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RESUMO

Introducdo: Vérios estudos tém demonstrado, sob 0s pontos de vista clinico e
experimental, a influéncia do metabolismo dos hidratos de carbono sobre a fungéo da
orelha interna. Muitos desses estudos apontam a hiperinsulinemia como o fator etiolégico
mais frequentemente associado a patologias tanto cocleares como vestibulares.

Obijetivo: Registrar e analisar as alteracdes na atividade elétrica coclear, através da
eletrococleografia (ECoG) transtimpénica, durante o hiperinsulinismo induzido em um
modelo animal.

Materiais e método: Seis ovelhas macho adultas foram divididas em dois grupos
de igual tamanho; ap0s anestesia venosa, os animais foram submetidos ao exame de EcoG
e a coleta de sangue periférico para determinacdo de glicemia e insulinemia. No grupo
intervencdo, foi administrada insulina regular humana (0,1 U/kg). O grupo controle
recebeu somente solucdo fisioldgica. A glicemia e a insulinemia foram determinadas
simultaneamente ao registro da atividade elétrica coclear a cada intervalo de 10 minutos,
por 90 minutos.

Resultados: No grupo submetido a intervencdo, houve progressiva reducdo na
amplitude do potencial de acdo coclear em relagdo ao grupo controle (p = 0,001).

Discussao: Os resultados podem ser atribuidos a supressdo da atividade da enzima
(Na'/K*)-ATPase na estria vascular. Esse fendmeno compromete a manutencdo do
potencial endococlear e a posterior despolarizacdo das células ciliadas cocleares assim

como das fibras que compdem a porg¢éo auditiva do VIII par craniano.



ABSTRACT

Introduction: Several different studies have demonstrated the influence of
carbohydrate metabolism on inner ear function, from both clinical and experimental
perspectives. Many of these studies have identified hyperinsulinemia as the most frequent
etiologic factor associated with both cochlear and vestibular pathologies.

Objective: To record and analyze alterations in cochlear electrical activity in an
animal model during induced hyperinsulinemia, using transtympanic electrocochleography
(EC0QG).

Methods: Six adult male sheep were divided into two equal groups and, after
venous anesthesia, were subjected to EcoG examination and peripheral blood testing for
glycemia and insulinemia assay. Regular human insulin 1V was administered (0.1 U/kg) to
the animals in the intervention group. The control group received saline solution only.
Glycemia and insulinemia were assayed simultaneously with cochlear electrical activity
recording, every 10 minutes, for 90 minutes.

Results: There was a progressive reduction in the amplitude of cochlear action
potential in the intervention group in relation to the control group (p = 0.001).

Discussion: These results could be attributed to suppression of (Na'/K*)-ATPase
enzyme activity in the stria vascularis. This phenomenon leads to loss of endocochlear
potential and subsequent depolarization of cochlear hair cells and also of the fibers that

make up the auditory portion of the VIII cranial nerve pair.
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1. INTRODUCAO

A orelha interna se caracteriza por um sistema de cavidades preenchido pelos
fluidos labirinticos. Enquanto a perilinfa apresenta caracteristicas extracelulares, a
endolinfa apresenta uma composi¢do ibnica tipicamente intracelular, com alta
concentracdo de potassio e muito pouco sodio (1). A diferente composicao eletrolitica
entre endolinfa e perilinfa gera, na cdclea, um gradiente elétrico de aproximadamente +85
milivolts (mV), denominado potencial endococlear (2).

A despolarizacdo das células ciliadas cocleares ocorre a partir da entrada do
potéassio endolinfatico por canais i6nicos localizados na sua superficie apical e pela
concomitante queda do potencial endococlear (3). Esse processo promove a progressao do
estimulo acustico e a posterior despolarizacdao das fibras que compdem a porcdo auditiva
do VIII par craniano.

Essas alteracGes de voltagem tém um padrdo reconhecido, e seu registro é util em
uma série de situaces clinicas na area da otoneurologia. A eletrococleografia (ECoG) é o
método que registra essas varia¢des de potenciais elétricos (4).

As alteragdes no metabolismo dos carboidratos tém sido consideradas um dos
fatores etioldgicos mais prevalentes em uma série de distdrbios cocleovestibulares (5,6).
As formas mais estudadas dessas dismetabolopatias sdo a tolerancia diminuida a glicose
(TDG) e o diabetes melito ndo-insulino dependente (DMNID). Essas entidades clinicas
tém na resisténcia periférica a insulina e, conseqlientemente, no hiperinsulinismo o seu
denominador comum (7).

Alguns autores tém identificado a hiperinsulinemia isolada ou com euglicemia

como uma etapa ainda mais precoce a TDG nesse verdadeiro continuum patolégico,
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motivo pelo qual essa condicdo é denominada de diabetes melito (DM) oculto ou in situ
(8,9). Alguns individuos podem apresentar, nessa etapa, hipoglicemia reacional (10).

Considerando as peculiaridades no metabolismo energético da orelha interna, o
hiperinsulinismo isolado ou associado a hipoglicemia pode apresentar comprometimento
exclusivo do labirinto (10).

A orelha interna possui intensa atividade metabdlica e pouca reserva de energia
armazenada, dependendo de suprimento constante de oxigénio e glicose (11,12). O
potencial endococlear é gerado e mantido pela estria vascular a partir da excrecdo ativa de
potéassio na endolinfa (13). A excessiva concentracdo de insulina no sangue periférico
bloqueia a atividade da (Na'/K")-ATPase na estria (14,15), removendo o potassio da
endolinfa, retendo sodio e, conseqiientemente, aumentando a pressdo osmotica nesse nivel,
resultando em hidropisia endolinfatica (10). Esse desequilibrio ibnico também compromete
a manutencdo do potencial endococlear e a conseqliente transmissao do estimulo acustico.

A partir dessas consideracdes, uma série de estudos que investigou o metabolismo
sistémico de pacientes com distUrbios labirinticos identificou o hiperinsulinismo como a
alteracdo mais frequentemente encontrada (16-19).

Por outro lado, a falta de parametros objetivos de mensuracdo e a impossibilidade
de se observarem modificacbes histopatoldgicas in vivo sdo reconhecidas, por alguns
autores, como motivos de discordancia em relacdo ao real impacto dos disturbios
metabdlicos no sistema cocleovestibular (20). Desta forma, o presente estudo propde,
dentro da linha de pesquisa experimental de estudo das dismetabolopatias da orelha interna
desenvolvida pelo Grupo de Pesquisa em Otologia e Otoneurologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), registrar e interpretar as alteracdes na atividade elétrica coclear,
através da ECoG transtimpanica, apds inducdo aguda de hiperinsulinemia em um modelo

animal, visando identificar o papel dessas dismetabolopatias na atividade funcional da
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coclea e melhor conhecer as correlaces dessa disfungdo com os danos que ocorrem na

mesma.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral: Registrar, analisar e interpretar, atraves da EcoG
transtimpanica, a atividade elétrica coclear antes e imediatamente apds a inducdo aguda de
hiperinsulinemia em um modelo animal.

2.2. Objetivo especifico: Avaliar a repercussdo do estado provocado de

hiperinsulinismo agudo na audicao.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Da eletrofisiologia coclear

A orelha interna, ou labirinto, caracteriza-se por um complexo sistema de
cavidades situado na porcdo petrosa do 0sso temporal. O labirinto anterior contém a céclea
(do grego kokhlias = caracol), enquanto o labirinto posterior é formado pelo sistema
vestibular: s&culo, utriculo e canais semicirculares.

Um delicado sistema de membranas divide a coclea em trés camaras: as duas mais
externas, denominadas rampas timpanica e vestibular, compdem o labirinto ésseo e sdo
preenchidas por perilinfa; entre essas duas situa-se uma terceira cdmara, o ducto coclear
(ou escala média), representando o labirinto membranoso, preenchida por endolinfa e que
alberga os receptores auditivos periféricos.

A perilinfa apresenta uma composi¢do ibnica de caracteristicas extracelulares,
assim como o plasma ou o liquido cefalorraquidiano (LCR). J& a endolinfa apresenta uma
composicdo idnica Unica, pois trata-se de um fluido extracelular com caracteristicas
tipicamente intracelulares, tendo o potassio como principal céation e muito baixa
concentracdo de sodio. As concentragdes idnicas aproximadas dos fluidos cocleares estdo
descritas na Tabela 1 (21).

A composigéo idnica dos fluidos cocleares foi pioneiramente descrita por Smith et
al. em 1954. A luz do conhecimento da época, esses autores afirmaram que “néo esta 6bvio

o significado deste modelo eletrolitico incomum” (1).
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Tabela 1. Composicéo dos fluidos cocleares. Adaptado de Wangemann e Schacht (21).

Perilinfa (RT) Perilinfa (RV) Endolinfa LCR
Sadio (MM) 148 141 1,3 149
Potassio (mM) 4,2 6,0 157 3,1
Cloro (mM) 119 121 132 129
Bicarbonato (mM) 21 18 31 19
Célcio (mM) 1,3 0,6 0,023 -
Proteinas (mg/dL) 178 242 38 24
Potencial (mV) 0 <3 85 0

RT = rampa timpénica; RV = rampa vestibular; LCR = liquido cefalorraquidiano.

Na coclea, a diferente composicao ionica entre perilinfa e endolinfa leva a geracéo
de um gradiente elétrico de cerca de +85 mV, denominado potencial endococlear, uma
vez que ndo ocorre no labirinto vestibular (2). Em 1958, Tasaki e Spyropoulos
demonstraram experimentalmente que o potencial endococlear é gerado na estria vascular,
epitélio altamente vascularizado que forma a parede lateral do ducto coclear (13).

O estimulo acustico é transmitido a orelha interna através de movimentos
vibratérios exercidos pela platina do estribo e pela janela oval a perilinfa da rampa
timpanica. Essa onda hidroaclstica desencadeia um movimento correspondente na
membrana basilar que, por sua vez, deforma os estereocilios das células ciliadas externas,
que estdo em contato com a membrana tectorial. Os canais idnicos na face endolinfatica da
célula se abrem, e uma grande quantidade de célcio e, principalmente, potassio entra no
corpo da célula, causando sua despolarizacéo e posterior encurtamento dos estereocilios, o
que acaba por tracionar a membrana tectorial em direcdo aos cilios mais longos das células

ciliadas internas, que normalmente ndo a alcancam (3,22). Esse movimento deflete o feixe
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estereociliar das células ciliadas internas, levando a abertura dos canais i6nicos, a entrada
de célcio e potéssio endolinfatico para o seu interior e a conseqliente despolarizacdo
celular.

Atraveés da repeticdo desse ciclo de despolarizacdo e repolarizacdo celular ocorre a
geracdo e a transmissdo do estimulo elétrico pelas terminagdes neuronais na céclea e pelo
nervo auditivo em direcdo ao tronco cerebral. Desta forma, a despolarizagdo das células
ciliadas cocleares e a transmissdo do estimulo acustico pela coclea e pelo nervo auditivo
dependem integralmente das concentracdes ionicas na endolinfa e da manutencdo do
potencial endococlear (2,21).

O suprimento arterial para o labirinto membranoso é realizado através da artéria
auditiva interna (ou artéria labirintica), ramo da artéria cerebelar antero-inferior — a qual,
por sua vez, é ramo da artéria basilar. A artéria auditiva interna trafega pelo canal auditivo
interno para entdo dividir-se em trés ramos: a artéria vestibular nutre o nervo vestibular,
partes do saculo e do utriculo e os canais semicirculares; a artéria cocleovestibular nutre o
giro basal da cdclea, o saculo, o utriculo e partes dos canais semicirculares; a artéria
coclear nutre a cOclea através das artérias espirais. Esse sistema arterial é ténue e ndo
apresenta circulagdo colateral (22).

O suprimento arterial coclear apresenta um efetivo mecanismo regulador do fluxo
através do sistema nervoso autbnomo, capaz de alterar o didmetro vascular por meio de

contragdes das células musculares lisas na parede do vaso (23).

3.2. Do metabolismo coclear
Metabolismo pode ser entendido como o conjunto de processos bioquimicos que
possibilita a sobrevivéncia e a funcdo celular. Uma grande parcela desses processos se

destina a producdo de energia a partir da digestdo dos alimentos. Os mecanismos
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fisioldgicos que necessitam de energia para operar obtém-na do trifosfato de adenosina
(ATP), uma combinagdo de adenina, ribose e trés radicais fosfato. A remogdo desses
radicais libera a energia empregada nos processos fisiologicos celulares.

A glicose é o principal produto do processo de digestdo dos carboidratos. A partir
da sua degradacdo no citoplasma celular h4 a formacdo de novas moléculas de ATP, que
ficam, entdo, disponiveis para utilizagdo nos processos celulares. A insulina é um
horménio polipeptideo produzido nas células beta do pancreas e, entre outras fun¢es em
nivel celular, atua como um facilitador do transporte da glicose para dentro da célula e
regula o transporte i6nico através da membrana celular.

