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RESUMO

Introducédo: a anemia falciforme (AF) € uma doenca hematoldgica caracterizada
pelo processo inflamatério crénico vascular e disfuncdo endotelial (DE). Ha uma
lacuna na literatura quanto a prevaléncia de prejuizos auditivos na populagéo
pediatrica com AF, além de inquietacbes acerca da patogénese de possiveis
alteragcbes no sistema auditivo decorrente do estado pro-inflamatério da AF.
Objetivos: o objetivo primario foi descrever a prevaléncia da perda auditiva
sensorioneural (PASN) e testar a associacdo com disfuncdo endotelial. Os
secundarios foram: descrever a presenca de sintomas otoneurolégicos e sua
associacdo com disfuncédo endotelial em criancas e adolescentes com anemia
falciforme; e investigar o sistema auditivo periférico e central nessa populacdao, com
intuito identificar a presenca de “perda auditiva oculta” e testar associacdo com
disfuncéo endotelial. Método: estudo transversal, analitico envolvendo 52 criancas e
adolescentes com AF e 44 aparentemente saudaveis — grupo comparacao (GC); por
amostra de conveniéncia, ambos 0s grupos com idades de 6 a 18 anos. Nenhum
dos participantes tinha comorbidades associadas (sindromes genéticas, obesidade,
diabetes, hipercolesterolemia, acidentes vascular cerebral), e todos apresentavam
auséncia de problemas otoldgicos cronicos, histérico de drogas ototoxicas. Foi
realizada a coleta de dados do prontuario sobre dados clinicos referentes a AF;
entrevista audiolégica, avaliacdo da funcdo endotelial com uso de ultrassonografia
para avaliacao da vasodilatacdo mediada por fluxo (VMF); analise do perfil lipidico e
marcadores inflamatérios séricos; avaliacdo auditiva utilizando audiometria tonal
liminar, imitanciometria (timpanometria e pesquisa dos limiares do reflexo acustico
contralateral, emissdes otoacuUsticas produto de distorcdo (EOAPD), potenciais
evocados auditivos de tronco encefélico (PEATE), potenciais evocados auditivos de
longa laténcia (P300). Resultados: quinze (28,8%) dos participantes com AF
apresentaram PASN e nenhum participante do GC. Andlise de regressao logistica
mostrou associacdo entre DE e PASN independentemente do perfil lipidico e das
caracteristicas da AF [95% intervalo de confianca] = 0,614 [0,440-0,858]; p = 0,004).
Sintomas otoneurolédgicos (zumbido e vertigem) foram predominantes no grupo AF
em comparacao ao GC (46,4 versus 15,4%; p = 0,006), com correlagcdo negativa
entre o valor da VMF e o tempo de evolugéo da vertigem (r = -0,432; p = 0,022); o
grupo AF apresentou maior taxa de limiares do reflexo acustico elevados em
comparacdo ao GC para todas as frequéncias e em ambas as orelhas (p<0.05).
Houve diferenca nas laténcias do PEATE com aumento da laténcia das ondas Ill e V
(p=0,006 e 0,004 respectivamente) e intervalos interpicos I-1ll e I-V (p=0,015 e 0,018
respectivamente). Conclusdes: a PASN é uma complicacdo presente em criancas e
adolescentes com AF e estd associada com DE. A associacdo entre DE, sintomas
otoneurolégicos e manifestacdes clinicas dos fendmenos vaso-oclusivos em
criancas e adolescentes com AF sugerem que a agressao endotelial pode ser
considerada como gatilho para o envolvimento vascular nas manifestacdes auditivas
nessa populacdo. Danos ao sistema auditivo de criangas e adolescentes com AF
podem estar presentes envolvendo estruturas retrococleares, causando déficits
funcionais, sem deterioragao da sensibilidade auditiva.

Palavras-chaves: Anemia falciforme. Endotélio vascular. Vasodilatagdo. Audicao.
Perda auditiva. Crianca. Adolescente.



ABSTRACT

Introduction: sickle cell anemia (SCA) is a hematological disease characterized by a
chronic inflammatory vascular process and endothelial dysfunction (ED). There is a
gap in the literature regarding the prevalence of hearing loss in the pediatric
population with SCA, as well as concerns about the pathogenesis of possible
changes in the auditory system due to the proinflammatory state of SCA. Objectives:
the primary objective was to describe the prevalence of sensorineural hearing loss
(SNHL) and to test the association with endothelial dysfunction. The secondary ones
were: to describe the presence of otoneurological symptoms and its association with
endothelial dysfunction in children and adolescents with sickle cell anemia; and to
investigate the peripheral and central auditory system in this population, in order to
identify the presence of “hidden hearing loss” and test the association with
endothelial dysfunction. Method: this cross-sectional, analytical study involved 52
children and adolescents who had SCA (SCA group) and 44 who were apparently
healthy (comparison group [CG]); per convenience sample and, in both groups, the
age range was 6 to 18 years. None of the participants had associated comorbidities
(genetic syndromes, obesity, diabetes, hypercholesterolemia, stroke), and all had no
chronic otologic problems, a history of ototoxic drugs. The collection of data from the
medical records included clinical data regarding SCA; audiological interview;
evaluation of endothelial function by ultrasonography for evaluation of flow-mediated
vasodilation (FMD); analysis of lipid profile and serum inflammatory markers; pure
tone audiometry; tympanometry; contralateral acoustic reflex; distortion product
otoacoustic emission; brainstem auditory evoked potentials (BAEP) and long latency
auditory evoked potentials; and cognitive potential (P300). Results: fifteen (28.8%)
of the participants with SCA presented with SNHL and zero participant of the CG.
The logistic regression analysis showed an association between FMD and SNHL,
which was independent of the lipid profile and characteristics of SCA (95%
confidence interval = 0.614 [0.440-0.858]; p = 0.004). Otoneurological symptoms
(tinnitus and vertigo) were predominant in the SCA group compared to the CG (46.4
versus 15.4%, p = 0.006), with a negative correlation between the FMD value and the
time of evolution of vertigo (r =-0.432, p = 0.022); additionally, the SCA group
presented with a higher rate of increased contralateral acoustic reflex thresholds,
compared to those in the HC group at all frequencies and in both ears (p<0.05).
There were differences in BAEP latencies with increased latencies of waves Ill and V
(p = 0.006 and 0.004, respectively) and interpeak intervals I-1ll and IV (p = 0.015 and
0.018, respectively). Conclusions: SNHL is a common complication in children and
adolescents with SCA and is associated with ED. The association between ED and
otoneurological symptoms and, clinical manifestations of vaso-occlusive phenomena
in children and adolescents with SCA suggest that endothelial aggression can be
considered a trigger for vascular involvement in auditory manifestations in this
population. Damage to the auditory system of children and adolescents with SCA
may be present and involve retrocochlear structures, causing functional deficits
without deterioration of auditory sensitivity.

Keywords: Sickle cell anemia. Endothelium. Vascular. Vasodilation. Child.
Adolescent. Hearing. Hearing loss.
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1 INTRODUCAO

A doenca falciforme (DF) é um grupo de hemoglobinopatias, geneticamente
herdadas, devido a mutacédo do acido glutamico na sexta posi¢cao da cadeia beta da
hemoglobina (Hb) normal a Hb A. Ocorre uma substituicdo desse amino&cido por
valina, um aminoacido hidrofébico, resultando numa Hb alterada, a Hb S, que,
guando submetida a situacdes de baixa oxigenacdo polimeriza-se e deforma-se,
tornando a hemacia rigida e com aparéncia de foice ®. Além da Hb S, existem
outras hemoglobinas mutantes, a exemplo a C — nesse caso, substituicdo do
aminoécido por lisina, gerando Hb C, entre outras D e E. Assim, o grupo DF inclui a
anemia falciforme (AF), que representa o estado homozigoto para a Hb S (SS) e as
hemoglobinopatias decorrentes da interagdo da Hb S com outras hemoglobinas
mutantes como a (- talassemia (S/Btal)), a hemoglobinopatia SC e a
hemoglobinopatia SD. Quando ocorre a presenca de apenas um gene para Hb S,
combinado com outro para Hb A, o padréo genético da pessoa é AS e neles ndo séao

produzidas manifestacées da DF .

Segundo o Ministério da Saude (MS), estima-se no Brasil um nimero de 25.000 a
30.000 casos de DF, com incidéncia de 3.500 novos casos por ano, sendo 1:1000.
Dados dos programas estaduais de triagem neonatal mostram que, no estado da
Bahia, a incidéncia da doenca acomete 1:650 nascidos vivos enquanto o traco para
a DF 1:17 nascidos vivos ®. A AF é uma das doencas hereditarias monogénicas
mais prevalentes em todo o mundo e a mais comum no Brasil, predominantemente,
entre afrodescendente que se manifesta com lesdes em varios 6érgdos, causando

elevada morbidade e mortalidade.

O mecanismo da fisiopatologia da AF, resultante em eventos vaso-oclusivos,
envolve o endotélio vascular ’ no qual inicialmente ocorre adeséo de eritrécitos © e
adesdo de leucocitos com formacdo de conglomerados heterocelulares resultando
em hipoOxia e, consequentemente com aumento da formacao de polimeros de Hb S e
propagacédo da oclusédo na vascularizagcéo adjacente. Estudos tém demonstrado que
existe disfungdo do tonus vasomotor favorecendo vasoconstricdo, decorrente da
diminuicdo da biodisponibilidade do éxido nitrico (NO) e endotelina-1 (ET-1) ©". O

endotélio esta sob constante carga de estimulos resultando em um estado crénico
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de ativagdo que promove disfungdo, padrdao no qual ocorre oclusdo da

microcirculacdo e vasculopatia em grandes vasos®.

A capacidade dos vasos sanguineos para responder a estimulos fisicos e quimicos
no limen confere a sua habilidade de regular seu tdnus e ajustar a distribuicdo do
fluxo sanguineo em reposta as mudangcas momentaneas. Muitos vasos sanguineos
respondem a estimulo, mais precisamente ao estresse na parede do vaso, por meio
da dilatacdo. Esse fenbmeno denomina-se vasodilatacdo mediada por fluxo (VMF), e

o principal mediador é o NO derivado do endotélio vascular®.

A avaliacdo da VMF por meio da ultrassonografia trata-se de uma técnica nao
invasiva e ferramenta diagndstica Gtil para a medida da funcéo endotelial e, apesar
de seu uso ser restrito somente na pesquisa, tem sido amplamente utilizada

enfatizando sua aplicabilidade clinica promissora®'?

. A desregulacdo do tbnus
vasomotor gerando disfuncdo endotelial (DE) decorrente da diminuicdo da VMF
apos situacdo de estresse na parede do vaso decorrente da ocluséo arterial tem sido

demonstrada em estudos envolvendo adultos®? e criancas com AF*?,

As manifestacdes clinicas dos processos vaso-oclusivos na AF podem ocorrer em
vasos multissistémicos, incluindo o sistema auditivo***®. Prejuizos auditivos como a
perda auditiva sensorioneural (PASN) estd documentada na literatura como
decorréncia da baixa oxigenacdo da coéclea resultante de vaso-oclusées
relacionados a DF na microcirculacdo da orelha interna levando a hipoxia do 6rgao
espiral e morte das células ciliadas externas (CCE)“®. Além disso, uma contribuicao
neural com auséncia de suprimento sanguineo para 0s neurdnios responsaveis pela

transmiss&o do impulso elétrico pela via auditiva central ndo pode ser excluida*’*9.

No entanto, h4 uma disparidade quanto a prevaléncia da PASN, variando de 3,8%®%
a 66%“Y. Essa diferenca pode estar ligada a diversos fatores como faixa etaria,
regido geografica, aspectos socioecondmicos, nivel das sequelas relacionadas a
doenca, tratamentos utilizados e ponto de corte adotado na avaliacdo para
identificacdo da perda auditiva. Adicionalmente, a maior parte dos estudos incluiram
criangas e adultos em sua amostra e poucos estudos restringiram sua amostra com

criancas. Alguns estudos indicaram agravamento dos prejuizos auditivos com
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aumento da idade®®??, contudo, a PASN pode ter inicio precoce®?*%9_ Na infancia,
podem ocorrer altera¢des auditivas subclinicas, a exemplo da “perda auditiva oculta”

(PAO), e disfuncdes na via auditiva central.

