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Resumo

Introducdo: A perfusao coclear prejudicada é um fator etioldgico importante na perda auditiva
neurossensorial subita idiopatica (PANSSI). O estresse oxidativo mostrou ser um fator de risco
para danos oxidativos.

Objetivos: Investigamos o papel do estresse oxidativo na PANSSI mediante a comparacao dos
niveis séricos de moléculas oxidantes e antioxidantes, inclusive homeostase de tiol/dissulfeto,

total; . . . . ) .
.. paraoxonase, paraoxonase estimulada, arilesterase, ceruloplasmina e mieloperoxidase em paci-

Estado antioxidante N .
total: entes com e sem recuperacao apos o tratamento.

otat, Método: A quantidade de dissulfeto dinamico foi calculada mediante a determinacao de metade
Homeostase . . : . . R o . . ;

. . da diferenca entre os tiois totais e os tiois nativos. Apos a determinacao das quantidades de tiol
tiol/dissulfeto

nativo, tiol total e dissulfeto, as razdes percentuais de dissulfeto/tiol total, tiol nativo/tioltotal
e dissulfeto/tiol nativo foram calculadas e depois comparadas entre os dois grupos. Além disso,
a relacao clinica entre a recuperacao audioldgica e os niveis de tiol nativo, tiol nativo/tiol
total, dissulfeto, dissulfeto/tiol nativo e dissulfeto/tiol total foi investigada. Amostras de san-
gue também foram analisadas para avaliar os niveis de paraoxonase, paraoxonase estimulada,
arilesterase, ceruloplasmina e mieloperoxidase.

Resultados: Uma diferenca significante foi encontrada entre os dois grupos em relacdao ao
estado oxidante total e aos niveis de dissulfeto, dissulfeto/tiol nativo, dissulfeto/tiol total,
tiol nativo/tiol total (p=0,001, p=0,001, p=0,001, p=0,003, p=0,001, p=0,002, respectiva-
mente). Porém, nao foi encontrada diferenca significante entre os dois grupos em relacdo aos
niveis de paraoxonase, paraoxonase estimulada, ceruloplasmina e mieloperoxidade (p> 0,05
para todos).
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Conclusdo: Os resultados apoiaram a hipdtese comum de que as doencas vasculares sdo a prin-
cipal causa de PANSSI e que, em ultima analise, outros fatores etioldgicos resultam em doencas
vasculares. Os equilibrios de oxidante-antioxidante e tiol-dissulfeto estavam prejudicados no

grupo PANSSI.

© 2021 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A perda auditiva neurossensorial sUbita idiopatica (PANSSI) é
uma sindrome caracterizada pela progressao rapida da perda
auditiva neurossensorial de 30dB ou mais em pelo menos
trés frequéncias contiguas que ocorrem em um periodo de
72 horas ou menos." A incidéncia de PANSSI aumenta com a
idade, varia de 27 a 160 por 100.000 habitantes. Embora
seja observada igualmente em ambos os sexos, sua eti-
ologia permanece obscura.”® Além disso, sua patogénese
€ multifatorial e varias causas foram propostas, inclusive
infeccoes virais, doencas autoimunes da orelha, tumores
acusticos, fistula perilinfatica, trauma, doencas vasculares e
condicdes psicogénicas. Em 85% dos pacientes, o diagnostico
etioldgico ndo pode ser estabelecido por testes diagndsticos
e, portanto, esses pacientes sdo aceitos como idiopaticos.
A recuperacdo espontanea pode ocorrer em 32%-65% dos
pacientes.*>

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio
entre as moléculas pré-oxidantes e antioxidantes no corpo,
leva a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Demonstrou-se também que a perfusdao microvascular pre-
judicada durante um evento isquémico esta associada ao
estresse oxidativo que causa dano endotelial e afeta os sis-
temas microvasculares terminais.® Por sua vez, os derivados
de ERO podem levar a peroxidacao lipidica, resultar em dis-
tirbio do metabolismo celular, dano ao acido nucleico e
modificacao de proteinas.’” A oxidacao do grupo-SH (sulfidril)
em aminoacidos € um indicador de oxidacdo de protei-
nas. Além disso, a oxidacao de tiois, grupos funcionais de
sulfidrila e grupos tiois leva a formacao de ligacdes dissul-
feto. Quando o estresse oxidativo diminui, essas ligacoes
dissulfeto sao reduzidas a grupos tiois, que podem ser um
indicador de estresse oxidativo.?

