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DEDICATORIA

La se vdo quase quatro anos de desafio. Nunca
imaginei que iria passar por tantas adversidades,
até finalmente conseguir terminar. O primeiro
desafio veio com relagao ao tema: hipotireoidismo
e a area: experimental. Confesso que nao abracei
de bracos abertos, trilhei neste caminho com
muitos medos e incertezas. Ao longo dos anos do
doutorado senti que o desafio era grande: lidar com
os ratos, fazer os exames rodarem nos animais...
achei que ndo iria conseguir e inumeras vezes
pensei em desistir. Mas fui determinada e resolvi os
problemas um a um e enfim o experimento se
concretizou. Quando mal terminei a fase
experimental, em 2016, a vida me deu uma rasteira
para que eu novamente fraquejasse: meu pai sofria
um terrivel acidente de carro que me tirou de cena
de corpo e alma e desta maneira ndo tive cabeca
para escrever os resultados... precisei de um
tempdo para me recompor.

Em meio a tantas tribulacdes estou aqui com o
material concluido, mas muitas vezes pensei que
ndo chegaria ao fim. Trabalho arduo com noites de
sono perdidas e o pior, me sentia made ausente
guando escutava Lucas me dizendo: -Vocé nunca
mais me pegou na escola, na nata¢do, no inglés!
Com tristeza no coracdo eu seguia e dizia a ele, tudo
que faco é para vocé meu amor e juntos iremos
passar por esta fase.

Com forca e muito foco fui escrevendo a tese, mas

em 2017 o desgaste mental e fisico tomou conta de



mim. Olhava para a tese e pensava que muito ainda
tinha por fazer. Me debrucei, estudei, entendi
processos fisioldgicos que eu nem imaginava que
existiam e aqui estd, o meu melhor e o melhor dos
aprendizados que ja tive em todos os aspectos.
Diante de tudo isso dedico minha tao sonhada tese
a meu filho, Lucas, que pelo qual eu via no fundo
dos olhos dele o brilho do meu e sabia o quanto
esta etapa seria importante para nés dois. Vocé
veio a0 mundo para me dar mais brilho, amor e
foco. Mamae ama vocé, meu principe!

Dedico também aos meus pais. Primeiramente a
minha mae por segurar na minha mao para que eu
ndo caisse e claro por ter feito o papel de mae avd
na vida do Lucas. Por ter me apoiado na minha
escolha, por entender o quanto tudo isto iria fazer
diferenca na minha vida. Mae te amo demais, vocé
é meu porto seguro e vocé faz parte deste
momento! Saiba que sempre estarei ao seu lado,
principalmente agora, no momento que vocé mais
precisa de mim. Com certeza olharemos para tras e
veremos que tudo passou, que somos vencedoras
em todos os sentidos.

Ao meu pai, que quase o perdi, por entre meus
dedos. Senti medo, senti a dor da perda, nos
ausentamos em um momento tdo dificil para mim,
mas de repente vocé ressurgiu com sua forca e
garra e disse: “-Vai que vocé consegue: estou aqui
ao seu lado”. Pai, te amo, obrigada pelas palavras
de conforto... enfim serei a sua t3ao sonhada

doutoral!



Ainda preciso dedicar a uma pessoa muito especial
na minha vida: minha irma (in memoriam). Tudo
gue sou devo a vocé, com garra e vontade de viver
por vocé, me tornei fonoaudidloga, professora,
mestre e agora me torno doutora. Tenho certeza
que vocé esteve ao meu lado em todos os
momentos, me levantando enquanto eu caia, me
motivando e emanando vibrag¢des positivas. Te amo

sempre!
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REPERCUSSOES DO HIPOTIREOIDISMO GESTACIONAL E PERINATAL
EXPERIMENTAL NA FUNCAO AUDITIVA DA PROLE DE RATAS

Priscila Feliciano de Oliveira (2018)

Introducdo: Os hormonios tireoidianos (HT) durante a gestacdo sdo criticos para o
desenvolvimento do 6rgéo da audicdo. A hipofuncdo da tireoide neste periodo provoca ma
formacéo do 6rgdo de Corti, caracterizada por alteracdo no sulco interno, membrana tectorial,
ducto colcear, além de dificuldade na diferenciacdo das células ciliadas. Estas alteracGes
repercutem negativamente no sistema auditivo, que pode culminar em perda auditiva. Estudos
experimentais sdo realizados com a inducdo do hipotireoidismo até o periodo pos-natal,
porém ndo ha pesquisas que induzam apenas no periodo gestacional. O impacto da
hipofuncdo tireoidiana restrita ao periodo embrionario permanece desconhecida, o que torna
este estudo inédito.Objetivo: Avaliar o efeito do hipotireoidismo gestacional experimental na
funcdo auditiva da prole adulta em ratos. Material e Método: A pesquisa foi realizada com
ratos Wistar e foi aprovada pelo Comite de ética em pesquisa com animais da UFS, sob o
nimero 21/2015. Foi administrado as ratas Wistar prenhes o farmaco antitireoidiano
metimazol (0,02% - 1-metilimidazol-2-tiol, em &gua potavel, ad libitum.) do nono dia
gestacional (DG) até o dia do parto (21-22DG), e formaram o grupo da prole de méaes
induzidas ao hipotireodismo gestacional (PMHG). No grupo até a lactacdo [prole de maes
induzidas ao hipotireodismo perinatal (PMHPN)], o fA&rmaco metimazol foi administrado do
9°DG ao 15° dia pos natal (DPN). Parte dos grupos PMHG e PMHPN receberam reposicao
dos HT com Levotiroxina na concentracdo de 50 pg/100 mL na &gua de beber. Todos 0s
animais foram submetidos aos seguintes procedimentos: exames de timpanometria, emissdo
otoacustica por produto de distorcdo (EOAPD) e potencial evocado auditivo de tronco
encefalico (PEATE) nas idades de 30, 60, 90 e 120 DPN. Resultados: Os dados ndo
demonstraram disfuncdo da orelha média; porém os grupos induzidos ao hipotireidismo
apresentaram menores valores de compliancia que o grupo prole de méaes eutiroidianas
(p<0,05). EOAPD foi menor no PMHG de 4 a 12 kilohertz (kHz), com auséncia de respostas
no PMHPN (p<0,001). Por outro lado, o PEATE revelou integridade das vias auditivas
neurais até o nivel do tronco enceféalico no sistema nervoso central, sem modificacdo de
laténcia. Além disso, os grupos com hipofuncdo tireoidiana apresentaram maiores limiares
eletrofisioldgicos (isto é, perda auditiva), com pior repercussao no grupo PMHPN (p<0,001).
Né&o foi observada reversdo da hipofuncéo tireoidiana nos grupos que receberam o reposicdo
dos HT, uma vez que apresentaram 0 mesmo comportamento auditivo funcional que os
grupos sem o tratamento com levotiroxina. Concluséo: O hipotireoidismo gestacional altera a
funcdo coclear da prole, com normalidade da integridade das vias auditivas até tronco
encefalico e presenca de perda auditiva sensorioneural de grau moderado a profundo.

PALAVRAS CHAVE: Hipotireoidismo. Hipotireoidismo congénito. Coclea. Perda auditiva.
Ratos.



REPERCUSSIONS OF GESTATIONAL AND PERINATAL EXPERIMENTAL
HYPOTIOIDISM IN HEARING FUNCTION OF OFFSPRING RAT

Priscila Feliciano de Oliveira (2018)

Introduction: Thyroid hormones (TH) during gestation are critical for fetal growth and
development of hearing organ. The lack of maternal TH leads an inadequate development of
Organ of Corti with malformation of internal sulcus, tectorial membrane, cochlear ductus and
a hair cells differentiation. It can adversely affect the auditory system, which can cause a
hearing loss. Experimental studies are performed with postnatal period hypothyroidism
induction, but there are no investigations that induce at gestational period. The impact of
thyroid hypofunction restricted to the embryonic period remains unknown, which makes this
study unpublished. Objective: To evaluate the effect of gestational hypothyroidism on
auditory function of adult offspring in rats. Methods: The research was composed by Wistar
rats and it was approved by the Ethics Committee on Animal Research of Federal University
of Sergipe (Protocol #21/15). Pregnant Wistar rats were given the antithyroid drug
methimazole (0.02% - 1-methylimidazole-2-thiol — MMI, in drinking water, ad libitum) from
gestational day (GD) 9 to delivery day (GD 21-22), and comprises a offspring from
gestational MMI-treated dams group (OGMTD). To lactation hypothyroidism group
[offspring from perinatal MMI-treated dams group (OPMTD)] the drug was given from 9°GD
to the 15th postnatal day (PND). Part of the OGMTD and OPMTD groups received
replacement of HT with levothyroxine at the concentration of 50 ug / 100 mL in drinking
water. All animals were evaluated by tympanometry, distortion product otoacoustic emission
(DPOAE) and auditory evoked brainstem response (ABR) at 30, 60, 90 and 120 PND.
Results: Our data demonstrated no middle ear dysfunction; regardless of hypothyroidism
groups, compliance was lower than the control group (p<0,005). DPOAE was lower in
OGMTD from 4 up to 12 kilohertz (kHz) and absent in OPMTD (p<0,001). On the other
hand, ABR revealed normal integrity of neural auditory pathways up to brainstem level in the
central nervous system, with no latency modification. Additionally, hypothyroidism groups
presented a higher electrophysiological threshold (i.e., hearing loss), worse repercussion in
OPMTD (p<0,001). Groups treated with levothyroxine did not reveal difference on hearing
behavior compared to hypothyroidism groups. Our data suggest that gestational
hypothyroidism leads to a cochlear damage function in offspring, with normality of the
auditory pathways to the brainsten with moderate to profound sensorineural hearing loss.

Key words: Hypothyroidism. Congenital Hypothyroidism. Cochlea. Hearing loss. Rats.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desenvolvimento da coclea e cortex auditivo no homem e no roedor...................... 29
Figura 2. Diagrama do processo de desenvolvimento do 6rgao sensorial do sistema auditivo.
A atuacdo dos HT na diferenciacdo sensorial das células ciliadas............ccccoevrivrviiriiniieninnnn, 30

Figura 3. Modelo de regulacdo da proteina prestina e KCNQ4 das CCE do nascimento ao

12DPN pela ativacdo dos receptores doS HT........coooviieiieiicicceece e 31
Figura 4. Esquema do desenvolvimento da orelha interna desde o 13°DG até o 21°DG,
indicando o inicio da expressdo das proteinas e o processo de maturacdo funcional............... 32
Figura 5. Morfologia coclear dos ratos N0 8°DPN........ccccoiiiiiiiiiiiiieieee e 33
Figura 6. Corte transveral do Org&o de Corti de um rato com 29DPN..........c.ccceevverrveierrennnns 35

Figura 7. Corte longitudinal da coclea com as escalas vestibular, média e timpanica; Orgdo de

Corti apoiado na Membrana DASHAN...........c.oiiiiiiii s 37
Figura 8. Desenho esquematico das células ciliadas externas dos humanos.............c.cccceeveeee. 38
Figura 9. Processo de transducdo mecanoelétrica das CCE...........cccoceveiieiiiiie v e ce e, 39
Figura 10. Esquema ilustrativo da formacao dos grupos experimentais da pesquisa.............. 52

Figura 11. Curva timpanométrica do tipo A com pico dentro da normalidade, pico Ap com
pico acima da normalidade e As, abaixo da normalidade.............cccoocovvveiiiin i, 54
Figura 12. Foto da sonda das EOAPD com oliva de recém-nascido utilizada na testagem com

Figura 13. Foto de um rato adulto anestesiado alocado em uma caixa revestida com espuma

com insercdo da sonda das EOAPD Na OD........ccoiiiiiiniiiiiiieese s 56
Figura 14. Esquema de posicionamento dos eletrodos de eletroencefalografia de acordo com o
Sistema Internacional de Posicionamento 10-20.........cccovviiiiiiiiininieiee e, 57
Figura 15. Desenho experimental ao longo dos 120 dias de ensaios experimentais................ 58

Figura 16. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na massa

corporea da prole com 30, 60, 90 € 120DPN......cccoeiiiiieiieieeie e 62
Figura 17. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagcdo na
compliancia da prole com 30, 60, 90 € 120DPN........ccccoeiiiiiiiieiecie e 63

Figura 18. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
pressdo da compliancia da Prole...........cooiiiiiiie s 64
Figura 19. Estudo da pressdao da compliancia ao longo do procedimento experimental da

prole com 30, 60, 90 e 120DPN, em fungdo do fator tempo.........cccceveriiiiiiieienieseecee e, 64



Figura 20. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD da Prole...........cccooviiiiiiiiniiiiinceee e 65
Figura 21. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
amplitude das EOAPD na prole com 30, 60, 90 € 120 DPN........cccecvviiierieeiieiiese e 67
Figura 22. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD com 30DPN da prole..........cccocvvviiieniieniininiieiecn 68
Figura 23. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD com 60DPN da prole..........cccccovviieiieneiceiiece e, 69
Figura 24. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD com 90DPN da prole..........cccocvvvviiieiiienennnieneen 70
Figura 25. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD com 120DPN da prole........cccccceoevveiveveiieieecie e, 71
Figura 26. Exemplo de um tragado do PEATE de um roedor do grupo PMHG com 30DPN, na
orelha direita, nas intensidades de 90dBNA com a marcagdo das ondas | a V e a 40dBNA,
com presenca de ONAas 11 € IV ..o e 72
Figura 27. Efeito das orelhas no estudo experimental com a inducdo do hipotireoidismo
gestacional e até a lactacdo nas laténcias absolutas | a V, na intensidade de 90dBNA............ 72
Figura 28. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
laténcia das ondas absolutas de | a VV do PEATE, na intensidade de 90dBNA na prole.......... 73
Figura 29. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo em funcdo do fator tempo na
laténcia das ondas absolutas de | a VV no PEATE, na intensidade de 90dBNA da prole com 30,

B0, 90 € L20DPN......cuiiierieieeite ettt et et sa e te e seere e e et et e tenteareereeReereent et e rentenrenne e 74
Figura 30. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo na gestacdo e até a lactacdo na
laténcia interpico I-111, I11-V e I-V do PEATE, na intensidade de 90 dBNA da prole............. 75

Figura 31. Efeito experimental do hipotireoidismo na gestacdo e até a lactacdo nos niveis

minimos de resposta do PEATE NA Prole.......c.ooo i 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Distribuicdo do nimero (n) da prole dos grupos experimentais subdivididos ao
longo do tempo (30 @ T20DPN)....c.uiiieeiiiieieeie et sre e nnes 61
Tabela 2. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo da massa
COMPOTEA A PrOIB......eeieieiee ettt bt b ettt b bbb b 62
Tabela 3. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
COMPHIANCIA A PrOIE......c.eeeeece et e e ae e e es 63
Tabela 4. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude
das freqUENCIAs das EOAPD........ccoiiiii bbb 66
Tabela 5. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude

das frequéncias das EOAPD nos grupos induzidos ao hipotireoidismo em relacdo ao grupo

Tabela 6. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude
das frequéncias das EOAPD nos grupos induzidos ao hipotireoidismo + T4 em relacdo aos
grupos Sem USO e IEVOLITOXING. .......ccueiueiieieeiie ettt ettt e e ens 67

Tabela 7. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na

amplitude das frequéncias das EOAPD cOM 30DPN........cccooeiiiiiininiiiineeeeee e 68
Tabela 8. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD com 60DPN............ccccciveiiiieiieie e 69
Tabela 9. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e perinatal na amplitude das
frequéncias das EOAPD COM GODPN.........cooiiiiiiiieiiiieieie ettt 70
Tabela 10. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
amplitude das frequéncias das EOAPD com 120DPN.........cccccoiveiiiiieiieii e 71

Tabela 11. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
laténcia absoluta das ONAaS 1 @ V........coveiiiieiieie e 73
Tabela 12. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na
laténcia das ondas absolutas de 1 2V N0 PEATE........cooeiii e 74
Tabela 13. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na laténcia
INterpiCo I-111, -V € 1-V dO PEATE ...ttt 75



AASI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aparelho de amplificacdo sonora individual

Na/K ATPase Bomba de sodio e potassio

Cav1-3
SK2

BK
KCNQ4
KCNJ10
CCE
CCl
CONCEA
dBNa
daPA
dBNPS
D1

D2

D3

DG

DPN
DBCA
EOAT
EOAPD
Pit1dw
Fgf
Fgfr3

f1

f2
CDKN
SLC5A5
SLC26A4
TBG

HC
PME

Canal de calcio dependente de voltagem, tipo L, subunidade alfa 1

Canal de potéssio
Canal de potéssio ativado com célcio

Canal de potassio dependente de voltagem, subfamilia Q membro4

Canal de potassio dependente de voltagem, subfamilia J membro10

Células ciliadas externas

Células ciliadas internas

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
Decibel nivel de audicédo

DecaPascal

Decibel nivel de pressdo sonora

Desiodase tipo 1

Desiodase tipo 2

Desiodase tipo 3

Dia gestacional

Dia pés-natal

Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e Utilizacdo de Animais
Emissdes otoacusticas transientes

Emissdes otoacusticas por produto de distorcao

Fator 1 da transcrigdo da pituitéria

Fator de crescimento do fibroblasto

Fator de crescimento do fibroblasto receptor 3
Frequencia 1

Frequencia 2

Genes inibidores da quinase

Gene transportador de soluto da familia 5 membro 5
Gene transportador de soluto da familia 26 membro 4
Globulina ligadora dos hormonios tireoidianos
Hipotireoidismo congénito

Prole de maes eutiroidianas



PMHG
PMHG+T4

PMHPN

Prole de mdes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional
Prole de mées hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com
administracao de T4

Prole de maes hipotiroidianas induzidas até a lactacao

PMHPN+T4 Prole de mdes hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracdo

HG
TSH
TSHr
HT
kDa
MAE
MTZ
nm
TRH
TG

T4
TTR
TE

T3
SLC 26
PEATE
TPO
PTU
TRa
TRal
TRa
TRR
TRb
TRbPY
SNC
OE
oM
Ol

de T4

Hipotireoidismo gestacional

Hormanio tiroestimulante ou tireotrofina
Hormonio tiroestimulante ou tireotrofina mutante
Hormaonios tireoidianos

Kilodaltons

Meato acustico externo

Metimazol

Nandmetro

Tireotropina

Tiroglobulina

Tiroxina ou tetraiodotironina

Transtirretina

Tronco encefélico

Triiodotironina

Transportador de anions, subfamilia 26

Potencial evocado auditivo de tronco enceféalico
Peroxidase tireoidiana

Propiltiouracil

Receptores dos HT alfa

Receptores dos HT alfal

Receptor do hormonio tireoidiano que codifica o TRa
Receptores dos HT beta

Receptor do hormdnio tireoidiano que codifica o TR}
Mutacéo do gene TRDb

Sistema nervoso central

Orelha externa

Orelha média

Orelha interna



SUMARIO

(O [N 2101161 07X @ 1R 21
2. JUSTIFRICATIV AS et r et nne e nneenis 23
3. REVISAO DE LITERATURA ....oooiieteieteeee et s s 24
3.1 HIPOTIFEOIAISIMO ...t et e 24
3.2 O sistema auditivo e a atuag@o do horménio tireoidiano.............ccoeviereiiiiciciiceen 29
3.2.1 Embriologia e funcionamento do 6rgédo da audi¢do em humanos e nos ratos................. 29
3.2.2 A repercusséo do hipotireoidismo na fungdo auditiva ...........ccoevenineniicn e 40
3.2.3 Relagéo da avaliacéo do sistema auditiva em roedores frente ao hipotireidismo ............. 44
4. OBJIETIVOS ...ttt b e bt e r e et Rt e R e e b e b e e R e e e nneens 49
4.1 (@ o= (Vo Xo 1= - | OSSPSR 49
4.2 ODbjJetiVos ESPECTTICOS ...viveiiitirieiiit ettt 49
5. MATERIAL E METODOS ......oooviiiiieeietete e sestese s eses st st s s s ssseesnssnensans 50
5.1 ASPECLOS BLICOS ...vevereeieite ettt sttt sttt et b et b et b bt b b e bbbt bbbttt ne 50
5.2 ANIMAIS ULHTIZAAOS .....oeivieeiei bbbt 50
5.3 GrUPOS EXPEIIMENTANS. ... eevieteiteerecee et e st et te et e e st e s e e steesteeste et e aseesseesseesbeebeesteeseesseesseeaneeaseens 50
5.4, Drogas ULTHZAOAS ......ecieeiieeie ettt ettt e et e et e et e st e s te e beebe e teesaesnaesneesneenneenas 52
5.6 ESIUAD PIlOTO ...t 53
5.7 Avaliacao da fUNGAO AUAITIVA ........c.eiiiiiiiii bbb 53

5.7.1 Meatoscopia € TIMPANOMELITA. ......cuiuerieiierieisie ettt ettt sttt ea s 54

5.7.2 Emissdes otoacusticas por produto de diStOrGAO.........ccccvrveeeeerererereseeeeeene e 55

5.7.3 Potencial evocado de tronco encefalico (PEATE) ......coccoviireiiiieirenese e 56
5.8 Delineamento eXPEriMENTAL...........coiiiiiieiie ettt 58
5.9 Plangjamento ESTALISTICO.......ciieiierieiie ittt sttt sttt en s 58
6.  RESULTADOS ...ttt b et ab e b e s bt e bt e be e be e be e e sbeesaeenbeenas 60
6.1 ESTUAOD PO bbb bbb 60
6.2 Caracterizagio da AMOSIIA ........vciieiiirieeie ettt bbb ene e 61
6.3 TIMPANOMELITA ..ttt b ettt sttt e b s 63

6.4 EmissBes otoacUsticas por produto de diStOrGaO .........c.ceveerererinereise e 64



6.5 Potencial evocado auditivo de tronco eNCEfaliCo ..........oocviiiieiciiieie e 71

A 0 ] 01U 117\ TP 77
7.1 LT 0 VL0111 1 - SOOI 79
7.2 Emissdes otoacusticas por produto de diStOrgao ........ccccvveveveieeieriese e 81
7.3 Potencial evocado auditivo de tronco encefaliCo...........ccovviiieiieiiiie i 85
8. CONGCLUSAO ...ttt ettt ettt et et et et ettt et e s et et ettt ee et et et et eee e e eeenee et ee e eaeees 90
9. REFERENCIAS. ... oo oot eteeeeeeeeeee ettt ettt ee et et et et ee et ese s et et ettt es et et et et eee e e e eeenee et et e eaeeas 91

10. ANEXO .o 102



21

1. INTRODUCAO

Os horménios tireoidianos (HT) atuam no desenvolvimento de diversos 6rgaos e
sistemas, sobretudo no sistema nervoso central, principalmente durante a vida intrauterina.
Nesta fase, o feto depende quase que exclusivamente dos HT produzidos pela mae, uma vez
que a tireoide fetal é inativa até o final do segundo trimestre da gestacdo em humanos e
durante quase toda a vida intrauterina de outros mamiferos (LAZARUS, 2011).