A falta de rigidez metodoldgica nos estudos acerca da prevaléncia de PASN na AF e
os raros estudos abordando alteragbes no sistema auditivo central tém trazido um
conhecimento parcial acerca dos prejuizos auditivos decorrentes da doenca, bem
como dificultando a compreensédo de sua patogénese. As alteracdes no sistema
auditivo merecem maior investigagdo para esclarecer a associagdo ou ndo de
fatores periféricos pré-neurais e fatores neurais a partir do VIII par de nervos

cranianos (nervo vestibulococlear) até o cértex auditivo.

Considerando a discrepancia de prevaléncia da PASN na AF apontada na literatura,
inconsisténcias acerca da patogénese de possiveis alteracdes no sistema auditivo
periférico e central e, adicionalmente, a caracterizacdo do estado pré-inflamatério da
AF, associado a alteracdes da VMF decorrente da diminuicdo da biodisponibilidade
do NO, levanta-se a hipétese de possivel diminuicdo do fluxo sanguineo no sistema
auditivo, resultante da diminuicdo da VMF gerada pela vasculopatia, levando a
prejuizos auditivos. Assim, uma populacdo de criancas e adolescentes com AF,
clinicamente estaveis, sem sequelas tardias da doenca, oriundas do Estado da
Bahia, foi foco deste estudo, no intuito de avaliar a funcdo do sistema auditivo
periférico e central, em sua fase mais precoce, estimar a prevaléncia da PASN e
investigar a patogénese de prejuizos do sistema auditivo relacionados a presenca de
DE.

Portanto, uma abrangente avaliagdo do sistema auditivo em criangas e jovens com
AF, bem como a analise da patogénese dessas alteracdes auditivas podem
proporcionar a identificagdo adequada de individuos com prejuizos da funcéo
auditiva e direcionar a conduta dos profissionais que trabalham com essa

populacao, trazendo, consequentemente, beneficios com intervencdes precoces.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

Descrever a prevaléncia da perda auditiva sensorioneural em criancas e
adolescentes com anemia falciforme e testar a associacdo com disfuncao

endotelial.

2.2  Objetivos secundéarios

o Descrever a presenca de sintomas otoneurologicos e sua associacdo com

disfuncdo endotelial em criancas e adolescentes com anemia falciforme;

o Investigar o sistema auditivo periférico e central de criancas e adolescentes
com anemia falciforme com o intuito de analisar a integridade e identificar a
presenca de “perda auditiva oculta” e sua associagdo com disfuncdo

endotelial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Consideracdes sobre fisiopatologia da anemia falciforme, manifestagcdes

clinicas e tratamento

A AF tem origem desconhecida, mas, provavelmente, se desenvolveu na Africa, ha
milhdes de anos e foi registrada, inicialmente, por J. Henrick que observou, num
esfregaco de sangue, em uma lamina, a presenca de eritrocitos alongados, de um
paciente com 20 anos de idade, da regido da India Ocidental, que apresentava

anemia crénica, ictericia e ulceracdes nas pernas 9.

O termo AF denota geralmente quaisquer uns dos varios defeitos de mutacdo
genética da Hb dentro dos glébulos vermelhos transportadores de oxigénio. A
distorcdo destrutiva desses eritrocitos de sua forma habitual de “rosquinha” em
varias cadeias em forma de “foice” € a caracteristica mais distintiva da doenca. A AF
é definida como a presenca de genes de Hb S em um estado homozigoto (SS), sem

excecdo, resultando em anemia hemolitica 7.

Sabe-se que a mutacdo de genes provocada estd associada com a resposta do
organismo a uma agressao do Plasmodium falciparum, o agente causador de
malaria. Essa hip6tese é apoiada no argumento de que a prevaléncia da malaria na
Africa tem sido alta por milénios, e pelo fato dos portadores de Hb S adquirirem
imunidade, havendo uma relagcdo entre o efeito protetivo da Hb S e o
desenvolvimento da maléaria, uma vez que essa alteracdo da Hb € resistente a esse

tipo de infecgéio %®.

No Brasil, a introdugéo das hemoglobinopatias ocorreu com a entrada dos escravos
negros africanos e da subsequente mistura racial, a qual teve grande influéncia na
dispersdo dos genes anormais. Subsequentemente, ao longo da historia da sua
colonizagdo e seu desenvolvimento econémico do Brasil, outros fluxos migratérios
trouxeram imigrantes europeus, judeus, japoneses etc. Novamente, a mistura racial
entre esses diferentes grupos populacionais contribuiu com o fluxo de genes
anormais das globinas, inerentes a cada um dos grupos étnicos, contribuindo com o

quadro geral das hemoglobinopatias que compdem o grupo DF presentes no pais®.
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As primeiras investigacdes sobre AF no Brasil foram realizadas a partir da década
de 1930. Na década de 1960, com o uso das técnicas de eletroforese, outros tipos
de hemoglobinopatias passaram a ser estudadas A DF é considerada um problema
de saude publica com relevante importancia epidemioloégica. Com o intuito de se
identificar precocemente, criou-se Portaria 822 do MS de 06 de junho de 2001, que
instituiu o Programa Nacional de Triagem Neonatal para a DF. No Programa
Nacional de Triagem Neonatal a triagem neonatal da DF é feita com a coleta de
puncdo plantar em papel de filtro, apés 48 horas de vida (30). O MS incluiu no
Sistema Unico de Saude, a Politica Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com
Doenca Falciforme em 2005 ©V.

Quanto a distribuicdo geografica do gene da Hb S, no pais, observa-se uma
concentragdo maior de individuos em regifes onde houve maior trafico de escravos
africanos. A Bahia é o estado com a maior ocorréncia de nascidos vivos

diagnosticados com DF (1:650 nascidos vivos) ©.

Com relacao a fisiopatologia, a cadeia de alterac6es que ligam o defeito molecular
(Hb S) as manifestacbes clinicas da AF pode ser considerada em trés niveis:
moleculares e celulares, nos 6rgéos e tecidos e no doente como um todo. A Hb S
em baixa concentracdo de oxigénio polimeriza-se determinando deformidade celular
gerando a falcizacdo da hemacia. O processo de polimerizagdo da Hb tem
consequéncias multiplas que se refletem na membrana celular, sendo uma delas o
enrijecimento da membrana e de toda a hemécia que diminui a sua sobrevida em
circulacdo culminando em hemolise e, consequentemente, anemia hemolitica
cronica, ja que uma hemacia normal vive em torno de 120 dias e, a falcizada, de 10
a 20. Outra consequéncia trata-se do aumento da adesdo das hemacias ao
endotélio vascular. Esses fatores desencadeiam fendémenos inflamatérios que
influenciam maior ades@o dos leucocitos e agregacdo de plaquetas. Além disso,
ocorre aumento da secrecdo de moléculas de ades&o ET-1 e deplecdo de NO #%33),
A deplecdo de NO, por dimeros de Hb livre, no plasma, resultante da hemdlise,
estimula a ativacéo de plaquetas, a expresséo das moléculas de adeséo, a formacéo
de trombina e a proliferagdo da intima do endotélio que aumenta o ténus vascular,

gera alteracdo na vasodilatacdo e culmina em estenose, contribuindo para a
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obstrucdo vascular, que é a base da vasculopatia crbnica e, consequentemente,

hipxia e lesdo em 6rgéos e sistemas 2.

Os eritrécitos falcizados expressam um maior niamero de moléculas de adeséo, a
exemplo do Fator Von Willebrand e Basal Cell Adhesion Molecule - Lutheran. Essas
moléculas favorecem a interacdo com o endotélio e com outras células, recrutam
plaguetas e outros neutrofilos para o sitio da inflamacdo, além de secretarem
peréxido de hidrogénio gerando lesdo ao endotélio e, contribuindo para o processo
de vaso-oclusdo ©®3" Além disso, as células endoteliais ativadas expressam
moléculas de adesdo celular-vascular 1 (VCAM-1) e moléculas de adesao
intercelular 1 (ICAM-1) G839,

O processo de vasoconstricdo resultante da polimerizacdo da Hb S com aderéncia
de hemécias ao endotélio vascular, inflamacdo crénica com consequente lesao

isquémica de reperfusao ¢€ ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Etiologia do processo de vasoconstriccdo na anemia falciforme
Fonte: adaptada de Rees, Williams and Gladwin, 2010

As complicacdes decorrentes da AF sdo diversas e podem afetar todos os 6rgaos e

sistemas. Entre as manifestacdes clinicas, encontram-se:
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a) Anemia, muito comum e com severidade diversificada podendo ser acentuada em
decorréncia de outras manifestacdes clinicas.

b) Crises de sequestro esplénico caracterizadas pela diminuicdo da concentracéo de
Hb igual ou maior que 2g/dl, comparada ao valor basal do paciente, aumento da
eritropoiese e das dimensdes do baco ). Manifestam-se clinicamente com choque
hipovolémico e podem estar associadas a infec¢des virais ou bacterianas, sendo a
causa de grande morbidade e mortalidade “©.

c) Sindrome toracica aguda caracterizada por reducdo do nivel de Hb, e novos
infiltrados na radiografia de térax “Y, sendo causada por uma combinacdo de
infeccdo, embolia gordurosa e vaso-oclusdo, e as manifestacdes clinicas podem
incluir dor no peito, taquipneia, febre, hipoxia, dispneia, tosse, leucocitose com
gravidade variada “?.

d) Infeccdes bacterianas frequentes, sendo uma das principais causas de morbidade
e mortalidade em criancas com AF. E provavel que a suscetibilidade aumentada de
criancas afetadas resulte de varias causas, incluindo funcéo esplénica prejudicada,
defeitos na ativacdo do complemento, deficiéncias de micronutrientes e isquemia
tecidual .

e) Doencas cardiacas manifestadas em 13% dos pacientes adultos, com aumento
acentuado de ocorréncia durante a dor vaso-oclusiva e ainda mais durante a
sindrome toracica aguda com necessidade de uso de ventilagdo mecanica “.

f) Alteracdo renal caracterizada pela polimerizacdo da Hb S na medula renal devido
a baixa presséo parcial de oxigénio, ao baixo pH e a alta osmolaridade, causando
desidratacdo dos eritrocitos e a consequente vaso-oclusédo levando a infarto renal

com necrose papilar e fibrose medular com glomérulo esclerose segmentar e focal®

Complicacdes neuroldgicas representam a causa mais comum de acidente vascular
cerebral (AVC) em criangas, com alta incidéncia de primeiro AVC na faixa etéaria de
dois a cinco de idade e acometendo em torno de 11% dos pacientes com AF até 20
anos de idade “Y. Essas complicacdes sdo decorrentes da vasculopatia que afeta

“9 além de fatores

as artérias carétida interna e artéria meédia cerebral distal
contribuintes, incluindo: anemia, leucocitose, hipoxemia, reologia anormal causando
dano endotelial, deficiéncia funcional de NO e regulacdo prejudicada do fluxo

sanguineo com hiperemia®®. O infarto cerebral silencioso sem manifestacdes
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clinicas de deficiéncia neuroldgica afeta em torno de 22% dos adolescentes com AF
“" e leva a problemas neurocognitivos e riscos de futuros infartos cerebrais “2.
Essas vasculopatias podem ser detectadas precocemente pelo uso de assisténcia

neurorradiolégica - Doppler transcraniano “9.

Dor aguda é a causa mais comum de hospitalizacdo em pacientes com AF
independentemente da idade, embora atinja com mais frequéncia adultos jovens e
criancas ©%. Em criancas pequenas até dois anos de idade, ela se manifesta com
mais frequéncia como dactilite (sindrome mao-pé) Y. A dor aguda da crise vaso-
oclusiva envolve limitacbes pessoais, porém ndo resulta em danos permanentes.
Contudo, o aumento da frequéncia dessas crises esta associado a morte precoce na

AF em torno de 20 anos de idade ©°.

