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Tinnitus; Introduction: Tinnitus is defined as the perception of sound in the head or in the head in the
Prolidase; absence of external sounds. The cause of tinnitus is still unknown.

Oxidative stress Objective: We aimed to compare the serum levels of total oxidant status, total antioxidant

status, serum prolidase enzyme activity and the oxidative stress index in patients with tinnitus
to those of normal subjects.

Methods: Twenty five patients with tinnitus (mean age 34.3) and 25 healthy controls (mean
age 37.2) were included in the study.

Results: Total oxidant status levels in the patient group were significantly higher than in the
control group (p = 0.037). The mean total oxidant status value was 2.54 + 0.95 mmoL/L in
the patient group, and 2.06 + 0.98 mmoL/L in the control group. The mean oxidative stress
index level was 0.22+0.10 AU in the patient group, while it was 0.17 & 0.08 AU in the control
group. Oxidative stress index was significantly higher in the patient group (0.026). There was no
significant difference between the groups in terms of total antioxidant status values (p = 0.838).
The mean serum prolidase enzyme activity level was 202.74 + 33.56 U/L in the patient group
and 175.46 + 42.68 U/L in the control group. Serum prolidase enzyme activity levels in the
patient group were significantly higher than in the control group (0.040).

Conclusion: We detected that the total oxidant status, oxidative stress index and serum proli-
dase enzyme activity levels were higher in patients with tinnitus when compared to the healthy
controls. This finding suggests that oxidative stress index and serum prolidase enzyme activity
may play a role in the etiopathogenesis of tinnitus.
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PALAVRAS-CHAVE
Zumbido;

Prolidase;

Estresse oxidativo

Avaliacdo da atividade da enzima sérica prolidase e do estresse oxidativo em
pacientes com zumbido

Resumo

Introdugdo: O zumbido é definido como a percepcao de um som na cabeca na auséncia de sons
externos. A causa do zumbido ainda é desconhecida.

Objetivo: Comparar os niveis séricos do estado oxidante total, estado antioxidante total, ati-
vidade da enzima prolidase sérica e o indice de estresse oxidativo em pacientes com zumbido
e em individuos normais.

Método: Foram incluidos no estudo 25 pacientes com zumbido (média de 34,3 anos) e
25 controles saudaveis (média de 37,2 anos).

Resultados: Os niveis do estado oxidante total no grupo de pacientes foram significantemente
maiores do que no grupo controle (p = 0,037). O valor médio do estado oxidante total foi de
2,54 £ 0,95 mmoL/L no grupo de pacientes e de 2,06 & 0,98 mmoL/L no grupo controle. O nivel
médio de indice de estresse oxidativo foi de 0,22 + 0,10 AU no grupo de pacientes, enquanto
no grupo controle foi de 0,17 £ 0,08 AU. O indice de estresse oxidativo foi significantemente
maior no grupo de pacientes (0,026). Nao houve diferenca significante entre os grupos em
relacdo aos valores do estado antioxidante total (p = 0,838). O nivel médio de atividade da
enzima prolidase sérica foi de 202,74 4 33,56 U/L no grupo de pacientes e de 175,46 + 42,68
U/L no grupo controle. Os niveis de atividade da enzima prolidase sérica no grupo de pacientes
foram significantemente maiores do que no grupo controle (0,040).

Conclusdo: Detectamos que os niveis de estado oxidante total, indice de estresse oxidativo
e atividade da enzima prolidase sérica foram maiores nos pacientes com zumbido quando
comparados aos controles saudaveis. Esse achado sugere que o indice de estresse oxidativo
e a atividade da enzima prolidase sérica podem desempenhar um papel na etiopatogenia do
zumbido.

© 2020 Publicado por Elsevier Editora Ltda. em nome de Associacdo Brasileira de Otorrinolarin-
gologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Este € um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

0 zumbido é definido como a percepcao de um som na
cabeca sem a presenca de um som externo. O zumbido é
um dos sintomas mais comuns do sistema auditivo, afeta
de maneira adversa a qualidade de vida dos pacientes.’
A incidéncia de zumbido ocorre na faixa de 10% a 15% da
populacdo.? O zumbido é causado por uma série de doencas
que afetam o sistema auditivo sensorial. No entanto, a causa
do zumbido ainda é desconhecida.?