A diminuicdo dos HT durante a gestacdo, desencadeia o hipotireoidismo gestacional
(HG) e implica em reducdo do aporte destes horménios para o feto. Estudos experimentais,
com ratos, evidenciam prejuizos no desenvolvimento pos-natal como disturbio do
comportamento, dificuldade de aprendizagem (DARBRA et al., 2003), hipertensédo (SANTOS
et al., 2012), hipersensibilidade térmica (SANTOS et al., 2012) e alteracbes metabdlicas
(GAUJAC, 2013).

Outra desordem que pode estar relacionada a hipofuncdo da tireoide no periodo
gestacional é a auditiva, porém esta, ainda é pouca conhecida. Pesquisas com humanos vem
sendo desenvolvidas, entretanto ndo s&o capazes de elucidar se o hipotireoidismo,
principalmente o clinico, é agente causal da perda auditiva, uma vez que o tratamento com
tiroxina nestes pacientes é imprescindivel e o uso desta terapéutica pode interferir no
resultado dos estudos (HASHEMIPOUR et al., 2012).

Estudos experimentais sdo mais efetivos para explicar a repercussdo do
hipotireoidismo perinatal no processo de formacdo e desenvolvimento do 6rgdo da audicdo,
uma vez que nao é preconizada a reposicao hormonal para restabelecer o quadro de disfuncéo
tireoidiana. Pesquisa com roedores relatam que a caréncia de HT no periodo gestacional e
neonatal interfere negativamente na funcio auditiva e pode gerar alteragdes no Orgdo de
Corti. A alteracdo auditiva € caracterizada pelo acometimento das células ciliadas, sendo que
quanto maior a dose da droga utilizada para inducdo do hipotireoidismo e o tempo de
administracdo, maiores s@o 0s prejuizos ao sistema auditivo (DEOL, 1973; KNIPPER et al.,
2000).

A maioria dos estudos experimentais induzem o hipotireoidismo até o periodo pés
natal. Tem-se uma diminuicdo dos receptores dos HT (TRa e TRB) e, consequentemente,
diminuicdo do aporte de glicogénio e da proteina prestina (atua no processo de
eletromotilidade das células ciliadas). Além disto, observa-se a ruptura morfologica das
células ciliadas externas (CCE) e a diminuicdo de microtibulos dos pilares celulares
(WEBER et al., 2002; WINTER et al., 2007; RICHTER et al., 2011; SZARAMA et al.,
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2013). Também foram detectadas alteragdes morfoldgicas da orelha interna (Ol), tais como
malformacdo da membrana tectorial, diminuicdo do potencial endococlear e atraso na
diferenciacédo do epitélio sensorial (RUSCH et al., 2001; WEBER et al., 2002; SENDIN et al.,
2007; WINTER et al., 2007).

Evidencias experimentais relatam que alteragdes morfoldgicas e histoldgicas do 6rgao
de Corti comprometem o adequado funcionamento do sistema auditivo, com diminui¢do do
reflexo de sobressalto (GOLDEY et al., 1995a) e perda auditiva neurossensorial coclear
(DEOL, 1973; GOLDEY et al., 1995a; KNIPPER et al., 2000; WADA; YUMOTO; IS0,
2013).

Diante da repercussao negativa no 6rgdo da audicdo dos filhos nascidos de maes com
HG, torna-se imprescindivel o diagnostico precoce da deficiéncia auditiva, uma vez que esta
possui intima relacdo com atraso no desenvolvimento da linguagem, que consequentemente
interfere nos aspectos social, emocional, educacional e familiar (GATTO; TOCHETTO,
2007).

Abordagens experimentais indutoras de hipotireoidismo gestacional permitem um
olhar diferenciado para o estudo da funcao auditiva. Varios autores relatam que pouco se sabe
sobre a relacdo dos HT na funcéo auditiva, sendo assim estudos mais aprofundados devem ser
desenvolvidos a fim de propiciar o entendimento dos impactos da disfungédo tireoidiana
materna na funcdo auditiva da prole. Vale ressaltar que os estudos experimentais induzem a
hipofuncéo tireoidiana até o periodo pds-natal, porém ndo ha pesquisas que evidenciem a
repercussao dos HT na funcdo auditiva apenas no periodo gestacional (RUSCH et al., 2001,
FORREST; REH; RUSCH, 2002; MELSE-BOONSTRA; MACKENZIE, 2013).

Diante do exposto, a influéncia e importancia dos HT na funcdo auditiva no que diz
respeito a repercussdo dos acontecimentos da vida intrauterina na vida adulta, o presente

estudo apresenta-se relevante e inédito.
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2. JUSTIFICATIVAS

Este trabalho pode ser justificado pelas seguintes razdes:
1) Alta prevaléncia de hipotireoidismo durante o periodo gestacional em
humanos;

i) Reconhecida influéncia dos HT maternos no desenvolvimento fetal;

iii)  Caréncia de dados correlacionando hipotireoidismo com a funcdo auditiva

Atualmente ndo ha ferramentas que substituam animais para fins de estudos da fungédo
auditiva, sobretudo da prole de maes com HG. Por outro lado, somente a experimentacdo
realizada com animais tem a possibilidade para responder, de modo satisfatério as perguntas
experimentais apresentadas neste projeto. Ressalta-se aqui 0 impedimento de se desenvolver
este estudo em humanos, uma vez que a deteccdo de hipotireoidismo durante a gestacdo

pressupde a obrigacdo do tratamento das gestantes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo é uma doenca causada pelo funcionamento deficiente da glandula
tireoide e resulta na producdo de quantidade insuficiente ou auséncia dos hormonios
tetraiodotironina (T4) e triiodotironina (T3) (BRENT; DAVIES, 2011).

Sabe-se que a producdo de T4 e T3 é regulada pela secrecdo hipofisaria do horménio
tireosestimulante (TSH). Assim, alteracGes significativas nas concentracdes séricas de TSH
resultam em pequena alteragdo da concentracdo dos hormonios tireoidianos livres, que tornam
0 TSH o melhor indicador de discretas alteragdes da producao tireoidiana (CHIN et al., 1993).

A regulacdo da glandula tiredidea depende do suplemento de iodo regional, porém
observa-se que ha diferencas entre os paises em relagdo a concentragio de iodo (VOLZKE et
al., 2005).

O hipotireoidismo pode ser dividido em clinico (primarios), e se apresenta de forma
classica. Resulta em um aumento da concentracdo de TSH e baixos niveis de T4 e T3. Essa
disfuncdo tireoidiana ocorre em decorréncia da diminuicdo da tireotropina (TRH) pela
reducdo da estimulacdo a glandula tiredidea. A doenca apresenta-se de forma severa e 0s
sinais e sintomas sdo tipicos do hipotireoidismo. Dentre os sintomas, tem-se a presenca de
bradicardia, pele grossa e seca, sensacdo de frio, cabelo seco e sem brilho, fraqueza e letargia
(STAGNARO-GREEN, 2011; BRENTA et al., 2013).

A prevaléncia do hipotireoidismo clinico no periodo gestacional varia de 1,2 a5% e é
considerada alta, e esta intimamente ligada a fatores ambientais e demogréficos (SAHU et al.,
2010; JISKRA et al., 2011; OHASHI et al., 2013; SAKI et al., 2014; ANDERSEN; OLSEN,;
LAURBERG, 2016).

E mais comum na populacdo feminina e na idade reprodutiva (VADIVELOO et al.,
2013; ANDERSEN; OLSEN; LAURBERG, 2016). Alem disto, a doenca estad associada a
fatores de risco como: idade materna avancada, numero de partos, concentracdo de iodo
ingerida, bem como alcool e fumo (ANDERSEN; OLSEN; LAURBERG, 2016). Também héa
relatos na literatura da relagdo do hipotireoidismo com a hipertenséo e diabetes mellitus
(OHASHI et al., 2013).

A repercussdo do hipotireoidismo clinico no periodo gestacional pode acarretar
problemas para a gestante, feto e para o concepto na vida adulta. Dentre 0s prejuizos tem-se:

prematuridade, hipertensao, baixo peso ao nascer, ruptura de placenta e 6bito fetal. Dentre as
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alteracdes no desenvolvimento observa-se: epilepsia, dificuldade de atencéo, hiperatividade,
desordem afetiva e até mesmo esquizofrenia. A literatura também reporta alteragdo na
programacdo fetal, sendo que €& possivel o surgimento de doenca neuroldgica e /ou
psiquiatrica na infancia (STAGNARO-GREEN, 2011; SAKI et al., 2014; ANDERSEN;
OLSEN; LAURBERG, 2015).

Por outro lado, a doenga subclinica é definida por uma alta concentra¢do de TSH e
niveis normais de T3 e T4 (LAZARUS et al., 2014). A desordem subclinica no periodo
gestacional, ndo apresenta sintomas aparentes, pode diretamente afetar e alterar o perfil da
expressdo genética. Acarreta prejuizos para a mae e para o feto como: aborto esponténeo,
hipertensdo gestacional, diabetes gestacional, baixo escore no indice de Apgar (teste que
avalia a vitalidade do recém-nascido no nascimento) e diminuicdo do quoeficiente de
inteligéncia em decorréncia de alteracdo no desenvolvimento intrauterino do sistema nervoso
central (SNC) (STENZEL; HUTTNER, 2013; NEGRO; STAGNARO-GREEN, 2014; SAKI
etal., 2014).

Na populacdo em geral, a prevaléncia de hipotireoidismo subclinico é de 3 a 12%, com
maior acometimento da populacdo feminina (6 a 10%) durante o periodo gestacional (11,3%)
(SAKI et al., 2014) . Observa-se que 20% tendem a apresentar a doenga com idade superior a
60 anos. A influéncia da idade avancada pode ser explicada pela presenca da menopausa, uma
vez que a reposicdo hormonal leva o aumento dos niveis de TSH (BOUCAI; HOLLOWELL,;
SURKS, 2011; KIM; PARK, 2014). Além disto, a prevaléncia é mais alta em paises com
baixas temperaturas na maior parte do ano (necessidade do corpo em manter a termogénese),
na populagéo branca e nos tabagistas (KIM; PARK, 2014).

Pesquisas realizadas no Brasil, apontam dados semelhantes ao da literatura
internacional. A prevaléncia do hipotireoidismo subclinico varia de 6,5 a 19,1%, com maiores
indices para a populacdo feminina (SICHIERI et al., 2007; CAMARGO et al., 2008; SGARBI
etal., 2010; BENSENOR et al., 2011).

Diante do exposto, € notério que a prevaléncia do hipotireoidismo, seja clinico ou
subclinico, varia de acordo com a regido, populagdo, idade, sexo e raga. Um dos fatores que
também permitem a diferenca de prevaléncia na populacdo é o padrdo de normalidade do
TSH adotado. Os valores normais de TSH variam entre as regides. Nos Estados Unidos e no
Japéo os valores normais estéo entre 0,45 a 4,5 miliunidades internacionais por litro (mIU/L)
(SURKS et al.,, 2004; OHASHI et al., 2013). Em contrapartida, na Alemanha o padréo
preconizado como normal é de 0,3 a 3,7 mIU/L (VOLZKE et al., 2005). No Brasil, de acordo

com as recomendacbes do Departamento de Tireoide da Sociedade Brasileira de
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Endocrinologia e Metabologia, sdo adotados valores de 0,4 a 4,5 mIU/L (SGARBI et al.,
2013).

Por ser uma disfuncdo comum nas mulheres e pouco diagnosticada no periodo
gestacional, é crescente a preocupacdo com o diagnostico e tratamento precoce durante a
gravidez. Estudo brasileiro enfatizou que a intervengdo medicamentosa para reposi¢ao dos HT
deve ocorrer, principalmente no periodo gestacional (VILLAGELIN et al.,, 2016). A
Sociedade de Endocrinologia Americana enfatiza que se for diagnosticado antes do periodo
gestacional, o tratamento se torna mais efetivo, caso a mulher venha engravidar (DE GROOT
etal., 2012).

A ultima recomendacdo da Sociedade de Endocrinologia Americana para avaliacao
dos HT durante a gestacdo designa como niveis de normalidade para o TSH no primeiro
trimestre valores de 0,1 a 2,5 mIU/L, no segundo de 0,2 a 3,0 mIU/L e no terceiro 0,3 a 3,0
mIU/L (VANDANA et al., 2014). O Departamento de Tireoide da Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia do Brasil sugere para o primeiro trimestre valores até 2,5
mIU/L e no segundo e terceiro até 3,5 mIU/L (SGARBI et al., 2013). A mais recente diretriz
de diagndstico e manejo da doenca da tiredide durante a gestacdo preconizada pela
Associacdo Americana de Tireoide indica valores de 0,1 a 2,5 mIU/L (ALEXANDER et al.,
2017).

Os valores séricos de T4 também podem definir o quadro de hipotireoidismo. Este é
avaliado quando ndo ha possibilidade de dosagem do TSH. A diretriz de prética clinica da
Sociedade Enddcrina Americana preconiza que na dosagem hormonal, os valores de T4 livre
(5-12 pg/dL ou 50-150 nmol/L) no periodo gestacional, devem ser adaptados no segundo e
terceiro trimestre (DE GROQOT et al., 2012).

Mesmo sendo preconizado o diagnéstico precoce, os testes para dosagem dos HT séo
realizados apenas para 0 grupo de risco e ndo como uma triagem universal (DE GROOT et
al., 2012; BRENTA et al., 2013; LAZARUS et al., 2014; ALEXANDER et al., 2017). O
grupo de risco € caracterizado por mulheres gestantes que apresentam sinais clinicos de
hipotireoidismo; idade acima de 30 anos; antecedentes familiares para hipotireoidismo ou
doenca tiredidea autoimune; com histérico de infertilidade dentre outros (DE GROOT et al.,
2012; LAZARUS et al., 2014; ALEXANDER et al., 2017). Estudos elucidam que a estratégia
de triagem apenas para 0 grupo de risco ndo é suficiente. O melhor custo beneficio para a
gestante, feto bem como para as politicas publicas seria a triagem universal (OHASHI et al.,
2013; VILLAGELIN et al., 2016).



27

Diante do exposto, torna-se imprescindivel o monitoramento da populagdo feminina,
sendo que h& estudos que elucidam a importéncia da triagem englobar também as mulheres de
meia idade, idade com alta prevaléncia (EASTMAN, 2012). A insercdo do diagndstico
precoce possibilita terapia de reposicdo dos HT e evita diversos danos maternos e fetais, uma
vez que esta € uma doenca passivel de prevencdo e tratamento (KOOISTRA et al., 2006;
MOLETI et al., 2009; EASTMAN, 2012).

E alarmante o niumero de mulheres ndo diagnosticadas no periodo gestacional (de 3 a
15%) e essa elevada prevaléncia evidencia que ha necessidade de revisar o programa de
triagem desta disfungdo (NEGRO; STAGNARO-GREEN, 2014). Um estudo relatou a
prevaléncia de 11,8% de hipotireoidismo diagnosticado a partir da 122 semana gestacional, o
que preconiza a intervencao precoce (MOLETI et al., 2009).

Diversos estudos elucidam prejuizos causados pelo hipotireoidismo durante a
gravidez. Um estudo no Paréa analisou a repercussdo da disfuncdo tireoidiana nas criangas
nascidas de mée hipotireoidianas. Foram avaliados 131 prontuérios de criancas com HC que
participaram do Programa Nacional de Triagem Neonatal de Belém. Verificaram que, 57,3%
das criancas iniciaram o tratamento com administracdo de tiroxina em até 90 dias, sendo as
meninas mais acometido pelo HC. Observaram ainda, que 39,7% da amostra total apresentou
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e 34,4% hipoatividade. Os autores relataram a
importancia dos programas de triagem na populagédo infantil para tratamento precoce das
desordens relacionadas ao desenvolvimento, bem como o tratamento do hipotireoidismo
materno durante o periodo gestacional (BENEVIDES et al., 2006).

Um estudo com 96 neonatos com HC nascidos de mées diagnosticadas com
hipotireoidismo na 122 semana gestacional evidenciou que os recém-nascidos apresentaram
baixos indices neuroldgicos (KOOISTRA et al., 2006).

Além das alteracdes neurolOgicas, a literatura ainda reporta comprometimento do
orgdo da audicdo, porém as pesquisas com seres humanos muitas vezes ndo sdo capazes de
inferir que o HC, exclusivo, pode gerar perda auditiva. E preconizado o tratamento com
tiroxina nestes pacientes, e 0 uso da terapéutica pode interferir no resultado dos estudos
(HASHEMIPOUR et al., 2012).

Exames de emissfes otoacusticas transientes (EOAT) e potencial evocado de tronco
encefalico (PEATE) foram realizados em 94 criancas com HC em tratamento com tiroxina
nas idades de 4 meses a 3 anos. Foi diagnosticado 3,2% das criangas com perda auditiva

neurossensorial, sendo que, tal dado reforga a importancia da detec¢do precoce do HG, a fim
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de prevenir diversas alteragGes incluindo desvios no desenvolvimento de linguagem e fala
(HASHEMIPOUR et al., 2012).

Avaliacdo da funcédo auditiva e neuroldgica foi realizada em 45 criancas em tratamento
para HC. Observaram que 20% apresentaram perda auditiva neurossensorial, destes, 8,8%
tinham indicacdo para uso de aparelho de amplificacdo sonora individual (AASI). Com
relacdo aos aspectos neurologicos, 20% foram diagnosticados com QI rebaixado
(VANDERSCHUEREN-LODEWEYCKX et al., 1983).

Observa-se que a repercussdo do HC na audicdo pode se estender para a vida adulta.
Investigadores reportaram presenca de perda auditiva em 88,3% dos individuos, com média
de idade de 23,5 anos, diagnosticados com HC tratados desde o periodo neonatal. A alteragédo
foi caracterizada na maioria, de grau leve a moderado, com acometimento bilateral do tipo
neurossensorial. O diagndstico da perda auditiva ocorreu com uma média de idade de sete
anos, sendo que 17% fizeram uso de AASI na vida adulta (LICHTENBERGER-GESLIN et
al., 2013).

Vale ressaltar que a maioria das pesquisas em humanos estdo voltadas para o
hipotireoidismo clinico e a repercussdao do subclinico ainda é pouco descrita. Estudos
evidenciam que as gestantes com disfungdo da tireoide na forma subclinica também podem
apresentar complicacBes como ruptura da placenta e prematuridade, porém pouco se sabe
sobre a repercussdo da deficiéncia do hormdnio da tireoide no desenvolvimento infantil
(CASEY et al., 2005). Ha relatos que a alteracdo dos HT na forma mais branda da doenca,
pode diretamente afetar e alterar o perfil da expressdo genética, e leva a prejuizos no
desenvolvimento do SNC e rebaixamento do QI (OHASHI et al.,, 2013; STENZEL,
HUTTNER, 2013).

Estudos experimentais sdo capazes de inferir a presenca de alteracdo no 6rgdo da
audicdo em decorréncia do hipotireoidismo, sendo que ha um consenso na literatura do
diagnostico de perda auditiva (UZIEL et al., 1983b; CROFTON et al., 2000; KNIPPER et al.,
2001; SPRENKLE et al., 2001a; LASKY et al., 2002; ANJANA et al., 2006; GRAHAM;
VETTER, 2011). Os estudos com animais evidenciaram que o hipotireoidismo gera
alteracbes nos tecidos e 6rgdos como um todo e também atua negativamente no
desenvolvimento do sistema auditivo e cortex cerebral (UZIEL et al., 1983b; WINTER et al.,
2009; WADA; YUMOTO; ISO, 2013).
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3.2 O sistema auditivo e a atuacdo do hormonio tireoidiano

3.2.1 Embriologia e funcionamento do 6rgédo da audicdo em humanos e

nos ratos

O processo embrionario do 6rgédo da audicdo nos roedores é semelhante aos humanos,
porém nos roedores 0 processo maturacional ocorre ap6s o nascimento (Figura 1). O
desenvolvimento da base morfogenética ocorre antes do nascimento, porém a diferenciacdo

das estruturas mais finas ocorre pos nascimento (DEOL, 1973).

Maturacao coclear
| Fim da maturacio

. '_ i ! _ ! do cortex auditivo
Diferenciacgio das Entrada Fim da

células sensoriais funcao maturacio 1
Nascimento 10 dias 20 dias 2 meses
3 meses 4 1/2 meses Nascimento 6 anos

(in utero) (in utero) ‘ ‘

Défict do horménio da tireside

Figura 1. Desenvolvimento da cdclea e cértex auditivo no homem e no roedor. Extraido e adaptado de
(LENOIR; SHNERSON; PUJOL, 1980)

A Ol, nos roedores, bem como nos humanos, € formada por tecido ectodérmico, sendo
que o placdide 6ptico origina os neurénios do VIII nervo craniano e invagina para formar o
otocisto. E formado por 6rgdos vestibulares: saculo, utriculo e trés canais semicirculares e o
epitélio sensorial destes 6rgdos formam as células ciliadas (BRYANT; GOODYEAR,;
RICHARDSON, 2002).

No 12,5 dia gestacional (DG) (Figura 2), os receptores dos hormonios tireoidianos
(TRB e TRa) agem no processo de diferenciagdo celular dos ratos ap0s 0 nascimento e se
estendem até os estagios mais tardios (BRADLEY; TOWLE; YOUNG, 1994). Estudos
relatam que o TRR € expresso no epitélio sensorial do ganglio espiral e na proteina prestina
(WINTER et al., 2006, 2007; NG et al., 2009). Esta proteina pertencente a familia de
transportadores de anions, subfamilia 26 (SLC26), ¢ responsavel pela eletromotilidade das
CCE e pela amplificacdo coclear (KAVLIE et al., 2015). O TRa esta presente nos canais de
potassio das CCE e no potencial endococlear da estria vascular (WINTER et al., 2006, 2007;
NG et al., 2009).
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Figura 2. Diagrama do processo de desenvolvimento do 6rgédo sensorial do sistema auditivo. A atuagdo dos HT
na diferenciagdo sensorial das células ciliadas. Extraido, traduzido e adaptado de (BRYANT; GOODYEAR;
RICHARDSON, 2002).