Quanto ao tratamento, ndo ha uma medicagdo especifica para o tratamento da AF e
sim um gerenciamento ambulatorial, incluindo: educacédo para pacientes, pais e
cuidadores; monitoramento do crescimento, desenvolvimento e nutricdo; prescricao
de penicilina e monitoramento da adesdo; administracdo ou organizacao de vacinas
especificas para a DF, abrangendo aquelas contra pneumococos e influenza;
monitoramento do atendimento escolar ou do trabalho; registro de resultados
sanguineos no estado estacionario e medicdes fisioldgicas (saturacdo de oxigénio,
pressédo arterial); monitoramento da frequéncia de complica¢des agudas; prescricao
e monitoramento de hidroxicarbamida, conforme apropriado; deteccdo precoce e
prevencdo de complicacbes cronicas, englobando doenca cerebrovascular
(rastreamento por doppler transcraniano), hipertensdo pulmonar e doenca renal e

provisdo de apoio psicoldgico ©2.

A hidroxiureia (HU), a hidroxicarbanida, é uma droga citotoOxica que aumenta a
concentracdo de Hb fetal, potencialmente benéfica para pacientes com AF e foi
escolhida entre demais drogas citotoxicas considerando-se sua eficacia oral e seu
baixo efeito toxico ®2). Possui outros efeitos como: aumento da concentragéo de Hb,
decréscimo de plaquetas e células brancas, além de mudancas da taxa de
moléculas de adesédo, aumento da producdo de NO, contribuindo para diminuigdo do
processo inflamatério crénico da AF ©*>%. Um estudo demonstrou que o uso de HU

diminuiu a frequéncia das crises de dor, a ocorréncia de sindrome toracica aguda,
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assim como diminuiu a necessidade de episédios de transfusdo sanguinea e o
nimero de internamentos ©”. H& também evidéncias, na literatura, de outros
beneficios incluindo aumento da expectativa de vida ®®, diminuicdo de eventos

cerebrovasculares e reducdo da hipoxemia ©9.

Devido ao receio de efeitos toxicos, 0 seu uso € geralmente limitado a pacientes
apos um curso clinico grave (pelo menos trés crises vaso-oclusivas dolorosas em
um ano, crises prévias ou recorrentes de sindrome toracica aguda). No Brasil, o
protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas da doenca falciforme determinam que
criancas maiores de trés anos possam ser incluidas no protocolo conforme critérios

de inclusdo do Quadro 1 abaixo ©°.

Quadro 1 - Critérios de inclusdo para uso de hidroxiureia descritos no Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas.

Serdo incluidos neste protocolo de tratamento os pacientes que preencherem todos os

critérios abaixo:

vidade = 3 anos;

* possibilidade de comparecimento ds consultas e de realizacdo de exames laboratoriais
periddicos;

+ teste de gravidez (beta-hCG sérico) negativo para mulheres em idade reprodutiva;
rcomprometimento de mulheres em idade reprodutiva em usar método anticoncepcional com
eficacia confirmada durante a terapia com HU.

Serdo também incluidos os que preencherem pelo menos um dos seguintes critérios nos

altimos 12 meses:

*3 ou mais episodios dlgicos agudos com necessidade de atendimento médico hospitalar ou
comprovada incapacidade produtiva (escolaftrabalho);

*mais deum episddiode sindrome tordcica aguda (STA), definida como presenca de infiltrado
pulmonar recente, ndo atelectasico, erwolvendo pelo menos um segmenta pulmonar completo,
acompanhado de dor tordcica, temperatura superior a 38,5 °C, taquipneia, sibilos ou tosse em
pacientecom DF3; ou1 episodio de STA com necessidade de O2 ou transfusdo sanguinea ou 1
episddio de STA com necessidade de internacdo em unidade de tratamento intensivo;
*hipoxemia cronica — saturacdo de oxigénio p ersistentemente < 94%, medida em 2 visitas clinicas
consecutivas fora de evento agudo e afastada a possibilidade de obstrugiio adenoidallamigdaliana
&M criancas;

* outras situacdes em que haja comprovacio de lesdo crdnica de orgdo(priapismo, necrose dssea,
retinopatia proliferativa, entre outras);

*concentragiode Hb < Tg/dl (média de3 valoresfora de evento agudo); * concentracio de HbF <
3% apos 2 anos de idade; * leucocitose = 20.000/mm3 (média de 3valores fora de evento agudo);
+desidrogenase lactica (OHL) 2 vezes acima dovalorde referéncia para a idade; » alteracdes ao

eco-Dopplertranscraniano (= 200 cm/s com impossibilidade de regime transfusional crénico).

Fonte: Brasil, 2014 (60).

A terapia com transfuséo de eritrocitos ou a exsanguineo transfusdo tem um papel

estabelecido no tratamento de complica¢cées agudas e cronicas na AF. A transfuséo
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corrige a anemia, diminui a porcentagem de Hb S, suprime a sintese de Hb S e
reduz a hemolise. As transfusfes agudas sdo indicadas para casos de anemia
aguda exacerbada, sindrome toracica aguda, AVC ou défict neurologico agudo,
multiplas falhas em 0rgéos, e gerenciamento pré-operatério. Ja as transfusdes
recorrentes sdo indicadas para casos de prevencdo de AVCs primério e secundario,
sindrome toracica aguda recorrente sem resposta com uso de HU, falhas

progressivas em 6rgaos @,

A quelacédo de ferro é importante em pacientes cronicamente transfundidos com AF,
visto que a transfusdo crénica de ferro € associada com sobrecarga de ferro no
figado e em outros 6rgéos ©®Y. O quelante de ferro desferoxamina, administrado via
parental, ou o deferasirox via oral sdo medicamentos ototéxicos que podem
ocasionar déficits auditivos permanentes ou transitorios dependendo da dosagem e
tempo de exposicdo & medicacdo ©?.

O transplante de células hematopoéticas (células-tronco) é o Unico tratamento
curativo, porém, apesar de seu sucesso tem uma aplicacdo restrita. Em criancas, €
limitado ao pré- requisito de irmao compativel e, devido a toxicidade, é indicado
somente aqueles com a forma grave da doenca, contudo sem disfuncao final em
orgaos. Em adultos, regimes de reducao de toxicidade permitiram transplantes bem
sucedidos, usando irmdo ou outros familiares doadores resultando em sobrevida
com percentual de 87% livres de eventos. Considerando a sua aplicacao restrita,
apenas 10-20% dos pacientes apresentam doadores compativeis e ha grande
preocupagcdo com a toxicidade em longo prazo, particularmente sobre a

infertilidade®?.

3.2 Consideracdes sobre o sistema auditivo e avaliacdo audiologica

3.2.1 Anatomia do sistema auditivo periférico

A audicao do ser humano permite a discriminacéo de cerca de 400.000 sons, com

faixa de percepcéo de frequéncias de 20 a 20.000 Hertz (Hz), e o sentido da audic&o

esta envolvido em todo o processo de aquisicédo e desenvolvimento da linguagem®?.
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Para que isso ocorra, é necessario integridade do sistema auditivo periférico e das

vias auditivas centrais.

O sistema auditivo periférico é constituido pela orelha externa, orelha média, orelha
interna e pelo sistema nervoso periférico - nervo vestibulo-coclear. Na orelha
externa - pavilhdo auricular e meato acustico externo (MAE), ocorre a captacdo do
som do meio atmosférico e a transmissao sonora para a orelha média que, por meio
da cadeia ossicular e juntamente com os musculos intratimpanicos, € responsavel
pela transdugcédo do som para a orelha interna (ou seja, transmissao do som do meio
aéreo para o meio liquido). O musculo estapédio € o primeiro musculo sensivel ao
som da orelha média. A funcédo da via dos reflexos acusticos dos musculos da orelha
meédia parece ser de protecdo: a contracdo dos musculos da orelha média resulta
em atenuacdo do som dependente de frequéncia na presenca de intenso estimulo
acustico, um efeito que é mais pronunciado para frequéncias de sons baixos, que
sustenta a hipotese de que essa via preserva a informacéo de frequéncia de fala de

ser mascarada pelo ruido de fundo que é tipicamente de baixa frequéncia ©®.

A orelha interna corresponde a um conjunto de cavidades dentro da porgéo petrosa
do osso temporal, denominado labirinto ésseo, preenchido por um liquido com alta
concentracdo de sodio (Na*), a perilinfa. Contido no labirinto 6sseo, encontra-se um
conjunto de membranas, que constitui o labirinto membranaceo, preenchido por
liquido com maior concentragdo de potassio (K') e menor de Na’, a endolinfa. A
porcao anterior do labirinto € denominada coOclea e é responsavel pela captacao das
vibracdes sonoras advindas das orelhas externa e média e pela conversdo das
mesmas em impulsos nervosos. A céclea, onde se encontra o 6rgao espiral, é
constituida por um sistema de trés canais denominados escalas ou rampas —
vestibular, média (ducto coclear) e timpanica. Duas membranas separam essas
escalas: a membrana de Reissner ou vestibular separa as escalas média e
vestibular; a membrana basilar separa as escalas média e timpéanica. A porgédo
posterior constitui o vestibulo, que atua na captacdo de informacdes sobre o
posicionamento da cabeca e do corpo no espaco, auxiliando na manutencdo do
equilibrio ©®*®®. Estruturas do sistema auditivo periférico responsaveis pela audicdo
e equilibrio corporal estédo representadas na Figura 2.
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Figura 2 - Esquema da anatomia do sistema auditivo periférico.
Fonte: Anatomy library: Gross anatomy of the external ear [internet]. 2018. [Acesso em: 20 ago.

2018]. Disponivel em: https://anatomy-library.com/img/gross-anatomy-of-the-external-ear-17.html ©”,

3.2.2 Fisiologia da audicdo — Processo da cOclea ativa

O orgao espiral contém milhares de células sensitivas — CCE e células ciliadas
internas (CCI), responsaveis pela transmissao do estimulo sonoro. O mecanismo
responsavel pelo complexo funcionamento da céclea é denominado de Teoria da
Coclea Ativa. A forca mecanica transmitida pelos ossiculos a orelha interna é
transformada em pressdo hidraulica gerando vibragdo da perilinfa e
consequentemente oscilagbes da membrana basilar e do oOrgdo espiral com o
deslocamento dos estereocilios das CCE, situado abaixo da membrana tectéria. A
estria vascular, porcdo dentro do Orgdo espiral, € a estrutura responsavel pelas
trocas idnicas que promovem ativacdo e desativacdo das células ciliadas. O
deslocamento dos estereocilios promove a abertura de canais de K na membrana,

gerando potenciais elétricos receptores ou potenciais microfénicos cocleares. Esses
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potenciais provocam contragdes rapidas nas CCE em fase com a frequéncia do som
estimulante®®. Esse mecanismo de contracdes rapidas é a base processo de

amplificacéo ativa da coclea.

A vibracdo amplificada das membranas basilar e tectoria provoca o deslocamento
dos cilios mais longos do grupo de CCI existente na regido da frequéncia estimulada
provocando o contato deles com a membrana tectéria, fazendo-os inclinar. Esse
deslocamento provoca a abertura das CCI e despolarizacdo dos canais de potassio,
produzindo potenciais receptores que levam a liberacdo de neurotransmissores,
originando mensagens sonoras eletricamente codificadas, enviadas pelo nervo
vestibulococlear (seu ramo coclear) ao sistema nervoso central ®. As estruturas do
orgao de Corti envolvidas no processo sensorial da audicdo estdo representadas na

Figura 3.
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Figura 3 - Esquema das estruturas sensoriais da audi¢cdo no 6rgao de Corti.
Fonte: Magalhdes. Bio Portu(ga)l: Audicdo e equilibrio [internet]. [Acesso em: 20 ago. 2018].
Disponivel em: http://bioug.blogspot.com/2012/12/audicao-e-equilibrio-nos-vertebrados.html (70

3.2.3 Vias auditivas aferentes e eferentes

Os impulsos nervosos sao transmitidos pelas fibras do nervo vestibulo-coclear,
primeira estagcdo do sistema nervoso auditivo central, que inicia seu trajeto nas
células ciliadas em direcdo aos nucleos cocleares, no tronco encefalico. O nervo

vestibulo-coclear é formado por fibras aferentes e eferentes >,


http://bioug.blogspot.com/2012/12/audicao-e-equilibrio-nos-vertebrados.html

29

Resumidamente, as fibras aferentes originam-se na cdclea no processo da céclea
ativa, partem para os nucleos cocleares (no tronco encefélico) e, apos sinapses,
para o complexo olivar superior (COS), passando pelo lemnisco lateral e,
seguidamente, para o coliculo inferior, e mesencéfalo. A partir do mesencéfalo, as
vias auditivas dissipam-se pelo tdlamo e atingem o cortex auditivo, localizado no giro
superior do lobo temporal e areas de associacdo. As areas auditivas tém um
importante papel no que se refere a localizagdo sonora no espaco, na identificacéo

da ordem cronoldgica e da memorizagdo em curto prazo de sequéncias sonoras ©°.

