cause important changes in these thresholds.
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INTRODUCAO

Na década passada, as emissdes otoacusticas
(EOA) evocadas foram empregadas nos estudos dos as-
pectos mecanicos da fungao coclear. Dentre os dois tipos
basicos de EOA - transientes evocadas (EOATE) e por
produtos de distor¢cao (EOAPD)-, as EOAPD sao as mais
empregadas na pratica clinica, sendo capazes de mostrar
alteracoes cocleares iniciais, as quais nio siao detectadas
na audiometria tonal e em outros testes convencionais,
na doenca de Méniere e em outras alteracoes freqiientes
da orelha interna.

Existem evidéncias do envolvimento coclear e
vestibular mesmo nos estagios iniciais das alteracoes me-
tabolicas relacionadas a glicose e insulina'®. Pesquisas em
modelo animal focadas nas alteracdes endococleares tém
revelado que a orelha interna praticamente nao apresenta
energia armazenada, dependendo do suprimento de oxi-
génio e da perfusao da glicose para manter seu intenso
nivel de atividade. Portanto, mudancas no metabolismo
ou no fluxo sangtiineo tém grande potencial para alterar a
homeostase da orelha interna®, e o estudo dessas alteracdes
pode, provavelmente, trazer a luz importantes aspectos
para explicar a relacao entre distirbios do metabolismo
dos glicidios e desordens da orelha interna.

A utilizacao da ovelha para propdsitos experimen-
tais, inicialmente propostos por Lavinsky & Goycoolea’
para pesquisa em otologia, resulta de trabalhos prévios do
nosso grupo®’, que revelaram similaridades significativas
entre ovelhas e humanos em termos de anatomia, histolo-
gia e morfometria da orelha, principalmente em relacio ao
porte das estruturas. Devido a essa similaridade, as ovelhas
sao especialmente utilizadas para estudos cirtrgicos e
investigacdo da neurofisiologia otologica.

Partindo da hipétese operacional de que podemos
utilizar as EOA nas investigacoes otologicas em ovelhas,
o objetivo do presente estudo foi registrar os limiares dos
produtos de distor¢io, bem como as modificacoes eletro-
fisiologicas das células ciliadas externas (CCE) cocleares
apos interferir metabolicamente na cdclea, ao estabelecer
hiperinsulinemia aguda.

MATERIAL E METODO

O presente estudo experimental seguiu os princi-
pios internacionais para o manuseio dos animais®® e foi
aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de P6s-Gradu-
acao da instituicao de origem (protocolo n® 04-051).

O cilculo do tamanho da amostra foi determinado
com base em um estudo-piloto, incluindo trés animais
no grupo de estudo e trés animais no grupo-controle. Os
animais que conseguiam atingir indices acima de 50% de
reprodutibilidade nas EOA transientes e com presenca dos
produtos de distor¢ao (PD) no tempo zero do experimento
foram incluidos no estudo.

Quatorze ovelhas macho, da raca Textel, com peso
vivo médio de 40kg e idade em torno de 18 meses, foram
divididas e randomizadas em dois grupos (controle ou
estudo). Os experimentos nao produziram desconforto nos
animais, pois 0s mesmos estavam sob sedacdo e anestesia
geral. Visto que este foi um estudo observacional tipo
agudo, os animais nao foram sacrificados e retornaram
ao seu local de origem logo que possivel apos o final do
experimento.

Inducéo de hiperinsulinemia aguda e anestesia

No grupo-controle (n = 7), apds 48 horas de jejum
prévio, cada animal recebeu 20ml de solu¢ido salina por
via endovenosa. EOA foram registradas no tempo zero,
de 10 em 10 minutos, até um total de 90 minutos, simul-
taneamente a coleta sangiiinea, para dosagem de glicose
e insulina. No grupo-estudo (n = 7), apds 48 horas de
jejum prévio, os animais receberam insulina regular por
via endovenosa em bolo (0,1 U/kg diluida em 10ml de
solucio salina). EOA foram também registradas no tempo
zero, de 10 em 10 minutos, até o tempo total de 90 minu-
tos, simultaneamente a coleta sangiiinea, para dosagem
de glicose e insulina.

Sedacio foi conseguida usando-se 500 mg/kg intra-
muscular de acepromazina (Univet, Sao Paulo, SP). Para a
inducao anestésica, foram usados 15 mg/kg de tiopental
(Abbott, Rio de Janeiro, R]) endovenoso. Para manuten-
cdo, utilizamos 600 mg/h de tiopental sédico em infusdao
continua em bomba (Nutrimat II, B. Braun, Sio Gongalo,
R)). Foi realizado bloqueio local na regiao auricular junto
ao trago usando-se 75 g de cloridrato de bupivacaina
0,75% (Astra, Cotia, SP).