Destaca-se a importancia dos horménios tireoidianos durante a gestacdo, sendo que o
periodo critico para o desenvolvimento da Ol dos roedores ocorre entre 0 15° e 17° DG. A
partir do 17°DG inicia a formacdo da glandula tiredidea, porém anterior a este periodo e até a
glandula tiredidea do embrido iniciar o funcionamento, a prole é dependente dos HT maternos
(DEOL, 1973).

E sabido a importancia da atuacio dos receptores no processo de proliferacéo,
diferenciacdo e maturacdo das células ciliadas, sendo que a atuagdo inicia no periodo
gestacional e se estende até o 21°DPN (BERMINGHAM, 1999). Estudos com receptores
dos HT de ratos relatam a importdncia do TRa e TRB no processo maturacional e de
eletromotilidade das CCE. Atuam na expressdo da proteina prestina, no canal de potassio
dependente de voltagem, subfamilia Q4 (KCNQ4) e no canal de céalcio dependente de
voltagem, tipo L, subunidade alfa 1 (Cavl-3) (WINTER et al., 2007), como pode ser

observado na Figura 3.
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Figura 3.Modelo de regulagéo da proteina prestina e KCNQ4 das CCE do nascimento ao 12°DPN pela ativacéo
dos receptores dos HT. Extraido de (BRYANT; GOODYEAR; RICHARDSON, 2002)

A Figura 4 ilustra na linha do tempo, do 13°DG até ao 21°DPN, a ac¢do dos receptores

dos HT no processo de desenvolvimento da Ol até o término da maturacao auditiva.
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Figura 4. Esquema do desenvolvimento da orelha interna desde o 13° DG até o 21° DG, indicando o inicio da
expressdo das proteinas e o processo de maturagdo funcional. Extraido de (DETTLING et al., 2014) .

Diferentemente dos humanos, nos roedores, 0 processo maturacional e o
desenvolvimento da Ol ocorre ap06s o nascimento. Os pilares (células de suporte) passam pelo
processo de diferenciacdo no periodo neonatal, porém as células ciliadas apesar de imaturas
podem ser reconhecidas no periodo embrionario. As células de suporte, sulco espiral e
membrana tectorial sdo estruturas que, no nascimento ainda néo estdo totalmente formadas e
apresentam um aspecto imaturo (DEOL, 1973).

Apds o nascimento, no 1° e 2° DPN, o TRR € responsavel por regular a excitabilidade
neuronal das células sensoriais da coclea, promovida pela proteina prestina (WINTER et al.,
2007). Entre 0 2° e 3°DPN, a prestina aparece na porcéo apical das células ciliadas (WEBER
et al., 2002) e a aparéncia do Orgdo de Corti ainda é a mesma do final do periodo
gestacional. E ainda nesta época que se inicia 0 desenvolvimento da membrana tectorial. No
6° DPN, o sulco interno inicia sua formacao e tem a aparéncia de um estreito espaco sobre a
fina membrana tectorial e os pilares se tornam mais visiveis (DEOL, 1973).

Entre o 8°DPN e 13°DPN tem-se a distribuicdo subcelular da proteina prestina nas
CCE, com inicio na por¢do basal, com posterior distribui¢do para a porcao lateral. Quando os

niveis de prestina tornam-se suficientes para o funcionamento das CCE, inicia-se 0 processo
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de capacitancia da célula (MUSTAPHA et al., 2009). Observa-se que 0 processo maturacional
da proteina prestina inicia no 7°DPN e perdura até aproximadamente o 14°DPN (ASHMORE,
2008).

Paralelo a distribuicdo da prestina, no 8°DPN as células ciliadas passam pelo processo
de organizacdo, sendo formadas trés fileiras de CCE e uma de CCI no epitélio sensorial, as
quais passam a ser separadas pelo Tunel de Corti, e apresentam contato no polo ciliar com a
membrana tectorial (NG et al., 2004) como pode ser observado na Figura 5 . No tdnel de
Corti, estdo situadas as células de suporte, que possuem um citoesqueleto peculiar formado
por actina e microtubulos, e sua diferenciagdo é controlada pelo fator de crescimento do
fibroblastp (Fgf). A atuacdo deste fator na formagdo destas células ocorre desde o 16°DG e,
portanto, estd intimamente ligada aos HT, os quais atuam como reguladores do tecido em
crescimento e no desenvolvimento do citoesqueleto. O citoesqueleto das CCE é formado por
uma base de actina, a qual atua nas propriedades mecanicas destas células, mediada pelos HT
(SZARAMA et al.,, 2013). Observa-se que as CCE sdo envolvidas pelas células de
sustentacdo, sendo que hd um espaco entre elas (espaco de Nuel), o que permite a
movimentacdo das CCE. Na porc¢éo basal ha ligacdo das CCE com as células de suporte de
Deiters, ancoradas na membrana basilar (OLIVEIRA, 1993).
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Figura 5. Morfologia coclear dos ratos no 8°DPN. Extraido de: (NG et al., 2004). TM: membrana tectorial, IS:
sulco interno, ISE: epitélio do sulco interno, TC: Tunel de Corti, V V V células ciliadas externas, ¥ células
Ciliadas internas

Estudos evidenciam que a proteina prestina é responsavel pela motilidade das CCE,
porém a condutancia é predominantemente realizada pelo canal de potassio, KCNQ4, sendo
este regulado pelo receptor TRa. Ainda nos primeiros dias de nascimento, entre 0 5° e 6°
DPN, tem-se a distribuicdo que se inicia pela superficie basolateral e entre 8° e 13° DPN a

distribuicdo segue em direcdo da porcdo basal da CCE. O KNCNQ4 é responsavel pela
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ativacdo negativa do potassio, o que resulta na polarizacdo do potencial da membrana em
repouso (WINTER et al., 2006, 2007; MUSTAPHA et al., 2009).

A eletromotilidade das CCE permite a funcdo mais importante destas células
sensoriais. E importante ressaltar que o mecanismo de amplificacdo coclear nio ocorre
isoladamente com a acdo da proteina prestina. As fibras aferentes necessitam de canais de
potéssio (KCNQ4) que sdo os mais importantes na formacao das sinapses, porém também é
necessario canais de Ca*?. Um desses canais é o Cay 1.3 alD Ca*> encontrado nos roedores
entre 0 1° e 8°DPN. Atuam no processo de maturacdo das CCE e na exocitose das CClI, porém
sua funcdo ndo é totalmente conhecida (MICHNA et al., 2003; WINTER et al., 2007).

Observa-se ainda, uma grande voltagem de condutancia gerada também pelo canal de
potassio ativado com Ca*? (BK). E um canal hetero octomero com 4 subunidades a e 4
subunidades 3, encontrado no 4°DPN nas fibras eferentes das CCE. Pouco se sabe sobre este
canal, porém a literatura relata que possivelmente 0 BK faz a manutencédo e a expressao do
canal KCNQ4. Atua na formagéo do potencial endococlear das CCI e regula as CCE (UZIEL
etal., 1983b; RUTTIGER et al., 2004).

No 9°DPN o Orgéo de Corti torna-se mais maduro, porém as células de suporte ainda
ndo estdo totalmente diferenciadas (DEOL, 1973). Os primeiros potenciais endococleares
surgem entre 9° e 10° DPN e nesta época sao passiveis de registro. Sao potenciais gerados
pelo canal de potassio dependente de voltagem, subfamilia J membro10 (KCNJ10) na por¢édo
posterior da barreira basal celular da estria vascular, localizado célula intermediaria
(MARCUS et al., 2002; WANGEMANN et al., 2004). S6 conseguem ser totalmente visiveis
entre 20° e 21°DPN (FREEMAN et al., 1993; SOHMER; FREEMAN, 1995). Observa-se que
no 24°DPN, o potencial endococlear esta em torno de 105 a 113mV (MUSTAPHA et al.,
2009).

No 15° DPN a membrana tectorial passa a ter posicionamento de um 6rgdo com
configuracdo de adulto e entre o 12° e 25° DPN é possivel observar a presenca de
estereocilios das CCl e CCE, com juncao das celulas de suporte (DEOL, 1973; MUSTAPHA
et al., 2009).

A Figura 6, do Orgdo de Corti elucida todas as estruturas formadas no 29°DPN.
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Figura 6. Corte transveral do Orgéo de Corti de um rato com 29DPN. Extraido de (DEOL, 1973). SC: células de
suporte, PC: células falangeas, HC: células ciliadas, OP:pilar externo, TM: membrana tectorial, IS: sulco espiral
interno, L: limbus

A literatura reporta que o 6rgdo da audicdo dos roedores encontra-se maduro entre 12°
e 15° DPN (GEAL-DOR et al.,, 1993; FREEMAN et al., 1999; ECKRICH et al., 2012).
Autores relatam que o 12°DPN dos roedores corresponde ao 292 semana gestacional dos
humanos (KNIPPER et al., 2000).

Hé& autores gque ainda relatam que o processo de maturacdo ocorre entre o 16° ao 20°
DPN (CROWLEY; HEPP-REYMOND, 1966). Esta variabilidade na literatura, em relagéo ao
periodo de maturacdo do 6rgdo da audicdo dos roedores pode estar relacionada a atividade
elétrica da escala média. Entre o0 6° e 8° DPN é reportada pequena atividade da bomba de
sodio e potassio (Na- K-ATPase), sendo que esta sofre um aumento consideravel entre 12° e
18°DPN e atinge a atividade de um adulto com 19 a 25 DPN, importante no processo de
formagé&o dos potenciais endococleares (KUIJPERS, 1974).

A cdclea nos humanos tem duas voltas e meia em torno do modiolo e nos roedores ha
apenas uma volta e meia; as células ciliadas de ambas as espécies sdo neuroepiteliais. Sabe-se
que, as CCl e CCE por sua localizagdo anatdmica desempenham papeis diferentes. Na por¢ao
apical sdo consideradas mecanotransdutoras e no polo basal sdo neurotransmissoras.

As CCI, dispostas em uma fileira em menor nimero (3.500), s&o consideradas células
sensoriais, sendo que 95% possuem fibras aferentes e sdo inervadas pelos dendritos do nervo
auditivo (ASHMORE, 2008). As CCE existem em maior nimero (10 a 14 mil) e estdo
dispostas em trés fileiras nos humanos e roedores. No polo ciliar sdo banhadas pela endolinfa
e no lateral pela perilinfa. S&o envolvidas por células de sustentacdo, sendo que entre elas

existem o espaco de Nuel, o que permite a movimentacdo entre elas (OLIVEIRA, 1993) Ao



36

contrario das CCI, apenas 5% séao inervadas pelos dendritos no nervo auditivo e possuem
uma extensa inervacao eferente, uma vez que atuam no sistema do feixe olivo coclear (DEOL,
1973; ASHMORE, 2008).

O comprimento da coclea dos ratos € menor (11mm) quando comparado aos humanos
(34 mm) e a faixa de audicdo dos ratos é mais restrita (4 oitavas) do que nos humanos (8/9
oitavas), porém os ratos tem audicdo ultrassdnica que se estende até a frequéncia de 64
quilohertz (kHz) (ASHMORE, 2008; BRUDZYNSKI, 2009).

Estudos com camundongos elucidam que a OM destes animais € menor e possui
menor quantidade de massa com maior rigidez dos ossiculos. Segundo a classificacdo
anatdbmica dos ossiculos, sdo chamados de orelha tipo micro (FLEISCHER, 1978), o que
favorece a transmissdo dos sons nas frequéncias mais altas (MASON, 2013). Vale ressaltar
ainda que o meato acustico externo (MAE) dos ratos nasce ocluido e tem sua abertura,
aproximadamente, no 10° DPN (GEAL-DOR et al., 1993).

Na fisiologia humana, apds a formacdo das estruturas que compdem o ouvido: OE,
OM e Ol, o estimulo sonoro entra pela OE e € transmitido para a OM, pelo sistema timpano
ossicular. A entrada do estimulo sonoro provoca movimentacdo da membrana timpanica e dos
ossiculos na seguinte ordem: martelo, bigorna e estribo, sendo que a movimentacdo do estribo
envia uma onda oscilatéria para a perilinfa, da escala vestibular pela janela oval. A partir
deste momento, a transmissdo da vibragdo vai em direcdo a rampa timpanica e todo o
processo vibratorio atinge a membrana basilar, com propagacdo em direcdo ao helicotrema.
Para elucidar a descri¢cdo anatbmica da Ol, a Figura 7 apresenta um corte longitudinal da
coclea. Sabe-se que a membrana basilar tem uma base mais estreita e se torna mais alargada
no apice, que de acordo com as caracteristicas de elasticidade, massa e rigidez essa vibragdo
passa a ter deflexdo maxima na frequéncia sonora correspondente. Tem se inicio do processo
de seletividade de frequéncia, uma vez que as graves sao estimuladas préximo ao helicotrema
e as agudas, que percorrem uma pequena distancia da membrana basilar para alcancar a

deflexdo maxima, as quais ocorrem proximo ao estribo (OLIVEIRA, 1993).
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Figura 7. Corte longitudinal da coclea dos humanos com as escalas vestibular, média e timpanica; Orgéo de Corti
apoiado na membrana basilar. Extraido de (CORREA, 2011)

A coclea é responsavel pela seletividade frequencial e € um verdadeiro amplificador
acustico, sendo as células ciliadas responsaveis por este processo. As células ciliadas, sdo
organizadas em microtubulos, preenchidas por actina, que permite manter a célula de forma
alongada. Possuem na sua extremidade esteriocilios, em forma de W nas CCE (KURK, 1999;
ASHMORE, 2008) (Figura 8). No corpo das CCE existem proteinas que sao distribuidas ao
longo da membrana plasmatica, dentre elas tem-se além de actina, miosina, tropomiosina e
proteina prestina, sendo esta Ultima a mais importante no processo de eletromotilidade
(OLIVEIRA, 1993; KURK, 1999; ASHMORE, 2008). E descrito que as CCE que ndo
possuem um citoesqueleto bem definido, em decorréncia disto ha uma pressdo hidrostatica
positiva, a qual é mantida com elevados niveis de glicogénio (PRIETO; RUEDA,
MERCHAN, 1990; OLIVEIRA, 1993).
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Figura 8. Desenho esquematico das células ciliadas externas dos humanos. Extraido de:
(HTtp://www.ebah.com.br/content/ ABAAAAZPsAE/audicao-equilibrio) em 09/08/2017

A funcdo primordial das CCE ¢é a amplificacdo coclear e a atuacdo inicia com a
transducdo mecanoelétrica (Figura 9), momento em que ocorre a formacdo do potencial
elétrico. A onda mecénica que permite a vibracdo da membrana basilar, ao entrar na Ol, faz a
movimentacdo do liquido endolinfatico permitindo a deflexdo mecénica dos esteriocilios. A
amplificacdo das CCE se da pela contracio, ndo dependente de Ca 2* nem de ATP
(BREUEL; SANCHEZ; BENTO, 2001). Ha canais i6nicos que auxiliam neste processo de
amplificacdo coclear. Como extensdo da membrana, tem-se os esteriocilios, os quais sdo
rigidos e sdo interligados por filamentos que fazem a unido dos cilios de cada fileira entre si.
Sdo responsaveis pela transducdo e permitem a deflexdo, sendo que para que este processo
ocorra, ha a presenca de um canal idnico de transducdo, o Tip Link. Em atividade tem-se a
abertura do canal do Tip Link, que proporciona o deslizamento de cada estereocilio e o0 alonga
o Tip Link, o que leva a alteracdo do comprimento das CCE. O estiramento das células abre o
canal de transducéo e proporciona a entrada de K* (KCNQ4), o que promove a inclinagdo dos
cilios mediante a estimulacdo acUstica. A mudanca na configuracdo elétrica da membrana e
faz uma queda de voltagem, induz a entrada Ca?*, o que permite o fechamento dos canais, de
modo que o Tip Link é reposicionado (KURK, 1999; ASHMORE, 2008).
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Figura 9. Processo de transdugdo mecanoelétrica das CCE em humanos. Extraido de:
(HTtp://arquivobioqui.blogspot.com.br/2015/11/transducao-de-sinal-das-celulas-ciliadas.HTmL) em 09/08/2017

A segunda fase de atuacdo é conhecida por transducdo eletromecénica das CCE.
Ocorre a contracdo das CCE, em fase frequencial sonora, e este principio é conhecido pela
contracdo rapida. As CCE sdo acopladas a membrana tectorial, pelo aumento da vibracdo a
partir da contracdo das CCE, processo chamado de céclea ativa. Os potenciais receptores
surgem com a inclinacdo dos cilios, 0 que gera uma corrente de potassio estavel na estria
vascular conhecida como BK. Nesta fase hd conversdo de energia elétrica em mecanica,
gerada pela alteracdo mecénica das CCE, ou seja, alteracdo no comprimento (OLIVEIRA,
1993; ASHMORE, 2008)

Como dito anteriormente, 95% das CCE tem inervacéo eferente. E por meio destas
fibras que as CCE disparam a contracdo lenta, ao invés da rapida como forma de um
mecanismo de protecdo celular. As fibras auditivas descendentes sdo originadas no cortex

auditivo primario, e enviam informacdo para o complexo olivar superior pelo tdlamo e
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coliculo inferior. Desta maneira, as fibras saem do tronco encefalico, vdo para o trato olivo
coclear medial que por meio de neurotransmissores acionam a contragdo lenta das CCE da
coclea, o que permite a protecdo da Ol a sons de forte intensidade. O sistema olivo coclear
medial possui algumas funcdes: manter a membrana basilar da cdclea na posicdo estatica a
fim de facilitar a transducdo da energia sonora, mediar a atencdo seletiva e localizagdo da
fonte sonora e atuar como sistema de protecao contra ruidos intensos (BREUEL; SANCHEZ;
BENTO, 2001; WERSINGER; FUCHS, 2011).

O principal neurotransmissor, deste sistema, € a acetilcolina, a qual hiperpolariza a
célula, por meio do bloqueio do Ca?*, e permite a entrada de K*, o que evita a contragéo
rapida das CCE, fazendo com que a contragdo seja lenta. Estudos reportam que esta atividade
é semelhante a acdo da musculatura lisa. Observa-se que as CCIl também possuem inervacéo
eferente, sendo que em menor quantidade, apenas 5%. Esta relacionada ao trato olivococlear
lateral, e 0s neurotransmissores mais frequentes sdo os opidides e a dopamina. A literatura
associa que as alteragdes no trato olivo coclear lateral podem ser detectadas na auséncia de
mielina, o que dificulta a descarga elétrica (FUCHS; MURROW, 1992; ELGOYHEN;
KATZ; FUCHS, 2009).

A Ultima fase é conhecida por transducdo eletromecéanica das CCl, que ocorre pela
contracao rapida das CCE faz com que os cilios longos das CCI toquem a membrana tectorial.
Desta forma, ocorre a despolarizacdo das CCI e tem-se a formacdo dos potenciais receptores
com a entrada de potassio nos canais idnicos dos cilios. Posteriormente, sdo liberados
neurotransmissores e a mensagem passa a ser codificada em impulso elétrico que é enviada
pelo nervo acustico (OLIVEIRA, 1993).

3.2.2  Arepercussdo do hipotireoidismo na funcéo auditiva

Para o estudo da hipofuncéo tireoidiana nas pesquisas experimentais com animais, 0
hipotireoidismo é induzido com o uso de substancias quimicas e administrado via oral as
fémeas prenhas. As substancias quimicas agem na atividade global da glandula da tireoide, no
que diz respeito a acdo dos receptores, funcdo sodio iodeto e transportadores dos HT; enfim
na regulacdo da glandula, sintese e transporte hormonal (BOAS; FELDT-RASMUSSEN;
MAIN, 2012).

S&o descritos na literatura o uso de vérias substancias para indugdo da disfungéo

tireoidiana:
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e Polychlorinated biphenyls e dioxins formam um grupo de produtos quimicos
lipofilicos. Sdo derivados da producdo industrial, e sdo encontrados nos
pesticidas ou em processos de combustdo (GOLDEY et al.,, 1995z;
CROFTON, 2000; CROFTON et al., 2000; LASKY et al., 2002; BOAS;
FELDT-RASMUSSEN; MAIN, 2012; GILBERT et al., 2013);

e Methimazole (MTZ) conhecido por 1-methylimidazole-2-thio faz parte do
grupo tioamida e é uma droga que inibe a sintese dos HT, principalmente a
peroxidase tireoidiana (TPO). Sua formula molecular é C4sHsN2 (KNIPPER et
al., 2000; AHMED et al., 2012; SZARAMA et al., 2013; WADA; YUMOTO;
ISO, 2013);

e Propylthiouracil (PTU) chamado de 6-n-Propyl-2-thiouracil, com férmula
molecular de C7H1oN, é um farmaco derivado de tiouracilo e tem a capacidade
de diminuir a quantidade de HT. E um inibidor da TPO e da 5 desiodase
(DEOL, 1973; UZIEL; RABIE; MAROT, 1980; UZIEL et al., 1983a, 1983b;
PRIETO; RUEDA; MERCHAN, 1990; GOLDEY et al., 1995b).

Observa-se que o Guia Pratico da Sociedade Clinica de Endocrinologia recomenda o
uso da substancia quimica MTZ ou PTU para o tratamento do hipertireoidismo em humanos,
uma vez que eles diminuem os niveis de HT, sendo que as duas substancias quimicas sao
eficazes na inibicdo da sintese dos HT (DE GROQOT et al., 2012). Estudos experimentais que
utilizam essas drogas relatam sua eficadcia em induzir o hipotireoidismo na rata prenha
(GOLDEY etal., 1995b; AHMED et al., 2012; WADA; YUMOTO; ISO, 2013).

Achados na literatura evidenciam prejuizos ao 6rgdo da audicdo na presenca da
disfuncéo tireoidiana com a indu¢do das substancias quimicas acima listadas. Os prejuizos se
tornam mais evidentes quando o hipotireoidismo é induzido até a lactacdo. A relacdo da
alteracdo auditiva com a disfuncdo tiroidiana vem sendo descrita, porém estudos ainda
precisam ser fomentados para elucidar melhor essa relacao.