O sistema de vias eferentes é um conjunto de fibras que tem origem no COS,
denominado feixe olivococlear, o qual possui dois tratos principais: o lateral e o
medial. O trato lateral origina-se em células préximas ao ndcleo olivar superior e é
composto, principalmente, por fibras n&o mielinizadas que descem em trajeto
ipsilateral e terminam nos dendritos abaixo das CCI. O trato medial, por sua vez, é
composto por fibras mielinizadas que partem da area préxima a oliva medial superior
e grande parte dessas fibras percorre o trajeto descendente de forma contralateral
atingindo diretamente a CCE ", que influencia na modulacéo da atividade coclear,
tanto de forma excitatéria como inibitoria, bem como na funcéo do reflexo acustico,

ressaltando o controle de areas altas na atividade periférica 2.

A inervacao eferente ainda ndo estad bem esclarecida, ha algumas hipéteses sobre a
influéncia no desempenho na captacdo do sinal auditivo em presenca de ruido
elevado, ou seja, na percepcdo de fala ™ no controle do estado mecanico da
cOclea, a exemplo para prote¢cdo da coclea de danos acusticos %) A integridade
desse sistema permite a diminuicdo da amplitude das emissfes otoacusticas (EOA),
diminuicdo do potencial de acéo do nervo vestibulococlear . O esquema das vias

auditivas aferentes e eferentes esté ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema das vias auditivas aferentes e eferentes.
Fonte: adaptada de Gil-Loyzaga e Pujol, 2005 7.

3.2.4 Vascularizacao da orelha interna

A vascularizacdo da orelha interna € suprida unicamente pela artéria labirintica, que
tem origem no sistema vértebro-basilar (ramifica-se da artéria cerebelar anterior
inferior ou diretamente da artéria basilar). A artéria labirintica divide-se em artéria
coclear comum e artéria vestibular anterior que se ramificam vascularizando
estruturas da coclea — parte sensorial da audi¢cdo e as estruturas de macula, utriculo
e canais semicirculares — estruturas que ajudam no equilibrio corporal >, A
artéria labirintica € uma artéria terminal, portanto, ndo se comunica com nenhum
outro vaso no osso temporal. Em funcdo do suprimento singular de sangue da orelha
interna, tanto a estrutura vestibular quanto a auditiva sdo especialmente vulneraveis

a eventos isquémicos "), A vascularizacdo da orelha interna é ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema da vascularizagao da orelha interna.
Fonte: Moore, 2013 (77).

3.2.5 Avaliacdo auditiva

A integridade do sistema auditivo é avaliada por procedimentos subjetivos e

objetivos — medidas eletrofisioldgicas.

A audiometria tonal liminar (ATL) é a base para a avaliacdo audiolégica e é
considerada o procedimento padrdo-ouro, apesar dos avangos tecnologicos
atualmente disponiveis. Essa técnica define a presenca da perda auditiva por meio
da determinacdo dos limiares auditivos e comparacdo com um padrdo de
normalidade, usando-se como referéncia o tom puro. Por meio desse teste, &
possivel detectar problemas sensoriais e de sincronia neural e, desse modo,
caracterizar a perda auditiva quanto ao grau e tipo de perda. Limiar auditivo refere-
se ao nivel minimo de pressdo sonora necessaria para provocar uma sensacgao

auditiva, em um ambiente silencioso.

O procedimento é realizado em uma sala tratada acusticamente ou em cabina
acustica. O equipamento utilizado € chamado audiémetro e a saida do audidbmetro é

em decibel nivel de audicdo (dB NA). A apresentacdo dos estimulos ocorre
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individualmente em cada orelha, por meio de fone supra-aural posicionado sobre o
pavilhdo auricular, ou fone de insergéo, posicionado no MAE para a pesquisa da
conducdo pela via aérea, e por meio do vibrador Osseo, posicionado sobre a
mastoide, para conducdo Ossea e pesquisa da estimulacdo direta da coclea. Os
tons puros séo apresentados por via aérea nas frequéncias 250, 500, 1.000, 2.000,
3.000, 4.000, 6.000, 8.000 Hz e, por via 6ssea em 500, 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000
Hz "®. Realiza-se o registro da avaliagdo em um grafico denominado audiograma. A
técnica de apresentacdo do estimulo € manual e o sujeito é orientado a responder
na percepcédo do estimulo acustico, podendo a técnica ser ascendente — do siléncio

para 0 som ou descendente — do som para o siléncio 9.

Apesar de ndo se ter certeza de quanto a resposta do sujeito difere de seu limiar
real, a audiometria possui grande reprodutibilidade e garante para o clinico
referéncias sobre sua perda auditiva. E um procedimento recomendado pela
American Speech- Language-Hearing Association (ASHA) ©9 tendo a American
National Standards Institute (ANSI) e a Internacional Standards Organization (ISO)

publicados normas para os procedimentos da audiometria tonal ©%.

As medidas eletrofisiolégicas da audicdo sdo utilizadas para avaliacdo da funcdo
auditiva desde o sistema auditivo periférico até as vias auditivas centrais: medidas
imitanciométricas - timpanometria - avaliacdo da funcionalidade da orelha média e
medida dos limiares do reflexo acustico (RA) — avaliacdo das vias auditivas
aferentes e eferentes; EOA - avaliacdo da funcdo motora da céclea especificamente
das CCE e analise do efeito inibitério da via eferente (EIVE) - avaliacdo do feixe
olivococlear medial; potenciais evocados auditivos de tronco encefalico (PEATE) -
avaliacdo das vias auditivas aferentes do nervo vestibulo-coclear até o tronco
encefalico (coliculo inferior); potenciais evocados auditivos de meédia laténcia
(PEAML) — avaliacdo das vias auditivas de projecéo talamica até o cértex auditivo
primério; potenciais evocados auditivos de longa laténcia (PEALL) - avaliagdo do

cortex auditivo secundario.

A imitanciometria permite a avaliagdo da integridade e funcionalidade da orelha
média e avaliacdo das vias auditivas aferentes e eferentes. Ela se divide em dois

procedimentos: timpanometria e pesquisa dos limiares do RA. A timpanometria
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mede a variagdo da imitdncia acuUstica do sistema timpano-ossicular, frente a
diferentes niveis de presséo de ar, introduzida por meio de uma sonda no meato
acustico externo, o qual deve estar hermeticamente vedado por uma oliva de latex
encaixada na ponta da sonda. Uma curva representativa da mobilidade do sistema
timpano-ossicular é, entdo, tracada e apresenta-se o resultado em um gréfico de
volume equivalente versus pressdo. Os timpanogramas sao classificados de acordo
com a altura e a localizagéo do pico timpanométrico. Segundo Jerger ®?, uma curva
timpanométrica classificada como tipo “A” apresenta um pico maximo de mobilidade
do sistema por volta de 0 decaPascal (daPa); o tipo “B” é horizontal e 0 “C” tem pico
deslocado para pressdo negativa. As curvas timpanométricas estdo dispostas na
Figura 6.
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Figura 6 - Tipos de curvas timpanométricas dispostas no timpanograma.
Fonte: Silva et al, 2002 ®.

A obtencéao dos limiares do RA permite avaliar o papel da via auditiva eferente ®) 0
RA é uma contracdo bilateral do masculo estapédio na presenca de sons intensos
com o intuito de protecdo do sistema auditivo, promovendo reducdo da admitancia
do sistema timpano-ossicular, minimizando a estimulagcdo sonora na orelha interna.
E constituido por um arco reflexo que envolve estruturas da via auditiva aferente:
orelha interna, tronco encefalico (ndcleos cocleares e COS) e da via eferente por
meio do nervo facial Y. Na apresentacdo de um som forte, fibras aferentes enviam
o sinal elétrico para o sistema auditivo central (SAC), para as estruturas que
controlam o sistema auditivo periférico e um conjunto de fibras do nervo facial envia
informacdes motoras, no sentido eferente, até os musculos da orelha média. Ao se
contrairem, esses musculos promovem redugcdo da admitancia do sistema timpano-

ossicular, minimizando a estimulacéo sonora na orelha interna ®¥. A medida mais
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comumente adotada é a pesquisa dos limiares dos RA de forma contralateral a
entrada do estimulo acustico utilizando tom puro elevado nas frequéncias de 500,
1.000, 2.000 e 4.000 Hz. O limiar do RA situa-se entre 70 a 100dB acima do limiar

em ouvintes normais ®. As estruturas do arco reflexo estéo ilustradas na Figura 7.

CCl: célula ciliada interna; NA: nervo auditivo; NC: nucleos cocleares; NF
nervo facial (VI par craniano); NT: nervo trigémino (V par craniano); ME
musculo estapédio ou do estribo; MM: musculo do martelo ou tensor do
timpano

Figura 7 - Estruturas do sistema auditivo envolvidas no arco reflexo.
Fonte: Boechat et al, 2015 © .

O registro das EOA é um teste util para identificar alteracdes subclinicas na
micromecanica coclear, mais especificamente na funcdo das células ciliadas
externas — alteracdes sensoriais. Consiste em método objetivo, relativamente

simples, rapido e néo invasivo ©”.

As EOA podem ser do tipo espontaneas e evocadas. As evocadas sdao denominadas
EOA transientes (EOAT) e EOA produto de distorcdo (EOAPD). As EOAT sao
eliciadas por um estimulo robusto como o clique, que avalia a c6clea como um todo,
e sao facilmente captadas na faixa de frequéncia de 1.000 a 5.000 Hz, estando
presentes em sujeitos com limiares auditivos dentro dos padrbes de normalidade. As
EOAPD séo eliciadas por meio da intermodulacdo né&o linear entre dois tons puros
simultaneos que produzem como resposta um produto de distorcdo que avalia
partes especificas da coéclea, e oferece observacdo de uma banda maior de

frequéncias. As EOAPD estdo presentes em sujeitos com audicdo normal e podem
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estar presentes em sujeitos com perda auditiva leve. Para a avaliacdo das EOA
evocadas é necessaria a integridade e uma boa funcionalidade de orelha média,
para que ndo haja distorcdes e perda da energia do estimulo-teste e do som
produzido na céclea, a ser captado no conduto auditivo externo ©”. A forma de

avaliacdo é através da presenca/auséncia da resposta e monitoramento de sua

amplitude.

A captacdo da EOA associada a um ruido supressor contralateral, ipsilateral ou
bilateral com o objetivo de diminuir a amplitude das EOA, tem sido utilizada como
teste para avaliacdo do sistema auditivo eferente ®®. A atenuacéo das respostas das
EOA ocorre devido a acdo das fibras do trato olivococlear medial. Tem sido
denominado EIVE do sistema olivococlear medial. Esse teste configura-se como um
método objetivo e ndo invasivo que permite a avaliacdo do sistema auditivo eferente
e das propriedades micromecénicas ativas e nao lineares das CCE da cdéclea e, de

uma forma mais geral da integridade do tronco encefalico ©889,

Na avaliagdo do SAC, pode ser utilizado o teste de potenciais auditivos evocados,
gue permitem obter informagfes sobre o funcionamento das vias aferentes, desde
0s primeiros neurdnios do nervo vestibulo-coclear até sua por¢cdo mais central no
cortex auditivo ©®°Y. Os potenciais séo gerados a partir de um estimulo acustico que
ativa de forma sequencial as estruturas da via auditiva os quais podem ser captados
por meio de eletrodos de superficie posicionados na fronte ou no vértex da cabeca e

nos lébulos ou mastoides do sujeito ©2.

