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RESUMO

Introducgao: O ruido € o agente fisico ambiental mais prevalente e, quando
em niveis elevados, pode causar danos auditivos temporarios ou permanentes.
As principais consequéncias da exposi¢ao ao ruido na cdclea estao relacionadas
a liberagdo de grandes quantidades de glutamato, alteracdo nas sinapses das
células ciliadas com os neurénios e o aumento dos radicais livres, especialmente
as espécies reativas de oxigénio. Originada da serotonina, a melatonina € descrita
como um antioxidante intrinseco altamente eficaz na eliminagdo de radicais
toxicos e na reducdo do estresse oxidativo. O resveratrol, um composto
polifendlico natural, tem sido estudado devido as suas diversas propriedades
bioldgicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, anti-agregantes,
anti-aterogénicos, além de seu papel na quimiopreveng¢do, imunomodulagao e
acao antienvelhecimento. Objetivo: Avaliar o efeito da melatonina e do resveratrol
na prevencao de alteragbes das estruturas da orelha interna em ratos wistar
expostos a elevados niveis de pressao sonora. Métodos: Estudo experimental
com 45 ratos machos da linhagem wistar. Os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais, com 10 animais no grupo melatonina, 10 animais no grupo
resveratrol, 13 animais no grupo veiculo e 12 animais no grupo controle. Os trés
primeiros grupos foram expostos ao ruido do tipo white noise, centrado na
frequéncia de 4 kHz, na intensidade de 100 dB por 8 horas diarias durante 10 dias.
Os animais destes grupos receberam via intraperitonial 10mg/kg/dia dos farmacos
melatonina e resveratrol e o grupo veiculo recebeu soro com alcool e DMSO. O
grupo controle ndo foi exposto ao ruido e recebeu os farmacos e as solugdes soro
com alcool e DMSO. A avaliagdo auditiva foi realizada por meio de emissdes
otoacusticas evocadas por produto de distor¢do nas frequéncias de 3 a 12 kHz,
potenciais evocados auditivos de tronco encefalico com os estimulos clique e tone
burst em 8 kHz, além da analise histoldgica das estruturas cocleares, dentre elas
o ganglio espiral, limbo, ligamento espiral e estria vascular. Para comparages
entre dois grupos com distribuicdo normal, foi usado o Teste t para os dados
paramétricos ou Mann-Whitney para os dados n&o paramétricos. Para a analise
histologica, foi utilizado o teste ANOVA. O nivel de significancia estabelecido foi
em p<0,05. Resultados: Todos os grupos expostos ao ruido apresentaram
diferenca estatistica nas emissbes otoacusticas na amplitude e na relagao sinal-

ruido na comparagao aos grupos controle nos dias 15 (apds a exposi¢ao) e 30



(apdés 15 dias de recuperagcédo), com pior desempenho observado no grupo
veiculo. Nos grupos expostos ao ruido, foi observada diferenga estatistica na
comparagao dos grupos veiculo e melatonina e ruido e resveratrol, na avaliagao
no D30. Na analise dos limiares auditivos utilizando o estimulo clique, foi
observado diferenca estatistica na analise do D15 dentre os grupos expostos ao
ruido e o grupo controle. Na analise do D30, os grupos melatonina e resveratrol
apresentaram melhora estatistica e n&o foi mais observada diferengca na
comparagao com o grupo controle. O mesmo efeito foi observado na analise do
D15 para o estimulo tone burst, porém apenas o grupo melatonina apresentou
recuperacdo expressiva dos limiares. Na analise histologica, foi observado no
D15 piora na densidade celular em todos os grupos expostos ao ruido na
contagem dos neurbénios do ganglio espiral. Entretanto, na analise do D30, os
grupos tratados com resveratrol e melatonina apresentaram recuperagao
significativa e ndo mantiveram diferenga estatistica na comparagdo com o grupo
controle. Conclusao: A melatonina e o resveratrol demonstraram propriedades
otoprotetoras significativas em ratos wistar expostos a niveis elevados de pressao

sonora.

Palavras-chave: perda auditiva, melatonina, resveratrol, ruido, ratos wistar.



ABSTRACT

Introduction: Noise is the most prevalent environmental physical agent and, at
high levels, can cause temporary or permanent hearing damage. The main
consequences of noise exposure in the cochlea are related to the release of large
amounts of glutamate, changes in the synapses between hair cells and neurons,
and the increase in free radicals, particularly reactive oxygen species. Derived
from serotonin, melatonin is described as a highly effective intrinsic antioxidant in
eliminating toxic radicals and reducing oxidative stress. Resveratrol, a natural
polyphenolic compound, has been studied for its diverse biological properties,
including antioxidant, anti-inflammatory, anti-aggregating, anti-atherogenic effects,
as well as its role in chemoprevention, immunomodulation, and anti-aging action.
Objective: To evaluate the effect of melatonin and resveratrol in preventing
alterations in the inner ear structures of Wistar rats exposed to high sound pressure
levels. Methods: An experimental study using male Wistar rats. The animals were
divided into experimental groups: melatonin, resveratrol, vehicle, and control. The
first three groups were exposed to continuous noise at 100 dB for 8 hours daily
over 10 days, and the animals received 10 mg/kg/day of melatonin and resveratrol
intraperitoneally for 14 days. The vehicle group was subdivided into saline, alcohol,
and DMSO. Auditory evaluation was conducted through distortion product
otoacoustic emissions at frequencies ranging from 3 to 12 kHz, brainstem auditory
evoked potentials with click and pure tone stimuli at 8 kHz, and histological analysis
of cochlear structures, including the spiral ganglion, limbus, spiral ligament, and
stria vascularis. For comparisons between two groups with normal distribution, the

t-test was used for parametric data or Mann-Whitney for non-parametric data.



ANOVA was used for histological analysis. The significance level was set at
p<0.05. Results: All groups exposed to noise showed statistical differences in
otoacoustic emissions compared to control groups on days 15 (after exposure) and
30 (after 15 days of recovery), with the vehicle group showing the worst
performance. Among the noise-exposed groups, significant statistical differences
were found between the vehicle and melatonin groups, as well as between the
vehicle and resveratrol groups, in the evaluation on day 30. In the analysis of
auditory thresholds using click stimuli and counting neurons in the spiral ganglion,
it was observed that the groups treated with resveratrol and melatonin recovered
their baseline auditory thresholds by the end of the experiment. Conclusion:
Melatonin and resveratrol demonstrated significant otoprotective properties in
Wistar rats exposed to high sound pressure levels.

Keywords: hearing loss, otoacoustic emissions, noise, and wistar rats.
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1. INTRODUGCAO

O ruido é o agente fisico mais comum em nosso ambiente e € um fator de
risco presente em varias atividades humanas, no cotidiano da comunidade, no
ambiente doméstico e, também, na maioria dos processos de trabalho. A
exposigcao a intensos niveis de ruido podera trazer consequéncias temporarias ou
permanentes para a audicdo, dependendo do tempo de exposicéo, tipo de ruido
e suscetibilidade individual (1-3).

A perda auditiva induzida por ruido (PAIR) ou por niveis de Pressdo Sonora
Elevados (PAINPSE) é descrita como um dos problemas de saude ocupacional
mais disseminados e prevalentes no mundo. Foi citada pela Organizagdo Mundial
de Saude (2000) como responsavel por 19% dos anos vividos com incapacidade
causada por todas as doengas e agravos decorrentes de fatores ocupacionais em
todo o mundo (4, 5).

O ruido em alta intensidade pode causar alteragdes discretas nas células
ciliadas da orelha interna, edema das terminag¢des nervosas auditivas, alteracdes
vasculares, exaustdo metabdlica, modificagdes quimicas intracelulares, com
reducdo da rigidez dos estereocilios e mudangas no acoplamento dos cilios com
a membrana tectorial. As alteragdes sao reversiveis e pode haver recuperagao do
limiar mesmo com a presencga de lesdo nas células (6).

Apesar dos mecanismos moleculares da PAINPSE ainda ndo serem
amplamente compreendidos, evidéncias sugerem que eles estdo intimamente
relacionados a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que séo
geradas pelo estresse oxidativo (EO), definido como o desequilibrio entre os
sistemas oxidantes e antioxidantes, com aumentos dos oxidantes. Sdo geradas
inumeras EROs dentre elas os radicais livres que, diferentemente das demais,
apresentam um elétron desemparelhado na sua camada eletronica, favorecendo
a ocorréncia de danos oxidativos (7, 8). Neste sentido, o tratamento com o uso de
antioxidante passa a ser uma possibilidade de intervencdo na perda auditiva
induzida por ruido (9). Um estudo realizado por Draczynska_Luciak e
colaboradores demonstrou (10) que o uso de antioxidantes, como o resveratrol,
bem como as vitaminas E e C, podem proteger o dano celular neuronal do
estresse oxidativo. Foi observado que o antioxidante foi capaz de suprimir e
eliminar a producédo de EROs.
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O melhor meio de prevenir danos no caso da exposi¢cao a elevados niveis
de pressao sonora € a proteg¢ao contra o ruido. Como essa protecdo nem sempre
€ possivel, por varias razdes, estudos vém sendo desenvolvidos com uso de
antioxidantes com o objetivo prevenir ou tratar a perda auditiva induzida pelo
ruido.

A hipodtese deste estudo € a de que o uso continuado da melatonina ou do
resveratrol poderiam servir como agentes otoprotetores na prevengdo da
disfuncao da orelha interna de ratos expostos a elevados niveis de pressao sonora
no modelo experimental wistar. Neste sentido, estimava-se que o uso do
antioxidante iria ter uma acao protetora a nivel coclear, com a preservagao das
células ciliadas externas e internas, e nas sinapses das células ciliadas internas e
o nervo auditivo. Dentre as diversas possibilidades de antioxidantes, a escolha
destes se deu pelos resultados em estudos relacionados a otoprotecdo. A
melatonina é um antioxidante que vem sendo amplamente estudada no
Laboratério de Ensino em Otorrinolaringologia (UnB) e apresentou desempenhos
satisfatorios na exposigao a cisplatina e no envelhecimento. O resveratrol, um
polifenol presente em muitos alimentos a base de frutas e plantas, esta sendo
amplamente estudado no combate ao estresse oxidativo na UFRGS, também com

resultados promissores.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Som x Ruido

Os sons podem ser descritos como naturais, como o murmurio do vento ou
o canto dos passaros, e artificiais, como a musica deliberadamente criada ou o
ruido resultante das atividades humanas. Estdo relacionados com conceitos,
sensagdes, memorias e impressdes, por meio de fendbmenos acusticos que agem
nos campos comunicacional, sensorial, musical, ludico, entre outros (11, 12).

O som é criado pelas vibragdes que viajam por um meio, como ar ou agua.
Trata-se de uma manifestacao fisica que alcanga o sistema auditivo humano e
apresenta como caracteristicas mais comuns, a intensidade, a frequéncia, a
periodicidade e a duragéo (13, 14). A intensidade do som €& percebida como sua
amplitude, enquanto a frequéncia esta associada a sua taxa de variagao temporal,
conhecida como "pitch". A frequéncia é quantificada em ciclos por segundo,
medidos em Hertz (Hz). No contexto da fala humana, as frequéncias tipicamente
variam entre 250 e 8.000 Hz. Por outro lado, a intensidade acustica é quantificada
em Pascal (Pa) ou decibéis (dB)(15).

A faixa dinamica da audigdo humana normal se estende desde uma
intensidade minima audivel de aproximadamente 0,00002 Pa — ou cerca de 1,9
dB (um sinal muito suave) — até o limiar da dor, que € aproximadamente 20 Pa ou
120 dB (um sinal extremamente alto). Essa faixa € expressa em uma escala
logaritmica, representada em unidades de dB NPS (nivel de pressao sonora). Na
escala logaritmica, um aumento de 10 dB corresponde a um aumento de 10 vezes
na energia sonora, enquanto um aumento de 20 dB corresponde a um aumento
de 100 vezes, e assim por diante (15).

O som torna-se ruido quando se torna indesejado ou prejudicial (13, 14).
Acredita-se que, atualmente, todas as pessoas estdo expostas a algum tipo de
ruido durante as suas atividades do cotidiano, em seus locais de trabalho, no lazer
ou moradia. Um em cada trés individuos fica incomodado durante o dia e um em
cada cinco tem sono perturbado a noite devido ao ruido do transito. A poluigao
sonora, ou ruido ambiental, se destaca como a segunda maior causa de polui¢ao
global e exerce um papel de fator condicionante e influenciador de diferentes
agravos a saude (16, 17).
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O ruido pode ser classificado como ocupacional, sentido no local de
trabalho; ambiental, geralmente proveniente de ambientes externos gerados pela
atividade humana; recreativo, gerado em momentos prazerosos, como 0s
dispositivos de escuta pessoal, musica em festas, bailes e concertos, eventos
esportivos; e uso recreativo de armas de fogo (15).

Agéncias internacionais, assim como o Instituto Nacional de Seguranca e
Saude Ocupacional (NIOSH), estabelecem limites de exposigdo recomendados
baseados em evidéncias para proteger os trabalhadores da exposicéo a agentes
perigosos no trabalho, sendo o limite para ruido ocupacional fixado em 85 dB
como uma meédia ponderada no tempo de 8 horas, com uma taxa de cambio de 3
dB (3 dB correspondem a uma duplicagdo da energia acustica). As exposigdes
superiores a estas referéncias sdo consideradas perigosas (18). Estes limites
foram determinados para proteger os trabalhadores do desenvolvimento da
PAINPSE ao longo de uma carreira de 40 anos. E importante ressaltar que este
limite ndo tem o propdsito de proteger o publico contra o ruido ambiental em geral
ou o ruido recreativo, como escutar musica com fones de ouvido ou participar de
eventos ruidosos, nem deve ser utilizado com bebés, criancas e adolescentes nos

seus varios ambientes de exposigao (15, 19).

2.2 Perda auditiva induzida por ruido

Nos séculos passados, os ouvidos dos trabalhadores civis, como ferreiros,
moleiros e canhoneiros, estavam especialmente vulneraveis aos danos auditivos
devido ao ambiente barulhento em que exerciam suas profissdes. Francis Bacon
(1571-1625) foi um dos pioneiros a escrever sobre fala e audi¢cdo, além de outros
fendbmenos acusticos, inclusive sobre o efeito prejudicial do som intenso (20, 21).

O austriaco Habermann, em 1890, fez a primeira descricdo sobre a
patologia coclear da surdez induzida por ruido em seu estudo dos ossos temporais
de um unico paciente. Foram examinados os o0ssos temporais de um ex-
caldeireiro idoso, que foi atropelado porque ja estava surdo e ndo ouviu 0s avisos
do trem que se aproximava. O mesmo autor também investigou a deficiéncia
auditiva em caldeireiros ainda vivos, que trabalhavam em duas oficinas distintas.
Ele observou que os homens da oficina maior e mais ruidosa apresentavam os

casos mais graves de surdez (21).
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Os registros datam que, apds a época da Revolugdo Industrial, o ruido
passou a ser aceito como parte da vida rotineira, com o desenvolvimento das
cidades (15). Entretanto, apenas depois da Segunda Guerra Mundial &€ que foram
feitos esforgos para reduzir a exposi¢géo ao ruido (22).

Estima-se que aproximadamente 4,1 milhdes de trabalhadores estejam
expostos diariamente a niveis de ruido que ultrapassam o limite de exposicao de
85 dB (23). Nos Estados Unidos, cerca de 27,7 milhdes de individuos entre 20 e
69 anos sofrem de perda de audi¢cdo induzida pelo ruido, destacando assim o
ruido como um fator crucial nos ambientes de trabalho em termos de impacto na
saude (24). Segundo especialistas em saude publica, os riscos ambientais
constituem 25% do fardo das doengas (16, 17), e a perda de audi¢gdo ocasionada
pela exposicdo ao ruido continua sendo a segunda doenga ocupacional mais
prevalente (25). Entre 1981 e 2010, a prevaléncia de perda auditiva ocupacional
situou-se em torno de 20%, variando conforme os diferentes setores industriais
nos Estados Unidos (26).

Os principais fatores que influenciam o desenvolvimento da PAINPSE
incluem a intensidade do ruido, medida em niveis de pressao sonora; a duragao
da exposig¢ao ao ruido, expressa em anos; a natureza impulsiva do ruido, que &
considerado mais prejudicial do que o ruido continuo; e a suscetibilidade individual
para o desenvolvimento da PAINPSE (15).

No Brasil, o Comité Nacional de Ruido e Conservagcao Auditiva, em 1994,
definiu a PAINPSE como uma perda auditiva do tipo neurossensorial, quase
sempre simétrica e raramente de grau profundo, pois nao ultrapassa os 40 dB nas
baixas frequéncias, e os 75 dB nas altas frequéncias. Sua manifestacdo ocorre
inicialmente nas frequéncias de 3, 4 ou 6 kHz e, com o agravamento da leséo,
pode atingir as frequéncias de 8, 2, 1, 0,5 e 0,25 kHz. Geralmente, atinge o nivel
maximo para as frequéncias de 3, 4 e 6 kHz nos primeiros 10 a 15 anos de
exposicao, sob condicbes estaveis de ruido e, com o passar do tempo, a
progressao da leséo torna-se mais lenta. O comité destaca que a PAINPSE pode
ser agravada pela exposigao simultanea a outros agentes, como, por exemplo,
produtos quimicos e vibragcdes. Entretanto, ela ndo torna a audicdo mais sensivel
a futuras exposicdes (27).

A PAINPSE é descrita como uma doenga complexa, resultante da interagao

de fatores genéticos e ambientais, irreversivel, cumulativa e insidiosa, causada
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por qualquer exposi¢cao que exerca uma média de 90 dB, oito horas por dia,
regularmente por um periodo de varios anos (28, 29).

A perda auditiva pode ser ocasionada pela exposi¢cdo continua e
prolongada ao ruido, mas também pode ser resultante de uma unica exposigéao
subita ou repetida ao ruido, denominado de trauma acustico (29), e pode resultar
em dois tipos de lesdes no ouvido interno, dependendo da intensidade e duragao
da exposic¢ao, sendo elas a mudanca de limiar temporaria (MTL) e a mudancga de
limiar permanente (MPL).

A mudancga de limiar temporaria (MTL) € caracterizada pela mudancga de
limiar que apresenta recuperacéo aos niveis basais nas horas, dias ou semanas
apos a exposi¢ao ao ruido (30). Acredita-se que a recuperagdo do MTL seja
decorrente do desacoplamento reversivel dos estereocilios das células ciliadas
externas da membrana tectorial e/ou aumento reversivel do ganho central e
hiperacusia e zumbido associados (31, 32). O estudo de Kujawa e Liberman,
realizado em 2009 (33) — com a utilizagdo de ensaios funcionais cocleares e
imagens confocais do ouvido interno em camundongos — demonstrou que as
exposi¢cdes acusticas que causam mudanga moderada no limiar, porém
reversiveis, nao causam alteracédo nas células sensoriais cocleares, mas podem
gerar perda aguda de terminais nervosos aferentes e degeneracgédo retardada do
nervo coclear.

Este efeito — conhecido como sinaptopatia coclear (SC) ou perda auditiva
oculta — é caracterizado por uma perda permanente de conexdes neurais de um
subgrupo de neurbnios aferentes (sensoriais), localizados no centro da coclea,
chamados neurdnios sensoriais do ganglio espiral (GE) tipo I. Eles transportam
informagdes das células ciliadas internas para o nucleo coclear do tronco cerebral
e sdo divididos em trés subgrupos, de acordo com a frequéncia esponténea e a
sensibilidade relativa ao som (designados como tipo la-Ic) (34, 35). Os neurdnios
supostamente envolvidos na perda auditiva oculta consistem principalmente em
neurdnios aferentes do tipo Ic, caracterizados por um alto limiar de resposta a
sons e uma baixa taxa de atividade espontanea. A exposigdo ao ruido em alta
intensidade causa retragdo dos processos neurais desses neurdnios das células
ciliadas associadas e, como consequéncia, a sua perda (35). Este dano pode
ocasionar um prejuizo funcional significativo por meio da diminuicdo da
capacidade de escutar a fala na presencga de ruido competitivo, dai o nome perda

auditiva “oculta” (36).
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Exposi¢cdes mais prejudiciais podem produzir perdas permanentes de
sensibilidade auditiva. Nestas situacdes, a mudancga no limiar induzida por ruido
persiste apdés um periodo de recuperagédo subsequente a exposi¢ao (30, 35). De
acordo com Ryan et al., 2016 (30), a recuperagao da sensibilidade auditiva em
modelos animais pode ocorrer até trés semanas apos a exposi¢cao ao ruido e, por
este motivo, uma alteragao na audi¢cao sé deve ser considerada como permanente
apos este periodo. Destaca-se que, mesmo uma piora na audi¢cao de até 50 dB,
em decorréncia de uma uUnica exposicdo ao ruido, pode ser recuperada
inteiramente. Entretanto, quando a exposi¢cdo se torna repetida ou continua, a
perda da sensibilidade pode evoluir de MTL para um MPL (35).

A principal consequéncia da MPL em fung¢do do ruido € o dano e a perda
das células ciliadas externas da céclea (CCEs), apesar de ainda ser obscura a
forma como o dano ocorre. Evidéncias sugerem a relagdo com a geragédo de EROs
nas células ciliadas durante e apds a superexposicao, pela ativagcao de vias de
sinalizacao de estresse, que pode levar a danos celulares, apoptose e/ou necrose
(33, 37).

O estudo realizado por Bohne, Harding e Lee, em 2007 (37), sugere ainda
uma terceira via de morte das CCEs, morfologicamente distinta da via de morte
apoptodtica e oncética, mas com mecanismos subjacentes desconhecidos. No
estudo realizado com chinchilas expostas a um ruido de banda larga, os autores
descrevem e enfatizam a impossibilidade desta terceira via de morte ser uma
variag&o da via apoptotica ou oncotica. Os resultados demonstraram que as CCEs
oncoticas se apresentavam edemaciadas, com citoplasma palido e nucleos
palidos. Com a continuidade do edema, as organelas se rompiam e
desapareciam, e, com rompimento da membrana plasmatica, a célula se rompia
e ficava necrotica. Os autores ndo acreditam que as organelas restantes em uma
CCE necrotica iriam se reagrupar em uma forma cilindrica e o nucleo se deslocaria
para o polo basal original da célula, fazendo com que uma CCE oncotica
assumisse a aparéncia de uma CCE de terceira via de morte. Com relagdo a via
de morte por apoptose, os autores esclarecem que a morfologia das CCE da
terceira via de morte € bastante distinta daquela das células que morrem por
apoptose no que diz respeito a condigdo da membrana plasmatica, ao
aparecimento do nucleo e a distribuigdo de dentritos no 6rgao de Corti.

Acredita-se que, durante a exposig¢ao a ruidos, as células ciliadas internas

(CCIl) estdo muito ativas e liberam grandes quantidades de glutamato nas
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sinapses com as fibras dos nervos auditivos. Estes altos niveis de glutamato iriam
super estimular os receptores das células pés-sinapticas e, com isto, causariam
um edema dos dentritos aferentes, descrito como fadiga auditiva. Como esta
ultraestrutura sinaptica é recuperada, sugere-se que o0s terminais nervosos
edemaciados recuperaram a sua atividade normal (38, 39). Os mesmos autores
descrevem que, durante a exposicao a ruidos, a cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria utiliza grandes quantidades de oxigénio para atender a elevada
demanda energética celular, que pode resultar na produgao significativa de
superoxidos, um subproduto indesejado. A elevagdo dos niveis de superéxidos
pode reagir com outras moléculas, aumentando os niveis de radicais livres,
particularmente EROs na coclea. Essas EROs podem contribuir para o
desenvolvimento de lesdes nas células ciliadas e a subsequente perda de fungao
auditiva observada apds a exposigéo ao ruido (38, 39).

A formacdo de EROs, incluindo os radicais livres, € continua e inevitavel,
em organismos aerobicos (40). Desta forma, com a impossibilidade de anular a
sua geracdo, a alternativa é neutraliza-los antes que ataqguem uma molécula
vizinha. Como as células ndo conseguem neutraliza-los totalmente, alguns
radicais conseguem escapar e destroem as moléculas vizinhas, comprometendo
a fisiologia organelar. O mau funcionamento dos sistemas subcelulares podera
prejudicar o metabolismo celular e levar a insuficiéncia fisiologica, e até a morte
celular(41, 42).

Uma vez gerados, os radicais livres podem causar uma reagdo em cadeia
denominada de peroxidagao lipidica, que podera levar a aniquilagcdo molecular
macica de estruturas saudaveis. O radical livre formado serve como iniciador do
processo pois, quando extrai um elétron de uma molécula normal em sua
proximidade, ele transforma esta molécula em um radical livre desestabilizado,
que ira em busca de capturar um elétron de outra molécula para sabota-lo. Esta
cascata de eventos bioquimicos, podera ser interrompida quando um antioxidante
intervir e eliminar o radical livre perpetuante(43, 44).

Os efeitos do ruido também podem afetar as sinapses das células ciliadas
e 0s neurdnios, mesmo quando estas permanecem vivas e recuperam a fungao
normal. Trabalhos sugerem que a perda de sinapses e terminais aferentes em
funcdo da exposicdo ao ruido é rapida e permanente enquanto a perda de
neurénios do GE é comparativamente lenta (45, 46). Esta perda sinaptica e neural

pode extrapolar as consequéncias funcionais da exposi¢ao ao ruido ao diminuir a
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capacidade do VIII nervo de codificar sinais auditivos com fidelidade, com ou sem
perda de sensibilidade limiar (30, 47). A figura 1 apresenta uma representagao da

conexao das células ciliadas com os neurdnios sensitivos.

l Célula ciliada
I, ) » externa

) Célula ciliada g

Célula ciliada

) . | i
sinapse y interna

- Axdrvo muslinizado AN

\ Neurdnios sensitivos

i anglio espiral
Neurénio sensitivo ‘/' (gang i)

(ganglio espiral)

" Nervo auditivo
(NC VI

Figura 1. Representagéo das células ciliadas e dos neurdnios sensitivos.
Fonte: https://pt.slideshare.net/slideshow/sistema-sensorial-audio-e-equilbrio/82399377#22

No processo envolvido na perda de audicdo em funcao do ruido, além da
mudanga temporaria do limiar e da mudanga permanente do limiar, existem os
fendmenos mudanca de limiar assintotica (Asymptotic Threshold Shift - ATS),
também denominada como “platd”, o fenbmeno de resisténcia (toughening) e a
mudanga de limiar composta (Compound Threshold Shift - CTS).

Chen e colaboradores, em 2014 (48), descreveram que a PAINPSE
aumenta inicialmente com a duragdo da exposigdo, mas eventualmente atinge
uma mudanga de limiar assintético (ATS) quando a duragao da exposigao excede
de 18 a 24 horas. O mesmo autor descreve a ATS como limite superior de uma
mudanca permanente de limiar, que pode resultar de uma exposicao de duragao
infinita.

Um animal pode sofrer um condicionamento e criar resisténcia quando
exposto a um estimulo acustico continuo, de baixo nivel, ndo lesivo a audi¢do. O
fendmeno chamado de resisténcia ("foughening") é provocado por exposi¢cao a
estimulos acusticos interrompidos n&o lesivos, de baixa intensidade sonora,
durante um tempo longo, prévio a exposigao de ruido traumatico do mesmo tipo.

Este condicionamento pode proteger a audigdo dos animais experimentais contra
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o ruido traumatico, diminuindo as alteragdes fisiologicas e as lesdes das células
sensoriais ciliadas da coclea (49, 50).

Por fim, a CTS é definida por uma mudanca de limiar auditivo resultante de
exposi¢cdes sequenciais ao ruido em diferentes doses e/ou com periodos de

repouso entre as exposigoes (48).

2.3 O uso do antioxidante na otoprotecao nas exposig¢oes ao ruido

O presente estudo se propbs a estudar o efeito otoprotetor de antioxidantes
diante da exposigao a elevados niveis de pressao sonora, buscando informagdes
relevantes que pudessem ser utilizadas em futuras intervengdes translacionais
humanas, visto que a protegdo auditiva por meio dos EPIs (equipamentos de
protecdo individual) nem sempre é viavel. Foi realizada uma reviséo sistematica
dos antioxidantes mais utilizados na literatura, nos trabalhos relacionados ao
ruido. Diante da diversidade de antioxidantes disponiveis e estudados, optou-se
por selecionar apenas as substancias mais pesquisadas, dentre elas D-metionina,
ebselen, edaravone, hidrogénio, L-NAME, NAC, Q-ter, resveratrol e tempol
(Apéndice A).

Foram encontrados diversos tempos de exposi¢cédo ao ruido, que variaram
de 30 minutos (51), uma hora (52-58), duas horas (58, 59), trés horas(60-63),
quatro horas (64-70), cinco horas (71-75), seis horas(76-80), oito horas(81), trés
horas e trinta minutos(82) e 24 horas(1, 83). Ressalta-se, ainda, que a maioria dos
estudos realizou uma unica exposicdo ao ruido para demonstrar o efeito
otoprotetor a longo prazo, com excegdo do estudo (59) que realizou duas
exposicoes, e dos estudos (55, 56), que realizaram exposi¢cdes por 10 dias e por
cinco dias consecutivos por semana, durante trés semanas. Apesar da
diversidade observada nas exposi¢des ao ruido, destaca-se que a dose recebida
depende do tempo da exposi¢ao e da intensidade utilizada.

Com relagéo a este topico, a intensidade utilizada durante as exposi¢oes
ao ruido também apresentou alta variabilidade, sendo as de 105 dB (1, 66, 67, 76,
77, 80, 83) e 110 dB (58, 59, 65, 70, 78, 79, 81) as mais citadas. Foi encontrado
apenas um estudo que utilizou intensidade inferior a 100 dB (56) e trés estudos
com a intensidade de 100 dB (55, 76, 84). O restante dos estudos utilizou
intensidades superiores, como 113 dB (69, 70), 115 dB(60, 63, 68, 70-72), 116
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dB(73, 82), 120 dB(51, 53, 54, 57), 125 dB (75) , 128 dB (64) e 130 dB (52, 61,

62).

Na analise da faixa de frequéncia do ruido utilizado, foi observado que a

maioria dos estudos utilizou um ruido centrado na faixa de 4 kHz (60-65, 68, 71,

72, 74-77, 80, 81). Entretanto, foram encontrados dois estudos que utilizaram

ruido centrado na faixa de 6 kHz(51, 53); quatro estudos que utilizaram 8 kHz (58,

66, 67, 82); quatro estudos em 10 kHz(54-57) e apenas um estudo com ruido

centrado na frequéncia de 16 kHz(73). Alguns estudos optaram por utilizar uma
faixa mais ampla de frequéncias, como 4-16 kHz (69, 70), 250-4 kHz (59), 2,5-3,5

kHz (48), 4,5-9 kHz (83), 1-12 kHz(78, 79) e 8-16 kHz (84).

Com relagcdo aos antioxidantes utilizados, a D-metionina (D-met), um
agente antioxidante oral, componente natural do queijo e do iogurte (81), foi
utilizado em trés estudos. O estudo realizado por Clifford et al. (80) com
chinchilas fémeas utilizou a D-metionina via intraperitonial na dosagem de 12,5
mg/kg, duas vezes por dia, por cinco dias, comegando dois dias antes da
exposicao ao ruido. Na terceira semana apods a exposi¢ao ao ruido, os animais
que utilizaram a D-met apresentaram uma recuperacao dos limiares auditivos
nas frequéncias de 4 e 6 kHz, resultado n&o observado no grupo controle. O
estudo realizado por Rewerska et al.(81) utilizou as dosagens de 100, 200 e
400 mg/kg de D-met para avaliar a melhor resposta otoprotetora. Por fim, na
comparagdo com o grupo que foi apenas exposto, todos os grupos que
receberam D-met apresentaram redugao significativa no limiar no 1° dia apos
a exposicéo ao ruido. Na analise do 7° dia, apenas 0s grupos que receberam
D-met na dosagem de 200 e 400 mg/kg; e no 14° dia, apenas o grupo que
recebeu 400 mg/kl apresentou redugao significativa no limiar. O resultado
demonstra que a dosagem mais alta (400 mg/kg) foi a mais eficaz na
prevencao ao dano coclear por exposicao ao ruido. E o estudo realizado por
Samsom et al. (65), também com camundongos C57BL/6, utilizou a D-met via
intraperitoneal na dose de 400 mg/kg. Foi administrada uma hora antes e uma
hora apds a exposicéo ao ruido, repetida no 1° e no 2° dias apos a exposi¢ao
ao ruido. A resposta do Potencial evocado auditivo de tronco encefalico
(PEATE) no grupo controle demonstrou uma diferenca de 33 dB para 4 kHz e
36 dB para 8 kHz imediatamente apds a exposi¢cdo ao ruido. Esta mudanca
diminuiu gradualmente em torno de 15 dB em ambas as frequéncias até a

avaliacao do 14° dia, e mantiveram-se estaveis até a medigao final, no 21° dia
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apds a exposicao ao ruido. O tratamento com D-met ndo teve efeito na
avaliacado realizada logo apds a exposigdo ao ruido, mas na avaliagédo
realizada no dia 14° dia, o grupo que utilizou D-met apresentou uma diminuigéo
significativa da mudancga do limiar na frequéncia de 4 kHz, de 14 para 5 dB, e
de 16 para 7 dB na frequéncia de 8 kHz, demonstrando seu efeito otoprotetor.

Outro antioxidante estudado foi o ebselen (2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-
3(2H)-one), um composto seleno-organico, que minimiza a produgao de glutationa
peroxidase e elimina hidroperdxidos organicos, que promovem a peroxidagao
lipidica, com remog¢ao analoga para eliminar EROs (75). Como conclusdo dos
estudos, foi observado que o tratamento mais longo (por 14 dias) foi mais eficaz
do que o tratamento realizado por apenas trés dias (69), e que a dosagem maior
também provocou um melhor efeito otoprotetor (70, 75). O estudo realizado por
Lynch et al. (70) utilizou a dosagem de 16 mg/kg (intraperitonial) e 4 mg/kg
(gavagem). O estudo ndo conclui se houve uma via de administragao mais eficaz,
devido a diferenga nas doses apresentadas, entretanto, foi observado que com a
dosagem mais alta, houve uma reduc¢ao significativa na mudanga permanente do
limiar na 3° semana apos a exposi¢gao ao ruido. Ja o estudo realizado por
Pourbakht e Yamasoba (75) demonstrou melhor efeito com a dosagem mais alta,
de 30 mg/kg na comparagdo com a dosagem de 10 mg/kg, via gavagem.
Entretanto, na analise histologica, néo foi observada diferenga estatistica entre os
dois grupos. O estudo realizado por Yamasoba et al. (60) foi o unico que relatou
gue os animais que receberam ebselen ndo mostraram mudanga no PEATE apds
a exposi¢ao ao ruido (trés horas a 115 dB) e que os limiares do PEATE dos
animais do grupo veiculo aumentaram aproximadamente 25 dB em 2 kHz e 45 dB
em 4,8 e 16 kHz logo apds a exposicdo, mas mostraram recuperacéo gradual,
retornando aos limiares basais pré-exposicdo apds sete dias. Os achados
sugerem que o ebselen pode atenuar a excitotoxicidade induzida por ruido e,
portanto, a mudanca temporaria do limiar.