Ap6s 10 minutos da pré-medicacdo, o animal era
induzido com tiopental, entubado com tubo traqueal de 8-
9mm e acoplado a carro de anestesia com sistema fechado
(Modulus 4000, Narcosul, Porto Alegre, RS), sendo forne-
cido oxigénio 100%. Foram monitorados os parametros
anestésicos de saturacao de oxigénio, pulso cardiaco (Biox
3700e, Ohmeda, Louisville, CO, EUA), volume corrente,
frequiéncia respiratoria (Ventcare, Sio Paulo, SP) e tempe-
ratura retal (Sontemp 400/700, Sheridan, WY, EUA).

Cirurgia para exposicao do meato acistico externo

Foi realizada incisao cirirgica com bisturi elétrico
(BMO-870, Medcir, Sao Paulo, SP), ap6s bloqueio local
com cloridrato de bupivacaina 0,75%, de aproximada-
mente 2cm endo-pré-auricular, com o objetivo de melhor
visualizacao do meato auditivo externo e da membrana
timpanica e colocagao da sonda para realizacao das EOA
(Figura D).

Métodos de registro das EOAs
Durante os registros, a temperatura corporea de
cada animal foi mantida em 37 + 0,5°C, por intermédio
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de colchio térmico (Termway). Os niveis de ruido am-
biente durante todo o procedimento nio ultrapassaram
65,5 dB (A).

As respostas das EOATE (Figura 2) foram registradas
pelo aparelho da marca Madsen, modelo Capella, acoplado
ao notebook Toshiba Satellite. Os parametros utilizados
foram realizados no modo fast screen, com estimulo (click)
de duracao de 40 microssegundos (ps) e intensidade de 80
dB SPL, com polaridade de condensacao. Para andlise dos
dados, consideramos somente os segmentos dos registros
na janela de 3 a 12,5ms.

As EOAPD (Figura 3) foram registradas pelo mes-
mo equipamento utilizado pela EOATE. Os parimetros
utilizados foram de PD1 = 2F1 - F2 (F = freqiéncia do
estimulo sonoro), com uma relacio F1: F2 = 1,22. Os
niveis de intensidade foram de L1 = 65 e L2 = 55 Db
(onde L = intensidade do estimulo sonoro). Para andlise
das EOAPD, utilizamos os limiares de intensidade (dB)
das freqtiéncias de 750, 1.000, 1.500, 2.000, 3.000, 4.000,
6.000 e 8.000 Hz.

Coleta sangiiinea de glicose e insulina

Cada animal foi submetido a punc¢io da veia jugular
para coleta sangiliinea e posterior andlise de glicose pelo
método enzimatico colorimétrico da glicose-oxidase, com
a utilizacao do kit da Labtest e insulina por imunoensaio
de eletroquimioluminescéncia, nos analisadores Modular
Analytics E170 (Roche), em intervalos de 10 minutos, até
o total de 90 minutos.

Andlise estatistica

Os dados foram transferidos para um programa esta-
tistico computadorizado - Statistical Package for the Social
Science (SPSS), versao 13.0 - para andlise. Para o grupo-
piloto, foi utilizado o teste t de Student para comparagio
de dois grupos com magnitude do efeito de dois desvios
padriao, a = 0,05 e poder de 90%, com uma estimativa de
seis animais por grupo.

Durante o experimento, foi realizado o teste bino-
mial para avaliar se a ocorréncia de valores minimos nos
limiares dos PD, nas frequéncias de 750, 1.000, 1.500,
2.000, 3.000, 4.000, 6.000 e 8.000 Hz, nos tempos de 60,
70, 80 e 90 minutos, foi a mesma entre os grupos controle
e estudo.

RESULTADOS

Iniciou-se o estudo com 18 animais. Ao longo do
desenvolvimento do experimento, dois animais foram
excluidos por razdes anatdbmicas do meato acustico exter-
no, um animal por condicoes anestésicas desfavoraveis,
levando a agitagio do animal durante o experimento e
resultando no deslocamento da sonda da EOA, e uma
morte ocorreu durante a anestesia.