O teste de PEATE, avalia a integridade da via auditiva aferente desde o VIII par
craniano até o tronco encefalico, sendo captado durante os primeiros 10
milissegundos (ms) a partir do inicio da estimulacdo acutstica ©®. O PEATE é
composto por sete ondas, sendo as ondas I, Ill e V as mais visiveis e de maiores
valores clinicos. Os sitios geradores dessas ondas sdo a onda I- por¢cédo distal do
nervo auditivo ao tronco encefélico e onda Il - por¢cdo proximal do nervo auditivo ao
tronco encefalico. As subsequentes tém multiplos geradores e, embora ndo haja
uma contribuicéo precisa de cada sitio gerador é possivel evidenciar que a onda Il -
nacleos cocleares até o complexo olivar superior; onda IV — lemnisco lateral; onda V

—sendo o grande potencial negativo que segue a onda V (slow negative 10) na
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despolarizacdo do coliculo inferior; e ondas VI e VII - talamo (corpo geniculado
medial)®. Considerando que as vias auditivas aferentes formam indmeras
conexdes com 0s nucleos do sistema nervoso central, e que interseccbes e
comunicacdes internucleares fazem com que as vias auditivas ocupem todo o tronco
encefalico e, desse modo, quaisquer afeccdes, sejam elas degenerativas,
inflamatérias ou vasculares que acometam o tronco encefélico prejudicam a
sincronia do PEATE®?,

Nesse teste, basicamente sdo avaliadas as laténcias absolutas das ondas, que
representam o tempo que o estimulo levou para desencadear o potencial auditivo
em determinada estrutura, e a laténcia dos intervalos interpicos que demonstram o
tempo que o potencial elétrico levou para transcorrer de uma estrutura a outra. Com
relacdo as laténcias absolutas, quando estas estdo aumentadas significa que
provavelmente exista alteracdo periférica envolvida, pois a obtencdo da laténcia
absoluta leva em consideracdo o tempo que o estimulo demora em percorrer toda a
via auditiva desde a fonte sonora até a despolarizacdo da estrutura em anadlise. Ja
os intervalos interpicos, quando aumentados, indicam que existe alteracao central,
pois, para a andlise do intervalo, leva-se em consideracdo o tempo que o estimulo
percorre desde a despolarizacdo de uma até a outra estrutura do tronco encefalico,

ou seja, ndo ha participacdo das estruturas periféricas para essa analise ©°.

Para realizar o exame, é utilizado um equipamento eletrébnico composto por um
computador mediador, gerador de sinal acustico, amplificador e registrador. As
respostas acontecem apos uma estimulacdo sonora, apresentada por meio de fones
de ouvido ou vibrador ésseo, e sao captadas por meio de eletrodos de superficie da
pele. Para a pesquisa da condugéo neural ou integridade de via auditiva, utiliza-se a
apresentacdo monoaural do estimulo clique, que garante a participacdo de grande
namero de neurdnios e apresenta amplo espectro de frequéncias, em intensidade
elevada em torno de 80dB ©?. O exame é simples, rapido, objetivo, néo invasivo, e
nao é alterado com hipotermia moderada nem com altas doses de barbitaricos e

outros depressores do sistema nervoso central ),

O teste de potenciais evocados auditivos de longa laténcia (PEALL) é uma técnica

neurofisiolégica muito utilizada na avaliacdo cognitiva. Nele, sdo analisados os
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potencias compostos por estruturas com projecdes talamicas e do cortex auditivo

primario e secundario.

Ha potenciais auditivos gerados como resposta do sistema nervoso auditivo, que
ndo dependem da atencdo do paciente, denominados potenciais exdégenos — P1, N1,
P2, N2 — que surgem a partir de 80 ms, apOs estimulacdo sonora e potenciais
evocados auditivos corticais relacionados a eventos, como o P300. A denominacédo
P300 deve-se a onda - pico positivo que ocorre com laténcia ao redor de 300ms
apos o inicio da apresentacdo do estimulo auditivo. Para que ele ocorra, €
necessario, além da apresentacdo de um estimulo acudstico continuo, a presenca e
processamento em nivel cognitivo de um estimulo “inesperado”. Desse modo o P300
trata-se da manifestacéo eletrofisioldégica da estratégia do sistema nervoso central

para executar uma tarefa que requer atengéo V.

O P300 é um potencial de longa laténcia, gerado por uma rede neural, envolvendo
vias aferentes e eferentes entre talamo e o coOrtex temporoparietal e pré-frontal e
entre tdlamo, hipocampo e sistema limbico. Ha a participacdo ainda do tronco
encefalico e da formacao reticular, responsaveis pela deteccado, discriminacdo de
eventos acusticos, assim como pela manutencao do estado de alerta e atencéo,

importante para a boa captacdo desse potencial ©®.

O processo de maturacao desse potencial dura até a adolescéncia, sendo que de 6
anos até, aproximadamente 17 anos, a laténcia diminui, a amplitude aumenta e a
morfologia melhora, atingindo sua menor laténcia de 18 a 24 anos ©®®. A anatomia

das estruturas/sitios geradores dos potenciais esta demonstrada na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema da via auditiva aferente, sitios geradores dos potenciais
evocados auditivos de curta e longa laténcia.

Fonte: Adaptada de Puel e Gil- Loyzaga. Voyage au centre de L’audition: Vias auditivas y centros
[internet]. [Acesso em: 20 ago. 2018] . Disponivel em http://www.cochlea.eu/es/exploracion-
funcional/metodos-objetivos/vias-auditivas-y-centros ©”.

3.3 Consideragdes sobre funcao endotelial, inflamacdo e avaliacdo da
vasodilatacdo mediada por fluxo

3.3.1Funcao endotelial e inflamacéo

O endotélio tem sido reconhecido ndo apenas como uma barreira fisica entre o
sangue e a parede vascular, mas também como um 6&rgdo estrategicamente
localizado e com mdiltiplas funcdes endécrinas, autdcrinas e paracrinas ©®. Ele é um
tecido altamente especializado, que regula a homeostase vascular e desempenha
um papel protetor do vaso sanguineo. Suas fungdes basicas consistem na regulagéo
do tbnus vascular, da adesédo de leucdcitos, do crescimento das células musculares
lisas e da agregacdo plaquetaria. Essa acdo acontece atraves de estimulos
fisiol6gicos, como o estresse de cisalhamento (shear stress) exercido pelo fluxo
sanguineo sobre as células endoteliais, que resulta na formacao de NO, cuja funcéo
é manter o vaso sanguineo em um estado constante de vasodilatacdo ©°. Por outro

lado, a ET-1 age em sentido oposto ao NO, com efeito vasoconstritor %7,

A DE refere-se a um desequilibrio na producéo endotelial de mediadores que

regulam o ténus vascular, a agregacado plaquetéaria, a coagulacao e a fibrindlise. O
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tbnus vascular é o aspecto mais estudado, sendo um desbalanco entre a
vasodilatacao e vasoconstricdo. A DE é frequentemente também referida como piora
no relaxamento dependente do endotélio, causada, entre outros aspectos, pela

perda da biodisponibilidade do NO %Y.

Estudos indicam que o aumento de marcadores inflamatérios esta relacionado com
a DE. O aumento de alguns desses marcadores, como Interleucina-6 (lI-6), que
estimula o aumento de proteina C reativa (PCR), estd associado a diminuicdo da
concentracdo de NO. Essa diminuigcdo pode ocasionar uma menor vasodilatacao
dependente do endotélio, 0 que pode aumentar os riscos de DE, favorecendo a
formacdo de trombos e, consequentemente, o risco de eventos cardiovasculares
(102103) " As inflamacdes cronicas de baixo grau podem ser causadas por diversos
fatores, tais como lesdes cronicas, diabetes e obesidade, entre outras doencas ¥,
A etiologia do processo inflamatério com consequentemente diminuicdo da

vasodilatacao é ilustrado na Figura 9.
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Figura 1. Etiologia o processo o inflamatério. Inflamagio crénica de baixo grau aumenta
inflamatorias, e isso leva o] oteina creativa (PCR) r
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Figura 9 - Etiologia do processo inflamatério e consequente reducdo da

vasodilatacao

Fonte: Teixeira et al, 2014 (102),

A DE desenvolve-se a partir da primeira década de vida em resposta a fatores de
risco genéticos e ambientais, e isso apoia a riqueza de dados experimentais
demonstrando que ela DE pode estar no caminho causal para o inicio e progressao
da aterosclerose %), O desenvolvimento de medidas nado invasivas para o estudo
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da funcado endotelial tem sido um grande avanc¢o na avaliacdo de grandes coortes
durante o longo estégio pré-clinico da aterosclerose.

3.3.2 Avaliacdo da vasodilatacdo mediada por fluxo

Em 1992, foi descrito um teste ndo invasivo para medir a VMF utilizando ultrassom
de alta resolucdo para mensurar o didmetro das artérias braquial e femoral durante
hiperemia reativa com aumento do fluxo causando vasodilatacdo dependente do
endotélio, e posteriormente com uso sublingual de trinitrato de glycerol (para causar
dilatacdo independente do endotélio). Esse estudo foi realizado em 100
participantes, sendo 50 controles sem risco cardiovascular, 20 fumantes, 10 criangas
com hipercolesterolemia de causa hereditaria; e 20 pacientes com doenca
coronariana estabilizada. Foi concluido que a VMF estava prejudicada em jovens
livres de sintomas com fatores de risco para doenca vascular, bem como em
criancas na faixa de oito anos com hipercolesterolemia e adultos jovens fumantes,
sugerindo que, fisiologicamente, importantes mudancas podem iniciar téo

precocemente quanto a primeira década de vida 9.

A VMF da artéria braquial tem sido amplamente usada para avaliar a funcéo
endotelial e utilizada em adultos e criancas com base em diretrizes, 0 que reduz
significativamente o erro de medida na avaliacdo da VMF ©9. Segundo as diretrizes,
alguns fatores podem afetar a VMF, tais como, temperatura, alimentos e drogas e
estimulos simpaticos, entre outros, e alguns cuidados devem ser seguidos para a
preparacado do paciente submetido a sua avaliacdo. Os pacientes devem estar em
jejum de pelo menos, 8 a 12 horas antes do estudo e devem ser estudados em uma
sala silenciosa, com temperatura controlada. Todos os medicamentos vasoativos
devem ser suspensos por, pelo menos, quatro meias-vidas, se possivel. Além disso,
os individuos ndo devem exercitar-se, nem ingerir substancias que possam afetar a
VMF, como cafeina, alimentos ricos em gordura e vitamina C, ou usar tabaco, por

pelo menos, quatro a seis horas antes do estudo.

Para a acuidade do teste, o aparelho de ultrassom deve ser equipado com um
software com imagens bidimensionais para vasos, com doppler colorido, monitor

interno com eletrocardiograma e um transdutor vascular de alta frequéncia (minimo
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de sete mega-hertz. O paciente expde o braco de maneira confortavel para que
sejam obtidas as imagens da artéria braquial. A artéria € localizada, entédo, acima da
fossa antecubital. Para que seja estimulada a resposta vasodilatadora, um manguito
de esfigmomandmetro € posicionado e insuflado acima da fossa antecubital ou na
regido do antebragco. A compressdo no antebragco normalmente leva a uma
porcentagem menor de dilatacdo da artéria. Ainda ndo ha consenso na literatura
sobre o melhor local de compresséo. A pressdo aplicada através do manguito deve
ser de, pelo menos, 50 milimetros de mercurio acima da presséo arterial sistolica,
durante cinco minutos, para que ocorra a oclusdo do fluxo arterial. Isso causa
isquemia com consequente vasodilatacdo através de mecanismos autorregulatorios,

desde que a funcédo endotelial esteja mantida ©.