Um estudo percussor desta linha data de 1973, com a administracdo da dose de 0,1%
de PTU na agua de beber as ratas gestantes do 10° DG ao 14° DPN. Deol (1973) descreveu as
alterac6es no 6rgdo de Corti, decorrente da disfuncdo dos HT, em um estudo histolégico com
indugdo do hipotireoidismo do 10°DG ao 14°DPN, periodo semelhante ao nosso estudo,
porém foi utilizado o PTU como droga indutora. O autor constatou um padrdo de
anormalidade do ducto coclear, sendo que as alteracGes foram mais evidentes na membrana
tectorial. A membrana tectorial tinha uma espessura maior, e ndo era capaz de manter contato

com as células ciliadas. O érgdo de Corti apresentou meia volta ou metade de meia volta em
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torno do modiolo, em contraste observou-se que 0s animais do grupo controle apresentavam
uma volta e meia. As células ciliadas, aparentemente normais, estavam reduzidas em namero,
sendo que cada célula apresentou tamanho menor e aspecto irregular. O autor ainda relatou
dificuldade de diferenciacdo das células de suporte. A diferenciacdo celular ocorreu com
3°DPN, em ambos os grupos, porém no 12°DPN era evidente a distorcdo da membrana
tectorial, a qual ainda estava aderida ao sulco interno espiral, caracterizado como imaturo. No
15°DPN, a distor¢do ao longo do ducto coclear era ainda mais visivel, sendo que a membrana
tectorial ndo apresentava contato com as células ciliadas e tinham uma aparéncia de divisdo
longitudinal, apoiada no sulco interno. O progresso de desenvolvimento do érgdo de Corti foi
mais lento e durante o curso deste, observou-se pouco progresso. O estudo detectou atraso
significativo em toda a formacéo do 6rgao de Corti e diferenciacdo celular, que persistiu até o
29°DPN, sendo que no grupo controle, a diferenciacdo ocorreu em torno do 9°DPN.

Uziel; Rabie; Marot (1980) induziram o hipotireoidismo na fémea prenha na dose de
50 mg de PTU por intubacéo gastrica do 18DG até 30/35DPN. Realizaram eletrococleografia
e observaram inibicdo do desenvolvimento dos potenciais cocleares, com auséncia do
potencial de acdo e de somacdo. Este estudo elucida que o HC leva a alteragdes no
desenvolvimento do Orgdo de Corti, expresso no comportamento auditivo dos animais
(UZIEL; RABIE; MAROT, 1980)

Uziel et al.(1983) utilizaram o mesmo método descrito acima para inducdo do
hipotireoidismo. Na analise histologica da prole foi evidenciado normalidade das CCI, porém
constataram alteracdo na inervacdo; sendo que o maior prejuizo ocorreu nas CCE, as quais
apresentavam anormalidades com aspecto imaturo. Detectaram um atraso na formacdo dos
terminais aferentes da espira coclear, a qual surgiu no 17°DPN, uma vez que em estado
eutireoideo esta acdo ocorre no 6°DPN. Desta forma, destacaram a presenca de atraso do
desenvolvimento da inervacdo das CCE, o que contribui para a auséncia do potencial coclear.

Estudos ainda elucidam, que o hipotireoidismo também & capaz de alterar a densidade
das particulas de glicogénio das CCE, as quais atuam diretamente nas propriedades contrateis
destas células. Para isto, foi realizada analise histologica da coclea da prole nascida de mae
hipotiroidiana p6s inducdo com PTU do 17° DG até 30° DPN. Observou-se que a hipofuncéo
tireoidiana propicia inadequado funcionamento das CCE, com a diminuic¢do das particulas de
glicogénio, que pode desenvolver perda auditiva (PRIETO; RUEDA; MERCHAN, 1990).

A maioria dos estudos relaciona a disfungéo auditiva ao HC. Foi administrado as ratas
prenhas, Aroclor 1245 nas concentragdes de 0,1, 4 e 8 mg/kg por via oral do 6° DG ao 20°

DPN. Constataram que a prole apresentou diminuicdo da amplitude do reflexo de sobressalto
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e perda auditiva neurossensorial de grau leve. Depreende-se que quanto maior a dose de
substancia quimica, maiores 0s prejuizos na funcao auditiva (GOLDEY et al., 1995a).

Foi induzida a hipofuncédo tireoidiana em ratos, com a administracdo de PTU em
diferentes dosagens (0,1,5 e 25ppm) e foi diagnosticada perda auditiva entre 35 e 50dBNA
nas frequéncias até 40kHz. Este dado evidencia que o hipotireoidismo gera perda auditiva, e
torna imprescindivel o controle dos HT no periodo gestacional (GOLDEY et al., 1995b).

Ao longo dos anos, estudos elucidam a importancia dos HT no desenvolvimento
intrauterino da coclea e no processo maturacional da funcdo auditiva, sendo que o receptor
TR é atuante neste processo (FORREST et al., 1996).

Com relagdo a capacidade eletromotora das CCE, a literatura relata que a proteina
prestina atua como uma molécula motora destas células e sdo responsaveis pela
eletromotilidade. Constatou-se que esta proteina age na maturacdo estrutural e funcional do
Orgéo de Corti a partir do 2°DPN da prole. Os autores acreditam que os HT s3o os primeiros
reguladores de transcricdo da proteina prestina e atuam direta ou indiretamente como
modulador na distribuicao sub celular desta proteina (WEBER et al., 2002).

Além dos receptores dos HT, as desiodases também desempenham um importante
papel no processo de desenvolvimento do érgdo da audi¢do, uma vez que o suporte de HT
atinge nivel elevado dentro da cdclea com a atuacdo da desiodase 2 (D2). Esta é responsavel
pelo aumento do nivel de T3, o qual ativa a acdo dos HT antes do inicio da atividade do 6rgédo
da audicdo. A delecdo do D2 permitiu evidenciar, na prole, anormalidades histologicas no
Orgdo de Corti, bem como retardo na diferenciacdo do sulco interno coclear, do epitélio
sensorial e deformidade na membrana tectoria. Essas anormalidades favoreceram uma
desorganizacdo do epitélio sensorial como consequéncia degeneracdo e/ou interrup¢do do
desenvolvimento dos tecidos cocleares (NG et al., 2004).

Outra vertente que faz o estudo da acdo dos HT na funcdo auditiva relatou que poucas
sdo as informagdes sobre a regulacdo aferente das células ciliadas. A literatura infere que os
HT agem na diferenciacdo das células ciliadas e sdo essenciais na morfologia e maturacéo
funcional das sinapses destas células (SENDIN et al., 2007). Nesta mesma linha de raciocinio,
Mustapha et al. (2007) relataram uma redugdo do potencial endococlear pelo prejuizo na
expressao do canal de potassio dependente de voltagem, subfamilia J membro 10 (KCNJ10)
da estria vascular e pelo baixo nivel de KCNQ4. Diminui¢do do KCNQ pode levar ao mau
funcionamento das CCE e dificuldade em reciclar o potassio nas CCE, que pode culminar em

degeneracéo das células sensoriais.
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Autores ainda relataram que o receptor tipo § € o Uinico responsével pela transcrigdo da
proteina prestina e a sua auséncia leva a diminuicdo da eletromotilidade das CCE o que
propicia uma alteracdo na sensibilidade coclear. Observa-se ainda, a participacdo do receptor
tipo al no processo de diferenciacao das células ciliadas, que também atuam na transcri¢ao da
proteina prestina (WINTER et al., 2007).

Além da proteina prestina, existem canais de célcio e potassio que também sdo
importantes para 0 funcionamento das células ciliadas e sdo regulados pelo TRa e TRB,
especialmente pelo TRal. Como exemplo tem-se 0 canal KCNQ4, Cay 1.3 e BK das CCE, os
quais atuam no processo de maturacdo e de polarizacdo da célula, sendo que a disfuncdo
tireoidiana gera prejuizos nestas proteinas e pode levar a uma perda auditiva (WINTER et al.,
2006, 2007).

3.2.3 Relacédo da avaliacdo do sistema auditiva em roedores frente ao

hipotireidismo

Para avaliacdo do comportamento audtivo em humanos, bem como em roedores, séo
utilizados os seguintes instrumentos: EOAPD e PEATE. Estudos descrevem alteracdo nas
EOAPD com diminuicdo e até mesmo ausencia de amplitude de resposta, e presenca de perda
auditiva diagnosticada pelo PEATE frente a hipofuncdo tireoidiana induzida até a lactacéo.

Knipper et al.(2000) administraram as ratas prenhas 0,02% de MTZ, do 3° DG ao 12°
DPN. A prole foi submetida a analise morfoldgica e neuronal da Ol, avaliacdo auditiva com
as EOAPD e PEATE. No grupo controle, induzido com MTZ até o 3° DPN, ndo foram
observadas alteracdes morfoldgicas na céclea, porém foi detectada alteracdo dos limiares
auditivos, com presenca de EOAPD e laténcias de ondas do PEATE normais. Verificaram que
quanto maior o tempo de inducdo do hipotireoidismo, maior o prejuizo no érgdo da audic&o.
Nos animais induzidos até o 12°DPN apresentaram alteracdo nas EOAPD caracterizada por
auséncia de respostas e no PEATE observaram aumento da laténcia das ondas II, Il e 1V
com limiares eletrofisioldgicos elevados.

Rusch et al. (2001) descreveu que a deficiéncia do receptor TRal leva a alteragdes
morfoldgicas na cdclea, enquanto a diminui¢cdo do TRR leva ao retardo da distribui¢do da
expressao de potassio nas CCl, o que altera o potencial endococlear e gera uma perda auditiva
que pode ser constatada no PEATE.
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Sprenkle et al (2001), realizaram mutacdo genética dos receptores dos HT para o
estudo da relacdo do hipotireoidismo com a funcdo auditiva. Nesta vertente, a prole com
mutacdo da tireotrofina (TSHr) mutante foi avaliada com PEATE nas idades de 12, 15, 21 e
28DPN, e os achados demonstraram que a hipofuncéo tireoidiana interfere no processo de
desenvolvimento e maturagdo dos potenciais auditivos. O comportamento auditivo no
12°DPN estava dentro do padrdo de normalidade, ainda estava em desenvolvimento. As
mudancas significativas puderam ser detectadas a partir do 15° ao 21°DPN, porém a partir do
28° DPN os prejuizos se intensificaram e foi diagnosticada perda auditiva nos roedores com
mutacédo do TSH.

Ng et al. (2004) observaram aumento da laténcia das ondas no PEATE, sendo que o
estudo relatou a importancia do D2 no processo de desenvolvimento do 6rgdo da audicéo.

Hé um consenso entre os autores em relagdo a importancia dos receptores TRa ¢ TR
no processo de desenvolvimento e maturacdo do 6rgdo da audicdo, por serem essenciais na
formagdo dos potenciais endococleares, portanto a auséncia gera uma perda auditiva,
caracterizada por uma alteracdo coclear (FORREST et al., 1996; FORREST; VENNSTROM,
2000; RUSCH et al., 2001; GRIFFITH et al., 2002; MUSTAPHA et al., 2009; DETTLING et
al., 2014).

Estudos com mutacdo genética do TSH nas ratas prenhas permitiu identificar
imaturidade do potencial endococlear no 24°DPN diagnosticado no PEATE. Evidenciaram
alteracdes nas estruturas cocleares do 6rgao da audicdo dentre elas, na membrana tectéria, no
Tanel de Corti e na estria vascular. Constataram anormalidade no processo de transducdo
eletromecéanica das células ciliadas o que propiciou dificuldade na geragdo dos potenciais
elétricos. Observou-se um aumento dos limiares e anormalidade no processo de seletividade
de frequéncia, o qual persistiu até a idade adulta (SONG; MCGEE; WALSH, 2008).

E descrito a diminuicdo da amplitude das EOAPD nos grupos hipotireoidianos. O
desenvolvimento das propriedades de transducédo das células ciliadas caracteriza o processo de
eletromotilidade das CCI, que se inicia no 17° DG e termina na primeira semana pos natal
Portanto, observa-se que a disfuncéo tireoidiana antes do 17°DG pode levar a alteragédo de
transducéo das CCE, e este pode ser mais um fator que contribui para (LELLI et al., 2009).

Estudo histolégico e comportamental do 6rgdo da audicdo com as EOAPD em um
modelo de roedores com hipotireoidismo secundario, ou seja, fator 1 da transcricdo da
pituitaria (Pit19") foi possivel detectar reducio da condutincia de KCNQ4, além de atraso no
desenvolvimento da maturagdo morfoldgica da céclea pela disruptura dos receptores HT bem

como mudangas estruturais significativas na membrana tectorial. No 25° DPN, apresentaram
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anormalidade no citoesqueleto dos pilares, a qual persistiu até o 42° DPN. Ademais, as CCE
também apresentaram anormalidades na orientacdo dos cilios. Observaram que além da
malformacdo das CCE, também houve degeneracdo celular devido a falta do potencial de
repouso gerada pelo KCNQ4. Outro aspecto a ser levado em consideracdo é diminuicdo do
potencial endococlear, uma vez que anormalidade na estria vascular gera alteracdo na
expressao do KCNJ10 (MUSTAPHA et al., 2009).

A literatura reporta apenas um unico estudo que faz relacdo dos HT com o
desenvolvimento da OM. Estudiosos elucidam a atuacdo da funcdo tireoidiana no
desenvolvimento da OM, mais especificamente nos ossiculos (martelo, bigorna e estribo),
presente nos Ultimos estagios de desenvolvimento. E sabido que o mesénquima atua no
processo de ossificacdo e tamanho da cartilagem dos ossiculos. Observou-se que 0s receptores
TRal e TRP também atuam no processo de formacdo da OM, além de atuar na coclea, mais
especificamente nos ossiculos. Portanto, acredita-se que a maturagdo da OM também seja
dependente dos HT (CORDAS et al., 2012).

H& um consenso entre a relacdo da dose de substancia quimica na inducdo do
hipotireoidismo com o sistema auditivo. Quanto maior a dose administrada para inducdo da
hipofungdo dos HT, maior o prejuizo na funcdo auditiva. Um estudo com diferentes dosagens
de MTZ (0,002% a 0,02%), administrado a partir do 15°DG ao 28°DPN as ratas prenhas
constatou que a aquisicdo do reflexo de sobressalto é atrasada em todos 0s grupos com
aumento da amplitude da resposta relacionado ao aumento da dose (WADA; YUMOTO; ISO,
2013).

No que tange ao crescimento e desenvolvimento do citoesqueleto, os HT atuam nessa
esfera, no epitélio sensorial do Orgdo de Corti. SA0 responsaveis por regular a expressdo do
fator de crescimento fibroblastico na cdclea. No hipotireoidismo € possivel detectar um
aumento da expressdo do RNAm dos receptores do fator de crescimento fibroblastico (FgfR)
que ocorre em torno do 16°DG. Este aumento pode gerar um atraso na distribuicdo da
expressdao do fator de crescimento do fibroblasto receptor 3 (FgfR3). Os estudiosos
constataram que os HT atuam no desenvolvimento estrutural das células ciliadas. Ocorre um
atraso no desenvolvimento da Ol com consequente atraso na diferenciacdo das CCE e dos
pilares de sustentacdo. As células de suporte apresentam menor nimero de microtubulos e
maior numero de filamentos de actina o que leva ao enrijecimento das CCE, dificultando o
processo de eletromotilidade destas células (SZARAMA et al., 2013). Achados semelhantes
também relacionaram a influéncia do HT na citoarquitetura cortical e processo de maturacao
do Orgéo de Corti (UZIEL et al., 1983a; BERBEL et al., 2010).
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Dettling et al. (2014) relatam que a diminuicdo da amplitude ainda pode ser explicada
pela diminuicdo da expressdo da proteina prestina. Os HT participam do processo de
transcricdo desta proteina, sendo que os receptores dos HT fazem a regulacdo. Estudos com
camundongos evidenciaram a diminuicdo dos receptores tireoidianos em decorréncia do
hipotireoidismo, o qual pode levar a um atraso na formagao desta proteina e uma distribui¢do
imatura que ocorre entre 0 2°DPN e se estende até o 13°DPN. Além disto, a ativagdo dos
receptores TRa e TRR mediam a regulacdo dos canais idnicos, 0s quais sdo importantes no
processo de diferenciacdo das células ciliadas. Dentre os canais de potassio, 0 SK2 e BK e 0
canal de célcio Cayv1.3 sdo regulados no periodo poés-natal. A atuacdo do Cav1.3 nas CCl se
da por meio da exocitose e a condutancia do canal de potassio € realizada pelo canal BK, o
qual é responsavel pela formacdo do potencial endococlear. Autores ainda relatam que a
hiperpolarizacdo celular também ocorre por meio do aumento do canal BK, que por sua vez
inibe a eletromotilidade de resposta das CCE.

Pesquisadores avaliaram a influéncia da TPO, responsavel pela catalise da chave de
reacao da sintese do HT, no 6rgdo da audi¢do. A mutacdo deste gene é descrita na literatura e
causa HC. Constataram alteracdes no sistema auditivo em decorréncia da hipofuncéo
tireoidiana, com presenca de perda auditiva profunda, bem como anormalidades na membrana
tectdria e atraso na maturacdo das estruturas cocleares. Ressaltaram que a perda auditiva é
ocasionada por alteracdes no sistema de amplificagdo coclear das CCE (JOHNSON et al.,
2014).

Estudos aprofundados na area da fisiologia experimental relatam que a disfuncéo
tireoidiana no periodo gestacional e p6s-natal causam alteracdes morfoldgicas, histolégicas e
comportamentais no Orgdo de Corti, e pode ocasionar perda auditiva. Apesar da literatura
demonstrar diferencas entre o processo maturacional do 6rgdo da audi¢cdo nos humanos e
roedores, é sabido que os HT tém participacdo ativa no desenvolvimento sensorial e neural da
fungdo auditiva no periodo embrionario de ambas as espécies. Estudos com humanos e
roedores sdo capazes de evidenciar essa relacdo com a audicdo, porém os fatores que
controlam este processo ainda ndo estdo muito claros (VANDERSCHUEREN-
LODEWEYCKX et al., 1983; RUSCH et al., 2001; BENEVIDES et al., 2006; MELSE-
BOONSTRA; MACKENZIE, 2013), principalmente quando a indugdo do hipotireoidismo
ocorre somente no periodo gestacional, uma vez que ndo ha estudos apenas no periodo

embrionario.
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H& um consenso na literatura que confirma que a hipofuncéo tireoidiana materna
repercute negativamente no 6rgdo da audicdo que pode se estender a vida adulta da prole
(ANDERSEN; OLSEN; LAURBERG, 2015).

A literatura reporta que o hipotireoidismo gera alteracdo estritamente coclear o que
leva a alteragcbes no exame de EOAPD. Essas alteracbes podem ser detectadas na EOAPD
como uma diminuicdo da amplitude e até mesmo auséncia de resposta na inducéo até o
periodo pos-natal (KNIPPER et al., 2000; LASKY et al., 2002; DETTLING et al., 2014).

E sabido que os receptores dos HT atuam na formacéo e desenvolvimento da coclea, e
a auséncia destes, leva a alteracdes morfoldgicas na cdclea (RUSCH et al., 2001). Dentre os
receptores , 0 TRRB, no periodo gestacional, atua na expressao da proteina prestina (WINTER
et al., 2006), na formacdo da membrana tectorial e do sulco interno (DETTLING et al., 2014).
Observa-se ainda que este receptor é essencial na morfologia e no funcionamento normal da
céclea, portanto a diminuicdo dos HT no periodo gestacional podem desencadear alteracGes
morfoldgicas do Orgdo de Corti (RICHTER et al., 2011).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar as repercussdes do hipotireoidismo gestacional e perinatal experimental na

funcéo auditiva da prole adulta de ratas.

4.2 Objetivos especificos

e Analisar a interferéncia do hipotireoidismo gestacional e perinatal nos valores
de compliancia e pressdo da orelha média;

e Observar a variagdo da amplitude de resposta das emissfes otoacUsticas por
produto de distorcdo na prole de mdes com hipotireoidismo gestacional e
perinatal;

e Pesquisar as laténcias absolutas das ondas | a VV do nervo auditivo até tronco
encefalico na prole de mées com hipotireoidismo gestacional e perinatal;

e Determinar o nivel minimo de resposta eletrofisioldgica do potencial auditivo
evocado de tronco encefalico na prole de mdes com hipotireoidismo

gestacional e perinatal.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais aos quais 0os animais utilizados neste estudo
estdo de acordo com as normas e principios éticos preconizados pela Diretrizes Brasileiras
para o Cuidado e Utilizacdo de Animais (DBCA), bem como pelas Diretrizes da Prética de
Eutanésia, ambas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Toda a equipe executora deste projeto estava ciente do conteldo da lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 (Lei Arouca) em tempo para a execucdo do mesmo. Além disso, a presente
proposta de estudo foi submetida & apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA) da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e aprovada sob o n°. 21/2015 (ANEXOL1).
Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero de animais a serem utilizados bem

como a geracdo de desconforto e sofrimento.

5.2 Animais utilizados

A pesquisa trata de um estudo experimental longitudinal. Foram utilizados um total de
93 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, sendo 46 (12 machos e 34 fémeas
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da UFS e 57 proles das ratas
(machos) adquiridas com o acasalamento dos ratos provenientes do Biotério Setorial.

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia Béasica e
Comportamental (LANBAC) na UFS. Durante todo o periodo, os animais tiveram livre
acesso a agua filtrada e racdo especifica para roedores. As salas de manutengdo dos animais e
experimentacao, eram dotadas de sistema de exaustdo e luminosidade controlada com ciclo
claro-escuro de 12/12 horas (luz das 6 as 18 horas) e temperatura de 23 + 2 °C.

Com 120DPN, ao final da testagem, os animais foram eutanasiados sob anestesia
profunda com tiopental sodico (40mg/kg, i.p.). A morte foi confirmada com a parada

cardiaca. As carcacas foram congeladas e o descarte ocorreu com a identificagdo dos sacos.

5.3 Grupos experimentais

Os animais foram organizados em 3 categorias, como descrito na Figura 10:
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CATEGORIA 1: 12 ratos machos adultos (250 a 300 g) para acasalamento com as

fémeas adultas da categoria Il. Este numero de machos foi necessario para manter a
variabilidade genética necessaria para a composi¢éo dos grupos.

CATEGORIA 1lI: 34 fémeas adultas com peso entre 150 a 200g que foram
acompanhadas para acasalamento programado.

As fémeas (categoria Il1) foram mantidas em caixas de policarbonato coletiva com dois
animais por caixa. Diariamente, por no minimo uma semana antes do acasalamento, as ratas
foram submetidas a andlise colpo citoldgica para confirmacdo da regularidade do ciclo
reprodutivo (ciclo estral). Quando estivessem na fase de acasalamento (proesto), as fémeas
eram colocadas na presenca dos machos (categoria 1), na proporcao de duas fémeas para cada
macho e, ali mantidas durante a noite, periodo em que deveria ocorrer o estro.

Apbs este periodo as ratas foram novamente submetidas a analise colpocitologica para
a verificacdo da presenca de espermatozoides e, desta forma, confirmacdo da ocorréncia de
cépula. Em caso positivo, este momento era determinado como 0DG. Com o0 nascimento da
prole o dia zero pés-natal foi considerado ODPN.