O glicogénio é a forma de depdsito da glicose e encontra-se principalmente no
figado e, em menor quantidade, no musculo esquelético. A degradacdo do glicogénio
fornece novamente a glicose necesséaria para o metabolismo celular.

As ATPases sdo um grupo de enzimas que catalisam o ATP em ADP (difosfato de
adenosina) e em fosfato livre, liberando energia. As ATPases de membrana constituem
um importante subgrupo, sendo responsaveis pelo fornecimento da energia necessaria ao
transporte de moléculas através da membrana celular. Entre essas ATPases de membrana
esta a sodio-potassio ATPase, ou (Na'/K")-ATPase, que estabelece o equilibrio idnico intra
e extracelular, mantendo o potencial elétrico celular.

A estria vascular é a estrutura responsavel pela geragdo e manutengdo do potencial
endococlear (13,21). Em 1969, Kuijpers e Bonting descreveram a elevada atividade da
enzima (Na'/K')-ATPase na estria, sugerindo que essa estrutura tenha uma elevada
atividade metabodlica e que a manutencdo do potencial ocorra através de um alto gasto
energético (11).

Depositos de glicogénio ja foram descritos na estria vascular (24,25). Entretanto, a

estria ndo os utiliza como fonte de glicose em condi¢fes normais (25), mas o faz,
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excepcionalmente, em situagcdes de hipdxia (26). Assim, conclui-se que a atividade da
enzima (Na'/K")-ATPase e a manutencdo do potencial endococlear sdo fortemente
dependentes de um aporte constante de glicose pelo sistema arterial (12,27).

J& foi demonstrado que a indugdo de isquemia na cdclea reduz sensivelmente os
niveis de ATP, glicose e glicogénio no ducto coclear (25). Também observou-se
experimentalmente que a instalacdo de isquemia acarreta imediata — porém transitoria —
queda no potencial endococlear (27).

Enquanto a acdo da glicose na cdclea envolve a formacéo de novas moléculas de
ATP, a acdo da insulina ainda é controversa. Receptores especificos ja foram identificados
no 6rgdo de Corti, na estria vascular e no saco endolinfatico (28). O efeito mais estudado
da insulina, a saber a facilitacdo da entrada de glicose para dentro da célula, ndo ocorre na
estria vascular (29). Alguns autores sugerem que uma alta concentracdo de insulina
plasmatica possa levar ao bloqueio da acdo da (Na'/K')-ATPase na estria (14,15),
alterando as concentracdes idnicas tanto da perilinfa como da endolinfa e comprometendo
a manutencdo do potencial endococlear.

Além dos mecanismos descritos, outros tantos parecem interferir na funcdo das
ATPases de membrana e, por consequiéncia, no transporte idnico celular da coclea. Ja foi
demonstrado experimentalmente que a indugdo de hipotireoidismo pode diminuir a
atividade da (Na'/K")-ATPase na estria vascular (30). O mesmo efeito foi observado em
ratos submetidos a adrenalectomia bilateral (31). Estudos que avaliaram a acdo das
catecolaminas nessa atividade enzimatica identificaram significativa reducdo apoés a
administracdo intraperitonial de reserpina e dopamina (32,33), demonstrando que o

equilibrio ibnico coclear é resultado de uma complexa integracao fisioldgica.
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3.3. Do ciclo do potassio

Através do emprego de radioistopos, foi demonstrado que o potassio endolinfatico
provém da perilinfa, e ndo do sangue periférico (34). Estudos posteriores demonstraram
que o0 potassio apresenta um ciclo continuo de absorcéo e liberagdo celular dentro da orelha
interna (2). Nesse modelo, o potéssio endolinfatico entra nas células ciliadas por canais
situados na sua superficie apical e sai em direcdo a perilinfa por canais especificos, sendo o
KCNQ4 o mais importante. O potassio perilinfatico €, entdo, absorvido por fibrécitos do
ligamento espiral e transportado para células estriais intermediarias e, a partir dai, para o
espaco interestrial através do canal idbnico KCNJ10, como demonstrado na Figura 1. A
partir do espaco interestrial, o potassio é absorvido através da membrana basolateral das
células estriais marginais, sendo secretado na endolinfa através da membrana apical pelos

canais KCNQ1 e KCNEZ1, concluindo o ciclo coclear (35).

Ma;g-lna Intermediate Basal '
Figura 1. Modelo celular da estria vascular, demonstrando o sistema de secrecgéo
ativa de potassio na endolinfa a partir das células estriais marginais. Adaptado de

Marcus et al. (36).

O canal i6nico KCNJ10 ¢ considerado o efetivo gerador do potencial endococlear, e

Seu gene € expresso apenas nas células intermediarias da estria vascular. Ja foi determinado
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experimentalmente que a supressdo desse gene leva a abolicdo do potencial endococlear
(36).

A importancia do metabolismo do potéassio na manutencdo da atividade coclear
pode ser ilustrada em duas situagdes:

e Sindrome de Jervell e Lange-Nielsen. Rara doenga genética caracterizada por
surdez profunda ao nascimento e alteragcBes na conducdo elétrica no musculo
cardiaco. Quando ndo tratada, pode haver comprometimento da fungdo cardiaca,
arritmias ou mesmo morte subita. A etiologia € uma mutagdo nos genes KCNQ1 e
KCNEL1, cujas proteinas atuam em conjunto na formacdo de canais de potéssio
encontrados exclusivamente no musculo cardiaco e na estria vascular (37).

e Sindrome de Pendred. Caracterizada por surdez profunda ao nascimento e bdcio.
Decorre de uma mutacdo no gene SLC26A4, que codifica a proteina pendrina,
implicada no transporte de iodeto. A falta dessa proteina leva a perda da expressao
do gene que codifica o canal idnico KCNJ10, abolindo o potencial endococlear

(38).

3.4. Do hiperinsulinismo e suas repercussdes na orelha interna

As dismetabolopatias dos carboidratos incluem uma ampla gama de manifestacdes
metabolicas, cada qual com suas particularidades de apresentacdo, diagndstico e manejo,
embora possam ser consideradas estagios diferentes de um mesmo processo
fisiopatogénico. Essa diversidade de manifestacdes configura, entdo, um verdadeiro
continuum de alteragcbes nos mecanismos de utilizacdo e metabolizagcdo dos carboidratos

(39).
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Dentre essas alteragdes, reconhecemos trés diferentes entidades clinicas que
apresentam, como denominador comum, a resisténcia periférica a acdo da insulina e,
consequentemente, o hiperinsulinismo (7):

e Hiperinsulinismo isolado (ou com euglicemia);
e Tolerancia diminuida a glicose (TDG);

e Diabetes melito ndo-insulino-dependente (DMNID).

Tanto o DMNID como a TDG representam formas hiperglicémicas dessas
dismetabolopatias. A TDG representa uma etapa anterior ao DMNID, podendo precedé-lo
por Varios anos (7,9). Essas formas de alteracdo metabdlica levam ao comprometimento da
orelha interna através de dois mecanismos principais, que agem de forma isolada ou
associada:

e Neuropatia do VIII par craniano, secundaria a atrofia dos neurdnios do ganglio
espiral e, principalmente, a um progressivo processo de desmielinizagdo neural

(40);

e Microangiopatia diabética, caracterizada por proliferacdo epitelial e espessamento
da membrana basal de capilares e pequenos vasos sangliineos, especialmente na

estria vascular (41).

O primeiro relato da associagdo entre DM e perda auditiva foi feito por Abel Jordéo
em 1864 (42). Entretanto, apenas em 1963 foram descritas as altera¢Bes histopatoldgicas
cocleares secundarias ao DM (43). Desde entdo, varios outros estudos clinicos ou
histopatoldgicos confirmaram essa associacao, apesar de haver controvérsias a respeito da

real intensidade de seu impacto (44,45).
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Segundo o modelo do continuum de alteragdes metabolicas, o hiperinsulinismo sem
hiperglicemia representa uma etapa mais precoce, podendo preceder por varios anos o
aparecimento da TDG. Por isso, essa condi¢cdo recebe a denominagdo de DM oculto ou
DM in situ (8).

Esses estados hiperinsulinémicos séo, teoricamente, uma forma mais ténue de
alteracdo do metabolismo dos carboidratos. Entretanto, as repercussdes na fungédo da orelha
interna podem ser as mesmas observadas em pacientes com DMNID ou TDG, devido as
caracteristicas idnicas e metabdlicas observadas, de modo especial, na estria vascular (10).

Os testes convencionais tradicionalmente empregados no diagnostico das alteracoes
do metabolismo dos carboidratos, por considerarem apenas as dosagens de glicemia,
freqlentemente resultam normais ou apenas levemente alterados nesses individuos. As
dosagens concomitantes de insulina plasméatica aumentam a sensibilidade diagndstica e se
tornam, desta forma, imprescindiveis na etapa de investigacdo laboratorial (5,46).

O diagndstico é realizado através da curva glico-insulinémica de 5 horas com
sobrecarga oral de 100 gramas de glicose. A glicose representa o estimulo mais importante,
que aciona tanto a liberacdo como a sintese da insulina pelas células beta-pancreéticas,
enquanto outros agentes, como hormonios intestinais e certos aminoacidos (leucina e
arginina) estimulam apenas a sua liberagéo (47).

Os padrdes de anormalidade nas curvas de insulina plasmética foram propostos por
Kraft a partir da avaliacdo de 3.650 individuos submetidos a sobrecarga oral de glicose (8).

Estes parametros sdo empregados até a atualidade (Tabela 2).
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Tabela 2. Padrdes normais e patoldgicos de insulinemia.

Tipo I — Normal
1. Valor em jejum: 0 a 25 mU/L
2. Pico entre 30 e 60 minutos (ndo importa o valor do pico)
3. Valor em 120 minutos até 50 mU/L
4. Soma dos valores de 120 a 180 minutos até 60 mU/L
5. Valores entre 240 e 300 minutos na faixa do jejum
Tipo Il — Pico normal, retorno lento
I1; — Pico entre 30 e 60 minutos, soma dos valores de 120 e 180 minutos acima de 60 e
abaixo de 100 mU/L - limitrofe
I, — Pico entre 30 e 60 minutos, soma dos valores de 120 e 180 minutos acima de 100
mU/L —anormal
Tipo I1la — Pico em 120 minutos
Tipo Illg — Pico em 180 minutos
Tipo IV — Valor em jejum maior que 50 mU/L

Tipo V - Curva insulinopénica — todos os valores menores que 50 mU/L

Ao causar hipoglicemia, o hiperinsulinismo compromete a formacdo de novas
moléculas de ATP, diminuindo a quantidade de energia livre para assegurar a manutencao
do metabolismo celular na orelha interna.

Niveis elevados de insulina também acarretam o bloqueio da atividade da enzima
(Na'/K*)-ATPase na estria vascular, comprometendo o transporte ibnico através da
membrana celular (11,14) e, consequentemente, o potencial endococlear. A retencdo de
sodio na endolinfa também aumenta a pressdo osmética nesse nivel, favorecendo o

aparecimento da hidropisia endolinfatica (10).
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Os efeitos do hiperinsulinismo nas concentracfes ionicas dos fluidos cocleares
foram demonstrados experimentalmente em roedores em um estudo no qual a inducéo de
hipoglicemia através da administracdo de insulina acarretou significativa queda nos niveis
de potassio (147,8 mEqg/L para 57,1 mEq/L) e concomitante acimulo de sédio (5,8 mEg/L
para 96,4 mEg/L) na endolinfa (48).

Em outro estudo, a inducdo de hipoglicemia em guinea pigs através da
administracdo de insulina levou a importante supresséo do microfonismo coclear (MC),
que corresponde as modificacfes de voltagem decorrentes da entrada de potassio
endolinfatico nas células ciliadas cocleares. Os autores consideraram curioso que, ao
administrar glicose aos animais, 0 MC era recuperado apenas de forma parcial, o que levou
a hipdtese de que o hiperinsulinismo poderia apresentar efeito comprometedor na captacdo
de oxigénio pelas células ciliadas independentemente da indugdo de hipoglicemia (49).

A luz desses conhecimentos, uma série de estudos identificou a hiperinsulinemia
isolada ou associada a hipoglicemia reacional como a alteracdo metabolica mais prevalente
em individuos portadores de patologias labirinticas, nas suas mais diversas manifestacoes
(14,16-19,50).

e Kirtane et al., em 1984, avaliaram 31 individuos portadores da doenca de Méniere
através de curvas de 5 horas com dosagem de glicose e insulina. Apenas dois
individuos apresentaram curva glicémica alterada; em contrapartida, os valores da
curva insulinica foram anormais em 21 individuos (68%), sendo 18 do tipo Il e trés
do tipo A (17).

e Em 2001, Kazmierczak e Doroszewska avaliaram 48 individuos portadores de
vertigem, zumbido ou perda auditiva de causa desconhecida, atraves do teste de

tolerdncia a glicose de 5 horas e identificaram alteracdo nas curvas de glicose e
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insulina em 13 (27,1%), sendo que o hiperinsulinismo foi a alteracdo metabolica
mais frequente (18).

e D’Avila e Lavinsky, em 2005, estudaram o perfil glicidico e suas correlages na
doenca de Méniére e demonstraram que 72% dos pacientes estudados tinham graus

variaveis de hiperinsulinemia detectaveis na curva insulinémica de 5 horas (19).