A edaravona (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-1), citada como o primeiro
eliminador de radicais livres e usado na pratica clinica no Japao (62), inibe os
radicais hidroxila e melhoram a les&o peroxidativa induzida por ferro (59). O
trabalho realizado por Gao et al. (59) concluiu que a aplicagdo de ederavona
nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) por injecdo intratimpéncia apresentou
melhor desempenho na otoprotegdo na comparacdo com a edaravona aplicada

por injec&o intratimpanica sem SLNs e intravenosa (com e sem SLNs). Os SLNs
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de edaravona demonstraram poder inibir a geragado de EROs nas cécleas apos a
exposicao ao ruido e diminuir os limiares auditivos conforme medido pelo PEATE.
Nos estudos realizados por Tanaka et al e Takemoto et al. (61, 62), a aplicagédo
da edaravona foi por meio de uma bomba osmatica, implantada na orelha direita
dos animais, enquanto a orelha esquerda serviu como controle. O primeiro autor
analisou, além da eficacia da edaravona, a melhor forma de liberagdo do farmaco.
Os resultados demonstraram que o grupo que teve a edaravona iniciada nove
horas apds a exposi¢ao ao ruido apresentou a menor mudanga nos limiares nas
frequéncias de 2,4 e 8 kHz, sete dias apds a exposicdo ao ruido e menor
porcentagem de células ciliadas perdidas (p<0,05 na comparagdo com o grupo
controle). O estudo realizado por Takamoto et al. (61) também demonstrou o efeito
otoprotetor, mas apenas 14 dias apds a exposi¢céo ao ruido. O grupo que utilizou
a edaravona apresentou um numero de CCE ausentes/defeituosas menor do que
nas orelhas nao tratadas, e a mudanga no limiar na frequéncia de 8 kHz foi
significativamente menor (p<0,05) do que nas orelhas controles.

A solucdo salina com hidrogénio (agua hidrogenada) é descrita como
antioxidante devido ao seu potencial redutor seletivo de hidroxila, peroxinitrito e,
principalmente, radicais hidroxila (EROs mais toxicas), para inibir o estresse
oxidativo (85). Essa solucgéo foi estudada em diferentes formas de aplicagéo: via
intraperitoneal (52, 68) e via oral (agua hidrogenada) (63). Os resultados
demonstraram que a utilizagdo da agua hidrogenada, 14 dias apds a exposigao,
resultou em diminuigdo estatistica na mudanga do limiar no grupo tratado, na
comparagao com o grupo controle apenas na frequéncia de 4 kHz. A solugao
salina com hidrogénio via intraperitoneal demonstrou maior eficacia na protegao,
na comparagao com 0s grupos que receberam apenas o ruido ou solugao salina,
sem hidrogénio, no periodo de sete e 14 dias (52, 68).

Evidéncias sugerem que o excesso de sintese de 6xido nitrico (NO) e suas
EROs desempenham um papel importante na PAINPSE, visto que ha aumento da
producao de NO na perilinfa coclear apds trauma por ruido e que a PAINPSE pode
ser atenuada pelo inibidor e antioxidante de NO. O éster NG-nitro-L-arginina-
metilico (L-NAME) € um inibidor da NO, e foi estudado por Diao et al. (71). A
pesquisa observou, 3 dias apds exposi¢ao ao ruido, que, na analise do NO, o
grupo que recebeu 10 mg/kg apresentou um nivel médio de NO de 75,7+15.3
mmol/gprot. Ja no grupo que recebeu solugdo salina, o nivel médio de NO foi
120+35 mmol/gprot (p<0,001). Nagashima et al.(58) também estudou o L-NAME
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em diferentes doses, e concluiu que as dosagens maiores (0,1 mg/kg ou 1 mg/kg)
apresentaram diferencas estatistica nas frequéncias de 4, 12 e 20 kHz, na
comparagao com o grupo controle, apos a exposi¢cado ao ruido. Em divergéncia
aos estudos citados, o estudo de Ohinata et al.(72) considerou o L-NAME como
ineficaz na comparagédo com o grupo controle, com redugao da mudancga do limiar
apenas na frequéncia de 2 kHz e aumento da mudancga no limiar na frequéncia de
20 kHz. Destaca-se que a dosagem de 1 mg/k também havia sido utilizada no
estudo de Nagashima et al.(58).

O estudo de Ohinata et al.(72) envolveu também o antioxidante N-
acetylcysteine (NAC), descrito como antioxidante de amplo espectro, inibidor
consistente da peroxidacao lipidica e que atua como substrato para a sintese da
glutationa, além das suas caracteristicas antioxidantes proprias (72, 76). O NAC
foi a substancia mais utilizada como otoprotetora na exposicdo ao ruido nos
trabalhos selecionados nesta revisdo em ordem de frequéncia (apéndice A).
Diferente do resultado ineficaz obtido com o L-NAME, o estudo concluiu que o
NAC atenuou as perdas de CCE e CCIl na comparagdo com o grupo controle
(p<0,05), assim como estudo de Bielefeld et al.(76), em que as perdas de CCE no
grupo NAC foram inferiores a 10%, enquanto que o grupo controle apresentou
uma perda de 29 a 41%. Os estudos de Ada et al.(78) e Fetoni et al.(51) utilizaram
a microscopia eletronica para avaliacdo do efeito otoprotetor e concluiram que no
grupo NAC houve perda de estereocilios (78) e perda moderada de CCE (51). Ja
no grupo controle foi identificada uma perda maciga de células ciliadas na area
localizada a 14-16 mm do apice, a area correspondente a codificagao de células
ciliadas para 8-14 kHz. O estudo de Wu et al (84) definiu que, na avaliagao de 4-
HNE em CCE, o tratamento com NAC reduziu significativamente o acumulo de
EROs induzido por ruido em CCEs (p<0,05) e atenuou significativamente a
ativacdo de AMPKa desencadeada por exposi¢ao ao ruido (p< 0,001). Lorito et
al.(66) estudou, em 2006, diferentes doses de NAC e, por fim, identificou que
apenas os animais que haviam recebido a dose de 1500 mg/kg apresentaram
diferencga estatistica na analise das emissdes otoacusticas transientes (EOAT) e
emissdes otoacusticas por produto de distorgdo (EOAPD). Dois anos depois,
Lorito et al.(67) estudou as diferentes formas de oferta do NAC e concluiu que o
grupo que recebeu quatro doses de NAC (grupo A) apresentou mudanga no limiar
de 6,7 dB (8kHz) e 3,3 dB (16 kHz). Ja o grupo que recebeu uma dose de NAC

antes da exposi¢ao (grupo B) apresentou valores médios de deslocamento do
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limiar de 4,4 dB (8 kHz) e 5,0 dB (16 kHz). Os animais do grupo que recebeu uma
dose apds a exposicao (grupo C) tiveram uma perda no limiar de 8,1 dB (8 kHz) e
14,4 dB (16 kHz), enquanto que o grupo controle, que nao utilizou NAC,
apresentou a maior mudanga nos limiares, de 20,0 dB (8 kHz) e 23,3 dB (16 kHz),
com diferenga na comparagdo com os grupos que utilizaram NAC (grupo A e B
nas frequéncias de 8 e 16 kHz e grupo C na frequéncia de 8 kHz) (p<0,05).

Por fim, para Bielefeld et al. (2007) (77), o tratamento com NAC reduziu a
mudanga no limiar induzido pelo ruido em todas as frequéncias (p<0,01 na
comparagao com o grupo controle exposto), nas frequéncias de 2, 4, 6 e 8 kHz.
Em discordancia, os estudos de Clifford et al.(80), que utilizou uma dose de 12
mg/kg, e de Rhee et al.(2008) (73), que utilizou uma dose de 100 mg/kg,
concluiram que os animais do grupo NAC apresentaram resultado semelhante ao
grupo controle e ndo apresentaram recuperagao significativa da audig¢ao.

Outro antioxidante que apresentou resultados significativos foi a Coenzima
Q-ter, descrita como um multicomposto que utiliza a Coenzima Q10 (CoQ10)
tratada em associacdo com um material carreador adequado e um bioativador.
Trata-se de uma forma soluvel, obtida por sua ativagdo mecanofisica (56), que €
cerca de 200 vezes mais soluvel e tem sua capacidade antioxidante
aproximadamente cinco vezes maior que a CoQ10 nativa. A Q-ter foi estudada
com aplicacdo via intraperitoneal, na dose de 100 mg/kg (53-56), e via
transtimpanica (54), no volume de 20 ml e 40 ml. No estudo realizado em 2012,
Fetoni et al.(54) concluiu que a dose de 20 ml transtimpanica apresentou menor
recuperacao do limiar, enquanto os animais que receberam a dose de 40 ml ou
intraperitoneal (100 mg/kg) apresentaram resultado semelhante e reduziram
significativamente a morte de CCE na comparagdo com o grupo controle. A
mesma autora, em 2009 (53) também havia observado, por meio da
imunocoloragdo, que a porcentagem de células ativas de caspase 3 na area
correspondente ao dano maior foi de 62,0+4,5% nas cocleas expostas ao ruido.
O valor foi fortemente reduzido nas cocleas tratadas com Q-ter (2,0+1,0%). O
mesmo estudo identificou que a porcentagem de nucleos TUNEL positivos
marcados foi de 87,7% +9,3% nas cécleas dos animais expostos ao ruido e 3,2 £
4,4% nos animais também expostos tratados com Q-ter.

No estudo realizado em 2013 por Fetoni et al.(55), com a dose de 100
mg/kg, a analise por Western blot demonstrou que os animais que haviam sido

expostos ao ruido apresentaram um nivel aumentado da expressao de 4HNE nos
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dias D1, D3 e D11 (p<0,001 na comparagdao D1 e D11), com diminuicao
significativa no D60, atingindo o nivel do D1 (p<0,001 na comparagéo D11 e DG0).
Nos animais que haviam recebido tratamento foi observado que o Q-ter impediu
a expressao inicial no D1 e reduziu a imunorreatividade no final do tratamento
(D11) (p<0,001 na comparagao dos grupos noise x noiseQter no dia 1 e dia 11).
Por fim, no trabalho publicado ainda pela mesma pesquisadora em 2016 (56), com
a dose de 100 mg/kg, foi observado que as cocleas dos animais expostos ao ruido
apresentaram um dano peroxidativo lipidico, na comparagdo com o grupo
controle, em todas as estruturas cocleares (Neurénio do GE, Orgdo de Corti e
estria vascular). Entretanto, no grupo com administragédo do Q-ter também houve
uma diferenca na comparagdo com o grupo controle em todas as estruturas
cocleares (géanglio espiral (GE), Corti e estria vascular), com uma redugao da
peroxidacao lipidica em todas as estruturas cocleares na comparagao com o
grupo exposto ao ruido (a peroxidagao lipidica envolveu principalmente a camada
de CCE e apenas ligeiramente a camada celular de Deiters).

O Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil), um analogo soluvel
em agua do rétulo de spin TEMPO — que permeia as membranas bioldgicas e atua
como uma armadilha de spin para os radicais superéxido (74) — também
demonstrou seu potencial otoprotetor nos estudos realizados por Minami et
al.(74), que administrou Tempol em agua potavel, e por Nagashima et al.(58) e
Murashita et al. (64), que aplicaram o Tempol por via intraperitoneal. Estes dois
ultimos estudos utilizaram trés doses distintas, e ambos concluiram que a dose de
30 mg/kg foi a mais eficaz na analise do PEATE, na comparagdo com o grupo
controle. O estudo que tratou a agua potavel com Tempol (74) observou, no 10°
dia apds a exposig¢ao ao ruido, uma redugao na mudanca no limiar nas frequéncias
de 8 e 16 kHz (p< 0,05) nos animais que haviam sido tratados, na comparagao

com os nao tratados.

2.4 Resveratrol

Dentre os antioxidantes listados na revis&o sistematica e foco deste estudo,
o resveratrol (3, 5, 4'-tri-hidroxiestilbeno) — um polifenol presente em muitos
alimentos a base de frutas e plantas, amplamente conhecido por suas
propriedades antioxidantes e antinflamatorias (57) — foi estudado em diferentes

doses e tempos de aplicagdo, como o estudo de Hanci et al. (79), que utilizou a
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dosagem de 300 mg/kg/dia por gavagem, assim como Seidman et al. (83), que
utilizou uma dose alta em seu estudo de 2003, de 430 mg/kg/dia, e uma dose mais
baixa, de 5 mg/kg/dia, em seu estudo de 2013 (1). Li et al. (82) utilizou o resveratrol
por via intraperitoneal (30 mg/kg/dia) e Xiong et al (57) utilizou ragdo com
resveratrol (dose aproximada de 300 mg/kg).

Por meio da analise da intensidade na expresséo da proteina COX-2 (1),
foi observado que o resveratrol demonstrou 7,3 vezes redugao na intensidade na
comparagao com o grupo veiculo, (também exposto ao ruido e que apresentou
aumento de 13,6 vezes). Na analise do dano oxidativo (niveis de 4-HNE, marcador
de estresse oxidativo) foi observado que, logo apds a exposi¢gao ao ruido, os
animais do grupo exposto apresentaram aumento na expressao 4-HNE nas CCE
de 130% na comparagao com o grupo controle (p=0,004), enquanto os animais
que utilizaram da ragdo com resveratrol apresentaram diminui¢gao dos niveis de 4-
HNE nas CCE (p= 0,035). Na avaliagao histologica (83) foi observado que, apos
a exposicao ao ruido, o pico de perda de CCE foi de 5,2%, na faixa de 7 a 9 kHz
nos animais que foram expostos ao ruido, enquanto que, no grupo em tratamento
com resveratrol, o pico foi de 2,7%, na faixa de 7 a 8 kHz. A analise por
microscopia de luz demonstrou a eficiéncia do resveratrol, pois, mesmo apos a
exposi¢cao ao ruido, os animais apresentaram estrutura coclear preservada em
comparagdao ao grupo que foi exposto ao ruido, que apresentou perda
predominantemente de CCI, com prejuizo também das CCE.

O estudo de Li et al. (82), que realizou uma analise do PEATE apenas no
estimulo clique, foi o Unico estudo que nao observou diferenga nos resultados dos
animais que utilizaram o resveratrol e nos que nao o utilizaram. Acredita-se que
este resultado tenha sido influenciado pela falta de analise das frequéncias mais
altas, mais atingidas pelo ruido, visto que os trabalhos de Xiong et al. (57) e
Seidman et al. (83) encontraram diferengas nas frequéncias de 4 e 16 kHze 6 e

9 kHz, sucessivamente.

2.5 Melatonina

A melatonina é um antioxidante muito utilizado como otoprotetor, inclusive
em alguns estudos desenvolvidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa’ em
Otorrinolaringologia da Universidade de Brasilia (DF). Nos estudos realizados, a

melatonina demonstrou sua prote¢cao quando foram avaliadas as condi¢gdes das
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CCE da coclea na exposigéo a ototoxidade (cisplatina) (86) e no envelhecimento
(presbiacusia) (87).

Originada da serotonina, a melatonina (N-acetil-metoxitriptamina) € uma
substancia endogenamente produzida, principal hormdnio secretado na glandula
pineal de mamiferos e esta relacionada a diversas fungdes fisiologicas, incluindo
a regulagdo do sono, do ciclo circadiano, dos sistemas imunologico e
cardiovascular. A melatonina promove o aumento dos niveis de diversas enzimas
antioxidantes e apresenta agao direta nos mecanismos de neutralizacdo das
EROs (88-90).

Como ja descrito anteriormente, as EROs s&o produzidas naturalmente em
diversos processos metabodlicos e, para mitigar os efeitos deletérios dessas
espéecies, as ceélulas desenvolveram multiplos mecanismos de defesa
antioxidante, que incluem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O equilibrio
entre a formacéo e a depuracio das EROs é crucial para prevenir danos celulares.
Dentre as principais enzimas antioxidantes estao o superéxido dismutases (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Dentre os antioxidantes nao
enzimaticos, ou eliminadores de radicais livres, estdo os antioxidantes estudados
na revisdo anteriormente descrita e a melatonina (91).

O papel de destaque da melatonina no combate ao estresse oxidativo
relaciona-se com suas caracteristicas fisico-quimicas, pois, pelo fato de estar
amplamente distribuida nos tecidos, células e compartimentos celulares, facilita
sua interacéo e a neutralizacdo das EROs e, consequentemente, reduz os danos

oxidativos as moléculas encontradas em ambientes lipidicos ou aquosos (92, 93).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
Avaliar o efeito da melatonina e do resveratrol na prevencgao de alteragoes
das estruturas da orelha interna em ratos wistar expostos a elevados niveis de

pressao sonora.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar as amplitudes médias e da relagdo S/R das emissdes otoacusticas
por produto de distorgdo (EOAPD) nas frequéncias de 3 a 12 kHz interna em ratos
wistar expostos a elevados niveis de pressao sonora;

- Pesquisar o limiar eletrofisiolégico do PEATE nos estimulos clique e na
frequéncia de 8 kHz interna em ratos wistar expostos a elevados niveis de pressao
sonora;

- Comparar as variaveis amplitude de sinal, relacdo S/R e limiar
eletrofisiologico do PEATE entre os grupos de estudo melatonina e resveratrol,
com o grupo controle para verificar a ocorréncia do efeito otoprotetor;

- Realizar estudo histopatologico do tecido coclear dos ratos (analise do

ganglio espiral, limbo, estria vascular e ligamento espiral).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo Piloto

Durante a elaboragcdo do projeto de pesquisa, com base na literatura
pesquisada, observou-se que ndo havia uma padronizagao nos critérios utilizados,
no que se refere a exposi¢cao ao ruido, a intensidade utilizada e nem na forma de
analise dos resultados.

Diante da alta variabilidade dos dados pesquisados na literatura, optou-se
por realizar um estudo piloto, para verificar a necessidade do tempo de exposi¢ao
e a intensidade necessaria para desencadear uma perda auditiva permanente nos
animais em experimentacao.

Para tanto, quatro ratos wistar machos foram adquiridos do Biotério do
Centro Universitario de Brasilia (Uniceub) e alojados no Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (UnB). Os animais permaneceram com livre
acesso a comida e a agua, e foram mantidos em temperatura de 22°C com um
ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais passaram por processo de inspeg¢ao
de saude feito por médico veterinario e tiveram o peso registrado para calculo de
dose de medicamento anestésico antes da realizacdo dos exames auditivos.

No momento da exposi¢céo ao ruido os animais foram organizados nas suas
caixas dentro de uma cabine acustica. A fonte sonora foi colocada 10 cm acima
do centro da caixa onde estavam os ratos. Os niveis de som na altura da orelha
do animal (3 cm a partir do fundo da gaiola) foram medidos com um decibelimetro
(Instrutherm DEC-415), diretamente abaixo do alto-falante. Aqueles medidos perto
da borda da gaiola nesta altura poderiam ser até 3 dB mais baixos. Foi utilizado
para a exposigao um ruido branco de banda larga na faixa de 1 a 10 kHz.

O protocolo de exposi¢cdes sequenciais compostas foi realizado com: um
dia de exposig¢ao ao ruido de 95 dB, por 60 minutos; seis dias de exposi¢ao ao
ruido de 95 dB, por 60 minutos; nove dias de exposicao ao ruido de 95 dB, por 60
minutos; cinco dias de exposi¢ao ao ruido de 100 dB, por 60 minutos; pausa de
sete dias nas exposigdes; seis dias de exposi¢cao ao ruido de 100 dB, por 120
minutos, e pausa de 16 dias nas exposi¢cdes. Apos este protocolo de avaliagoes,
a metodologia da exposi¢éo ao ruido para este estudo foi definida e optou-se
por adotar o tempo de exposicdo de 8 horas e manter a intensidade de 100

dB por 10 dias sequenciais ininterruptos.
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4.2 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo e de intervencao,

realizado pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em Otorrinolaringologia

(LEO) em parceria com o Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia
Aplicada (NUMPIA) da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. O

fluxograma da realizag&o deste estudo experimental esta descrito na figura

2.

PILOTO

I

Aquisi¢do do modelo Wistar (UFG)

G1 - MELATONINA RUIDO |

G2 - RESVERATROL RUIDO |

G3 - SORO RUIDO

Divisdo por

S
fisico PEATE — DO grupos

G4 - DMSO RUIDO ‘

Inicio da aplicacao da
melatonina, resveratrol,
soro e DMSO, na
concentragdo de
10mg/Kg/dia por via

G5 - MELATONINA CONTROLE

G6 — RESVERATROL CONTROLE

G7 - SORO CONTROLE

intraperitonial

Término da exposi¢do ao

ruido e da administragdo |

do resveratrol,
melatonina, soro e DMSO

D30

Inicio da exposi¢ao

ao ruido G8 - DMSO CONTROLE

8 horas / 100 dB

Realizag3o das EOAPD/PEATE
Eutandsia de parte dos
animais — Andlise Histoldgica

Realizagdo das EOAPD/PEATE
Eutandasia — Anadlise
Histoldgica dos animais

Figura 2. Fluxograma do experimento. Os animais expostos ao ruido
foram submetidos ao ruido branco 8 h/dia por 10 dias sequenciais

Os animais foram adquiridos na Universidade Federal do Goias (UFG) e

transportados pela propria pesquisadora para o Alojamento da Faculdade de

Medicina da UnB, em veiculo proprio, seguindo todos os protocolos de seguranga

de transporte animal. Permaneceram em gaiolas com enriquecimento ambiental,
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alocadas em estantes ventiladas e racks tipo IVC com maravalha limpa, agua e
racao ad libitum, sob luz (ciclo 12 horas claro/escuro), temperatura (entre 21 e 23
°C) e exaustdo de ar controlados, e com o minimo de sons externos possiveis
para evitar estresse dos animais. Apenas os envolvidos com a pesquisa e 0s
funcionarios do biotério tinham acesso aos animais.

Esta pesquisa foi planejada previamente, avaliada e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa com animais da Universidade de Brasilia (CEUA), com o
numero de protocolo SEI 23106.001211/2020-39, e executada de acordo com as
diretrizes do National Institute of Health (NIH) e do Conselho Nacional de Controle
de Experimentac&o Animal (CONCEA).

4.3 Amostra

O estudo foi composto por 45 ratos machos, heterogénicos, da linhagem
Wistar, com aproximadamente 25 dias de vida (cinco dias apds o desmame).

A pesquisa foi iniciada 14 dias apos a chegada dos animais. Eles foram
mantidos no Alojamento de Animais da Faculdade de Medicina da UnB desde a
chegada do biotério de origem. Permaneceram durante uma semana sem
nenhuma interferéncia para adaptacdo ao novo local. Apds este periodo, os

animais passaram a ter contato com a pesquisadora principal e a assistente.

4.4 Avaliagao funcional e eletrofisiolégica da audigao

Para possibilitar a realizagdo dos exames audiolégicos, os animais foram
anestesiados com Cloridrato de Ketamina (65 mg/kg [50 mg/ml]) e Xylasina (6,5
mg/kg [20mg/ml]) via intraperitonial. Os exames foram realizados em sequéncia,
iniciando com o exame de EOAPD, seguido pela realizagdo do Potencial Auditivo
de Tronco Encefalico (PEATE).

As EOAPD sé&o consideradas ferramenta essencial para avaliagdo da
funcionalidade das células ciliadas externas. Trata-se de um exame objetivo, n&o
invasivo, indolor e que n&o requer um ambiente com tratamento acustico (94-96).
As EOAPD sao as mais utilizadas nos estudos experimentais por abranger maior
numero de frequéncias especificas (97-99).

Os exames de EOAPD foram realizados no aparelho de Emissdes

Otoacusticas Evocadas - OTOREAD, da marca Interacoustic. Para a obtengao do
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produto de distor¢ao (2f7-f2) foram usados dois tons puros na razao de f2/f1=1,22,
apresentados na intensidade média de 65 dB NPS para f1 e 55 dB NPS para f2.
Diante da variabilidade das respostas consideradas como normalidade do exame
para este modelo animal, optou-se por nao utilizar um valor de referéncia como
normalidade. Entretanto, foi considerado como critério de exclusdo a amplitude da
resposta ou relagdo sinal ruido de EOA negativas nas bandas de frequéncias
testadas, de 3 a 12 kHz. A avaliagcado foi realizada bilateralmente em todos os
animais, em trés tomadas, com alternancia dos lados (direito e esquerdo) a cada
avaliagdo. Para a anadlise dos dados, foi realizada a média dos valores das
tomadas realizadas.

Assim como as EOAPD, a utilizacdo do PEATE € favorecida para os
estudos clinicos e experimentais por ser um método de facil utilizacdo e nao
invasivo. Para tanto, foi utilizado o aparelho SmartEP, da marca Intelligent Hearing
Systems. Os animais foram anestesiados e receberam eletrodos subcutaneos
(tipo agulha), posicionados no vértex (referéncia) e na regido posterior de ambas
as orelhas, conforme ilustrado na Figura 2(A). Foi utilizada uma oliva adaptada
para uso em animais no conduto auditivo externo do lado da orelha na qual o
exame foi realizado. Os estimulos empregados foram tone burst, na frequéncia de
8 kHz, e clique de rarefacéo, liberados a uma taxa de 21.1 por segundo, com um
total maximo de 1.000 promediagbes € um tempo de analise de 25 mseg. A
pesquisa com os dois estimulos foi realizada na intensidade de 80 dB e os
estimulos foram diminuidos progressivamente (60, 40, 30, 20, 10 e 0 dB) até o
desaparecimento completo das ondas.

Optou-se pela escolha do clique pois este estimulo possibilita a obtencao
de uma resposta eletrofisiologica que representa uma faixa de frequéncia da
audicdo compreendida entre 1 e 4 kHz e que apresenta um tragado mais
constante e reprodutivel devido um maior sincronismo de despolarizagdo das
fibras nervosas (100, 101). Em contrapartida, o estimulo fone burst tem a
vantagem de avaliar a audicdo em frequéncia especifica e sua utilizagéo torna-se
importante quando se deseja diferenciar se a lesdo ocorreu na regidao das
frequéncias mais graves ou agudas(102). A dificuldade para utilizagdo de muitas
frequéncias € o tempo do exame. Nos estudos experimentais, em fun¢do da
necessidade de anestesia, quanto mais demorado se torna o exame, maior € o
risco de mortalidade dos animais (102). Desta forma, optou-se por avaliar a

frequéncia de 8 kHz, devido ao conceito que, muitas vezes, no ruido de banda
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estreita, dependendo da duracao e do nivel de ruido utilizado, a maior influéncia
da exposigao ocorre acima da faixa de frequéncia utilizada (103), neste caso, de
4 kHz.

Para a determinagao do limiar auditivo eletrofisiolégico, foi considerada a
menor intensidade de estimulo em que se evidenciou o complexo Il — lll, pelo fato
da onda Il ser a maior, ao contrario do que ocorre com a espécie humana, em que
a onda exponencial € a onda V (104).

O protocolo de avaliacdo do PEATE foi realizado apenas em uma orelha.
Esta opcao foi adotada pois no estudo piloto nao foi observada diferenca entre as
orelhas e para diminuir o tempo que os animais iriam permanecer anestesiados,
e com isto, o risco a saude dos animais. Foi realizado um sorteio prévio e a orelha
esquerda ficou definida para ser a orelha avaliada.

Os exames audioldgicos (EOAPD e PEATE) (figura 3) foram realizados no
DO, no D15 (dia seguinte ao término da exposig¢ao ao ruido) e no D30 (15 dias

apos ao término da exposi¢ao ao ruido).

Figura 3. Avaliagdo por PEATE e EOAPD. A e B: Realizagdo do PEATE. C: realizagdo das EOAPD.
Fonte: Elaborado pela autora

4.5 Critério de exclusao
. Animais com alteracdo na otoscopia;

. Animais com amplitude ou relagao sinal ruido de EOAPD negativa

em todas as bandas de frequéncias testadas, de 3 a 12 kHz.
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4.6 Divisao dos grupos de estudo

No primeiro dia do experimento, os animais foram submetidos a inspegao
geral de saude pelo veterinario responsavel e a otoscopia, com objetivo de
verificar a integridade da orelha média. Em seguida, foram submetidos a avaliagéo
por EOAPD e PEATE e divididos aleatoriamente entre os grupos:

Grupo 1: Grupo de Estudo Resveratrol, composto por dez animais (ratos
wistar) que foram expostos ao ruido e receberam 10mg/kg/dia de Resveratrol por
via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 2: Grupo de Estudo Melatonina, composto por dez animais (ratos
wistar) que foram expostos ao ruido e receberam 10mg/kg/dia de Melatonina por
via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 3: Grupo de Estudo Exposto, composto por seis animais (ratos
wistar) que foram expostos ao ruido e receberam solugao veiculo (soro + alcool)
por via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 4: Grupo de Estudo Exposto, composto por sete animais (ratos
wistar) que foram expostos ao ruido e receberam solugao veiculo (Dimetilsulféxido
(DMSO)) por via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 5: Grupo Controle Resveratrol, composto por trés animais (ratos
wistar) que n&o foram expostos ao ruido e receberam 10mg/kg/dia de Resveratrol
por via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 6: Grupo Controle Melatonina, composto por trés animais (ratos
wistar) que nao foram expostos ao ruido e receberam 10mg/kg/dia de Melatonina
por via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 7: Grupo Controle Nao Exposto, composto por trés animais (ratos
wistar) que ndo foram expostos ao ruido e receberam solugdo veiculo (soro +
alcool) por via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias;

Grupo 8: Grupo Controle Nao Exposto DMSO, composto por trés animais
(ratos wistar) que nao foram expostos ao ruido e receberam solugdo veiculo
(DMSQO) por via intraperitoneal, diariamente, durante um periodo de 14 dias.

Devido experiéncias prévias com o0s animais wistar, e sua alta
susceptibilidade para desenvolvimento de alteracbes de OM, optou-se por deixar
o0 grupo de estudo mais robusto, com mais animais. Pois, caso houvesse
exclusbes devido estas alteragcbes, ainda seria possivel realizar uma analise

estatistica.
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4.7 Administragao do Farmaco

Os animais receberam uma dose diaria dos antioxidantes (resveratrol e
melatonina) de 10mg/kg/dia. A escolha da dose foi realizada com base na
literatura pesquisada. Os farmacos foram pesados e diluidos, diariamente,
momentos antes da aplicacéao.

O resveratrol, proveniente do fabricante Changsha Huir Biological-Tech, foi
diluido em DMSO e aplicado o volume de 0,5 ml/dia. A melatonina, proveniente
do mesmo fabricante, foi diluida em alcool e, posteriormente, adicionado soro
fisiologico, sendo aplicado o volume de 1,0 ml/dia.

A aplicacao dos farmacos foi feita pela pesquisadora principal e pela
assistente na sala de procedimentos localizada dentro do alojamento de animais.
Os animais foram imobilizados manualmente para receber o farmaco via
intraperitoneal. Esta via foi determinada pela facilidade na administracao.

O grupo estudo exposto foi dividido em dois, um com soro+alcool (veiculo
da melatonina) e outro com DMSO (veiculo do resveratrol). Todos os animais
receberam os farmacos uma vez por dia, por quatro dias, antes de iniciar a
exposi¢cao ao ruido, e continuaram recebendo os farmacos durante o tempo da

exposic¢ao ao ruido (10 dias).

4.8 Exposigao ao ruido

Para a exposi¢cdo ao ruido, os animais foram alocados dentro da cabine
audiométrica da marca Redusom, que foi reformada para o experimento. Foram
instaladas duas prateleiras que comportavam quatro caixas de animais em cada
nivel. Para diminuir a atenuagdo do som dentro das caixas dos animais, foi
preparado um sistema de som composto com oito alto-falantes, sendo quatro
aparelhos em cada nivel. Desta forma, cada caixa de animais tinha um alto-falante
com o som voltado para a sua diregao. Destaca-se que as modificagcbes realizadas
nao interferiram na fun¢do da cabine (figura 4).

A cabine audiométrica foi instalada em uma outra sala dentro do alojamento
de animais, para que o ruido ndo fosse capaz de gerar alteragdo nos animais do
grupo controle. Foi realizada medi¢cao do ruido do lado de fora da cabine, com o
ruido ligado na cabine, e o nivel permaneceu na faixa de 77 dB.

Durante a exposi¢ao ao ruido, os animais permaneceram nas suas proprias
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caixas, forradas com maravalha, porém, sem o enriquecimento ambiental (tubos)
e comida e agua (estes poderiam servir como atenuadores do ruido, dependendo
do posicionamento do animal na caixa).

O ruido utilizado para estimulagao foi o ruido branco (white noise), centrado
na frequéncia de 4 kHz (3564 - 4490 Hz), com intensidade em 100 dB por 8 horas
diarias, obtido pelo aplicativo Noise Generator. Para seu funcionamento, foram
instalados na cabine acustica um radio com sistema bluetooth da marca Pionner
(modelo MVH-S218BT), modulo amplificador (marca Corzus modelo HF 404), e
uma fonte de alimentagédo (CW power supply, modelo CW-12V80).

O controle do ruido foi realizado por meio de um dosimetro digital da Marca
Intrutherm, modelo DOS-1000X, colocado dentro da cabine durante todo o tempo
da exposicao; as medidas nas diferentes posi¢gdes ao redor da caixa em que
estavam os animais poderiam variar em até 3dB. De acordo com o relatério de
classificagao do ruido, realizado durante a jornada de 8 horas, com intervalo de
amostragem de minuto a minuto, ponderagdo temporal (S), ponderacéo de
frequéncia (A), a medida de intensidade de vale foi de 100.6dB e a medida de pico
de 103.0 dB, a medida de frequéncia permaneceu entre 3.150 Hz e 5.000 K, sendo
a média de intensidade de 86.9 dB em 3.150 Hz; 100.6 dB em 4000 Hz e 90.7 dB
em 5.000 Hz. Além disso, também foi utilizado diariamente um decibelimetro
digital da marca Sound Level Meter, modelo DEC-415, situado dentro da cabine
acustica, na altura das caixas, no inicio e apos a exposi¢ao do ruido.

Os animais foram submetidos durante 10 dias a exposigao a niveis de 100

dB durante 8 horas.
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CAIXAS DE SOM

GAIOLA DOS ANIMAIS

Figura 4: A) Posicionamento das caixas durante a exposi¢do ao ruido. B) Em detalhamento, o
sistema de som produzido para a estimulagao acustica. Fonte: Elaborado pela autora.

4.9 Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada em duas etapas. Parte da amostra foi
eutanasiada no D15, e o restante no D30, sempre apods a avaliagao audiologica.

Para o procedimento, os animais anestesiados foram colocados em camara
com concentracdo de 40% de diéxido de carbono, resultando em morte pela
depressdo excessiva do Sistema Nervoso Central e hipdxia, devido ao
deslocamento do oxigénio durante a troca gasosa alveolar. O emprego desse
meétodo foi utilizado por ser rapido, indolor, de baixo custo, e por manter os tecidos

sem residuos quimicos.

4.10 Processamento histolégico

Apos a eutanasia, os animais foram perfundidos por via cardiaca com
paraformaldeido a 10%, para a remogao do sangue e a fixagao dos tecidos. As
cabecgas foram removidas para os estudos histologicos.

O procedimento de remog¢ao das bulas timpanicas foi realizado antes da
microtomia, para obtengao de seccdes finas das bulas. As bulas foram imersas
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em solugdo descalcificante (EDTA - Acido Etileno Di-amina Treta Acético 372.2
(reagen) 0,78g (acido nitrico concentrado 5 ml e agua destilada 95 ml) até
atingirem uma textura macia descalcificada, avaliada manualmente. Apos a
descalcificagdo, as amostras foram lavadas em agua corrente por 2 horas e
submetidas a um protocolo de desidratagdo com uma série de banhos graduados
de etanol, conforme descrito no procedimento operacional padrédo local (70%
etanol, 80% etanol, 90% etanol, Alcool absoluto (1), Alcool absoluto (2), Alcool
absoluto (3), Alcool absoluto + Xilol, Xilol (1), Xilol (2), Xilol (3), Xilol + Parafina,
Parafina (1), Parafina (2), Parafina (3) e, por fim, Paraplast Plus®.

Figura 5. Bula timpanica pronta para ir para o processo de descalcificagao. Fonte: Elaborado pela
autora.

O emblocamento das pecas foi feito em dois planos anatémicos,
transversal e sagital. A microtomia teve como ponto de partida a superficie das
bulas (faces anterior e lateral) e os cortes histologicos foram feitos com
espessura de 6 ym em ambos os planos. As laminas foram coradas com
Hematoxilina e Eosina. Depois de coradas, as imagens foram capturadas com o
equipamento AperioScanScope® e avaliadas no programa ImageScopeversion
11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA) por um examinador cego
(200x, 400x e 1000x).