Apdbs confirmacdo da gestacdo, 0s grupos experimentais eram estabelecidos. As
gestantes foram induzidas ao hipotireoidismo no periodo gestacional (PMHG) que
compreendeu do 9° dia gestacional (DG) até o parto; e até a lactacdo (PMHPN) do 9°DG até o
15° dia pos-natal (DPN), com e sem administracdo de T4 concomitante ao PMHG. De acordo
com o indice de prenhez de 65% dos animais provenientes do Biotério Central da UFS,
obtivemos 19 ratas prenhes. Ap6s 0 nascimento, as proles das ratas prenhas formaram a
categoria IlI.

CATEGORIA 111: 57 ratos machos da prole das maes da categoria Il, provenientes

do acasalamento destas com os machos da categoria I. Os animais da categoria Ill foram
dispostos de acordo com o0s respectivos tratamentos recebidos pelas suas genitoras, conforme
descrito abaixo:

1. Grupo PME- Prole de ratas méaes eutiroidianas (PME) (n=28): As genitoras
(n=10) receberam agua ad libitum, ou seja, livre acesso, durante todo o periodo gestacional e
até a lactacdo e foram consideradas eutireoidianas. Foram utilizados 10 PME para o estudo
piloto, ou seja, para padronizacdo dos métodos. Compuseram a pesquisa experimental 18
PME para comparagdo com 0s grupos hipotireoidianos.

2. Grupo PMHG - Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo

gestacional (n=10): As maes (n=3) foram submetidas ao protocolo de indugdo de HG
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experimental (HG). Para tanto, PMHG foi oferecido com livre acesso na agua de beber, a
partir do nono dia de gestacdo (9° DG) até o dia do parto 20°/21°DG.

3. Grupo PMHG+T4 - Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas no
periodo gestacional com administracdo de T4 (n=10): As ratas genitoras (n=3) foram
submetidas ao HG com reposi¢do de T4. Assim, o PMHG e o T4 foram oferecidos com livre
acesso na agua de beber, a partir do 9° DG até o dia do parto as maes gestantes.

4. Grupo PMHPN - Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas até a
lactacdo (n=6): As méaes dessa prole (n=2) receberam PMHG a partir 9° DG ao 15° DPN, na
agua de beber com livre acesso.

5. Grupo PMHPN+T4 - Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas até a
lactacdo com administracdo de T4 (n=3): A genitora (n=1) foi induzida com PMHG com
administracdo de T4 oferecidos a partir do 9° DG ao 15° DPN, na agua de beber com livre
acesso.

Para todos os grupos hipotireoidianos, foram selecionados 10 machos para
acompanhamento, porém no decorrer da pesquisa observou-se maior indice de morte nos
grupos perinatais (PMHPN e PMHPN + T4). Tal dado justifica 0 menor nimero nestes

grupos experimentais.

CATEGORIA | LJI::] CATEGORIA I
12 machos adultos 19 fémeas adultas

CATEGORIA 111
/ Prole (57 machos) \
= N\
PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
n=28 n=10 n=10 n=6 n=3

Figura 10. Esquema ilustrativo da formacdo dos grupos experimentais da pesquisa. PME: Prole de ratas de mées
eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mades
hipotiroidianas induzidas até a lactagdo com administracdo de T4.

5.4. Drogas utilizadas

Foi utilizado o inibidor da iodoperoxidase, Metimazol (Mercapto 1 methilimidazol,
Sigma, St Loius, USA) (MTZ) como droga para indugéo do hipotireoidismo.
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Para compor o método foi usado o protocolo de inducdo do HG padronizado pelo
nosso grupo, que faz a administracdo da droga na agua de beber, a livre acesso, a uma
concentracdo de 0,02%, a partir do 9°DG até 20/21°DG (dia do parto). Esse protocolo foi
previamente estabelecido em nosso laboratério quando se verificou que este é capaz de
induzir o hipotireoidismo nas ratas prenhas com redugdo das concentra¢Bes séricas de T3 e
T4, quando comparados com as maes eutiroidianas (ALVES et al., 2013; GAUJAC, 2013).

Para inducdo do grupo perinatal foi utilizado o método adaptado de Knipper et al.
(2000) com inducdo materna do 9°DG até 15°DPN de MTZ na concentracdo de 0,02% na
agua de beber.

Para reposicao dos horménios tireoidianos foi utilizada a Levotiroxina sodica (Sanofi,
Brasil) na concentracdo de 50 pg/100mL, na agua de beber. Nos humanos considera-se essa
concentracdo com uma biodisponibilidade média de 70% da droga (WENZEL,;
KIRSCHSIEPER, 1977).

Os anestésicos utilizados para realizacdo dos procedimentos foi a Ketamina (Syntec,
Brasil) e Xilazina (Syntec, Brasil) administrados em combinagdo por via intraperitonial na

dose de 90 mg/kg de Ketamina e 10mg/kg de Xilazina.

5.6 Estudo Piloto

Foi realizado um estudo piloto com 10 ratos machos adultos para padronizar todos 0s
procedimentos de avaliacdo da funcdo auditiva utilizados neste estudo. Devido a escassez de
referencial tedrico para estas metodologias adaptadas aos ratos, este procedimento foi

necessario.

5.7 Avaliacdo da funcao auditiva

Para a avaliacdo da funcdo auditiva foram realizados os seguintes procedimentos:
anestesia (Ketamina 90mg/kg/Xilazina 10mg/kg), meatoscopia, medida de imitancia acustica,
EOAPD e PEATE.

Para a realizacdo de todos os procedimentos, os animais foram alocados em uma sala
silenciosa no LANBAC. Para garantir baixo nivel de ruido, principalmente para a realizacéo
das EOAPD, foi realizada a avaliacdo pontual do ruido ambiental com o medidor de pressao
sonora (Instrutherm, DEC 460, Sao Paulo, BR), sendo que o ruido deveria ser < a 50dBNPS.
A temperatura ambiental foi de 23(+ 2)°C, sendo que a oliva utilizada para as testagens foi a

de recém-nascido, a qual permitiu adequadas condicgdes de testagem.
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5.7.1 Meatoscopia e Timpanometria

Ap0s sedacdo foi realizada meatoscopia com otoscopio (Welch Allyn, Pocket Junior,
22840, SP, Brasil) para descartar uma possivel obstrucdo do MAE. Caso ndo existisse
nenhum impedimento era realizado o exame de medidas de imitancia acustica com a pesquisa
da curva timpanomeétrica.

O equipamento utilizado foi o analisador de OM portatil (Kamplex/Interacoustics, MT
10, Dinamarca, USA). O tom de sonda deste equipamento é o de 226Hz, sendo que estava
devidamente calibrado como proposto pela resolugédo n® 365 de 30 de margco de 2009 do
Conselho Federal de Fonoaudiologia.

A testagem teve inicio com a introducdo da sonda de recém-nascido no CAE. Na
testagem, um gerador de estimulo sonoro € responsavel por transmitir a energia acustica do
CAE a OM, enquanto isto 0 equipamento exerce uma pressdo positiva, 200 decaPascal
(daPa), que é reduzido progressivamente até atingir a pressdo maxima negativa, -400daPa. A
captacdo é realizada pelo microfone, que gera uma curva timpanométrica como resposta.
Observa-se que a timpanometria fornece informacdes quanto a integridade do sistema
timpano ossicular no que diz respeito a avaliacdo quantitativa do volume e mobilidade do
sistema da OM (ONUSKO, 2004).

Sendo assim, as curvas timpanomeétricas sdo consideradas como normais nos humanos
guando a compliancia esta acima de 0,30mL (curva tipo A) (ONUSKO, 2004). Néo ha relatos
de valores de normalidade para os ratos, porém estudos experimentais com 0S mesmos
animais também utilizaram a classificacdo de Onusko (2014) (GEAL-DOR et al., 1993;
ZHENG et al., 2007). A figura 11 exemplifica os tipos de curvas existentes.

A
15 - - -
Admitancia estatical .
compliancia {cm3) : =i
10 g -
x | g =
. Equivalente volyme
05 - 2 ~ do canal emcm3
ll, L
1 | [} I 1 1
-400 =200 Q +«200

Pressao em daPa

Figura 11. Curva timpanométrica do tipo A com pico dentro da normalidade, pico Ap com pico acima da
normalidade e As, abaixo da normalidade. Extraido de ONUSCO, 2004.
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5.7.2 Emissfes otoacusticas por produto de distorcéo

As EOAPD séo consideradas como uma medida eletroacustica da audicdo e permite a
avaliacdo do sistema auditivo periférico. Estas emissfes sdo sons gerados pela coclea normal
e transmitidos através dos ossiculos e membrana timpanica, medidos no conduto auditivo
externo, na presencga de um estimulo acustico. Possui caracteristicas pré-neurais, ndo-audiveis
e sao evocadas por dois sinais sonoros simultaneos de fraca intensidade (f1 e 2), que resultam
na formacao de uma terceira frequéncia devido a inabilidade da coclea em responder aos dois
sinais simultaneos (SOUZA et al., 2008).

Para a testagem, foi utilizado o equipamento Otoread DP+TE (Interacoustics,
Dinamarca, EU), devidamente calibrado. A analise das EOAPD foi realizada por meio da
frequéncia 1 (f1) e frequéncia 2 (f2), onde 2f1 - 2 com relacdo f1: f2 = 1,22 na resolucdo de
dois pontos por oitava. Como a audigdo dos roedores é ultrassonica, a testagem foi realizada
em altas frequéncias, iniciando em 2 kHz, seguido por 3,4,6,8,10 e 12kHz. A frequéncia f1
apresentou a intensidade de 65dBNPS e f2 de 55dBNPS, mensuradas a uma taxa de aceitacdo
de ruido de no maximo 10dBNPS. As EOAPD sdo normalmente tracadas em funcdo das
frequéncias tonais primarias. Dados demonstram que 2f1-f2 é gerada na regido da céclea que
responde a tons primarios (SOUZA et al., 2008).

A oliva utilizada para a testagem foi a de recém-nascido (Figura 12) e o animal foi

alocado em uma caixa revestida com espuma (Figura 13), como proposto pelo estudo piloto.

!

Figura 12. Foto da sonda das EOAPD com oliva de recém-nascido utilizada na testagem com ratos
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Figura 13. Foto de um rato adulto anestesiado alocado em uma caixa revestida com espuma com insercédo da
sonda das EOAPD na OD

A andlise dos parametros das EOAPD foi realizada pela amplitude, sendo que é
tragado um grafico em funcéo da frequéncia dos tons priméarios denominado DPGRAM. Desta
forma, o resultado, evidencia uma configuracdo detalhada das frequéncias sob teste, que
especifica o funcionamento das CCE. As respostas foram consideradas como presentes
guando a amplitude era maior igual a 3dB em relacdo ao nivel de ruido como descrito por
Bayandir, et al. (2013).

5.7.3 Potencial evocado de tronco encefélico (PEATE)

As ondas de interesse clinico sdo as ondas I, Ill e V, uma vez que apresentam
melhores tragados e s&o mais faceis de ser identificadas. Desta forma avalia-se nos humanos,
as laténcias absolutas e as interpicos dessas ondas (SOUZA et al., 2008)

Para realizacdo do PEATE (Interacoustics, EP 15, Dinamarca, EU) foram utilizados
eletrodos subcuténeos, dispostos da seguinte maneira: um eletrodo positivo no vértix
craniano, dois eletrodos negativos na mastoide (direita e esquerda) e um eletrodo referéncia

(terra) na perna direita ou esquerda (Figura 15).



57

Vértix
Mastéide direita
_=t ) /

==— Mastébide esquerda

< L4

Figura 14. Esquema de posicionamento dos eletrodos do PEATE nos ratos.

Ap0s a colocacdo dos eletrodos, os animais foram posicionados em decubito ventral
em uma caixa e foi feita a pesquisa da impedancia dos eletrodos. A impedéancia utilizada foi a
1 a5 ohms, com o critério de aceitacdo de artefatos em até 20%. O estimulo foi do tipo clique
com polaridade alternada, com pulso monofasico de 100 microssegundos (us) de duracdo a
uma taxa de velocidade do estimulo de 27,7 seg. A quantidade de estimulos promediados foi
de 1.024, em um tempo de 25,0us, com uma estimativa da relagdo sinal/ruido de 4,00 —
9,00ms e um ganho de 100,0K por meio de fones de insercdo ER-3A. Os filtros de linha
ativados foram os de passa baixa centrado em 3000Hz e passa alta em 150Hz. A testagem foi
realizada com uma janela de curta laténcia, 10ms, e o resultado do exame foi analisado a
partir das ondas de potencial elétrico frente ao estimulo sonoro.

Para a pesquisa da integridade das vias auditivas, a intensidade de anélise foi
90dBNA. Apés captura do tracado, as ondas I, IlI, IlIl, IV e V foram assinaladas e
caracterizadas as laténcias absolutas e interpicos. Para a identificacdo do nivel minimo de
resposta, a testagem foi realizada com estimulo decrescente nas seguintes intensidades: 70, 40
e 20dBNA. Caso ndo fossem encontradas ondas nessas intensidades, a testagem prosseguia
com intensidades superiores ou inferiores (80,60,30dBNA) as apresentadas. O nivel minimo
de resposta permite obtencdo do limiar eletrofisiolégico, o qual € caracterizado pela minima
intensidade, a qual permitia o completo desaparecimento das ondas. Foi utilizada a onda I
para caraterizagdo do nivel minimo de resposta, uma vez que esta é a mais proeminente
(ALVARADO et al., 2012).

O critério de normalidade adotado, mesmo que nos humanos, considerou que 0S
limiares auditivos estavam normais quando os valores eram menores iguais a 20dBNA. Para a

classificacdo da perda auditiva, a alteracdo leve foi considerada quando os limiares estavam



58

entre 30 e 40dBNA; moderada entre 50 e 700BNA; severa de 80 a 90dBNA e profunda com
limiares maiores que 100dBNA (SILMAN; SILVERMAN, 1997)

5.8 Delineamento experimental

Abaixo segue desenho experimental utilizado para formacéo das categorias de estudo

e a testagem aplicada no decorrer dos 120 dias (Figura 15).
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Figura 15. Desenho experimental ao longo dos 120 dias de ensaios experimentais. PME: Prole de ratas de méaes
eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4:
Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mdes
hipotiroidianas induzidas até a lactagdo com administracdo de T4.

5.9 Planejamento estatistico

Ap0s a obtencdo dos dados, os resultados obtidos foram expressos em valores de média
marginal e erro padrao da média. Os dados foram analisados com o teste de analise de variancia
mista (Mixed Anova), com pds teste de Tukey HSD.

Nas analises da pesquisa foram considerados como fatores aleatérios a ninhada, o
animal individual e os fatores fixos foram o tratamento durante a gestacdo, tempo e orelhas
(OD e OE).

Para o estudo do peso, a massa corporal foi considerada como variavel dependente e
os fatores de variagdo foram grupos experimentais e tempo. Na timpanometria a varidvel
dependente foi a compliancia e os fatores de variancia foram: grupo experimental e tempo. Na
EOAPD a amplitude de resposta, foi considerada fator fixo, e os fatores de variancia foram:
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grupos experimentais, tempo e frequéncia. No PEATE, a laténcia das ondas absolutas foi
caracterizada como variavel dependente e como independente os fatores grupo experimental e
tempo.

Todos os testes estatisticos foram processados pelo Statistical Package for Social
Sciences versdo 20 (SPSS, Chicago, USA). O nivel critico fixado foi de 5% (P<0,05) para se
admitir uma diferenca de médias como estatisticamente significante. Os gréaficos foram
confeccionados por meio do software GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).
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6. RESULTADOS

6.1 Estudo piloto

Para o estudo piloto, cinco fémeas adultas da categoria Il foram acasaladas com trés
machos adultos da categoria 1. Apos confirmada a gestacdo, as mées foram acompanhadas até
o0 parto. Durante o periodo gestacional e até a lactacdo, receberam &gua ad libitum, ou seja,
livre acesso, e foram consideradas eutireoidianas. Para compor o estudo piloto, foram
utilizados 10 ratos machos (prole), sendo que todos os procedimentos foram realizados com
30DPN.

Na timpanometria, verificou-se que a sonda mais adequada foi a de recém-nascido,
sendo esta, a Unica que propiciou o vedamento da orelha e possibilitou a realizagdo dos testes.
No estudo piloto, ndo foram evidenciados valores de compliancia menores que 0,30mL e 0
exame foi realizado de forma rapida e sem intercorréncias.

Na testagem com as emissdes otoacusticas, observou-se que a sonda mais adequada
para fazer o exame também foi a de recem-nascido. Inicialmente, os animais foram alocados
em uma sala silenciosa no LANBAC para realizacdo da testagem. Uma caixa de papeldo foi
revestida com espuma para absorver o ruido e evitar a interferéncia do mesmo durante os
testes. Além disto, antes do procedimento era realizada a avaliacdo pontual do ruido ambiental
com o medidor de pressao sonora (Instrutherm, DEC 460, So Paulo, BR), sendo que o ruido
deveria ser <a 5S0dBNPS.

Foi avaliada a possibilidade de utilizacdo das emissbes otoacUsticas em duas
plataformas, a saber, EOAT e EOAPD. Porém o EOAT ndo apresentou respostas, sendo que
este teste, desta forma, ndo se mostrou eficiente para a avaliagdo com ratos. Por outro lado, a
EOAPD mostrou-se como uma técnica aplicavel, uma vez que 0s animais sob teste
apresentaram respostas em todas as frequéncias. Nesta testagem, todos o0s animais
apresentaram amplitude > a 3dBNPS, o que é considerado o minimo aceitavel para validar o
método, nas frequéncias > a 4kHz.

Na pesquisa com o PEATE, verificou-se muita interferéncia na leitura do tragado, a
qual foi resolvida com o aterramento da rede elétrica da sala. Inicialmente, o tipo de eletrodo
utilizado foi o de superficie, que mesmo apds a tricotomia da regido da mastoide e vértix
craniano, ndo possibilitou o registro dos potenciais. Para solucionar o problema, foi utilizado
eletrodo subcutaneo nos animais. Os testes foram realizados com os trés tipos de polaridade

(alternada, rarefeita e condensada), porém obteve-se melhor padrdo de resposta com a
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alternada. Com relacdo a promediacgdo dos estimulos, verificou-se que a configuracdo da onda
apresentou bom padrdo com 500 estimulos, porém para garantir melhor tracado, o estudo
piloto foi realizado com 1.024. Os estimulos foram centrados em 3000Hz (passa baixo) e
150Hz (passa alto).

Para a pesquisa da integridade das vias auditivas, foram realizados testes nas
intensidades de 100, 90 e 80dBNA. Verificou-se que o melhor padréo de resposta foi com o
uso de 90dBNA. Foi observada presenca de cinco ondas, 0 que permitiu caracterizacdo da
laténcia das ondas absolutas e interpicos. Para a pesquisa do limiar eletrofisiologico, foi
investigada a menor intensidade de resposta, por meio de um estimulo sonoro decrescente, nas
seguintes intensidades: 70, 40 e 20dBNA. Verificou-se que a onda Il e a IV foram as Unicas
identificadas em intensidades mais fracas, porém a Il apresentou maior ocorréncia, sendo esta
considerada a onda caracteristica para determinacdo do limiar eletrofisiologico, dado este
igual ao de Alvarado et al. (2012).

6.2 Caracterizacdo da amostra

A pesquisa foi baseada no monitoramento dos animais ao longo do tempo: 30, 60, 90
e 120DPN. Na testagem com 30DPN o experimento foi realizado em 57 animais, sendo 10
utilizados para o estudo piloto. Ao longo do estudo, até os 120DPN, foram monitorados 39
animais. Na Tabela 1 tem-se 0 nimero de animais, divididos por grupo experimental e por
idade.

Os grupos PMHPN e PMHPN+T4 foram compostos por uma menor quantidade de
animais. Este fato decorreu da dificuldade na sobrevida das médes e da prole quando
submetidas ao protocolo de inducdo do hipotireoidismo até a lactacdo. Inicialmente, o
protocolo iria ser realizado até o 21DPN, porém as maes e a prole morriam antes de completar
esta idade. Desta forma, observou-se que houve um aumento da sobrevida na inducdo da

hipofuncdo tireoidiana materna até o 15°DPN.

Tabela 1. Distribuicdo do ndmero (n) da prole dos grupos experimentais subdivididos ao longo do tempo (30 a
120 DPN)
Tempo (DPN) PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4 TOTAL

30 . 18 10 10 6 3 47
60 18 10 10 6 3 47
920 | 16 9 7 6 3 41
120 | 15 9 7 5 3 39

No que tange a massa corporal da prole, observou-se que 0s grupos induzidos ao

hipotireoidismo apresentaram menor peso. A andlise estatistica Mixed ANOVA revelou efeito
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do fator principal grupo experimental [F (4;5,869) =6,253, p=0,026], porém o pds-teste de
Tukey HSD revelou significancia estatistica de menor massa corporal para o grupo PMHPN
com p=0,022, quando comparado ao PME.

A Figura 16 (Tabela 2) apresentam os dados da massa corporal com fator de variancia
tempo (30 a 120DPN). Os resultados evidenciaram que ao longo do tempo, 0s animais
apresentaram aumento de peso, semelhante a todos os grupos estudados. Desta forma,
observou-se na andlise estatistica presenca do efeito principal fator tempo [F (3;17,638)
=500,845, p=0,000] e auséncia de interacdo entre os fatores tempo e grupos experimentais [F
(12; 17,292) = 1,366, p=0,270].

40 @ PME
-4 PMHG

3009 <€ PMHG+T4
C # PMHPN
g 2007 PMHPN+T4
o

100-

0 . . .

> & » Ny
Tempo (DPN)

Figura 16. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na massa corpdrea da prole com
30, 60, 90 e 120 DPN (n =18/18/16/15 PME), (n =10/10/9/9 PMHG), (n =10/10/7/7 PMHG+T4), (n= 6/6/6/5
PMHPN) e (n=3/3/3/3 PMHPN+T4) respectivamente, em fungdo do fator tempo. Andlise estatistica: Mixed
ANOVA. Valores expressos com média marginal (xSEM). PME: Prole de ratas de mées eutiroidianas, PMHG:
Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de maes
hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mdes
hipotiroidianas induzidas até a lactagdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas até a
lactagdo com administracdo de T4, DPN: dias p6s-natal.