Alguns estudos demonstram a efetividade de propostas terapéuticas para pacientes
hiperinsulinémicos portadores de patologias labirinticas, com énfase no manejo dietético e
comportamental. A dieta geralmente prescrita apresenta caracteristicas hipoglicidicas e
hiperprotéicas, e foi proposta por Updegraff e Koniz em 1977 (51) e adaptada por Ramos
em 1980 (52).

e Lavinsky et al., em 2004, estudaram a efetividade do tratamento dietético em 80
pacientes com zumbido e hiperinsulinismo. O grupo de pacientes que seguiu a dieta
prescrita apresentou significativa melhora em relacdo ao grupo que manteve a dieta
convencional (53).

e Em 2000, Caovilla et al. estudaram a efetividade do manejo dietético e de
modificacOes de habitos cotidianos em 440 pacientes portadores de diversas formas
de labirintopatias por hiperinsulinismo, observando reducdo ou desaparecimento
subjetivo do zumbido em 79,6% dos casos e da vertigem ou outros tipos de tontura
em 83,4% dos pacientes, assim como melhora subjetiva da audicdo em 50% dos
pacientes com queixa prévia de hipoacusia. Melhora parcial ou normalizagdo dos
limiares auditivos foram observados em 45,1% de 113 pacientes com hipoacusia
determinada por audiometria tonal (54).

e Ramos e Ramos, em 1993, avaliaram 200 pacientes portadores de disfuncdes

cocleovestibulares e alteracdes na curva insulinémica, considerando a evolugdo dos
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sintomas e dos limiares auditivos apds instituicdo de dieta por 90 dias. Houve
diminuicdo significativa dos sintomas (principalmente cefaléia e vertigem) e
melhora ou normalizacdo dos limiares tonais em, respectivamente, 54,2 e 40,3%

dos 129 individuos com alteracdo audiométrica prévia ao estudo (55).

Como ja descrito, o hiperinsulinismo estad presente em todas essas formas de
alteragcdo do metabolismo dos carboidratos, sejam elas precoces ou tardias, como resultado
de um mecanismo pancreatico compensatorio a resisténcia aumentada da insulina nos seus
receptores periféricos (56).

A “sindrome da resisténcia a insulina” foi descrita em 1988 a partir de estudos que
identificaram sua presenca em um importante grupo de individuos de alto risco para
doengas cardiovasculares: portadores de obesidade, hipertensdo arterial, dislipidemia e
DMNID (57). A frequente coexisténcia dessas situacdes em um mesmo individuo levou a
hipotese da existéncia de uma anormalidade metabolica comum que permitisse o0 seu
aparecimento. Tal fator seria a resisténcia dos receptores periféricos a acdo da insulina
(56). Entretanto, uma relacdo de causa e efeito entre resisténcia a insulina e doenca
cardiovascular e 0 mecanismo pelo qual essa resisténcia influencia o seu desenvolvimento
sdo questdes ainda ndo totalmente esclarecidas.

Individuos suscetiveis a tornarem-se insensiveis a acdo da insulina e,
consequentemente, desenvolverem hiperinsulinismo sdo aqueles com histéria de DM em
parentes de primeiro grau, historia prévia de DM gestacional, obesos (principalmente
aqueles com adiposidade abdominal), intolerantes a glicose e mulheres com sindrome dos
ovarios policisticos (56).

Existe um relativo consenso, porém, de que essas formas de alteracdo no

metabolismo dos carboidratos devem ser manejadas dentro de um contexto dietético e
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comportamental, como forma de reduzir a incidéncia de complicacdes cardiovasculares,

assim como impedir a progresséo para DMNID (58).

3.5. Da ECoG em situag¢des normais e patologicas

Potenciais elétricos sdao modificacGes de voltagem decorrentes do transporte de ions
através da membrana celular. O registro desses potenciais pode ser realizado através de
eletrodos situados nas superficies corporais cutdneas e nas mucosas ou mesmo inseridos
dentro dos tecidos. A amplitude desses potenciais é pequena, sendo medida na escala de
microvolts. Desta forma, geralmente o sinal obtido deve ser amplificado para trazé-lo para
a faixa passivel de leitura pelos conversores analdgico-digitais. Obviamente, quanto mais
préximo da fonte estiver o eletrodo de registro, menor sera a amplificacdo necessaria.

Os potenciais séo ditos “evocados” quando ocorrem ap0s estimulagdo externa. Nos
potenciais evocados auditivos, a estimulagdo é acustica, e as formas mais comuns de
aplicacdo clinica sdo a audiometria de tronco cerebral (auditory brainstem response
audiometry, ABR, ou potencial evocado auditivo de tronco encefélico, PEATE) e a ECoG.

A ECoG é o método de registro dos potenciais elétricos evocados na céclea e no
nervo auditivo (4). Os potenciais obtidos sdo classificados como precoces ou de curta
laténcia, podendo ocorrer dentro de até 2 ms ap6s o estimulo.

A estimulagdo sonora é realizada pela repeticdo de sinais acUsticos de curta
duracdo. O clique de banda larga ou broad band click (BBC) proporciona a ativacéo
sincrénica das respostas dos neurénios do nervo auditivo, que correspondem as freqiiéncias
de 2.000 a 4.000 Hz na membrana basilar. Frequiéncias especificas podem ser estimuladas
através de pulsos senoidais (tone pips ou tone bursts).

O uso clinico da EcoG ganhou espaco a partir dos estudos realizados por Portmann,

Le Bert e Aran durante a década de 1960 em Bordeaux, Franca. A publicacdo deste grupo
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estd entre os primeiros relatos de registro efetivo da atividade elétrica coclear em seres
humanos (59). O eletrodo primario (ou de registro) era colocado junto a janela redonda
através de paracentese timpanica ou mesmo por uma perfuracdo timpanica preexistente.

A necessidade de paracentese timpanica certamente tornou o método pouco
atraente aos otologistas. Tradicionalmente, o eletrodo primério é colocado em contato com
a mucosa do promontorio. Nos ultimos anos, entretanto, resultados confiaveis tém sido
obtidos através de eletrodos posicionados em contato com a membrana timpénica (60).
Essa técnica alia menor desconforto, pouca morbidade e boa confiabilidade. Os parametros
de registro sdo praticamente idénticos, porém o sinal obtido pelo método extratimpéanico
necessita maior amplificagdo quando comparado ao da técnica convencional.

Durante o registro, sdo identificados trés componentes:

e Microfonismo coclear. Fenbmeno de origem celular que corresponde a entrada de
potassio proveniente da endolinfa nas células ciliadas cocleares. Sua aplicacéo
clinica é limitada, e a resposta depende do tipo e do local do eletrodo. Nos registros
ndo-invasivos, freqiientemente é dificil individualizar o MC dentro dos artefatos.

e Potencial de somacdo (PS). Potencial registrado na coclea em resposta ao
estimulo. Representa provavelmente os desvios das células ciliadas externas e, em
menor proporc¢do, das células ciliadas internas. Parece relacionar-se a excursdo da
membrana basilar em direcéo a escala media.

e Potencial de agdo (PA). Potencial mais proeminente obtido através do metodo.
Corresponde a despolarizacdo sincronica das milhares de fibras neurais que
compdem a porcao auditiva do VIII par craniano. Esse potencial é idéntico & onda |

obtida no exame PEATE (4).
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A principal aplicacéo clinica da EcoG é no diagndstico e seguimento da hidropisia
endolinfatica (4). Em orelhas hidrépicas, a amplitude do PS encontra-se freqlientemente
aumentada. Desta forma, ao se calcular a razéo entre as amplitudes dos potenciais de agéo
e somacdo (razdo PS/PA), observam-se valores mais elevados. Razbes acima de 0,3
sugerem a presenca de hidropisia endolinfatica (61,62). Alguns autores, entretanto, ndo
consideram que a relacdo PS/PA seja definitiva para o diagnostico da hidropisia, mas
concordam com seu valor na monitorizacdo e no acompanhamento clinico de pacientes
hidrépicos (63).

Esse método também pode ser empregado na aquisi¢cdo ou amplificacdo da onda |
do PEATE quando esta ndo é obtida pela técnica convencional, assim como na
monitorizagao intra-operatdria em situacdes onde existe risco de dano cirdrgico a cdclea ou

ao nervo auditivo (4).

3.6. Da ovelha como animal de experimentacao

Ovinos tém sido empregados como modelos de experimentacdo animal em uma
série de especialidades médicas, dentre as quais destacam-se a ortopedia, a obstetricia e,
principalmente, a genética. Na otorrinolaringologia, ha estudos em todas as subareas do
conhecimento: laringologia, nasossinusologia, otologia e otoneurologia. Essas publicagdes,
entretanto, sdo em pequeno numero e ndo seguem uma linha de pesquisa definida.

O Grupo de Pesquisa em Otologia e Otoneurologia do HCPA, capitaneado pelo
Prof. Dr. Luiz Lavinsky e do qual faz parte o autor desta dissertacdo, tem tido éxito no
emprego da ovelha como animal de experimentacdo desde a década passada, e vem
demonstrando, pioneiramente, que este modelo é adequado a experimentacdo animal e ao

treinamento cirurgico nas orelhas média e interna (64-68).
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As semelhancas entre as orelhas média e interna de ovinos e humanos também vém
sendo demonstradas em uma série de outros trabalhos, que envolveram analises
histoldgicas (69) e morfoldgicas, tanto pela dissec¢do de 0ssos temporais (70) como pelo
emprego da tomografia computadorizada (71,72). Recentemente, a ovelha foi empregada
com sucesso na investigacdo das repercussdes do hiperinsulinismo na atividade das células
ciliadas externas cocleares, através do registro de emissdes otoacusticas (73).

A experiéncia adquirida pelo Grupo de Pesquisa no emprego de ovelhas dentro da
Unidade de Experimentacdo evidenciou que esses animais sd0 bastante resistentes a
procedimentos cirargicos (65,66) e apresentam excelente cicatrizacdo tecidual. Periodos de
observacdo prolongada podem ser realizados no campo, dispensando a necessidade de
manutencdo em gaiolas e, assim, contribuindo para a reducdo de custos e para 0 maior
conforto dos animais.

Apesar de volumosos, com peso médio adulto em torno de 40 kg, esses animais sao
de fécil manuseio na Unidade de Experimentacdo, ao contrario de cdes, gatos e macacos,
que podem se tornar agressivos. Acrescentamos, ainda, o fato de que o uso experimental de
animais de estimacgdo apresenta repercussdes psicossociais, além de possiveis conflitos
com as sociedades protetoras de animais (66). Finalmente, destaca-se a alta disponibilidade
desses animais no Nosso meio, uma vez que sao criados para o fornecimento de carne e Ia.

Resumidamente, por sua rusticidade, disponibilidade, docilidade, resisténcia e
baixo custo de manutencdo, os ovinos tém sido considerados animais especialmente

adequados para o treinamento e a experimentagdo em cirurgia otoldgica (66,68).
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4. MATERIAL E METODO

Este estudo experimental foi conduzido nas dependéncias da Unidade de
Experimentagdo Animal do Centro de Pesquisas do HCPA, tendo sido previamente
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagdo desta

Instituicdo.

4.1. Caracteristicas da amostra
A amostra foi constituida de seis (6) ovelhas macho adultas da ragca Corriedale,

com peso entre 40 e 43 kg, divididas randomicamente em dois grupos de igual tamanho.

4.2. Intervencéo

Apos a alocacdo de cada animal para um dos grupos de estudo e vencida a etapa
anestésica, cujos detalhes serdo apresentados na préxima secdo, os animais foram
submetidos as seguintes intervengdes:

1. Grupo intervencdo (n = 3). Apds coleta de sangue periférico para dosagem de
glicose e insulina plasméticos e concomitante registro da atividade coclear através
da ECoG, foi administrada insulina regular na dose de 0,1 U/kg de peso diluida em
20 mL de solucéo fisioldgica pela via endovenosa. O registro da atividade coclear e
a coleta sanguliinea foram novamente realizados a cada 10 minutos até um total de
90 minutos.

2. Grupo controle (n = 3). Apds coleta de sangue periférico para dosagem de glicose
e insulina plasmaticos e concomitante registro da atividade coclear através da
ECoG, foram administrados 20 mL de solucdo fisiolégica pela via endovenosa.

Assim como no grupo intervengdo, o registro da atividade coclear e a coleta
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sanglinea foram novamente realizados a cada 10 minutos até um total de 90

minutos.