4.11 Analise dos dados histologicos
Para analise das fotomicrografias das l|aminas foram realizadas
aavaliacdo monocego, sendo o critério utilizado o de células viaveis por area.
Para a analise da densidade celular foi realizada a quantificacdo das

células viaveis presentes em cada fotomicrografia do material, fracionada pela
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area selecionada 80 ym? para analise do ganglio espiral, 50 ym? para andlise
do limbo, 100 x 25 ym para analise do ligamento espiral e 100 ym lineares,

para da estria vascular.

412 Procedimentos analiticos

O tamanho da amostra foi definido com base no calculo realizado pela
CEUA/UnB. Os dados coletados foram dispostos em planilha Excel. A
normalidade das variaveis foi analisada empregando-se o teste de
Kolomogorov-Smirnov e a homogeneidade das varidncias empregando-se o
teste de Barttlet. Para comparagdes entre dois grupos com distribuicao
normal, foi usado o Teste t para os dados paramétricos ou Mann-Whitney para
os dados n&o paramétricos. Para a analise histolégica, foi utilizado o teste
ANOVA. Foram consideradas significativas diferencas com p<0,05. As analises
foram realizadas empregando-se o programa Prism® 5 Software Package
(GraphPad, USA, 2005).
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5. RESULTADOS:

Os resultados foram separados em sessdes, de acordo com a analise
realizada, conforme fluxograma abaixo (figura 6).

PILOTO

1 DO (TODOS OS GRUPOS)

D15 (TODOS OS GRUPOS)

D30 (TODOS OS GRUPOS)

EOAPD H{ GRUPO CONTROLE (D0O/D15/D30)

GRUPO MELATONINA (D0/D15/D30)

GRUPO RESVERATROL (D0/D15/D30)

GRUPO CONTROLE (D0/D15/D30)

1 DO (TODOS OS GRUPOS)

H D15 (TODOS OS GRUPOS)

H D30 (TODOS OS GRUPOS)

RESULTADOS

1 PEATE

GRUPO CONTROLE (D0/D15/D30)

GRUPO MELATONINA (D0/D15/D30)

H GRUPO RESVERATROL (D0/D15/D30)

GRUPO CONTROLE (D0/D15/D30)

- GANGLIO ESPIRAL

H LIMBO

ANALISE HISTOLOGICA

H LIGAMENTO ESPITAL

H ESTRIA VASCULAR

Figura 6. Fluxograma da descrigéo resultados.

5.1 Estudo Piloto

Conforme citado na metodologia, foi realizado um protocolo de exposi¢des
sequenciais compostas por: um dia de exposi¢cao ao ruido de 95 dB, por 60 min;
seis dias de exposicao ao ruido de 95 dB, por 60 min; nove dias de exposicdo ao
ruido de 95 dB, por 60 min; cinco dias de exposi¢ao ao ruido de 100 dB, por 60
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min; Pausa de sete dias nas exposicdes; seis dias de exposi¢cao ao ruido de 100
dB, por 120 min e pausa de 16 dias nas exposicoes.

Apos a realizagdo da primeira exposi¢ao ao ruido (95 dB por 60 minutos)
por um, sete e 16 dias foram realizados testes de EOAPD. Os resultados
demonstraram que nenhuma mudanga aconteceu no exame de emissdes
otoacusticas nas frequéncias de 3 a 12 kHz. Posteriormente, apds a exposicéo a
100 dB, por 60 minutos, durante cinco dias, foi observada uma CTS (mudancga de
limiar composta), pois os animais ja tinham sofrido exposi¢ao prévia ao ruido.
Foram encontradas alteragbes significativas tanto na amplitude de frequéncia
quanto na relagao sinal ruido das EOAPD, nas frequéncias de 8 a 12 kHz. Porém,
essa mudanca de limiar nao foi definitiva, pois, apds sete dias, ocorreu um retorno
aos limiares basais.

Na exposi¢ao seguinte, utilizando a intensidade de 100 dB por 120 minutos,
durante seis dias, foram encontradas alteragdes significativas nas medidas de
amplitude das EOAPD e da relagcéo S/R nas frequéncias de 8 a 12 kHz. Apds 16
dias de pausa nas exposi¢des, essas alteragdes melhoraram parcialmente,
permanecendo estaveis nas frequéncias de 8, 9 e 12 kHz, caracterizando, assim,
outra CTS. N&o foi observada alteragao significativa entre os achados da
exposicao na intensidade de 100 dB por 60 minutos e a exposi¢ao subsequente,
por 120 minutos, o que sugere a existéncia de platé chamado de mudanca de
limiar assintética (ATS) apos 6 dias de exposi¢ao ao ruido.

Por fim, diante dos resultados observados no estudo piloto, optou-se por
adotar o tempo de exposicado de 8 horas e manter a intensidade de 100 dB, com
o objetivo de gerar uma alteragdo permanente no limiar (MPL).

5.2Emissoes Otoacusticas

A analise estatistica foi realizada com base nos critérios de amplitude (DP)
e relacdo sinal/ruido (S/R), dos valores encontrados na pesquisa das EOAPD, nas
frequéncias de 3 a 12 kHz, nos trés exames realizados ao longo do estudo.

Inicialmente, foi realizada uma analise por pares, entre as orelhas direita e
esquerda, no DO e D30. Diante da uniformidade encontrada (teste Mann Whitney,
p: 0,116 (DO) p: 0,260 (D25) (amplitude), p: 0.587 (DO) e p: 0,159 (relagéo
sinal/ruido), as orelhas foram agrupadas.
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Foi realizada uma analise entre os grupos DMSO e soro, nos DO e D30.
Como néo foi observada diferenga entre os grupos (teste Mann Whitney, p: 0,596
(DO) p: 0,901 (D30) (amplitude), p: 0.807 (DO) e p: 0,797 (relagéo sinal/ruido), os
grupos foram unificados em um unico, denominado grupo estudo veiculo. As
respostas dos grupos que n&o foram expostos ao ruido, denominados de grupo
controle (melatonina, resveratrol, DMSO e soro), também foram unificadas e
constituiram apenas o grupo controle (teste Mann Whitney- todos p>0,05 (DO e
D30).

5.2.1 Analise DO
Nao foram observadas diferengas entre as medianas de amplitude (tabela
1) e relagéo sinal/ruido (tabela 2) dos exames dos grupos controle e melatonina,

controle e resveratrol, controle e veiculo, veiculo e melatonina, veiculo e

resveratrol, melatonina e resveratrol, nas frequéncias testadas.
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Tabela 1: Mediana da amplitude (DP) das EOAPD na comparagéao dos grupos, grupo controle (GC), grupo melatonina LF(GM), grupo resveratrol (GR) e grupo veiculo (GV) no DO.

DP CONTROLE MELATONINA GC X RESVERATROL GC X VEiCULO GC X VEicuLO MELATONINA GV X RESVERATROL GV X MELATONINA RESVERATROL GM X
n=12 n=10 GM n=10 GR n=13 GV n=13 n=10 GM n=10 GR n=10 n=10 GR
FREQ. Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Mediana Mediana P Mediana P Mediana P Mediana Mediana P Mediana P Mediana Mediana P
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
3 7.12+6.40 5.51+5.59 0.551 4.19 £ 4.61 0.248 7.536 +5.84 0.869 7.536 +5.84 5.51+5.59 0.322 4.19 +4.61 0.097 5.51+5.59 4.19 +4.61 0.527
5.50 5.00 5.00 7.53 7.53 5.00 5.00 5.00 5.00
(1.00 — 16.00) (-2.50 — 13.50) (-1.50 — 11.00) (-8.50 — (-8.50 — 18.00) (-2.50 — 13.50) (-1.50 — 11.00) (-2.50 — 13.50) (-1.50 — 11.00)
18.00)
4 18.63 + 5.59 18.04 + 3.44 0.768 15.83 +£3.32 0177 17.09 +4.85 0.730 17.09 + 4.85 18.04 + 3.44 0.928 15.83 £ 3.32 0.196 18.04 + 3.44 15.83 £ 3.32 0.117
19.75 18.30 16.50 19.00 19.00 18.30 16.50 18.30 16.50
(12.00 — 26.00) (12.00 — 25.00) (10.00 — 20.50) (6.00 — (6.00 — 24.30) (12.00 — 25.00) (10.00 — 20.50) (12.00 — 25.00) (10.00 — 20.50)
24.30)
5 16.00 + 3.66 18.06 + 4.65 0.301 15.13 £4.91 0.673 16.27 £ 4.63 0.882 16.27 £ 4.63 18.06 + 4.65 0.278 15.13 £4.91 0.504 18.06 + 4.65 15.13 £4.91 0.138
16.00 19.00 15.50 17.25 17.25 19.00 15.50 19.00 15.50
(9.00 — 20.00) (9.50 — 23.50) (6.00 — 25.00) (5.00 — (5.00 — 22.50) (9.50 — 23.50) (6.00 — 25.00) (9.50 — 23.50) (6.00 — 25.00)
22.50)
6 24.25+3.88 27.54 £ 3.26 0.0504 25.06 + 3.09 0.611 26.58 £4.10 0.110 26.58 +£4.10 27.54 £ 3.26 0.479 25.06 + 3.09 0.129 27.54 £ 3.26 25.06 + 3.09 0.101
24.75 27.50 26.00 27.00 27.00 27.50 26.00 27.50 26.00
(17.00 — 29.00) (23.00 — 33.00) (19.00 — 29.00) (16.00 — (16.00 — 31.00) (23.00 — 33.00) (19.00 — 29.00) (23.00 — 33.00) (19.00 — 29.00)
31.00)
7 24.06 £ 3.35 27.42 £3.42 0.096 24.67 £2.74 0.663 26.44 £ 3.75 0.126 26.44 £ 3.75 27.42 £ 342 0.446 24.67 £2.74 0.160 27.42 £3.42 24.67 £2.74 0.075
24.50 28.50 24.75 26.75 26.75 28.50 24.75 28.50 24.75
(19.50 — 29.00) (20.00 — 32.00) (19.00 — 28.00) (20.00 — (20.00 — 32.00) (20.00 — 32.00) (19.00 — 28.00) (20.00 — 32.00) (19.00 — 28.00)
32.00)
8 23.94 £ 251 25.31+2.35 0.222 24.71£1.79 0.432 25.58 +2.99 0.178 25.58 £ 2.99 25.31+235 0.783 24.71£1.79 0.366 25.31+2.35 24.71£1.79 0.484
24.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
(20.00 — 28.00) (22.00 — 30.00) (21.00 — 27.50) (19.00 — (19.00 — 30.00) (22.00 — 30.00) (21.00 — 27.50) (22.00 — 30.00) (21.00 — 27.50)
30.00)
9 26.94 £ 2.00 25.65+2.83 0.279 25.58 +2.88 0.210 26.65+3.23 0.813 26.65 + 3.23 25.65+2.83 0.366 25.58 +2.88 0.349 25.65+2.83 25.58 +2.88 0.951
27.00 26.00 26.25 25.85 25.85 26.00 26.25 26.00 26.25
(23.00 — 30.00) (20.00 — 29.00) (18.50 — 29.50) (20.50 — (20.50 — 32.00) (20.00 — 29.00) (18.50 — 29.50) (20.00 — 29.00) (18.50 — 29.50)
32.00)
10 27.44 £ 4.53 28.04+ 3.28 0.884 29.38 + 1.68 0.190 27.88 + 3.61 0.785 27.88 £ 3.61 28.04+ 3.28 0.896 29.38 + 1.68 0.186 28.04+ 3.28 29.38 £ 1.68 0.218
28.25 28.00 29.25 27.75 27.75 28.00 29.25 28.00 29.25
(21.00 — 34.00) (19.50 — 32.30) (27.00 — 33.00) (20.50 — (20.50 — 33.00) (19.50 — 32.30) (27.00 — 33.00) (19.50 — 32.30) (27.00 — 33.00)
33.00)
1" 26.34 +£4.98 25.81+2.89 0.760 27.48 £2.76 0.519 27.10+4.43 0.423 27.10+4.43 25.81+2.89 0.365 27.48 £2.76 0.788 25.81+2.89 27.48 £2.76 0.153
26.50 26.00 26.25 28.00 28.00 26.00 26.25 26.00 26.25
(20.00 — 34.00) (19.00 — 32.00) (24.00 — 33.00) (15.50 — (15.50 — 33.00) (19.00 — 32.00) (24.00 — 33.00) (19.00 — 32.00) (24.00 — 33.00)
33.00)
12 23.88 +£7.51 24.75 +£5.04 0.752 25.46 £ 3.29 0.524 26.54 £5.97 0.322 26.54 £ 5.97 24.75 +£5.04 0.372 25.46 £ 3.29 0.568 24.75 +£5.04 25.46 £ 3.29 0.682
22.50 24.50 24.25 28.00 28.00 24.50 24.25 24.50 24.25
(16.00 — 36.50) (17.50 — 34.50) (21.50 — 32.00) (12.50 — (12.50 — 36.00) (17.50 — 34.50) (21.50 — 32.00) (17.50 — 34.50) (21.50 — 32.00)
36.00)

* DP (desvio padrao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgao). AMP (amplitude). Significancia estatistica determinada pelo teste t/ Mann-Whitney, para
p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024



Tabela 2: Mediana da variagéo da relagao sinal/ruido (S/R) das EOAPD na comparagéo dos grupos, grupo controle (GC), grupo melatonina (GM), grupo resveratrol (GR) e grupo

veiculo (GV) no DO.

SIR CONTROLE MELATONINA GC X RESVERATROL GC X VEiCULO GC X VEicuLO MELATONINA GV X RESVERATROL GV X MELATONINA RESVERATROL GM X
n=12 n=10 GM n=10 GR n=13 GV n=13 n=10 GM n=10 GR n=10 n=10 GR
FREQ. Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Mediana Mediana P Mediana P Mediana P Mediana Mediana P Mediana P Mediana Mediana P
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méax)
3 23.06 £ 6.52 22.23+6.17 0.772 19.85+7.03 0.316 22.50 £ 6.65 0.838 22.50 £ 6.65 22.23+6.17 0.772 19.85+ 7.03 0.316 22.23+6.17 19.85+ 7.03 0.838
20.75 22.50 19.25 22.75 22.75 22.50 19.25 22.50 19.25
(15.5—35.00) (12.50 — 32.50) (7.50 — 31.00) (6.50 — (6.50 — 35.00) (12.50 — 32.50) (7.50 — 31.00) (12.50 — 32.50) (7.50 — 31.00)
35.00)
4 35.25+6.39 35.19+3.89 0.979 31.76 + 5.41 0.205 33.58 +4.40 0.422 33.58 +£4.40 35.19+3.89 0.979 31.76 £ 5.41 0.205 35.19+3.89 31.76 £ 5.41 0.422
35.00 35.50 32.65 34.35 34.35 35.50 32.65 35.50 32.65
(26.5 — 44.00) (29.00 — 45.00) (23.50 — 39.50) (26.50 — (26.50 — 41.50) (29.00 — 45.00) (23.50 — 39.50) (29.00 — 45.00) (23.50 — 39.50)
41.50)
5 33.44 +5.39 37.02 +4.62 0.075 3417 +5.19 0.765 34.39+5.15 0.662 34.39+5.15 37.02 +4.62 0.075 34.17 £5.19 0.765 37.02 +4.62 3417 £5.19 0.662
35.25 38.00 34.75 33.75 33.75 38.00 34.75 38.00 34.75
(24.50- 40.00) (28.00 — 42.50) (26.00 — 43.00) (22.50 — (22.50 — 41.00) (28.00 — 42.50) (26.00 — 43.00) (28.00 — 42.50) (26.00 — 43.00)
41.00)
6 43.04 £2.10 4541 +£2.73 0.069 44.43 £ 3.31 0.234 45.74 £ 3.44 0.062 4574 £ 3.44 4541 +£2.73 0.069 44.43 +3.31 0.234 4541 +£2.73 44.43 +3.31 0.062
43.50 46.00 46.00 46.25 46.25 46.00 46.00 46.00 46.00
(40.50 — 46.00) (40.00 — 49.50) (38.50 — 48.00) (37.00 — (37.00 — 51.00) (40.00 — 49.50) (38.50 — 48.00) (40.00 — 49.50) (38.50 — 48.00)
51.00)
7 43.74 £ 2.50 46.79 £ 3.01 0.825 44.67 £ 2.65 0.253 4595 +3.49 0.135 4595 + 3.49 46.79 £ 3.01 0.825 44.67 £ 2.65 0.253 46.79 £ 3.01 44.67 £ 2.65 0.135
44.00 47.00 45.25 46.75 46.75 47.00 45.25 47.00 45.25
(40.00 — 46.50) (40.00 — 50.00) (39.00 — 48.00) (40.00 — (40.00 — 52.00) (40.00 — 50.00) (39.00 — 48.00) (40.00 — 50.00) (39.00 — 48.00)
52.00)
8 43.94 £ 251 45.08 £ 1.93 0.256 44.54 +1.80 0.537 45.44 +2.73 0.185 4544 £ 2.73 45.08 £ 1.93 0.256 44.54 +1.80 0.537 45.08 £ 1.93 44.54 +1.80 0.185
44.00 45.00 44.50 45.00 45.00 45.00 44.50 45.00 44.50
(40.00 — 48.00) (42.00 — 48.00) (41.00 — 47.50) (39.00 — (39.00 — 50.00) (42.00 — 48.00) (41.00 — 47.50) (42.00 — 48.00) (41.00 — 47.50)
50.00)
9 46.91 £ 1.99 45.81 £ 2.67 0.327 45.54 £ 2.90 0.261 46.29 £3.25 0.615 46.29 £3.25 45.81 £ 2.67 0.327 45.54 +2.90 0.261 45.81 £ 2.67 45.54 +2.90 0.615
47.00 46.00 46.25 45.50 45.50 46.00 46.25 46.00 46.25
(43.00 — 50.00) (40.00 — 49.00) (38.50 — 49.50) (40.50 — (40.50 — 52.00) (40.00 — 49.00) (38.50 — 49.50) (40.00 — 49.00) (38.50 — 49.50)
52.00)
10 47.28 £4.48 48.04 £3.25 0.715 49.19+1.75 0.194 47.63 £ 3.85 0.833 47.63 £ 3.85 48.04 £3.25 0.715 49.19+1.75 0.194 48.04 £3.25 49.19+1.75 0.833
47.10 48.00 49.00 47.75 47.75 48.00 49.00 48.00 49.00
(41.00 — 54.00) (39.50 — 52.00) (46.50 — 53.00) (40.50 — (40.50 — 44.75) (39.50 — 52.00) (46.50 — 53.00) (39.50 — 52.00) (46.50 — 53.00)
44.75)
1" 4565+ 5.34 45.81+2.89 0.930 44.33+3.25 0.313 46.94 +£4.27 0.499 46.94 £ 4.27 45.81+2.89 0.930 44.33 +£3.25 0.313 45.81+2.89 44.33 +£3.25 0.499
45.25 46.00 46.50 48.00 48.00 46.00 46.50 46.00 46.50
(40.00 — 54.00) (39.00 — 52.00) (43.50 — 54.50) (35.50 — (35.50 — 53.00) (39.00 — 52.00) (43.50 — 54.50) (39.00 — 52.00) (43.50 — 54.50)
53.00)
12 43.60 £ 7.60 44.58 £ 517 0.728 45.71 £ 3.07 0.396 46.22 £5.75 0.062 46.22 £5.75 44.58 £ 517 0.728 45.71 £ 3.07 0.396 44.58 £ 517 45.71 £ 3.07 0.062
41.40 44.50 45.25 47.50 47.50 44.50 45.25 44.50 45.25
(36.00 — 56.50) (37.50 — 54.50) (41.50 — 52.00) (32.50 — (32.50 — 54.00) (37.50 — 54.50) (41.50 — 52.00) (37.50 — 54.50) (41.50 — 52.00)
54.00)

* DP (desvio padrao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgao). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte:
Elaborada pela autora, 2024
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As figuras 7 e 8 ilustram os resultados obtidos na amplitude do sinal e no

critério relagao sinal/ruido das emissdes por produto de distor¢gdo nos grupos

controle, melatonina, resveratrol e veiculo, encontrados avaliagdo do DO, em

todas as frequéncias avaliadas. Observa-se que ha uma uniformidade das

respostas encontradas.
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Figura 7: Boxplot da variagdo da amplitude das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12 KHz obtidas
na primeira avaliagdo DO, nos grupos pesquisados GC (grupo controle - branco) (n=12), GM
(grupo melatonina - verde) (n=10), GR (grupo resveratrol - azul) (n=10) e GV (grupo veiculo -
cinza) (n=13). N&o foi observada diferenga entre os grupos (todos p>0,05). Fonte: Elaborada
pela autora, 2024
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Figura 8: Boxplot da variagdo da amplitude das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12 KHz obtidas
na primeira avaliagdo DO, nos grupos pesquisados GC (grupo controle - branco) (n=12), GM
(grupo melatonina - verde) (n=10), GR (grupo resveratrol - azul) (n=10) e GV (grupo veiculo -



cinza) (n=13). Nao foi observada diferenga entre os grupos (todos p>0,05). Fonte: Elaborada
pela autora, 2024.

5.2.2. Analise D15

Foi encontrada diferenga estatistica em todas as analises realizadas na
comparagao entre as medianas de amplitude (tabela 3) e relagdo sinal/ruido
(tabela 4) dos exames dos grupos controle com o0s grupos melatonina,
resveratrol e veiculo (p<0,05).

Na comparagao entre os grupos expostos ao ruido — veiculo, melatonina
e resveratrol — no critério amplitude, foi encontrada diferenca estatistica entre os
grupos veiculo e melatonina nas frequéncias de 3 kHz (p: 0,002), 9 kHz (p:0,007),
10 kHz (p: 0,0004); entre os grupos veiculo e resveratrol nas frequéncias de 3
kHz (p: 0,0002), 4 kHz (p:0,0002), 5 kHz (p: 0,020); e entre os grupos melatonina
e resveratrol na frequéncia de 4 kHz (p: 0,025) (tabela 3).

No critério relag&o sinal/ruido, na comparagao entre os grupos expostos
ao ruido — veiculo, melatonina e resveratrol — foi encontrada diferenga estatistica
entre os grupos veiculo e melatonina nas frequéncias de 3 kHz (p: 0,045), 9 kHz
(p:0,015), 10 kHz (p: 0,0004); entre os grupos veiculo e resveratrol nas
frequéncias de 3 kHz (p: 0,0001), 4 kHz (p:0,028), 5 kHz (p: 0,019), 7 kHz (p:
0,028); e entre os grupos melatonina e resveratrol na frequéncia de 10 kHz (p:
0,046) (tabela 4)
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Tabela 3: Mediana da variagdo da amplitude (DP) das EOAPD na comparacéo dos grupos, grupo controle (GC), grupo melatonina (GM), grupo resveratrol (GR) e grupo veiculo

(GV) no D15.
AMP CONTROLE MELATONINA GC X RESVERATROL GC X VEiCULO GC X VEicuLO MELATONINA GV X RESVERATROL GV X MELATONINA RESVERATROL GM X
(n=12) (n=10) GM n=10 GR n=13 GV n=13 n=10 GM n=10 GR n=10 n=10 GR
FREQ. Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Mediana Mediana P Mediana P Mediana P Mediana Mediana P Mediana P Mediana Mediana P
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx)
3 9.00+5.14 -2.761 £ 9.86 0.005 -1.91+£5.27 0.0002 -12.24 £ 7.36 <0.00 -12.24 +£7.36 -2.761 £ 9.86 0.002 -1.91+5.27 0.0002 -2.761 £ 9.86 -1.91+£5.27 0.792
9.50 -4.00 *% -4.50 wokk -14.25 01 -14.25 -4.00 *% -4.50 *kk -4.00 -4.50
(1.00 — 14.50) (-14.70 — (-9.50 — 6.50) (-20.00 — - (-20.00 — 7.00) (-14.70 — (-9.50 — 6.50) (-14.70 — (-9.50 — 6.50)
12.00) 7.00) 12.00) 12.00)
4 20.81£5.49 -8.23+4.74 <0.0001 -10.37 £3.79 <0.0001 -10.37 £ 3.79 <0.00 -10.37 £3.79 -8.23+4.74 0.151 -10.37 £ 3.79 0.0002 -8.23+4.74 -10.37 £ 3.79 0.025
22.15 -8.50 Fekeke -3.00 Fkek -11.30 01 -11.30 -8.50 -3.00 dekk -8.50 -3.00 *
(12.00 — 28.00) (-16.50 — 2.00) (-13.50 — (-16.00 — - . (-16.00 — -1.50) (-16.50 — 2.00) (-13.50 — 12.00) (-16.50 — 2.00) (-13.50 — 12.00)
12.00) 1.50)
5 19.04 £5.29 -17.82£2.93 0.0002 -13.86 + 5.60 <0.0001 -18.17 £2.90 <0.00 -18.17 £2.90 -17.82£2.93 0.350 -13.86 + 5.60 0.020 -17.82£2.93 -13.86 + 5.60 0.098
19.90 -19.00 wokk -14.00 wokk -20.00 01 -20.00 -19.00 -14.00 * -19.00 -14.00
(9.00 — 25.00) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - - (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -4.00) (-20.00 — - (-20.00 — -4.00)
10.00) 4.00) 11.00) 11.00) 10.00) 10.00)
6 24.38 £ 3.82 -18.75 £ 1.94 0.0002 -17.98 + 3.99 0.0002 -19.34 £ 1.20 <0.00 -19.34 £1.20 -18.75 £ 1.94 0.507 -17.98 + 3.99 0.716 -18.75 £ 1.94 -17.98 + 3.99 0.904
24.75 -20.00 wokk -20.00 wokk -20.00 01 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00
(17.00 — 30.00) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - . (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -7.00) (-20.00 — - (-20.00 — -7.00)
13.70) 7.00) 16.00) 16.00) 13.70) 13.70)
7 24.94 £4.20 -19.96 £ 0.13 0.0002 -17.25 £ 5.31 0.0001 -19.98 £ 0.10 <0.00 -19.98 £ 0.10 -19.96 £ 0.13 0.734 -17.25+5.31 0.071 -19.96 £ 0.13 -17.25+5.31 0.216
24.75 -20.00 wokk -20.00 wokk -20.00 01 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00
(20.00 — 32.00) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - - (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -6.00) (-20.00 — - (-20.00 — -6.00)
19.50) 6.00) 19.50) 19.50) 19.50) 19.50)
8 2413 £ 3.61 -18.62 £ 2.08 0.0002 -17.21+£5.18 0.0002 -19.52 + 1.50 <0.00 -19.52 + 1.50 -18.62 £ 2.08 0.0506 -17.21+5.18 0.146 -18.62 £ 2.08 -17.21+5.18 0.877
23.75 -20.00 wokk -20.00 wokk -20.00 01 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00
(20.00 — 30.00) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - -~ (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -6.00) (-20.00 — - (-20.00 — -6.00)
15.00) 6.00) 13.50) 13.50) 15.00) 15.00)
9 26.88 +£4.38 -16.08 £ 4.23 0.0002 -17.71£4.22 0.0002 -19.32 £ 1.99 <0.00 -19.32 £ 1.99 -16.08 £ 4.23 0.007 -17.71 £4.22 0.081 -16.08 £ 4.23 -17.71 £4.22 0.347
27.00 -15.50 wokk -20.00 wokk -20.00 01 -20.00 -15.50 *% -20.00 -15.50 -20.00
(22.00 — 34.50) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - . (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -6.00) (-20.00 — - (-20.00 — -6.00)
8.50) 6.00) 11.50) 11.50) 8.50) 8.50)
10 26.13+£4.97 -15.85+4.14 <0.0001 -17.61+4.82 0.0002 -19.48 +1.27 <0.00 -19.48 +£1.27 -15.85+4.14 0.0004 -17.61+4.82 0.131 -15.85+4.14 -17.61+4.82 0.122
26.00 -16.70 wokk -20.00 wokk -20.00 01 -20.00 -16.70 *kk -20.00 -16.70 -20.00
(18.50 — 33.00) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - - (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -3.50) (-20.00 — - (-20.00 — -3.50)
7.50) 3.50) 15.00) 15.00) 7.50) 7.50)
1" 22.63+6.28 -17.69 £ 3.92 0.0002 -17.79+5.25 0.0001 -19.63 <0.00 -19.63 + 0.858 -17.69 £ 3.92 0.119 -17.79+5.25 0.574 -17.69 £ 3.92 -17.79+5.25 0.554
22.00 -20.00 wokk -20.00 wokk 0.858 01 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00
(13.50 — 32.00) (-20.00 — - (-20.00 — - -20.00 . (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -3.00) (-20.00 — - (-20.00 — -3.00)
9.00) 3.00) (-20.00 — - 17.30) 9.00) 9.00)
17.30)
12 22.98 +5.27 -19.38 £ 1.44 0.0002 -18.6 £3.21 0.0001 -19.48 + 1.49 <0.00 -19.48 £ 1.49 -19.38 £ 1.44 0.769 -18.6 £3.21 0.610 -19.38 £ 1.44 -18.6 £3.21 0.827
24.00 -20.00 wokk -20.00 sk -20.00 01 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00 -20.00
(16.00 — 30.50) (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — - - (-20.00 — - (-20.00 — - (-20.00 — -9.50) (-20.00 — - (-20.00 — -9.50)
15.00) 9.50) 13.30) 13.30) 15.00) 15.00)

* DP (desvio padrao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgao). AMP (amplitude). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para
p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024



Tabela 4: Mediana da variagéo da relagao sinal/ruido (S/R) das EOAPD na comparagéo dos grupos, grupo controle (GC), grupo melatonina (GM), grupo resveratrol (GR) e grupo

veiculo (GV) no D15.

SIR CONTROLE MELATONINA GC X RESVERATROL GC X VEiCcULO GC X VEiCcULO MELATONINA GV X RESVERATROL GV X MELATONINA RESVERATROL GM X
(n=12) (n=10) GM n=10 GR n=13 GV n=13 n=10 GM n=10 GR n=10 n=10 GR
FREQ. Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Mediana Mediana P Mediana P Mediana P Mediana Mediana P Mediana P Mediana Mediana P
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
3 23.69+5.35 12.78 £ 10.36 0.013 1443 +£7.22 0.006** 5.51+7.37 0.0002 5.51+7.37 12.78 £ 10.36 0.045 14.43 +£7.22 0.001 12.78 £ 10.36 14.43 +£7.22 0.651
24.25 10.50 * 14.10 3.75 Hekk 3.75 10.50 * 14.10 ek 10.50 14.10
(16.50 — 30.50) (-1.50- 27.50) (0.00 — 25.50) (-4.00 — 27.00) (-4.00 — 27.00) (-1.50- 27.50) (0.00 — 25.50) (-1.50- 27.50) (0.00 — 25.50)
4 37.00 +6.43 8.19+5.34 <0.0001 13.29+9.17 <0.0001 6.39 +4.89 <0.0001 6.39 +4.89 8.19+5.34 0.318 13.29+9.17 0.028 8.19+5.34 13.29+9.17 0.099
37.50 8.50 wokk 13.40 wokk 6.00 wokk 6.00 8.50 13.40 *% 8.50 13.40
(27.00 — 45.00) (-3.50 — 18.00) (-1.50 — 28.00) (-3.50 — 16.50) (-3.50 — 16.50) (-3.50 — 18.00) (-1.50 — 28.00) (-3.50 — 18.00) (-1.50 — 28.00)
5 34.48 +5.22 1.40 £ 2.77 0.0002 4.23+4.92 0.0002 1.35+2.84 <0.0001 1.35+2.84 1.40 £ 2.77 0.794 4.23+4.92 0.019 1.40 £ 2.77 4.23+4.92 0.083
32.50 0.00 wokk 2.00 wokk 0.00 wokk 0.00 0.00 2.00 * 0.00 2.00
(27.30 — 44.00) (-1.00 — 8.70) (-0.50 — 14.00) (-2.50 — 8.50) (-2.50 — 8.50) (-1.00 — 8.70) (-0.50 — 14.00) (-1.00 — 8.70) (-0.50 — 14.00)
6 42.75+3.38 1.25+2.47 0.0001 1.71 £ 3.80 0.0002 0.61+1.36 <0.0001 0.61+1.36 1.25+2.47 0.811 1.71 £ 3.80 0.408 1.25+2.47 1.71 £ 3.80 0.810
42.50 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(37.00 — 49.00) (-1.0 - 8.00) (0.00 — 13.00) (-1.50 — 4.00) (-1.50 — 4.00) (-1.0 - 8.00) (0.00 — 13.00) (-1.0 - 8.00) (0.00 — 13.00)
7 43.88 +£4.04 0.10+0.36 <0.0001 2.75+5.31 0.0001 0.02+0.10 <0.0001 0.02+0.10 0.10+0.36 0.702 2.75+5.31 0.028* 0.10+0.36 2.75+5.31 0.216
43.85 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(37.30 — 49.50) (0.00 — 1.30) (0.00 — 14.00) (0.00 — 0.50) (0.00 — 0.50) (0.00 — 1.30) (0.00 — 14.00) (0.00 — 1.30) (0.00 — 14.00)
8 44.06 + 3.53 1.38£2.08 0.0001 2.79+5.18 0.0002 0.48 + 1.67 <0.0001 0.48 + 1.67 1.38£2.08 0.041 2.79+5.18 0.059 1.38£2.08 2.79+5.18 0.877
43.75 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(40.00 — 50.00) (0.00 — 5.00) (0.00 — 14.00) (-0.70 - 7.30) (-0.70-7.30) (0.00 — 5.00) (0.00 — 14.00) (0.00 — 5.00) (0.00 — 14.00)
9 46.94 £ 4.30 3.50+3.76 0.0002 244 +427 0.0002 0.71+1.98 <0.0001 0.71+1.98 3.50+3.76 0.015 244 +4.27 0.062 3.50+3.76 244 +4.27 0.481
47.00 4.50 wokk 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 4.50 * 0.00 4.50 0.00
(42.50 — 54.50) (0.00 — 11.50) (0.00 — 14.00) (0.00 — 8.50) (0.00 — 8.50) (0.00 — 11.50) (0.00 — 14.00) (0.00 — 11.50) (0.00 — 14.00)
10 4588 +£5.13 4.16 £ 4.06 <0.0001 1.76 £ 4.44 0.0002 0.50 +1.29 <0.0001 0.50 + 1.29 4.16 £ 4.06 0.0004 1.76 £ 4.44 0.679 4.16 £ 4.06 1.76 £ 4.44 0.046
46.00 0.00 Fekeke 0.00 Fkek 0.00 Fekeke 0.00 0.00 dekk 0.00 0.00 0.00 *
(37.50 — 53.00) (3.30 — 12.50) (-2.50 — 14.00) (-0.50 — 5.00) (-0.50 — 5.00) (3.30 — 12.50) (-2.50 — 14.00) (3.30 — 12.50) (-2.50 — 14.00)
1" 43.19+6.29 2.33+3.98 0.0001 216 +5.27 0.0002 0.29+0.70 <0.0001 0.29+0.70 2.33+3.98 0.256 216 +5.27 0.548 2.33+3.98 216 +5.27 0.601
43.50 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(31.50-52.00) (-0.50 — 11.00) (-0.50 — 17.00) (0.00 — 2.50) (0.00 — 2.50) (-0.50 — 11.00) (-0.50 — 17.00) (-0.50 — 11.00) (-0.50 — 17.00)
12 40.63+ 8.17 0.76 + 1.42 0.0001 1.37 £3.21 0.0001 0.69+2.17 <0.0001 0.69+2.17 0.76 + 1.42 0.157 1.37 £3.21 0.341 0.76 + 1.42 1.37 £3.21 0.486
41.00 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 wokk 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(25.50 — 50.50) (0.00 — 5.00) (0.00 — 10.50) (0.00 — 10.00) (0.00 — 10.00) (0.00 — 5.00) (0.00 — 10.50) (0.00 — 5.00) (0.00 — 10.50)

* DP (desvio padrao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgao). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte:

Elaborada pela autora, 2024
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As figuras 9 e 10 ilustram os resultados obtidos na amplitude do sinal e na
relacéo sinal/ruido das emissdes por produto de distor¢do nos grupos controle,
melatonina, resveratrol e veiculo, encontrados na avaliacdo do D15, em todas
as frequéncias avaliadas. Observa-se que todos os grupos expostos ao ruido

apresentaram uma piora dos resultados na comparagao com o grupo controle.

