Braz J Otorhinolaryngol.
2013;79(3):342-8.

DOI: 10.5935/1808-8694.20130060

Para citar este artigo, use o titulo em inglés ORIGINAL ARTICLE B J O R E

The effects of hyperbaric oxygen therapy upon ototoxic injuries

produced by amikacin in guinea pigs

Efeito da oxigenacdo biperbdrica em lesdo ototoxica produzida pela amicacina em cobaias

Luciana de Albuquerque Salviano Amora', Adriana de Andrade Batista Murashima?, Maria Rossato?,
Marcia Bento Moreira®, Miguel Angelo Hyppolito’, Djalma José Fagundes®

Keywords:
amikacin;
cochlea;
guinea pigs;

hyperbaric oxygenation.

Palavras-chave:
amicacina;
cobaias;

coclea;

oxigenacao hiperbdrica.

Abstract

Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) has enhanced the prevention and treatment of auditory
ailments such as ototoxicity. Objective: To study the effects of HBOT upon ototoxic injuries produced
by amikacin. Method: This experimental study included 12 albino guinea pigs, whose auditory
function was assessed through distortion product otoacoustic emissions (DPOAEs) and brainstem
auditory evoked potentials (BAEPs) before and after the administration of amikacin (600 mg/kg/day)
and HBOT sessions (2 ATA, 60 minutes). Morphological features were analyzed through scanning
electron microscopy. Subjects were divided into four groups, as follows: group 1 - saline solution
+ HBOT; group 2 - amikacin for 8 days; group 3 - amikacin + seven days of rest; and group 4 -
amikacin + HBOT. Results: Group 1 subjects had preserved function and morphology throughout
the experiment; Group 2 subjects had statistically significant levels of hair cell injury and functional
impairment; Subjects on groups 3 and 4 had statistically significant functional and morphological
impairment after the administration of amikacin, which were still present after the proposed procedures
had been carried out. Conclusion: Hyperbaric oxygen therapy did not change the cochlear hair cell
morphology or the electro-physiological thresholds of the guinea pigs given amikacin.

Resumo

A oxigenacao hiperbarica tém favorecido a prevencio e o tratamento de afeccoes auditivas como
a ototoxicidade. Objetivo: Estudar os efeitos da oxigenacao hiperbarica em lesdao ototéxica promo-
vida pela amicacina. Forma de estudo: Experimental. Método: Avaliados aspectos funcionais de 12
cobaias albinas por meio das emissoes otoacusticas produtos de distorciao e do potencial evocado
auditivo de tronco encefilico, antes e apos o uso de amicacina (600 mg/kg/dia) e das sessdes com
oxigenacdo hiperbarica (2 ATA, 60 minutos). Aspectos morfologicos foram avaliados por meio de
microscopia eletronica de varredura. Grupos de estudo com trés animais: grupo 1 - solucao salina
+ oxigenacao hiperbdrica; grupo 2 - amicacina 8 dias; grupo 3 - amicacina + 7 dias de repouso
e grupo 4 - amicacina + oxigenacdo hiperbdrica. Resultados: Grupo 1 apresentou preservacao
da funcionalidade e da morfologia durante todo experimento. Grupo 2 demonstrou, ao final do
experimento, lesoes estatisticamente significantes das células ciliadas com alteracoes funcionais.
Grupos 3 e 4 apresentaram alteracoes estatisticamente significantes dos aspectos funcionais e mor-
fologicos apds o uso da amicacina, mantendo estas alteracoes apos os procedimentos propostos.
Concluszo: A oxigenacao hiperbdrica nao promoveu alteracdes na morfologia das células ciliadas
da coclea e aos limiares eletrofisiologicos das cobaias submetidas a amicacina.
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INTRODUCAO

Uma grande variedade de medicamentos pode
promover, como efeito colateral, uma perturbacio
transitoria ou definitiva na funcao auditiva e/ou vestibular
definida como ototoxicidade medicamentosa'. Os
antibioticos aminoglicosideos fazem parte deste grupo
e tém amplo uso, pela sua eficicia e pelo seu baixo
custo, na terapéutica de doencas infecciosas. Dentre eles,
destaca-se a amicacina, com ocorréncia estimada em 13,9%
de ototoxicidade?.