A prolidase é uma metaloenzima pertencente a fami-
lia das hidrolases, que desempenha importante papel na
degradacao e biossintese do colageno. A atividade enzima-
tica da prolidase foi detectada em muitos tecidos, como
estdmago, coracao, cérebro, pancreas, rim, figado e liquido
amnidtico.* Acredita-se que alteracdes na atividade da
enzima prolidase podem ter um papel no desenvolvimento
de muitas doengas, como polipos nasais, esquizofrenia,
ansiedade, transtorno bipolar, depressao maior, diabetes
mellitus tipo 2, hepatite C cronica, osteoporose, asma bron-
quica e fibrose hepatica.>""

As espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo moléculas
reativas que contém um ou mais elétrons nao pareados
em suas Orbitas mais externas.'? A superproducido de ERO
esta envolvida na patogénese de muitas doencas, inclusive
diabetes mellitus, cancer, artrite reumatoide, lUpus eri-
tematoso sistémico, doenca de Behcet e aterosclerose.’

Varios mecanismos de defesa antioxidante foram desenvol-
vidos no organismo como uma forma de protecdo contra
os efeitos adversos das ERO. Em condi¢ées normais, ha
um equilibrio entre o mecanismo de defesa antioxidante
e os radicais livres, mas se observa estresse oxidativo
quando esse equilibrio é desviado, o que favorece os radi-
cais livres.' As moléculas oxidantes e antioxidantes podem
ser medidas individualmente no plasma, mas atualmente as
formas de mensuracao do estado oxidante total (EOT) e do
estado antioxidante total (EAT) foram melhoradas."

Decidimos fazer este estudo porque o estresse oxidativo e
a enzima prolidase tém sido investigados em muitas doencas
e ha um nimero limitado de estudos sobre a etiopatogenia
do zumbido, que ainda ndao é completamente esclarecida.
Nosso objetivo foi comparar os niveis séricos de prolidase,
EAT e EOT em pacientes com zumbido e individuos sau-
daveis. Verificamos que, embora a relacdo entre zumbido
e estresse oxidativo tenha sido estudada anteriormente, a
relacdo com a prolidase nunca foi investigada. Este é o pri-
meiro estudo na literatura a examinar os niveis da enzima
prolidase em pacientes com zumbido.

Material e métodos

Este estudo foi feito no ambulatorio de otorrinolaringolo-
gia da Hitit University entre 10 de janeiro de 2018 e 31 de
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marco de 2018. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa clinica da Hitit University,
(decreto n° 2018-23). Foram incluidos no estudo 25 pacien-
tes com diagnostico de zumbido e 25 individuos saudaveis.
No grupo zumbido, 14 individuos eram do sexo masculino
e 11 do feminino, com média de 34,3 anos. O grupo con-
trole consistiu de 25 individuos, 12 do sexo masculino e
13 do feminino, com média de 37,2 anos. Todos os par-
ticipantes forneceram o consentimento livre e informado
por escrito para participar do estudo. Todos os pacien-
tes foram submetidos a exame otorrinolaringologico com
historico detalhado. Além disso, foram feitos exames de
sangue de rotina, avaliacdo audiolodgica e avaliacao diag-
nostica neurotoldgica. Os critérios para inclusao no grupo
zumbido foram: ter apresentado zumbido subjetivo por pelo
menos um ano, entre 18 e 65 anos e nao ter feito qual-
quer tratamento médico para o zumbido até pelo menos
8 semanas antes de entrar no estudo. O grupo controle
incluiu individuos saudaveis normais que ndo se queixavam
de zumbido, de 18 a 65 anos, e que foram atendidos em nossa
clinica por outros motivos. Em ambos os grupos, os critérios
de exclusao foram: presenca de otosclerose, timpanoescle-
rose, otite média crénica, schwannoma vestibular, doenca
de Méniere, ‘‘hum’’ venoso, lesdes malignas, historico de
cirurgia autoéloga, uso de medicamentos ototoxicos, trau-
matismo do osso temporal, problemas de orelha média ou
externa. Pacientes com doencas metabdlicas, hematoldgi-
cas, cardiovasculares, psiquiatricas e neuroldgicas também
foram excluidos do estudo. Exames otologicos, neuroldgicos
e audiologicos foram normais para todos os participantes.
Apenas uma amostra de soro foi retirada, sem qualquer
tratamento, tanto de pacientes quanto dos voluntarios sau-
daveis. O consentimento informado foi obtido de todos os
pacientes em ambos os grupos como demonstracao de sua
participacao voluntaria no estudo. Uma amostra de 10 mL de
sangue venoso foi coletada de cada paciente, entre 8h e 10h,
em tubos que continham ativador de coagulacao (Isotherm,
Hongyu Medical, Weihai, China) apés 12 horas de jejum.
Apos a formacao do coagulo sanguineo, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 4000 rpm e o soro foi separado e
armazenado a -80°C até o dia da analise.