4.3. Anestesia

Devido ao lento esvaziamento gastrico observado em ovinos, os animais foram
submetidos a um periodo prévio de jejum de 48 horas. Para a sedacdo pré-anestésica,
empregamos acepromazina a 1% (Acepran®, Univet) em dose Unica de 500 mg/kg por via
intramuscular. A seguir, 0s animais foram transportados a sala cirurgica e posicionados em
decubito lateral direito sobre colchdo térmico aquecido (TermWay®). O acesso venoso
(veia jugular externa) foi obtido com cateter venoso periférico 18G (Jelco®, Johnson &
Johnson), por onde se realizou a indugdo anestésica com tiopental sédico (Thionembutal®,
Abbott) na dose de 15 mg/kg. Para a manutencao anestésica, foi utilizada a mesma droga,
na dose continua de 600 mg/h em bomba de infusdo (Nutrimat 11®, B.Braum). Os animais
foram submetidos a intubagéo orotraqueal sob laringoscopia direta (Iamina reta, 18,5 cm de
comprimento), com tubos traqueais nimeros 8 ou 9, acoplados a carro de anestesia
(Modulus 4000, Narcosul) com sistema fechado e com fornecimento de oxigénio a 100%
(Figura 2). Foram monitorados a saturacdo de oxigénio e o pulso periférico (oximetro de
pulso Biox 3700e®, Ohmeda).

Ap6s 0 experimento, 0s animais passaram por periodo de recuperacdo de
aproximadamente 2 horas dentro da Unidade de Experimentacdo, sendo entéo

transportados ao local de origem.



36

Figura 2. Aspecto final do animal apds anestesia e intubacéo orotraqueal.

4.4. Exposi¢cao da membrana timpanica

Para a visualizagdo da membrana timpanica, foi necessaria incisao cirdrgica endo-
pré-auricular de pele e cartilagem da orelha externa, com cerca de 2 cm (Figura 3),
realizada com bisturi elétrico (Medecir, modelo BMO-870) apds bloqueio local com
cloridrato de bupivacaina 0,75%. Esse procedimento retificou o canal auditivo externo,
possibilitando a colocagédo do otocone adaptado a partir de uma almotolia plastica (Figura

4).
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Figura 3. Incisdo cirargica endo-pré-auricular para visualizacdo da membrana

timpanica.

Figura 4. Otocone adaptado ao conduto auditivo externo.

4.5. Coleta sanguinea de glicose e insulina

As coletas de sangue periférico foram realizadas através do acesso venoso
periférico no tempo O (zero) e a cada 10 minutos, até 90 minutos. A glicose foi medida
pelo método enzimatico colorimétrico da glicose-oxidase, com a utilizacdo do kit da

Labtest. A insulina foi medida por imunoensaio de eletroquimioluminescéncia, sendo



utilizados analisadores Modular Analytics E170 da Roche. As analises foram realizadas no
Laboratdrio de Patologia Clinica do HCPA.

4.6. Registro dos potenciais evocados auditivos

O registro dos potenciais evocados auditivos foi realizado pelo sistema Morfeu All-
In-One, desenvolvido pela Dolsch Instrumentagdo Biomédica, de Porto Alegre (RS). A
analise dos registros foi realizada através do software Clampfit 9.2, desenvolvido pela

Axon Instruments. Na Figura 5 vemos um exemplo da interface propiciada pelo programa.
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Figura 5. Interface do software Clampfit 9.2.

O método utilizado foi o transtimpanico, com eletrodo de inser¢cdo da marca

Medelec, com éarea de 0,07 mm (codigo N53159), em contato com a mucosa do

promontério. O eletrodo secundério foi colocado na mucosa nasal.
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O estimulo acustico era fornecido através de microfone colocado junto ao meato
acustico externo com intensidade de 110 decibéis de nivel de pressdo sonora (dBNPS). O
estimulo era do tipo toneburst nas freqiiéncias de 5, 6, 7, 8, 9 e 10 kHz, numa taxa de 10
estimulos por segundo, com 3.000 repeti¢des, sendo que cada frequéncia era estimulada
por 50 segundos. A polaridade era do tipo condensacdo, o sinal era amplificado em
100.000 vezes e os filtros eram de 15 e 15.000 Hz (74).

Conforme descrito anteriormente, esse registro foi realizado concomitantemente a
coleta de sangue periférico, a cada 10 minutos, por um total de 90 minutos apds a

intervencéo.
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5. AVALIACAO ESTATISTICA

Fixando-se o valor de alfa em 0,05 e o poder estatistico do estudo em 80%, para
detectar uma diferenca entre 0s grupos estimada em pelo menos 3,5 unidades de desvio
padréo, calculou-se que trés individuos seriam necessarios em cada grupo.

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrdo. O registro do PA
coclear foi apresentado em folds, ou seja, a razdo dos valores observados nos diferentes
momentos pela medida basal. A analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas foi
aplicada aos valores do PA coclear e da glicemia. Os dados basais obtidos nos dois grupos
foram comparados pelo teste t de Student para amostras independentes. O nivel de
significancia foi de alfa = 0,05.

Os dados foram analisados com o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdo 12 e apresentados graficamente com o programa SigmaPlot verséo

8.0.
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6. RESULTADOS

Durante a etapa de experimentacdo, ndo houve perda de nenhum animal. O
protocolo anestésico mostrou-se seguro e efetivo. O método proposto promoveu
hiperinsulinemia e hipoglicemia, como pode ser visto nas Figuras 6 e 7, assim como nas

Tabelas 3 a9 do Anexo.
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Figura 6. Média da insulinemia nos grupos intervengdo e controle durante 90

minutos.
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Figura 7. Média da glicemia nos grupos intervencéo e controle durante 90 minutos.

A obtencdo da atividade elétrica coclear foi satisfatdria em todos os animais, como
se pode ver nas Figuras 8 e 9, referentes aos grupos intervencdo e controle,
respectivamente. O PA do nervo coclear foi a atividade predominante; o PS néo foi obtido
em todos os animais.

No que tange a insulinemia, glicemia e amplitude do PA, os dois grupos foram
considerados semelhantes no momento basal, com p = 0,59, 0,14 e 0,11, respectivamente.
Ao avaliar as curvas de registro do PA pelo teste de ANOVA de medidas repetidas,
observou-se que 0 grupo intervencdo apresentou uma queda estatisticamente significativa

nos valores do PA em relagdo ao grupo controle (p = 0,001).
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Figura 8. Tracados eletrococleograficos obtidos nos animais 1, 2 e 3 (grupo intervencao).
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Figura 9. Tracados eletrococleogréaficos obtidos nos animais 4, 5 e 6 (grupo controle).
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Figura 10. Médias observadas nos grupos intervencgdo e controle para a razéo (fold)

do potencial de acéo coclear em relacdo ao momento basal e aos niveis de glicemia.
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7. DISCUSSAO

O conceito de que o hiperinsulinismo isolado (com euglicemia ou mesmo com
hipoglicemia reacional) representa a primeira etapa no desenvolvimento da TDG e do
DMNID abriu uma nova possibilidade de deteccdo precoce dessas dismetabolopatias,
assim como um vasto campo de pesquisa acerca de suas repercussoes clinicas.

O real impacto dos estados hiperinsulinémicos na funcao labirintica ainda € motivo
de controvérsia. A elevada incidéncia de individuos portadores dessas formas de alteracoes
metabdlicas entre pacientes labirintopatas representa uma evidéncia indireta — embora
consistente — dessa associagao (20).

Com o objetivo de demonstrar e compreender melhor a relagdo entre as alteracfes
metabolicas descritas e 0s mecanismos que levam ao desenvolvimento de patologias
labirinticas, o Grupo de Pesquisa em Otologia e Otoneurologia do HCPA tem
desenvolvido uma série de trabalhos nessa linha de pesquisa (19,49,53,73), obtendo
resultados que convergem com aqueles publicados por outros grupos no Brasil (14,55) e no
exterior (75).

N&o obstante o ceticismo observado por algumas escolas, acreditamos que a
repercussao dos estados hiperinsulinémicos na orelha interna — especialmente na estria
vascular — deve-se as caracteristicas idnicas e metabdlicas ali encontradas.

Seguindo essa linha de pesquisa, este projeto experimental teve como objetivo
identificar e analisar, através da ECoG transtimpanica, alteracfes na atividade elétrica
coclear apés a inducdo de hiperinsulinismo agudo em um modelo animal, fornecendo,
desta forma, subsidios para uma compreensdo mais adequada dos reais efeitos dessa

alteragdo metabolica na funcéo auditiva.
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Para demonstrar esse efeito, foi empregado o protocolo de infusdo de insulina
regular humana na dose de 0,1 U/kg. Essa dosagem é a mesma administrada em humanos
durante o teste de tolerancia a insulina, empregado no diagndstico da deficiéncia do
horménio do crescimento (growth hormone, GH), uma vez que a liberagdo desse horménio
¢ induzida pela hipoglicemia. Este protocolo atingiu o objetivo de promover a
hiperinsulinemia e a hipoglicemia desejadas.

Na literatura médica atual, ndo ha trabalhos que tenham empregado a ECoG em
ovinos adultos, e nisso esta a originalidade ao estudo. Os parametros utilizados se tornam,
desta forma, referéncia para estudos desenvolvidos por este ou outros grupos de pesquisa.

Desde o estudo pioneiro de Lavinsky e Goycoolea (64), 0 emprego de ovinos como
modelo de experimentacdo animal em otologia tem sido adotado pelo grupo. Em trabalhos
subsequentes, os autores (65-72) demonstraram a similaridade entre a anatomia, a
histologia e a morfologia da orelha dos ovinos e dos humanos, caracterizando esse modelo
como uma excelente opcédo para o treinamento cirdrgico e a investigacao experimental (66-
68).

Na Unidade de Experimentacdo, os animais demonstraram ser doceis e de facil
manuseio. Suas dimensdes permitiram o uso do mesmo instrumental cirdrgico destinado a
humanos. Ap6s a recuperacdo anestésica, os animais foram encaminhados ao local de
origem, sem a necessidade de acondicionamento em gaiolas ou estruturas similares, o que
contribuiu para a reducdo dos custos. Além disso, apresentaram excelente cicatrizacdo
tecidual.

Outra vantagem no uso desses animais € sua facil disponibilidade em nosso meio,
onde séo criados para consumo humano e fornecimento de I&. Como ndo sdo animais
domeésticos, seu uso é bem visto pelos comités de ética em pesquisa e melhor aceito pelas

sociedades defensoras dos animais.
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O tamanho da amostra foi estabelecido a partir de criteriosas analises estatisticas
que, frente & magnitude do efeito encontrado, identificaram como adequado o nimero de
seis (6) animais divididos em dois grupos de igual tamanho. Considerando 0s aspectos
éticos e financeiros envolvidos, decidiu-se pelo encerramento da etapa de experimentacdo
tdo logo esse numero de animais fosse alcangado.

O protocolo anestésico foi seguro e efetivo, ndo havendo nenhum dbito. O sucesso
foi devido, entre outros fatores, a uma execucdo sempre sob as mesmas condigdes
materiais e humanas e por uma equipe médico-veterinaria capacitada, com larga
experiéncia no manejo de ovinos.

Durante a fase de experimentacdo, para a exposi¢cdo da membrana timpanica, foi
fundamental a realizacdo da incisdo endo-pré-auricular descrita anteriormente (Figura 3).
Essa etapa representou um verdadeiro desafio, uma vez que o canal auditivo dos ovinos é
longo e tortuoso, e 0s otocones usados em humanos ndo se adaptam as suas caracteristicas
anatémicas. Por outro lado, o uso de espéculos nasais de hastes longas expde a membrana,
mas ndo fornece estabilidade. A solucdo encontrada foi original e efetiva, através da
ponteira de uma almotolia pléstica, facilmente encontrada no meio hospitalar. Esse otocone
adaptado, apds a seccdo de cerca de 1 cm na extremidade para a ampliacdo da sua luz,
exp6s a membrana e permitiu a estabilidade pelo tempo necessario a manutencdo do
eletrodo (Figura 4).

Em relacdo ao método de afericdo da audicdo, a ECoG demonstrou ser um exame
de fécil execugdo e baixo custo. O método transtimpanico tem sido abandonado em
humanos, em beneficio de técnicas ndo-invasivas. Entretanto, sua principal vantagem esta
na proximidade do eletrodo de registro com a fonte da atividade elétrica, aumentando a

intensidade do sinal obtido. O desconforto gerado pela timpanotomia foi minimo,
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considerando que o traumatismo € pequeno e que 0S animais encontravam-se sob efeito
anestésico adequado.

Na auséncia de parametros eletrococleograficos prévios, decidiu-se pelo uso do
toneburst, e ndo do BBC. Inicialmente, foi realizada uma varredura de freqténcias para
determinar em quais delas haveria respostas evocadas consistentes. Foram testadas
freqiéncias entre 1 e 15 kHz, e decidiu-se pelo uso daquelas entre 5 e 10 kHz.
Curiosamente, a resposta nas freqiiéncias entre 1 e 3 kHz foi pouco consistente.