A amicacina € utilizada especialmente no grupo
pedidtrico®!, com objetivo terapéutico ou profilatico
e amplamente prescrita no tratamento da sepse e da
meningite, bem como no tratamento de bacteremias’,
infeccdes do trato urindrio® e respiratorio”. O seu emprego
proporciona o decréscimo da mortalidade perinatal e o
aumento de sobrevida das criancas; no entanto, eleva a
possibilidade de sequelas, entre as quais a perda auditiva®.

Estudos experimentais mostram que a amicacina
na dose de 400 mg/kg/dia, via intramuscular, provoca
completa eliminacdo das células ciliadas externas (CCE) e
lesao parcial das células ciliadas internas (CCD>'°.

Por outro lado, a oxigenacdao hiperbarica (OHB),
em que o individuo € colocado no interior de uma
camara hiperbdrica em ambiente com 100% de oxigénio
e submetido a uma pressao maior do que a atmosférica,
(entre 2 e 3 atmosferas absolutas - ATA)!, tem mostrado
efeitos favoraveis em diversas doencas. Atualmente,
pesquisas nas areas da Otorrinolaringologia e da audiologia
tém evoluido em parceria com a medicina hiperbarica, de
modo especifico na modalidade de oxigenacao hiperbarica
(OHB) na prevencdo e no tratamento de afeccdes
como: surdez stibita'?*) perda auditiva induzida por ruido'
e ototoxicidade’®.

Com o objetivo de contribuir para o entendimento
dos mecanismos fisiopatologicos de otoprotecao na orelha
interna contra a ototoxicidade induzida por firmacos, este
estudo pesquisou especificamente o efeito da OHB sobre
as lesoes ototoxicas promovidas pela amicacina.

METODO

Estudo clinico e experimental com a aprovacao dos
Comités de Etica sob os nimeros de protocolo 035/2011
e 407/10. Os animais escolhidos foram cobaias albinas
(Cavia porcellus) -linhagem inglesa, machos, pesando em
torno de 400 gramas, selecionadas por meio do reflexo
de Preyer.

Amostra

Foram utilizadas 24 cécleas provenientes de 12
cobaias. Os animais foram submetidos a pesquisa das
Emissoes Otoacusticas Produto de Distor¢ao (EOADP) e
ao registro potencial evocado auditivo de tronco encefilico

(PEATE) sob anestesia com a associacio de cloridrato
de cetamina (40 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), pela via
intramuscular. Os critérios para inclusio de cobaias na
amostra foram EOADP e PEATE presentes. Cobaias com
otite, excesso de cerume ou meato acustico externo estreito
demais para acomodar a sonda auditiva foram excluidas.
Os animais foram distribuidos em quatro grupos:

e Grupo 1: Trés animais (seis cocleas) receberam
aplicacdo subcutianea de solucao salina durante
8 dias. Decorridas 48 horas da tltima aplicacio
foram submetidas a trés sessdes de OHB (2 ATA
- 60 minutos de pressdo absoluta) realizadas em
dias intercalados, correspondendo ao 11°, 13°
e 152 dia de experimento.

Grupo 2: Trés animais (seis cocleas) receberam
amicacina (600 mg/kg/dia), via subcutinea,
durante 8 dias consecutivos.

Grupo 3: Trés animais (seis cocleas) recebe-
ram amicacina (600 mg/kg/dia), via subcuta-
nea, durante 8 dias consecutivos. Ficaram em
repouso por mais 7 dias, recebendo apenas
solucdo salina via subcutianea.

Grupo 4: Trés animais (seis cocleas) receberam
amicacina (600 mg/kg/dia), via subcutinea,
durante 8 dias consecutivos. Decorridas 48
horas de repouso apds a ultima aplicacao,
foram submetidas a trés sessdoes de OHB
(2 ATA - 60 minutos de pressao absoluta)
realizadas em dias intercalados, corresponden-
do ao 112, 13° e 15° dia de experimento.

Avaliacao funcional auditiva

A avaliacao funcional auditiva foi realizada por meio
do exame das EOADP e do registro do PEATE. O equipa-
mento utilizado foi o SMART DPOEA® e o SMART EP® da
Intelligent Hearing Systems - Miami/Florida (EUA).

Os procedimentos para avaliacio funcional foram
realizados no inicio do experimento (em todos 0s grupos),
anterior as sessdes de OHB (nos grupos 1 e 4), anterior ao
Repouso (no grupo 3) e imediatamente anterior a eutanasia
(em todos 0s grupos).