Neste estudo, investigamos o papel do estresse oxidativo
em PANSSI ao comparar os niveis séricos de molécu-
las oxidantes e antioxidantes, inclusive homeostase de
tiol/dissulfeto (thiol/disulfide homeostasis — TDH), parao-
xonase (PON), PON estimulada (stimulated PON - SPON),
arilesterase (ARES) e mieloperoxidase (MPO) em pacientes
que se recuperaram e naqueles que nao se recuperaram apos
o tratamento.

Método

0O estudo incluiu pacientes com PANSSI diagnosticados e
acompanhados em nossa clinica entre 2017 e 2020. Um grupo
controle de voluntarios saudaveis na mesma faixa etaria
foi incluido no estudo para comparacao com o grupo de

pacientes. Os pacientes com causas estabelecidas de PANSSI
(fratura do osso temporal, trauma, schwanoma vestibular)
foram excluidos do estudo. Além disso, foram excluidos do
estudo os pacientes com infeccdes agudas ou cronicas de
orelha, doencas sistémicas cronicas (cancer, diabetes mel-
litus, insuficiéncia cardiaca crénica e doenca de Parkinson
ou Alzheimer), doencas autoimunes e doencas infecciosas
agudas ou cronicas, em terapia com drogas antioxidantes
(inibidores da enzima conversora de angiotensina [ECA],
bloqueadores beta com propriedades antioxidantes ou vita-
minas antioxidantes) e com historico de tabagismo nas
Gltimas quatro semanas. O termo de consentimento infor-
mado foi obtido de cada participante e o estudo foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisa e treinamento da Van
Yizinci Yil University (Aprovacao n° 08-2017, Data: 26 de
outubro de 2017).

Apo6s um periodo de jejum de 8 horas, amostras de sangue
foram colhidas de cada participante para avaliar os niveis
séricos de estresse oxidativo. As amostras foram colocadas
em tubos bioquimicos e centrifugadas a 2.300 rpm por 10 min
e armazenadas a -80°C até a analise. As ligacoes dissulfeto
redutiveis foram reduzidas para formar grupos funcionais
de tiois livres. O formaldeido foi usado para remover os
produtos de monoidrato de sédio residual e DTNB (5,5’-
-ditiobis-[acido 2-nitrobenzbico]). Posteriormente, grupos
tiois naturais tanto nativos quanto reduzidos foram forma-
dos.

A quantidade de dissulfeto dinamico foi calculada ao se
determinar a metade da diferenca entre os tiois totais e
os tiois nativos. Apos a determinacao das quantidades de
tiol nativo total e de dissulfeto, as razoes percentuais de
dissulfeto/tiol total (D/TT), tiol nativo/tiol total (TN/TT)
e dissulfeto/tiol nativo (D/TN) foram calculadas e compa-
radas entre os dois grupos.’ Além disso, a relacdo clinica
entre a recuperacao audiologica e os niveis de tiol nativo,
TN/TT, dissulfeto, D/TN e D/TT foi investigada. Amostras
de sangue também foram analisadas para avaliar os niveis
de PON, SPON, ARES, CLP e MPO com técnicas descritas
anteriormente. %"