EOAPD - AMPLITUDE - D15

40 - 9 kHz
7 kHz 10 kHz
4KHz 6kHz | | gkHz E— — 1Kz = 12kHz

-
!

-20 4

i

[ GRUPO CONTROLE @@ GRUPO MELATONINA @ GRUPO RESVERATROL @@ GRUPO VEICULO

-40 -

Figura 9. Boxplot da variagao da amplitude das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12 KHz obtidas
na avaliagdo D15, nos grupos pesquisados GC (grupo controle - branco) (n=12), GM (grupo
melatonina - verde) (n=10), GR (grupo resveratrol - azul) (n=10) e GV (grupo veiculo - cinza)
(n=13). Observada diferenga entre o grupo controle e os grupos expostos ao ruido (p<0,005).
Fonte: Elaborada pela autora, 2024
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Figura 10. Boxplot da variagdo da amplitude das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12 KHz obtidas
na avaliagdo D15, nos grupos pesquisados GC (grupo controle - branco) (n=12), GM (grupo
melatonina - verde) (n=10), GR (grupo resveratrol - azul) (n=10) e GV (grupo veiculo - cinza)
(n=13). Observada diferenga entre o grupo controle e os grupos expostos ao ruido (p<0,01)Fonte:
Elaborada pela autora, 2024.



5.2.2 Analise D30

Houve uma diferenca em todas as analises comparativas das medianas
de amplitude (tabela 5) e da relagao sinal/ruido (tabela 6) entre os grupos
controle e os grupos tratados com melatonina, resveratrol e veiculo, com
excecgao da frequéncia de 3 kHz (controle e melatonina: p: 0,236 para amplitude
e p:0,259 para relagdo sinal/ruido, e controle e resveratrol: p: 0,688 para
amplitude e p:0,246 para relagéo sinal/ruido).

Na comparagao entre os grupos expostos ao ruido — veiculo, melatonina
e resveratrol —, no critério amplitude, foi encontrada diferenga entre os grupos
veiculo e melatonina nas frequéncias de 3 kHz (p: 0,008), 4 kHz (p:0,015), 5 kHz
(p: 0,0006), 6 kHz (p: 0,010), 7 kHz (p:0,020), 8 kHz (p: 0,010); 9 kHz (p: 0,012),
10 kHz (p:0,007), 11 kHz (p: 0,013); entre os grupos veiculo e resveratrol nas
frequéncias de 3 kHz (p: 0,0001), 4 kHz (p:0,0013), 5 kHz (p: 0,0008), 6 kHz (p:
0,001), 7 kHz (p:0,0009), 8 kHz (p: 0,001); 10 kHz (p: 0,015), 11 kHz (p: 0,002)
(tabela 5).

A analise com o critério relagdo sinal/ruido realizada entre os grupos
expostos ao ruido — veiculo, melatonina e resveratrol — identificou diferenga entre
os grupos veiculo e melatonina nas frequéncias de 4 kHz (p:0,014), 5 kHz (p:
0,003), 6 kHz (p: 0,016), 7 kHz (p:0,035), 8 kHz (p: 0,010); 9 kHz (p: 0,012), 10
kHz (p:0,007), 11 kHz (p: 0,010); entre os grupos veiculo e resveratrol nas
frequéncias de 3 kHz (p: 0,002), 4 kHz (p:0,006), 5 kHz (p: 0,026), 6 kHz (p:
0,002), 7 kHz (p:0,001), 8 kHz (p: 0,003); 10 kHz (p: 0,036) (tabela 6).

N&o foi encontrada diferenga na comparagéo entre os grupos melatonina
e resveratrol nos critérios amplitude e relagdo sinal/ruido no D30 (tabelas 5 e 6).
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Tabela 5: Mediana da variagdo da amplitude (DP) das EOAPD na comparacéo dos grupos, grupo controle (GC), grupo melatonina (GM), grupo resveratrol (GR) e grupo veiculo

(GV) no D30.
AMP CONTROLE MELATONINA GC X RESVERATROL GC X VEICULO GC X VEICULO MELATONINA GV X RESVERATROL GV X MELATONINA RESVERATROL GM X
(n=12) (n=6) GM n=6 GR n=9 GV n=9 n=6 GM n=6 GR n=6 n=6 GR
FREQ. Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Mediana Mediana P Mediana P Mediana P Mediana Mediana P Mediana P Mediana Mediana P
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
3 10.19 £ 6.33 4.80+9.28 0.236 8.92+5.41 0.688 -9.43+9.70 <0.00 -9.43+9.70 4.80+9.28 0.008 8.92+5.41 0.0001 4.80+9.28 8.92+5.41 0.351
12.25 5.00 10.50 -13.00 01 -13.00 5.00 *% 10.50 *kk 5.00 10.50
(-1.50 — 17.50) (-5.00 — 15.00) (0.00 — 14.00) (-16.00 — 12.50) . (-16.00 — 12.50) (-5.00 — 15.00) (0.00 — 14.00) (-5.00 — 15.00) (0.00 — 14.00)
4 20.56 +6.98 2.40+2.58 0.0002 7.00 + 10.44 0.010 -7.30£7.91 <0.00 -7.30£7.91 240+2.58 0.015 7.00 + 10.44 0.0013 240+258 7.00 + 10.44 0.363
22.75 2.00 *kk 7.00 * -8.00 01 -8.00 2.00 * 7.00 *% 2.00 7.00
(9.50 — 27.00) (0.00 — 6.50) (-3.50 — 20.00) (-18.00 — 10.00) -~ (-18.00 — 10.00) (0.00 — 6.50) (-3.50 — 20.00) (0.00 — 6.50) (-3.50 — 20.00)
5 17.60 + 7.04 -2.60 + 6.86 0.0004 -1.85+10.24 0.0008 -13.56 + 4.75 <0.00 -13.56 + 4.75 -2.60 + 6.86 0.0006 -1.85+10.24 0.0008 -2.60 + 6.86 -1.85+10.24 0.891
20.15 -3.00 *kk -5.00 *kk -14.00 01 -14.00 -3.00 Fekk -5.00 *kk -3.00 -5.00
(3.00 — 23.00) (-9.00 — 8.50) (-12.00 — 11.50) (-20.00 — -6.00) . (-20.00 — -6.00) (-9.00 — 8.50) (-12.00 — 11.50) (-9.00 — 8.50) (-12.00 — 11.50)
6 24.38 £ 3.82 -4.20 £ 11.99 0.0002 -0.50 + 11.50 0.0003 -15.15 + 6.08 <0.00 -15.15 + 6.08 -4.20 £ 11.99 0.010 -0.50 + 11.50 0.001 -4.20 £ 11.99 -0.50 £ 11.50 0.600
25.00 -10.50 *kk -6.00 *kk -16.30 01 -16.30 -10.50 * -6.00 *% -10.50 -6.00
(12.00 — 29.00) (-14.00 — 15.00) (-13.00 — 17.50) (-20.00 — 0.0) -~ (-20.00 — 0.0) (-14.00 — 15.00) (-13.00 — 17.50) (-14.00 — 15.00) (-13.00 — 17.50)
7 23.13+6.08 -2.80 £ 13.59 0.0006 2.52+10.80 0.0005 -15.47 +8.28 <0.00 -15.47 +8.28 -2.80 £ 13.59 0.029 2.52+10.80 0.0009 -2.80 £ 13.59 2.52+10.80 0.465
23.75 -6.00 - 0.70 - -20.00 01 -20.00 -6.00 * 0.70 - -6.00 0.70
(15.00 — 31.00) (-20.00 — 17.00) (-11.00 — 19.00) (-20.00 — 9.00) -~ (-20.00 — 9.00) (-20.00 — 17.00) (-11.00 — 19.00) (-20.00 — 17.00) (-11.00 — 19.00)
8 23.63 £4.00 -0.20 £ 9.36 <0.00 2.18+12.22 0.0004 -15.02 £ 9.98 <0.00 -15.02 £ 9.98 -0.20 £ 9.36 0.010 218+ 1222 0.001 -0.20 £ 9.36 218+ 12.22 0.722
24.25 -4.00 01 4.00 *kk -20.00 01 -20.00 -4.00 * 4.00 *% -4.00 4.00
(18.00 — 28.00) (-9.00 - 15.00) - (-15.00 — 17.00) (-20.00 — 12.00) - (-20.00 — 12.00) (-9.00 - 15.00) (-15.00 — 17.00) (-9.00 - 15.00) (-15.00 — 17.00)
9 26.81+4.40 3.40+10.63 0.0002 0.42+17.75 0.001 -13.40 £ 11.92 <0.00 -13.40 £ 11.92 3.40+10.63 0.012 0.42+17.75 0.082 3.40+10.63 0.42+17.75 0.747
28.00 0.00 - 1.50 o -20.00 01 -20.00 0.00 * 1.50 0.00 1.50
(21.00 — 32.00) (-7.50 — 21.00) (-20.00 — 24.00) (-20.00 — 19.00) - (-20.00 — 19.00) (-7.50 — 21.00) (-20.00 — 24.00) (-7.50 — 21.00) (-20.00 — 24.00)
10 25.81+4.52 3.20+7.84 <0.00 3.85+ 16.67 0.003 -14.33 £ 9.74 <0.00 -14.33 £ 9.74 3.20+7.84 0.007 3.85+ 16.67 0.015 3.20+7.84 3.85+ 16.67 0.936
27.00 2.00 01 7.00 *% -19.50 01 -19.50 2.00 *% 7.00 * 2.00 7.00
(19.50 — 31.00) (-7.00 — 14.00) - (-20.00 — 25.00) (-20.00 — 11.00) -~ (-20.00 — 11.00) (-7.00 — 14.00) (-20.00 — 25.00) (-7.00 — 14.00) (-20.00 — 25.00)
1" 24.50 £ 3.57 -0.10 £ 10.64 <0.00 4.81+17.41 0.007 -14.28 £ 10.58 <0.00 -14.28 £ 10.58 -0.10 £ 10.64 0.013 4.81+17.41 0.002 -0.10 £ 10.64 4.81+17.41 0.584
26.00 -2.00 01 6.00 *% -19.50 01 -19.50 -2.00 * 6.00 *% -2.00 6.00
(19.00 — 29.50) (-10.00 — 17.00) - (-18.00 — 24.00) (-20.00 — 14.00) -~ (-20.00 — 14.00) (-10.00 — 17.00) (-18.00 — 24.00) (-10.00 — 17.00) (-18.00 — 24.00)
12 22.38+3.14 -3.00 £ 12.26 0.0001 -1.54 £19.19 0.004 -14.69 £ 10.77 <0.00 -14.69 £ 10.77 -3.00 £ 12.26 0.0502 -1.54 £19.19 0.058 -19.38 + 1.44 -1.54 £19.19 0.885
22.75 -4.00 *kk -8.00 *% -19.5 01 -19.5 -4.00 -8.00 -20.00 -8.00

(17.00 — 26.00)

(-19.00 — -15.50)

(-20.00 — 27.00)

(-20.00 — 18.00)

*kk

(-20.00 — 18.00)

(-19.00 — -15.50)

(-20.00 — 27.00)

(-20.00 — -15.00)

(-20.00 — 27.00)

* DP (desvio padrdo). EOAPD (emissoOes otoacusticas por produto de distorgao). AMP (amplitude).

p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para



Tabela 6: Mediana da variagéo da relagao sinal/ruido (S/R) das EOAPD na comparagéo dos grupos, grupo controle (GC), grupo melatonina (GM), grupo resveratrol (GR) e grupo

veiculo (GV) no D30.

SIR CONTROLE MELATONINA GC X RESVERATROL GC X VEiCcULO GC X VEiCcULO MELATONINA GV X RESVERATROL GV X MELATONINA RESVERATROL GM X
(n=12) (n=6) GM n=6 GR n=9 GV n=9 n=6 GM n=6 GR n=6 n=6 GR
FREQ. Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Mediana Mediana P Mediana P Mediana P Mediana Mediana P Mediana P Mediana Mediana P
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
3 27.44 £7.37 21.50 £ 10.74 0.259 22.43 £ 8.61 0.246 6.93 + 9.62 0.0007 6.93 + 9.62 21.50 £ 10.74 0.084 22.43 £ 8.61 0.0026 21.50 £ 10.74 22.43 £ 8.61 0.622
29.25 24.50 26.00 3.50 wokk 3.50 24.50 26.00 *% 24.50 26.00
(17.50 — 35.00) (8.50—32.50) (7.50 — 32.00) (-3.00 — 26.00) (-3.00 — 26.00) (8.50—32.50) (7.50 — 32.00) (8.50—32.50) (7.50 — 32.00)
4 35.18 +8.10 19.90 £ 5.14 0.0033 22.19 £ 12.67 0.032 9.04 + 8.47 <0.0001 9.04 + 8.47 19.90 £ 5.14 0.014 2219 +£12.67 0.0068 19.90 £ 5.14 2219 +£12.67 0.713
37.85 21.00 *k 17.30 * 7.00 ke 7.00 21.00 * 17.30 *k 21.00 17.30
(22.50 — 44.70) (14.00 — 26.50) (7.50 — 38.00) (-0.50 — 26.50) (-0.50 — 26.50) (14.00 — 26.50) (7.50 — 38.00) (14.00 — 26.50) (7.50 — 38.00)
5 35.35+6.99 17.40 £6.75 0.0008 16.03 + 8.87 0.0004 6.17 £ 5.299 <0.0001 6.17 £+ 5.299 17.40 £6.75 0.0037 16.03 + 8.87 0.026 17.40 £6.75 16.03 + 8.87 0.778
37.25 15.00 wokk 12.70 wokk 3.70 wokk 3.70 15.00 *% 12.70 * 15.00 12.70
(23.00 — 43.50) (11.00 — 28.50) (7.00 — 27.00) (-1.00 — 16.00) (-1.00 — 16.00) (11.00 — 28.50) (7.00 — 27.00) (11.00 — 28.50) (7.00 — 27.00)
6 42.53+6.25 15.40 + 11.51 0.0002 18.83 £ 11.22 0.0002 4.11+6.14 <0.0001 4.11+6.14 15.40 + 11.51 0.016 18.83 £ 11.22 0.0023 15.40 + 11.51 18.83 £ 11.22 0.616
45.00 9.50 ke 14.00 ok 1.50 ke 1.50 9.50 * 14.00 *k 9.50 14.00
(32.00 — 49.00) (6.00 — 34.00) (7.00 — 36.00) (-1.00 — 20.00) (-1.00 — 20.00) (6.00 — 34.00) (7.00 — 36.00) (6.00 — 34.00) (7.00 — 36.00)
7 43.13+6.08 12.20 £ 13.59 0.0006 22.29 +10.86 0.0004 4.50 +8.27 <0.0001 4.50 +8.27 12.20 £ 13.59 0.035 22.29 +£10.86 0.0019 12.20 £ 13.59 22.29 +£10.86 0.486
43.75 14.00 wokk 19.00 wokk 0.00 wokk 0.00 14.00 * 19.00 *% 14.00 19.00
(35.00 — 51.00) (0.00 — 37.00) (9.00 — 39.00) (-0.30 — 29.00) (-0.30 — 29.00) (0.00 — 37.00) (9.00 — 39.00) (0.00 — 37.00) (9.00 — 39.00)
8 43.50 £ 3.76 19.80 + 9.36 <0.0001 21.86 £ 12.21 0.0004 4.98 +9.98 <0.0001 4.98 +9.98 19.80 + 9.36 0.010 21.86 £ 12.21 0.0035 19.80 + 9.36 21.86 £ 12.21 0.759
44.25 16.00 ke 24.00 ok 0.00 ke 0.00 16.00 * 24.00 *k 16.00 24.00
(38.00 — 47.50) (11.00 — 35.00) (5.00 — 37.00) (0.00 — 32.00) (0.00 — 32.00) (11.00 — 35.00) (5.00 — 37.00) (11.00 — 35.00) (5.00 — 37.00)
9 46.41+4.25 23.30 £ 10.76 0.0002 19.79 £ 17.95 0.0013 6.47 +11.99 <0.0001 6.47 + 11.99 23.30 £ 10.76 0.012 19.79 £17.95 0.145 23.30 £ 10.76 19.79 £17.95 0.706
47.65 20.00 wokk 18.00 *% 0.00 wokk 0.00 20.00 * 18.00 20.00 18.00
(40.00 — 52.00) (12.00 — 41.00) (-1.00 — 44.00) (-0.70 — 39.00) (-0.70 — 39.00) (12.00 — 41.00) (-1.00 — 44.00) (12.00 — 41.00) (-1.00 — 44.00)
10 4494 £ 577 22.90 + 8.03 0.0001 23.14 £17.28 0.0050 5.55+9.80 <0.0001 5.55+9.80 22.90 £ 8.03 0.0077 23.14 £17.28 0.036 22.90 £ 8.03 23.14 £17.28 0.977
47.00 22.00 ke 27.00 *k 0.00 ke 0.00 22.00 *k 27.00 * 22.00 27.00
(34.00 — 50.00) (13.00 — 34.00) (-1.00 — 45.00) (-0.50 — 31.00) (-0.50 — 31.00) (13.00 — 34.00) (-1.00 — 45.00) (13.00 — 34.00) (-1.00 — 45.00)
1" 44.53 £ 3.45 20.20 + 10.40 <0.0001 19.90 + 16.49 0.0012 5.63 £ 10.55 <0.0001 5.63 + 10.55 20.20 + 10.40 0.010 19.90 + 16.49 0.070 20.20 + 10.40 19.90 + 16.49 0.972
45.75 18.00 wokk 22.00 *% 0.70 wokk 0.70 18.00 * 22.00 18.00 22.00
(38.50—49.50) (10.00 — 37.00) (-1.00 — 43.30) (-0.70 — 34.00) (-0.70 — 34.00) (10.00 — 37.00) (-1.00 — 43.30) (10.00 — 37.00) (-1.00 — 43.30)
12 40.81+ 3.74 16.20 £ 12.42 0.0002 18.14 £19.78 0.0071 5.37 £10.75 0.0001 5.37 £ 10.75 16.20 £ 12.42 0.050 18.14 £19.78 0.240 16.20 £ 12.42 18.14 £19.78 0.851
41.50 14.50 ke 11.50 *k 0.50 ke 0.50 14.50 11.50 14.50 11.50
(36.00 — 46.00) (1.00 — 35.50) (-1.00 — 47.00) (0.00 — 38.00) (0.00 — 38.00) (1.00 — 35.50) (-1.00 — 47.00) (1.00 — 35.50) (-1.00 — 47.00)

* DP (desvio padrao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgao). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte:

Elaborada pela autora, 2024
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As figuras 11 e 12 ilustram os resultados obtidos na avaliag&o realizada
no D30, apos 15 dias de repouso acustico. Os dados obtidos da amplitude do
sinal e na relag&o sinal/ruido das emissdes por produto de distorgdo nos grupos
controle, melatonina, resveratrol e veiculo foram descritos em todas as
frequéncias avaliadas. Observa-se que, apesar de apresentarem uma
recuperacdo em relagdo ao exame no D15, os grupos melatonina, controle e

veiculo mantiveram respostas menores na comparagao com o grupo controle.

EOAPD - AMPLITUDE - D30

40 1 9 kHz 10 kHz

6 kHz |—| Bz kHz 4oy
kHz z
—— 5kHz H— A
L — E [E]
20 A a

R AR

[ GRUPO CONTROLE @@ GRUPO MELATONINA @8 GRUPO RESVERATROL @@ GRUPO VEICULO

-40 -

Figura 11. Boxplot da variagao da amplitude das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12 KHz obtidas
na avaliagdo D30, nos grupos pesquisados GC (grupo controle - branco) (n=12), GM (grupo
melatonina - verde) (n=6), GR (grupo resveratrol - azul) (n=6) e GV (grupo veiculo - cinza) (n=9).
Observada diferenga entre o grupo controle e os grupos expostos ao ruido (p<0,01). Fonte:
Elaborada pela autora, 2024
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Figura 12. Boxplot da variagéo da amplitude das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12 KHz obtidas
na avaliagdo D30, nos grupos pesquisados GC (grupo controle - branco) (n=12), GM (grupo
melatonina - verde) (n=6), GR (grupo resveratrol - azul) (n=6) e GV (grupo veiculo - cinza) (n=9).
Observada diferenga entre o grupo controle e os grupos expostos ao ruido (p<0,01). Fonte:
Elaborada pela autora, 2024

5.2.4 Analise grupo controle (D0/ D15/ D30)

Nao foram observadas diferengas entre as medianas de amplitude (tabela

7) e relagao sinal/ruido (tabela 8) na comparagao entre os exames do grupo

controle no DO, D15 e D30, nas frequéncias pesquisadas.

Tabela 7: Mediana da variagdo da amplitude das EOAPD na comparagéo do grupo controle nos exames
realizados no DO, D15 e D30.

AMP CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE
DO D15 D15 D30 DO D30
Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana P Mediana Mediana P Mediana Mediana p
(Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
7.12+6.40 9.00+5.14 0.529 9.00+5.14 10.19 £ 6.33 0.686 7.12+6.40 10.19 £ 6.33 0.352
3 5.50 9.50 9.50 12.25 5.50 12.25
(1.00 — 16.00) (1.00 — 14.50) (1.00 — 14.50) (-1.50 — 17.50) (1.00 — 16.00) (-1.50 — 17.50)
18.63 £ 5.59 20.81+£5.49 0.443 20.81£5.49 20.56 +6.98 0.937 18.63 £ 5.59 20.56 +6.98 0.550
4 19.75 22.15 2215 22.75 19.75 22.75
(12.00 — 26.00) (12.00 — 28.00) (12.00 — 28.00) (9.50 — 27.00) (12.00 — 26.00) (9.50 — 27.00)
16.00 + 3.66 19.04 £5.29 0.203 19.04 £ 5.29 17.60 + 7.04 0.651 16.00 + 3.66 17.60 + 7.04 0.577
5 16.00 19.90 19.90 20.15 16.00 20.15
(9.00 — 20.00) (9.00 — 25.00) (9.00 — 25.00) (3.00 — 23.00) (9.00 — 20.00) (3.00 — 23.00)
24.25+ 3.88 24.38 £ 3.82 0.949 24.38 £3.82 24.38 £ 3.82 0.549 24.25+3.88 24.38 £ 3.82 0.582
6 24.75 24.75 24.75 25.00 24.75 25.00
(17.00 — 29.00) (17.00 — 30.00) (17.00 — 30.00) (12.00 — 29.00) (17.00 — 29.00) (12.00 — 29.00)
24.06 £ 3.35 24.94 £4.20 0.652 24.94 £4.20 23.13+6.08 0.499 24.06 £ 3.35 23.13+6.08 0.708
7 24.50 24.75 24.75 23.75 24.50 23.75
(19.50 — 29.00) (20.00 — 32.00) (20.00 — 32.00) (15.00 — 31.00) (19.50 — 29.00) (15.00 — 31.00)
23.94 + 2.51 2413 £ 3.61 0.905 2413 £ 3.61 23.63 £4.00 0.797 23.94 £ 2.51 23.63 £4.00 0.854
8 24.00 23.75 23.75 24.25 24.00 24.25
(20.00 — 28.00) (20.00 — 30.00) (20.00 — 30.00) (18.00 — 28.00) (20.00 — 28.00) (18.00 — 28.00)
26.94 + 2.00 26.88 +£4.38 0.971 26.88 +4.38 26.81+4.40 0.977 26.94 £ 2.00 26.81+4.40 0.942
9 27.00 27.00 27.00 28.00 27.00 28.00
(23.00 — 30.00) (22.00 — 34.50) (22.00 — 34.50) (21.00 — 32.00) (23.00 — 30.00) (21.00 — 32.00)
27.44 £+ 4.53 26.13+£4.97 0.590 26.13+£4.97 25.81+4.52 0.897 27.44 £ 4.53 25.81+4.52 0.585
10 28.25 26.00 26.00 27.00 28.25 27.00
(21.00 — 34.00) (18.50 — 33.00) (18.50 — 33.00) (19.50 — 31.00) (21.00 — 34.00) (19.50 — 31.00)
26.34 +4.98 22.63+6.28 0.211 22.63+6.28 24.50 £ 3.57 0.475 26.34 £ 4.98 24.50 + 3.57 0.411
11 26.50 22.00 22.00 26.00 26.50 26.00
(20.00 — 34.00) (13.50 — 32.00) (13.50 — 32.00) (19.00 — 29.50) (20.00 — 34.00) (19.00 — 29.50)
23.88 £ 7.51 22.98 +5.27 0.785 22.98 +5.27 22.38+3.14 0.786 23.88 £7.51 22.38+3.14 0.610
12 22.50 24.00 24.00 22.75 22.50 22.75
(16.00 — 36.50) (16.00 — 30.50) (16.00 — 30.50) (17.00 — 26.00) (16.00 — 36.50) (17.00 — 26.00)

* DP (desvio padrao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgdo). AMP (amplitude). DO (n=12),
D15 (n=12), D30 (n=12). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte:
Elaborada pela autora, 2024.
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Tabela 8: Mediana da variagao da relagéo sinal/ruido (S/R) das EOAPD na comparagao do grupo controle nos
exames realizados no DO, D15 e D30.

SR CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE
DO D15 D15 D30 DO D30
Meédia + DP Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana p Mediana Mediana p Mediana Mediana p
(Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
23.06 £ 6.52 23.69 +5.35 0.837 23.69+5.35 27.44 +£7.37 0.263 23.06 £ 6.52 27.44 £7.37 0.229
3 20.75 24.25 24.25 29.25 20.75 29.25
(15.5—35.00) (16.50 — 30.50) (16.50 — 30.50) (17.50 — 35.00) (15.5—35.00) (17.50 — 35.00)
35.25 £ 6.39 37.00 +6.43 0.593 37.00 £6.43 35.18 +8.10 0.625 35.25+6.39 35.18 +8.10 0.983
4 35.00 37.50 37.50 37.85 35.00 37.85
(26.5 —44.00) (27.00 — 45.00) (27.00 — 45.00) (22.50 — 44.70) (26.5 —44.00) (22.50 — 44.70)
33.44 £5.39 34.48 £5.22 0.701 34.48 £5.22 35.35+6.99 0.781 33.44 £5.39 35.35+6.99 0.550
5 35.25 32.50 32.50 37.25 35.25 37.25
(24.50 — 40.00) (27.30 — 44.00) (27.30 — 44.00) (23.00 — 43.50) (24.50 — 40.00) (23.00 — 43.50)
43.04 £2.10 42.75 + 3.38 0.773 42.75+3.38 42.53+6.25 0.929 43.04 £2.10 42.53+6.25 0.923
6 43.50 42.50 42.50 45.00 43.50 45.00
(40.50 — 46.00) (37.00 — 49.00) (37.00 — 49.00) (32.00 — 49.00) (40.50 — 46.00) (32.00 — 49.00)
43.74 £ 2.50 43.88 + 4.04 0.707 43.88 £4.04 43.13+6.08 0.775 43.74 £ 2.50 43.13+6.08 0.971
7 44.00 43.85 43.85 43.75 44.00 43.75
(40.00 — 46.50) (37.30 — 49.50) (37.30 — 49.50) (35.00 — 51.00) (40.00 — 46.50) (35.00 — 51.00)
43.94 £ 2.51 44.06 + 3.53 0.936 44.06 £ 3.53 43.50 £ 3.76 0.762 43.94 £ 2.51 43.50 £ 3.76 0.788
8 44.00 43.75 43.75 44.25 44.00 44.25
(40.00 — 48.00) (40.00 — 50.00) (40.00 — 50.00) (38.00 —47.50) (40.00 — 48.00) (38.00 —47.50)
46.91 £ 1.99 46.94 £ 4.30 0.988 46.94 £ 4.30 46.41+4.25 0.809 46.91 £ 1.99 46.41+4.25 0.768
9 47.00 47.00 47.00 47.65 47.00 47.65
(43.00 — 50.00) (42.50 — 54.50) (42.50 — 54.50) (40.00 — 52.00) (43.00 — 50.00) (40.00 — 52.00)
47.28 £ 4.48 45.88 +5.13 0.570 4588 £5.13 4494 £ 577 0.736 47.28 £ 4.48 4494 £5.77 0.381
10 47.10 46.00 46.00 47.00 47.10 47.00
(41.00 — 54.00) (37.50 — 53.00) (37.50 — 53.00) (34.00 — 50.00) (41.00 — 54.00) (34.00 — 50.00)
4565+ 5.34 43.19+6.29 0.413 43.19+6.29 44.53 £ 3.45 0.606 4565+ 5.34 44.53 £ 3.45 0.625
11 45.25 43.50 43.50 45.75 45.25 45.75
(40.00 — 54.00) (31.50-52.00) (31.50-52.00) (38.50—49.50) (40.00 — 54.00) (38.50—49.50)
43.60 £ 7.60 40.63+ 8.17 0.465 40.63+ 8.17 40.81+ 3.74 0.953 43.60 £ 7.60 40.81+ 3.74 0.368
12 41.40 41.00 41.00 41.50 41.40 41.50
(36.00 — 56.50) (25.50 — 50.50) (25.50 — 50.50) (36.00 — 46.00) (36.00 — 56.50) (36.00 — 46.00)

* DP (desvio padrdo). EOAPD (emissfes otoacusticas por produto de distor¢do). DO (n=12), D15 (n=12), D30
(n=12). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela

autora, 2024

Afigura 13 ilustra os resultados obtidos no grupo controle na amplitude do

sinal e na relacdo sinal/ruido das emissbes por produto de distorgéo,

encontrados na avaliagdo do DO, D15 e D30, em todas as frequéncias avaliadas.

Observa-se que os resultados mantém uma uniformidade e ndo apresentam

diferencga estatistica.
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Figura 13: Boxplot da variagdo da amplitude (parte superior) e relagéo sinal/ruido (parte inferior)
das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12KHz obtidas na avaliagdao DO x D15 x D30, no grupo
controle. DO (n=12), D15 (n=12), D30 (n=12). Nao foi observada diferenga entre os tempos
(p>0,05). Fonte: Elaborada pela autora, 2024
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5.2.5 Analise grupo melatonina (D0/ D15/ D30)

Foi observada diferenca estatistica entre as medianas de amplitude

(tabela 9) e relagao sinal/ruido (tabela 10) dos exames do grupo melatonina na

comparacgao entre o DO e D15, D15 e D30, DO e D30, em todas as frequéncias,

com excec¢ao da frequéncia de 3 kHz, que apresentou diferenga nao significante

na comparagédo D15 e D30 (p: 0.158 (DP)/ p: 0.132 (S/R) e na comparagao do
DO x D30 (p: 0.842 (DP)/ p: 0.857 (S/R).

Tabela 9: Mediana da variagdo da amplitude (DP) das EOAPD na comparagdo do grupo
melatonina nos exames realizados no D0, D15 e D30.

AMP MELATONINA MELATONINA MELATONINA MELATONINA MELATONINA MELATONINA
DO D15 D15 D30 DO D30
Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana P Mediana Mediana p Mediana Mediana p
(Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
5.51+5.59 -2.761 £ 9.86 0.014 -2.761 £ 9.86 4.80+9.28 0.158 5.51+5.59 4.80+9.28 0.842
3 5.00 -4.00 * -4.00 5.00 5.00 5.00
(-2.50 — 13.50) (-14.70 — 12.00) (-14.70 — 12.00) (-5.00 — 15.00) (-2.50 — 13.50) (-5.00 — 15.00)
18.04 £ 3.44 -8.23+4.74 <0.0001 -8.23+4.74 240+2.58 0.0002 18.04 + 3.44 240+258 <0.0001
4 18.30 -8.50 Fekeke -8.50 2.00 dekk 18.30 2.00 Fekeke
(12.00 — 25.00) (-16.50 — 2.00) (-16.50 — 2.00) (0.00 — 6.50) (12.00 — 25.00) (0.00 — 6.50)
18.06 + 4.65 -17.82 £2.93 <0.0001 -17.82 £2.93 -2.60 + 6.86 0.001 18.06 + 4.65 -2.60 £ 6.86 <0.0001
5 19.00 -19.00 kK -19.00 -3.00 o 19.00 -3.00 wkk
(9.50 — 23.50) (-20.00 — -10.00) (-20.00 — -10.00) (-9.00 — 8.50) (9.50 — 23.50) (-9.00 — 8.50)
27.54 + 3.26 -18.75 £ 1.94 <0.0001 -18.75 + 1.94 -4.20 +11.99 0.001 27.54 £ 3.26 -4.20 +11.99 <0.0001
6 27.50 -20.00 woxk -20.00 -10.50 *% 27.50 -10.50 wokk
(23.00 — 33.00) (-20.00 — -13.70) (-20.00 — -13.70) (-14.00 — 15.00) (23.00 — 33.00) (-14.00 — 15.00)
27.42 +3.42 -19.96 £ 0.13 <0.0001 -19.96 + 0.13 -2.80 + 13.59 0.001 27.42 £ 342 -2.80 + 13.59 <0.0001
7 28.50 -20.00 ok -20.00 -6.00 o 28.50 -6.00 wokk
(20.00 — 32.00) (-20.00 — -19.50) (-20.00 — -19.50) (-20.00 — 17.00) (20.00 — 32.00) (-20.00 — 17.00)
25.31+2.35 -18.62 £ 2.08 <0.0001 -18.62 +2.08 -0.20 £ 9.36 0.001 25.31+2.35 -0.20 £ 9.36 <0.0001
8 25.00 -20.00 woxk -20.00 -4.00 *% 25.00 -4.00 wokk
(22.00 — 30.00) (-20.00 — -15.00) (-20.00 — -15.00) (-9.00 — 15.00) (22.00 — 30.00) (-9.00 — 15.00)
25.65+2.83 -16.08 +£4.23 <0.0001 -16.08 +4.23 3.40+10.63 0.001 25.65+2.83 3.40+10.63 <0.0001
9 26.00 -15.50 ok -15.50 0.00 o 26.00 0.00 wokk
(20.00 — 29.00) (-20.00 — -8.50) (-20.00 — -8.50) (-7.50 — 21.00) (20.00 — 29.00) (-7.50 — 21.00)
28.04+ 3.28 -15.85+4.14 <0.0001 -15.85+4.14 3.20+7.84 <0.00 28.04+ 3.28 3.20+7.84 <0.0001
10 28.00 -16.70 woxk -16.70 2.00 01 28.00 2.00 wkk
(19.50 — 32.30) (-20.00 — -7.50) (-20.00 — -7.50) (-7.00 — 14.00) -~ (19.50 — 32.30) (-7.00 — 14.00)
25.81+2.89 -17.69 £ 3.92 <0.0001 -17.69 + 3.92 -0.10 + 10.64 0.001 25.81+2.89 -0.10 + 10.64 <0.0001
11 26.00 -20.00 woxk -20.00 -2.00 *% 26.00 -2.00 wokk
(19.00 — 32.00) (-20.00 — -9.00) (-20.00 — -9.00) (-10.00 — 17.00) (19.00 — 32.00) (-10.00 — 17.00)
24.75+5.04 -19.38 £ 1.44 <0.0001 -19.38 + 1.44 -3.00 + 12.26 0.001 24.75 +£5.04 -3.00 + 12.26 <0.0001
12 24.50 -20.00 woxk -20.00 -4.00 *% 24.50 -4.00 wkk
(17.50 — 34.50) (-20.00 — -15.00) (-20.00 — -15.00) (-19.00 — -15.50) (17.50 — 34.50) (-19.00 — -15.50)

*DP (desvio padrdo). EOAPD (emissbes otoacusticas por produto de distor¢do). AMP (amplitude). DO (n=10), D15
(n=10), D30 (n=6).Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela

autora, 2024
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Tabela 10: Mediana da variagao da relagéo sinal/ruido das EOAPD na comparagao do grupo melatonina nos
exames realizados no DO, D10 e D25.