A variacdo do diametro da artéria braquial é calculada. As medidas sdo sempre
feitas em trés pontos diferentes da artéria braquial visualizada, calculando-se uma
média. Em pessoas saudaveis, a VMF é de 7 a 10% do diametro da linha de base
(1%) Em criancas e adolescentes nao existem valores estabelecidos. Um estudo com
uma amostra de 105 criancas saudaveis com média de idade de 10 anos (variacdo
de 9 a 16 anos), sugere utilizar como limite inferior da normalidade valores da VMF
abaixo do percentil 101°7.

Uma revisao sistematica, com o objetivo de relatar sobre a reprodutibilidade da VMF
a fim de determinar a relacéo entre a adeséo as diretrizes atuais para a mensuragao
da VMF e sua reprodutibilidade, envolveu 27 estudos com 48 grupos de estudo
totalizando 1537 individuos incluidos nas analises, concluiu que a adesdo as
diretrizes atuais de consenso de especialistas reduzem significativamente o erro de

medicdo ao avaliar a VMF da artéria braquial em humanos ©.

Além das inumeras publica¢gbes do uso da VMF em doencas cardiovasculares, esse
teste j& foi utilizado para avaliar a funcéo endotelial em doencas reumaticas *%®,

diabetes 19 area ginecolégica ‘' entre outras.
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3.3.2.1 Avaliacao da vasodilatagcdo mediada por fluxo na anemia falciforme

O uso da VMF para avaliacdo do endotélio na AF foi utilizado em poucos estudos.
Belhassen et al. ©® analisaram 16 pacientes com AF e 15 controles com idades de 18
a 40 anos, média de idade 28,5+1,1 anos e 29,2+1,7 anos, respectivamente. Os
participantes com AF em estado estavel, sem uso de tratamento transfusional
cronico e sem transfusdo aguda, ha pelo menos, trés meses, sem risco
cardiovascular e uso de HU, vasodilatadores e drogas anti-inflamatorias. Os
participantes com AF mostraram prejuizos na VMF em comparag¢do aos controles
(1.73%2=0,44% versus 3.97%=0,24%; p<0,001) e foi concluido que a falha dos vasos
em ajustar seu didmetro as mudancas geradas pelo estresse de cisalhamento,
provavelmente reflete um comprometimento na liberacdo basal ou estimulada de
NO, e esse comprometimento pode ser papel fundamental para a patogénese da

crise vaso-oclusiva na AF.

Zawar et al. Y investigaram 37 casos de DF clinicamente estaveis, dos quais 19
eram Hb SS (23,15 + 5,27 anos) e 18 Hb AS (22,05 £ 5,17 anos). Idade, sexo e Hb
pareados com 33 controles. A VMF foi significativamente prejudicada nos casos de
AF em comparacdo aos controles (6,22%z+ 0,91% versus 16,85%z= 1,06%, p<0,05;
respectivamente), e em comparagdo aos casos Hb AS (6.22% + 0.91% versus
12.56% * 0.90%,p<0.05). Um declinio na funcdo endotelial foi observado com o
aumento da duragdo dos sintomas, e numero de crises vaso-oclusivas por ano e
concluido que pode ser importante uma avaliagcdo mais aprofundada com o intuito de
investigar se modulacbes da DE por meio de medidas terapéuticas conhecidas

podem mudar o curso e a gravidade da AF.

Montalembert et al.*? avaliaram 21 criancas AF sendo oito Hb SS e trés
talassémicos (Hb S-B0) com média de idade de 10,4 + 3,3 anos, clinicamente
estaveis, sem uso de transfusdo de sangue nos ultimos trés meses ou uso de HU e
23 afro-caribenhas controles. A VMF foi significativamente diminuida em criangas AF
(5,6 £ 0,2% versus 8,0 + 0,2%, p = 0,008) e foi constatado que a VMF prejudicada
da artéria braquial, provavelmente relacionada a DE é observada em criancas com
AF e sugerido que as terapias destinadas a aumentar o NO, como a administragcéo

de arginina devem ser consideradas em criancas com AF.
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Hadeed et al.**? avaliaram a VMF na artéria braquial e da artéria carétida de 30
criancas com DF, idade minima de sete anos e média de 12,3+4,5 anos e 30
criancas controles saudaveis. Todos os pacientes estavam livres de sintomas, e sem
crise dolorosa, hemolitica ou infeccédo nas oito semanas anteriores ao estudo e sem
transfusdo de sangue, nos trés meses anteriores ao estudo. Os participantes com
fatores de risco, como hipertenséo, diabetes, obesidade, hipercolesterolemia e
retardo de crescimento intrauterino também foram excluidos. Nao houve diferenca
significativa na VMF entre os dois grupos (8,2+5,0% versus 9,3+4,2%, p=0,15;
respectivamente). Conclui-se que criangcas com DF n&o tém DE ou alteracdo na
rigidez arterial e que essas manifestac6es podem estar relacionadas a gravidade e a
duracdo da doenca. As mudancas podem tornar-se evidentes mais tarde, na vida, a

medida que a doenca progride.

Teixeira et al.**? avaliaram a VMF da artéria braquial de 40 criancas e adolescentes
com AF estavel e 25 criancas saudaveis; com idade de 6 a 18 anos. A VMF foi,
significativamente, reduzida no grupo AF e ndo houve diferenca no valor da VMF na
comparacao entre grupos em uso e nao uso de HU. Na estratificagcdo do grupo AF,
usando um ponto de corte de VMF, foi observado um aumento substancial na
chance de ocorréncia de sindrome toracica aguda com VMF abaixo de 6,65%.

3.3.2.2 Avaliacao da vasodilatacdo mediada por fluxo na presenca de disfungcdes do

sistema auditivo

A literatura demonstra estudos utilizando a VMF para avaliagdo do endotélio
buscando identificar prejuizos auditivos nos quais, fisiopatologicamente, um disturbio
microcirculatorio da orelha interna, provavelmente causado por funcédo endotelial
alterada, é discutido como uma via comum final de uma variedade de etiologias, a
exemplo da PASN subita 2.

Ballestshofer et al. '3

utilizaram a VMF para avaliacédo da fungcao endotelial em seis
pacientes com média de idade de 56 + 11 anos, com PASN subita, antes e apds o
tratamento com reoforese. Também analisaram se a eliminacdo das proteinas de
alto peso molecular, a exemplo de fibrinogénio, low density liproproteins- cholesterol

(LDL-C), a2-macroglobulina, fibronectina e fator de von-Willebrand, que em parte,
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sdo fatores de risco para PASN subita, poderiam melhorar a funcdo endotelial
nesses pacientes. Como resultado, inicialmente, cinco dos seis pacientes
apresentaram DE, evidenciada pela diminuicdo da VMF (VMF <5%). Apés um unico
tratamento de reoforese, a VMF melhorou sensivelmente de 3,9 + 3,6% para 7.2 +
2.4% (p= 0,05) e o limiar auditivo médio na orelha afetada melhorou de 42 dB NA
por 13 dB NA a 29 dB NA. Com base nessa série de casos, ficou concluido que o
tratamento Unico com reoforese pode ter um efeito benéfico agudo sobre a disfuncéo

endotelial em pacientes que sofrem de PASN subita.

Ciccone et al. **¥ avaliaram fatores de risco e funcdo endotelial através da VMF em
individuos com PASN subita. Vinte e nove pacientes com PASN e vinte e nove
controles foram submetidos a avaliacdo auditiva e do equilibrio corporal (vestibular),
avaliagdo clinica e medi¢do da VMF da artéria braquial. Os resultados mostraram
que a VMF foi significativamente menor nos pacientes com PASN subita do que nos
controles (p<0,01). Além disso, o colesterol total (CT) e LDL -C foram
expressivamente maiores nos pacientes com PASN na comparagcdo com O0S
controles (p<0,05). O envolvimento vestibular mostrou-se associado a valores
menores de VMF (p<0,05).

Berjis, Moeinimehr e Safoura “*® analisaram 30 pacientes com PASN subita e 30
controles (47,9 = 9,3 versus 48,1 £ 9,6 anos; p = 0.946). A funcdo endotelial foi
avaliada medindo-se a VMF da artéria braquial. A VMF foi menor nos pacientes do
gue nos controles (6,21 + 3,0 versus 11,52 + 2,30%, P <0,001). A andlise de
regressao logistica binaria mostrou que a VMF foi associada com PASN subita
independente do nivel glicémico e perfil lipidico (odds ratio [intervalo de confianca de
95%] = 0,439 [0,260-0,740], P = 0,002).
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3.4 Artigo 1. Disfuncdo do sistema auditivo na anemia falciforme: uma
revisdo sistemética

trackcloud.net/karger/xpresstrack/submissions/home.cfm

(o= =]
d
KARGER %ﬁﬂfm

Welcome Dr. Mara Lago Editorial Office Phone: +41 61 306 1344
Editorial Office Email: aha@karger.com

Dr. Mara Lago

Universidade do Estado da Bahia
Salvador

Brazil

Email 1: mararenata@uol.com.br
Email 2: mararissattolago@agmail.com
Your ORCID iD: ' http:/ forcid.org/0000-0001-5807-2718

Click on and = to view and hide list(s) below:

MANUSCRIPTS AS CORRESPONDING AUTHOR

= Manuscripts Currently Under Consideration (1 manuscript)

201806016 Revision 0 Dysfunction of the auditory system in si...
Submitted: 20/06/2018 Current Status: Under Review



46

Title
Dysfunction of the auditory system in sickle cell anemia: a systematic review
Short title

Auditory disorders in sickle cell anemia

Author names and affiliations
Mara Renata Rissatto Lago'?, Luciene da Cruz Fernandes’, Agda Araujo Gomes
Alves®, Ana Carolina Guimardes de Oliveira’, Caio Lednidas Oliveira de Andrade’,

Cristina Salles'”, Ana Marice Teixeira Ladeia'.

1. Postgraduate Course in Medicine and Human Health, Bahiana School of Medicine
and Public Health. Avenida Dom Jodo VI — Brotas. 40285 000, Salvador, Bahia, Brazil
2. College of Speech Therapy, Department of the Life Science, State University of
Bahia. Rua Silveira Martins 2555. Cabula, 41195-001, Salvador, Bahia, Brazil

3. Department of Speech Therapy, Institute of Health Sciences, Federal University of
Bahia. Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n — Vale do Canela. 40.110-910, Salvador,
Bahia, Brazil.

4. Post-graduation Program of Interactive Processes between Organs and Systems
(PPgPIOS), Institute of Health & Sciences, Universidade Federal da Bahia (UFBA).

5. Department of Otolaryngology, University Hospital Professor Edgar Santos, Federal
University of Bahia. Rua: Augusto Viana, s/n —Vale do Canela. 40.110-910, Salvador,
Bahia, Brazil.

Institute where the work was conducted

Bahiana School of Medicine and Public Health



47

Authors’ contributions: MRRL, LCF, CS, and AMTL conceived the idea and drafted
the manuscript; MRRL, LCF, AAGA, and ACGO worked on data collection and witting
the manuscript; LCF, CLOA, CS, and AMTL performed a critical review of the

manuscript.

Compliance with ethical standards

Funding sources

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Conflict of interest: The authors declare there are no conflicts of interests

Ethical approval: This article does not contain any studies with human participants or
animals conducted by any of the authors.

Manuscript type: Literature review

Contact information of the corresponding author

Mara Renata Rissatto Lago

State University of Bahia, Department of Life Science. Rua Silveira Martins 2555.
Cabula, 41195-001, Salvador, Bahia, Brazil.

Telephones: +55(71) 99163-5073/4+55(71) 31172295 (Fax number)

Email address: mararenata(@uol.com.br




Abstract

Background: Sickle cell anemia (SCA) is a monozygotic hereditary disorder resulting
from hemoglobin abnormalities in red blood cells. Damage to the auditory system as a
result of the vaso-occlusive processes of SCA has been referenced in the literature.
However, there is insufficient information regarding the characteristics and prevalence
of this damage. Objectives: The aim of this systematic review was to describe the
occurrence of both peripheral and central auditory system dysfunction in SCA patients
and discuss the different mechanisms hypothesized to be responsible for these
alterations. Methods: An electronic search was conducted using MEDLINE/PubMed
Central®, LILACS® and Scopus® databases. Original observational studies that
utilized audiological tests for auditory system evaluations in SCA were included.
Results: Pure tone audiometry indicated sensorineural hearing loss with a prevalence of
3.8%—66%. Auditory brainstem response assessments indicated injury of the central
auditory system. In addition, the increase in otoacoustic emissions amplitudes in SCA
patients indicates changes in cochlear micromechanics and precedes the expression of a
detectable cochlear pathology. Conclusion: Dysfunction of the auditory system may be
present in SCA patients, with the most probable mechanism being the presence of

circulatory disturbances resulting from the chronic inflammatory state of the disease.