Todos os animais se comportaram de maneira docil

durante todos os procedimentos pré-operatérios (indugao
anestésica). Nao houve caso de hemorragia, apenas um
caso de morte por aspira¢io pulmonar no grupo-controle.
A recuperacio anestésica total ocorreu em aproximada-
mente 2 horas, sem incidentes. Em seguida, os animais
foram transportados ao seu local de origem, onde foram
tomadas as providéncias para a recuperacao da ferida
operatoria.

Figura 1. Fixacao e adaptacdo da sonda estavel no meato auditivo
externo.
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Figura 2. Registro das emissdes otoacusticas transientes evocadas
em ovelhas no tempo zero.

O método empregado promoveu a hipoglicemia e
a hiperinsulinemia desejadas (Figura 4A e Figura 4B).

Nao houve modificacdes nos limiares dos PD no
grupo-controle em relacio aos niveis de glicose e insulina
durante 90 minutos (Figura 5).

Na Figura 6, existe uma diminui¢ao dos limiares dos
PD nas freqiiéncias de 750 a 8.000 Hz no grupo-estudo,
de acordo com o tempo.
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Figura 5. Média dos niveis das emissoes otoacusticas por produtos
de distorcao no grupo-controle durante 90 minutos. PD = produtos
de distorcao.

Figura 3. Registro das emissdes otoacusticas por produtos de distor-
cao em ovelhas no tempo zero.
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Figura 4A. Média dos niveis de insulina nos grupos controle e estudo

durante 90 minutos. Figura 4B. Média dos niveis de glicose nos grupos controle e estudo

durante 90 minutos.

Tabela 1. Valores minimos para os produtos de distorcdo em quatro tempos (min) de registro apés a injecao de insulina no grupo-estudo nas
oito freqliiéncias (Hz) estudadas?.

FreqUéncia
(Hz) Controle Estudo
60 min 70 min 80 min 90 min 60 min 70 min 80 min 90 min
750 -6,2 -16,5 -19,8 -19,1 -8,2 -6,3 -16,9 -20,0
1.000 -1,6 -4,4 2,3 0,5 -23,1 -0,1 -9,3 -19,5
1.500 -4,6 -3,7 -7,4 -4,0 -26,6 -21,6 -17,2 -30,2
2.000 -5,5 -0,5 2,2 -1,8 -32,9 -21,9 -22,9 -31,5
3.000 52 3,8 5,9 6,1 -25,1 -17,8 -18,7 -34,3
4.000 10,6 8,1 8,4 7,8 -22,7 -27,7 -24,3 -50,5
6.000 23 19,5 21,4 22 -11,8 -14,6 -8,6 -18,3
8.000 18,9 18,4 23,8 25,8 -6,3 -12,9 -19,9 -25,5

2 Teste binomial para a ocorréncia homogénea de valores minimos entre os grupos controle (n = 7) e estudo (n = 7) (P < 0,001).
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Figura 6. Média dos niveis das emissdes otoacusticas por produtos
de distorcdo no grupo-estudo durante 90 minutos. PD = produtos
de distorcéao.

A Tabela 1 mostra os limiares minimos observados
para os PD em quatro tempos, a partir de 60 minutos de
registro apo6s a inje¢ao de insulina no grupo-estudo, nas
oito freqiiéncias (Hz) estudadas.

DISCUSSAO

Intmeras sao as técnicas que podem ser utilizadas
para monitorar a funcao auditiva. As EOATE e EOAPD,
como representantes das condi¢coes de funcionamento
das CCE, sao testes de aplicaciao clinica recente e vém
assumindo importancia significativa na identificacao de
alteracdes cocleares, principalmente por se tratar de um
exame objetivo, nao-invasivo e de facil aplicagao''2. Mes-
mo nao determinando o limiar auditivo e nao substituindo
a audiometria tonal, a imitanciometria ou a audiometria
de tronco encefilico, esses novos exames podem detectar
sinais iniciais de danos cocleares®.

Na amostra utilizada no grupo-controle, neste
trabalho, obtiveram-se respostas das EOAPD em todos
os animais. Este achado confirma o fato - ja amplamente
demonstrado em varias pesquisas, como, por exemplo,
as de Robles et al." em chinchilas e as de Schrott” em
camundongos - de que as EOAPD estdo presentes em
ouvidos normais, porquanto as c€lulas ciliadas do 6rgao
de Corti, quando saudaveis, geram os PD. Também em
humanos, Lopes Filho'® e Coube!” obtiveram respostas do
EOAPD em 100% dos ouvidos testados.