Os tracados obtidos representaram alterac@es de voltagem geradas na céclea e no
nervo auditivo e correspondem as etapas de despolarizacdo e polarizacdo celular ou, em
ultima instancia, ao transporte iénico pela membrana da célula. Como essa atividade exige
um intenso gasto energético, sendo suscetivel a interferéncia das concentragdes de insulina
e glicose plasmaéticas, a ECoG representa um papel promissor na pesquisa experimental
sobre as repercussdes cocleares dessas dismetabolopatias.

O PA coclear corresponde a despolarizagcdo sincrénica das milhares de fibras
neurais que compdem a porcdo auditiva do VIII par craniano, e foi a resposta mais
evidente em todos os tracados. J& o PS foi obtido de modo consistente apenas nos animais
1 e 6, tornando-se, desta forma, indisponivel para uma analise adequada. A incapacidade
do método em obter o registro do PS em todos os animais se deveu, provavelmente, ao
desconhecimento prévio dos parametros eletrococleogréficos dos ovinos.

Em relacdo aos resultados obtidos, identificamos que houve indugdo de um
marcado hiperinsulinismo; por outro lado, a hipoglicemia, apesar de efetivamente obtida,
ndo resultou tdo consistente. Desta forma, consideramos que os efeitos decorrentes da
exposi¢do foram secundarios principalmente ao hiperinsulinismo e, em menor grau, a

hipoglicemia, conforme demonstrado por Mangabeira-Albernaz e Fukuda (14).
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A resposta elétrica mais evidente foi a progressiva diminui¢do na amplitude do PA
neural observada no grupo de estudo. Esse efeito decorre da incapacidade da fibra neural
em despolarizar-se e, assim, transmitir o estimulo acustico.

Essa diminuicdo da atividade observada no grupo exposto ao hiperinsulinismo
agudo pode ser explicada por dois mecanismos:

e Numa primeira hipotese, o hiperinsulinismo atua diretamente nas fibras que
compdem o0 nervo, comprometendo o transporte ionico pela membrana celular e
impedindo sua despolarizagao.

e Uma segunda alternativa sugere que o hiperinsulinismo atua na estria vascular,
comprometendo a manutencdo do potencial endococlear e, desta forma, a
despolarizacdo das células ciliadas. A supressao desse potencial se reflete, entdo, na

etapa subsequente de despolarizacéo celular da fibra neural.

Na auséncia de um modelo teodrico que justifique a neuropatia periférica como
consequiéncia do hiperinsulinismo agudo, acreditamos que tal efeito foi coclear, € 0
resultado efetivamente medido apenas espelhou essa condicdo. Em recente estudo
conduzido por Maia (73), a atividade coclear de ovinos, medida através das otoemissoes
acusticas por produtos de distorcdo (EOAPD), foi significativamente reduzida apos a
inducdo de hiperinsulinismo, em um delineamento semelhante ao empregado no presente
estudo, corroborando a existéncia de um efeito predominantemente coclear, e ndo neural.

O bloqueio da atividade da enzima (Na*/K")-ATPase na estria vascular parece ser o
modelo que justifica os achados do presente estudo. Essa enzima é fundamental na
producdo da energia necessaria a manutencdo do potencial endococlear, e seu blogueio
modifica a composi¢do ibnica tanto da endolinfa como da perilinfa, impedindo a

despolarizacao das células ciliadas.
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Observamos que o periodo de hiperinsulinismo mais acentuado ocorreu, conforme
esperado, no tempo 10, com progressiva reducdo nas aferigdes subsequentes. A amplitude
do PA apresentou uma queda progressiva, que iniciou no tempo 10, mas se tornou muito
mais acentuada nos minutos finais do experimento. Essa falta de sincronismo entre o
periodo de maior hiperinsulinismo e o periodo de menor amplitude do PA se explica, em
um modelo tedrico, pelo fato de que o bloqueio da agdo da enzima (Na'/K")-ATPase
acarreta um efeito mais tardio nas concentracBes de potéssio endolinfatico, restando, nos
minutos iniciais, moléculas suficientes para a despolarizacao celular.

A inducdo aguda de hiperinsulinismo em animais previamente sadios néo reflete
necessariamente as alteragdes observadas em individuos cronicamente expostos a niveis
elevados de insulina como conseqiiéncia do aumento da resisténcia periférica. Por
exemplo, foi demonstrado experimentalmente que a inducdo de hiperinsulinismo em
cachorros sadios ndo eleva a pressdo arterial, mas esse efeito hipertensor ocorre em
animais obesos e, teoricamente, com maior prevaléncia de resisténcia insulinica (76).

A resisténcia periférica a insulina tem sido exaustivamente estudada dentro de um
contexto cardiovascular, mas muito pouco associada a patologias da orelha interna.
Considerando os achados deste e de outros estudos desenvolvidos por este e outros grupos
de pesquisa, podemos considerar que a resisténcia a insulina deva sempre ser suspeitada
em individuos com patologias cocleovestibulares sem etiologia definida ou com
caracteristicas que os incluam dentro da ja descrita “sindrome da resisténcia a insulina”. Da
mesma forma, a curva glico-insulinémica deve estar dentro dos exames laboratoriais
solicitados na etapa de investigacao diagnostica.

Dentro dessa realidade, havendo suspeita clinica de hiperinsulinismo associado a

hipoglicemia reacional, esta ocorre geralmente 3 horas ap6s a sobrecarga oral de glicose.
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Assim, o emprego da curva glico-insulinémica de 5 horas aumenta o valor preditivo
positivo do teste, conforme confirmado por Lavinsky et al. (77).

Um conceito mais recente em relacdo ao manejo dietético de pacientes com
resisténcia a insulina e outras formas de alteracdo do metabolismo dos carboidratos foi
proposto por Jenkins et al. em 1981 (78) e envolve a quantificacdo do indice glicémico
(IG). Os diferentes alimentos variam substancialmente no que diz respeito aos seus efeitos
na glicemia pds-prandial e a liberacdo da insulina pelo pancreas. Alimentos com alto I1G
tém uma elevada velocidade de absorcdo e conversdo em glicose, 0 que eleva o pico
insulinémico apds sua ingestdo. A hipoglicemia pode advir quando a glicose ingerida for
totalmente metabolizada, permanecendo os efeitos hipoglicemiantes da insulina.

Outras abordagens fundamentais no tratamento desses individuos envolvem perda
de peso (para individuos obesos ou com sobrepeso) e realizagdo de atividade fisica
aerobica regular, 3 a 4 vezes por semana, por 30 a 40 minutos (79); essas praticas estdo
associadas a um efetivo aumento na sensibilidade periférica a insulina.

O tratamento comportamental e dietético para individuos em etapas precoces de
alteracGes do metabolismo dos carboidratos é corroborada por estudo que avaliou a
progressdo para 0 DMNID em individuos com hiperinsulinismo ou intolerantes a glicose
(58). Um dos grupos foi tratado com metformin e o outro recebeu placebo. Apds quase 3
anos de seguimento, a incidéncia de DM foi de 7,8 casos em 100 pessoas/ano contra 11,0
casos no grupo tratado com placebo. Entretanto, um terceiro grupo tratado exclusivamente
com um programa intensivo de modificacdo de habitos teve uma incidéncia de diabetes de
4,8 casos por 100 pessoas/ano, resultado significativamente menor que 0s dois grupos
anteriores.

Sintomas cocleovestibulares, reconhecidamente de alta prevaléncia na prética

clinica diaria, podem ser entendidos como um indicador precoce da presenca de alteracdes
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no metabolismo dos hidratos de carbono. Assim, ao diagnosticar individuos
hiperinsulinémicos cuja apresentagdo clinica envolve sinais e sintomas cocleovestibulares,
pode-se interromper ou retardar a progressdo para formas mais avancadas de alteracdo do
metabolismo dos carboidratos, o que representa um impacto de grande magnitude na saude

do individuo e, em maior escala, da populacéo.
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Tabela 3. Valores de glicemia, insulinemia e potencial de acdo neural da ovelha 1

(grupo intervengdo) nos minutos 0 a 90.

Tempo (min) Glicemia (mg/dL)

Insulinemia (mg/dL) PA (mV)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

123

116

107

98

89

82

74

69

70

68

2,91
818,9
401,9
178,5
76,53
35,33
17,35
10,38

6,29

4,92

9,3
9,1
7,6
5,1
4,6
3,6
3,4
3
1,3

1,6

PA = potencial de acao neural.
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Tabela 4. Valores de glicemia, insulinemia e potencial de acdo neural da ovelha 2

(grupo intervengdo) nos minutos 0 a 90.

Tempo (min) Glicemia (mg/dL) Insulinemia (mg/dL) PA (mV)

0 119 1,24 12,5
10 113 532,1 12,3
20 101 218,5 8,6
30 87 121,2 7

40 75 66,8 6,3
50 64 25,7 5,4
60 57 14,6 5,1
70 SX 14,2 4,4
80 44 9,3 3,8
90 39 5,9 1,3

PA = potencial de acao neural.
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Tabela 5. Valores de glicemia, insulinemia e potencial de acdo neural da ovelha 3

(grupo intervengdo) nos minutos 0 a 90.

Tempo (min) Glicemia (mg/dL)

Insulinemia (mg/dL) PA (mV)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

145

139

125

112

98

86

76

68

62

57

4,45
1.000
806,4
404,6

212
104,5

59,1

34,6

22,3

15,7

9,5
9,6
8
5,2
4,8
4
3,8
3,2
1,6

1,3

PA = potencial de acao neural.
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Tabela 6. Valores de glicemia, insulinemia e potencial de acdo neural da ovelha 4

(grupo controle) nos minutos 0 a 90.

Tempo (min) Glicemia (mg/dL)

Insulinemia (mg/dL) PA (mV)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

105

104

103

104

104

104

104

104

103

106

2,00
2,04
2,16
2,32
2,43
2,60
4,59
2,73
2,07

2,41

5,0
3,9
6,5
8,8
15,2
12,0
12,3
12,2
7,5

5,7

PA = potencial de acao neural.
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Tabela 7. Valores de glicemia, insulinemia e potencial de acdo neural da ovelha 5

(grupo controle) nos minutos 0 a 90.

Tempo (min) Glicemia (mg/dL)

Insulinemia (mg/dL) PA (mV)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

121

121

117

120

116

113

111

107

103

107

7,62
7,53
2,34
6,73
8,28
9,71
9,99
9,31
8,07

2,07

9,6
7,4
6,2
10
13,8
13,7
13,6
13,8
13,1

13,7

PA = potencial de acao neural.
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Tabela 8. Valores de glicemia, insulinemia e potencial de acdo neural da ovelha 6

(grupo controle) nos minutos 0 a 90.

Tempo (min) Glicemia (mg/dL)

Insulinemia (mg/dL) PA (mV)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

105

104

103

102

100

100

100

100

101

100

2,6
2,36
2,45
2,91
3,15
3,84
4,09
4,69
5,22

5,67

5,7
5,3
4,8
8,4
91
8,4
8,8
9
8,8

8,4

PA = potencial de acao neural.
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Tabela 9. Valores médios de glicemia, insulinemia e amplitude do potencial de acéo

neural nos grupos controle e intervencao.

Grupo controle (n = 3) Grupo intervencao (n = 3)
Tempo Glicemia Insulinemia PA Glicemia Insulinemia PA
(min) (mg/dL) (mg/dL) (mV) (mg/dL) (mg/dL) (mV)
0 110 4,1 6,7 129 2,9 10,4
10 109 4,0 5,5 122 783 10,3
20 107 2,3 5,9 111 475 8,1
30 108 4,0 9,1 99 234 5,8
40 106 4,6 12,7 87 118 5,3
50 105 5,3 11,4 77 55 4,3
60 105 6,2 11,6 69 30 4,1
70 103 5,6 11,7 62 19,7 3,5
80 102 5,1 9,8 58 12,6 2,2
90 104 3,4 9,3 54 8,7 1,4

PA = potencial de acao neural.
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RESUMO

Introducdo: Vérios estudos tém demonstrado, sob 0s pontos de vista clinico e
experimental, a influéncia do metabolismo dos hidratos de carbono sobre a fungéo da
orelha interna. Muitos desses estudos apontam a hiperinsulinemia como o fator etioldgico
mais frequentemente associado a patologias tanto cocleares como vestibulares.

Obijetivo: Registrar e analisar as alteracdes na atividade elétrica coclear, através da
eletrococleografia (ECoG) transtimpénica, durante o hiperinsulinismo induzido em um
modelo animal.

Materiais e método: Seis ovelhas macho adultas foram divididas em dois grupos
de igual tamanho; ap0s anestesia venosa, os animais foram submetidos ao exame de EcoG
e a coleta de sangue periférico para determinacdo de glicemia e insulinemia. No grupo
intervencdo, foi administrada insulina regular humana (0,1 U/kg). O grupo controle
recebeu somente solucdo fisioldgica. A glicemia e a insulinemia foram determinadas
simultaneamente ao registro da atividade elétrica coclear a cada intervalo de 10 minutos,
por 90 minutos.