SR MELATONINA MELATONINA MELATONINA MELATONINA MELATONINA MELATONINA
DO D15 D15 D30 DO D30
Meédia + DP Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana P Mediana Mediana p Mediana Mediana p
(Min-Méx) (Min-Max) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
22.23+6.17 12.78 £ 10.36 0.009 ** 12.78 £ 10.36 21.50 £ 10.74 0.132 22.23+6.17 21.50 £ 10.74 0.857
3 22.50 10.50 10.50 24.50 22.50 24.50
(12.50 — 32.50) (-1.50— 27.50) (-1.50- 27.50) (8.50—32.50) (12.50 — 32.50) (8.50—32.50)
35.19 £ 3.89 8.19+5.34 <0.0001 8.19+5.34 19.90 £ 5.14 0.0007 35.19+3.89 19.90 £ 5.14 <0.0001
4 35.50 8.50 woxk 8.50 21.00 wekk 35.50 21.00 woxk
(29.00 — 45.00) (-3.50 — 18.00) (-3.50 — 18.00) (14.00 — 26.50) (29.00 — 45.00) (14.00 — 26.50)
37.02+4.62 1.40 £2.77 <0.0001 1.40 £ 2.77 17.40 £6.75 0.001 37.02+4.62 17.40 £6.75 0.002
5 38.00 0.00 woxk 0.00 15.00 *% 38.00 15.00 *%
(28.00 — 42.50) (-1.00 - 8.70) (-1.00 - 8.70) (11.00 — 28.50) (28.00 — 42.50) (11.00 — 28.50)
4541 +2.73 1.25+247 <0.0001 1.25+2.47 15.40 + 11.51 0.001 4541 +£2.73 15.40 + 11.51 <0.0001
6 46.00 0.00 woxk 0.00 9.50 *% 46.00 9.50 woxk
(40.00 — 49.50) (-1.0—8.00) (-1.0—8.00) (6.00 — 34.00) (40.00 — 49.50) (6.00 — 34.00)
46.79 £ 3.01 0.10 £ 0.36 <0.0001 0.10+0.36 12.20 £ 13.59 0.001 46.79 £ 3.01 12.20 £ 13.59 <0.0001
7 47.00 0.00 woxk 0.00 14.00 *% 47.00 14.00 wokk
(40.00 — 50.00) (0.00 — 1.30) (0.00 — 1.30) (0.00 — 37.00) (40.00 — 50.00) (0.00 — 37.00)
45.08 £ 1.93 1.38£2.08 <0.0001 1.38£2.08 19.80 + 9.36 0.001 45.08 £ 1.93 19.80 + 9.36 <0.0001
8 45.00 0.00 woxk 0.00 16.00 *% 45.00 16.00 woxk
(42.00 — 48.00) (0.00 — 5.00) (0.00 — 5.00) (11.00 — 35.00) (42.00 — 48.00) (11.00 — 35.00)
45.81+2.67 3.50 +3.76 <0.0001 3.50+3.76 23.30 £ 10.76 0.001 45.81 £ 2.67 23.30 £ 10.76 <0.0001
9 46.00 4.50 woxk 4.50 20.00 *% 46.00 20.00 woxk
(40.00 — 49.00) (0.00 — 11.50) (0.00 — 11.50) (12.00 — 41.00) (40.00 — 49.00) (12.00 — 41.00)
48.04 £3.25 4.16 + 4.06 <0.0001 4.16 £ 4.06 22.90 + 8.03 <0.0001 48.04 £3.25 22.90 £ 8.03 0.001
10 48.00 0.00 woxk 0.00 22.00 wokk 48.00 22.00 *%
(39.50 — 52.00) (3.30 — 12.50) (3.30 — 12.50) (13.00 — 34.00) (39.50 — 52.00) (13.00 — 34.00)
45.81+2.89 2.33+3.98 <0.0001 2.33+3.98 20.20 £ 10.40 0.001 45.81+2.89 20.20 + 10.40 <0.0001
11 46.00 0.00 woxk 0.00 18.00 *% 46.00 18.00 woxk
(39.00 — 52.00) (-0.50 — 11.00) (-0.50 — 11.00) (10.00 — 37.00) (39.00 — 52.00) (10.00 — 37.00)
44.58 £ 517 0.76 + 1.42 <0.0001 0.76 + 1.42 16.20 £ 12.42 0.003 44.58 £ 517 16.20 £ 12.42 <0.0001
12 44.50 0.00 woxk 0.00 14.50 *% 44.50 14.50 woxk
(37.50 — 54.50) (0.00 — 5.00) (0.00 — 5.00) (1.00 — 35.50) (37.50 — 54.50) (1.00 — 35.50)

DP (desvio padrao). EOAPD (emissbes otoacusticas por produto de distor¢gao). DO (n=10), D15 (n=10),
D30 (n=6). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte:
Elaborada pela autora, 2024

A figura 14 demonstra a evolug&o dos resultados obtidos na amplitude do

sinal e na relagdo sinal/ruido das emissdes por produto de distorgdo no grupo

melatonina, encontrados na avaliagao do DO, D15, D30, em todas as frequéncias

avaliadas. Observa-se que, apesar de apresentar uma recuperacao no D30, os

animais apresentaram uma alteragdo significativa dos

comparagao com o DO em todas as frequéncias, exceto em 3 kHz.

resultados, na
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Figura 14: Boxplot da variagdo da amplitude (parte superior) e relagéo sinal/ruido (parte inferior)
das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12KHz obtidas na avaliagao DO x D15 x D30, no grupo
melatonina. DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6). Observada diferenga entre os tempos, exceto 3
kHz (p<0,001). Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.2.6 Analise grupo resveratrol (D0/ D15/ D30)

Na analise da amplitude foi observada diferenga estatistica entre as
medianas dos exames do grupo resveratrol na comparagao entre o (DO e D15),
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(D15 e D30) e (DO e D30), em todas as frequéncias analisadas, com exce¢ao da

frequéncia de 3 kHz, que n&o apresentou diferenga significante na comparag¢ao
D0 e D30 (p: 0.058 (DP)) (tabela 11).
Na analise da relagao sinal/ruido nao foi observada diferencga estatistica

na comparagao do DO e D15, na frequéncia de 3 kHz (p: 0,076). Na comparagéo

do D15 e D30, ndo houve diferenga estatistica nas frequéncias de 4 kHz (p:
0,094); 9 kHz (p: 0,079) e 12 kHz (p: 0,067). Na analise entre o DO e D30, n&o

houve diferenca estatistica na frequéncia de 3 kHz (p: 0,486) (tabela 12).

Tabela 11: Mediana da variagdo da amplitude (DP) das EOAPD na comparagédo do grupo
resveratrol nos exames realizados no DO, D15 e D30.

RESVERATRO RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL
AMP L D15 D15 D30 DO D30
DO
Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana P Mediana Mediana p Mediana Mediana p
(Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
4.19+4.61 -1.91+5.27 0.003 -1.91+5.27 8.92+5.41 0.0005 4.19 +4.61 8.92+5.41 0.058
3 5.00 -4.50 *% -4.50 10.50 *kk 5.00 10.50
(-1.50 — 11.00) (-9.50 — 6.50) (-9.50 — 6.50) (0.00 — 14.00) (-1.50 — 11.00) (0.00 — 14.00)
15.83 £ 3.32 -10.37 £3.79 <0.0001 -10.37 £ 3.79 7.00 + 10.44 0.027 15.83 £ 3.32 7.00 + 10.44 0.013
4 16.50 -3.00 woxk -3.00 7.00 * 16.50 7.00 *
(10.00 — 20.50) (-13.50 — 12.00) (-13.50 — 12.00 (-3.50 — 20.00) (10.00 — 20.50) (-3.50 — 20.00)
15.13 £4.91 -13.86 £ 5.60 <0.0001 -13.86 + 5.60 -1.85+10.24 0.003 15.13 £4.91 -1.85+10.24 0.0001
5 15.50 -14.00 woxk -14.00 -5.00 *% 15.50 -5.00 wokk
(6.00 — 25.00) (-20.00 — -4.00) (-20.00 — -4.00) (-12.00 — 11.50) (6.00 — 25.00) (-12.00 — 11.50)
25.06 + 3.09 -17.98 + 3.99 <0.0001 -17.98 + 3.99 -0.50 + 11.50 0.0006 25.06 + 3.09 -0.50 + 11.50 0.0004
6 26.00 -20.00 woxk -20.00 -6.00 *kk 26.00 -6.00 woxk
(19.00 — 29.00) (-20.00 — -7.00) (-20.00 — -7.00) (-13.00 — 17.50) (19.00 — 29.00) (-13.00 — 17.50)
24.67 £2.74 -17.25 £+ 5.31 <0.0001 -17.25+5.31 2.52+10.80 0.0005 24.67 £2.74 2.52+10.80 <0.0001
7 24.75 -20.00 woxk -20.00 0.70 *kk 24.75 0.70 woxk
(19.00 — 28.00) (-20.00 — -6.00) (-20.00 — -6.00) (-11.00 — 19.00) (19.00 — 28.00) (-11.00 — 19.00)
2471 £1.79 -17.21£5.18 <0.0001 -17.21+5.18 2.18+12.22 0.001 24.71£1.79 218+ 12.22 <0.0001
8 25.00 -20.00 woxk -20.00 4.00 *% 25.00 4.00 woxk
(21.00 — 27.50) (-20.00 — -6.00) (-20.00 — -6.00) (-15.00 — 17.00) (21.00 — 27.50) (-15.00 — 17.00)
25.58 +2.88 -17.71£4.22 <0.0001 -17.71 £4.22 0.42+17.75 0.035 25.58 +2.88 0.42+17.75 0.0001
9 26.25 -20.00 woxk -20.00 1.50 * 26.25 1.50 woxk
(18.50 — 29.50) (-20.00 — -6.00) (-20.00 — -6.00) (-20.00 — 24.00) (18.50 — 29.50) (-20.00 — 24.00)
29.38 + 1.68 -17.61+4.82 <0.0001 -17.61 +£4.82 3.85+ 16.67 0.006 29.38 £ 1.68 3.85+ 16.67 <0.0001
10 29.25 -20.00 woxk -20.00 7.00 *% 29.25 7.00 woxk
(27.00 — 33.00) (-20.00 — -3.50) (-20.00 — -3.50) (-20.00 — 25.00) (27.00 — 33.00) (-20.00 — 25.00)
27.48 +2.76 -17.79£5.25 <0.0001 -17.79£5.25 4.81+17.41 0.001 27.48 £2.76 4.81+17.41 <0.0001
11 26.25 -20.00 woxk -20.00 6.00 *% 26.25 6.00 woxk
(24.00 — 33.00) (-20.00 — -3.00) (-20.00 — -3.00) (-18.00 — 24.00) (24.00 — 33.00) (-18.00 — 24.00)
25.46 £ 3.29 -18.6 £3.21 <0.0001 -18.6 £3.21 -1.54 £ 19.19 0.006 25.46 £ 3.29 -1.54 £19.19 0.0002
12 24.25 -20.00 woxk -20.00 -8.00 *% 24.25 -8.00 woxk
(21.50 — 32.00) (-20.00 — -9.50) (-20.00 — -9.50) (-20.00 — 27.00) (21.50 — 32.00) (-20.00 — 27.00)

DP (desvio padréo). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distor¢do). AMP (amplitude). DO (n=10), D15 (n=10),
D30 (n=6). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora,

2024
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Tabela 12: Mediana da variagéo da relagao sinal/ruido (S/R) das EOAPD na comparagao do
grupo resveratrol nos exames realizados no DO, D15 e D30.

SR RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL
DO D15 D15 D30 DO D30
FRE Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
Q Mediana Mediana p Mediana Mediana p Mediana Mediana p
| (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
19.85+7.03 14.43 +£7.22 0.076 14.43 +£7.22 22.43 £ 8.61 0.044 19.85+7.03 22.43 £ 8.61 0.486
3 19.25 14.10 14.10 26.00 * 19.25 26.00
(7.50 — 31.00) (0.00 — 25.50) (0.00 — 25.50) (7.50 — 32.00) (7.50 — 31.00) (7.50 — 32.00)
31.76 £ 5.41 13.29+9.17 <0.0001 13.29+9.17 2219 +12.67 0.094 31.76 + 5.41 2219 +12.67 0.033
4 32.65 13.40 woxk 13.40 17.30 32.65 17.30 *
(23.50 — 39.50) (-1.50 — 28.00) (-1.50 — 28.00) (7.50 — 38.00) (23.50 — 39.50) (7.50 — 38.00)
3417 £5.19 4.23+4.92 <0.0001 4.23+4.92 16.03 + 8.87 0.007 3417 +5.19 16.03 + 8.87 <0.0001
5 34.75 2.00 woxk 2.00 12.70 *% 34.75 12.70 wkk
(26.00 — 43.00) (-0.50 — 14.00) (-0.50 — 14.00) (7.00 — 27.00) (26.00 — 43.00) (7.00 — 27.00)
44.43 £3.31 1.71 £ 3.80 <0.0001 1.71 £ 3.80 18.83 £ 11.22 0.0008 44.43 £ 3.31 18.83 £ 11.22 0.0004
6 46.00 0.00 woxk 0.00 14.00 *kk 46.00 14.00 wokk
(38.50 — 48.00) (0.00 — 13.00) (0.00 — 13.00) (7.00 — 36.00) (38.50 — 48.00) (7.00 — 36.00)
44.67 £2.65 2.75+5.31 <0.0001 2.75+5.31 22.29 +10.86 0.0005 44.67 £ 2.65 22.29 +10.86 <0.0001
7 45.25 0.00 woxk 0.00 19.00 *kk 45.25 19.00 wokk
(39.00 — 48.00) (0.00 — 14.00) (0.00 — 14.00) (9.00 — 39.00) (39.00 — 48.00) (9.00 — 39.00)
44.54 £ 1.80 2.79+5.18 <0.0001 2.79+5.18 21.86 +12.21 0.001 44.54 £ 1.80 21.86 +12.21 <0.0001
8 44.50 0.00 woxk 0.00 24.00 *% 44.50 24.00 wkk
(41.00 — 47.50) (0.00 — 14.00) (0.00 — 14.00) (5.00 — 37.00) (41.00 — 47.50) (5.00 — 37.00)
45.54 £ 2.90 244 +4.27 <0.0001 2.44 +4.27 19.79 £17.95 0.0791 45.54 +2.90 19.79 £17.95 0.0001
9 46.25 0.00 woxk 0.00 18.00 46.25 18.00 wokk
(38.50 — 49.50) (0.00 — 14.00) (0.00 — 14.00) (-1.00 — 44.00) (38.50 — 49.50) (-1.00 — 44.00)
49.19+1.75 1.76 £ 4.44 <0.0001 1.76 + 4.44 23.14 +17.28 0.013 49.19+1.75 23.14 +17.28 <0.0001
10 49.00 0.00 woxk 0.00 27.00 * 49.00 27.00 wokk
(46.50 — 53.00) (-2.50 — 14.00) (-2.50 — 14.00) (-1.00 — 45.00) (46.50 — 53.00) (-1.00 — 45.00)
4433+3.25 216 +5.27 <0.0001 2.16 £5.27 19.90 + 16.49 0.025 4433 £3.25 19.90 + 16.49 0.0004
11 46.50 0.00 woxk 0.00 22.00 * 46.50 22.00 wokk
(43.50 — 54.50) (-0.50 — 17.00) (-0.50 — 17.00) (-1.00 —43.30) (43.50 — 54.50) (-1.00 —43.30)
45.71 £ 3.07 1.37 £3.21 <0.0001 1.37 £3.21 18.14 £19.78 0.067 45.71 £ 3.07 18.14 £19.78 0.0002
12 45.25 0.00 woxk 0.00 11.50 45.25 11.50 wokk
(41.50 — 52.00) (0.00 — 10.50) (0.00 — 10.50) (-1.00 —47.00) (41.50 — 52.00) (-1.00 —47.00)

DP (desvio padrao). EOAPD (emissOes otoacusticas por produto de distorgao). Significancia estatistica determinada
pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6). Fonte: Elaborada pela autora, 2024

A figura 15 demonstra os resultados da amplitude do sinal e na relagéao

sinal/ruido das emissdes por produto de distorcdo no grupo resveratrol.

Encontrou-se uma diferenca estatisticamente significante na avaliagcédo do DO,

D15, D30, em praticamente todas as frequéncias avaliadas. Apesar de

apresentar uma recuperacao no D30, os animais apresentaram uma alteragao

significativa dos resultados, na comparagdo com o DO, em todas as frequéncias,

exceto em 3 kHz.
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Figura 15: Boxplot da variagdo da amplitude (parte superior) e relagéo sinal/ruido (parte inferior)
das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12KHz obtidas na avaliagdo DO x D15 x D30, no grupo
resveratrol. DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6). Observada diferenca entre os tempos, exceto 3
kHz ( p<0,03).Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.2.7 Analise grupo veiculo (D0/ D15/ D30)

Na comparagao entre o DO e D15 e entre D15 e D30, foi observada
diferenca entre as analises em todas as frequéncias pesquisadas, nos critérios
amplitude (DP) e relag&o sinal/ruido (S/R) (tabelas 13 e 14).

Na comparagao entre o D15 e o D30, ndo foi observada diferenca
estatistica nas frequéncias de 3 kHz (p: 0.311 (DP) / p: 0.988 (S/R) e de 4 kHz
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(p: 0.118 (DP) e P: 0.227 (S/R). Nas demais frequéncias, de 5 kHz a 12 kHz, foi
identificada diferencga para os critérios de amplitude e relacao sinal/ruido.

Tabela 13: Mediana da variagdo da amplitude (DP) das EOAPD na comparagéo do grupo veiculo nos exames
realizados no DO, D15 e D30.

AMP VEICULO VEICULO VEICULO VEICULO VEICULO VEICULO
DO D15 D15 D30 DO D30
Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana p Mediana Mediana p Mediana Mediana p
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Méx)
7.536 +5.84 -12.24 +£7.36 <0.0001 -12.24 +7.36 -9.43+9.70 0.311 7.536 £ 5.84 -9.43+9.70 <0.0001
3 7.53 -14.25 woxk -14.25 -13.00 7.53 -13.00 woxk
(-8.50 — 18.00) (-20.00 — 7.00) (-20.00 — 7.00) (-16.00 — 12.50) (-8.50 — 18.00) (-16.00 — 12.50)
17.09 £ 4.85 -10.37 £3.79 <0.0001 -10.37 £ 3.79 -7.30£7.91 0.118 17.09 + 4.85 -7.30£7.91 <0.0001
4 19.00 -11.30 kK -11.30 -8.00 19.00 -8.00 kK
(6.00 — 24.30) (-16.00 — -1.50) (-16.00 — -1.50) (-18.00 — 10.00) (6.00 — 24.30) (-18.00 — 10.00)
16.27 £ 4.63 -18.17 £2.90 <0.0001 -18.17 £2.90 -13.56 £4.75 0.001 16.27 £ 4.63 -13.56 £ 4.75 <0.0001
5 17.25 -20.00 woxk -20.00 -14.00 *% 17.25 -14.00 woxk
(5.00 — 22.50) (-20.00 — -11.00) (-20.00 — -11.00) (-20.00 — -6.00) (5.00 — 22.50) (-20.00 — -6.00)
26.58 +4.10 -19.34 £1.20 <0.0001 -19.34 £ 1.20 -15.15 £ 6.08 0.001 26.58 £4.10 -15.15 + 6.08 <0.0001
6 27.00 -20.00 ok -20.00 -16.30 o 27.00 -16.30 kK
(16.00 — 31.00) (-20.00 — -16.00) (-20.00 — -16.00) (-20.00 — 0.0) (16.00 — 31.00) (-20.00— 0.0)
26.44 + 3.75 -19.98 £ 0.10 <0.0001 -19.98 £ 0.10 -15.47 +8.28 0.011 26.44 £ 3.75 -15.47 +8.28 <0.0001
7 26.75 -20.00 woxk -20.00 -20.00 * 26.75 -20.00 woxk
(20.00 — 32.00) (-20.00 — -19.50) (-20.00 — -19.50) (-20.00 — 9.00) (20.00 — 32.00) (-20.00 — 9.00)
25.58 +2.99 -19.52 + 1.50 <0.0001 -19.52 + 1.50 -15.02 £ 9.98 0.091 25.58 £ 2.99 -15.02 £ 9.98 <0.0001
8 25.00 -20.00 kK -20.00 -20.00 * 25.00 -20.00 kK
(19.00 — 30.00) (-20.00 — -13.50) (-20.00 — -13.50) (-20.00 — 12.00) (19.00 — 30.00) (-20.00 — 12.00)
26.65 + 3.23 -19.32 £ 1.99 <0.0001 -19.32 £ 1.99 -13.40 £ 11.92 0.019 26.65 + 3.23 -13.40 £ 11.92 <0.0001
9 25.85 -20.00 woxk -20.00 -20.00 * 25.85 -20.00 woxk
(20.50 — 32.00) (-20.00 — -11.50) (-20.00 — -11.50) (-20.00 — 19.00) (20.50 — 32.00) (-20.00 — 19.00)
27.88 + 3.61 -19.48 £1.27 <0.0001 -19.48 +1.27 -14.33 £9.74 0.016 27.88 £ 3.61 -14.33 £ 9.74 <0.0001
10 27.75 -20.00 woxk -20.00 -19.50 * 27.75 -19.50 woxk
(20.50 — 33.00) (-20.00 —-15.00) (-20.00 — -15.00) (-20.00 — 11.00) (20.50 — 33.00) (-20.00 — 11.00)
27.10+4.43 -19.63 £ 0.858 <0.0001 -19.63 £ 0.858 -14.28 + 10.58 0.011 2710+ 4.43 -14.28 £ 10.58 <0.0001
11 28.00 -20.00 woxk -20.00 -19.50 * 28.00 -19.50 woxk
(15.50 — 33.00) (-20.00 —-17.30) (-20.00 — -17.30) (-20.00 — 14.00) (15.50 — 33.00) (-20.00 — 14.00)
26.54 + 597 -19.48 £ 1.49 <0.0001 -19.48 + 1.49 -14.69 £ 10.77 0.020 26.54 £ 597 -14.69 £ 10.77 <0.0001
12 28.00 -20.00 woxk -20.00 -19.5 * 28.00 -19.5 woxk
(12.50 — 36.00) (-20.00 —-13.30) (-20.00 — -13.30) (-20.00 — 18.00) (12.50 — 36.00) (-20.00 — 18.00)

*DP (desvio padréao). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distorgéo). AMP (amplitude).

2024

DO (n=13), D15 (n=13),
D30 (n=9). Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora,

Tabela 14: Mediana da variagao da relagdo sinal/ruido (S/R) das EOAPD na comparagao do grupo resveratrol nos
exames realizados no DO, D15 e D30.

SR VEICULO VEICULO VEICULO VEICULO VEICULO VEICULO
DO D15 D15 D30 DO D30
Média + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP Meédia + DP
FREQ. Mediana Mediana P Mediana Mediana p Mediana Mediana p
(Min-Méax) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
22.50 + 6.65 5.51+7.37 <0.0001 5.51+7.37 6.93 + 9.62 0.988 22.50 £ 6.65 6.93 + 9.62 0.0001
3 22.75 3.75 woxk 3.75 3.50 22.75 3.50 wkk
(6.50 — 35.00) (-4.00 — 27.00) (-4.00 — 27.00) (-3.00 — 26.00) (6.50 — 35.00) (-3.00 — 26.00)
33.58 +4.40 6.39 +4.89 <0.0001 6.39 +4.89 9.04 + 8.47 0.227 33.58 +4.40 9.04 +8.47 <0.0001
4 34.35 6.00 woxk 6.00 7.00 34.35 7.00 wokk
(26.50 — 41.50) (-3.50 — 16.50) (-3.50 — 16.50) (-0.50 — 26.50) (26.50 — 41.50) (-0.50 — 26.50)
34.39+5.15 1.35+2.84 <0.0001 1.35+2.84 6.17 £+ 5.299 0.002 34.39+5.15 6.17 £+ 5.299 <0.0001
5 33.75 0.00 woxk 0.00 3.70 *% 33.75 3.70 wkk
(22.50 — 41.00) (-2.50 — 8.50) (-2.50 — 8.50) (-1.00 — 16.00) (22.50 — 41.00) (-1.00 — 16.00)
45.74 +3.44 0.61+1.36 <0.0001 0.61+1.36 4.11+£6.14 0.049 4574 £ 3.44 4.11+£6.14 <0.0001
6 46.25 0.00 woxk 0.00 1.50 * 46.25 1.50 wkk
(37.00 — 51.00) (-1.50 — 4.00) (-1.50 — 4.00) (-1.00 — 20.00) (37.00 — 51.00) (-1.00 — 20.00)
45.95 + 3.49 0.02+0.10 <0.0001 0.02+0.10 4.50 +8.27 0.021 4595 + 3.49 4.50 +8.27 <0.0001
7 46.75 0.00 woxk 0.00 0.00 * 46.75 0.00 wkk
(40.00 — 52.00) (0.00 — 0.50) (0.00 — 0.50) (-0.30 — 29.00) (40.00 — 52.00) (-0.30 — 29.00)
4544 +2.73 0.48 + 1.67 <0.0001 0.48 +1.67 4.98 +9.98 0.067 4544 +£2.73 4.98 +9.98 <0.0001
8 45.00 0.00 woxk 0.00 0.00 45.00 0.00 wkk
(39.00 — 50.00) (-0.70-7.30) (-0.70-7.30) (0.00 — 32.00) (39.00 — 50.00) (0.00 — 32.00)
46.29 +3.25 0.71+1.98 <0.0001 0.71+1.98 6.47 + 11.99 0.170 46.29 £3.25 6.47 + 11.99 <0.0001
9 45.50 0.00 woxk 0.00 0.00 45.50 0.00 wkk
(40.50 — 52.00) (0.00 — 8.50) (0.00 — 8.50) (-0.70 — 39.00) (40.50 — 52.00) (-0.70 — 39.00)
47.63 £ 3.85 0.50 + 1.29 <0.0001 0.50 + 1.29 5.55+9.80 0.062 47.63+3.85 5.55 +9.80 <0.0001
10 47.75 0.00 woxk 0.00 0.00 47.75 0.00 wokk
(40.50 — 44.75) (-0.50 — 5.00) (-0.50 — 5.00) (-0.50 — 31.00) (40.50 — 44.75) (-0.50 — 31.00)
46.94 +4.27 0.29+0.70 <0.0001 0.29+0.70 5.63 + 10.55 0.0506 46.94 £ 4.27 5.63 + 10.55 <0.0001
11 48.00 0.00 woxk 0.00 0.70 48.00 0.70 wokk
(35.50 — 53.00) (0.00 — 2.50) (0.00 — 2.50) (-0.70 — 34.00) (35.50 — 53.00) (-0.70 — 34.00)
46.22 +5.75 0.69+2.17 <0.0001 0.69 +2.17 5.37 £ 10.75 0.020 46.22 £5.75 5.37 £ 10.75 <0.0001
12 47.50 0.00 woxk 0.00 0.50 * 47.50 0.50 wkk
(32.50 — 54.00) (0.00 — 10.00) (0.00 — 10.00) (0.00 — 38.00) (32.50 — 54.00) (0.00 — 38.00)
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* DP (desvio padréo). EOAPD (emissdes otoacusticas por produto de distor¢do). DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9).
Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Afigura 16 apresenta os resultados das avaliagbes realizadas no DO, D15,
D30, no grupo veiculo. Os resultados demonstram que este foi o grupo que mais
apresentou alteragdes com a exposicdo ao ruido e que apresentou mais
significancia estatistica nas diferengas (todos com p: 0.0001 ou <0.0001 na

comparagao com o DO, em todas as frequéncias).

EOAPD - GRUPO VEICULO - AMPLITUDE

40 - 12 kHz
GkHZ 7kHz 8kHz '_kf 11 kHz +——

9 kH
4 kHz
—A 5kHz g é
—
20 { 3 kHz

N ll *l M _i _i _i _

[ DO (pré-exposicéo) @@ D15 (pos-exposicdo) @B D30 (pos-repouso)

40

EOAPD - GRUPO VEICULO - SINAL/RUIDO

60 - 12 kHz

4 kHz 5""'2 é é é @
40 4 3kHz

|

20 A

Tyl d s addi.

[ DO (pré-exposicdo) @@ D15 (pos-exposicdo) @B D30 (pés-repouso)

Figura 16: Boxplot da variagdo da amplitude (parte superior) e relagéo sinal/ruido (parte inferior)
das EOAPDs nas frequéncias de 3 a 12KHz obtidas na avaliagdo DO x D15 e D15 x D30, no
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grupo estudo veiculo. DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9). Observada diferenga entre os tempos,

DO0XD15, DOX30 ( p<0,0001) Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.3 Potenciais evocados auditivos de tronco encefalico

O exame de PEATE foi realizado ap6s a coleta dos dados das EOAPDs. Os

animais, ainda sob efeito da anestesia, foram avaliados com o estimulo clique e

no tone burst, na frequéncia de 8 kHz.

5.3.1 Analise DO - PEATE

Nao foram observadas diferengas entre as medianas dos limiares

eletrofisiologicos na comparagao dos grupos controle e melatonina, controle e

resveratrol, controle e veiculo, veiculo e melatonina, veiculo e resveratrol e, por

fim, melatonina e resveratrol (tabelas 15 e 16).

Tabela 15: Mediana da variagdo do PEATE no estimulo clique na comparagdo do grupo controle com os
grupos melatonina, resveratrol e veiculo, dos grupos veiculo x melatonina e resveratrol e na comparagao do
grupo melatonina x resveratrol, nos DO, D10 e D25.

DO CLIQUE D15 CLIQUE D30 CLIQUE
Meédia + DP Meédia + DP p Meédia + DP Média + DP p Meédia + DP Meédia + DP p
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(Min-Max) (Min-Méx) (Min-Méax) (Min-Max) (Min-Méx) (Min-Méx)
CONTROLE MELATONINA CONTROLE MELATONINA CONTROLE MELATONINA
5+547 3.33+5.0 0,579 5+547 14.44 +£7.26 0,019 5+547 8.0 +4.47 0,382
5 0 5 10 * 5 10
(0-10) (0-10) (0-10) (10-30) (0-10) (0-10)
CONTROLE RESVERATROL CONTROLE RESVERATROL CONTROLE RESVERATROL
5+547 444 +52 0,892 5+547 18.89 £9.28 0,007 5+547 10.0+5.77 0,158
5 0 5 20 *% 5 10
(0-10) (0-10) (0-10) (10 —40) (0-10) (0-20)
CONTROLE VEICULO CONTROLE VEICULO CONTROLE VEICULO
5+547 7.69+5.99 0,391 5+547 29.23 £ 12.56 0,0007 5+547 21.0+7.37 0,0004
5 10 5 20 dekk 5 20 dekk
(0-10) (0-20) (0-10) (20— 60) (0-10) (10 -30)
VEICULO MELATONINA VEICULO MELATONINA VEICULO MELATONINA
7.69 +£5.99 3.33+5.0 0,096 29.23 £ 12.56 14.44 +7.26 0,002 21.0+7.37 8.0 +4.47 0,007
10 0 20 10 *% 20 10 *%
(0-20) (0-10) (20— 60) (10-30) (10 -30) (0-10)
VEICULO RESVERATROL VEICULO RESVERATROL VEICULO RESVERATROL
7.69 +£5.99 444 +52 0,223 29.23 £ 12.56 18.89 £9.28 0,028 21.0+7.37 10.0+5.77 0,009
10 0 20 20 * 20 10 *%
(0-20) (0-10) (20 - 60) (10 —40) (10 -30) (0-20)
MELATONINA RESVERATROL MELATONINA RESVERATROL MELATONINA RESVERATROL
3.33+5.0 444 +52 0,676 14.44 +7.26 18.89 £9.28 0,241 8.0 +4.47 10.0+5.77 0,593
0 0 10 20 10 10
(0-10) (0-10) (10-30) (10 —40) (0-10) (0-20)

* DP (desvio padrédo). PEATE (Potencial evocado auditivo de tronco encefalico). Grupo controle DO
(n=12), D15 (n=12), D30 (n=12); Grupo melatonina DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo
resveratrol DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo veiculo DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9).
Significancia estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela
autora, 2024
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Tabela 16: Mediana da variagdo do PEATE no estimulo tone burst na frequéncia de 8 kHz na comparagao do
grupo controle com os grupos melatonina, resveratrol e veiculo, dos grupos veiculo x melatonina e resveratrol
€ na comparagdo do grupo melatonina x resveratrol, nos DO, D15 e D30.

DO 8 kHz D15 8 kHz D30 8 kHz
Meédia + DP Meédia + DP p Meédia + DP Média + DP p Meédia + DP Meédia + DP p
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(Min-Max) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Max) (Min-Méx) (Min-Méx)
CONTROLE MELATONINA CONTROLE MELATONINA CONTROLE MELATONINA
15+ 547 22.22 +6.66 0,061 16.67 £ 8.16 48.89+6.0 0,001 16.67 £ 5.16 30.0 + 15.81 0,146
15 20 15 50 *% 20 30
(10 —20) (10-30) (10-30) (40 -60) (10 -00) (10 -50)
CONTROLE RESVERATROL CONTROLE RESVERATROL CONTROLE RESVERATROL
15+ 547 18.89+6.0 0,247 16.67 + 8.16 54.44 +15.9 0,002 16.67 £ 5.16 38.0+8.36 0,006
15 20 15 60 *% 20 40 *%
(10 —20) (10 -30) (10-30) (30-80) (10 -00) (30 —50)
CONTROLE VEICULO CONTROLE VEICULO CONTROLE VEICULO
15+ 547 22.31+8.32 0,082 16.67 £ 8.16 53.85 + 14.46 0,001 16.67 £ 5.16 46.0 + 15.06 0,001
15 20 15 50 *k 20 40 dekk
(10 —20) (10 -30) (10-30) (30-280) (10 -00) (30 -80)
VEICULO MELATONINA VEICULO MELATONINA VEICULO MELATONINA
22.31+8.32 22.31+8.32 0,913 53.85 + 14.46 48.89+6.0 0,273 46.0 + 15.06 30.0 + 15.81 0,078
20 20 50 50 40 30
(10 —-30) (10-30) (30 -280) (40 —-60) (30-280) (10 = 50)
VEICULO RESVERATROL VEICULO RESVERATROL VEICULO RESVERATROL
22.31+8.32 18.89+6.0 0,281 53.85 + 14.46 54.44 +15.9 0,918 46.0 + 15.06 38.0+8.36 0,294
20 20 50 60 40 40
(10 —30) (10-30) (30 -280) (30-80) (30 -80) (30 —50)
MELATONINA RESVERATROL MELATONINA RESVERATROL MELATONINA RESVERATROL
2222+ 6.66 18.89+6.0 0,287 48.89 +£6.0 54.44 +15.9 0,382 30.0 + 15.81 38.0+8.36 0,346
20 20 50 60 30 40
(10 —30) (10-30) (40 -60) (30-80) (10 -50) (30 - 50)

* DP (desvio padrdo). PEATE (Potencial evocado auditivo de tronco encefalico). Grupo controle DO
(n=12), D15 (n=12), D30 (n=12); Grupo melatonina DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo resveratrol
DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo veiculo DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9). Significancia

estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.3.2 Analise D15 - PEATE

Para o estimulo clique, foi encontrada diferenga estatistica nas analises

realizadas na comparagao entre as medianas dos exames dos grupos controle

com o0s grupos melatonina, resveratrol e veiculo, mais expressiva na
comparagao com o grupo veiculo (p: 0.0007).

Entre os grupos expostos ao ruido, houve diferengca estatistica na
comparagao dos grupos veiculo e melatonina (p: 0.002) e veiculo com o
resveratrol (p: 0,028). N&do houve diferenga entre os grupos melatonina e
resveratrol (p: 0,241) (tabela 21).

No estimulo tone burst (8kHz), foi encontrada diferenga estatistica na
comparagao do grupo controle com os grupos melatonina (p: 0,001), resveratrol
(p: 0,002) e veiculo (p:0,001). Entre os grupos expostos ao ruido, ndo houve

diferenca estatistica (p>0,05) (tabela 22).
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5.3.3 Analise D30 — PEATE

Na avaliacéo realizada no D30, para o estimulo clique, ndo foi observada
diferenga estatistica na comparagao do grupo controle com os grupos melatonina
(p: 0,382) e resveratrol (p:0,158), mas houve diferenga na comparagao entre o
grupo controle com o veiculo (p:0,0004). Na comparagdo entre os grupos
expostos ao ruido, foi identificada diferengca apenas na comparagao dos grupos
veiculo e melatonina (p:0,007) e nos grupos veiculo e resveratrol (p:0,009). Nao
houve diferenca na comparagédo entre os grupos melatonina e resveratrol
(p:0,593) (tabela 21).