Medidas de EAT, EOT e prolidase

Foram usadas as medidas da capacidade antioxidante total
e oxidante total, desenvolvidas por Erel."' Para as ana-
lises do EAT e EOT, usou-se o método desenvolvido por
Erel, com o kit RelAssay totalmente automatizado (kit Rel
Assay Diagnostics, Mega Tip, Gaziantep, Turquia) e o método
colorimétrico, com uso do autoanalisador VitalScientific,
Selectra/Flexor E (Paises Baixos). Os resultados do EAT e
EOT foram apresentados como pmoL H202 equivalente/L.
Os niveis de SPEA foram medidos pelo teste ELISA (Cat.
n° CSB-E16196 h, Cusabo Biotech Co. Ltd). O coeficiente de
variacao (CV) intraensaio e o coeficiente interensaio foram
< 8% e < 10%, respectivamente. O intervalo do teste era de
93,75 a 6.000 mU/mL, com uma sensibilidade de 93,75
mU/mL. Para as medicdes, foi usado o teste ELISA automa-
tico, da Radim Company ALISEi.

Analise estatistica

O pacote de software SPSS (versao 22.0, SPSS Inc. Chi-
cago, IL, EUA) foi escolhido para a analise estatistica. A
distribuicao da normalidade foi determinada pelo teste de
Shapiro-Wilk. As variaveis continuas foram apresentadas
como média £ desvio-padrao, mediana (min - max) de
acordo com as hipoteses de dispersao e variaveis catego-
ricas, apresentadas como nimero e porcentagem. Quando
as variaveis continuas foram avaliadas, dois fatores inde-
pendentes foram analisados pelo teste t de Student no caso
de variaveis normalmente distribuidas. O teste U de Mann-
-Whitney foi usado quando amostras independentes nao
eram normalmente distribuidas. O nivel de significancia foi
aceito como p < 0,05.

Resultados

0 grupo de pacientes e o grupo controle foram semelhantes
em termos de idade e sexo (p> 0,05 para ambos). O valor
médio do EOT foi 2,54 4+ 0,95 mmoL/L e mediana (min -
max) 2,58 (0,37-5,04 mmoL/L) no grupo de pacientes e de
2,06 £ 0,98 mmoL/L e mediana (min - max) de 1,92 (0,37 =
4,81 mmoL/L) no grupo controle. Os niveis séricos do EOT no
grupo de pacientes foram significantemente maiores do que
no grupo controle (p = 0,037) (tabela 1, fig. 1A). Os niveis
médios de IEO foram de 0,22 + 0,10 AU e a mediana (min -
max) 0,20 (0,03 & 0,49 AU) no grupo de pacientes e foram
de 0,17 £ 0,08 AU e mediana (min - max) de 0,17 (0,03
+ 0,44 AU) no grupo controle. O IEO foi significantemente
maior no grupo de pacientes (0,026) (tabela 1, fig. 1B). O
nivel médio do EAT foi 1,16 & 0,15 mmoL/L e mediana (min
- max) 1,17 (0,71 £ 1,43 mmoL/L) no grupo de pacientes e
1,18 0,18 mmoL e mediana (min - max) de 1,15 (0,94-1,70
mmoL/L) no grupo controle. Nao houve diferenca signifi-
cante entre os grupos em termos de valores de EAT (p =
0,838) (tabela 1, fig. 1C). O nivel médio de SPEA foi 202,74
+ 33,56 U/L e mediana (min - max) 199 (161-290 U/L) no
grupo de pacientes e 175,46 4 42,68 U/L e mediana (min -
max) 188 (112-251 U/L) no grupo controle. Os niveis de SPEA
no grupo de pacientes foram significantemente maiores do
que no grupo controle (0,040) (tabela 1, fig. 1D).