Resultados: No grupo submetido a intervencdo, houve progressiva reducdo na
amplitude do potencial de ac¢&o coclear em relagdo ao grupo controle (p = 0,001).

Discussao: Os resultados podem ser atribuidos a supressdo da atividade da enzima
(Na'/K*)-ATPase na estria vascular. Esse fendmeno compromete a manutencdo do
potencial endococlear e a posterior despolarizacdo das células ciliadas cocleares assim

como das fibras que compdem a porg¢éo auditiva do VIII par craniano.
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INTRODUCAO

Varios estudos demonstram uma elevada prevaléncia de alteracbes no metabolismo
dos carboidratos em individuos portadores de patologias da orelha interna, oferecendo forte
evidéncia, mesmo que indireta, de uma associacdo entre essas condic¢Ges clinicas. O
hiperinsulinismo tem sido apontado como a alteracdo metabdlica mais frequente nessa
populagdo (1-5). D’Avila e Lavinsky, ao estudar o perfil glicidico e suas correlagdes com a
doenca de Meéniére, mostraram que 72% dos pacientes tinham graus variaveis de
hiperinsulinismo detectaveis no teste de 5 horas de tolerancia a glicose (6).

O hiperinsulinismo sem hiperglicemia € considerado uma alteracdo precoce no
metabolismo dos hidratos de carbono (7), podendo preceder o aparecimento da tolerancia
diminuida a glicose e do diabetes melito ndo-insulino-dependente (8). Apesar de ser
considerado um distarbio metabdlico mais ténue, as repercussdes do hiperinsulinismo na
orelha interna podem ser marcantes, devido as caracteristicas i6nicas e metabolicas
associadas (9).

Estudos sobre o metabolismo revelaram que a orelha interna praticamente nao
apresenta capacidade de armazenamento energético, dependendo de um suprimento
constante de oxigénio e glicose sanglinea (10,11). Sua atividade metabdlica, de modo
paradoxal, é alta, especialmente na manutencdo das concentracfes idnicas dos fluidos
cocleares (12).

As caracteristicas i6nicas da orelha interna sdo Unicas. O potencial endococlear
representa o gradiente de aproximadamente +85 mV observado entre endolinfa e perilinfa,
sendo mantido através da secrecdo ativa de potassio na endolinfa pela estria vascular (13).
Estudo conduzido por Mendelsohn e Roderique demonstrou que a indugédo de hipoglicemia
em roedores acarreta importante queda na concentracdo de potassio endolinfatico e

conseqliente acimulo de sodio (14).
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A manutenc¢do do potencial endococlear é fundamental no processo de transdugéo
mecano-elétrica, uma vez que a despolarizacao das células ciliadas internas ocorre a partir
da entrada de potassio e calcio endolinfaticos pelos canais i6nicos situados nos seus
estereocilios (13).

A exposicdo a niveis elevados de insulina apresenta repercussdes funcionais por
mecanismos ainda ndo totalmente elucidados. Mangabeira-Albernaz e Fukuda propdem
que o hiperinsulinismo bloqueia a atividade da enzima (Na'/K")-ATPase na estria vascular
(3), removendo o potéssio da endolinfa, retendo sédio e, conseqiientemente, aumentando a
pressdo osmotica nesse nivel, resultando em hidropisia endolinfatica (8).

Esses processos de despolarizacdo e repolarizagdo celulares na céclea e no nervo
auditivo tém um padrdo reconhecido, sendo o seu registro Gtil em uma série de situacdes
clinicas na otoneurologia. A eletrococleografia (ECoG) é o método que registra essas
variacOes de potenciais elétricos (15).

A falta de parametros objetivos de mensuracdo e a impossibilidade de se
observarem modificacfes histopatoldgicas in vivo sdo reconhecidas, por alguns autores,
como motivos de discordancia em relacdo ao real impacto dos disturbios metabolicos no
sistema cocleovestibular (16). Partindo da hipdtese operacional de que a presenca dos
disturbios no metabolismo dos carboidratos interfere negativamente na hemostasia i6nica
dos fluidos cocleares, repercutindo na sua atividade elétrica e na efetiva condugéo do sinal
acustico pelas vias auditivas, o objetivo do presente estudo foi monitorar a atividade
elétrica da coclea através da ECoG transtimpéanica durante a inducdo aguda de

hiperinsulinemia em ovelhas.



74

MATERIAL E METODO

Este estudo experimental foi conduzido nas dependéncias da Unidade de
Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), tendo sido previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Grupo de
Pesquisa e P6s-Graduacdo da instituicao.

A amostra foi constituida de seis (6) ovelhas macho adultas da ragca Corriedale,
com peso entre 40 e 43 kg, divididas randomicamente em dois grupos de igual tamanho. O
tamanho da amostra foi calculado fixando-se o valor de alfa em 0,05 e o poder estatistico
do estudo em 80%, para detectar uma diferenca entre os grupos estimada em pelo menos
3,5 unidades de desvio padréo.

No grupo de estudo (n = 3), os animais receberam insulina regular por via
endovenosa em bolo (0,1 U/kg diluida em 10 mL de solucdo salina). Os tracados
eletrococleogréficos foram obtidos no tempo 0 (zero) e de 10 em 10 minutos até um total
de 90 minutos, simultaneamente a coleta sangliinea para a dosagem de glicose e insulina
séricas. No grupo controle (n = 3), cada animal recebeu 20 mL de solugdo salina por via
endovenosa. Da mesma forma, a atividade elétrica foi registrada no tempo 0 e de 10 em 10
minutos até o tempo total de 90 minutos, assim como a coleta sangiiinea para a dosagem de
glicose e insulina.

Para a sedagéo, utilizou-se acepromazina a 1%, 500 mg/kg intramuscular. Na
inducdo anestésica, empregou-se tiopental sédico a 15 mg/kg endovenoso. Para a
manutencdo da anestesia, utilizou-se tiopental sédico a 600 mg/h em infusdo continua em
bomba (B-Braum, Nutrimat I1).

Dez minutos ap6s a pré-medicacdo, a anestesia era induzida, e o animal era
intubado com tubo traqueal n® 8 a 9 acoplado a carro de anestesia com sistema fechado

(Modulus 4000, Narcosul) e fornecimento de oxigénio a 100%. Foram monitorados 0s
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parametros anestésicos de saturacdo de oxigénio, pulso cardiaco (BIOX 3700e, Ohmeda),
volume corrente e frequéncia respiratoria (Takaoka, Venticare).

Para a retificacdo do conduto auditivo externo e exposi¢do da membrana timpanica,
foi necessaria incisdo endo-pré-auricular de cerca de 2 cm, realizada com bisturi elétrico
apos anestesia local com cloridrato de bupivacaina (Figura 1). Este procedimento permitiu
a colocacao de um otocone adaptado a partir de uma almotolia plastica (Figura 2), através
da qual o eletrodo principal era inserido na orelha média em direcdo ao promontdrio.

As coletas de sangue periférico foram realizadas através do acesso venoso
periferico, no tempo 0 e a cada 10 minutos até 90 minutos. A glicose foi medida pelo
método enzimatico colorimétrico da glicose-oxidase, com a utilizagdo do kit da Labtest; a
insulina foi medida por imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (Modular Analytics
E170, Roche). As andlises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do HCPA.

O registro dos potenciais evocados auditivos foi realizado pelo sistema Morfeu All-
In-One, desenvolvido por Dolsch Instrumentacdo Biomédica, de Porto Alegre (RS). A
andlise dos registros foi realizada atraves do software Clampfit 9.2, desenvolvido pela
Axon Instruments.

O método utilizado foi o transtimpéanico com eletrodo de insercdo (Medelec, codigo
N53159), com é&rea de 0,07 mm, em contato com a mucosa do promontério. O eletrodo
secundério foi colocado na mucosa nasal.

O estimulo acustico era fornecido através de microfone colocado junto ao meato
acustico externo com intensidade de 110 decibéis de nivel de pressdo sonora (ABNPS). Os

demais parametros estdo descritos na Tabela 1 (15).
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RESULTADOS

Durante a etapa de experimentacdo, ndo houve perda de nenhum animal. O
protocolo anestésico mostrou-se seguro e efetivo. O método proposto promoveu
hiperinsulinemia e hipoglicemia (Figura 3).

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrdo. O registro do
potencial de acdo coclear (PA) foi apresentado em folds, ou seja, razdo dos valores
observados nos diferentes momentos pela medida basal. A andlise de variancia (ANOVA)
de medidas repetidas foi aplicada aos valores de PA e glicemia. Os dados basais foram
comparados entre os dois grupos pelo teste t de Student para amostras independentes. O
nivel de significancia foi de alfa = 0,05.

Os dados foram analisados com o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdo 12 e apresentados graficamente com o programa SigmaPlot verséo
8.0.

A atividade elétrica coclear foi obtida nos seis animais (Figuras 4 e 5). O PA foi a
atividade predominante. O potencial de somagéo, entretanto, ndo foi obtido em todos 0s
animais.

No que tange a insulinemia, glicemia e amplitude do PA, os dois grupos foram
considerados semelhantes no momento basal, com os respectivos valores de p = 0,59, 0,14
e 0,11. Ao avaliarmos as curvas de registro do PA por ANOVA de medidas repetidas,
observou-se que 0 grupo intervencdo apresentou uma queda estatisticamente significativa

na amplitude do PA em relacdo ao grupo controle (p = 0,001).

DISCUSSAO
O conceito de que o hiperinsulinismo isolado (com euglicemia ou mesmo com

hipoglicemia reacional) representa a primeira etapa no desenvolvimento da tolerancia
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diminuida a glicose e do diabetes melito ndo-insulino-dependente abriu um vasto campo de
pesquisa acerca das suas repercussdes clinicas.

O impacto dos estados hiperinsulinémicos na orelha interna se deve as suas
caracteristicas id6nicas e metabolicas, de modo especial na estria vascular, estrutura
responsavel pela secrecdo de potéassio na endolinfa e pela geracdo e manutencdo do
potencial endococlear.

Com o objetivo de demonstrar e compreender melhor a relagdo entre as alterac6es
metabdlicas descritas e 0s mecanismos que levam ao desenvolvimento de patologias
labirinticas, varios trabalhos tém sido desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa em Otologia e
Otoneurologia do HCPA (6,17,18), com resultados que convergem com aqueles publicados
por outros grupos no Brasil (3,16) e no exterior (19).

Este projeto experimental teve como objetivo identificar e analisar, através de
ECoG transtimpénica, alteragdes na atividade elétrica coclear apds a inducdo de
hiperinsulinismo agudo em um modelo animal, fornecendo, desta forma, subsidios para
uma compreensao mais adequada dos reais efeitos dessa alteracdo metabdlica na fungédo
auditiva.

Para demonstrar as alteracBes na atividade coclear apés a indugdo aguda de
hiperinsulinismo induzido, foi empregado o protocolo de infusdo de insulina regular
humana na dose de 0,1 U/kg. O protocolo atingiu o objetivo de promover a
hiperinsulinemia e a hipoglicemia desejadas.

Desde o estudo pioneiro de Lavinsky et al. (20), o emprego de ovinos como modelo
de experimentagdo animal tem sido adotado por este grupo de pesquisa, sendo
caracterizado como uma excelente opcdo para o treinamento cirdrgico e a investigacdo

experimental na &rea da otoneurologia (21,22).
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Na Unidade de Experimentacdo, 0s animais demonstraram ser ddceis e de facil
manuseio. Além disso, suas dimensdes permitiram o uso do mesmo instrumental cirdrgico
usado em humanos. Apds a recuperagdo anestésica, os animais foram encaminhados ao seu
local de origem, sem a necessidade de acondicionamento em gaiolas ou similares.
Finalmente, as ovelhas apresentaram uma excelente cicatrizagéo tecidual.

O tamanho da amostra foi estabelecido a partir de analises estatisticas minuciosas
que, frente & magnitude do efeito encontrado, identificaram como adequado o nimero de
seis animais divididos em dois grupos de igual tamanho. Considerando os aspectos éticos
envolvidos, decidiu-se pelo encerramento da etapa de experimentacdo tdo logo esse
numero de animais fosse alcancado.

O protocolo anestésico foi seguro e efetivo, ndo havendo nenhum dbito. O sucesso
foi devido, entre outros fatores, a sua execucdo sempre sob as mesmas condi¢cdes materiais
e humanas e através de capacitada equipe médico-veterinaria, com larga experiéncia no
manejo de ovinos.

Durante a experimentacdo, para a exposicdo da membrana timpanica, foi
fundamental a realizacdo de incisdo endo-pré-auricular, conforme ja descrito (Figura 1). O
canal auditivo dos ovinos € longo e tortuoso, e os otocones usados em humanos nédo se
adaptam as suas caracteristicas anatémicas. A solucdo encontrada foi original e efetiva,
através da ponteira de uma almotolia plastica, facilmente encontrada no meio hospitalar
(Figura 2).