Para estimulo tone burst (8kHz), ndo foi encontrada diferenca estatistica na
comparagao entre os resultados dos grupos controle e melatonina (p:0,146).
Entretanto, foi encontrada diferenga estatistica na comparagao do grupo controle
com os grupos resveratrol (p: 0,006) e veiculo (p:0,001). Entre os grupos
expostos ao ruido ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) (tabela 22).

A figura 17 apresenta os resultados das avalia¢des realizadas no DO, D15
e D30 em todos os grupos avaliados. Os resultados demonstram a piora que
ocorreu com os limiares eletrofisiolégicos na avaliagdo realizada no D15, em
todos os grupos expostos ao ruido. O grupo que apresentou menor recuperagao

foi o grupo veiculo.
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Figura 17. Grafico com a média e DP dos exames de PEATE clique (superior) e PEATE em 8
kHz ( inferior). Grupo controle (branco) - DO (n=12), D15 (n=12), D30 (n=12); Grupo melatonina
(verde) - DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo resveratrol (azul) - DO (n=10), D15 (n=10),
D30 (n=6); Grupo veiculo (cinza) - DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9). Pré: avaliagao realizada
antes da exposicédo ao ruido, Pés: avaliagao realizada apds o término da exposi¢cdo ao ruido
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(D15), P6s 2: avaliagado realizada ap6s uma pausa de 15 dias, findada a exposigao ao ruido.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.4 Anadlise dos grupos controle, melatonina, resveratrol e veiculo (DO/
D15/ D30) — PEATE

Na analise dos resultados obtidos pelo PEATE no estimulo clique e fone
burst (8kHz), observa-se que o grupo controle ndo apresentou diferenca
estatistica na comparagao entre os exames nos diferentes tempos (DO x D15;
D15 x D30; DO x D30) (todos p>0,05) (tabelas 23 e 24).

O grupo melatonina apresentou diferenca estatistica, para o estimulo
clique, apenas na comparagao entre o DO e o D15 (p: 0,002). Destaca-se que tal
diferenga n&o foi encontrada as analises entre 0 D15 e o D30 (p:0,094) e entre
o DO e 0 D30 (p:0,124). Para a analise do estimulo tone burst (8kHz), o grupo
melatonina apresentou diferencga estatistica nas analises DO e D15 (p:0,0003) e
D15 e D30 (P: 0,022). Mas n&o apresentou diferenga na comparagéo entre o DO
e D30 (p: 0,360) (tabelas 23 e 24).

Os resultados do grupo resveratrol demonstraram uma diferenga estatistica
na comparagdao com a utilizacdo do estimulo clique nos tempos DO e D15
(p:0,001) e D15 e D30 (p:0,035). Na analise entre o DO e o D30 n&o foi observada
diferenga significante (p:0,08). Entretanto, com a utilizagdo do estimulo tone
burst, foi observada diferenca estatistica entre todas as analises, sendo elas, DO
e D15 (p:0,0004), D15 e D30 (p:0,013) e DO e D30 (p:0,008) (tabelas 23 e 24).

O grupo veiculo foi que apresentou maior variagdo entre os resultados para
ambos os estimulos, com diferenca estatistica na comparagéao entre DO e D15
(p<0.0001) e DO e D30 (p:0,0007 - clique e p:0.0002- 8 kHz). Na analise entre
D15 e D30, ndo houve diferenga estatistica (p:0,121 — clique e p:0,143 — 8kHz)
(tabelas 23 e 24).
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Tabela 17: Mediana da variacdo do PEATE no estimulo clique por grupos, nos DO, D10 e D25.

DO D15 D15 D30 DO 30
Média + DP Média + DP p Média + DP Média £ DP p Média + DP Média + DP p
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
CONTROLE CONTROLE CONTROLE
5+5.47 5+5.47 1,0 5+5.47 5+547 1,0 5+5.47 5+5.47 1,0
5 5 5 5 5 5
(0-10) (0-10) (0-10) (0-10) (0-10) (0-10)
MELATONINA MELATONINA MELATONINA
3.33+£5.0 14.44 £7.26 0,002 14.44 £ 7.26 8.0 £4.47 0,094 3.33+5.0 8.0+4.47 0,124
0 10 * 10 10 0 10
(0-10) (10 —30) (10 -30) (0-10) (0-10) (0-10)
RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL
444 +£52 18.89 £9.28 0,001 18.89 £ 9.28 10.0 £5.77 0,035 444 +52 10.0£5.77 0,080
0 20 ** 20 10 * 0 10
(0-10) (10 — 40) (10 — 40) (0 —20) (0-10) (0 —20)
VEICULO VEICULO VEICULO
7.69 £5.99 29.23+12.56 <0,0001| 29.23 + 12.56 21.0+£7.37 0,121 7.69 £5.99 21.0+7.37 0,0007
10 20 b 20 20 10 20 b
(0 —20) (20 — 60) (20 — 60) (10 - 30) (0 —20) (10 -30)

* DP (desvio padrdo). PEATE (Potencial evocado auditivo de tronco encefalico). Grupo controle DO
(n=12), D15 (n=12), D30 (n=12); Grupo melatonina DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo resveratrol
DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo veiculo DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9). Significancia
estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

Tabela 17: Mediana da variagdo do PEATE no estimulo tone burst na frequéncia de 8 kHz por grupos, nos
DO, D10 e D25.

DO D15 D15 D30 DO 30
Média + DP Média + DP p Média £ DP Média £ DP p Média + DP Média + DP p
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx) (Min-Méx)
CONTROLE CONTROLE CONTROLE
15+5.47 16.67 £ 8.16 0.686 16.67 £ 8.16 16.67 £ 5.16 0.929 15+ 5.47 16.67 £ 5.16 0.640
15 15 15 20 15 20
(10— 20) (10 —30) (10 -30) (10 - 00) (10 —20) (10 —00)
MELATONINA MELATONINA MELATONINA
22.22 + 6.66 48.89 £ 6.0 0,0003 48.89 £ 6.0 30.0 £ 15.81 0,022 22.22 + 6.66 30.0 £ 15.81 0,360
20 50 b 50 30 * 20 30
(10 —30) (40 —60) (40 —60) (10 = 50) (10 -30) (10 = 50)
RESVERATROL RESVERATROL RESVERATROL
18.89 £ 6.0 54.44 + 15.9 0,0004 54.44 +15.9 38.0 £ 8.36 0,013 18.89 £ 6.0 38.0 £8.36 0,008
20 60 b 60 40 * 20 40 *
(10 -30) (30 —80) (30 —80) (30 - 50) (10 -30) (30 —50)
VEICULO VEICULO VEICULO
22.31+8.32 53.85+14.46 <0,0001| 53.85+ 14.46 46.0 £ 15.06 0.143 22.31£8.32 46.0 £ 15.06 0,0002
20 50 b 50 40 20 40 b
(10 —30) (30 —80) (30 —80) (30 - 80) (10 -30) (30 —80)

* DP (desvio padrdo). PEATE (Potencial evocado auditivo de tronco encefalico). Grupo controle DO
(n=12), D15 (n=12), D30 (n=12); Grupo melatonina DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo resveratrol
DO (n=10), D15 (n=10), D30 (n=6); Grupo veiculo DO (n=13), D15 (n=13), D30 (n=9). Significancia
estatistica determinada pelo teste T/ Mann-Whitney, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.4 Avaliacao estrutural da céclea

Devido a impossibilidade de analise quantitativa das células ciliadas
externas e internas, optou-se por realizar a analise das estruturas: ganglio
espiral, limbo, ligamento espiral e estria vascular.

Os grupos de estudo foram separados em dois tempos, em fungao do
momento da eutanasia. Desta forma, foram denominados como D15, os

animais eutanasiados do D15, dia seguinte ao término da exposicao ao

78



ruido, e denominados D30, os animais que eutanasiados no D30
(permaneceram durante 15 dias de repouso acustico, apds o término da

exposi¢ao ao ruido).

5.4.1 Ganglio espiral

A figura 18 mostra a fotomicrografia do ganglio espiral de animais do
dos grupos controle, e dos grupos expostos ao ruido, melatonina, resveratrol
e veiculo em dois tempos de eutanasia (apds 10 dias de exposigao ao ruido
e apoés 15 dias de repouso — findada a exposi¢gdao). Observa-se, pela
contagem dos neurbnios em area definida, que a densidade celular foi
reduzida nos animais eutanasiados logo apds a exposigao. Nos animais
tratados com melatonina e resveratrol eutanasiados apods repouso acustico
(D30), observa-se densidade semelhante aos animais do grupo controle.

Na comparacgao entre os resultados da mediana do total de neurbénios
ganglionares viaveis do grupo controle com os grupos expostos ao ruido no
D15, foi observada diferenga estatistica em todos os grupos (ANOVA
p=0,0018). Entretanto, a mesma comparagdo quando realizada no D30,
demonstra que apenas o grupo veiculo apresentou diferenga estatistica
(ANOVA p= 0,0003). Esta diferenga também foi observada na comparagao

entre o grupo veiculo com o resveratrol e com a melatonina (figura 19).

Figura 18. Fotomicrografias do ganglio espiral dos grupos: controle (A e B), grupo
melatonina eutanasiado no D15 (C) e no D30 (D); grupo resveratrol eutanasiado no D15 (E)
e no D30 (F); grupo veiculo eutanasiado no D15 (G) e no D30 (H). Observa-se densidade
celular reduzida nos animais C,E,G, que foram eutanasiados logo apds a exposigdo. Nos
animais tratados com melatonina (D) e resveratrol (F), apds repouso acustico (D30),
observa-se densidade celular semelhante ao grupo nao exposto ao ruido (A e B). Coloragao
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Figura 19. Total de neurénios ganglionares viaveis por 6400 ym2. Box plot controle (branco), verde,
eutanasiados apos a exposi¢ao ao ruido (D15) e azul, eutanasiados apés 15 dias de repouso (D30).
Grupo controle DO (n=4); Grupo melatonina D15 (n=4), D30 (n=4); Grupo resveratrol D15 (n=4), D30
(n=4); Grupo veiculo D15 (n=4), D30 (n=4). Significancia estatistica determinada pelo teste ANOVA, para
p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.4.2 Limbo

A figura 20 mostra a fotomicrografia do limbo de dois animais do grupo
controle, e dos grupos expostos ao ruido, melatonina, resveratrol e veiculo

apos 10 dias de exposicao ao ruido.
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Figura 20. Fotomicrografias do limbo do grupos controle (A), grupo melatonina eutanasiado
no D15 (B); grupo resveratrol eutanasiado no D15 (C); grupo veiculo eutanasiado no D15
(D); Observa-se maior densidade celular no grupo A, que nao foi exposto ao ruido.
Coloracédo H&E.

Na analise estatistica realizada, os resultados da mediana do total
células viaveis no limbo, demonstraram diferenca na comparagao entre o
grupo controle e o grupo veiculo no D15 (Kruskal-Wallis p=0,0019). Na
analise realizada no D30, foi observada diferenga estatistica entre os grupos
controle e os grupos expostos ao ruido (veiculo, resveratrol e melatonina)
(ANVA p<0,0001) (figura 21).
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Figura 21. Total de células viaveis no limbo por 2500 pm2. Box plot controle (branco), amarelo,
eutanasiados apds a exposigéo ao ruido (D15) e vermelho, eutanasiados apos 15 dias de repouso
(D30). Grupo controle DO (n=4); Grupo melatonina D15 (n=4), D30 (n=4); Grupo resveratrol D15 (n=4),
D30 (n=4); Grupo veiculo D15 (n=4), D30 (n=4). Significancia estatistica determinada pelo teste ANOVA,
para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.4.3 Ligamento espiral

Os animais do grupo controle apresentaram diferenca estatistica em
todas as analises realizadas (D15 e D30), na comparagao com todos os
grupos expostos ao ruido (ANOVA p=0,0006 (D15), p=0,0001 (D30)).
Destaca-se que na analise do D15, apesar de todos os grupos expostos
terem apresentado resultados inferiores ao grupo controle, os animais do
grupo veiculo apresentaram diferenga estatistica na comparagdo com os
grupos resveratrol e melatonina. No D30, esta diferenga foi observada
apenas entre o grupo veiculo e resveratrol (ANOVA p=0,0001) (figuras 22 e
23).

Figura 22. Fotomicrografias da estria vascular (seta vermelha) e ligamento espiral (seta
azul), do grupos: controle (A e B), grupo melatonina eutanasiado no D15 (C) e no D30 (D);
grupo resveratrol eutanasiado no D15 (E) e no D30 (F); grupo veiculo eutanasiado no D15
(G) e no D30 (H). Observa-se maior densidade celular no grupo A, que nao foi exposto ao
ruido. Mesmo apds o repouso de 15 dias, os animais expostos ao ruido mantiveram
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diferenga estatistica dos animais do grupo controle. Coloragdo H&E.
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Figura 23. Total de células viaveis no ligamento espiral (2500 uym2). Box plot controle (branco),
amarelo, eutanasiados apos a exposigéo ao ruido (D15) e vermelho, eutanasiados ap6s 15 dias de
repouso (D30). Grupo controle DO (n=4); Grupo melatonina D15 (n=4), D30 (n=4); Grupo resveratrol
D15 (n=4), D30 (n=4); Grupo veiculo D15 (n=4), D30 (n=4). Significancia estatistica determinada pelo
teste ANOVA, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

5.4.4 Estria Vascular

Nas analises realizadas nos D15 e D30, foi observada diferenca
estatistica entre os grupos controle e grupos expostos ao ruido (ANOVA
p<0,0001). Entretanto, dentre os grupos expostos ao ruido, na analise do
D15 foi observado que o grupo resveratrol apresentou menor dano, com
diferenga estatistica com o grupo veiculo (ANOVA p=0,001). Este efeito ndo

se manteve na avaliagdo no D30. (figura 24).
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Figura 24. Total de células viaveis na estria vascular (100 pm linear). Box plot controle (branco),
amarelo, eutanasiados apos a exposigéo ao ruido (D15) e vermelho, eutanasiados apo6s 15 dias de
repouso (D30). Grupo controle DO (n=4); Grupo melatonina D15 (n=4), D30 (n=4); Grupo resveratrol
D15 (n=4), D30 (n=4); Grupo veiculo D15 (n=4), D30 (n=4). Significancia estatistica determinada pelo
teste ANOVA, para p<0,05. Fonte: Elaborada pela autora, 2024

A figura 22 apresenta as fotomicrografias do ligamento espiral e da
estria vascular dos animais do grupo controle e dos grupos expostos ao
ruido. Destaca-se que em ambas as analises os grupos que utilizaram
antioxidantes nao mantiveram a quantidade de células viaveis que o grupo
ndo exposto, mesmo apds o repouso auditivo, entretanto, com resultados

melhores do que os animais do grupo veiculo.
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6. DISCUSSAO

A utilizacdo de substancias antioxidantes na prevencado da perda de
audicdo vem sendo amplamente estudada nos ultimos anos. Diante da
problematica causada pela exposi¢cao a niveis intensos de pressio sonora, e na
sua relagcdo com a vida cotidiana e profissional, que esta cada vez mais ruidosa,
este estudo se propds a avaliar o efeito otoprotetor das substancias melatonina
e resveratrol, em animais que foram submetidos durante 10 dias a exposi¢ao a
niveis de 100 dB durante 8 horas.

O rato wistar, animal utilizado neste estudo, ja havia sido utilizado em
outros estudos com a exposig¢ao ao ruido, como nos estudos de Fetoni et al. (54-
56), Ada et al. (78) e Hanci et al. (79), entre outros. Existem muitas semelhancgas
entre o sistema auditivo dos humanos e dos ratos, dentre elas, a mucosa do
ouvido médio e ossiculos; a céclea do rato tem aproximadamente duas voltas e
meia, com uma estrutura celular composta por CCl dispostas em uma unica linha
e CCE dispostas em trés fileiras ao longo do 6rgao de Corti; e o sistema auditivo
central do rato também compartilha muitas caracteristicas anatdbmicas e
fisiolégicas com os humanos (105). Apesar das semelhancgas citadas, enquanto
a audigdo nos humanos varia de 20 a 20 kHz, o rato tem um espectro auditivo
deslocado para a direita (mas expandido em frequéncias mais altas) entre 250
Hz e 90 kHz, com a maior sensibilidade ocorrendo entre 8 e 38 kHz. O rato wistar
€ um rato albino que foi desenvolvido no Instituto Wistar, em 1906, para
pesquisas biolégicas e médicas e foi utilizado para desenvolver posteriormente
o rato Long-Evans e o rato Sprague Dawley, ratos que foram utilizados em
estudos sobre PAINPSE (66, 67, 73, 82, 103) .

A partir da literatura pesquisada, juntamente com a realizagdo do estudo
piloto, optou-se por adotar o nivel de ruido de 100 dB para a exposi¢cédo dos
animais. O estudo de revisdo de Escalbi et al. (105), ressalta que para causar
uma perda auditiva mensuravel consistente no modelo de rato, faz-se necessario
a utilizacdo de intensidades entre 100 - 110 dB na exposi¢cdo ao ruido e
complementa que o nivel de exposi¢cdo ao ruido e a dose desempenham um
papel decisivo no perfil de danos as estruturas cocleares, bem como na
sensibilidade das métricas individuais e nos correlatos da perda auditiva.
Observa-se ainda que a maioria dos estudos realizados utilizam uma Unica

exposi¢cao, muitas vezes com o tempo curto, de uma ou duas hora, como nos
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estudos de Nagashima et al. (58), Fetoni et al. (53, 54), Xiong et al. (57) e Wu et
al. (84). Na elaboracédo deste projeto, a partir da resposta do projeto piloto,
associada a possibilidade de translacionar o tempo da exposigdo com o tempo
que o trabalhador permanece em seu trabalho, optou-se por expor os animais
por 8 horas.

A partir do conceito de que a exposi¢cao a uma faixa ampla de frequéncias
de ruido pode ser mais imprevisivel em termos de perda auditiva esperada,
perda de células ciladas e alteragdes centrais (103), fez-se a selegdo de uma
frequéncia especifica para a exposicdo, com intuito de prever a localizacéo e a
distribuicdo dos efeitos induzidos pelo ruido ao longo da espiral. Sendo assim,
foi utilizado o ruido de banda estreita centrado na frequéncia de 4 kHz, mesma
frequéncia utilizada por diversos estudos pesquisados (60-65, 68, 71, 72, 74, 75,
77, 80, 81).

Com o objetivo de mitigar os efeitos provocados pela exposi¢ao ao ruido,
este estudo envolveu a aplicagdo de dois antioxidantes e realizou avaliagdes
seriadas em D15 e D30. Destaca-se que os animais receberam os antioxidantes
por quatro dias antes do inicio da exposi¢ao ao ruido e durante todo o periodo
da exposicao (10 dias). Optou-se por iniciar o uso do farmaco previamente para
possibilitar que as potentes propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias
pudessem agir de forma preventiva.

Os dados coletados no presente estudo demonstraram que ruido
provocou alteracdo na amplitude e na relagdo S/R das EOAPD em todos os
grupos expostos de forma generalizada e todos apresentaram diferenca
estatistica na comparagao entre o grupo controle e os grupos expostos. Este
efeito imediato de redugdo das EOAPD na analise realizada logo apds a
exposi¢cao do ruido, ja havia sido observado em estudos desenvolvidos com
outros antioxidantes, como nos trabalhos que utilizaram o hidrogénio (52, 63),
Qter (56), entretanto, nem todos mantiveram a avaliagdo em um tempo apos o
repouso para identificar a manutencao protecéo para a perda auditiva definitiva.

Corroborando os dados das EOAPD, o exame de PEATE também
apresentou nos grupos expostos ao ruido uma piora estatistica dos limiares
auditivos avaliados estimulo clique e tone burst (8 kHz) nos exames realizados
apos o término da exposigao (D15) em todos os grupos avaliados e expostos.
Esta perda auditiva imediata, caracteristica de MTL, era esperada no presente

estudo devido a alta intensidade utilizada e o longo tempo de exposi¢gao, maior
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do que na maioria dos estudos publicados, além de também ter sido observada
em outros estudos, mesmo com o uso do antioxidante, como nos trabalhos
desenvolvidos por Minami et al. (74), com o uso do Tempol e Yamasoba et al.
(60), com o uso do Ebselen.

Destaca-se que a faixa de frequéncia selecionada de para estimulagao
auditiva estimulou de forma mais intensa a por¢ao apical da céclea, apesar do
conceito referenciado da onda viajante, que descreve que a estimulagéo ocorre
em toda a céclea, inclusive na porgéo basal(106). Neste sentido, foi observado
na analise do PEATE a efetividade de ambos os antioxidantes na prevencao da
instalagdo da perda auditiva em uma ampla area da céclea, pois o estimulo
clique avaliou a faixa de 2 a 4 kHz e o estimulo tone burst avaliou a frequéncia
especifica de 8 kHz.

No presente estudo optou-se por uma exposigdo mais prolongada ao
ruido, com o intuito de analisar o efeito potencial do antioxidante para prevengao
das perdas auditivas definitivas. A literatura cientifica descreve que quando a
capacidade de recuperagao da céclea € superada e a perda auditiva se torna
irreversivel, esta mudanca esta associada a danos e perda das células ciliadas
cocleares, embora os danos aos neurdnios e a parede lateral também possam
contribuir para a perda auditiva a longo prazo. No caso extremo de uma super
estimulagcdo, como a causada por explosdes, poderdo ser causados danos
mecanicos diretos na coéclea, incluindo a destruicdo das estruturas
estereociliares das CC, com a possibilidade redugao parcial ou total da funcao
auditiva. As estimulagbes mais severas podem até comprometer a integridade
do epitélio sensorial, afetando as CC e as células de suporte. Ressalta-se ainda
a possibilidade da ruptura da barreira entre a endolinfa e a perilinfa, e a
possibilidade da exposi¢cao as CC remanescentes a niveis elevados de potassio,
levando a morte celular (107-110). Entretanto, a maioria dos casos de PAINEPS
resulta de danos nas CC causados por processos bioquimicos dentro das
proprias células (111).

E importante ressaltar que na orelha interna, as células ganglionares
espirais (neurbnios aferentes) sédo classificadas em dois tipos principais. Os
neurénios aferentes do tipo |, que representam a maioria (95%), estabelecem
sinapses com células ciliadas internas e sdo altamente sensiveis a estimulos
sonoros e 0s neurdnios aferentes do tipo Il, que constituem cerca de 5% e atuam

como nociceptores cocleares, recebendo informacdes de células ciliadas
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externas, porém sem sensibilidade ao som (82, 112, 113). Na céclea, a
excitotoxicidade do glutamato induzida pelo ruido é mediada por um mecanismo
em duas fases. Na primeira fase, a superexposi¢cdo ao ruido leva ao edema
agudo das terminag¢des neuronais aferentes do tipo | na jungdo sinaptica com
células ciliadas internas, provocando uma elevagao temporaria dos limiares
auditivos. Nos dias subsequentes, o reparo sinaptico ocorre, promovendo a
recuperacdo parcial ou total dos potenciais cocleares(82, 114, 115). Os
resultados do presente estudo corroboram essas observacdes: os limiares
auditivos aumentaram temporariamente apds a exposig¢ao ao ruido. Estes dados
sugerem que os antioxidantes utilizados foram incapazes de prevenir a perda
auditiva induzida pelo ruido na fase inicial da excitotoxicidade do glutamato.
Entretanto, foi observado que apenas os grupos que utilizaram o antioxidante
conseguiram um reparo sinaptico, com a recuperagao parcial (com estimulos
tone burst) e total (com estimulos clique) apds o periodo de repouso.

A segunda etapa do processo de excitotoxicidade do glutamato intensifica
a morte dos neurdnios do ganglio espiral, principalmente devido a ativagéo
exacerbada dos receptores de glutamato. Esse processo desencadeia um
influxo excessivo de Ca?" nos neurbnios, resultando em um aumento na
producao de EROs e radicais livres pelas mitocdndrias, culminando em morte
celular(82, 116). Diante dos resultados observados no PEATE no presente
estudo, é possivel inferir que o grupo veiculo sofreu com os efeitos mais intensos
da excitotoxicidade do glutamato pois mantiveram resultados inferiores aos
grupos que utilizaram o antioxidante, sem recuperagdo expressiva na
comparagao com do D15 para o D30.

Ainda com relagdo os danos celulares, Puel e Wang (117) reafirmam a
teoria da degeneragéao progressiva dos neurdénios ganglionares, quando as CCls
ainda est&o presentes e funcionais, baseado no mecanismo de excitotoxicidade
mediada pelo glutamato (118-120). Entretanto, os autores sugerem que a perda
progressiva desses neurdnios também possa estar associada a auséncia das
CCls, que liberam fatores tréficos essenciais para sua sobrevivéncia. Privados
de suas células-alvo, os neurdnios "6rfaos" degeneram secundariamente apos a
perda das CCls.

Entretanto, apesar do dano sofrido por trauma acustico, os neurdnios
ganglionares danificados podem formar novos processos e estabelecer sinapses
funcionais com as CClIs(115). A regeneracgao das fibras destruidas pela liberagcao
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excessiva de glutamato, responsavel pelo fendmeno de excitotoxicidade,
depende da intensidade da exposi¢cao sonora, e pode ocorrer de forma parcial
ou total(121). Neste sentido, acredita-se que o uso do antioxidante tenha
provocado a recuperagao das fibras danificadas, em decorréncia da liberagao
excessiva do glutamato. Isto porque, na avaliagcéo realizada apo6s o periodo de
repouso (D30), foi observado na contagem dos neurénios do GE que os grupos
tratados com antioxidantes se apresentaram semelhante ao grupo controle, que
nao foi exposto ao ruido, efeito ndo observado no grupo veiculo.

A literatura ja havia descrito os efeitos do uso de antioxidantes na
mitigacdo da excitotoxicidade induzida por glutamato. Estudo realizado com a
melatonina (122) demonstrou a redug&o do estresse oxidativo e manutengéo do
potencial da membrana mitocondrial, além de modular o influxo de calcio
intracelular e inibir a fosforilacdo de MAPK, reforcando seus efeitos
neuroprotetores em células ganglionares da retina. O resveratrol também
demonstrou seus efeitos na redu¢do dos danos induzidos pelo glutamato, com
aumento do numero de neurénios dopaminérgicos e melhora sua morfologia, em
um estudo com culturas primarias mesencefalicas de camundongos(123).

Com o intuito de facilitar a analise e discussao dos dados obtidos de
acordo com o antioxidante utilizado, optou-se por separar as anadlises da

melatonina e resveratrol em topicos especificos, descritos a seguir.

6.1. Melatonina

No presente estudo, a melatonina apresentou efeito otoprotetor nas
avaliagdes realizadas, assim como nos achados descritos na literatura, que
relacionaram a melatonina com o envelhecimento(124), na otoprotegcdo na
exposi¢cao a aminoglicosideos/ antineoplasicos (86, 125-127), e na exposigao ao
ruido (128, 129), ainda pouco pesquisado.

Em sintese, os dados coletados no presente estudo com a analise das
EOAPD demonstram o efeito otoprotetor da melatonina. Na avaliagéo realizada
por este grupo no D30, observa-se melhora significativa na analise realizada no
mesmo grupo no D15, logo apos o término da exposi¢cdo. Este efeito ndo foi
observado nos animais que utilizaram o veiculo e reforcgam a hipétese da
otoprotecdo gerada pelo antioxidante. A melhora das respostas das EOAPD
apos periodo de repouso também foi observada no estudo de Bas et al (129)

entretanto, o estudo citado apresentou recuperacido dos limiares basais,
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enquanto o presente estudo n&o conseguiu tal efeito completamente. Acredita-
se que esta diferenga na recuperacao se deva ao tempo utilizado na exposi¢cao
ao ruido. Este estudo utilizou uma unica exposi¢do por 6 horas, e
consequentemente, desencadeou menor dano auditivo, comparado ao presente
estudo. Os valores descritos nos resultados deste estudo apresentaram variagao
expressivamente menos significativa do que no presente estudo. Desta forma,
mesmo com efeito deletério provocado pelos 10 dias de exposigdo, o grupo
melatonina conseguiu apresentar recuperagdo parcial dos resultados das
EOAPD e ainda, apresentar melhores resultados com significancia estatistica na
comparagao com os resultados apresentados pelo grupo veiculo.

O efeito provocado pela melatonina na exposigao ao ruido também pode
ser observado pela analise dos resultados do PEATE. Apesar dos animais deste
grupo terem apresentado uma diferenga entre as analises pré-exposigao e pos-
exposicao (D15), esta diferenca se repetiu na avaliagdo do pos-exposi¢céo (D15)
e pos-repouso (D30), com a melhora dos limiares. Na comparagao dos limiares
pré-exposicao (D0) e pos-repouso (D30), ndo foi observada diferenca estatistica
entre as avaliagoes. Este achado, referente a piora imediata e recuperacao apos
o repouso ja havia sido referenciada em outros estudos realizados também com
o uso da melatonina, como o estudo realizado por Karlidag et al. (128) e estudo
desenvolvido por Bas et al. (129).

Dentre os trabalhos ja desenvolvidos com o uso da melatonina e a
exposi¢cao ao ruido, o trabalho de Karlidag et al (128) é o que apresenta
metodologia mais semelhante ao presente estudo. Neste estudo, a melatonina
foi utilizada na dose de 20 mg/kg e os porquinhos-da-india foram expostos a 60
horas de ruido de banda larga intensidade de 100 dB. Os seus resultados
demonstraram mudanga no limiar auditivo na avaliagéo realizada apds o término
da exposigao ao ruido, em todos os grupos, inclusive no grupo melatonina, assim
como o presente estudo. Na comparagdo entre os grupos medicados com o
antioxidante e os grupos expostos sem farmacos (veiculo), ambos estudos
apresentaram resultados melhores para os animais que receberam a
melatonina, com diferenga estatistica entre os grupos, na analise com estimulo
clique. Observa-se que este fato ndo se repetiu no presente estudo na analise
com estimulo 8 kHz possivelmente em fungdo do ruido utilizado estar centrado

na frequéncia de 4 kHz e, consequentemente, gerar uma lesdo mais intensa na
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regido da frequéncia de 8 kHz, diferente do ruido utilizado no outro estudo, que
foi um ruido de banda larga (250 — 10 kHz).

O outro estudo encontrado na literatura com o uso da melatonina avaliou
ratos wistar submetidos a exposi¢ao ao ruido branco a 120 dB por um periodo
unico de 4 horas, com o tratamento diario de 1 mg/kg de melatonina (129). Assim
como no presente estudo, os resultados avaliados pelo PEATE (clique)
demonstraram piora dos limiares nas avaliagdes realizadas no D7, porém com
recuperacdo na avaliagdo realizada no D21, dado ndo observado no grupo
exposto ao ruido sem farmacos. Estes resultados sdo semelhantes ao presente
estudo, apesar de terem utilizado metodologias bem distintas para exposi¢céo ao
ruido. Com base nas analises descritas, € possivel apoiar a hipotese de que a
melatonina apresenta melhora na funcionalidade auditiva, devido a sua
capacidade de capturar EROs, que por sua vez inibe as reagdes bioquimicas
gue causam uma diminui¢do na quantidade de CCEs e consequentemente nas
emissdes otoacusticas (129).

A anadlise histologica dos tecidos cocleares nos animais tratados com
melatonina revelou que os neurbnios do GE apresentaram condicdes
semelhantes ao grupo controle, sem exposi¢ao ao ruido. Destaca-se que este
comportamento n&o foi observado no grupo veiculo. Estes achados s&o
semelhantes ao estudo desenvolvido por Fetoni et at (55), entretanto, com a
utilizagao de outro antioxidante, a coenzima Qter. Neste estudo, com a colorag&o
DHE foi possivel identificar uma fluorescéncia fraca nas células sensoriais e no
GE nas cocleas nao expostas e nas cocleas que foram expostas ao ruido, mas
que tiveram seus efeitos neutralizados pela administracéo de Q ter. Estes dados
demonstram possibilidade gerada pela administragdo de antioxidantes na
reducdo dos danos celulares decorrentes da exposi¢ao ao ruido.

Estudos anteriores (130, 131) também demonstraram a agéao benéfica da
melatonina sobre os neurdnios do GE, em modelos animais ndo expostos ao
ruido. No modelo murino C57BL/6J (130), a melatonina mostrou resultados
superiores no tratamento da perda auditiva relacionada a idade, com melhor
contagem dos neurdnios do GE. Em outro estudo, sobre os efeitos da cisplatina,
a melatonina demonstrou efeitos protetores notaveis: os animais tratados com
melatonina apresentaram uma densidade celular de 6,8 células/mm?, enquanto
0 grupo controle com cisplatina obteve apenas 1,7 células/mm? (131). Esses

achados, associados aos encontrados no presente estudo, apoiam o papel da
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melatonina na reducao do estresse oxidativo, com a neutralizacdo da agao dos
radicais livres e reforcando sua eficacia na protec¢ao auditiva.

Destaca-se ainda que a melatonina desponta por se apresentar em maior
concentrag&o nas mitocondrias, no local de geracao dos radicais livres (41, 132).
Desta forma, mostra-se com uma vantagem de distribuicdo intra-celular em
comparagao com outros antioxidantes, o que possivelmente melhora sua
eficacia na eliminacdo de radicais toxicos e na reducao do estresse oxidativo
associado pois também estimula enzimas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase e glutationa redutase e regula positivamente a sintese de glutationa,
descrito como um antioxidante intrinseco altamente eficazes (41, 133).

6.2 Resveratrol

Assim como a melatonina, o resveratrol também demonstrou sua agao
otoprotetora na exposicdo ao ruido. Este antioxidante &€ um composto
polifendlico natural que possui alta permeabilidade no ouvido interno por se tratar
de molécula pequena lipofilica. Tem atraido crescente interesse devido as suas
diversas propriedades bioldgicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios, anti-agregantes, anti-aterogénicos, além de seu papel na
quimioprevencgao, imunomodulagao e agao antienvelhecimento. (134-139).

O resveratrol protege as células de forma direta e indireta contra o
estresse oxidativo. Como antioxidante direto, ele neutraliza uma ampla
variedade de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, bem como radicais
organicos, utilizando mecanismos como a transferéncia de atomos de hidrogénio
e de elétrons por perda de prétons. Isso evita que as biomoléculas celulares
sofram danos oxidativos. Indiretamente, o resveratrol também promove a
expressao de varias enzimas antioxidantes essenciais, como catalase, glutationa
peroxidase e superoxido dismutase, além de aumentar os niveis de glutationa,
um componente crucial para manter o equilibrio redox celular. Esses efeitos
combinados reforgam a capacidade do resveratrol de regular o estresse oxidativo
e proteger as células contra danos causados por radicais livres(140).