Discussao

0 zumbido é classificado como objetivo e subjetivo. O obje-
tivo também é ouvido por outras pessoas e as causas mais
comuns sao as anomalias vasculares.? O subjetivo é definido
como sons ouvidos apenas pelo paciente. A doenca que leva
ao zumbido pode estar em qualquer local, desde o canal
auditivo externo até o sistema auditivo central. O zumbido
associado ao ruido, acompanhado por perda auditiva neu-
rossensorial, é a causa mais comum de zumbido subjetivo."”
Entre as causas do zumbido subjetivo estao otosclerose,
timpanoesclerose, trauma acUstico, surdez subita, estresse,
medicamentos ototdxicos, doenca de Méniere, traumatismo
craniano e neuroma do aclstico.'® O zumbido também pode
ser causado por distUrbios metabdlicos, neurologicos, psico-
légicos e farmacoldgicos.

A etiopatogenia do zumbido ainda nao foi totalmente
esclarecida. O desenvolvimento do zumbido muitas vezes
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Tabela1 Comparacao entre o grupo de pacientes e grupo controle em relacdo aos niveis de EOT, IEO, EAT e SPEA
Grupo n Média + DP Mediana (min - max) p-valor
EOT Pacientes 25 2,54 4+ 0,95 2,58 (0,37 - 5,04) 0,0372
Controle 25 2,06 + 0,98 1,92 (0,37 - 4,81)

IEO Pacientes 25 0,22 £ 0,10 0,20 (0,03 - 0,49) 0,026
Controle 25 0,17 £ 0,08 0,17 (0,03 - 0,44)

EAT Pacientes 25 1,16+ 0,15 1,17 (0,71 - 1,43) 0,838
Controle 25 1,18+ 0,18 1,15 (0,94 - 1,70)

SPEA Pacientes 25 202,78 & 33,56 199 (161 - 290) 0,040
Controle 25 175,46 + 42,68 188 (112 - 251)

DP, desvio-padrao; Max, maximo; Min, minimo.
@ Estatisticamente significante (p < 0,05).
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pode ser causado por dano coclear.?’ Em alguns estudos,
foi relatado que o estresse oxidativo altera o epité-
lio neurossensorial dos nervos labirinticos, acusticos e
vestibulares.?’-?? Estudos experimentais, relataram que
as ERO podem danificar o epitélio sensorial coclear.”
Recentemente, pesquisas observaram aumento do estresse
oxidativo em pacientes com zumbido.?* O estresse oxi-
dativo desempenha um papel importante na patogénese
do zumbido por ruido. Durante a exposicdo ao ruido
excessivo, ele causa acumulo de ERO, o que pode cau-
sar necrose e apoptose das células ciliadas externas.?
Normalmente, a coclea humana contém vitaminas anti-
oxidantes, glutationa e varias enzimas contra moléculas
oxidativas. Tem sido relatado que esses antioxidantes podem
nao ser suficientemente desintoxicantes para ter algum
papel no tratamento adequado apdés um trauma agudo

Paciente Controle

Grupos

Graficos Box-Plot das variagdes médias do EOT (A), IEO (B), EAT (C) e SPEA (D) de acordo com os grupos.

e algumas doencas otoldgicas.?® O epitélio neurossenso-
rial coclear esta sob risco de lesdes induzidas por ERO.
Segundo pesquisadores, o estresse oxidativo poderia dani-
ficar o labirinto, o epitélio do sistema nervoso acUstico e
vestibular.?’

Savastano et al. prescreveram, por 18 semanas, fosfo-
lipidios e varias vitaminas como terapia antioxidante oral
para 31 pacientes com zumbido unilateral idiopatico. A
audiometria de tom puro e a afericao da gravidade do zum-
bido segundo escores de uma escala visual analdgica (EVA)
foram feitas 48 horas antes e apds o tratamento médico.
Foi relatada uma reducédo da intensidade do zumbido apés
tratamento com antioxidantes.”® Da mesma forma, Gopal
et al. relataram que a gravidade do zumbido diminuiu apds
a terapia com antioxidantes e que os agentes antioxidantes
podem ser uma opcao no seu tratamento.?’ Por outro lado,
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Polanski et al. relataram que agentes antioxidantes nao sao
benéficos para o tratamento do zumbido.*°