Audiometria e niveis médios de audicao

Uma audiometria de rotina foi feita para cada partici-
pante por um audiologista cego para o estudo. Os limiares
auditivos foram determinados por pure tone audiometry
(PTA) em cabine acUstica com audiémetro Interacoustics®
(Assens, Dinamarca; Modelo: AC40). A audiometria foi feita
nas frequéncias de 250Hz a 8.000Hz. Os limiares auditi-
vos foram medidos em unidades de dB HL. A média do
limiar auditivo em cada frequéncia foi determinada para
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cada orelha de todos os participantes e, em seguida, esses
niveis foram comparados entre os dois grupos. A cate-
goria de perda auditiva foi definida com base na PTA,
cujo limiar médio foi determinado em 500, 1000, 2000 e
4000 Hz: audicao leve (26-40dB), perda auditiva moderada
(41-55), perda auditiva moderada-grave (56-70dB), perda
auditiva grave (71-90) e perda auditiva muito grave (91 dB
ou superior). A resposta dos pacientes ao tratamento foi
classificada da seguinte forma: 1) Completamente recupe-
rado: limiar da perda auditiva pos-tratamento menor do que
10dB em relacado ao valor da perda auditiva inicial ou PTA
de orelha integra; 2) Parcialmente recuperado: recuperacao
pos-tratamento acima de 50% quando comparada a PTA de
orelha integra; e 3) Nao recuperado: recuperacéo inferior a
50% em relacao a PTA de orelha integra.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o programa SPSS para Win-
dows versao 24.0 (IBM Corp. Released 2016, Armonk, NY:
IBM Corp.). A distribuicdo normal das variaveis continuas
foi determinada pelos testes de Shapiro-Wilk e Skewness-
-Kurtosis e os testes paramétricos foram usados para as
analises, uma vez que as variaveis apresentaram distribuicao
normal. As variaveis continuas foram expressas em média,
desvio-padrao (DP), minimo e maximo. As variaveis cate-
goricas foram expressas em frequéncias (n) e porcentagens
(%). As variaveis continuas foram comparadas com o teste
t independente. As correlacées foram determinadas com o
coeficiente de correlacao de Pearson. Um valor de p <0,05
foi considerado significante.

Resultados

Foram incluidos no estudo 43 pacientes com PANSSI e 43
individuos saudaveis para controle. O grupo de pacientes foi
composto por 36 mulheres (83,7%) e sete homens (16,3%),
com média de 39,5+ 10,3 anos, e o grupo controle por
30 mulheres (69,8%) e 13 homens (30,2%), com média de
38,7+9,5 anos. Nao foi encontrada diferenca significante
entre os dois grupos em relacdo a distribuicdo por idade e
género (p=0,54).

No grupo de pacientes, detectou-se PANSSI de 30-50 dB
em 11 (25,6%), de 51-70dB em 14 (32,6%) e de 71-90dB
em 23 (53,5%) dos pacientes pré-tratamento. No mesmo
grupo, a duracdo mediana dos sintomas foi de sete dias
(variacdo, 1-30). PANSSI de alta frequéncia (tipo descen-
dente) estava presente em 28 (65,1%), PANSSI de baixa
frequéncia (tipo ascendente) estava presente em 11 (25,6%)
e PANSSI que afetava todas as frequéncias (tipo plano) estava
presente em 4 (9,3%) orelhas. Em termos de resposta ao tra-
tamento, a remissao foi detectada em 23 (53,5%) pacientes,
arecuperacao parcial em 15 (34,9%) e nenhuma recuperacao
foi detectada em cinco (11,6%).

Uma diferenca significante foi encontrada entre os
dois grupos em relacdo ao TOS e aos niveis de dissul-
feto, D/TN, D/TT e TN/ TT (p=0,001, p=0,001, p=0,001,
p=0,003, p=0,001, p=0,002, respectivamente). Porém,
nao foi encontrada diferenca significante entre os dois gru-
pos em relacédo aos niveis de PON, SPON, CLP e MPO (p > 0,05
para todos) (tabela 1).

Na analise de correlacao, apenas PON, entre todos os
parametros de estresse oxidativo analisados no estudo, esta-
beleceu correlacao significante com a gravidade da PANSSI
pré-tratamento (p=0,038) (tabela 2).