Devemos destacar o fato de que, durante os 10 re-
gistros executados em cada animal do grupo-controle, ob-
servamos uma permanente reprodutibilidade dos achados,
mostrando que os resultados sao confidveis e, ainda, que
0s mesmos permitem estabelecer um conceito de padrio
de normalidade para este estudo em ovinos.

Os animais atualmente utilizados para o desenvol-
vimento de pesquisa e treinamento, como cies, gatos e
macacos, tém um porte distinto do homem e sio de dificil
manuseio no biotério, por serem agressivos e suscetiveis a
doencas. Além disso, muitas vezes esses animais sao caros

e pouco disponiveis; muitos sio animais de estimacio,
€ seu uso para treinamento e pesquisa pode determinar
repercussdes psicossociais e causar conflitos com socie-
dades protetoras de animais’. Por sua rusticidade, disponi-
bilidade, docilidade, resisténcia e baixo custo, as ovelhas
5420 animais especialmente adequados para treinamento e
experimentacio em otologia. Outros trabalhos™ mostram
semelhancas significativas entre a anatomia, a histologia e
a morfometria das orelhas da ovelha e dos seres humanos,
principalmente em relacio ao porte das estruturas, o que
facilita o estudo de ordem cirdrgica, bem como os rela-
cionados com afericoes da neurofisiologia otologica. As
caracteristicas e vantagens do uso desse animal puderam
ser comprovadas igualmente em nosso estudo. O mesmo
aparelho utilizado em humanos pode ser aplicado em
ovelhas sem necessidade de adaptacoes, em comparacio
com experimentos com cobaias de pequeno porte.

O procedimento anestésico utilizado possibilitou a
realizacao do experimento e garantiu uma baixa morbi-
dade e mortalidade. Apenas um animal (de um total de
18) foi a 6bito, devido a uma complicacio por aspiracio
pulmonar.

No presente estudo, a exposicio do meato auditi-
vo externo por meio de uma incisao endo-pré-auricular
foi de fundamental importancia para a visualizacao da
membrana timpanica e para a perfeita adaptacio e ve-
dacao do meato acustico externo, através da boa fixacao
da sonda durante o teste das EOA, garantindo, assim, o
monitoramento coclear (10 registros em cada animal), sem
qualquer interferéncia durante todo o experimento, das
freqiiéncias 750, 1.000, 1.500, 2.000, 3.000, 4.000, 6.000
e 8.000Hz, resultando numa constancia na qualidade do
registro e, em consequéncia, numa homogeneidade nos
resultados. Alguns estudos em ratos’ nao conseguiram
uma boa fixacdo da sonda, nio permitindo os registros
dos EOAPD abaixo de 4.000 Hz.

Apesar de ser um teste objetivo, a amplitude das
EOAPD tem mostrado grande variabilidade de individuo
para individuo, provavelmente devido aos diferentes pa-
rametros de estimulos empregados por cada investigador,
como: intensidade dos estimulos primarios, diferenca ou
nao entre eles e razao entre as frequiéncias primarias, além
das caracteristicas individuais de cada orelha, possivel in-
fluéncia do sistema nervoso central e presenca de outros
tipos de EOA.

Existem controvérsias quanto as intensidades ideais
a serem empregadas em F1 e F2. Hauser & Probst” suge-
rem que fixar L2 menor do que L1 deve resultar na melhora
da relacdo sinal-ruido e aumentar a detectabilidade das
respostas de pequenas amplitudes nas orelhas humanas.
Estudos em animais apontam que os niveis primarios sao
mais efetivos quando L1 € 5-10 dB maior que L2. Dessa
maneira, utilizando os parametros de estimulacao de
PD1 = 2F1 - F2, com uma relacao F1: F2 = 1,22, niveis de
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intensidade de L1 = 65 e L2 = 55 dB e normatizacio do
aparelho Madsen, modelo Capella, conseguimos registrar,
pela primeira vez, o perfil dos limiares de EOAPD (DP-
gram) em ovelhas (grupo-controle).

Valendo-se das EOATE, onde a estimulacio se dis-
tribui e atua sobre uma larga por¢ao da membrana basilar,
estimulando-a de maneira global, e tendo, portanto, o
espectro freqiiencial de suas respostas sofrido influéncia
do status de toda a coclea, utilizamos o parametro de re-
produtibilidade acima de 50% como critério de inclusio
no estudo do tempo zero do experimento de cada animal,
pois, a partir desse nivel, os achados nao sao artefactuais
e, portanto, tornam-se confidveis.