Em relacdo ao método de afericdo da audicdo, a ECoG demonstrou ser um exame
de facil execucdo e baixo custo. A técnica transtimpanica capta a atividade elétrica muito
proximo a sua origem, proporcionando um sinal de muito boa qualidade. O desconforto
gerado pela timpanotomia foi minimo, considerando que o traumatismo é pequeno e que 0S

animais encontravam-se sob efeito anestésico adequado.
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Na auséncia de parametros eletrococleograficos prévios, decidiu-se pelo uso do
toneburst, e ndo do clique de banda larga ou broad band click. Inicialmente, foi realizada
uma “varredura” de frequéncias para determinar em quais delas haveria respostas evocadas
consistentes. Foram utilizadas as freqiiéncias entre 5 e 10 kHz.

Os tracados obtidos representaram alteracdes de voltagem geradas na céclea e no
nervo auditivo e correspondem as etapas de despolarizacdo e polarizacdo celular ou, em
ultima instancia, ao transporte iénico pela membrana da célula. Como essa atividade exige
um intenso gasto energético, sendo suscetivel a interferéncia das concentragdes de insulina
e glicose plasmaéticas, a ECoG representa um papel promissor na pesquisa experimental
acerca das repercussdes cocleares dessas dismetabolopatias.

Os valores laboratoriais absolutos demonstraram uma variagdo muito maior da
insulinemia em relacdo a glicemia, sugerindo que os efeitos decorrentes da exposicéo
foram secundarios principalmente ao hiperinsulinismo e, em menor grau, a hipoglicemia,
conforme demonstrado por Mangabeira-Albernaz e Fukuda (3).

A resposta elétrica mais evidente foi a progressiva diminui¢cdo na amplitude do PA
neural observada no grupo intervencdo. Esse efeito decorre da incapacidade da fibra neural
em despolarizar-se e, assim, transmitir o estimulo acustico. A diminuigdo dessa atividade
pode ser explicada por dois possiveis mecanismos:

e Numa primeira hipotese, o hiperinsulinismo atua diretamente nas fibras que
compdem o nervo, comprometendo o transporte iénico pela membrana celular e
impedindo a sua despolarizacéo.

e Uma segunda alternativa sugere que o hiperinsulinismo atua na estria vascular,
comprometendo a manutencdo do potencial endococlear e, desta forma, a
despolarizacdo das células ciliadas. A supressdo desse potencial se reflete, entdo, na

etapa subsequente de despolarizacéo celular da fibra neural.



80

Na auséncia de um modelo tedrico que justifique a neuropatia periférica como
conseqiiéncia do hiperinsulinismo agudo, acreditamos que o efeito dessa situacdo foi
coclear, e o resultado efetivamente medido apenas espelhou tal condicdo. Em recente
estudo conduzido por Maia (17), com delineamento semelhante ao empregado no presente
estudo, a atividade coclear de ovinos foi medida através das otoemissdes acusticas por
produtos de distorcdo e se mostrou significativamente reduzida ap6s a inducdo de
hiperinsulinismo, corroborando a existéncia de um efeito predominantemente coclear, e
n&o neural.

O bloqueio da atividade da enzima (Na*/K")-ATPase na estria vascular parece ser o
modelo que justifica os achados do presente estudo. Esse efeito modifica a composicao
ibnica da endolinfa, impedindo a despolarizacdo das células ciliadas internas.

O hiperinsulinismo mais acentuado ocorreu no tempo 10 em todos os animais. A
amplitude do PA apresenta uma queda progressiva, que inicia no tempo 10 mas se torna
muito mais acentuada nos minutos finais do experimento. Essa falta de sincronismo entre o
periodo de maior hiperinsulinismo e o periodo de menor amplitude do PA se explica,
teoricamente, pelo fato de que o bloqueio na agdo da enzima (Na'/K")-ATPase acarreta um
efeito mais tardio nas concentracdes de potassio endolinfatico, restando ainda, nos minutos
iniciais, moléculas suficientes para a despolarizacéao celular.

A resisténcia insulinica tem sido exaustivamente estudada dentro de um contexto
cardiovascular, mas muito pouco associada a patologias da orelha interna. Considerando os
achados dos estudos desenvolvidos por este e outros grupos de pesquisa, podemos
considerar que a resisténcia a insulina deve sempre ser suspeitada em individuos com

patologias da orelha interna que ndo sejam justificadas por outras causas. Assim, a curva



81

glico-insulinémica deve estar presente dentro da gama de exames laboratoriais solicitados
na etapa de investigacdo diagndstica.

Dentro dessa realidade, havendo suspeita clinica de hiperinsulinismo com
hipoglicemia reacional, esta ocorre geralmente 3 horas ap6s a sobrecarga oral de glicose.
Assim, o emprego da curva glico-insulinémica de 5 horas aumenta o valor preditivo
positivo do teste, conforme confirmado por Lavinsky et al. (18).

O manejo dietético para individuos com manifestacbes na orelha interna
secundarias a alteragdes metabdlicas envolve uma dieta hipoglicidica e hiperprotéica
desenvolvida por Updegraff e Koniz (23) e adaptada para 0 nosso meio por Ramos e
Ramos (24). A eficacia do manejo ja foi demonstrada por varios autores (25,26).

Um conceito recente em relacdo ao manejo dietético de pacientes com resisténcia a
insulina e outras formas de alteracdo no metabolismo dos carboidratos envolve a
quantificacdo do indice glicémico (27). Alimentos com alto indice glicémico tém uma
elevada velocidade de absorcdo e conversdo em glicose, elevando o pico insulinémico apés
a ingestdo. A hipoglicemia pode advir quando a glicose ingerida for totalmente
metabolizada, permanecendo os efeitos hipoglicemiantes da insulina.

A presenca de patologia da orelha interna pode ser entendida, entdo, como um
indicador precoce da presenca de alteracbes no metabolismo dos hidratos de carbono, o

que justifica a sua investigacdo clinica na préatica diaria.

CONCLUSAO
O estudo da atividade elétrica coclear através da ECoG em ovelhas durante a
inducdo de hiperinsulinemia aguda revelou significativas alteracBes eletrofisioldgicas,

evidenciadas pela reducdo da amplitude do potencial de acdo da porcdo auditiva do VIII
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par craniano. O mecanismo provavel desse resultado é o bloqueio da atividade da enzima
(Na'/K")-ATPase na estria vascular, comprometendo a manutengdo do potencial

endococlear e a despolarizacdo das células ciliadas internas.
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Tabela 1. Parametros eletrococleogréaficos

Tipo

Taxa
Repeticdes
Polaridade
Amplificacdo
Filtros

Frequéncias estimuladas

Toneburst
10/seg

3.000
Condensacao
100.000
15-15.000 Hz

5,6,7,8,9,10 kHz

86
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Tabela 2. Valores médios de glicemia, insulinemia e amplitude do potencial de acéo

neural nos grupos controle e intervencgao

Grupo controle (n = 3) Grupo intervencao (n = 3)

Tempo  Glicemia Insulinemia PA Glicemia  Insulinemia PA

(min) (mg/dL) (mg/dL) (mV) (mg/dL) (mg/dL) (mV)

0 110 41 6,7 129 2,9 10,4
10 109 4,0 5,5 122 783 10,3
20 107 2,3 5,9 111 475 8,1
30 108 4,0 91 99 234 5,8
40 106 4,6 12,7 87 118 5,3
50 105 5,3 11,4 77 55 4,3
60 105 6,2 11,6 69 30 4,1
70 103 5,6 11,7 62 19,7 3,9
80 102 5,1 9,8 58 12,6 2,2
90 104 3,4 9,3 54 8,7 1,4

PA = potencial de acao neural.
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Legendas das figuras

Figura 1. Incisdo cirdrgica endo-pré-auricular para melhor exposi¢cdo da membrana
timpanica.

Figura 2. Otocone adaptado ao meato auditivo externo.

Figura 3. A) Média dos niveis de insulina e B) média dos niveis de glicose nos grupos
intervencgéo e controle a cada 10 minutos, durante 90 minutos.

Figura 4. Tracados eletrococleograficos obtidos no grupo intervencao.

Figura 5. Tracados eletrococleograficos obtidos no grupo controle.

Figura 6. Médias observadas nos grupos intervencdo e controle para razdo (fold) do

potencial de agdo coclear em relagdo ao momento basal e niveis de glicemia.
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Figura 3A
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Figura 4
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Figura 6
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ABSTRACT

Introduction: Several different studies have demonstrated the influence of
carbohydrate metabolism on inner ear function, from both clinical and experimental
perspectives. Many of these studies have identified hyperinsulinemia as the most frequent
etiologic factor associated with both cochlear and vestibular pathologies.

Objective: To record and analyze alterations in cochlear electrical activity in an
animal model during induced hyperinsulinemia, using transtympanic electrocochleography
(EC0QG).

Materials and methods: Six adult male sheep were divided into two equal groups
and, after venous anesthesia, were subjected to EcoG examination and peripheral blood
testing for glycemia and insulinemia assay. Regular human insulin 1V was administered
(0.1 U/kg) to the animals in the intervention group. The control group received saline
solution only. Glycemia and insulinemia were assayed simultaneously with cochlear
electrical activity recording, every 10 minutes, for 90 minutes.

Results: There was a progressive reduction in the amplitude of cochlear action
potential in the intervention group in relation to the control group (p = 0.001).

Discussion: These results could be attributed to suppression of (Na'/K*)-ATPase
enzyme activity in the stria vascularis. This phenomenon leads to loss of endocochlear
potential and subsequent depolarization of cochlear hair cells and also of the fibers that

make up the auditory portion of the VIII cranial nerve pair.
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INTRODUCTION

Several different studies have demonstrated an elevated prevalence of carbohydrate
metabolism abnormalities in individuals suffering from pathologies of the inner ear,
providing strong evidence, if indirect, of a link between these clinical conditions, with
hyperinsulinism being indicated as the most frequent metabolic alteration among this
population (1-5). D’Avila and Lavinsky, studying glucose profiles and their correlation
with Méniére’s disease, demonstrated that 72% of their patients had varying degrees of
hyperinsulinism detectable by 5-hour glucose tolerance testing (6).

Hyperinsulinism without hyperglycemia is considered an early-stage alteration to
carbohydrate metabolism (7), which may precede the emergence of reduced glucose
tolerance (RGT) and non-insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM) (8). Although
considered more tenuously linked with metabolic disorders, repercussions for the inner ear
can be marked, as a result of the ionic and metabolic characteristics found there (9).

Studies of its metabolism have revealed that the inner ear has practically no
capacity to store energy and is dependent upon a constant supply of oxygen and glucose
(10,11). Paradoxically, its metabolic rate is elevated, especially for the maintenance of
cochlear fluid ion concentrations (12).

The ionic characteristics of the inner ear are unique. The endocochlear potential is
represented by the gradient of approximately +85 mV observed between endolymph and
perilymph and maintained by active potassium secretion into the endolymph by the stria
vascularis (13). A study conducted by Mendelsohn and Roderique demonstrated that
induction of hypoglycemia in rodents results in a significant drop in endolymphatic
potassium concentration and consequent sodium accumulation (14).

Maintenance of the endocochlear potential is of fundamental importance to the

mechanical-electrical transduction process, since depolarization of inner hair cells takes
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place as a result of endolymphatic potassium and calcium entering via the ion channels in
their sterocilia (13).

Exposure to elevated insulin levels has functional repercussions, through
mechanisms that are not yet fully understood. Mangabeira-Albernaz and Fukuda propose
that hyperinsulinism blocks (Na*/K")-ATPase enzyme activity within the stria vascularis
(3), removing potassium from endolymph, retaining sodium and, consequently, increasing
osmotic pressure at that level, resulting in endolymphatic hydrops (8).

This process of cellular depolarization and repolarization in the cochlea and
auditory nerve exhibits a recognizable pattern and it is useful to record this activity in a
variety of clinical situations within otoneurology. Electrocochleography (ECoG) is the
method used to Record these variations in electrical potential (15).

Some authors have identified the lack of objective measurement parameters and the
impossibility of observing histopathological changes in vivo as reasons for disagreement
over the true impact of metabolic disorders on the cochleovestibular system (16). Starting
from the operational hypothesis that the presence of carbohydrate metabolism disorders
has a negative impact on ionic hemostasis of cochlear fluids, with repercussions for its
electrical activity and the effective conduction of the acoustic signal along the auditory
pathways, the objective of the present study was to monitor the electrical activity of the
cochlea of sheep by means of transtympanic electrocochleography during induction of

acute hyperinsulinemia.

MATERIALS AND METHODS
This experimental study was conducted within the grounds of the Animal

Experimentation Unit, part of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) Research
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Center, after approval had been granted by the institution’s Research and Post-Graduation
Group Research Ethics Committee.

The sample comprised six (6) adult male sheep, Corriedale breed, weighing from
40 to 43 kg, and split into two equal groups at random. Sample size was calculated based
on an alpha of 0.05 and statistical power of 80% for the detection of a difference between
groups estimated at least 3.5 standard deviations.