A anilise das EOADP seguiu a relacao de
frequéncias 2 F(1) - F(2) com relacio F(1)/F(2) = 1,22.
Foram consideradas as emissdes otoacusticas a partir de
1,5 kHz, pois as dimensodes do conduto auditivo externo da
cobaia fazem com que haja uma dificuldade de detec¢ao
das emissoes otoacusticas abaixo desta frequéncia,
obtendo respostas que coincidem com as respostas do
ruido’. Em conformidade com o relato de outros autores,
a intensidade utilizada neste estudo foi de 70 dB NPS para
F(1) E F(2)*1017,

Para o registro do PEATE, a regiao do vértex e a
regiao entre as Orbitas foram raspadas com lamina de aco
para retirada dos pélos. A regido posterior do pavilhio
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auricular foi submetida a limpeza com esponja de aco para
retirar a oleosidade e melhorar o contato do eletrodo com
a pele'. Os eletrodos de superficie foram dispostos da
seguinte maneira: um eletrodo positivo no vértex craniano,
dois eletrodos negativos na porc¢ao posterior do pavilhao
das orelhas e um referéncia (terra) na fronte, entre as
orbitas. Os mesmos foram posicionados com interposicao
de pasta eletrolitica, para melhor condutibilidade do sinal
elétrico®.

A estimulacao sonora foi realizada por via aérea,
através de fones de insercio. O estimulo utilizado foi o cli-
que alternado, com 27,7 estimulos por segundo e duracao
de 0,1 ms. Frequéncia fundamental de 1.000 Hz, utilizan-
do a intensidade de 90 dB nHL. O sinal captado pelos
eletrodos foi submetido a filtros passa-alta e passa-baixa
de 150 e 3.000 Hz, respectivamente. O sinal filtrado e am-
plificado foi submetido a promediacio de 1.024 varreduras
dos registros dos potenciais evocados auditivos (PEA), com
janela de 12 ms. O resultado final foi fornecido na forma
de ondas de potencial elétrico’™. Somente a onda I foi
considerada para o presente estudo, visto que esta onda
registra o potencial no nervo auditivo, fazendo parte ainda
do sistema auditivo periférico®™®. O limiar eletrofisiologico
foi pesquisado por meio do oferecimento do estimulo
sonoro de maneira decrescente de 10 em 10 dB até o
limiar aproximado.

Procedimento de oxigenacao hiperbarica

As sessoes de OHB foram realizadas no Departa-
mento de Cirurgia Experimental, utilizando uma cimara
hiperbarica experimental de pequeno porte, tida como
multipaciente. As sessoes foram realizadas em dias
alternados®, totalizando trés sessdes. Cada sessio com
duragdo de 100 minutos a 2 ATA cada, sendo 60 minutos
de pressao absoluta®.

Preparo para microscopia eletronica de varredura (MEV)

Ao final do tempo de observacio para cada grupo,
os animais foram anestesiados conforme protocolo e
eutanasiados com o aprofundamento anestésico seguido
da decapitacao®.

Logo ap6s a abertura da bula timpanica, foi injetada
solucao de fixacao de glutaraldeido a 2,5% lentamente
através de uma abertura feita no dpice da coclea e da
janela redonda, permanecendo em imersao por quatro
horas a 4°C*>172°. Apds esta fixagcao com o glutaraldeido,
o material foi submetido a cinco lavagens'™ em solucao
tampao fosfato 0,1 M e submetido a microdissec¢ao para
exposicao das espiras cocleares™'>72, Apos as lavagens
sucessivas, as cocleas foram refixadas em solucio de
tetroxido de 6smio a 1% em tampio fosfato 0,1 M por
2 horas a 4°C, lavadas seguidamente em tampao fosfato
0,1 M e pH de 7,357 Em seguida, procedeu-se a

desidratacao das estruturas por meio de banhos de etanol
em concentracoes crescentes de 50, 70, 90 e 95%, durante
cerca de 10 minutos cada. Logo ap6s, utilizou-se o etanol
100% em trés banhos de 20 minutos cada, deixando-se
no ultimo banho as estruturas imersas a temperatura
ambiente por 12 horas?'>7?°. A dgua ainda presente no
material apds a desidratacao foi removida no processo
de secagem, com o uso do método do ponto critico
como didxido de carbono (CO,) liquido. O equipamento
utilizado foi o BAL-TEC CPD 030® (Critical Point Dryer),
onde com sucessivos banhos com didxido de carbono
liquido a 4°C, o etanol foi eliminado e, entao, o material
foi submetido a aumento de temperatura até 40°C para
que o dioxido de carbono passasse do estado liquido
para o estado gasoso, o que aconteceu a 31°C - ponto
critico® > 1720,