O potencial apresentado pelo resveratrol foi observado na comparacgao
entre os tempos D15 e D30, nas avalia¢des realizadas apds o término do ruido
e apods a pausas de 15 dias. Observa-se que houve recuperacao estatistica dos

dados na maioria das frequéncias testadas nas EOAPD. Destaca-se que, assim
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como ocorrido com a melatonina, o grupo que utilizou o resveratrol e foi exposto
ao ruido apresentou uma piora temporaria dos valores das EOAPD e PEATE.
Este efeito de MTL ja havia sido observado em outro estudo que também utilizou
o ruido como agente externo e o resveratrol para otoprote¢cdo. No trabalho
desenvolvido por Xiong et al. (57), camundongos foram expostos durante 1 hora
a um nivel de 120 dB, na frequéncia de 10 kHz. A analise do PEATE, realizada
logo apos a exposi¢ao, concluiu que ndo houve diferenga nas respostas entre os
grupos que foram expostos ao ruido, independente do uso do resveratrol.
Entretanto, na analise feita 15 dias apds a exposigao, foi observada uma melhora
recuperacao nas frequéncias de 4 e 16 kHz nos animais que utilizaram o
resveratrol. De acordo com os autores, o resveratrol, descrito como ativador da
Sirtuina 1 (SIRT1), promoveu a protegdo da audigdo dos danos gerados pelo
ruido, aumentando a atividade da SIRT1 coclear e consequentemente,
reduzindo o estresse oxidativo. Observa-se que os resultados apresentados em
ambos os estudos, Xiong et al. e o presente estudo, apresentaram semelhangas.
No entanto, vale destacar que, no presente estudo, a recuperacéao foi inferior a
observada no estudo de Xiong et al. Isso pode ser explicado pela diferenga nos
tempos de exposigao ao ruido. No estudo de Xiong et al., a exposigéo foi unica
e limitada a uma hora, o que provavelmente resultou em uma MTL, condig&o
distinta ao dano provocado no presente estudo.

Seidman et al., em seus estudos (1, 83), destacam a hipoperfusdo e
isquemia da coclea, como possiveis mecanismos de dano associados a perda
auditiva induzida por ruido. A isquemia, que afeta diretamente a coclea, gera
estresse oxidativo, resultando na producédo de EROs. Esses radicais prejudicam
a producgao de energia nas células ciliadas externas, comprometendo sua fungéo
e levando a alteragdes nos limiares auditivos.

Neste sentido, em seu estudo desenvolvido em 2013 (1), o autor analisou
a ciclooxigenase-2 (COX-2), que € uma enzima cuja expressdo esta fortemente
correlacionada com processos inflamatorios e a geragdo de EROs. O trabalho
forneceu evidéncias de que os niveis de COX-2 podem aumentar drasticamente
apos a exposi¢cado ao ruido, mas que esse aumento pode ser mitigado pelo
resveratrol, pois os animais tratados com resveratrol apresentaram niveis
significativamente reduzidos de COX-2 em comparagao ao grupo que recebeu
apenas o veiculo. Além disso, a formag¢ao de EROs, avaliada por citometria de

fluxo com histograma de fluorescéncia, também foi significativamente menor nos
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animais tratados com resveratrol em comparag¢ao ao grupo controle. Apesar do
presente estudo ndo ter realizado estas analises, os resultados obtidos na
analise histopatologica complementam as observagbes dos beneficios ja
descritos sobre a utilizagcado do resveratrol na exposicédo ao ruido. Destaca-se a
analise realizada no ligamento espiral, apenas o grupo resveratrol apresentou
diferenga entre o grupo veiculo no D30. Este dado demonstra que, apesar de
nao ter retornado aos valores basais, o resveratrol conseguiu proporcionar
protecao nesta estrutura coclear.

Muderris et al. (130) em seu estudo destaca que a protegcdo auditiva
proporcionada por este composto esta intimamente relacionada ao aumento de
varias fungdes mitocondriais. Esse aumento inclui melhorias na atividade
respiratoria enzimatica e no consumo de oxigénio, além de uma reducgéo
significativa na producdo de EROs. Além disso, o composto se destaca como um
eliminador eficaz de radicais livres, como os anions superoxido, o peroxido de
hidrogénio e os radicais hidroxila, desempenhando um papel crucial na
preservacdao auditiva. Essa agao antioxidante ndo apenas minimiza danos
celulares, mas também contribui para a manutengéo da integridade das células
auditivas, promovendo, assim, uma melhor saude auditiva e protecdo para a
preservagao auditiva. Este estudo evidenciou significativamente o papel do
resveratrol na prote¢cdo auditiva durante o processo de envelhecimento. De
maneira semelhante, os resultados do presente estudo corroboram seus
achados, pois 0s animais que receberam resveratrol apresentaram preservacao
da fungdo auditiva quando comparados aqueles que nao receberam o
resveratrol.

Ainda sobre as analises histologicas, na analise realizada no D15, apds o
término da exposicdo, todos os grupos apresentaram diferenga estatistica em
relagdo ao grupo controle, ndo exposto, na avaliagdo do ligamento espiral e
estria vascular. Entretanto, os resultados do grupo veiculo foram
estatisticamente piores do que o grupo resveratrol, e na analise da estria
vascular no D15 e na analise do ligamento espiral, no D30. O estudo
desenvolvido por Hanci et al. (79), com microscopia eletrénica de transmisséo e
de varredura também demonstrou que o grupo que fez uso do resveratrol
apresentou danos cocleares, com perda de CCl e CCE, porém menos graves

comparados ao grupo sem resveratrol, assim como no presente estudo.
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6.3. Consideragdes finais

Observa-se nas analises realizadas no D30, que os resultados do PEATE
para o estimulo clique e na contagem dos neurdnios do GE, os grupos que
utilizaram os antioxidantes resveratrol e melatonina retornaram aos seus valores
basais apos o periodo de repouso. Estes dados confirmam a teoria de Kajawa et
al. (114) sobre a possibilidade da superexposi¢cao acustica gerar na coclea um
edema agudo dos terminais neuronais aferentes, na regido de seu contato
sinaptico com CCI, que resulta em uma mudanga temporaria do limiar. Isto é,
ap6s um periodo de repouso, podera haver o reparo sinaptico, com uma
recuperacao dos potenciais cocleares, pois este fendbmeno ocorreu apenas com
os grupos que foram medicados e ndo no grupo veiculo. Em todas as avaliagdes
realizadas foi possivel observar a interferéncia positiva do uso do antioxidante
na comparagao com o grupo veiculo.

E importante ressaltar que o efeito provocado pelo uso do antioxidante foi
muito semelhante nas analises realizadas, e ambos os antioxidantes, utilizados
de forma isolada, apresentaram resultado satisfatério nas avaliagdes. Apesar
destes terem acgdes distintas na otoprotecao, € notério que o seu uso foi capaz
de prevenir a lesdo auditiva definitiva.

Destaca-se que este estudo apresentou algumas limitagées durante o seu
desenvolvimento. Em muitos estudos internacionais, envolvendo modelos
animais, € comum o desenvolvimento de equipamentos especificos para os
laboratorios onde as pesquisas sdo realizadas. Esta abordagem permite a
customizacdo dos parametros de medicdo conforme a necessidade do
experimento, e ainda, facilita a adaptacao das olivas ao porte fisico dos animais
estudados, assegurando uma maior confiabilidade dos resultados. Entretanto,
observa-se que no Brasil os estudos experimentais ainda ndo dispde desta
flexibilidade tecnologica. Desta forma, faz-se necessario a utilizacdo de
equipamentos originalmente projetados para o uso em seres humanos. Uma das
principais desvantagens destes equipamentos é a limitagdo da faixa de
frequéncia, geralmente até 8, 12 kHz, enquanto que na literatura internacional,
foram encontrados estudos que avaliaram até 24 kHz. Contudo ressalta-se que,
apesar de utilizar equipamentos projetados para humanos, o laboratério onde a
pesquisa foi desenvolvida tém conseguido atender os objetivos cientificos com

a utilizacao destes.
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Além disso, a auséncia da microscopia eletrbnica impossibilitou uma
visualizagdo mais precisa das estruturas, principalmente com a analise das
CCEs e CCils.

Por fim, inicialmente ndo previmos a necessidade de avaliacdes
audioldgicas ao longo da exposi¢cédo ao ruido. Entretanto, com os resultados
obtidos no D15, diante da magnitude da auséncia das respostas das
emissdes otoacusticas ocasionadas pelo ruido, percebeu-se a necessidade
de exames audioldgico em dias intermediarios para o acompanhamento das
lesbes. A exposicao gerou um dano muito maior do que o esperado e talvez,
se tivesse sido mais curta, seria possivel observar o efeito otoprotetor dos

antioxidantes também na perda temporaria.
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7. CONCLUSAO

Os achados deste estudo destacam o efeito otoprotetor dos
antioxidantes melatonina e resveratrol em modelos animais submetidos a
exposicao ao ruido.

Ao término do experimento, foi observada uma recuperacao parcial
das EOAPD para a amplitude e relacao sinal/ruido nos grupos que utilizaram
o antioxidante e foram expostos ao ruido; na avaliagdo pelo PEATE, foi
observada uma normalizag&o dos limiares auditivos com estimulo de clique
nos animais que utilizaram os antioxidantes; na avaliagdo em 8 kHz, foi
observada melhora dos limiares apenas no grupo melatonina.

Na analise histoldgica, foi observado que os grupos que utilizaram
antioxidante recuperaram a densidade do GE ao término do experimento. Na
analise do ligamento espiral, os grupos expostos ao ruido mantiveram
diferenga estatistica na analise com o grupo controle, mas o grupo
resveratrol apresentou destaque na comparagéo com o grupo veiculo.

Estes resultados sugerem que a administragdo dos antioxidantes
melatonina e resveratrol podem representar uma estratégia promissora e
eficaz na mitigacdo dos efeitos deletérios do ruido sobre a audigéo,
prevenindo a degeneracgdo auditiva induzida pelo estresse oxidativo.
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ANEXO A — APROVAGAO DO ESTUDO NO COMITE DE ETICA DE USO
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APENDICE A - Descrigdo dos trabalhos com o uso de antioxidantes na
exposigcao ao ruido em estudos experimentais.

Autor/ Antioxidante/ Descrigao dos Tempo/ Tipo e tempos  Principais resultados
ano dosagem grupos intensidade/ de avaliagao
experimentais frequéncia
do ruido
Clifford et D-Met e NAC - 3 grupos : 6 h/105 dB/ PEATE nas Os animais do grupo DMET
al (2011) injecao Grupo | DMET ruido banda frequéncias de apresentaram na comparagdo com o
(80) intraperitoneal: (12,5 mg/kg + de oitava de 2,4,6e8kHz-2 grupo controle exposto ao ruido
duas vezes por  ruido; Grupo Il 4 kHz horas antes e 2 recuperagdo significativa dos limiares
dia, por 5 dias, NAC (12,5 horas apdés a naterceira semana nas frequéncias de
comegando 2  mg/kg ) + ruido; exposicao ao 4 e 6kHzp<0,001 e p<0,05) e o grupo
dias antes da Grupo lll ruido, uma vez NAC apresentou resultado
exposicao ao Controle por semana nas semelhante ao grupo controle, com
ruido. (solugéo salina) 3 semanas uma melhora significativamente menor
+ ruido. subsequentes). do que os do grupo DMET (p<0,05).
A recuperacéo significativa da audi¢édo
foi observada apenas no grupo D-
metionina.
Rewerska, D-Met - injegao 5 grupos : 8 h/110 dB/ PEATE na No 14 dia, apenas o grupo que
et al (2013) intraperitoneal: 1 Grupo | Controle  ruido banda frequéncia de 8 recebeu 400 mg/kl apresentou
(81) h antes e 1 hora (solugdo salina) de oitava de kHz - antes e redugdo significativa no limiar
apos a + néo ruido; 4 kHz apos, 7 e 14 dias  (p<0,05). O resultado demonstra que a
exposicao ao  Grupo Il Ruido apo6s exposicdo dosagem mais alta (400 mg/kl) é a
ruido. Nos  (solugédo salina) ao ruido). mais eficiente na prevengédo ao dano
mesmos + ao ruido; coclear por exposi¢éo ao ruido.
horarios a dose  Grupo lll D-met
foi repetida por 3 (100mg/kg) +
dias apoés a ruido; Grupo IV
exposicao ao D-met
ruido. (200mg/kg) +
ruido; Grupo V
D-met
(400mg/kg) +
ruido;
Samson et D-Met - injegao 3 grupos : 4 h/110 dB/ PEATE nas Na avaliacdo realizada no dia 14, o
al (2008) intraperitoneal 1 Grupo | : 5 ruido banda frequéncias de 4 grupo que utilizou D-met apresentou
(65) h antes e 1 hora animais/ de oitava de e8kHz-antese uma diminuigdo significativa da
apos a solugdo salina+ 4 kHz apo6s, 3,7, 14 e mudanga do limiar (p<0,05) na
exposicao ao nao ruido; 21 dias, apés a frequéncia de 4 kHzde 5dB e 7 dB
ruido, repetida Grupo II: 5 exposicao ao na frequéncia de 8 kHz, enquanto que
no 1 e 2 dias animais/ ruido. 0 grupo que nado utilizou D-met
apos a solugdo salina + apresentou uma diferenga de 15 dB
exposicao ao  ruido; Grupo llI: em ambas as orelhas.
ruido. 5 animais / D-
met 400 mg/k +
ruido.
Kil et al Ebselen — 3 grupos: Grupo 4 h/113 dB PEATE nas Apos 9 semanas da exposigdo ao
(2007) gavagem 1 - 4 animais / SPL/ 4-16  frequéncias de ruido, foram observadas mudangas
(69) duas doses ao veiculo (DMSO) kHz (banda 4,8,16e32 kHz nos limiares do PEATE em todas as
dia 1 dia antes + ruido; Grupo 2 de oitava) -antes e 3,6,9 frequéncias testadas (4,8,16 e 32 kHz.

da exposicdo ao
ruido, 1 hora pré-
ruido e 1 hora
pos-ruido.

- 4 animais /
Ebselen (4
mg/kg) por 3
dias, iniciado um
dia antes da

exposicao +
ruido Grupo 3 -4
animais /
Ebselen (4

mg/kg) por 14
dias, iniciado um
dia antes da
exposicdo  ao
ruido.

e 15 semanas

apos a
exposigao,
Avaliagédo
histolégica
(citococleogram
a): 15 semana
apos a

exposicao ao
ruido

Imuno-
histoquimica
expressdo GPx:
5 horas apods a
exposicao ao
ruido.

Na comparagéo entre os grupos que
receberam ebselen, foi observada
uma diferenga estatistica nos limiares
do PEATE entre o grupo tratamento de
14 dias e 3 dias (p<0,05), na avaliagéo
realizada na 15 semana.

A avaliagéo da perda de CCE apos 15
semanas demonstrou uma redugao da
perda em ambos os grupos tratados
com ebselen (3 e 14 dias de
dosagem), com melhor efeito no grupo
14 dias. Na comparagdo com o grupo
controle/veiculo, o tratamento de 3
dias teve uma redugdo de 58%
(p<0,01) e o grupo tratamento 14 dias
teve uma reducgéo de 72% (p<0,001),
na perda total de CCE.

Na andlise das alteragdes agudas na
area estrial e na expressdo GPX1, os
ratos tratados com veiculo obtiveram
uma diminuigado de 8,8% (p=0,052) e
os que foram tratados com ebselen um
aumento de 9,1% da intensidade
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ponderada da area GPX1 (p,0,05) em
relagdo ao grupo controle, que nao foi
exposto ao ruido.

Mesma analise foi realizada para
alteragbes agudas no ligamento
espiral; ratos tratados om veiculo
tiveram uma diminuicdo de 6,5% e
ratos tratados com ebselen um
aumento de 9,3% da intensidade
ponderada da area GPX1 (p,0,05) em
relagdo ao grupo controle, que nao foi
exposto ao ruido.

Lynch et al Ebselen - 4 grupos: Grupo 4 h/113 dB PEATE nos A dosagem de 16 mg/kl proporcionou
(2004) (70) intraperitonial controle: 10 para os estimulos clique, redugdo significativa na mudanca
(16 ml/kg) ou animais/ DMSO animais que 4,8,12e16kHz- permanente do limiar (p<0,05 na 3
gavagem-doses + ruido; Grupo receberam 4 dias 1e 1°2° e semana apds a exposi¢cao ao ruido).
duas vezes ao Ebselen IP: 4 mg/kl por 3°semanaapdés A analise morfolégica da cdclea
dia, um dia antes  animais/ gavagem e a exposigcao. mostrou redugéo na perda de CCE em
e um dia apds, Ebselen 115 dB para animais tratados com ebselen
uma dose Unica intraperitonial os animais Nos animais que (dosagem de 16 mg/kl) em relagéo ao
uma hora antes (16mg/kg) + que foram expostos grupo controle. O padrdo de perda de
e uma hora ap6s  ruido; Grupo receberam duas vezes ao CCE de animais tratados com ebselen
a exposicdo ao Ebselen G: 4 16 mg/kl via ruido, uma nova mostraram uma redugéo no
ruido. animais/ intraperitone avaliagédo foi comprimento da membrana basilar e
No grupo que foi Ebselen al- Unica realizada trés com aperda completa de todas as trés
exposto duas gavagem exposigao/ semanas apos a fileiras de CCE.
vezes ao ruido, (4mg/kl) + ruido; Faixa de 4 a ultima exposigdo A dosagem de 4 mg/kl de ebselen
com trés Grupo Ebselen 16 kHz. ao ruido. mostrou protegdo contra TPS 3
semanas de Repeated: 2 semanas apds a exposi¢do ao ruido.
diferenca, a animais/ 4h/110dB/ 4 As mudangas nos limiares de 4,12 e
dosagem foi Ebselen a 16 kHz. 16 kHz foram significativamente
repetida. intraperitoneal Exposi¢édo no (p<0,05) melhores em ratos tratados
(16mg/kg) + DO e apés com ebselen do que o controle.
ruido. trés semanas A analise do citococleograma indicou
da primeira uma perda média de 128 + 43 CCE em
exposigao. ratos tratados com Ebselen, versus
uma perda de 339 +104 CCE em
animais do grupo controle.
Nos animais que receberam duas
exposigdes ao ruido de 110 dB, apos
3 semanas da segunda exposigao, foi
observado um grau significativo de
protecdo para as frequéncias de 8
(p<0,01) e 16 kHz (p<0,05). Para as
frequéncias de 4 e 12 kHz a diferenga
ndo foi estatisticamente significante
(p=0,16 a 4 kHz e p=0,12 a 12 kHz).
A analise do citococleograma indicou
uma perda média de 73 +10 CCE em
ratos tratados com ebselen versus 253
+ 58 CCE do grupo controle.
Pourbakht, Ebselen — 4 grupos: Grupo 5 h/125 dB PEATE na Os animais que receberam apenas o
A; gavagem- uma I: 6 animais/ SPL/ 4 kHz orelha esquerda veiculo (grupo 1) apresentaram
Yamasoba, horaantese18h 0,25 mls de (banda de nas frequéncias mudangas significativamente maiores
T; apos exposicdo  solugéo de oitava) de 248 e 16 no limiar PEATE em todas as
(2003) (75) ao ruido cloroférmio a kHz, - frequéncias (p<0,01), na comparagéo

99% + ao ruido;

Grupo Il: 5 /
Ebselen (10
mg/kg) + ruido;
grupo lll: 5
animais/

Ebselen (30

mg/kg) + ruido;
Grupo IV: 3
animais Ebselen
(30 mg/kg) + ndo
ruido.

previamente (-2)
e 14 dias apds a
exposigao.

Avaliagédo
histolégica
(citococleogram
a)— 15 dias apods
a exposigdo ao
ruido e 0s
animais do
grupo  controle
de drogas, 15
dias apos
receber o
Ebselen 30
mg/kl.

com os grupos que receberam ebselen
(e 1m).

Entre os grupos que receberam
ebselen (Il e Ill), o grupo 11l (30 mg/kl)
apresentou desvios maiores em todas
as frequéncias, estatisticamente
significantes nas frequéncias de 4, 8 e
16 kHz (p<0,01).

Na comparagéo entre o grupo l e ll e |
e Il houve diferenga estatisticamente
significante para a extensédo da perda
de CCE (p<0,01).

Nos grupos ebselen (Il e lll) os
citococleogramas mostram redugéo
na perda de CCE e largura da leséo e
ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre estes dois grupos.
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Yamasoba Ebselen - via 2 grupos: grupo 3 h/115 dB PEATE nas No grupo veiculo os limiares
et al (2005) oral - uma hora veiculo: 14 SPL/ 4 kHz frequéncias de aumentaram logo apds a exposigéo e
(60) antes da animais/ veiculo (banda de 24,8 e 16 kHz - mostraram recuperagdo gradual,
exposigao. + ruido; Grupo oitava) previamente, retornando aos limiares basais pré-
Ebselen: , 10 imediatamente, exposicao, apds 7 dias. Os animais
animais/ 1,3,7 e 14 dias que receberam ebselen nao
Ebselen (10 apos a mostraram mudanga no PEATE apds
mg/kl) + ruido. exposigao, a exposicao.
Avaliagédo A area média dos dentritos inchados
histologica nos animais tratados com enselen foi
(microscopio significativamente menor (p<0,01) do
eletrénico de que nos animais tratados com veiculo,
transmissao- logo apds a exposigéo ao ruido.
TEM)
imediatamente e
7 dias apo6s a
exposicao ao
ruido.
Gao et al Edaravona 5 grupos: grupo 2 h/110dB/2 PEATE nas A PAIR medida 6 dias apdés a
(2015) (59) A : 6 animais/ dias/ ruido frequéncias de exposicao ao ruido foi
ndo edaravone +  estacionario 2,4e8kHz-1dia substancialmente reduzidas pelo
ruido; grupo B: coletado de antese 1,4e 6 ftratamento SLNs de edaravone
18 animais/ uma dias apés a administrados por injecao
Edaravone embarcagao exposicao ao intratimpanica.
(injecéo naval (faixa ruido e Entre os grupos A e C (sem medicagao
intravenosa) + de 0,25-4 administragédo e com ederavone intratimpanico) nao
ruido; Grupo C: kHz, pico em do houve diferenga estatisticamente
18 animais 500 e 1000 medicamento. significante (p<0,146). Entre os grupos
Edaravone Hz. A e B e os grupos D e E houve
(injecéo Histologia— duas diferengas estatisticamente
intratimpanica) + semanas apos o  significantes (p<0,01). Houve
ruido; Grupo D Ultimo PEATE. diferenga na comparagao do grupo E
18 animais/ (edaravone SLNs intratimpanica) com
Edaravone todos os outros grupos (p<0,01).
(SLNs por Nao houve diferengca na andlise da
injecao porcentagem de perda de CCE entre
intravenosa) + 0S grupos.
ruido; Grupo E:
18 animais
Edaravone
(SLNs por
injecao
intratimpanica) +
ruido.
Tanaka etal Edaravona - via 5 grupos: Grupo 3 h/130 dB/ PEATE nas Os limiares de resposta do PEATE
(2005) (62) bomba osmética. -9h : 7 animais/ ruido frequéncias de aumentaram em todos os animais 7

Edaravone
(iniciada 9 horas
antes da

exposi¢ao) +
ruido; Grupo +
9h: 8 animais/

Edaravone
(iniciada 9 horas
apos a
exposicdo ) +
ruido; Grupo
+21  h 7
animais/
Edaravone
(iniciada 21

horas apés a
exposicao) +

ruido; Grupo
+33 h: 4
Edaravone

(iniciada 33
horas apés a
exposicao) +
ruido;

centrado em
4 kHz.

24 e 8 kHz -3
dias apdés a
implantacdo da
bomba osmoética
e 7 dias apos a
exposicao ao
ruido.

Histologia— uma
semana apoés a
exposicao ao
ruido.

dias ap6s a exposigdo ao ruido, no
entanto a mudanga foi menor nas
orelhas tratadas com edaravone
(grupos  -9h, +9h, +21h). Na
comparagado com o grupo controle, a
menor mudanga no limiar foi no grupo
+9h (p<0,01 nas frequéncias de 2, 4 e
8 kHz). No grupo +33h ndo houve
diferenga com o grupo controle, mas
com o grupo +9 h (p<0,05 nas
frequéncias de 2 e 8 kHz).

A menor porcentagem de células
ciliadas perdidas foi no grupo +9h
(p<0,05 na comparagdo com o grupo
controle e com o grupo +33h). No
grupo +33h néo houve diferenga com
o grupo controle.
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Takemoto Edaravona - via 6 animais - 3 h/130 dB/ PEATE nas As mudancgas no limiar na frequéncia
et al (2004) bomba osmotica. orelha direta  ruido frequéncias de de 8 kHz nas orelhas tratadas foram
(61) implantada centrado em 24 e 8 kHz - 3 significativamente menores do que
bomba osmética 4 kHz. dias apdés a nas orelhas controle (p<0,05).
via do implantagdo da O nudmero de células ciliadas externas
Edaravone e bomba osmética ausentes/defeituosas apos a
orelha esquerda e 2 semanas exposicdo ao ruido foi menor nas
mantida intacta apos a orelhas tratadas com edaravone.
como controle. exposicao ao
ruido.
Histologia— duas
semanas apos a
exposicao ao
ruido.
Chen, et al. A solugédo salina 3 grupos: Grupo 1 h/ 130 dB/ PEATE clique - O grupo hidrogénio teve menos
(2014) (52) saturado de 1: 20 animais/ ruido de antes da mudanga no limiar PEATE em
hidrogénio (1 Solugdo salina banda exposigao, comparagao ao grupo salina normal, 3,
ml/100 g) - via saturado de estreita imediatamente, 7 e 14 dias apds a exposicao. Na
intraperitoneal - hidrogénio (1 centrado 2,5- 1,3,7 e 14 dias andlise das EOAPD 14 dias apds a
3 dias (uma vez ml/100 g) + 3,5 kHz apés exposicdo exposicdo ao ruido as amplitudes do
ao dia) e 1 hora ruido; Grupo 2: ao ruido. grupo de solugdo salina saturada de
antes da 20 animais/ As EOAPD hidrogénio foram significativamente
exposicao ao Solugdo salina foram medidas melhores que o grupo de solugdo
ruido. normal (0,9%) + nas frequéncias salina normal, especialmente nas
ruido; Grupo 3: de 500, 750, frequénciasdeO0,5,0,75,1,2,3e4kHz
15 1000, 1500, (p<0,01/p<0,05).
animais/controle 2000, 3000, A microscopia eletronica de varredura
(ndo tratamento 4000, 6000 e mostrou que a morfologia das células
de ruido). 8000 Hz. ciliadas foi minimamente danificada
7 e 14 dia ap6s nos animais tratados com solugéo
exposicdo, os salina saturada de hidrogénio.
animais foram Os niveis de LPO e MDA 7 dias apods
sacrificados para  exposi¢do ao ruido, do grupo solugao
exames salina normal foram significativamente
histolégicos e maiores do que o grupo de solugéo
microscopia de salina saturada de hidrogénio
varredura. (p<0,01). Nao foi observada diferenca
significativa nos niveis de OH entre os
dois grupos expostos ao ruido no 7 dia
ap6és a exposicdo ao ruido. Na
comparagao com o0 grupo nao exposto,
houve diferencga significativa (p<0,01).
Lin, et al. A agua 2 grupos: Grupo 3 h/ 115 dB/ PEATE nas No 14 dia apds a exposigao ao ruido,
(2011) (63) supersaturada 1: 17 animais/ ruido de frequéncias de foi observada diferenca
com hidrogénio - agua banda 2,4,8e 16 kHz- estatisticamente significante entre os
via oral - acesso hidrogenada + estreita antes da dois grupos apenas na frequéncia de 4
ilimitado a partir ruido; Grupo 2: centrado 4 exposigao, kHz (p<0,05).
de 14 dias antes 17 animais/ kHz imediatamente, Na analise das EOAPD na frequéncia
da exposigéo. agua normal + 1,3,7e 14 dias de 16 kHz, houve diminuicdo
ruido. apo6s exposicdo acentuada na amplitude das EPOAPD
ao ruido. As imediatamente apdés a exposicao,
EOAPD foram porém ambos os grupos exibiram
medidas nas funcdo quase normal 14 dias apds a
frequéncias de 1  exposigéo ao ruido.
a 16 kHz.
Zhou, et al. Solugdo salina 4 Grupos: grupo 4 h/ 115 dB/ PEATE no Na avaliagdo realizada no 7 dia, o
(2012) (68) rica em HS+NOISE: 10 ruido de estimulo cliquee grupo que recebeu solugdo rica em
hidrogénio - via animais/ banda nas frequéncias hidrogénio (hs+noise) apresentou uma
intraperitoneal - Solugdo salina estreita de 2, 4, 8 e 16 reducgéo significativa dos limiares do
intervalos de 12 rica em centrado 4 kHz - antes do PEATE, na comparagdo com os outros
horas, por 6 dias,  hidrogénio + kHz tratamento e dois grupos expostos ao ruido
iniciando 24 ruido Grupo reavaliada 1 e 7 (p<0,01); na comparagao com o grupo
horas ap6s a NS+NOISE: 10 dias apés sem  tratamento, também foi
exposicao ao animais/ solugao exposicao ao identificada uma diferenca significativa
ruido. salina normal + ruido. As  nos valores médios (p<0,01).
ruido; Grupo EOAPD foram Na avaliagdo das EOAPD, foi
NOISE ALONE: medidas nas observada diferenga estatisticamente

10 animais / ndo
tratamento +

ruido; Grupo
NO
TREATMENT:

10 animais/ néo
tratamento e
nao ruido.

frequéncias de
553, 783, 1105,

1560, 2211,
3125, 4416,
6250 e 8837 Hz.
Apds a
realizagéo do
exame, 0s
animais  foram

significante na comparagédo entre o
grupo HS+NOISE e os grupos
NS+NOISE e NOISE ALONE (P<0,01)
em todas as frequéncias, exceto 553 e
783 Hz.

Na andlise do numero de células
ciliadas ausentes, o numero de células
ciliadas ausentes foi
significativamente maior nos grupos
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sacrificados para
exame
histolégico.

NS+NOISE e NOISEALONE do que
nos grupos HS+NOISE e NO
TREATMENT (p<0,01).

Diao et al. L-NAME (10 4 Grupos: Grupo 5 h/ 115 dB/ PEATE estimulo Dez dias apds a exposi¢éo ao ruido, a
(2007) (71) mg/kl) - via 1: 20 animais/ ruido banda clique e nas média mudanga de limiar no grupo Il
intraperitoneal - solugéo salina e de oitava 4 frequéncias de foide 40 dB no clique e 35-50 dB para
dois dias nao ruido; kHz 2,4,6 e 8kHz- frequéncias de 2, 4, 6 e 8 kHz e O
anteriores e 30 Grupo 2: 10 2 dias antese 10  grupo IV, que recebeu L-NAME, foi de
minutos antesda  animais/ L- dias apdés 25- 30 dB para todas as frequéncias e
exposicao ao NAME (10 exposicao ao clique. O grupo Ill apresentou maior
ruido. mg/kl) e ndo ruido ou mudangas de limiar no clique e em
ruido; Grupo 3: simulagao. todas as frequéncias (p<0,05) na
20 animais/ Imediatamente comparagao com o grupo IV.
Solugdo salina + apo6s a segunda O nivel de NO no grupo | foi 48,4 +
ruido; Grupo 4: medigao do 24.1 mmol/gprot. O nivel médio de NO
20 animais/ L- PEATE, os 3 dias apos exposi¢cdo ao ruido nos
NAME (10 animais de grupos lll e IV foi 120 £ 35 mmol/gprot
mg/kl) + ruido; grupos I, llle IV e 75,7415.3 mmol/gprot,
foram respectivamente (diferenca
sacrificados para  estatisticamente significante para os
exame animais do grupo lll, em relagédo
histolégico.Para  grupos | e IV (p<0,001)).
analise do NO Na andlise da porcentagem média de
(NITRIC OXIDE) perda de CCE, foi observada diferenga
os animais foram  estatisticamente significante na
eutanasiados 3 comparagao entre os grupos lll (perda
dias apés a entre 10 a 20%) e IV (5 a 10%)
exposicao ao (p<0,05).
ruido.
Nagashima  Tempol (nas 8 grupos 1 h/ 110 dB/ PEATE nas Na analise do PEATE, na comparagao
et al. (2010) dosesde0,3,3 e divididos de ruido banda frequéncias de com o grupo controle (dose 0), foi
(58) 30 mg/kg) e o e acordo com a de oitava 8 4,12e 20 kHz- observado que os animais que

L-NAME (nas
doses de 0,01,
0,1 e 1 mg/kg) -
via intraperitonial
- 30 minutos
antes da
exposicao ao
ruido.

droga e
dosagem
utilizada + ruido
:doses de 0, 0,3,
3,0 e 30 mg/kl de
Tempol e doses
de 0,0,01,0,1e
1 mg/kl de L-
NAME.

kHz

imediatamente,
1, 2, 5 e 7 dias
apos a
exposicao ao
ruido.

Andlise de p-
SEK-1, p-JNK e
pc-Jun e p-ATF-
2 -2 horas ap6s
a exposigdo ao
ruido.

Analise da
Conexina26 — 4
horas apdés a

exposicao ao
ruido.

receberam doses maiores de Tempol
(3 mg/kl ou mais) apresentaram
diferenga estatisticamente significante
na frequéncia de 4 kHz nas avaliagdes
feitas no D5 (p<0,05) e D7 (p<0,01) e
0s animais que receberam a dosagem
menor apresentaram diferenca na
comparagdo com 0O grupo controle
apenas no D5. (p<0,05). Na
frequéncia de 12 kHz apenas os
animais que receberam dosagem de 3
ou 30 mg/kg apresentaram diferenca
estatisticamente significante em todas
as avaliagdes (p<0,05 e p<0,01 no5e
7 dia). Na frequéncia de 20 kHz foi
observado que a dosagem menor
produziu mudancga estatisticamente
significante (p<0,05) nos dias 5 e 7
apos o ruido.

Na analise do PEATE, na comparagao
com o grupo controle, foi observado
que os animais que receberam doses
maiores de L-NAME (0,1 mg/kl ou
mais) apresentaram diferenca
estatisticamente  significante  nas
frequéncia de 4 kHz nas avaliagdes do
5 e 7 dias (p<0,01); na frequéncia de
12 kHz os grupos com dosagens
maiores  apresentaram  diferenca
estatisticamente significante (p<0,05 e
p<0,01 no 5 e 7 dia, e na frequéncia de
20 kHz foi observado que as dosagens
maiores  demonstraram  diferenca
estatisticamente significativa em todas
as avaliagdes (p<0,01).

O Tempol (30 mg/kl) produziu uma
reducdo significativa no aumento do
numero de células positivas na
comparagdo com 0 grupo exposto ao
ruido para p-SEK-1 (p<0,05), p-JNK
(p<0,01) e pc-Jun (p<0,01). Na mesma
comparagédo, o L-NAME (1,0 mg/kl)
produziu uma reducgao significativa no
aumento do numero de células
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positivas para p-SEK-1(p<0,01), p-
JNK (p<0,05) e pc-Jun (p<0,01). O
aumento no ndmero de p-ATF-2 na
parede lateral de animais expostos ao
ruido foi pelo menos em parte, abolido
pelo tempol ou L-NAME (ndo houve
diferenca estatisticamente
significante).

Foi analisado o efeito do Tempol (30
mg/kl) e L-NAME (1,0 mg/kl) na
diminuigao induzida por ruido no nivel
de conexina26 na parede lateral. Na
comparagao com o grupo exposto ao
ruido, os grupos que utilizaram o
tempol e L-NAME apresentaram
diferenca estatisticamente significante
(p<0,05 e p<0,01 respectivamente).