Neri et al. investigaram os niveis das enzimas malo-
naldeido, 4-hidroxinonenal e mieloperoxidase, que sao
marcadores de dano oxidativo, em seu estudo com
44 pacientes com zumbido e 25 voluntarios saudaveis.'
Em pacientes com zumbido, esses 3 parametros apresenta-
ram valores maiores do que no grupo controle. A enzima
antioxidante glutationa peroxidase apresentou um valor
menor. Eles relataram que o estresse oxidativo elevado
pode causar disfuncao endotelial vascular e um defeito na
microcirculacao da orelha interna. Com base nesses acha-
dos, o estresse oxidativo foi considerado importante na
patogénese do zumbido. Koc et al. avaliaram 54 pacientes
com zumbido e 60 individuos no grupo controle e relataram
que os niveis de TIN e estresse oxidativo foram estatis-
ticamente e significantemente maiores em pacientes com
zumbido. Os niveis de EAT e paraoxanase-1 (PON-1) foram
significantemente menores no grupo com zumbido do que no
grupo controle. Como resultado, eles relataram que os paci-
entes com zumbido foram expostos ao estresse oxidativo.
Em nosso estudo, descobrimos que os niveis de EOT e IEO
eram estatisticamente mais altos em pacientes com zum-
bido do que nos controles. Também encontramos altos niveis
de SPEA em pacientes com zumbido.

Aubert et al., em um estudo experimental feito em ras,
verificaram que a injecao de metassulfato de fenazina na
regiao perilinfatica causou um aumento na formacao de ERO
e deterioracao da secrecao da endolinfa. Eles relataram que
a adicéo de trimetazidina a regiao perilinfatica era protetora
contra os efeitos nocivos das ERO.%? Esses resultados indicam
que o efeito benéfico da trimetazidina observado durante o
tratamento do zumbido pode ser devido as suas propriedades
antioxidantes.

A prolidase desempenha um papel importante na
regulacdo da biossintese e degradacdao do colageno. A
enzima prolidase é a Unica enzima que catalisa a rapida
hidrdlise intracelular da prolina e hidroxiprolina que ocorre
no fim do catabolismo do colageno, de forma que o metabo-
lismo do colageno pode ser determinado se observarmos os
niveis da SPEA.3? Em um estudo feito com ratos, foi demons-
trado que a exposicdo do cérebro de ratos a prolina reduz o
potencial antioxidante e induz o estresse oxidativo.>*

Alguns estudos na literatura relatam que ha uma relacao
direta entre o zumbido e varios disturbios psicologicos.
Em nossa revisao da literatura, verificamos que a relacao
entre o zumbido e a enzima prolidase nao havia sido
investigada anteriormente. No entanto, tem sido relatado
que a atividade da enzima prolidase aumenta em certas
doencas, como no transtorno de ansiedade, depressao e
transtorno bipolar, as quais sao frequentemente associadas
ao zumbido. Por essa razao, decidimos analisar a enzima
prolidase.

Simsek et al. verificaram que a incidéncia de transtorno
de ansiedade e depressao era significantemente mais alta
em pacientes que apresentavam zumbido subjetivo.’®> O
estudo de Ercan et al. mostrou que o indice de estresse
oxidativo (IEO) e a atividade da enzima prolidase estavam
aumentados nos pacientes com transtorno de ansiedade em
comparagao ao grupo controle. Também relataram que os
niveis de estresse oxidativo podem estar relacionados aos
niveis da SPEA, apontam, portanto, que os niveis de SPEA

podem ser indicativos da atividade da doenca nos transtor-
nos de ansiedade.'?

Alimitacao deste estudo é o pequeno tamanho dos grupos
de pacientes e controles. Entretanto, os autores acreditam
que a relacao entre os escores dos sintomas do zumbido e
os niveis de SPEA e IEO possa ser Gtil na investigacao.

Concluséao

Verificamos que os niveis de estado oxidante total, indice
de estresse oxidativo e atividade da enzima prolidase sérica
eram estatisticamente maiores nos pacientes com zumbido
do que nos controles. Nao houve diferenca significante entre
0 grupo de pacientes com zumbido e o grupo controle em
relacao aos niveis de estado antioxidante total. Esses acha-
dos sugerem que os pacientes com zumbido foram expostos a
um estresse oxidativo maior. Niveis elevados de atividade da
enzima prolidase sérica e indice de estresse oxidativo podem
ter um papel na patogénese do zumbido. Ha necessidade de
um trabalho mais extenso e abrangente nesta area.
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