O material seco foi montado em porta-espécime
cilindrico (stubs) metilico colado com pasta condutora
de carbono”". Para adequada andlise e observacao das
estruturas 2 MEV, as cocleas foram cobertas por uma fina
camada de ouro, aplicada com o uso do vaporizador
BAL-TEC SCD 050. Apds esta preparacao, as cocleas
estavam eletricamente condutivas para a MEV*117,

Critérios de andlise da MEV

Os resultados da MEV, depois de fotografados,
foram analisados pela contagem do nimero de células
ciliadas externas da espira basal, E2, E3 da coclea e da
andlise de presenca/auséncia ou presenca parcial das
células ciliadas internas de todas as espiras e das CCE da
apical, em determinado campo fotogrifico.

Estudo estatistico

Para analise estatistica dos resultados, foram
utilizados os testes de Friedman e Wilcoxon para avaliar
as diferencas entre as EOADP. Ambos foram utilizados
por se tratar da observacao de varidveis aleatorias
que evoluem no tempo e sao extraidas de um mesmo
individuo. Os testes foram feitos considerando nivel de
significancia de 95%. Para estudar o PEATE, utilizou-se
o teste de Friedman, com nivel de significincia de 95%.
Cada coclea representou um experimento diferente
e independente, havendo dependéncia somente na
evolucao temporal de cada coclea. A andlise morfologica
foi avaliada por meio do teste de Kruskal-Wallis, com
nivel de significancia de 95%. Para esta analise, foram
considerados os diferentes niveis da coclea, basal,
E2, E3 e apical. Cada um desses niveis foi avaliado
separadamente. Foram considerados os efeitos da droga
e os diferentes procedimentos (OHB e Repouso) em
cada caso.

Todas as anidlises foram processadas com o
software Microsoft Excel® com auxilio do pacote EXStat®
para andlises nao paramétricas®’.
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RESULTADOS

A avaliacdo por meio das EOADP mostrou auséncia
de respostas para todos os grupos submetidos a AM,
quando avaliados apds 8 dias consecutivos de uso
do farmaco. O teste de Wilcoxon mostrou que houve
diferenca estatisticamente significante entre a média da
relacao sinal/ruido (SNR) anterior e posterior a AM, com
p-valor <0,01.

Nos grupos 3 e 4, as EOADP estavam ausentes apos
os 8 dias de AM, permanecendo ausentes e com reducao
da média da relacao sinal/ruido (SRN) em ambos os grupos
apos os procedimentos propostos. Foi possivel observar
diferenca estatisticamente significante com p-valor < 0,05
entre a média da SRN apos AM e ap6s o repouso ou a OHB.

O grupo 1 apresentou EOADP presentes anterior
e posterior a OHB. O teste de Wilcoxon resultou em
p-valor 2 0,05, indicando que as amostras foram similares
sob o ponto de vista das EOADP.

Com relacao ao registro do PEATE, os limiares
eletrofisiol6gicos encontravam-se aumentados nos
grupos 2, 3 e 4, posterior ao uso da AM, mantendo
estes resultados apos OHB ou apds o repouso. O teste
de Friedman resultou em p-valor < 0,05, indicando que
os registros pré e pos-AM foram estatisticamente distin-
tos. Apos AM, todos os animais apresentaram limiares
eletrofisiologicos superiores a 90 dB nHL, representando
uma perda auditiva relevante.

Os resultados indicam que os individuos apresenta-
ram integridade das estruturas do sistema auditivo periféri-
co anterior ao inicio do experimento e sofreram alteracao
destas estruturas apos o uso de AM, resultando em defi-
ciéncia auditiva. Estes resultados foram mantidos, apds o
término do experimento, independente do procedimento
ao qual foram submetidos, repouso ou OHB.

No grupo 1, os limiares eletrofisiolégicos encontra-
vam-se inalterados. O teste de Friedman mostrou p-valor =1,
demonstrando que as amostras sdo idénticas sob o ponto
de vista do PEATE.

Considerando a avaliacao morfolégica, por meio da
MEYV, foi possivel observar lesoes significativas das CCE e
CCI em todas as espiras estudadas (Figura 1). As CCI foram
menos afetadas na regido da espira basal nos grupos que
fizeram uso do farmaco.