Tabela 2. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na massa corporea da prole.
Valores expressos com média marginal (xSEM)

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
TEMPO Média (mL) Média (mL) Média (mL) Média (mL) Média (mL)
(DPN) (£SEM) (£SEM) (£SEM)) (£SEM) (£SEM)
30 0,882 (+0,050) 0,630 (+0,067) 0,529 (0,067) 0,476 (+0,086) 0,380 (+0,122)
60 0,786 (+0,050) 0,499 (+0,067) 0,585 (+0,067) 0,551 (0,086) 0,515 (+0,122)
90 0,610 (+0,053) 0,687 (+0,071) 0,654 (0,080) 0,379 (+0,080) 0,472 (£0,122)
120 0,445 (+0,054) 0,377 (£0,071) 0,392 (+0,080) 0,434 (£0,080) 0,373 (x0,122)

Para analise dos procedimentos audioldgicos (timpanometria, EOAPD e PEATE) as

orelhas foram analisadas agrupadamente, uma vez que foi constatado auséncia de diferenca

significativa entre OD e OE no teste Mixed ANOVA (p>0,05).
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6.3 Timpanometria

Na Figura 17 (Tabela 3) esta expressa a compliancia em funcdo do tempo nos
diferentes grupos experimentais, sendo que os valores de compliancia foram menores para 0s
grupos induzidos ao hipotireoidismo quando comparados ao grupo PME. A analise estatistica,
revelou haver presenca do efeito principal do fator tempo [F (3;16,185) = 12,606; p=0,000] e
grupos experimentais [F (4;5,173) = 9,132; p= 0,015], na compara¢do com o grupo PME.

No tocante a interacdo do fator tempo e grupos experimentais, a analise apresentou
dados significativos [F (12;15,387) = 3,864 p= 0,007].
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Figura 17. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na compliancia da
prole com 30, 60, 90 e 120DPN (n 18/18/16/15PME), (n=10/10/9/9PMHG), (n=10/10/7/TPMHG+T4),
(n=6/6/6/5PMHPN) e (n =3/3/3/3PMHPN+T4) respectivamente, na interacdo dos fatores tempo e grupos
experimentais. Analise estatistica: Mixed ANOVA seguida por Tukey HSD post hoc. Valores expressos com
média marginal (zSEM) (*)p<0,05 e (**)p<0,01 quando comparados ao grupo PME para cada idade da
testagem.. PME: Prole de ratas de mades eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas
no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de médes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com
administracdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas até a lactagdo, PMHPN+T4:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administragdo de T4, DPN: dias pds-natal.

Tabela 3. Efeito experimental da inducéo do hipotireoidismo na gestacdo e até a lactagdo na compliancia da
prole. Valores expressos com média marginal (+SEM)

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
TEMPO Média (mL) Meédia (mL) Média (mL) Média (mL) Média (mL)
(DPN) (£SEM) (xSEM) (£SEM)) (£SEM) (£SEM)
30 0,882 (+0,050) 0,630 (+0,067) 0,529 (+0,067) 0,476 (£0,086) 0,380 (+0,122)
60 0,786 (+0,050) 0,499 (+0,067) 0,585 (+0,067) 0,551 (+0,086) 0,515 (+0,122)
90 0,610 (+0,053) 0,687 (+0,071) 0,654 (+0,080) 0,379 (+0,080) 0,472 (+0,122)
120 0,445 (+0,054) 0,377 (£0,071) 0,392 (+0,080) 0,434 (£0,080) 0,373 (x0,122)

A pressdo da complidncia da OM apresentou pico negativo, para todos 0s grupos

experimentais. Na analise dos dados com Mixed ANOVA ndo houve efeito principal dos
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grupos experimentais [F (4; 4,553) = 0,921, p=0,523] (Figura 18) e do fator tempo [F (3;
14,900) = 2,200, p=0,131] (Figura 19). Nao foi detectada interacéo positiva (Mixed ANOVA)

da pressdao em funcdo dos fatores tempo e grupos experimentais [F (12;13,576) = 1,974

p=0,115].
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Figura 18. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na pressdo da
compliancia da prole (n =18 PME), (n =10 PMHG), (n =10 PMHG+T4), (n =6 PMHPN) e (n =3 PMHPN+T4)
em funcdo do fator grupos experimentais. Andlise estatistica: Mixed ANOVA. Valores expressos com média
marginal (tSEM). PME: Prole de ratas de maes eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de mées hipotiroidianas
induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo
gestacional com administracdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactagéo,
PMHPN+T4: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administragdo de T4, daPa:
decaPascals
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Figura 19. Estudo da pressdo da complidncia ao longo do procedimento experimental da prole com 30, 60, 90 e

120DPN, em funcéo do fator tempo. Analise estatistica: Mixed ANOVA. Valores expressos com média marginal
(xSEM). daPa: decaPascals, DPN: dia pds natal.

6.4 Emissdes otoacusticas por produto de distorcéo

Na andlise da amplitude da EOAPD verificou-se dados significativos para o efeito
principal grupos experimentais [F (4;5,458) = 15,445, p= 0,004] e para o fator tempo [F (3;
15,783) = 5,487, p= 0,009]. Desta maneira, observa-se que a amplitude das frequéncias se
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comportou de forma diferente entre 0s grupos induzidos ao hipotireoidismo (menores valores)
quando comparados ao grupo PME, sendo que também diferiram em relacdo ao fator tempo
qguando comparado a idade de 30DPN.

Na Figura 20 (Tabela 4) estdo expressas as amplitudes em funcao das frequéncias sob
teste e grupos experimentais. Apds a analise, os dados obtidos foram significativos para o
efeito principal das frequéncias [F (5;31,282) = 115,710 p= 0,000], uma vez que as
frequéncias apresentaram valores diferentes entre si.

No estudo dos fatores amplitude das frequéncias e grupos experimentais, houve
interacdo positiva nos resultados do Mixed ANOVA [F (20;29,071) = 13,041 p= 0,000],
porém Tukey HSD post hoc evidenciou dados significativos para as frequéncias de 6 a 12kHz
(p< 0,00), quando comparados ao grupo PME. Observou-se presenca de diferenca entre as
frequéncias partir da frequéncia de 6kHz para os grupos com inducdo do hipotireoidismo em

relacdo ao grupo PME.
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Figura 20. Efeito experimental da indugdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD da prole (n =18 PME), (n =10 PMHG), (n =10 PMHG+T4), (n =6 PMHPN) e (n =3
PMHPN+T4) na interacdo dos fatores tempo e grupos experimentais. Andlise estatistica: Mixed ANOVA
seguida por Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (xSEM) (***) p< 0,001 quando
comparado ao grupo PME. PME: Prole de ratas de mdes eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de mées
hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas
no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas até a
lactagdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracéo de T4,
dBNPS: decibel nivel e pressao sonora
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Tabela 4. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das frequéncias das
EOAPD. Valores expressos com média marginal (+SEM)

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4

FREQ. Média dBNPS ~ MédiadBNPS  MédiadBNPS  MédiadBNPS  Meédia dBNPS

(kH2) (+SEM) (+SEM) (+SEM)) (+SEM) (£SEM)
2 1,55 (+3,96) 0,36 (+6,26)  -1,35 (£6,26)) 0,45 (+8,86) -1,20 (+8,36)
4 11,12 (+3,96) 4,04(£6,26) 6,16 (£6,26) -0,07 (+8,86) 0,25 (+8,86)
6 26,26 (£3,96) 17,52 (¢6,26) 16,15 (+6,26) 0,69(+8,86) -1,08 (+8,36)
8 30,24 (£3,96) 21,23 (£6,26)  20,43(x6,26))  -1,04 (+8,86) 0,75 (+8,86)
10 27,47 (+3,96) 17,89 (6,26) 16,04 (6,26) 1,31(+8,86) 0,79 (+8,86)
12 32,30 (£3,96) 19,54 (¢6,26) 19,32 (+6,26) 1,44(+8,86) 0,22 (+8,86)

Na Tabela 5 tem-se a distribuicdo da média marginal (£SEM) dos grupos
experimentais PMHG e PMHPN. Os dados obtidos revelaram reducdo significativa da
amplitude no grupo PMHPN a partir da frequéncia de 6 kHz (p=0,00), quando comparados ao
grupo PMHG.

Tabela 5. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das frequéncias das
EOAPD nos grupos induzidos ao hipotireoidismo em relagdo ao grupo HG. Andlise estatistica: Mixed ANOVA

seguida por Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (xSEM) (***) p< 0,001 quando
comparado ao grupo HG.

PMHG PMHPN P6s Teste PMHG+T4 PMHPN+T4  Pos Teste
Tukey HSD Tukey HSD
FREQ. | MédiadBNPS Média dBNPS P valor Média dBNPS Média dBNPS P valor
(kHz) (xSEM) (xSEM) (xSEM) (xSEM)
2 -0,36 (+6,26) 0,44 (+8,86) 1,00 -1,35 (+6,26) -1,20 (+8,86) 1,00
4 4,04 (£6,26) -0,77 (+8,86) 0,97 6,16 (+6,26) 0,25 (+8,86) 0,92
6 17,52 (+6,26) 0,69 (+8,86) el 16,15 (+6,26) -1,08 (+8,86) baleled
8 21,23 (#6,26)  -1,04 (+8,86) falall 20,43 (+6,26) 0,75 (+8,86) wxx
10 17,89 (+6,26) 1,31 (+8,86) falall 16,04 (+6,26) 0,79 (+8,86) wxx
12 19,54 (+6,26) 1,30 (+8,86) e 19,32 (+6,26) 0,22 (+8,86) e

Os dados do presente estudo evidenciaram que ndo houve interacdo positiva dos
fatores grupos experimentais e uso de T4, quando comparados aos grupos sem administracéo
de T4. O Tukey HSD post hoc ndo revelou diferenca significativa entre os dados (p= 1,00),

descrito na Tabela 6.
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Tabela 6. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na amplitude das frequéncias das
EOAPD nos grupos induzidos ao hipotireoidismo + T4 em relacéo aos grupos sem uso de levotiroxina. Anélise
estatistica: Mixed ANOVA seguida por Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (+SEM),
p=1,00 quando comparado aos grupos sem reposi¢do de T4 (PMHG e PMHPN).

PMHG PMHG+T4 Pés Teste PMHPN PMHPN+T4 Pés Teste
Tukey HSD Tukey HSD
FREQ. Média dBNPS  Média dBNPS P valor Média dBNPS  Média dBNPS P valor
(kHz) (xSEM) (xSEM) (xSEM) (xSEM)
2 -0,36 (+6,26) -1,35 (+6,26) 1,00 0,44 (+8,86) -1,20 (+8,86) 1,00
4 4,04 (16,26) 6,16 (£6,26) 1,00 -0,77 (+8,86) 0,25 (+8,86) 1,00
6 17,52 (+6,26) 16,15 (+6,26) 1,00 0,69 (+8,86) -1,08 (+8,86) 1,00
g 21,23 (%6,26) 20,43 (+6,26) 1,00 -1,04 (+8,86) 0,75 (+8,86) 1,00
10 17,89 (+6,26) 16,04 (+6,26) 1,00 1,31 (+8,86) 0,79 (+8,86) 1,00
12 19,54 (+6,26) 19,32 (+6,26) 1,00 1,30 (+8,86) 0,22 (+8,86) 1,00

No estudo das EOAPD verificou-se que ndo houve interacdo da variavel amplitude nos
fatores tempo e grupos experimentais [F (12; 15,0) = 0,853, p= 0,604] como pode ser

observado na Figura 21.
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Figura 21. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
EOAPD na prole com 30, 60, 90 e 120DPN (n =18/18/16/15 PME), (n =10/10/9/9 PMHG), (n =10/10/7/7
PMHG+T4), (n =6/6/6/5 PMHPN) e (n =3/3/3/3 PMHPN+T4) respectivamente, na interagdo dos fatores tempo e
grupos experimentais. Analise estatistica: Mixed ANOVA. PME: Prole de ratas de maes eutiroidianas, PMHG:
Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de maes
hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administragdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mdes
hipotiroidianas induzidas até a lactagdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas até a
lactacdo com administracdo de T4, DPN: dias pos-natal, dBNPS: decibel nivel de pressio sonora.

Os achados foram analisados em relacdo ao fator idade, sendo que com 30 dias, a
frequéncia de 2kHz apresentou auséncia de respostas, uma vez que os valores de amplitude
foram mais elevados para as frequéncias de 4 a 12kHz, com excecédo para 0s grupos PMHPN
E PMHPN+T4 que apresenta amplitudes rebaixadas quando comparada com 0s demais

grupos (Figura 22/tabela?).
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Figura 22. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 30DPN da prole (n =18 PME), (n =10 PMHG), (n =10 PMHG+T4), (n =6
PMHPN) e (n =3 PMHPN+T4) em relagdo aos grupos experimentais. Andlise estatistica: Mixed ANOVA
seguida pelo teste de Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (+tSEM) PME: Prole de ratas
de maées eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional,
PMHG+T4: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4,
PMHPN: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactagdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mées
hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracdo de T4, dBNPS: decibel nivel e pressdo sonora.

Tabela 7. Efeito experimental da inducdo do hipotirecidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 30DPN

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
FREQ. Média dBNPS ~ MédiadBNPS ~ MédiadBNPS ~ Média dBNPS  Média dBNPS
(kHz) (+SEM) (+SEM) (+SEM)) (+SEM) (+SEM)
2 0,29 (+3,96) -1,43 (+6,26) 0,05 (+6,26)) 0,13 (+8,86) -0,83 (+8,86)
4 11,11 (+3,96) 3,41(6,26) 4,33 (+6,26) -3,54 (+8,86) -3,14 (+8,86)
6 25,56 (+3,96) 19,59 (+6,26) 12,79 (+6,26) 2,75 (+8,86) 3,17 (+8,86)
f 34,03 (+3,96) 26,17 (+6,26) 20,21 (+6,26)) -2,81 (+8,86) 2,14 (+8,86)
10 30,14 (+3,96) 23,27 (+6,26) 10,68 (+6,26) 2,50 (+8,86) -1,00 (+8,86)
— 31,92 (+3,96) 21,40 (+6,26) 16,55 (+6,26) 2,83 (+8,86) 3,35 (+8,86)

Na idade de 60DPN, o grupo PME e os demais apresentaram achados semelhantes a

idade de 30DPN, amplitude rebaixada para 2kHZ com valores maiores que 3kHz para as

demais frequéncias, porém os grupos PMHPN e PMHPN+T4 possuem auséncia de respostas

em quase todas as frequéncias (figura 23/ tabela 8)
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Figura 23. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 60DPN da prole (n=18 PME), (n=10 PMHG), (n=10 PMHG+T4), (n=6 PMHPN) e
(n=3 PMHPN+T4) em relagdo aos grupos experimentais. Analise estatistica: Mixed ANOVA seguida pelo teste
de Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (tSEM) PME: Prole de ratas de maes
eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4:
Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mades
hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracdo de T4, dBNPS: decibel nivel e presséo sonora.
Tabela 8. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 60DPN

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
FREQ. Média dBNPS ~ Média dBNPS ~ MédiadBNPS ~ Média dBNPS  Média dBNPS
(kHz) (+SEM) (+SEM) (+SEM)) (+SEM) (+SEM)
2 1,12 (#3,96)  -1,63 (+6,26) -3,61 (+6,26) 2,17 (+8,86) 0,31 (+8,86)
& 10,40 (¥3,96) 0,70 (+6,26) 3,62 (+6,26) 1,08 (+8,86) 1,02 (+8,86)
6 27,56 (£3,96)  15.85 (+6,26) 17,72 (+6,26) 0,83 (+8,86) -1,69 (+8,86)
¢ 31,19 (£3,96) 20,00 (+6,26) 21,45 (+6,26)  -1,25 (+8,86) -0,45 (+8,86)
10 30,34 (£3,96) 14,81 (+6,26) 19,19 (+6,26) 0,92 (+8,86) -0,81 (+8,86)
L 35,90 (£3,96) 15,84 (+6,26) 20,45 (+6,26) 0,42 (+8,86) 0,48 (+8,86)

Na testagem com 90DPN verificou-se que os valores de amplitude do grupo PME
diminuiram, porém, a relacdo estatistica ainda é significativa entre os grupos de estudo.
Observa-se ainda que os grupos PMHPN e PMHPN +T4 apresentam auséncia de resposta em

todas as frequéncias, dado este que se mantém desde o 30°DPN (figura 24/ tabela 9)
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Figura 24. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 90DPN da prole (n=16 PME), (n=9 PMHG), (n=7 PMHG+T4), (n=6 PMHPN) e
(n=3 PMHPN+T4) em relagdo aos grupos experimentais. Analise estatistica: Mixed ANOVA seguida pelo teste
de Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (+tSEM) PME: Prole de ratas de maes
eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4:
Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mades
hipotiroidianas induzidas até a lactagdo com administracdo de T4, dBNPS: decibel nivel e presséo sonora.

Tabela 9. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das frequéncias das
EOAPD com 90DPN

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4

FREQ. Média dBNPS ~ MédiadBNPS ~ MédiadBNPS ~ MédiadBNPS  Média dBNPS
(kHz) (+SEM) (+SEM) (+SEM)) (+SEM) (+SEM)

2 5,70 (+3,96) 1,72 (+6,26) 0,25 (+6,26) -0,33 (+8,86) -1,67 (6,26)

5 13,48 (+3,96) 8,50 (+6,26) 13,44 (+6,26) 1,33 (+6,26) 5,14 (+6,26)

6 27,80 (+3,96) 23,20 (+6,26) 22,06 (+6,26) 0,00 (+6,26) -3,49 (+6,26)

f 30,53 (+3,96) 26,98 (+6,26) 26,63 (+6,26) -0,08 (+6,26) 1,83 (+6,26)

10 26,72 (+3,96) 23,18 (+6,26) 25,19 (+6,26) 1,67 (+6,26) 1,33 (+6,26)

— 35,96 (+3,96) 23,70 (+6,26) 25,00 (+6,26) 1,92 (+6,26) -4,48 (+6,26)

Aos 120DPN, ultima idade da testagem observa-se que as frequéncias dos grupos

hipotireoidianos apresentam padréo rebaixado quando comparados com o grupo PME com

interacdo positiva nas frequéncias de 4 a 12kHz (figura 25/tabela 10).
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Figura 25. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 120DPN da prole (n =15 PME), (n =9 PMHG), (n =7 PMHG+T4), (n =5 PMHPN)
e (n =3 PMHPN+T4) em relacdo aos grupos experimentais. Andlise estatistica: Mixed ANOVA seguida pelo
teste de Tukey HSD post hoc. Valores expressos com média marginal (tSEM) PME: Prole de ratas de médes
eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4:
Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactacdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de mdes
hipotiroidianas induzidas até a lactagdo com administracdo de T4, dBNPS: decibel nivel e presséo sonora

Tabela 10. Efeito experimental da inducéo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na amplitude das
frequéncias das EOAPD com 120DPN

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4

FREQ. Média dBNPS ~ MédiadBNPS ~ MédiadBNPS ~ MédiadBNPS  Média dBNPS
(kHz) (£SEM) (xSEM) (xSEM)) (xSEM) (xSEM)

2 1,42 (+3,96) -2,08 (+6,26) -2,93 (+6,26) -0,30 (+8,86) -2,00 (+8,86)

- 9,18 (+3,96) 3,61 (+6,26) 3,36 (+6,26) 1,00 (+8,86) -2,00 (8,86))

6 23,49 (+3,96) 10,78 (+6,26) 12,64 (+6,26) -1,10 (8,86) -2,33 (+8,86)

8 24,49 (+3,96) 11,00 (+6,26) 12,50 (+6,26) -0,90 (+8,86) -0,50 (+8,86)

10 22,00 (+3,96) 8,78 (+6,26) 9,36 (+6,26) 0,40 (+8,86) 3,67 (+8,86)

— 25,39 (+3,96) 16,56 (+6,26)) 15,50 (+6,26) -0,20 (+8,86) 2,50 (+8,86)

6.5 Potencial evocado auditivo de tronco encefalico

A pesquisa da integridade das vias auditivas foi realizada com a intensidade de
90dBNA e verificou-se a presenca de cinco ondas em todos os grupos de estudo.

O exame abaixo (Figura 26) demostra o tracado do PEATE nos roedores, com a
presenca de 5 ondas absolutas na intensidade de 90dBNA e a pesquisa de limiar elucidou
presenca da onda Il até a intensidade de 40dBNA, com auséncia na intensidade de 30dBNA.



72

Measured 540 Masking Off | Wave repro. |51 %
Rejected 0% StimuliSec 26.7 [P [3000 Az |[HP__ |50 Az
Gain 80 dB Polarity Click Alter. A=Rare B=Cond

vt o

(500 nv

S0

70

0
dB nHL

Figura 26. Exemplo de um tragado do PEATE de um roedor do grupo PMHG com 30 DPN, na orelha direita, na
intensidade de 90 dBNA com a marcacéo das ondas | a V e; a 40 dBNA, com presenca de ondas Il e IV.

A analise estatistica demonstrou que os valores da laténcia da OD e OE foram
semelhantes entre si, e o teste Mixed ANOVA elucidou que ndo hé interacdo entre as orelhas.
Portanto os valores das laténcias absolutas e interpicos ndo diferem entre os lados com p>0,05
(Figura 27).
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Figura 27. Efeito das orelhas no estudo experimental com a indugdo do hipotireoidismo gestacional e até a
lactacdo nas laténcias absolutas | a V, na intensidade de 90dBNA ao longo da testagem. Analise estatistica:
Mixed ANOVA. Valores expressos com média marginal (+xSEM). dBNA: decibel nivel de audicdo, ms:
milissegundos.
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Na anélise dos resultados, na Figura 28 (Tabela 11) tem-se a variagdo da laténcia das
ondas | a V nos grupos experimentais. Os dados revelaram n&o haver efeito principal dos
grupos experimentais [F (4;5,697) =0,337, p=0,844], portanto na comparacdo das laténcias
dos grupos induzidos ao hipotireoidismo com o grupo PME nédo foi possivel observar

diferenga entre as laténcias absolutas.
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Figura 28. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na laténcia das ondas
absolutas de | a V do PEATE, na intensidade de 90 dBNA na prole ao longo da testagem (n=18 PME), (n=10
PMHG), (n=10 PMHG+T4), (n=6 PMHPN) e (n=3 PMHPN+T4). Analise estatistica: Mixed ANOVA. Valores
expressos com média marginal (xSEM).PME: Prole de ratas de maes eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de
mées hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de maes hipotiroidianas
induzidas no periodo gestacional com administragdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mées hipotiroidianas
induzidas até a lactacdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de maes hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com
administracéo de T4, PEATE: Potencial evocado auditivo de tronco encefalico, dBNA: decibel nivel de audicéo,
ms: milissegundos.