Discussao

A etiologia e a abordagem de tratamento ideal da PANSSI
permanecem contraditérias. Embora a maioria dos pacientes
tenha uma forma idiopatica de PANSSI, disturbios vascula-
res foram relatados como a causa mais comum da doenca.'?
Recentemente, varios estudos investigaram o papel das ERO
na perda auditiva. No entanto, a pergunta comum é se as
ERO levam a perda auditiva ou se as ERO sao causadas pela
necrose ou apoptose nas células auditivas. Estudos anteri-
ores indicaram que a reoxigenacao ou reperfusao que se
desenvolvera apds a isquemia devido aos distUrbios vas-
culares leva a danos teciduais na proporcao do tempo
de exposicao a isquemia. Considera-se que essa situacao,
chamada de paradoxo do oxigénio, seja causada pelos
radicais livres formados como resultado da reperfusdo.’
Oxigenacao e circulagcao adequadas sao necessarias para que
a orelha interna funcione adequadamente e um distlrbio
na circulacdo da orelha interna causa dano ao endoté-
lio vascular.' Sugeriu-se que o aumento da producado de
espécies altamente oxidantes, como dxido nitrico, pero-
Xinitrito e citocinas proé-inflamatorias, podem causa dano
endotelial, resultar em perda auditiva sibita.’ Além disso,
niveis elevados de moléculas de estresse oxidativo foram
identificados em pacientes com perda auditiva subita.'®
Em condicées normais, o aumento da producao de ERO
estimula os sistemas antioxidantes. As moléculas antioxidan-
tes desempenham um papel importante na desintoxicacao,
regeneracao celular, regulacdo da atividade enzimatica
celular e apoptose. Além disso, protegem o organismo
contra os efeitos adversos das ERO. A insuficiéncia do sis-
tema antioxidante leva ao estresse oxidativo por meio dos
efeitos das moléculas oxidantes e foi demonstrado que o sis-
tema antioxidante causa neuropatia auditiva."”” Um estudo
anterior indicou que os subprodutos de ERO contribuem para
a degeneracao progressiva da morfologia neural em nervos
cranianos e causam o posicionamento anormal de ERO nos
filamentos de actina.'®

Alguns dos antioxidantes que tentam prevenir os danos
causados pelos radicais livres sao enzimas e alguns sao
moléculas ndo enzimaticas. Embora o estado antioxi-
dante/oxidante do corpo e a concentracdo de moléculas
antioxidantes/oxidantes possam ser avaliados separada-
mente, o estado antioxidante/oxidante geral pode ser
avaliado mais facilmente pela mensuracao do estado anti-
oxidante total (status antioxidante total - TAS) e do TOS.
Em nosso estudo, os niveis de TOS foram maiores no grupo
de pacientes em comparacao ao grupo controle, indica-
ram que uma defesa celular é formada contra o estresse
oxidativo. PON e ARES sao enzimas do grupo esterase codi-
ficadas pelo mesmo gene e tém centros ativos semelhantes.
Em nosso estudo, nao foi encontrada diferenca significante
quanto aos niveis séricos de PON e SPON, ambas produtos
do metabolismo lipidico. PON sérica é uma enzima associ-
ada a lipoproteina de alta densidade (HDL) e exibe atividade
antiaterosclerotica por inibir a oxidagao de lipoproteina de
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Tabela 1 Comparacao dos resultados em pacientes com perda auditiva neurossensorial stbita idiopatica (PANSSI) e grupo
controle

PANSSI Controle p-valor
Capacidade antioxidante total 11,2+10,8 1,6 +0,2 <0,001
Estado oxidante total 11,24+10,3 8,6+9,7 0,244
Paraoxoanase-1 176 =115 181 +150 0,871
Paraoxoanase estimulada 594 4423 604 4+ 526 0,921
Arilesterase 276 +46 318 +£53 <0,001
Ceruloplasmina 72 +28 69 +47 0,651
Mieloperoxidase 94 449 111 4+£53 0,142
Tiol nativo (SH) 356 + 65 424+ 48 < 0,001
Tiol total (SH +SS) 395+ 65 460 + 46 < 0,001
Dissulfeto (SS) 20+5 18+5 0,118
SS/SH (%) 6+3 4,3+1,6 0,003
SS/Total SH (%) 5,2+2,1 3,9+1,3 0,001
SH/SH Total (%) 89,6 +£4,3 92,1+2,6 <0,002

PANSSI, Perda auditiva neurossensorial stbita idiopatica; SH, tiol nativo; SS, dissulfeto.
Dados expressos em média 4 desvio-padrao (intervalo: minimo-maximo) ou intervalo interquartil mediano (intervalo: minimo-maximo),
o valor de p <0,05 foi aceito como nivel significativo e as diferencas significativas entre os grupos sdo mostradas em negrito.