No grupo 4, lesdes de CCE e CCI também foram
observadas tanto apds os 8 dias consecutivos do farmaco
quanto apos a OHB, sem ganhos significativos aos aspectos
morfolégicos (Figura 2). Resultados similares foram
encontrados no grupo 3. Os aspectos morfologicos das
CCE e CCI nao foram alterados no grupo 1, apresentando
preservacao das trés fileiras de CCE e da fileira de CCI
(Figura 3).

Figura 1. Espira basal da coclea de cobaia do grupo 2 mostrando
lesdes de CCE em todas as fileiras e de CCI (MEV - 1.000x).

18pm

Figura 2. Espira basal da coclea de cobaia do grupo 4 com lesdes de
CCE em todas as fileiras e CCI (MEV - 1.000x).

Figura 3. E2 da coclea de cobaia do grupo 1 com preservagéo de
CCE e CCI. CCI: F1: fileira 1; F2: fileira 2; F3: fileira 3 (MEV - 1.000x).
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Em relacio a contagem de CCE das espiras basal,
E2, E3 e Apical, das amostras que receberam AM e
desconsiderando o grupo controle (grupo 1), obteve-se
p-valor = 0,5 ao teste de Kruskall-Wallis. No tocante a
contagem de CCI das espiras basal, E2, E3 e apical, para
as amostras expostas a AM, obteve-se p-valor = 0,22. Em
ambos 0s casos, a hipdtese dos grupos serem similares
do ponto de vista estatistico foi rejeitada.

Os aspectos morfologicos das CCE e CCI nao foram
alterados no grupo 1, com preservacao das trés fileiras de
CCE e da fileira de CCI (Figura 3).

DISCUSSAO

A AM ¢ amplamente utilizada no tratamento de do-
encas infecciosas, em especial no grupo pediitrico e tem
sido relatada com elevado potencial ototoxico, promovendo
lesdes auditivas de cariter irreversivel. O fato se reveste de
importancia individual, condenando o paciente com defi-
ciéncia auditiva a transpor barreiras sociais e econdmicas
para se adaptar muitas vezes intransponiveis, por falta de
recursos € ou aceitacao da sociedade. Também, do ponto de
vista da satide publica, os custos sao bastante expressivos no
trabalho de readaptacao desses individuos e na aquisicio e
manutencao de aparelhos auditivos normalmente importados.

De acordo com relato da literatura médica, os
aminoglicosideos podem ser detectados na perilinfa 60 a
90 minutos apds a administracao sistémica, permanecendo
detectaveis nas células ciliadas trés a quatro meses depois®.
Assim, a adocao de medidas que possam abolir ou diminuir
os efeitos deletérios dos medicamentos ¢ um desafio a ser
vencido.

Oxigenacao Hiperbarica (OHB)

Dentre as possibilidades existentes, a OHB pode
ser uma opc¢do, visto que em outras situacoes tem
mostrado eficaz como medida terapéutica no tratamento
da surdez subita'? e na otoprotecio contra lesdes auditivas
promovidas pelo ruido' e a ototoxicidade causada pela
cisplatina'®.

O mecanismo exato de protecio da OHB ainda
nao estd claramente estabelecido. No entanto, um dos
mecanismos envolvidos na ototoxicidade da AM poderia
estar relacionado a processos de producdo de isquemia
das células ciliares e consequente excesso na produciao
de espécies reativas de oxigénio e as lesoes tipicamente
associadas a elas.

Desta forma, com base nos relatos de melhora
do estresse oxidativo promovida pela OHB por meio
do aumento da producao de antioxidantes e de enzimas
antioxidantes como a glutationa e a superoxido dismutase
(SOD), bem como a diminuicao de marcadores de estresse
oxidativo como o malondialdeido, a OHB poderia promover
otoprotecao por meio da varredura destas espécies reativas
de oxigénio produzidas pelo uso da amicacina.

Deste modo, pareceu pertinente estudar os efeitos
da OHB sobre as lesdes ototoxicas promovidas pelo
uso da amicacina com o objetivo de contribuir para
o entendimento dos mecanismos fisiopatologicos de
otoprotecao da orelha interna.

A presente pesquisa focou a avaliacao da ototoxi-
cidade em dois parametros: o morfologico e o funcional.