Keywords: Anemia, Sickle Cell; Evoked Potentials, Auditory; Hearing Loss;

Otoacoustic Emissions, Spontaneous; Review.
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Introduction

The clinical manifestations of sickle cell disease (SCD) may be attributed to
three mechanisms: vaso-occlusion, chronic anemia, and infections, with vaso-occlusion
being the earliest and most common of these manifestations. The process of vaso-
occlusion leads to ischemia, pain, tissue infarction, perivascular inflammation, and
eventually, chronic damage to various organs and systems[1-3].

Concerning the effects of SCD on the auditory system, evidence documented
since the past century has revealed the presence of SCD-related symptoms and auditory
pathway dysfunction[4—8]. The physiopathological mechanism underlying these
symptoms appears to be linked to circulatory changes in the auditory system as a result
of the abnormally shaped blood cells, which cause hypoxia in the structures of the inner
ear and the central auditory system (CAS)[3,6-8].

There is a consensus among various studies that SCD subjects show a higher
occurrence of sensorineural hearing loss (SNHL) in comparison with healthy
participants[9—14]. However, these studies differed with respect to their objectives and
methodologies, and they used population samples meeting different criteria for age and
disease severity. In addition, they included different genotypes of SCD (homozygotes
or sickle cell anemia [SCA], which are more prevalent and present with more
complications[15], and heterozygotes or hemoglobinopathies with fewer complications
[16]); hence, the prevalence, pattern of characteristics, and physiopathology of SNHL in
specific genotypes, especially in SCA (with increased disease severity), were not

elucidated.
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Therefore, a synthesis of the published information regarding auditory system
injury in SCA could help increase the knowledge regarding this clinical situation and
improve the performance of professionals who work with this population. Thus, the aim
of this systematic review was to describe the occurrence of dysfunctions in both
peripheral and CAS, such as SNHL, in SCA patients and to discuss the different

hypotheses regarding the etiopathogenesis of these alterations.

Methods
Search strategy

The search was performed in the databases of MEDLINE/PubMed Central®
(PMC), Latin American and Caribbean Health Sciences Literature (LILACS), and
Scopus® for all literature published between January 1996 and the first week of
November 2016. Hand searches of the bibliographies of review articles were also
performed. The search strategy used a controlled vocabulary supplemented with

EE 17

keywords describing the following concepts: “sickle cell AND hearing loss,” “sickle
cell AND acoustic impedance tests,” “sickle cell AND audiometry,” “sickle cell AND
otoacoustic emission,” “sickle cell AND “brainstem auditory evoked response
potential.”
Study selection

Studies that met the following criteria were included: a) articles published in
English; b) observational cross-sectional, case-control, or cohort studies; c) studies
focused on peripheral or CAS dysfunction in patients with SNHL; d) studies assessing
the prevalence of SNHL in patients with SCA; and e) studies conducted using pure-tone

audiometry (PTA), otoacoustic emission (OAE) assessments, or auditory evoked

response tests. Review articles, case reports, studies with samples including other
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genotypes of SCD without differentiation between homozygotes (SCA) and
heterozygotes in the methods and/or the results, and studies including participants with
SCA and other associated disorders were excluded.
Study characteristics

Screening and eligibility assessments were performed by two independent
investigators who read the titles and abstracts of all articles in order to identify those
that met the inclusion criteria and those that could not be clearly excluded.
Disagreements were solved by consensus in staff meetings. Three authors then
proceeded to read the selected articles in full to ensure that they met the criteria for the
systematic review. The selected studies were critically appraised and data were
recorded. A standardized record form was designed and pretested; the characteristics of
the study, such as the year, setting, population and sampling, study design, and hearing
test used to identify the hearing impairment were recorded; and the quality of the study
was assessed by the modified Newcastle-Ottawa scale (NOS), which has been adapted
for cross-sectional studies[17]. The scores on this scale are categorized as follows: 0—3
points, low quality; 4—6 points, appropriate quality; and 7-9 points, high quality. The
data were reported according to the PRISMA statement checklist, and a four-phase flow
diagram was produced[18]. In studies that included heterozygotes in the sample, the

results analyzed were restricted to the homozygote group (SCA).

Results

A total of 173 records were found in the databases searched. Of these, 21 were
eligible for reading, analysis, and discussion among the reviewers on the basis of the
inclusion criteria. Of these 21 studies, 6 were excluded because they did not

differentiate between homozygotes (SCA) and heterozygotes in the methods and/or in
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the results. Thus, 15 articles were included in this systematic review [10—12,19-30]
(Figure 1).

All the studies were observational cross-sectional studies. Among the 15 articles
included in this systematic review, nine [ 10-12,19-24] primarily aimed to determine the
prevalence of SNHL in SCA using PTA. Five studies [25-29] used the OAE test for
identifying dysfunction of the peripheral auditory system. The CAS was evaluated using
the auditory evoked response tests specifically the auditory brainstem evoked
response (ABR) test in three studies in this systematic review [19,22,30]; however, two
of these three studies [19,22] used audiometry and ABR.

In total, 709 participants comprised the sample of the studies analyzed in this
review. In the analysis of the quality of the studies, no study presented the minimum
score or non-response rate or reached the maximum score. All studies had appropriate
quality with scores of 4—6 points on the NOS. The scores of the studies are presented in
Tables 1 and 3, except for one study[30] that analyzed CAS with ABR and had a score
of 4.

Pure tone audiometry — prevalence of sensorineural hearing loss

The studies[10—12,19-24] that analyzed the prevalence of SNHL using PTA
assessed a total of 585 participants with SCA. The samples ranged from 23 to 167
participants of both sexes; the age range was 4-56 years. However, the majority of
studies included a broad age range. Only two studies| 11,23] restricted the age range to
children and adolescents. The country-wise distribution included Mediterranean and
tropical countries. The data are summarized in Table 1.

All the studies analyzed showed the presence of SNHL. The prevalence ranged
from 3.8%|[23] to 66%][ 10]. The characteristics of SNHL in SCA are described in Table

2.
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Otoacoustic emissions

Five studies with a total of 110 participants with SCA used the OAE test for
identifying dysfunction of the peripheral auditory system: three studies used the
distortion product (DPOAE)-type assessments[25-27], and the other two studies used
transient OAE (TOAE)-type assessments[28,29]. The samples ranged from 12 to 35
participants of both sexes; the age range was 6 months to 17 years, with three
studies[25-27] showing an age range of 6—14 years. Four studies[25-28] used
individuals with average pure tone thresholds < 20 dB, and one study[29] did not use
pure tone thresholds in the sample selection criteria. The country-wise distribution
showed that four studies were from the United States (USA)[25-28] and one was from
Ghana[29]. These studies’ characteristics are described in Table 3.

Differences in the OAE amplitudes were noted in four of the five studies, with
an increase in amplitude being identified in the group with SCA. Of these four studies,
three used DPOAE-type assessments[25-27] and one used the TOAE type[28]. One
study[29] analyzed the presence of OAEs, and one (3%) of 35 children with SCA and
13 (11%) of the 115 healthy control children failed the OAE test; however, there was no
difference in the amplitude of OAEs between the groups. The data with reference to the
main characteristics of the OAEs found in the studies are shown in Table 4
Auditory brainstem evoked response

The CAS was evaluated in three studies[19,22,30] of this systematic review
using the ABR test. A total of 63 participants of both sexes (age, 15-50 years) were
evaluated. Of these, one study[ 19] analyzed 10 participants with unilateral hearing loss
without changes in ABR, excluding retrocochlear pathology. Another study[22]
assessing 39 participants with SCA (17 [44%] with SNHL) aged 1650 years

demonstrated changes in the ABR with prolongation of the interpeak latency I-V as a
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result of prolongation of the interpeak latency III-V. These results were similar to those
in the third study[30], which assessed 14 participants with SCA and SNHL (age, 15-25
years) and indicated retrocochlear involvement in eight participants with moderate

SNHL severity (45-70 dB).

Discussion

The present systematic review aimed to analyze dysfunctions of both the
peripheral and CAS in SCA disease in order to identify the mechanisms involved in this
clinical condition, which is observed very frequently worldwide. Despite an extensive
literature search to identify studies, only a few met the eligibility criteria. Several
studies that included SCD patients with different genotypes were excluded. The selected
studies used diverse methods for measurement of auditory impairment in patients with
SCA, including PTA, OAE, and ABR. The studies had appropriate quality scores, as
assessed by the modified NOS.

The reference test used to identify auditory impairments in most of the studies
analyzed in this review was PTA. The main finding was the presence of SNHL, with the
incidence ranging from 3.8%[23] to 66%][ 10], indicating a significantly higher
prevalence in SCA patients in comparison with that in the healthy population, which has
been reported to be 0%[12,19,20,23], 3.6%][21], 6.2%[11], and 7.5%[22,24]. In the
comparisons performed in studies that included SCD patients with different genotypes,
the prevalence and characteristics of SNHL in the SCA group were similar to those in
patients with HbSC or other hemoglobinopathies in SCD[4]

The analyzed studies showed great variability in the reported characteristics of
SNHL in SCA patients. With respect to the severity of hearing loss, we observed a

predominance in the mild range[9,12,20,22-24], although different degrees were noted
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in five studies[19,20]. Apparently, the initial effect was observed at the higher
frequencies (4—8 kHz)[9,10,12,22-24] followed by the low frequencies (0.25- 0.5
kHz)[10-12,24]. In contrast, one study[11] reported initial involvement of the lower
frequencies. SNHL can occur in one or both ears and presents in patients of both
sexes[9,11,19,20,22], with no consensus regarding the difference between the sexes, a
fact that has not yet been explained in the literature[12,20]. There was no biological
plausibility described with respect to the higher frequency of SNHL in female patients
with SCA. One study[ 12] hypothesized that the loss of blood during menstrual periods
may lead to an additional hemodynamic stress and may probably predispose the patient
to cochlear damage during vaso-occlusive crises.

With respect to age, the studies demonstrated that SNHL in SCA patients could
occur in different age groups, including children, adolescents, and young adults.
However, most of the studies included samples with a wide age range, which led to
inaccurate results regarding prevalence by age group. Furthermore, studies with a broad
age range showed a greater SCA prevalence in patients aged >30 years[10,20,22]. It
might be expected that as patients with SCA grow older, they will experience repeated
crises and show an increased incidence of SNHL. In addition, two other studies[12,21]
described a trend towards worsening of the hearing thresholds with increasing age,
suggesting that SNHL is progressive in SCA patients; this data can also be related to
higher frequencies (4—8 kHz). Only two studies restricted the age range to children and
adolescents and demonstrated divergent prevalence [11,23]. Nevertheless one study[20]
that analyzed SNHL by age group demonstrated a considerable prevalence in children.

Discrepancies in the identified characteristics of SNHL may be attributable to
the peculiarities of the studies, such as the sample size and the wide age range,

haplotypes of the B-globin gene region, and factors related to disease severity that were
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not analyzed in detail. Thus, there is a need for studies with a considerable number of
samples in specific age groups. In the studies included in this review, the cutoff point to
identify the presence of SNHL was measured in four different ways, which probably
contributed to the variability of the observed results.