Tabela 2 Correlacao entre o nivel sérico de antioxidante e a PTA por via aérea na PANSSI

Relacao entre o nivel
médio do tom puro
pré-tratamento e os
marcadores de estresse

p? Relacao entre o nivel p?
médio do tom puro
pos-tratamento e os
marcadores de estresse

oxidativo oxidativo
Capacidade antioxidante -0,038 0,808 -0,102 0,515
total TAC
Estado oxidante total 0,067 0,672 -0,010 0,947
TOS
Paraoxonase-1 PNX 0,317 0,038 0,016 0,918
Paraoxonase estimulada 0,271 0,079 -0,013 0,934
Arilesterase -0,001 0,997 0,240 0,122
Ceruloplasmina
Mieloperoxidase -0,127 0,422 -0,059 0,711
Tiol nativo -0,154 0,324 0,043 0,787
Tiol total -0,046 0,768 0,146 0,352
Dissulfeto -0,080 0,611 0,148 0,342
Capacidade antioxidante -0,169 0,279 0,009 0,953
total

2 Valores de significancia de acordo com o coeficiente de correlacao de Pearson.

baixa densidade (LDL). Niveis de PON significativamente
elevados sao vistos principalmente na presenca de lesoes
ateroscleréticas.' Por essas razoes, pode-se supor que nao
pode haver relacao entre a aterosclerose e PANSSI e que
ARES pode desintoxicar organofosfatos como PON.

A ceruloplasmina é uma proteina-chave responsavel por
90% do transporte de cobre no plasma e é sintetizada predo-
minantemente no figado. Essa proteina protege os tecidos
contra os efeitos adversos das ERO que contém ferro e
também exibe atividade antioxidante e protetora celular.
MPO é uma enzima lisossomica secretada por leucdcitos
em resposta ao estresse oxidativo. O aumento da atividade
de MPO, que leva a inativacao do oOxido nitrico e, por-
tanto, reduz os efeitos vasodilatadores e anti-inflamatorios

do dxido nitrico, tem sido considerado responsavel por varios
mecanismos patologicos, inclusive e principalmente pato-
logias vasculares. Em nosso estudo, o nivel sérico de ARES
significantemente reduzido no grupo de pacientes e a ausén-
cia de uma diferenca significante entre os dois grupos em
relacdo aos niveis séricos de outros antioxidantes (como
PON, MPO, ceruloplasmina) sugerem que diferentes enzimas
podem desempenhar um papel no sistema antioxidante.

Os tiois sdo compostos de moléculas de hidrogénio e
enxofre ligadas a um Unico atomo de carbono e desempe-
nham um papel importante na neutralizacao dos oxidantes
corporais. As ligacoes dissulfeto sao ligadas a grupos
tiois para reduzir o equilibrio tiol-dissulfeto. As proteinas
plasmaticas, particularmente a albumina, sao altamente
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suscetiveis a oxidacdo, uma vez que o grupo tiol em sua
estrutura contém sulfidrila livre. Na presenca de estresse
oxidativo, grupos sulfidrila livres entre duas proteinas for-
mam ligacdes dissulfeto por meio de suas propriedades
antioxidantes. O equilibrio tiol-dissulfeto, por outro lado,
€ um marcador que indica o processo de oxidacdo de
proteinas.?’ Niveis reduzidos de tiol foram identificados
em varias doencas, inclusive diabetes mellitus, doenca
renal, cirrose hepatica alcodlica, insuficiéncia renal cro-
nica, doencas cardiovasculares, distlrbios neuroldgicos e
cancer.?" Além disso, niveis reduzidos de tiol também foram
identificados em pacientes com perda auditiva stbita.?? Por
outro lado, as membranas celulares também podem ser
danificadas por radicais livres, que resultam do ‘‘roubo’’
de elétrons dos lipidios pelos radicais livres durante a
peroxidacao lipidica. O malondialdeido (MDA) e as subs-
tancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sao formas
comuns de medir os produtos da peroxidacao lipidica em
células, tecidos e fluidos corporais. Elias et al.?* avaliaram
80 pacientes com PANSS e os dividiram em trés grupos com
base na recuperacao da perda auditiva (recuperacao total,
recuperacao parcial e nenhuma recuperacao). Os autores
avaliaram a relacao entre comorbidades ou concentracao
sérica de TBARS e recuperacdo da perda auditiva e nao
encontraram correlacao significante entre a concentracao
de TBARS e a gravidade da perda auditiva inicial ou o prog-
nostico de recuperacdo auditiva. No entanto, os autores
encontraram uma relacao significante entre a presenca de
diabetes e dislipidemia e pior prognostico auditivo em paci-
entes com PANSS.?> Em nosso estudo, os niveis séricos dos
parametros de estresse oxidativo, inclusive TOS, ARES, tiol
nativo e tiol total, foram significativamente mais baixos no
grupo de pacientes em comparacao com o grupo controle.
E importante notar que esses niveis reduzidos de tiol indi-
cam que as moléculas antioxidantes sao ativadas pela perda
auditiva subita e que o sistema antioxidante desempenha um
papel protetor contra o metabolismo celular. Por outro lado,
embora os niveis séricos de marcadores de estresse oxidativo
estivessem aumentados em nossos pacientes recuperados,
parcialmente recuperados e nao recuperados, nenhuma
correlacao significante foi encontrada entre esses grupos no
que diz respeito a recuperacao.