Aspectos morfoldgicos

O estudo morfologico por meio da MEV tem sido
rotineiramente utilizado em estudos de ototoxicidade por
permitir uma minuciosa andlise das células ciliadas da
coclea, demonstrando normalidade e/ou anormalidades
existentes quanto a morfologia ciliar destas?!%1>17:19:2,

Os dados obtidos nesta pesquisa permitem inferir
que o uso da AM por via subcutidnea produziu alteracoes
morfologicas na estrutura da céclea dos animais e nao
foram protegidas pela aplicacio da OHB.

Aspectos funcionais

A avaliacao funcional por meio da anilise das
EOADP tem sido demonstrada como um método eficaz
para avaliar o estado funcional das CCE'102,

Os achados funcionais encontrados nesta pesquisa
estao de acordo com outros estudos experimentais®!'®!”
quanto ao potencial ototoxico da AM.

Pesquisadores estudando as alteracoes ultraes-
truturais e funcionais da céclea de animais encontraram
lesoes extensas de CCE apds aplicacio sistémica de AM
por 12 dias consecutivos. Os achados corroboram com
este trabalho, ratificando o potencial efeito ototéxico do
farmaco'.

Os animais que fizeram uso de AM e foram
submetidos 2 OHB apresentaram auséncia das EOADP
apos 8 dias consecutivos de uso do farmaco, com
reduciao da média da relacao sinal/ruido (SRN) ao final
do experimento, demonstrando ter havido possivel piora
do estado funcional das CCE da cdclea. Estes achados
também foram encontrados no grupo submetido ao
repouso apos AM.

Alguns autores sugerem que pacientes que se
encontram sob regime de aminoglicosideo apresentam as
repostas de EOADP prejudicadas, caindo na razao direta
do tempo de tratamento®*+».

A luz da literatura, poderiamos supor que esta
piora do estado funcional pode ter sido resultado do
efeito cumulativo da AM, pois estes achados foram
evidentes tanto no grupo submetido ao R quanto no grupo
submetido 2 OHB.

Os limiares eletrofisioldgicos, obtidos por meio
do registro da onda I, estavam aumentados em todos
os grupos submetidos a AM, acima de 90 dB nHL,
permanecendo alterados apds a OHB. Estes achados foram
semelhantes aos do grupo submetido ao repouso. Ambos
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0s procedimentos propostos nao representaram ganhos
significativos do ponto de vista estatistico, coincidindo
com os achados morfolégicos destes grupos.

As EOADP podem estar presentes em perdas
auditivas de até 50 dB NA%. Os dados obtidos neste estudo,
em que as EOADP estavam ausentes, coincidem com os
resultados do PEATE, demonstrando o efeito devastador
da dose de amicacina aplicada e corroborando com os
relatos na literatura de lesoes ototéxicas ocasionadas pelo
uso de antibiéticos aminoglicosideos*?1%17:27-2,

Os efeitos da oxigenacio hiperbdrica divergiram de
relato da literatura que demonstrou a OHB como potencial
otoprotetor sobre lesdes ototoxicas'®, no qual os autores
usaram a cisplatina como indutor da lesao ototoxica em um
modelo experimental com aplicacao de 8 mg/kg/dia, via
intraperitoneal durante 3 dias consecutivos e posteriormente
submeteram a OHB, relatando melhora dos aspectos mor-
fologicos e funcionais das células ciliadas da coclea das
cobaias analisadas. O nimero de animais utilizados nesta
pesquisa foi baseado na literatura®'*>1° e recomendado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, nao sendo possivel inferir que
este aspecto tenha se refletido nas diferencas encontradas
em nosso estudo. Por outro lado, ¢ possivel que as vias
metabdlicas de producao das lesoes sejam diferentes e este
tenha sido um aspecto determinante.

Consideracoes finais

Sabendo que a hiperdxia causada pela oxigenacao
hiperbarica aumenta a tolerancia dos tecidos a isquemia,
incrementando os mecanismos bioldgicos de defesa contra
espécies reativas de oxigénio, pode-se propor como pers-
pectivas futuras o desenvolvimento de um novo estudo
com metodologia similar, porém, divergindo no tempo
de exposicio ao farmaco, utilizando as mesmas doses de
amicacina e o mesmo protocolo de OHB. Para tanto, seria
sugestiva uma avaliacio mais minuciosa da melhora do es-
tresse oxidativo com o uso da OHB por meio do aumento
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