A amplitude das respostas captadas nas EOAPD
apresentou uma tendéncia de crescimento em direcio
as altas freqiéncias. Em comparacio com estudos em
humanos” e em modelos animais'®!’, também mostra-
ram, em orelhas normais, uma configuracao da funcao
da EOAPD mais ou menos semelhante a aqui relatada.
E possivel que a distribuicio tonotépica coclear facilite
essa maior amplitude em agudos, uma vez que estes estao
localizados na base da coclea, regido proximal ao local de
captacao das EOA. Gorga et al.?* sugerem alguns fatores
como responsaveis pelas baixas respostas em estimulos
de baixas freqiéncias. Um deles seria a baixa relacao
sinal/ruido para as freqiiéncias graves; outro fator seria o
modo de transferéncia de energia pelo sistema da orelha
média, que apresenta menor amplificacio para graves.
Ainda segundo o autor, essa caracteristica da orelha média
interfere na transmissao dos graves, tanto na direcio da
orelha média para a coclea (estimulo) quanto na direcio
inversa, da coclea para a orelha média (resposta). O
conjunto desses fatores parece fazer com que as medidas
das EOAPD captadas na altura do meato acustico externo
apresentem amplitudes menores em baixas freqiiéncias,
tornando dificil a distincao entre as emissodes e o ruido
de fundo.

Virios autores conseguiram reduzir a amplitude
das EOAPD em cobaias, alguns provocando hidropisia
endolinfitica experimental por obliteracio do ducto e saco
endolinfitico?, outros* utilizando microinjecoes repetitivas
de endolinfa artificial.

No nosso estudo, utilizamos a hiperinsulinemia para
modificar eletrofisiologicamente as CCE cocleares. Para
demonstrar a génese dos danos cocleares durante essa
condicao de hiperinsulinemia aguda, lancamos miao do
protocolo de injecao em bolo de 0,1 U/kg de insulina regu-
lar, tal como a empregada na técnica do teste de tolerincia
a insulina®, onde ¢é avaliada a taxa de reducao da glicose

2425

foram as mesmas encontradas na literatura veterindria
utilizando kit comercial empregado em humanos.

O presente estudo permite considerar relevantes os
seguintes aspectos:

- N2o houve variacdes nos limiares dos PD no gru-
po-controle, em relagdo aos niveis de insulina e glicose
nos 10 registros de cada animal e durante os 90 minutos
do experimento, mantendo-se estaveis as caracteristicas do
DP-gram, que passa a ser nosso padrao de normalidade
em ovelhas.

- No grupo-estudo, houve uma diminui¢ao signifi-
cativa nos limiares dos PD em relacio ao grupo-controle,
diminuicao esta que foi bem mais nitida nas freqiéncias
acima de 1.500 Hz e ap6s 60 minutos (P < 0,001). Esse
dado permite inferir que houve alteracoes eletrofisiologicas
nas CCE, principalmente na espira basal da coclea.

As CCE sio responsaveis pela amplificacio sonora
de uma frequiéncia especifica, num processo denominado
eletromotilidade, resultante das mudancas dos fluidos nas
membranas das CCE. Portanto, € possivel que os achados
deste estudo sejam resultantes da acdo da insulina de for-
ma aguda e elevada, e que, apés 60 minutos, ela comece
a influir na eletromotilidade das freqiiéncias altas e nos
padroes i6nicos do espaco endolinfitico.

Embora as correlacoes entre as alteracoes fisiologi-
cas na coclea e os distirbios metabdlicos dos carboidratos
sejam dificeis de se estabelecer, as EOAPD podem even-
tualmente se tornar o meio para esse fim. Futuros estudos
serao necessarios para esclarecer a presente observacao
de uma significativa mudanca eletrofisiol6gica nos limiares
dos PD nas altas freqtiéncias, apos 60 minutos de hiperin-
sulinemia aguda induzida.

CONCLUSAO

Em sintese, as emissOes otoacusticas nos animais
em estudo tiveram, no grupo controle, uma constante
reprodutibilidade dos limiares dos produtos de distor¢io
durante todas as afericoes nos mesmos animais, com um
padrio de curva (ascendente) semelhante ao da espécie
humana. Sendo assim, o método se mostrou adequado
para uso em investigacoes audiologicas e otologicas. No
grupo estudo ficou, ainda, plenamente identificado que o
hiperinsulinismo agudo foi capaz de provocar relevantes
modificacdes nesses limiares (P < 0,001).
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