Each animal in the control group (n = 3) was given 20 ml of intravenous saline.
Electrocochleographic traces were plotted at zero and every 10 minutes until 90 minutes
had elapsed, simultaneously with blood sampling for serum glucose and insulin assays.
Animals in the study group (n = 3) were given regular insulin intravenously in bolus (0.1
U/kg diluted in 10 ml of saline). Once more electrical activity was recorded at zero and
every 10 minutes until 90 minutes had elapsed, also concurrent with blood samples for
glucose and insulin assays.

Sedation was with 500 mg/kg intramuscular acepromazine at 1%. Anesthetic
induction was with 15 mg/kg intravenous sodium thiopental, maintained with continuous
infusion of 600 mg/h sodium thiopental using a pump (B-Braum, Nutrimat II).

Ten minutes after premedication, anesthesia was induced and animals intubated
with a tracheal tube n° 8 to 9 coupled to an anesthesia cart with a closed system (Narcosul,
Modulus 4000) and 100% oxygen. The anesthetic parameters oxygen saturation, heart beat
(Ohmeda, Biox 3700e), tidal volume and respiratory rate (Takaoka, Venticare) were
monitored.

In order to straighten the external auditory canal and expose the tympanic
membrane, it was necessary to make a preauricular surgical incision of around 2 cm, with
an electric scalpel, after local anesthetic with bupivacaine hydrochloride (Figure 1). This

procedure allowed an ear speculum adapted from a plastic nozzle to be fitted (Figure 2),
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through which the primary electrode was inserted into the middle ear in the direction of the
promontory.

Peripheral blood samples were taken via peripheral venous access, at zero and
every 10 minutes thereafter up to 90 minutes. Glucose was measured using the glucose-
oxidase enzymatic colorimetric method, using a LABTEST Kkit. Insulin was measured
using electrochemiluminescence immunoassay (Modular Analytics E170, Roche).
Analyses were carried out at the clinical pathology laboratory at the HCPA.

Evoked auditory potentials were recorded with a Morfeu All-In-One system,
developed by Dolsch Instrumentagdo Biomédica, Porto Alegre, RS, Brazil. Recording were
analyzed using Clampfit 9.2 software, developed by Axon Instruments.

The transtympanic method was employed with an insertion electrode (Medelec,
code N53159) with an are of 0.07 mm in contact with the promontory mucosa. The
secondary electrode was placed in the nasal mucosa.

Acoustic stimulus was provided by a microphone placed in contact with the
external acoustic meatus with an intensity of 110 dBSPL. The remainder of the parameters

are described in Table 1 (15).

RESULTS

None of the animals were lost during the experimental phase. The anesthetic
protocol proved safe and effective. The method proposed did indeed provoke
hyperinsulinemia and hypoglycemia (Figure 3).

Quantitative data have been described in terms of means and standard deviations.
Recordings of the cochlear action potential are represented in folds, i.e. the ratios of the
observed values at each sample point to the baseline measurements. Analysis of variance

(ANOVA) for repeated measurements was applied to the cochlear action potential and
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glycemia values. Baseline data for the two groups were compared using Student’s t test for
independent samples. The level of significance was defined as alpha = 0.05.

Data were analyzed using SPSS version 12 and presented graphically using
SigmaPlot version 8.0.

Cochlear electrical activity was recorded for all 6 animals (Figures 4 and 5). The
action potential of the cochlear nerve (AP) was the predominant activity. Summating
potential was not, however, obtained in all animals.

At baseline the two groups were considered similar in terms of insulinemia,
glycemia and AP amplitude, with respective p values being 0.59, 0.14 and 0.11. When we
evaluated the AP curves traced by analysis of variance (ANOVA) for repeated measures,
we found that the intervention group exhibited a statistically significant drop in AP values

when compared with the control group (p = 0.001).

DISCUSSION

The concept that hyperinsulinism in isolation (with euglycemia or even with
hypoglycemia in reaction) represents the first stage in the development of RGT and
NIDDM has opened up a vast field of research into the clinical repercussions of this.

The repercussion that hyperinsulinemic states have on the inner ear are due to its
ionic and metabolic characteristics, in particular in the stria vascularis, the structure
responsible for secreting potassium into the endolymph and for generation and
maintenance of endocochlear potential.

With the objective of better demonstrating and so understanding the relationship
between the metabolic abnormalities described and the mechanisms that lead to the
development of labyrinth pathologies, the Otology and Otoneurology Research Group at

the HCPA has undertaken a number of projects in this area of research (6, 17, 18),
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obtaining results that are convergent with those published by other Brazilian research
groups (3, 16) and internationally (19).

The objective of this experimental project was to identify and analyze alterations in
cochlear electrical activity, by means of transtympanic ECoG, after induction of acute
hyperinsulinism in an animal model, thereby providing the foundations for a more
adequate understanding of the true effects of this metabolic alteration on auditory function.

In order to demonstrate altered cochlear activity after induction of acute
hyperinsulinism, a protocol was employed infusing regular human insulin 1V at a dosage of
0.1 U/Kg. This protocol achieved its objective of provoking the desired hyperinsulinemia
and hypoglycemia.

Since the pioneering study by Lavinsky et al. (20), the use of sheep as animal
experimental models has been adopted by this research group, being characterized as an
excellent option for surgical training and experimental investigation in this area of
otoneurology (21, 22).

Within the Animal Experimentation Center, the animals proved docile and easy to
manage. Their size allows the same surgical instrumentation to be used as is for humans.
After recovery from anesthesia, they were returned to their original location with no need
for conditioning in cages or similar. Furthermore, they exhibited excellent tissue healing.

The sample size was defined based on painstaking statistical analyses, which, base
don the magnitude of the observed effect, identified the quantity of 6 animals split into two
equal groups. Respecting the ethical considerations involved, it was decided to end the
experimental phase as soon as that number of animals had been reached.

The anesthetic protocol was safe and effective, with no deaths occurring. This

success was due, among other factors, to anesthesia always taking place under the same
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material and human conditions and being performed by a qualified medical-veterinary
team with great experience in handling sheep.

During the experiment it was necessary to perform the preauricular surgical
incision described earlier (Figure 1) in order to expose the tympanic membrane. The
auditory canal is long and tortuous in sheep, and ear specula used with humans do not fit
their anatomical characteristics. The solution that was found was both original and
effective, using a the nozzle from a plastic squeeze bottle, easily obtained in a hospital
environment (Figure 2).

In relation to the method of measuring hearing, ECoG proved an easily executed
and low cost examination technique. The transtympanic method captures electrical activity
very close to its origin, offering a very high quality signal. The discomfort caused by
tympanotomy was minimal, since the trauma is minor and the animals were adequately
anesthetized.

In the absence of prior electrocochleographic parameters, it was decided to use
toneburst rather than broad band click (BBC). Initially a frequency sweep was performed
to determine which provided consistent evoked responses, with frequencies from 5 to 10
kHz being chosen.

The resultant traces represent the changes in voltage generated in the cochlea and
auditory nerve and correspond to the stages of cellular depolarization and polarization, or,
to go further, ion transport across cell membranes. Since this activity requires intense
energy consumption, being susceptible to interference from plasma concentrations of
insulin and glucose, ECoG promises to play a role in research into the cochlear
repercussions of these dysmetabolopathies.

Absolute laboratory results demonstrated a much greater variation in insulinemia

than in glycemia, suggesting that the effects of exposure were secondary principally to
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hyperinsulinism and, to a lesser degree, to hypoglycemia, as demonstrated by Mangabeira-
Albernaz and Fukuda (3).

The most obvious electrical response was the progressive reduction in neural AP
amplitude observed in the intervention group. This effect is the result of the nerve fibers’
inability to depolarize and, therefore, to transmit the acoustic stimulus. The reduction in
this activity could be explained by two possible mechanisms:

e According to the first hypothesis, hyperinsulinism acts directly on the fibers that
comprise the nerve, compromising ion transport by the cell membrane and
impeding depolarization.

e A second alternative is that hyperinsulinism acts on the stria vascularis,
compromising maintenance of endocochlear potential and, therefore, depolarization
of the hair cells. The suppression of this potential is therefore reflected in the

subsequent stage of cellular depolarization of nerve fibers.

In the absence of a theoretical model that explains peripheral neuropathy as a
consequence of acute hyperinsulinism, we believe that the effect of this condition was on
the cochlea, and the result that was actually measured merely mirrors this. In a recent study
conducted by Maia (17) the cochlear activity of sheep, measured by means of distortion
product otoacoustic emissions, was significantly reduced after induction of
hyperinsulinism, in a study design similar to that employed here, corroborating the
existence of a predominantly cochlear effect rather than a neural one.

It appears that the model which explains the findings of this study is that the
(Na'/K")-ATPase enzyme is blocked in the stria vascularis. This effect modifies the ionic

composition of the endolymph, impeding depolarization of the inner hair cells.
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The most accentuated hyperinsulinism took place at 10 minutes for all animals. The
amplitude of AP exhibits a progressive fall, starting at 10 minutes, but that is much more
accentuated at the end of the experiment. This lack of synchronization between the period
of greatest hyperinsulinism and the period of lowest AP amplitude is theoretically
explained by the fact that blocking the (Na'/K")-ATPase enzyme takes longer to have an
effect on endolymphatic potassium concentrations, with sufficient molecules for cellular
depolarization surviving for the initial minutes.

Insulin resistance has been extensively studied in a cardiovascular context, but
rarely in connection with inner ear pathologies. Considering the results of studies carried
out by this and other research teams, we can consider that insulin resistance should always
be a suspicion in individuals inner ear pathologies that cannot be explained by other
causes. therefore, the glycemia-insulinemia curve should be one of the battery of
laboratory tests requested during diagnostic investigation.

Against this background, if there is a clinical suspicion of hyperinsulinism with
hypoglycemia in response, this generally occurs 3 hours after oral glucose challenge. Thus,
the use of a 5-hour glycemia-insulinemia curve increases the positive predictive value of
the test, as confirmed by Lavinsky et al (18).

Dietary management of individuals with inner ear manifestations secondary to
metabolic alterations involves a low glucose and high protein diet developed by Updegraff
and Koniz (23) and adapted for our region by Ramos and Ramos (24). The efficacy of this
approach has been duly demonstrated by several authors (25, 26).

A recent concept with relation to the dietary management of insulin-resistant
patients and those with other carbohydrate metabolism disorders involves quantifying the
glycemic index (Gl) of foods (27). Foods with a high GI have a high velocity of absorption

and conversion into glucose, which raises peak insulinemia after their consumption.



105

Hypoglycemia may follow when the glucose consumed has been completely metabolized
and the effects of hyperinsulinemia remain.

The existence of an inner ear pathology may therefore be interpreted as an early
indicator of the presence of alterations to carbohydrate metabolism, which justifies its

clinical investigation in daily practice.

CONCLUSIONS

This study of cochlear electrical activity by means of electrocochleography of
sheep during induced acute hyperinsulinemia reveled significant electrophysiological
alterations, as demonstrated by the reduction in the action potential amplitude of the
auditory portion of the VIII cranial nerve pair. The mechanism responsible is probably a
blockade of (Na'/K")-ATPase enzyme activity in the stria vascularis, compromising the

maintenance of endocochlear potential and depolarization of inner hair cells.
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Table 1. Electrocochleographic parameters

Type

Rate
Repetitions
Polarity
Amplification
Filters

Frequencies stimulated

Toneburst
10/sec

3000
Condensation
100,000
15-15000 Hz

5,6,7,8,9,10 kHz

109
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Table 2. Mean glycemia, insulinemia and amplitude of neural action potential for control

and intervention groups

Control group (n = 3) Intervention group (n = 3)

Time Glycemia Insulinemia AP Glycemia  Insulinemia AP

(min) (mg/dL) (mg/dL) (mV) (mg/dL) (mg/dL) (mV)

0 110 4.1 6.7 129 2.9 10.4
10 109 4.0 5.5 122 783 10.3
20 107 2.3 5.9 111 475 8.1
30 108 4.0 9.1 99 234 5.8
40 106 4.6 12.7 87 118 5.3
50 105 5.3 114 77 55 4.3
60 105 6.2 11.6 69 30 4.1
70 103 5.6 11.7 62 19.7 3.5
80 102 5.1 9.8 58 12.6 2.2
90 104 3.4 9.3 54 8.7 1.4

AP = neural action potential AP.
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Figure legends

Figure 1. Preauricular surgical incision to better expose the tympanic membrane.

Figure 2. Ear speculum fitted to the external auditory meatus.

Figure 3. A) Mean insulin levels and B) mean glucose levels for intervention and control
groups, every 10 minutes for 90 minutes.

Figure 4. Electrocochleographic traces for the intervention group.

Figure 5. Electrocochleographic traces for the control group.

Figure 6. Observed means for the intervention and control groups by cochlear action

potential folds, in relation to baseline and glycemia levels.
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Figure 1

Figure 2
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Figure 3A
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6

Cochlear action potential folds
in relation to baseline
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