Tabela 11. Efeito experimental da inducdo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na laténcia absoluta
das ondas | a V. Valores expressos com média marginal (SEM).

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
Ondas Média (ms) Média (ms) Média (ms) Média (ms) Média (ms)
absolutas (+SEM) (+SEM) (+SEM) (+SEM) (+SEM)

| 0,81 (+0,15) 0,81 (x0,24) 0,84 (x0,24) 0,83 (x0,34) 0,85 (20,34)
I 1,70 (+0,15) 1,69 (+0,24) 1,77 (+0,24) 1,74 (+0,34) 1,87 (+0,34)
i 247 (+0,15) 2,47 (x0,24) 2,43 (0,24) 2,47 (+0,34) 2,58 (+0,34)
v 3,48 (+0,15) 3,48 (x0,24) 3,56 (x0,24) 3,51 (x0,34) 3,82 (x0,34)
v 4,41 (+0,15) 4,41 (+0,24) 4,49 (x0,24) 4,48 (x0,34) 3,61 (0,34)

Na Figura 29 (Tabela 12) tem-se a laténcia das ondas absolutas em fungéo do fator
tempo. O resultado do Mixed ANOVA revelou haver efeito principal do fator tempo [F
(3;15,932) =72,050, P=0,000]. O Tukey HSD post hoc revelou diferenca significativa de 60 a
120DPN quando comparados a 30PN com p=0,000. Observa-se que ao longo do tempo, ha
um aumento da laténcia das ondas absolutas, quando comparadas a idade de 30DPN.
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Na interacdo dos fatores tempo e grupos experimentais, o teste revelou dados nédo
significativos [F (12; 14,361) =0,933, P=0,543].
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Figura 29. Efeito experimental da indugdo do hipotireoidismo em funcéo do fator tempo na laténcia das ondas
absolutas de | a V no PEATE, na intensidade de 90dBNA da prole com 30, 60, 90 e 120DPN (n=18/18/16/15
PME), (n=10/10/9/9PMHG), (n=10/10/7/TPMHG+T4), (n=6/6/6/5PMHPN) e (n=3/3/3/3PMHPN+T4)
respectivamente, do fator tempo. Analise estatistica: Mixed ANOVA seguida por Tukey HSD post hoc. Valores
expressos com média marginal (£SEM) (***) p< 0,001 quando comparados a 30DPN.PME: Prole de ratas de
maes eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo gestacional com administracdo de T4, PMHPN:
Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactagdo, PMHPN+T4: Prole de ratas de maes
hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracdo de T4, DPN: dias po6s-natal, PEATE: Potencial
evocado auditivo de tronco encefalico, dBNA: decibel nivel de audi¢do, ms: milissegundos.

Tabela 12. Efeito experimental da inducéo do hipotireoidismo gestacional e até a lactagdo na laténcia das ondas
absolutas de | a VV no PEATE. Valores expressos com média marginal (:SEM)

30DPN 60DPN 90DPN 120DPN

Ondas Média (ms) Média (ms) Média (ms) Média (ms)
absolutas (xSEM) (£SEM) (xSEM) (£SEM)

! 0,94 (+0,07) 0,77 (x0,07) 0,77 (x0,07) 0,78 (x0,07)

L 1,96 (+0,07) 1,65 (0,07) 1,62 (+0,07) 1,65 (+0,07)

I 2,83 (+0,07) 2,36 (£0,07) 2,33 (x0,07) 2,35 (x0,07)

N 4,05 (+0,07) 3,34 (+0,07) 3,31 (x0,07) 3,34 (x0,07)

v 5,09 (x0,07) 4,44 (+0,07) 4,19 (x0,07) 4,23 (+0,07)

Na Figura 30 (Tabela 13) tem-se a laténcia interpico (I-111, 11I-V e 1-V) na intensidade

de 90dBNA dos grupos experimentais ao longo da testagem. Os resultados demonstraram
auséncia de dados significativos no teste Mixed ANOVA [F (16;24,9) = 0,355, p=0,982], uma
vez que as laténcias interpicos se comportam de forma semelhante entre os grupos quando

comparados ao grupo PME
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Figura 30. Efeito experimental da indugéo do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na laténcia interpico I-
11, 111-V e |-V do PEATE, na intensidade de 90dBNA da prole (n=18 PME), (n=10 PMHG), (n=10 PMHG+T4),
(n =6 PMHPN) e (n =3 PMHPN+T4). Analise estatistica: Mixed ANOVA. Valores expressos com média
marginal (xSEM).PME: Prole de ratas de mées eutiroidianas, PMHG: Prole de ratas de méaes hipotiroidianas
induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de mades hipotiroidianas induzidas no periodo
gestacional com administracdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactac&o,
PMHPN+T4: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracdo de T4, PEATE:
Potencial evocado auditivo de tronco encefélico, dBNA: decibel nivel de audi¢do, ms: milissegundos.

Tabela 13. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactacdo na laténcia interpico I-11, I11-V e
I-V do PEATE ao longo da testagem. Valores expressos com média marginal (+SEM)

PME PMHG PMHG+T4 PMHPN PMHPN+T4
Ondas Média (ms) Média (ms) Média (ms) Média (ms) Média (ms)
Interpicos (£SEM) (xSEM) (xSEM) (xSEM) (xSEM)
I g 65 (£0,15) 1,66 (+0,24) 1,59 (+0,24) 1,65 (+0,34) 1,67 (+0,34)
NIV 4 95 (20,15) 1,95 (+0,24) 2,00 (+0,24) 2,00 (+0,34) 2,05 (+0,34)
V| 360 (20,15) 3,61 (+0,24) 3,65 (x0,24) 3,66 (x0,34) 3,74 (x0,34)

Na pesquisa do nivel minimo de resposta observou-se com o Mixed ANOVA presenca
de efeito principal do fator grupo experimental [F(1;2.383) =18.564, p=0.036] e 0 Tukey HSD
post hoc revelou diferenca significativa dos grupos HG e lactagcdo quando comparados com 0
grupo PME (p=0,000).

A minima intensidade pesquisada foi de 20dBNA e foi contatado presenca de onda Il
em 90,2% dos ratos do grupo PME. Os grupos experimentais gestacionais (PMHG e
PMHG+T4) apresentaram perda auditiva sendo caracterizada por alteracdo de grau leve
(24,4% versus 22,1%), porém nado foi possivel constatar que a reposicdo hormonal com T4
propiciou melhoria nos limiares eletrofisiologicos destes animais. Os grupos lactacédo
(PMHPN e PMHPN+T4) apresentaram quase que na sua totalidade perda auditiva moderada
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(41,3% versus 33,3%) e perda auditiva de grau severo (28,9% versus 41,6%), sendo que o T4

também ndo reverteu o quadro de hipotireoidismo. Os dados estéo ilustrados na Figura 31.
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Figura 31. Efeito experimental do hipotireoidismo gestacional e até a lactagcdo no nivel minimo de resposta do
PEATE da prole (n =18 PME), (n =10 PMHG), (n =10 PMHG+T4), (n =6 PMHPN) e (n =3 PMHPN+T4) ao
longo da testagem. Anélise estatistica: Mixed ANOVA seguida por Tukey HSD post hoc. Valores expressos em
porcentagem (***) p< 0,001 quando comparados ao grupo PME. PMHG: Prole de ratas de mées hipotiroidianas
induzidas no periodo gestacional, PMHG+T4: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas no periodo
gestacional com administracdo de T4, PMHPN: Prole de ratas de mées hipotiroidianas induzidas até a lactagéo,
PMHPN+T4: Prole de ratas de mdes hipotiroidianas induzidas até a lactacdo com administracdo de T4, PEATE:
Potencial evocado auditivo de tronco encefalico.
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7. DISCUSSAO

Os horménios tireoidianos no periodo gestacional atuam na formacdo e
desenvolvimento do 6rgdo da audicdo, visto que a presente pesquisa apos a inducdo do
hipotireoidismo com a administracdo de MTZ as fémeas prenhes, foi caracterizada por
alteracdes nas respostas fisioldgicas do sistema auditivo da prole.

A literatura reporta o uso de algumas drogas indutoras da disfuncgéo tireoidiana como o
PTU (DEOL, 1973; UZIEL; RABIE; MAROT, 1980; UZIEL et al., 19833, 1983b; PRIETO;
RUEDA; MERCHAN, 1990; GOLDEY et al., 1995b) e o Aroclor 1254 (GOLDEY et al.,
1995a; LASKY et al.,, 2002). Neste estudo, entretanto, utilizou-se o MTZ, por ter sido
previamente utilizada para o estudo da fungdo auditiva relacionado ao hipotireoidismo
(KNIPPER et al., 1999, 2001; WINTER et al., 2007; AHMED et al., 2012; ALBORNOZ et
al., 2013; ALVES et al., 2013; GAUJAC, 2013; SZARAMA et al., 2013; WADA,
YUMOTO; IS0, 2013).

A concentracdo utilizada do MTZ foi de 0,02% na agua de beber. Achados na
literatura evidenciam que o0 MTZ é capaz de reduzir as concentragdes plasmaticas dos HT pela
inibicdo da TPO e bloqueio da formag&o de iodotironinas (AHMED et al., 2012; SZARAMA et
al., 2013; WADA; YUMOTO; ISO, 2013).

Nosso laboratério tem estudado a disfuncao tireoidiana e sua relacdo com os diferentes
Orgdos e tecidos dos ratos, de modo que, o protocolo adotado havia sido utilizado e publicado
, com inducdo do 9°DG até o parto, aproximadamente até o 20°DG (ALVES et al., 2013).
Estudos posteriores, na mesma linha de pesquisa, também mostraram que a inducéo propiciou
reducdo das concentracdes séricas de T3 e T4 das ratas gestantes (ALVES et al., 2013;
GAUJAC, 2013), o que corrobora a condicdo de hipotireoidismo durante o periodo
gestacional utilizada neste estudo. Outros estudos também confirmam o hipotireoidismo
materno ap6s a administracdo de MTZ por um periodo minimo de 7 a 10 dias consecutivos,
levando a reducdo da concentracdo dos HT no plasma materno de ratas (CALVO et al., 1990;
HASEBE et al., 2008; AHMED et al., 2012).

Outro fator que evidencia que o protocolo de indugdo do hipotireoidismo foi realizado
com 0 sucesso sdo os valores da massa corporal da prole. Dados estatisticos evidenciaram
diminuicdo do peso dos animais, principalmente para o grupo PMHPN, quando comparados
ao grupo PME. Estudiosos fazem a relagdo da diminuicdo da massa corpOrea ao
hipotireoidismo, sendo este um sinal classico da disfuncéo tireoidiana (GOLDEY et al.,
19953, 1995b; KOBAYASHI et al., 2014; SEDAGHAT et al., 2015)
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A inducéo do hipotireoidismo até a lactagdo, diminuem em 10% da massa corporal da
prole desde o 1°DPN, sendo que este déficit de massa perdura até a vida adulta (GOLDEY et
al., 1995a). Os autores também relatam alteracdo do peso corporal dos animais induzidos com
PTU do nascimento até a idade de 60DPN (SEDAGHAT et al., 2015). GOLDEY et al.
(1995b) ainda elucidam que, quanto maior a dose e o tempo de administragdo da droga, menor
é a massa corporal dos animais.

Em contraposicdo, um estudo com o uso de PTU até a lactacdo, revelou alteracdo da
massa corporal nos primeiros dias de vida, que se estendeu até o 21°DPN, entretanto , foi
restabelecida na 262 semana poés-natal (KOBAYASHI et al., 2014).

Com relagdo ao grupo PMHPN+T4, os testes estatisticos (Tukey HSD post hoc) nédo
caracterizaram reducao significativa da massa corporal da prole quando comparado ao grupo
PME. Podemos inferir que, talvez, a administracdo de T4 tenha revertido o quadro
hipotireoidiano no que diz respeito a massa corporal dos animais.

O presente estudo, em relacdo ao estudo do modelo do HG buscou elucidar a
repercussao dos HT no sistema auditivo na formacdo do 6rgéo frente a disfuncéo tireoidiana
materna. Sabe-se da importancia da atuacdo dos HT no periodo de formacdo do sistema
auditivo, que ocorre ainda no Utero, uma vez que, neste periodo, o feto é dependente dos HT
maternos (MELSE-BOONSTRA; MACKENZIE, 2013).

H& uma grande variabilidade quanto ao periodo de inducdo do hipotireoidismo. A
maioria dos autores estudam o processo de formacdo e desenvolvimento do 6rgao da audicdo
po6s nascimento. Geralmente a inducdo ocorre a partir do 17°DG até o 40°DPN (UZIEL et al.,
1983a, 1983b, KNIPPER et al., 2000, 2001; WEBER et al., 2002). Existem ainda estudos que
fazem a indugéo a partir do 15°DG (WADA; YUMOTO; ISO, 2013), 16°DG (SZARAMA et
al., 2013) e 18°DG (UZIEL; RABIE; MAROT, 1980; GOLDEY et al., 1995b). A presente
pesquisa fez a inducdo a partir do 9°DG, sendo que apenas trés pesquisas foram as que mais
se aproximaram a data da presente pesquisa: 6°DG (GOLDEY et al., 1995a), 8°DG
(KNIPPER et al., 2000) e 10°DG (DEOL, 1973), porém todos os estudos estendem a inducéo
até o periodo pos natal, como foi realizado no nosso grupo PMHPN.

E sabido que na espécie humana, todo o processo de formagcio e desenvolvimento do
orgdo da audicé@o ocorre no periodo intrauterino, uma vez que as células ciliadas e de suporte
dos mamiferos se proliferam no epitélio sensorial principalmente entre 0 13° e 15° semana
gestacional e cessam ao nascimento. O 6rgdo da audicdo esti praticamente pronto na 292
semana de gestagcdo (RUBEN, 1967). Nos ratos, o processo de formagdo do sistema auditivo

se inicia no periodo gestacional, porém o desenvolvimento do 6rgdo, como por exemplo a
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diferenciacdo das células ciliadas ocorre ap6s o nascimento (GEAL-DOR et al., 1993;
FREEMAN et al., 1999; BRYANT; GOODYEAR; RICHARDSON, 2002)

Para formacdo do grupo PMHPN, o MTZ foi administrado no periodo compreendido
entre 0 9°DG ao 15°DPN. A literatura reporta que a inducdo da disfuncdo tireoidiana,
estendida a lactacdo, reduz significativamente os niveis dos HT da prole p6s indugdo, o que
mimetiza 0 HC (KNIPPER et al.,, 2000; WADA; YUMOTO; 1SO, 2013). Estudo com
administracdo de PMHG a partir do 17°DG até o 28°DPN, constatou uma diminuicdo da
quantidade de T4 sérico na prole em dois ou trés dias e do T3 em trés a quatro dias, o que
interferiu negativamente na maturacdo da céclea (KNIPPER et al., 1999).

No presente estudo, 0 méximo de tempo de inducdo do hipotireoidismo, com maior
sobrevida materna foi de 15DPN. Inicialmente, a inducéo foi realizada até 21DPN, porém os
animais (mées e filhotes) ndo sobreviveram, sendo que com 15DPN foi a idade em que
obtivemos maior nimero de animais vivos. Ha relatos na literatura que a inducdo ocorre até
40°DPN (KNIPPER et al., 2000).

Na presente pesquisa, além dos grupos hipotireoidianos, também foram formados dois
grupos com administracdo concomitante de MTZ e T4 (PMHG+T4 e PMHPN+T4). A dose
diéria de levotiroxina foi estimada em 50 pg/100 mL na agua de beber, porém observou-se
que ndo houve melhoria dos achados audiolégicos. Estudos com dosagem maior associada ao
uso de PTU foi capaz de reverter o quadro de alteragdes no sistema auditivo (DEOL, 1973).

7.1 Timpanometria

Os grupos induzidos ao hipotireoidismo apresentaram reducdo significativa dos
valores de compliancia, porém estes valores estavam dentro dos padrdes de normalidade, ou
seja, acima de 0,3mL. Tal dado evidencia preservacdo da funcionalidade da OM nas idades
estudadas (30 a 120DPN), o que nos permite inferir auséncia de disfuncéo de OM.

Desta maneira, os valores de compliancia variaram de 0,41 a 0,66mL em todos os
grupos, inclusive PME, sendo que estes dados estdo em consonancia com a literatura
pesquisada, que relata normalidade da funcdo da OM (GEAL-DOR; KHVOLES; SOHMER,
1997; ZHENG et al., 2007). Estudos com ratos reportam valores de 0,38 a 0,45mL (GEAL-
DOR; KHVOLES; SOHMER, 1997) e valores médios de 0,40mL em camundongos (ZHENG
et al., 2007). Estes estudos ndo indicaram rigidez do sistema timpano ossicular com valores de
compliancia acima de 0,3mL, porém vale ressaltar a escassez de dados na literatura referente

a esta tematica.
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Na analise da compliancia em relagcdo ao fator idade, foi possivel caracterizar uma
reducdo significativa entre as idades, sendo que os valores com a idade de 120DPN foram
significativamente menores que os de 30DPN. Os achados nos permitem inferir que os ratos
da presente pesquisa podem ter alteracdo precoce de OM, uma vez que o estudo foi realizado
até 120DPN. Talvez em idades mais avancadas, a interacdo com o tempo evidencie curvas
timpanométricas com maior rigidez do sistema ossicular, 0 que pode representar menor
funcionalidade da OM. Zheng et al. (2007) elucidaram que a diminui¢do da compliancia em
relacdo a idade ¢é esperada, uma vez que ao longo do tempo h& uma tendéncia de a membrana
timpanica ficar mais rigida. Em discordancia com nossos achados, outro estudo n&o encontrou
diminuig&o significativa da compliancia nas idades de 16 e 24 meses de ratos albinos quando
comparada ao de 3 meses (BIELEFELD et al., 2008).

Na relacdo da complidncia com 0s grupos experimentais verificou-se que o grupo
PME apresentou maior compliancia que aos demais grupos. Nos grupos com disfuncéo
tireoidiana, 0 PMHPN apresentou menor compliancia quando comparado ao PMHG e PME.
Os animais do grupo PMHPN apresentaram valores inferiores aos demais grupos, porém
foram maiores iguais a 0,36 mL, o que elucida auséncia de rigidez do sistema timpano
ossicular (GEAL-DOR; KHVOLES; SOHMER, 1997; ZHENG et al., 2007).

Em contrapartida, existem achados na literatura que apontam que o0s receptores dos
HT, especificamente TRal ¢ TRB, podem influenciar na formagédo e desenvolvimento da
OM. A acdo desses hormonios depende de seus receptores para que induzam o crescimento
dos ossiculos e da cavidade da OM. Alteracdo na expressdo destes receptores levam a
hipofungdo tireoidiana com consequente imaturidade e alteragdo no tamanho dos ossiculos, 0
que propicia, disfuncdo na OM, como exemplo presenca de otite média (CORDAS et al.,
2012). Ressalta-se que este achado ndo foi evidenciado na presente pesquisa, uma vez que a
funcionalidade da OM estava dentro dos limites aceitaveis como normais (GEAL-DOR;
KHVOLES; SOHMER, 1997; ZHENG et al., 2007).

A literatura ainda reporta que, até o 24°DPN, pode ser observada alteracdo de OM nos
animais sob influéncia do hipotireoidismo no periodo gestacional, sendo que é comum
apresentarem presenca de um liquido gelatinoso, que tende a desaparecer entre o 21° e
24°DPN. E importante ressaltar que no presente estudo ndo foi encontrado este tipo de
influéncia nas idades sob teste (30, 60 90 e 120DPN), confirmando que a partir do 30°DPN héa
auséncia de liquido gelatinoso nos ratos (UZIEL; RABIE; MAROT, 1980).

Na analise da pressdo da compliancia, a presente pesquisa caracterizou-se por valores

negativos para todos 0S grupos experimentais, estatisticamente, sem efeito positivo dos
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fatores de variancia, e corrobora com os estudos (GEAL-DOR; KHVOLES; SOHMER, 1997;
ZHENG et al., 2007; BIELEFELD et al., 2008).

Observa-se que ha uma escassez de estudos na literatura que relacionam o
hipotireoidismo a OM (UZIEL; RABIE; MAROT, 1980; CORDAS et al., 2012). Talvez este
fator seja decorrente da intima relacio da hipofuncéo tireoidiana com alteracdes no Orgéo de
Corti, especificamente as células ciliadas (JOHNSON et al., 2014).

7.2 Emissdes otoacusticas por produto de distorcéo

Estudos que envolvem animais para avaliacdo da funcdo auditiva baseiam-se no uso
do exame de EOAPD (KNIPPER et al., 2000; LASKY et al., 2002; FREITAS et al., 2009;
MUSTAPHA et al., 2009; NG et al., 2009; BAYINDIR et al., 2013; KARLI; GUL, 2013;
DETTLING et al., 2014). Todos os estudos que envolvem otoemissdes acusticas, com ratos/
camundongos, sdo realizadas com as EOAPD de altas frequéncias, e a presente pesquisa foi
realizada nas frequéncias de 2 a 12kHz. Na literatura, observou-se que as altas frequéncias
estudadas sdo as de 9,5 kHz (BAYINDIR et al., 2013), 20 kHz (KNIPPER et al., 2000;
LASKY et al., 2002; DETTLING et al., 2014), 30kHz (MUSTAPHA et al., 2009) e 32kHz
(BAYINDIR et al., 2013). A literatura relata que o estudo das altas frequéncias permite
compreender melhor o funcionamento do sistema auditivo dos ratos, posto que a audi¢do
deles é ultrassdnica (PORTFORS, 2007; BRUDZYNSKI, 2009).

A faixa de frequéncia de audi¢do dos humanos é de 20 a 20kHz e nos ratos esta faixa
se estende até 50kHz porque a comunicacdo é efetivada por meio da vocalizagdo ultrassdnica.
A literatura reporta que existem dois tipos de vocalizacGes, a de 22kHz, relacionada a
comunicacdo frente a situacdes aversivas; e a de 50kHz, ligada ao prazer (PORTFORS, 2007;
BRUDZYNSKI, 2009). Paralelo a esta informagédo, observou-se na presente pesquisa a
auséncia de repostas na frequéncia de 2kHz, a qual é considerada uma frequéncia com pouca
ou quase nenhuma importancia aos roedores (HEFFNER; KOAY; HEFFNER, 2001).