Estudos anteriores indicaram que a perda auditiva indu-
zida por ruido pode ser controlada por antioxidantes
exogenos. Até o momento, varios antioxidantes foram tes-
tados no tratamento de PANSSI e varios estudos relataram
os efeitos benéficos dos antioxidantes em danos a orelha
interna e PANSSI. No entanto, embora antioxidantes como
N-acetilcisteina, vitamina C e E, selénio, extratos de ginkgo
biloba e o6leo de peixe tenham sido testados para esses
tratamentos, seus efeitos ainda ndo foram elucidados.?* Por-
tanto, o papel das terapias antioxidantes no tratamento da
PANSSI permanece contraditério. Por outro lado, embora
antioxidantes que incluem eliminadores de radicais enzi-
maticos (como eliminadores de superdxido e peroxido de
hidrogénio), quelantes de ferro (desferrioxamina) e inibido-
res de xantina oxidase (alopurinol, oxipurinol) representem
a Unica solucdo para fornecer protecao contra lesao de
reperfusdo, a terapia antioxidante nao é recomendada no
tratamento de PANSSI,?® o que pode ser atribuido a escas-
sez de estudos controlados randomizados conduzidos com
antioxidantes. Alguns estudos anteriores mostraram que

antioxidantes, ERO e, em particular, o tiol-dissulfeto e a
homeostase tiol/dissulfeto estavam elevados em pacientes
com perda auditiva subita.?%2¢

0 uso combinado de antioxidantes e esteroides no trata-
mento de PANSSI pode ter um efeito sinérgico e, portanto,
pode ser complementar na melhoria da audicao. Outros
estudos cegos randomizados em grande escala sao neces-
sarios para explorar se a adicdo precoce de antioxidantes
a terapia padrao com esteroides melhoraria a recuperacao
da PANSSI, particularmente em perdas auditivas de alta
frequéncia que sdo menos responsivas ao tratamento.?” Por
outro lado, as moléculas de nano-antioxidantes mostraram
proteger o sistema nervoso central contra ERO.? Porém,
apesar da grande promessa e potencial dessas moléculas,
sua aplicacdo na medicina ainda é limitada devido a sua
baixa biodisponibilidade. Além disso, essas moléculas sao
facilmente degradadas e, portanto, suas capacidades anti-
oxidantes podem diminuir significativamente.?’

Conclusao

O presente estudo obteve resultados semelhantes aos de
outros que confirmaram o papel do estresse oxidativo
na etiopatogénese da PANSSI. Vale notar que os valo-
res de tiol total, D/TN e D/TT foram significantemente
maiores no grupo PANSSI em comparacao com o grupo
controle. No entanto, os equilibrios oxidante-antioxidante
e tiol-dissulfeto estavam prejudicados no grupo PANSSI e
nenhuma correlacao significante foi encontrada entre esse
desequilibrio e a gravidade da perda auditiva ou resposta
ao tratamento. A avaliacdo dos niveis séricos dos parame-
tros oxidativos em pacientes com PANSSI pode ser (til na
organizacao do protocolo de tratamento. No entanto, para
fazer suposicoes definitivas sobre esse assunto, sao necessa-
rios mais estudos em grande escala, que fagcam analises de
correlagao.

Aprovacao ética

Todos os procedimentos feitos neste estudo estavam de
acordo com os padrdes éticos do comité institucional e com a
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