Ohinata et L-NAME/NAC- 3 grupos: Grupo 5 h/115 dB/ PEATE nas O pré-tratamento com NAC reduziu
al (2003) via controle: 16 ruido banda frequéncias de significativamente a mudanga no limiar
(72) intraperitoneal - animais/ de oitava de 2, 4, 8, 16 e 20 induzido pelo ruido em todas as
30 minutos antes  Solugdo salina + 4 kHz kHz - 2 dias frequéncias (p<0,05 na comparagéo
da exposicdo ao ruido; Grupo L- antes e 10 dias com o grupo controle exposto). O L-
ruido via NAME: 7 apos a NAME foi ineficaz, na comparagao
intraperitonial. animais/ L- exposicao ao com o grupo controle, apresentou
NAME (1 mg/kg) ruido. reducédo da mudanga do limiar apenas
+ nado ruido; na frequéncia de 2 kHz (p<0,05), e
Grupo NAC: 7 Andlise aumento na mudanga do limiar na
animais/ NAC histolégica: apés frequéncia de 20 kHz (p<0,05).
(500 mg/kg) + o ultimo PEATE Os animais tratados com NAC tiveram
ruido. atenuadas as perdas de CCE e CCl na
comparagdo com O grupo controle
(p<0,05) (ndo houve diferenca
significativa nos  animais  que
utilizaram L-NAME).
Os niveis de 8-isoprostano foram
atenuados pelo tratamento
medicamentoso de NAC no 6rgéo de
Corti, nacleo modiolar e parede lateral.
O tratamento com L-NAME também
reduziu os niveis de 8-isoprostano no
nucleo modiolar e parede lateral, mas
n&o no érgao de corti.
Ada et al. L-NAC (L-N- 3 grupos: Grupo 6 h/110 dB/ Microscopia A analise por microscopia de luz
(2017) (78) acetyl-cysteine) - 1 (controle): 6 ruido branco eletrbnica — os demonstrou que o grupo 1 (controle)
via gavagem - 7  animais/ ndo de banda de animais foram n&o apresentou dano coclear (grupo
dias (10 minutos drogas e ndo 1-12kHz eutanasiados 30 nao exposto); o grupo AT apresentou
depois das ruido; Grupo 2 minutos apdés o dano coclear evidente: auséncia de
7°dose  diaria, (AT): 6 animais/ término da estereocilios das CCl em algumas
eles foram ndo drogas + exposicao ao regides; estereocilios das CCE
expostos ao ruido; Grupo 3 ruido severamente danificados com grande
ruido) (NAC): 6 numero ausente, principalmente nos
animais/ NAC giros basais da cdéclea. O grupo 3
(100 mg/kg) + (NAC), também apresentou dano
ruido. coclear, menor que no grupo 2, com
menos células ausentes em CCl e
CCE.
Andlise por microscopia de varredura
demonstraram estruturas normais,
CCE e CCI e célula de Hensen. O
grupo TA apresentou danos epiteliais
e perda de estereocilios. No grupo
NAC houve perda de estereocilios,
mas foi observado na comparagao
com o grupo TA que a estrutura celular
estava quase normal e o alinhamento
era vertical e simétrico das estruturas
de estereocilios.
Bielefeld et L-NAC - injecdo 2 grupos: Grupo 6 h/4 dias/ Citococleogram As perdas médias de OHC para o
al (2005) intraperitoneal — controle: 5 100 dB/ruido a- 21diasapdés grupo controle foram de 29 a 41% na
(76) uma hora antes animais/ banda de a exposicdo ao faixa de 2 a 8 kHz. O grupo L-NAC
de cada um dos Solugdo salina + oitava ruido. teve perda média de CCE inferior a
quatro dias de ruido; Grupo  continuo 10% na mesma regido (diferenga

exposicao ao
ruido.

NAC: 6 animais/
(325 mg/kg) +
ruido.

centrado em
4 kHz

estatisticamente significante
p<0,001).
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Bielefe et al
(2007) (77)

NAC - via
gavagem - duas
vezes ao dia,
dois dias antes
da  exposigéao,
uma vez 1 hora

antes da
exposigao, uma
vez uma hora
apos a
exposicao e

duas vezes ao
dia durante dois
dias, apés a
exposicao ao
ruido.

2 grupos: Grupo
controle: 6
animais/
Solugdo salina +
ruido; Grupo
NAC: 6 animais/
NAC (325
mg/kg) + ruido.

6 h/105 dB/
ruido banda
de oitava
continua
centrado em
4 kHz

PEATE nas
frequéncias de
2,4,6 e 8kHz -

antes do ruido e
15 minutos, 1
semana e 3
semanas apos a
exposicao ao
ruido.

O tratamento com NAC reduziu
significativamente a mudanga no limiar
induzido pelo ruido em todas as
frequéncias (p<0,01 na comparagéo
com o grupo controle exposto) nas
frequéncias de 2,4,6 e 8 kHz.

Fetoni et al.
(2009) (51)

NAC (500
mg/kg/dia ) - via
intraperitonial -
imediatamente
apos a
exposicdo e a
cada 24 horas
nos dois dias
seguintes.

2 grupos: Grupo
controle: 8
animais/
Solugdo salina +
ruido; Grupo
NAC: 10
animais/ NAC
(500 mg/kg ) +
ruido.

30m/ 120 dB/
tom puro
continuo de 6
kHz

Microscopia
eletrbnica — os
animais  foram
eutanasiados
uma semana
apos a
exposicao ao
ruido

No grupo controle foi identificada uma
perda maciga de células ciliadas na
area localizada a 14-16 mm do apice,
a area correspondente a codificagéo
de células ciliadas para 8-14 kHz. O
grupo que recebeu tratamento com
NAC mostrou apenas uma perda
moderada de CCE nas mesmas
regides e estereocilios normais.

Na contagem de células no giro basal
foram encontradas 43,4 + 3,1% de
células dos animais do grupo controle,
enquanto 80,9 £ 6,8% no grupo NAC.
Na volta média, 68,6 + 5,3% (primeira
porgédo) e 92,9 + 4,6% (segunda
porgao) de CCE foram contadas em
animais controle, enquanto,
respectivamente, 85,8 + 4% e 94,2
2,6% foram contados em animais do
grupo NAC. E no giro apical foram
encontradas 96,5 + 3% nos animais do
grupo controle e 98,9 * 1% nos
animais do grupo NAC.

Lorito et al.
(2006) (66)

NAC - via
intraperitonial - 1
hora antes da
exposicao, apos
5, 24, 32, 48, 56
e 168 horas apos
a exposigdo ao
ruido.

5 grupos: Grupo
A: 4 animais/

NAC (1200
mg/kg) + ruido;
Grupo B: 4
animais/ NAC

(1500 mg/kg) +
ruido; Grupo C:
4 animais/ NAC
(1800 mg/kg) +
ruido; Grupo D:
2 animais/ NAC
(2100 mg/kg) +
ruido; Grupo E:
4 animais que
serviram de
grupo controle.

4 h/ 105 dB/
ruido banda
de oitava 8
kHz

PEATE nas
frequéncias de
8, 10, 12 e 16
kHz; EOAT
(relacdo s/ir e
reprodutibilidade
) medidas nas
frequéncias de
1,5, 2,0, 3,0, 4,0,
5,0, 6,0 kHz e
EOAPD
(amplitude)
medida nas
frequéncias de 4
a 16 kHz emtrés
protocolos  de

intensidade
distintos. As
avaliagdes
ocorreram 1
hora antes do
ruido, 1 hora
apés e 168
horas (7 dias)
apos a

exposicao ao
ruido.

Na andlise das EOAT, 168 horas apods
o ruido, apenas o grupo B, (1500 mg/kl
de L-NAC) diferiu estatisticamente do
grupo E (controle); os demais grupos
néo apresentaram diferenca
estatisticamente significante.

Na analise das EOAPD, 168 horas
ap6s o ruido, no protocolo P1 de
menor intensidade, nenhum grupo
apresentou protecgao significativa. Nos
protocolos de maior intensidade, P2 e
P3, apenas o grupo B (1500 mg/kl de
L-NAC) apresentou diferenca
estatisticamente significante (p<0,05)
em relagdo aos demais grupos.

Os dados do PEATE demonstraram
que o grupo B (1500 mg/kl de L-NAC)
apresentou mudanga do limiar em 8
kHz de 20 dB, em 10 kHz de 15 dB, em
12 kHz de 12dB e em 16 kHz de 8 dB.
O estudo nao apresenta os resultados
do PEATE dos outros grupos.

Lorito et al.
(2008) (67)

NAC - via
intraperitonial.

4 grupos: Grupo
A: 12 animais/ 4
NAC durante 2
dias, injetadas a
cada 12 horas

4 h/105 dB/
ruido banda
de oitava em
8 kHz

PEATE nas
frequéncias de 8
e 16 kHz;

EOAPD medidas
nas frequéncias

No protocolo 60/50, o grupo A
apresentou mudanga estatisticamente
significante em todas as frequéncias,
exceto em 9 kHz(p<0,05); o grupo B
apresentou mudanga estatisticamente
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comegando uma
hora antes da
exposicao +
ruido; Grupo B:
12  animais /

NAC
imediatamente
antes da
exposicao +

ruido; Grupo C:
12 animais/ NAC
24 horas apds a
exposicao +
ruido; Grupo D
(controle): 12
animais/
Solugdo salina +
ruido.

de 4,45, 5, 5,6,
6,7,8,9,10, 11,
13, 14 e 16 kHz
em trés
protocolos  de
intensidade
distintos (L1=60
e L2=50 dB
NPS; L1=50 e
L2=40 dB NPS;
L1=40 e L2=30
dB NPS;

As avaliagdes
ocorreram antes
do ruido e 168
horas (7 dias)
apos a
exposicao ao
ruido.

significante nas frequéncias de 4 a 9
kHz (p<0,05); no grupo C nao houve
mudanga estatisticamente significante
e no grupo D a mudanga
estatisticamente significante ocorreu
nas frequéncias de 5,6, 6, 7, 8, 9, 10,
11e 16 kHz (p<0,05).

No protocolo 50/40, o grupo A
apresentou mudanga estatisticamente
significante em todas as frequéncias,
exceto em 4 e 9 kHz(p<0,05).; o grupo
B apresentou mudanga
estatisticamente  significante  nas
frequéncias de 4 a 9 kHz (p<0,05).; no
grupo C ndo houve mudanga
estatisticamente significante e no
grupo D a mudanga estatisticamente
significante ocorreu nas frequéncias
de 4,5, 6, 8, 10, 11 e 16 kHz (p<0,05).
E no protocolo com menor
intensidade, 40/30, o grupo A
apresentou mudanga estatisticamente
significante em todas as frequéncias,
exceto em 4 kHz(p<0,05).; o grupo B
apresentou mudanga estatisticamente
significante nas frequéncias de 5, 5,6,
6, 7, 8 e 14 kHz (p<0,05).; no grupo C
ndo houve mudanga estatisticamente
significante e no grupo D a mudanca
estatisticamente significante ocorreu
nas frequéncias de 6, 8, 9, 10, 11, 13,
14 e 16 kHz (p<0,05).

Rhee, NAC (100 2 Grupos: Grupo 5 h/ 116 dB/ PEATE nas Nao foi observada protecéo
Chang mg/kg) - via noise com 6 Banda frequéncias de estatisticamente  significante  em
(2021) intraperitoneal — animais que estreita com 8, 16 e 32 kHz - termos funcionais e histolégicos com a
(73) 12 dias, com foram expostas largura de antes da utilizagdo do NAC.
inicio 1 dia ap6és ao ruido; Grupo banda de 1/3  exposigao,
a exposicdo ao NAC com 6 de oitava imediatamente
ruido. animais que centrado em apods, 6 e 12 dias
receberam NAC 16 kHz apds exposicédo
+ ruido. ao ruido.
Analise
histologica- apos
a realizagdo do
ultimo PEATE.
Wu et al NAC - via 4grupos: Grupo 2 h/100 dB/ PEATE nas O tratamento com NAC, na avaliagéo
(2020) (84) intraperitoneal - | (controle): 4 ruido banda frequéncias de de 4-HNE em CCE reduziu
24 horas antes, 2  animais Solugdo de oitava de 8, 16 e 32 kHz2 significativamente o acimulo de ROS
horas antes salina + ndo 8a16kHz horas antes e 2 induzido por ruido em CCEs (p<0,05)
imediatamente ruido; grupo |l horas apdés a e atenuou significativamente a
apos e 24 horas (NAC) 3 animais exposicao ao ativagdo de AMPKa desencadeada
apos a receberam NAC ruido, uma vez por exposigdo ao ruido (p< 0,001).
exposicao ao (325 mg/kg) + por semana nas
ruido). néo ruido; 3 semanas
Grupo Il (ruido) subsequentes.
com 4 animais/
Solugdo salina +
ruido; grupo VI
(NAC/ruido): 4
animais/ NAC
(325 mg/kg +
ruido;
Fetoni, et al Qter (100 mg/kg) 4 grupos: Grupo 1 h/120 dB/ PEATE nas Os animais do grupo controle expostos
(2009) (53) - ndo exposto: 3 Tomcontinuo frequéncias de ao ruido tiveram uma diminuigdo mais
via animais ndo de 6 kHz. 2,4, 6,8,12,16 pronunciada do limiar médio no 7 dia
intraperitoneal - ruido + nao e 20 kHz - antes, apds o trauma envolvendo todas as
1 hora antes da tratamento; 1h, 2,7 e 21 dias  frequéncias com maior atenuagédo na
exposicao ao Grupo controle apos a faixa de frequéncia baixa e alta. No dia
ruido e uma vez ruido: 14 exposicao ao 21 houve uma pequena diferenga em

ao dia durante 3
dias.

animais/ ruido +
nao tratamento;
Grupo expostos
ao ruido/veiculo:

10 animais/
solugédo salina +
ruido; Grupo

ruido.

Microscopia
eletrénica de
varredura (SEM)
0s animais foram
eutanasiados

relagdo ao dia 7, para as frequéncias
médias e altas.

No grupo exposto ao ruido tratado com
Qter, as mudangas diminuiram no dia
7 e os valores foram ainda mais
atenuados no dia 21.

113



exposto Qter: 14
animais/  Qter
(100 mg/kg )+
ruido.

ap6és o ultimo
PEATE (21 dia).
Imunocoloragéo
de caspase 3 —
0s animais foram
eutanasiados 24
horas apdés a
exposicao ao
ruido.

Ensaio TUNEL-
0s animais foram
eutanasiados no
dia 2.

A porcentagem de células ativas de
caspase 3 na area correspondente ao
dano maior foi de 62,0+4,5% nas
cocleas expostas ao ruido, e esse
valor foi fortemente reduzido nas
cocleas tratadas com Qter (2,0
1,0%).

Para o ensaio tunel nenhum nucleo
positivo foi identificado no grupo nao
exposto ao ruido. A porcentagem de
nucleos TUNEL positivos marcados foi
de 87,7% 19,3% nas cécleas dos
animais expostos ao ruido e 3,2
4,4% nos animais também expostos,
mas tratados com Qter.

Foi observada diferenca significativa
na perda das células ciliadas externas
entre o grupo tratado e o grupo
controle exposto ao ruido
(F(2,15)=207.18;P=0.000).

Fetoni et al
(2012)
(54)

Qter— via
intraperitonia/
intratimpanica - 1
hora antes da
exposicao ao
ruido.

5 grupos: Grupo

1 (controle
ruido): 15
animais/ néao

tratamento +
ruido; grupo |l
(ruido +Qter): 15
animais:  Qter
(100 mg/kg) via
intraperitoneal +
ruido; Grupo Il
(ruido + Qter
transtimpanica):
4 animais/ 20 ml
de Qter na
orelha direita e
solugéo de
ringer lactato na
orelha esquerda
+ ruido; Grupo
IV (ruido + Qter
transtimpanica):
15 animais/ 40
ml de Qter na
orelha direita e
solugéo de
ringer lactato na
orelha esquerda
+ ruido; Grupo
controle de
solugéo salina (1
ml): 3 animais/
solugdo salina +
ruido;

Grupo controle
IP: 3 animais/
Qter
intraperitonial
(100 ml/kg) +
nao ruido;
Grupo controle
TT: 3 animais/
perfundidos via
transtimpanica

com veiculo
solugéo de
Ringer com

lactato e na
orelha esquerda

com solugéo
salina + néao
ruido.

1 h/120 dB/
Tom continuo
de 10 kHz.

PEATE nas
frequéncias de
6, 12, 16, 20, 24

e 32 kHz - antes,
1, 3, 7 e 21 dias
apos a
exposicao ao
ruido.

A coloragdo de
dihidroetidio
(DHE) foi
realizadano 1, 3
e 7 dia apods a
exposicao ao
ruido

Ensaio TUNEL
0s animais foram
eutanasiados no
dia 3.
Cocleograma e
avaliagéo
quantitativa da
sobrevivéncia
das CC - 9
animais  foram
eutanasiados
apos a
realizagéo do
PEATE no D21.

Os animais do grupo 1 tiveram na
medigéo do dia 21 uma mudanga final
no limiar de 15 a 20 dB para
frequéncias baixas e 25-30 dB para
frequéncias médias e altas.

Os animais tratados via transtimpancia
com solugdo Qter 20% (grupo III)
apresentaram menor recuperagédo do
desvio do limiar (dados néo
mostrados).

Nos animais do grupo Il e IV, tratados
via intraperitonail e transtimpanico, na
concentragado de 40%, a mudanga do
limiar atingiu cerca de 10 dB. Nao

houve mudanga na avaliagdo
realizada no dia 21.
A andlise estatistica encontrou

diferenga significativas no PEATE
entre o grupo | versus grupo Il e IV
(p<0,001), entre grupos e momentos
(p<0,001) e entre momentos e
medidas  (p<0,001). N&o houve
diferengca entre os grupos Il e IV
(tratados  via intraperitonail e
transtimpanico), portanto a mudanca
do limiar induzida pelo ruido nao foi
diretamente relacionada a modalidade
de tratamento medicamentoso.

O tratamento com Qter reduziu
significativamente a morte de CCE nos
grupos Il e IV (p<0,005 na comparagao
dos grupos com o grupo |- controle
ruido).

Foi observado que a intensidade de
coloragéo de fluorescéncia DHE para
a producao de superodxido foi maior no
grupo | do que nos grupos Il e IV. Nao
foram observadas diferengas
relevantes entre os grupos Il e IV. No
ensaio TUNEL, no grupo | foram
identificados nucleos marcados como
TUNEL positivos dentro das CCE e
células ndo sensoriais na regido da
céclea correspondente ao giro basal
médio. Nos animais tratados com Qter
de forma sistémica (grupo Il),
observou-se uma diminuigcdo dos
nucleos positivos na mesma regido do
grupo I. Nao foram observadas
diferengas relevantes entre os grupos
Il e IV na porgéo do giro médio-basal
da coclea.
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Fetoni et al Qter foi 4 grupos: Grupo 1 h/100 dB/ PEATE Nos animais expostos ao ruido que
(2013) (55) dissolvido em noise: 79 10 dias/ nas frequéncias utilizaram o Qter, houve uma melhora
solugdo salina animais/ ndo Faixa de 10 de 6, 12, 16, 20, de 60% dos valores dos limiares em
na dose de 100 tratamento + kHz. 24 e 32 kHz - 3 comparagao ao grupo que nao utilizou
mg/kg. via  ruido; Grupo dias antes da Qter (noise), a partir do D11
intraperitoneal Noise/Qter: 69 exposicao ao (p<0,0001).
solugéo animais/  Qter ruido(D -3); A coloragcdo DHE estava fraca na
Qter foi (100 mg/kg) + antes da coclea do grupo controle. A
preparada ruido; Grupo primeira fluorescéncia foi intensa nas CC e
diariamente e Ctrl: 40 animais/ exposicao ao SGNs nos animais do grupo noise. No
administrada aos  solugéo salina + ruido (D 0); grupo NoiseQter a fluorescéncia
animais do grupo  ndo ruido; antes das aumentou desde o dia 1 até o dia 11,
NoiseQter Grupo CtriQte: sessbesderuido e os efeitos do ruido foram
iniciando 3 d 53 animais/ Qter subsequentes (D  neutralizados pela utilizagdo do Qter
antes da (100 mg/kg) + 1,3,7);eapds o (fraca fluorescéncia).
primeira sessdo n&o ruido . término das A andlise por Western blot demonstrou
traumatizante e sessbes deruido um nivel aumentado da expresséo de
durante os 10 d (D11, 30 e 60). 4HNE nos dias 1,3 e 11 (p<0,001 na
de Coloragédo de comparagédo D1 e D11). A expressao
exposicao ao diidroetidio diminuiu significativamente no D60,
ruido. A injegao (DHE) e atingindo o nivel do D1 (p<0,001 na
foi aplicada 1 h imunocoloragdo  comparacédo D11 e D60). O tratamento
antes das de 4-hidroxi-2- com o Qter, no grupo exposto ao ruido
sessdes de nonenal (4HNE) impediu a expresséo inicial no D1 e
trauma nos dias 1 e reduziu a imunorreatividade no final do
acustico. Os 11. tratamento  (D11) (p<0,001 na
animais do grupo Western Blotnos comparagdo dos grupos noise x
CtriQter grupos Controle noiseQter no dia 1 e dia 11.
receberam um e CtrlQter, no dia
tratamento 1, CtrlQter nodia  Na avaliagao quantitativa da sobrevida
medicamentoso 11, grupo Noise das CC, observou-se no grupo noise
semelhante por nos dias 1,3,11e perda acentuada de CCE e leve
um total de 13 60 e no grupo desaparecimento das CCI. A perda de
dias sem NoiseQter nos CCE foi mais pronunciada no giro
exposicao ao dias 1 e 11. médio (p<0,0001), menos evidente no
ruido. Coloragao de giro basal (p<0,05), e ausente no
rodamina- apical.
faloidina (Rh-Ph)  No grupo NoiseQter a perda de CC foi
e coloracdo de significativamente reduzida (p<0,05
Nissi ap6s o apenas no giro médio na comparagéo
ultimo  PEATE com o grupo controle).
(D60) Na avaliagdo do ganglio espiral, o
grupo controle mostra o canal de
Rosenthal repleto de SGNs e
fasciculos de fibras  nervosas
auditivas. No grupo noise, o SGN
parece menor, com densidade
reduzida e fibras mais finas na
comparagao com o controle (p<0,0001
na comparagao com o controle no giro
médio e p<0,05 no giro basal).
O grupo que foi exposto ao ruido e
recebeu Qter preservou SGNs e fibras
(p<0,001 na comparagdo com o
controle no giro médio e p<0,05 no giro
basal).
Fetoni et al Qter (100 mg/kg) 4 grupos: Grupo 60 m/ 98 dB EOAPD nas Nos animais expostos ao ruido, as
(2016) - via  controle: 15 SPL/ tom frequéncias de amplitudes das EOAPD diminuiram
(56) intraperitoneal - ratos/ ndo purocontinuo 6, 8,12,16,20e progressivamente do dia 7 ao dia 21,
diariamente 1 tratamento + em10kHz/5 24 kHz - atingindo cerca de 15-20 dB (p<0,01
hora antes da néo ruido; dias previamente e 7, na comparagao entre 0 exame prévio
exposicao, até o Grupo consecutivos 14 e 21 dias e D21).
final do exposicdo ao por semana, apos o inicio do O grupo que foi exposto ao ruido e
tratamento. ruido : 15 ratos/ durante 3 tratamento. recebeu Qter apresentou uma
ndo tratamento semanas. PEATE nas atenuagado na queda da amplitude das
+ ruido; Grupo frequéncias de EOAPD (p<0,01 na comparagao entre
Ruido  QTER: 6, 12, 16, 20, 24 o exame prévio e D21).
15 ratos/ Qter e 32 kHz - Entre os grupos que foram expostos
(100 mg/kg) + previamente, 7, ao ruido houve uma diferenga
ruido; Grupo 14 e 21 dias estatisticamente significante na
controle + Qter: apoés o inicio do avaliagdo realizada no D21, nas
15 ratos que tratamento. frequéncias de 20 e 24 kHz , com
receberam o Coloragdo Rh- melhora dos resultados no grupo que
Qter (100 ph); Coloragcdo recebeu Qter(p<0,05).
mg/kg) + ndo de Nissl); Nos animais do grupo exposto ao
ruido. Coloragdo  de ruido, sem utilizagdo de Qter,
miosina 7A; apresentaram limiares do PEATE

avaliagdo do

elevados no D21 (cerca de 40 dB para
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estresse
oxidativo
(superoxido e
peroxidagéo
lipidica);
medigao das
defesas
antioxidantes
enddgenas
(imunocoloragéo
de SODs) e

analise da
intensidade do
espectro de
fluorescéncia.

as frequéncias entre 12-24 kHz)
(p<0,001 na comparagéo entre o D7 e
o D21). Os animais do grupo exposto
ao ruido, tratados com Qter,
apresentaram uma piora do limiar ao
longo do tempo, porém com o dano
atenuado na comparagéo com o grupo
que nao foi tratado. No D21 houve
uma mudangca de limiar de cerca de 20
dB (p<0,001 na comparagéo entre o
D7 e 0 D21).

Na analise do D21, foi observado entre
os grupos que foram expostos ao ruido
uma diferenca estatisticamente
significante  nas frequéncias de
6,12,16 e 20 kHz com melhora dos
resultados no grupo que recebeu
Qter(p<0,0005).

No grupo exposto ao ruido o dano
morfolégico envolveu principalmente
as CCEs na fileira externa. Nos grupos
expostos ao ruido tratados com Qter a
perda de CCE foi significativamente
reduzida; na volta média a perda de
CCE foi de 15 %.

Na comparagédo com o grupo que nao
foi exposto ao ruido, e os grupos
expostos ao ruido apresentaram
diferenga estatisticamente significante
(p<05) na perda das CCE no giro
médio, sendo esta perda
significativamente reduzida no grupo
exposto ao ruido e tratado com Qter.
Apds a exposi¢do ao ruido, no grupo
exposto, a densidade dos neurdnios
do ganglio espiral (GE) foi reduzida
em cerca de 20% (p<05) . No grupo
exposto ao ruido tratados com Qter,
houve um aumento do numero de
SGN preservados. Na comparagao
com o grupo que nao foi exposto ao
ruido, néao houve diferenca
significativa.

A exposicdo ao ruido nido afetou a
viabilidade das células de Deiters nos
animais dos grupos expostos ao ruido
com e sem o tratamento com Qter.

A exposicdo ao ruido aumentou a
quantidade de superéxido, na
comparagdo com O grupo controle,
principalmente no SGNs, (p<0,0001) e
6rgao de Corti (p<0,001). Contudo, o
grupo que foi exposto ao ruido mas
com tratamento com Qter, obteve uma
diminuigao significativa da expressao
de superéxido na comparagdo com o
grupo exposto ao ruido.

As cécleas dos animais expostos ao
ruido indicaram um dano peroxidativo
lipidico, na comparagdo com o grupo
controle, todas as estruturas cocleares
(SGN, Corti e estria vascular)
(p<0,001), No grupo com
administragdo do Qter também houve
uma diferenga na comparagdo com o
grupo controle em todas as estruturas
cocleares (SGN, Corti e estria
vascular) (p<0,05), porém com uma
reducdo da peroxidagdo lipidica em
todas as estruturas cocleares na
comparagdo com o grupo exposto ao
ruido.

No grupo exposto ao ruido, a
peroxidagéo lipidica envolveu
principalmente a camada de CCE e
apenas ligeiramente a camada celular
de Deiters. O tratamento com o Qter
reduziu a quantidade de peroxidagao
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lipidica, ndo atenuou a peroxidagao
lipidica na camada celular de Deiters.
Qter  aumentou as respostas
antioxidantes enddgenas cocleares
nas CCE apés o ruido.

Hanci et al Resveratrol (300 3 grupos: Grupo 6 h/110 dB/ Microscopia A analise por microscopia de luz
(2016) (79) mg/kg/dia) - via 1 (controle): 6 1-12 kHz eletrénica — os demonstrou que o grupo controle
gavagem - 7 ratos/ ndo animais foram apresentou uma estrutura coclear de
dias. tratamento + eutanasiados 30 aparéncia normal; o grupo AT com
néo ruido; minutos apdés o perda predominantemente de CCl,
Grupo 2 (TA): 6 término da com prejuizo também das CCE; e o
ratos/ néo exposicao ao grupo RES+TA apresentou estrutura
tratamento + ruido coclear preservada e com aparéncia
ruido; Grupo C quase normal em comparagao ao
(RS+TA): 4 grupo TA.
animais/ A analise por microscopia eletrdnica
Resveratrol (300 de transmisséo revelou CCE e
mg/kg) + ruido. estrutura de estereocilios normais no
grupo controle. Foi identificado perda
severa de estereocilios no grupo TA.
Embora a perda de estereocilios
tenha sido detectada no grupo
RES+TA, células ciliadas e
estereocilios pareciam normais em
comparagao ao grupo TA.
Andlise por microscopia de varredura
revelou CCE e CCl normais e
estereocilios dispostos verticalmente
no grupo controle. O grupo TA
apresentou perda significativa de
estereocilios e os remanescentes
estavam  dispostos de forma
assimétrica. No grupo RES+TA as
células ciliadas e a estrutura dos
estereocilios pareciam estar quase
normais em comparagado com as do
grupo TA.
Li et al Resveratrol (30 3 grupos: Grupo 3,5 h/116 dB PEATE estimulo Apds a exposi¢cdo, os limiares dos
(2019) (82) mg/kg/dia) via controle: 6ratos/ SPL/ 8 kHz clique - D -3, 2, grupos expostos, com e sem
intraoeritonial solugdo salina + (banda 8,15,22e29. A tratamento medicamentoso, foram
por 4 dias néao ruido; estreita) exposicao ao elevados para 70,6 + 158 dB (p <
Grupo ruido: 6 ruido ocorreu no  0.001 versus grupo controle) no dia 2
ratos/  solugédo DO. e recuperados para aproximadamente
salina + ruido; 51,3+ 7,9 dB (p < 0.001 versus grupo
Grupo ruido controle) no dia 8 até o dia 29, ultima
/resveratrol: 6 avaliagdo pelo PEATE. O limiar
ratos resveratrol auditivo do grupo controle se manteve
(30 mg/kg) + estavel em 25 dB durante toda a
ruido. pesquisa.
Os resultados sugerem o potencial
terapéutico do resveratrol na perda
auditiva induzida pelo ruido.
Seidman et Resveratrol (430 2 grupos: 24 h/105 dB PEATE nas Diferencas estatisticamente
al mg/kg/dia) via  Grupo SPL/ 4500 a frequéncias de significantes nos limiares auditivos
(2003)(83) gavagem por 3 tratamento 9000 Hz 3,6,9,12 e 18 foram observadas na comparagédo do
semanas. resveratrol: 5 kHz - linha de resveratrol com o grupo controle nas
animais/ base, DO, D3,D7 frequéncias de 6 e 9 kHz nos tempos

Resveratrol (430
mg/kg) + ruido;
Grupo controle:
5 animais/
solugéo salina
(0,9 de NaCl) +
ruido

e 4 semanas
apos a
exposicao ao
ruido),

Avaliagédo
histologica
(citococleogram
a) —  Apos
término do
periodo de
estudo de 7
semanas.

(DO, D3, D7 e apds 4 semanas). Na
frequéncia de 12 kHz foi observada
mudanga no limiar no DO e D7.

A perda média de CCE no grupo
controle foi de 1,3% e 0,48% no grupo
tratamento resveratrol. No grupo
controle, o pico de perda de CCE foi de
5,2%, na faixa de 7 a 9 kHz. No grupo
tratamento resveratrol o pico foi de
2,7%, correspondendo a 7 a 8 kHz.
Nao foi observada mudanga nas
células ciliadas internas.
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Seidman et
al (2013) (1)

Resveratrol (5
mg/kg ) - via
gavagem - 3 dias

3 grupos: grupo
A (controle): 4
animais nao
tratamento +
néo ruido; grupo
B (veiculo) : 4
animais / cloreto
de sédio 0,9%

+ ruido; Grupo
C (resveratrol) :
4 animais/
resveratrol (5
mg/kg) + ruido

24 horas
continuas/
ruido de

banda larga /
105 dB.

Andlise de
Western Blot —
Proteina COX-2
(ciclooxigenase-
2) apos a
exposicao ao
ruido.

O grupo resveratrol (C) demonstrou
reducdo na intensidade da proteina
COX-2 na comparagdo com O grupo
veiculo (B) (também exposto ao ruido).
Este, que recebeu solugdo salina
aumentou 13,6 vezes e o grupo
resveratrol aumentou 7,3 vezes
(p<0.05). O grupo controle houve
pouca ou nenhuma expressdo de
COX-2.

Xiong et al.
(2017) (57)

Resveratrol (4,0
g de
resveratrol/kg) -
alimento por 2
meses (dose
aproximada de
300 mg/kl de
peso
corporal/dia)

3 grupos: Grupo

Controle: 12
animais/ ragao
padréo +
exposicao
simulada; Grupo
ruido: 11
animais/ ragao
padrdo + ruido;
Grupo

ruido+resveratro
I 13 animais/
racao padrédo
com resveratrol
+ ruido.

*Um  adicional
de 8
camundongos
feméas foram
utilizadas para
avaliar a
atividade SIRT1
desacetilase

1h/NPS 120
dB /
Frequéncia
centrada em
10 kHz.

PEATE nas
frequéncias de
4,8,16 e 32 kHz-

- (antes do
tratamento -
linha de base;
antes da

exposicao ao
ruido,
imediatamente
apos e 15 dias
apos a
exposicao ao
ruido).

Imuno-
histoquimica
Atividade SIRT1
desacetilase

Apo6s 15 dias da exposigdo ao ruido
houve maior recuperagdo do grupo
ruido+resveratrol em comparagdo ao
grupo ruido nas frequéncias de 4 kHz
(p=0,023) e 16 kHz (p=0,038).
Mudanga do limiar em 8 kHz no grupo
ruido+resveratrol mostraram
tendéncia a diminuir em comparagao
ao grupo ruido, porém nao atingiram
diferenga estatisticamente significante
e nao houve diferenga na frequéncia
de 32 kHz.

Nao houve diferenga na perda da CCI
na comparagdo entre 0s grupos
expostos ao ruido.

A proteina SIRT1 foi fortemente
detectada em nucleos das CCE e
ganglio espiral (GE). O pré-tratamento
com resveratrol atenuou as redugdes
induzidas por ruido nas CCE
(P=0,016) e GE (p+0,045)

Na anadlise do dano oxidativo os niveis
de 4HNE, marcador de estresse
oxidativo, a utilizagdo da ragcdo com
resveratrol diminuiu os niveis de 4HNE
nas CCE (P= 0,035) e GE (p=0,016).

Minami, et Tempol - 2Grupos: Grupo 5 h/ 120 dB/ PEATE nas Na comparagdo entre o grupo nao
al. (2007) administrado a3 1 (controle): 6 ruido de frequéncias de tratado e o grupo tratado com tempol,
(74) mm na agua animais ndo banda de 4,8 e 16 kHz - foi observada no 10 dia reducdo na
potavel - 24 dias, tratados + ruido; oitava 4 kHz antes do mudanga no limiar nas frequéncias de
comegando em Grupo 2: 6 tratamento e 8 e 16 kHz (p< 0,05). A perda média
14 dias antes da  animais/ Tempol reavaliada1e 10 de CCE na regido de 5 a 15 mm do
exposicao ao +ruido. dias apdés apice da coclea, no grupo sem
ruido. exposicao ao tratamento foi de 51% e o grupo que
O grupo controle ruido. foi tratado com tempol de 30%
recebeu dieta Apds a (p<0,01).
ndo suplementa, realizagéo do
mas idéntica, e ultimo PEATE,
agua potavel. 0s animais foram
sacrificados para
exame
histolégico.
Murashita, Tempol (30, 20 2 Grupos: Grupo 4 h/ 128 dB/ PEATE nas Na comparagao entre o grupo tratado
et al. (2006) ou 10 mg/kg) - tempol: 15 tom puro 4 frequéncias de com solugdo salina e os grupos
(64) via animais/ Tempol kHz 4,6,8e 16 kHz- tratados com tempol , foi observada

intraperitoneal -
imediatamente
antes da
exposicao ao
ruido.

nas doses de 30
(n=5), 20 (n=5) e
10 (n=5) + ruido;
Grupo 2 com 5
animais que
receberam
solugdo salina +
ruido.

% horas antes
da exposicao,
imediatamente
apés, uma e
duas semanas
apoés exposicédo
ao ruido.

Duas semanas
apos a
exposicao ao
ruido, os animais
foram
sacrificados para
exame
histolégico.

diferenga estatisticamente significante
na mudanca dos limiares do PEATE
(p< 0,05 no grupo tratado com 20
mg/kg e p< 0,01 no grupo tratado com
30 mg/kg. Nenhum efeito protetor
tenha foi observado apos
administragdo de 10 mg/kg (p> 0,05).
Duas semanas apds a exposicgao, foi
observado o efeito de 30 mg/kg de
tempol na perda de células ciliadas
(em torno da regido de 3,66 mm do
apice); *p< 0,05 para a primeira e
segunda fileiras de células ciliadas
externas na comparagéo com o grupo
que recebeu veiculo.
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