Outra vertente, a mais importante, a qual explicita auséncia de resposta na frequéncia
de 2kHz pode estar ligada aos aspectos biofisicos do orgdo da audicdo dos ratos. A
movimentacdo das CCE nas frequéncias abaixo de 3kHz gera como resposta, bandas quase
que verticais, 0 que propicia o surgimento de propriedades de reflexdo. Consequentemente
ndo sdo capazes de originar o componente de distor¢do, evidenciando auséncia de EOAPD na
frequéncia de 2kHz (MARTIN et al., 2011).
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Além disto, a dimensdo do CAE dos mamiferos de pequeno porte como os ratos, tem
tamanho reduzido (HEMILA; NUMMELA; REUTER, 1995), o que pode favorece o
surgimento de bandas verticais nas baixas frequéncias. Ademais, as respostas que sao geradas
coincidem com o ruido captado pelo equipamento, que em associacdo a reflexdo, ndo sdo
capazes de originar o produto de distorcéo nas frequéncias graves (HYPPOLITO et al., 2005).

Diante do exposto, os achados na presente pesquisa corroboram os da literatura
vigente, uma vez que estudos que envolvem as EOAPD em roedores relatam presenca de
respostas nas frequéncias > a 3kHz (LASKY et al., 2002; BAYINDIR et al., 2013; KARLI;
GUL, 2013).

Na analise geral das frequéncias estudadas, observou-se que as frequéncias de 8 e
12KHz apresentaram maiores valores de amplitude, quando comparadas com as demais
frequéncias sob teste (2 a 6 kHz). O grupo PME apresentou valores mais altos para 12 kHz e o
grupo gestacional experimental foi caracterizado por uma amplitude maior para a frequéncia
de 8 kHz, em contrapartida, o grupo lactacdo apresentou auséncia de respostas em todas as
frequéncias. Achados na literatura evidenciaram que, em geral, a frequéncia de 8kHz é
considerada a frequéncia com maior amplitude (HEFFNER; KOAY; HEFFNER, 2001;
KARLI; GUL, 2013), porém ha estudos que evidenciam que a melhor resposta pode ser
detectada na frequéncia de 9kHz (BAYINDIR et al., 2013). Diante do exposto, observa-se um
consenso na literatura que a amplitude é mais elevada nas frequéncias mais altas, a partir de
8kHz, sendo este dado presente na atual pesquisa.

Na analise da amplitude, os dados revelaram ser estatisticamente significativos para
as frequéncias > 6 kHz para os grupos hipotireoidianos, quando comparados ao grupo PME.
Os estudos mimetizam o HC ao invés do HG, e todos relataram amplitude reduzida, e até
mesmo auséncia de resposta na EOAPD (KNIPPER et al., 2000; LASKY et al., 2002;
WINTER et al., 2009; FANG et al., 2012; DETTLING et al., 2014). E consenso na literatura
que quanto maior a falta de HT durante o periodo perinatal, maior a reducdo da amplitude das
EOAPD (KNIPPER et al., 2000).

No que tange aos grupos tratados com levotiroxina (PMH+T4 e PMHPN+T4) a
analise estatistica revelou que ndo houve efeito da administracdo da droga na amplitude de
resposta das EOAPD. O estudo de DEOL (1973) com camundongos induziu a hipofuncao
tireoidiana com 0,01 % de PTU, sendo que o T4 foi administrado concomitantemente ao PTU
na dose de 90 pg/100 mL, na dgua de beber. Os achados evidenciaram poucas anormalidades

histologicas no Orgdo de Corti e estruturas correlatas quando administrado no periodo pos-
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natal. Em contrapartida, no periodo gestacional, os animais apresentaram desenvolvimento
histoldgico auditivo normal.

Existem varios fatores que podem interferir na diminui¢do da amplitude da resposta,
porém é importante levar em consideracdo que a literatura inicia a inducdo da hipofuncéo
tireoidiana, na sua maioria, a partir do 17°DG (UZIEL et al., 1983a, 1983b, KNIPPER et al.,
2000, 2001; WEBER et al., 2002). Entretanto, estudo de Knipper et al. (2000), realizaram a
inducdo do 3° ao 17°DG e ndo observaram alteracdo na amplitude de resposta. Porém, com a
inducdo do 17°DG ao 10°DPN, observaram diminuicdo da amplitude das EOAPD. Sabe-se
que a glandula tireoideia fetal ndo € funcional durante o periodo gestacional quase que na sua
totalidade, sendo que inicia a producdo de HT entre o 18° ao 21°DG (FELDMAN;
VAZQUEZ; KURTZ, 1961). A interrupcdo da inducdo do hipotireoidismo no dia do parto
(PMHG), na presente pesquisa, revelou diminuicdo da amplitude das freqliéncias da DPOAE
observada em descendentes adultos. Este fator pode, muito provavelmente ser devido a falta
de HT maternos até o final da gestacdo, quando 6rgdo de Corti e CCE estdo em periodo
critico de desenvolvimento, principalmente em torno do 12,5° DG (BRYANT; GOODYEAR,;
RICHARDSON, 2002). Além disto, o estudo de Knipper et al (2000) ainda nos leva a crer
que a janela do 17°DG ao dia do parto, é extremamente importante para o desenvolvimento do
orgéo da audicdo, uma vez que foi detectada alteracdo na amplitude na presente pesquisa.

Dentre os fatores que podem levar a diminuicdo da amplitude estdo: alteracédo
morfoldgica da coclea, diminui¢do da expressao da proteina prestina, do KCNQ4, do fgfr3 ,
da diminuicdo D2, bem como baixo nivel de glicogénio (DEOL, 1973; PRIETO; RUEDA;
MERCHAN, 1990; WEBER et al., 2002; WINTER et al., 2007; MUSTAPHA et al., 2009;
SZARAMA et al., 2013; DETTLING et al., 2014).

Além disto a diminuicdo do canal de potassio KCNQ4 também pode ter levado a
reducdo da amplitude de resposta das CCE (WINTER et al., 2006, 2007; MUSTAPHA et al.,
2009).

Uma das vertentes que explica auséncia de resposta nos grupos PMHPN relata que ha
aumento do canal BK, que por sua vez inibe a eletromotilidade de resposta das CCE
(DETTLING et al., 2014). A acgdo destes canais nas CCE ainda é pouco conhecida, porém a
delecdo dos canais idnicos pode levar a degeneracdo das CCE, com atraso na distribuicdo do
Cav1.3 (WINTER et al., 2007).

A maior repercussao se da no grupo perinatal devido a diminui¢do do glicogénio, o
qual atua na movimentagdo contratil das CCE e sua diminuicdo altera a atividade dos
neuronios eferentes destas células (PRIETO; RUEDA; MERCHAN, 1990). Esta é mais uma
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das vertentes que pode explicar a alteragdo na amplitude nas EOAPD no grupo PMHPN do
presente estudo. Porém, nenhum estudo faz a relagdo da diminuicdo do glicogénio com
inducdo do hipotireoidismo apenas no periodo gestacional.

Na anélise do grupo PMHPN, induzido até o 15° DPN, observou-se que os roedores
apresentaram auséncia de respostas das CCE, caracterizado por amplitude menor que
3dBNPS na EOAPD. Estudos evidenciam que quanto maior a dose e o tempo de
administracdo da substancia quimica para a inducdo do hipotireoidismo, maiores sdo as
repercussdes no sistema auditivo (DEOL, 1973; GOLDEY et al., 1995b; WEBER et al.,
2002).

A auséncia de resposta nas EOAPD no grupo PMHPN pode ser decorrente das
inimeras alteracdes morfologicas causadas pelo hipotireoidismo, no que diz respeito ao
processo de formacdo e desenvolvimento do 6rgdo da audi¢do, como descrito anteriormente.
Autores relatam malformacdo da membrana tectorial, diminui¢do do potencial endococlear e
atraso na diferenciacdo do epitélio sensorial (RUSCH et al., 2001; WEBER et al., 2002;
SENDIN et al., 2007; WINTER et al., 2007).

Além das alteracdes histologicas, os autores descreveram a ocorréncia de distribuicéo
imatura da proteina prestina (WEBER et al., 2002). Auséncia da condutancia do KCNQ4 e do
potencial endococlear, expresso pelo BK (RUSCH et al., 2001; WINTER et al., 2007). Estes
fatores contribuem para a auséncia de respostas nas EOAPD no grupo perinatal

Estudos na literatura também observaram auséncia de resposta das EOAPD, como
ocorreu na presente pesquisa no grupo PMHPN. Knipper et al (2000) induziram o
hipotireoidismo do 17°DG ao 10°DPN e constataram que as CCE ndo foram capazes de
realizar a transdugdo eletromecénica e mecanoelétrica bem como a formagdo do potencial
endococlear.

A literatura reporta que o hipotireoidismo gera alteracdo estritamente coclear o que
leva a alteracbes no exame de EOAPD, dados que corroboram com a presente pesquisa
(LASKY etal., 2002; DETTLING et al., 2014).

Considerando os resultados das EOAPD, ao longo das idades, observou-se que a
amplitude de todos os grupos de estudo € menor aos 120 DPN. Tal fato pode ser explicado
pelo processo de envelhecimento do 6rgéo de Corti, mais especificamente das células ciliadas,
as quais tem um declinio do potencial regenerativo com a idade e sofrem influéncia de alguns
fatores como: regulacdo epigenética, micro RNA, redundancia de genes inibidores da quinase

(CDKN) e comprimento dos telémeros, bem como da atividade da telomerase (WALTERS;
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ZUO, 2013). Além disto, a literatura também cita degeneragdo citoestrutural do 6rgdo de
Corti, que pode ser decorrente do stress oxidativo (WONG; RYAN, 2015).

7.3 Potencial evocado auditivo de tronco encefalico

A presente pesquisa estd em consonancia com os achados da literatura, sendo que foi
possivel a captacdo de respostas com presenca das ondas | a V, com o uso do clique
produzido com pulso monofasico de 100 us de duragdo (LASKY et al., 2002; LEGATT,
2015). H& estudos que fazem uso do tom puro para evocar a resposta e as frequéncias
avaliadas sdo mais altas: 8 a 32 kHz (RUSCH et al., 2001; SPRENKLE et al., 2001b; NG et
al., 2004, 2009; ALVARADO et al., 2012; JOHNSON et al., 2014)

Na presente pesquisa, foi possivel identificar a presenca das cinco ondas (I a V),
portanto 0s parametros para analise foram as laténcias absolutas. A literatura também reporta
presenca das cinco ondas (FREITAS et al., 2009; MURASHIMA, 2013), embora alguns
estudos relatem a presenca apenas de quatro ondas (OLIVEIRA; DEL VECCHI;
MARSEILLAN, 1983; SPRENKLE et al., 2001a; FARAHANI et al., 2015).

Na andlise da integridade das vias auditiva da presente pesquisa, todos 0s grupos
apresentaram integridade das vias auditivas, uma vez que as laténcias das ondas absolutas
foram semelhantes entre si e dentro da normalidade como preconizado por Alvarado et al.
(2012).

Na pesquisa das ondas | a V verificou-se que a média dos valores absolutos de todos
0S grupos, para estas ondas foi: 0,87 ms (onda 1), 1,85 ms (onda I1), 2,53 ms (onda Il1), 3,64
ms (onda 1V) e 4,46 ms (onda V), porém sdo poucos estudos que reportam os valores das
laténcias absolutas das ondas. No que tange a onda I, a literatura elucida que ela pode ser
captada em torno de 1,0 ms corroborando nosso estudo (UZIEL et al., 1983a; LASKY et al.,
2002), em contrapartida ha estudos que relatam valores entre 1,43 a 2,11ms para a onda |
(OLIVEIRA; DEL VECCHI; MARSEILLAN, 1983; FARAHANI et al., 2015). A onda II,
segundo a literatura vigente, pode ser captada entre 2,40 a 2,54ms (OLIVEIRA; DEL
VECCHI; MARSEILLAN, 1983; LASKY et al., 2002), valores que diferem da nossa
pesquisa. As ondas Il e IV foram semelhantes ao estudo de Oliveira; Del Vecchi; Marseillan
(1983) e diferem da pesqusa de Farahani et al., (2015).

Observa-se, um aumento das ondas absolutas do PEATE em humanos quando
comparadas aos ratos. Nos humanos, os valores para as ondas I, Il e V sdo 1,69 ms, 3,82 ms

e 5,59ms respectivamente (ESTEVES et al., 2009). A diferenca da laténcia entre os roedores e
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humanos € de aproximadamente 1ms, este fato pode ser decorrente da visivel diferenca
anatdbmica do tamanho da cabeca e do 6rgdo da audigdo dos ratos, uma vez que a distancia
que o estimulo sonoro percorre da OE até o TE € menor (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Né&o foram observadas alterac6es na laténcia das ondas absolutas e interpicos de todos
0S grupos sob teste, sendo que foram semelhantes entre si. A laténcia do grupo PME foi igual
aos grupos PMHG e PMHPN em todas as idades, portanto ndo hé alteracdo na integridade das
vias auditivas (SOUZA et al., 2008; LEGATT, 2015; DAVIES, 2016). Tal dado corrobora
com a literatura, as quais mencionam alteracao coclear e nao retrococlear (nervo auditivo) em
decorréncia da hipofuncdo tireoidiana (UZIEL et al.,, 1983a; GOLDEY et al., 1995z;
RICHTER et al., 2011; SZARAMA et al., 2013; DETTLING et al., 2014; JOHNSON et al.,
2014). Sprenkle et al (2001a), no experimento com a mutacdo do gene TRH em ratos,
relataram presenca de recrutamento, alteracdo esta considerada coclear.

Estudos com hipotireoidismo corroboram com a presente pesquisa, uma vez que as
laténcias na pesquisa da integridade das vias auditivas encontram-se dentro dos padrdes
normais, quando induzidos do 17°DG ao 8°DPN (KNIPPER et al., 2000) e do do 6°DG até o
desmame (21DPN)(LASKY et al., 2002)

Nos grupos PMHPN, os resultados da integridade das vias auditivas foram
semelhantes aos grupos PMHG, os quais encontram-se dentro da normalidade. Em
contraposicdo aos nossos achados, autores relataram aumento da laténcia das ondas,
principalmente da onda I, no grupo induzido ao hipotireoidismo com administracdo de MTZ
do 17°DG ao 10°DPN (ALBEE et al., 1989) e 14°DPN (KNIPPER et al., 2000). Os mesmos
resultados foram observados com a indugdo de PTU do 17°DG até 30°DPN (UZIEL et al.,
1983a).

Na andlise da laténcia das ondas absolutas ao longo da testagem, observou-se
diminuicdo significativa da laténcia em relacdo ao fator idade com 60 a 120DPN, quando
comparada aos 30DPN. Tal fato é decorrente do processo de maturacgdo das vias auditivas, 0
qual interfere nas respostas do PEATE, que propicia diminui¢do da laténcia ao longo do
tempo. Vale ressaltar que as vias auditivas dos roedores encontram-se maturadas ao final do
3° més de vida (KNIPPER et al., 2000). Nos humanos, a onda | no recém-nascido de um més
de idade possui laténcia semelhante a de um adulto, porém as ondas Ill e V, ao longo do
primeiro ano de idade, apresentam diminuicdo significativa, o que evidencia de maturacdo dos
axonios e mecanismos sinapticos do TE (AMORIM; AGOSTINHO-PESSE; ALVARENGA,
2009; CASALLI; SANTOS, 2010).
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Para a pesquisa do nivel minimo de resposta eletrofisioldgico, verificou-se presenca de
onda Il na intensidade minima de 20 dBNA. Estudos também relataram a presenca da onda I1
na mesma intensidade que a da presenca pesquisa, como nivel minimo de resposta (LASKY et
al., 2002; FREITAS et al., 2009; RICHTER et al., 2011; ALVARADO et al., 2012;
MURASHIMA, 2013). Observa-se ainda, que ha relatos na literatura que referenciam a onda |
como parametro da anélise do nivel minimo (GRAHAM; VETTER, 2011) e onda IV (NG et
al., 2004).

Verificou-se que 90,2 % do grupo PME apresentaram niveis minimos de resposta na
intensidade de 20dBNA, o que significa auséncia de alteracdo auditiva (SOUZA et al., 2008;
LEGATT, 2015). O grupo HG apresentou, na maior parte, limiares eletrofisiolégicos
normais, sendo que 24,4 % do grupo PMHG foi diagnosticado com perda auditiva leve. As
pesquisas na literatura mimetizam o HC, portanto ndo ha achados que descrevem apenas 0
HG. Porém, é sabido que o grau de perda auditiva é proporcional as alteragdes morfolédgicas
do 6rgédo de Corti (KNIPPER et al., 2000; WADA; YUMOTO; IS0, 2013).

A maior repercussdo foi para o grupo PMHPN que apresentou perda moderada a
profunda e estes achados se assemelham a literatura pesquisada. Ha relatos de perda auditiva
moderada (NG et al., 2009), de grau severo (UZIEL et al., 1983a; RUSCH et al., 2001; NG et
al., 2009) e grau profundo (JOHNSON et al., 2014). H& um consenso na literatura vigente,
que relata presenca de perda auditiva frente a inducéo da disfuncdo tireoidiana no HC (UZIEL
et al., 1983a; KNIPPER et al., 2000; RUSCH et al., 2001; NG et al., 2004, 2009; BERBEL et
al., 2010; JOHNSON et al., 2014).

Verificou-se que grupos tratados com levotiroxina (PMHG+T4 e PMHPN+T4)
apresentaram resultados do PEATE semelhante aos grupos néo tratados (PMHG e PMHPN).
O diagnostico de perda auditiva foi semelhante entre os grupos. Em contrapartida, estudos
descrevem melhora significativa dos achados no PEATE com administracdo de levotiroxina
(UZIEL; RABIE; MAROT, 1980; NG et al., 2004).

Nas disfuncdes cocleares, o grau da perda auditiva pode ser avaliado pela audiometria
convencional ou pelo PEATE, por meio da pesquisa dos limiares eletrofisioldgicos (DAVIES,
2016). E sabido que nas alteraces cocleares ndo ha comprometimento da integridade das vias
auditivas. Porem, quando se tem diminuicdo da intensidade, a cdclea, frente a uma disfuncao
auditiva ndo é capaz de realizar as etapas de transducéo, e desta forma é possivel observar
dificuldades para formacdo do potencial endococlear, o que caracteriza a perda auditiva
(ASHMORE, 2008; SOUZA et al., 2008).
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Ademais, sabe-se que a inducdo do hipotireoidismo pode gerar perda auditiva em
decorréncia da deficiéncia do receptor TRR, o qual leva a um atraso na expressdo do canal de
potassio (BK), que por sua vez, afeta o potencial endococlear. A alteracdo gera anormalidades
nos dendritos aferentes e auséncia de inervacao eferente das CCl (RICHTER et al., 2011).

Os autores também relatam que alteracGes nas CCE desencadeiam malformacdo do
potencial endococlear influenciando negativamente na agdo das CCI. E descrito que os
receptores B e a, promovem o controle fisiologico das propriedades mecanicas e elétricas das
CCE, e quando este controle ocorre de forma inadequada compromete o funcionamento das
CCI (RUSCH et al., 2001).

No que tange ao tempo de administracdo, observa-se que na presente pesquisa 0O
prejuizo maior foi para o grupo PMHPN, corroborando aos achados da literatura, uma vez que
os animais foram diagnosticados com uma alteracdo auditiva de maior severidade. Estudos
com inducdo até o 21°DPN relataram presenca de perda auditiva profunda, sendo que esta esta
associada a uma alteracdo coclear em decorréncia de anormalidades da membrana basilar, a
qual possui aspecto imaturo com presenca de um grande epitélio colunar celular (JOHNSON
etal., 2014).

Autores ainda relatam a presenca de perda auditiva em decorréncia da mutacdo do
TPO. Sabe-se que a TPO é capaz de catalisar as reacdes da sintese dos HT e a mutacdo deste
gene pode propiciar atraso na maturacdo das estruturas cocleares. HaA um inadequado
desenvolvimento da membrana tectorial, a qual tem espessura mais grossa. Neste estudo, que
mimetiza o0 HC, os ratos com TPO mutantes apresentaram perda auditiva profunda
(JOHNSON et al., 2014).

Na mesma vertente, foi realizado estudo para investigar a relacdo do DUOX2 com o
Orgdo da audicdo. Este é um gene responsavel pela oxidase dupla do peréxido de hidrogénio,
o0 qual é requerido pelo TPO para atuar na organificacdo do iodeto; processo importante na
sintese do HT. Autores detectaram que a mutacdo do DUOX2 levou a anormalidades na
coclea caracterizada por perda auditiva com ma formacéo do sulco interno e do Tunel de Corti
(JOHNSON et al., 2007)

Observa-se que a grande parte dos estudos, induzem o hipotireoidismo até a lactacéo,
0 que torna o sistema auditivo mais vulneravel aos desvios no processo de formacdo e
desenvolvimento do Orgéo de Corti (RUSCH et al., 2001; WEBER et al., 2002; WINTER et
al., 2009; WADA,; YUMOTO; ISO, 2013; DETTLING et al., 2014).

A presente pesquisa evidenciou alteragdes importantes no sistema auditivo ndo sé no

grupo PMHPN mas também no PMHG, com prejuizo comportamental no Orgo de Corti,
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caracterizado por uma perda auditiva leve e moderada, e menor amplitude de resposta nas
EOAPD. Estas alteragcbes podem ser decorrentes da influéncia da diminuicdo dos HT no
periodo intrauterino, que leva a altera¢fes na fungédo do sistema auditivo, sem muito prejuizo
morfologico (DEOL, 1973).

Os dados obtidos com esse estudo poderédo gerar conhecimento para fomentar estudos
clinicos, fonoterapicos, farmacoldgicos e ndo-farmacoldgicos de prevencao e intervencao dos
sistemas afetados. Ademais, a partir desse estudo, novos elementos poderédo ser incorporados,
de modo a fortalecer a ideia da necessidade de se instituir como compulsoério, no sistema
unico de saude brasileiro, a triagem universal da funcgdo tireoidiana em todas as gestantes,
uma vez que esta deficiéncia enddcrina tem grande potencial de gerar consequéncias graves a

audicao.
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8. CONCLUSAO

A presente pesquisa revelou, pela primeira vez, disfuncdo sensorioneural coclear, com
amplitude de resposta das EOAPD reduzida e limiares eletrofisiologicos aumentados no
grupo PMHG.

No grupo PMHPN observou-se auséncia de respostas nha EOAPD com presenca de
perda auditiva de grau moderado a profundo.

Né&o foi observada alteragdo funcional significativa na compliancia e pressdo da OM.
Além disto a integridade das vias auditivas até tronco encefalico encontra-se dentro dos padrdes

de normalidade nos grupos hipotireoidianos.
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