The most accepted etiopathogenesis of SNHL in SCA that has been described
refers to the sickle-shaped red blood cells, the reduction in blood flow in the cochlear
venal system, and the consequent chronic deficiency in the oxygen balance, leads to
hypoxia in the Organ of Corti and death of the outer hair cells (OHC)[31]. These
hypotheses were confirmed through histopathological studies of the temporal bone of a
child with SCA and SNHL that demonstrated the following findings: conglomeration of
sickle-shaped red blood cells in the vascular stria circulation, degenerative changes in
the Organ of Corti, and reduction in the OHC compatible with hypoxia[32]. On the
basis of the hypothesis of circulatory changes in the auditory system in SCA, the
variations in the characteristics of SNHL in SCA could be explained by the duration,
distribution, and size of the ischemic process in the inner ear circulation[21]. The
sensitivity of the basal part of the cochlea to anoxia, due to the high oxygen
consumption of the stria vascular[11], may explain why SNHL initially affected the
high frequencies, as described in the studies.

The negative impact of the disease on hearing associated with the vascular
involvement was described in one study[24]. Patients with SNHL showed a severe form
of the disease, with frequent vaso-occlusive crises (78 crises per year) requiring
frequent hospitalization and lower levels of fetal hemoglobin.

Considering the physiopathology and sensitivity of the inner ear, there may be
damage that has not yet been detected in PTA[33]. Of the five studies included in

review, the majority of studies identified that OAE amplitudes were significantly larger
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for participants with SCA in comparison with those in healthy participants (hearing
thresholds < 20 dB)[25-28] in both DPOAE and TOAE among adolescents and young
adults of both sexes. One study[29] showed no difference between the amplitude in the
SCA and control groups. However, the authors of that study did not discuss audiometric
data in their methodology, and their sample was composed of babies and children <10
years of age, who show a lower frequency of complications resulting from the
disease[2] and are consequently free of complications in the auditory system. In this
extensive bibliographical research, it is important to emphasize that four of the five
papers belong to one author group, and they may have included overlapping subjects.

The increase in amplitude of the OAE in SCA suggests early changes in the
cochlear micromechanics that may progress to the appearance of detectable SNHL in
PTA. The increase in amplitude may not be attributed to the functional differences in
the outer ear and mean values evaluated in tympanometry[26]; A hypothesis for the
increase in amplitude of the OAEs in SCA would be due to the beginning of auditory
dysfunction in the CAS because of aberrant medial olivococlear (MOC) neural function;
however this hypothesis was contradicted in one study in the literature [28], which did
not find differences in the mean of the TOAE suppression between the groups with
SCA and healthy participants indicating normal function of the MOC

The association between the increase in the amplitude of OAEs in participants
with SCA who did not receive treatment with HDU in comparison with that in the
HDU-treated participants[27] is evidence for the possibility that premature changes in
the cochlear micromechanics result from the inflammatory process of SCA. Since HDU
is a drug that diminishes the inflammatory process in SCA by reducing the adhesion of
erythrocytes and leukocytes to the vascular endothelium and reduces myelosuppression

and vasodilatation by means of nitric oxide release[34], it is possible that the return of
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the amplitudes of the OAEs to a normal level reflects a reduction in the mechanism of
the undetermined cause of the increase in the amplitude of OAEs.

However, the hypoxia resulting from abnormally shaped blood cells in the
circulation may lead to the absence of blood supply to the neurons responsible for the
transmission of the electrical impulses via the CAP[4,5]. This may lead to changes in
the MOC efferent and emergence of reflexive processes of synaptic growth and
hyperactivity of the ventral cochlear nucleus, which is responsible for control of the
OHCs; thus, the electromotility of the OHCs is elevated with the purpose of improving
cochlear sensitivity and increasing the gain of the signal in the cochlea. Nevertheless,
only one study in the literature[28] researched this topic in SCA, and this study had
limitations related to the small sample size and the type of OAE used, excluding
dysfunction of the MOC in SCA.

Abnormalities in the ABR test were found in two studies[22,30] analyzed in this
systematic review. Prolongation of the interpeak latency of I-V as a result of
prolongation of the interpeak latency of III-V was found in both studies, indicating the
presence of a lesion in the superior portion of the brainstem. The pathogenesis of these
changes is not yet clear, suggesting damage resulting from the absence of blood supply
to the neurons responsible for transmission of the electrical impulse via the CAS[4,5].
In another study[ 19] with 10 participants with unilateral hearing loss, CAS pathology
was excluded without alterations in ABR.

By analyzing the studies included in this systematic review, it is possible to
formulate the hypothesis that the chronic inflammatory process of SCA causes changes
in the circulation of the auditory system, which leads to hearing loss. The increase in
OAE amplitudes refers to changes in cochlear micromechanics and precedes the

expression of detectable cochlear pathology. With progression of the disease and
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increase in the vaso-occlusive processes, ischemic processes may occur in the spiral
ganglion in the basal part of the cochlea, and the reduced blood flow may cause SNHL.
In addition, ischemia in CAS can lead to alterations in the CAP. The progression of
these changes may result from both the increase in age and the clinical characteristics of
the SCA patient, and the treatment performed for the stabilizing SCA.

Arguments for a common causal etiology related to the circulatory changes in
SCA were mentioned in a large number of studies in this literature review. However,
further studies are still necessary to determine the mechanism by which these
physiopathological changes contributing to dysfunction of the peripheral and CAS
occur. Furthermore, studies with standardized outcome measures and methodologies,
including the use of specific age ranges and homogeneous samples, are imperative to
elucidate the correlation between dysfunction of the auditory system in SCA,
considering the association of these changes with the clinical characteristics of SCA and
the treatment used.

Evaluation of hearing among all the patients with a diagnosis of SCA appears to
be an accepted approach, and must include PTA, OAE, and ABR. Subsequent early
diagnosis of auditory alterations resulting from SCA is very important, because these
alterations can result in difficulty in sound comprehension and further compromise the
acquisition of auditory abilities, which are responsible for success of verbal

communication. However, other studies with a specific objective are necessary.

Conclusions
The findings of this review demonstrate that patients with SCA may have
auditory alterations stemming from a cochlear or central origin. SNHL seems to be

more prevalent among SCA in comparison with healthy people. Furthermore, it can
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occur in different age groups, including children, adolescents, and young adults and
although it seems to evolve with increasing age, there is no consensus regarding the
prevalence in children, necessitating further studies addressing more restricted age
groups. In addition, the larger OAE amplitudes in SCA indicate that the mechanism
most likely responsible for hearing loss is the presence of circulatory disorders resulting

from the chronic inflammatory state of the disease.
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Table 1. Studies that investigated sensorineural hearing loss using pure-tone audiometry

in sickle cell anemia (n =9).

Study (author, Score of Number (n)/Sex of Age Frequencies tested (kHz) and
year, and country) the the participants range cutoff point for identifying
modified HbSS (years) hearing loss
NOS

AlDabbous et. al 4 100 540 0.5-8 kHz

(1996); Saudi (42F/58M) HL:HT = 25 dB at one or more

Arabia [19] frequencies in one or both ears

Al-Muhaimeed H, 5 50 4-45 0.25-8 kHz

et al. (2000); Saudi (22F/28M) HL:HT > 20 dB at two or more

Arabia [20] frequencies in one ear or one
frequency in both ears

Piltcher et al. 5 28 6-55 Did not describe frequencies

(2000); Brazil [21] (15M/13F) evaluated
HL: HT > 20 dB at two or more
frequencies in one ear or one
frequency in both ears

Onakoya et al 4 167 15-56 0.25-8kHz

(2003) (96F/73M) HL:HT > 25 dB at one or more

Nigeria [10] frequencies in one or both ears

Mgbor & Emodi 4 52 6-19 0.25-8 kHz

(2004); Nigeria[11] (36M/16 F) HL:HT > 25 dB at one or more
frequencies in one or both ears

Aderibigbe et al. 6 46 1648 0.125-8 kHz

(2005); Nigeria (21M/25F) HL:HT > 25 dB at the mean value

[12] of frequencies of 0.5, 1,2 and 4
kHz in one or both ears.

Jovanovic-Batman 6 39 16-50 0.25-8 kHz

& Hedreville (*did not HL:HT > 20 dB at two or more

(2006); discriminate sex in frequencies in one or both ears

Guadeloupe the HbSS Group)

(France) [22]

Alabi et al. (2008); 6 80 4-15 0.25-8 kHz

Nigeria [23] (45M/35F) HL:HT > 25 dB at one or more
frequencies in one or both ears

Samperi et al. 5 23 7-33 0.25-8 kHz

(2005); Italy [24] (*did not HL: HT = 25 dB at one or more

discriminate sex in
the HbSS Group)

frequencies in 1 or both ears

Legend: NOS: Newcastle-Ottawa scale; kHz: kilohertz; dB: decibel; HL: hearing loss;
HT: hearing threshold; M: male; F: female; HbSS: hemoglobin SS.
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Table 2. Characteristics of sensorineural hearing loss found in pure-tone audiometry in sickle cell anemia (n = 8)

Study Prevalence (%) in all participants and Laterality Sex Level of hearing loss Frequencies at
prevalence (%) in age groups (severity) hearing loss
Decibel (dB)
Al-Dabbous 19 (19%) of all participants; 10 (52.6%) Females 6 (14.28%) 2 (10.5%) mild range NR
et. al Age groups: unilateral Males 13 (22.41%) (25-40dB), 12
(1996)[19] <12 years — 5 of the 41 participants Difference not (63.5%) moderate
(12.19%) statistically significant (p  range (41-70 dB), and
>13 years — 14 of the 45 participants = (0.05) 5 (26.3%) severe range
(31.11%). (71-90 dB)
Difference not statistically significant (p
= 0.05)
Al- 18 (36%) of the total participants; 13 (72%) Females were affected Total of 23 ears: 17 NR
Muhaimeed  Age groups: unilateral. more frequently than (73.9%) mild range
H, etal. <12 years — 9 of the 23 participants males, but the difference (2640 dB), 4 (17.4%)
(2000)[20] (39%) not statistically moderate range (41-60
>13 years — 9 of the 27 participants significant (p > 0.05) dB), and 2 (8.7%)
(33%) severe range (>60 dB)
Onakoya et 18 (36%) of the total participants; 68 (62%) Both sexes were equally ~ Total of ears: 103 Mainly affected at high
al (2003) 110 (66%) of the total participants; NR  bilateral affected (58%) mild range (26—  frequencies (4-8 kHz).
[10] age group; 40 dB) Low frequencies in 10

Worsening of the hearing threshold with
advancing age

6 (21.4%) of the total participants. Did
not describe the prevalence in each age
group; mean age 10 years.
Participants older than 25 years had
poorer hearing than did the younger
patients

(**)The small number of patients with
SNHL 6

does not permit any definitive
conclusion as to the characteristics of
those losses

Tendency for
the hearing
loss to be
bilateral**

NR**

NR

ears (9%)

No association with
specific frequency
ranges **
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Study Prevalence (%) in all participants and Laterality Sex Level of hearing loss Frequencies at
prevalence (%) in age groups (severity) hearing loss
Decibel (dB)
Mgbor and 7 (13.4%) of the total participants; 100% Both sexes were equally 2 (28.6%) mild (35 2 (28.6%) affected at
Emodi Age groups: unilateral affected dB), and 5 (71.4%) had  high frequency (8 kHz)
(2004) [11] 7-9 years — 4 (57.1%) a threshold > 35 dB and 5 (71.4%) at 0.25-
9-11 years — 2 (28.6%) 6 kHz;
11-13 years — 1 (14.3%) Tendency to initially
affect the low (0.25-
0.5 kHz) followed by
the high frequencies
(4-8 kHz)
Aderibigbe et 4 (4.3%) of the total participants; NR 100% Worse thresholds in 100% mild range Worse thresholds at
al. age group; unilateral. female sex (2040 dB) low (0.25-0.5 kHz) and
(2005)[12] Worsening of the hearing threshold with  Hearing high (8 kHz)
advancing age threshold in frequencies
the right ear
tended to be
worse than
that in the left
ear
Jovanovic- 17 (44%) of the total participants. Mean NR Both sexes were equally ~ 100% mild range Affected at high
Batman e age — 31 years. NR age group affected (2040 dB) frequencies (4—8 kHz)
Hedreville
(2006) [22]
Alabi et 3 (3.8%) of the total participants. Age: 100% bilateral NR 100% mild range (26—  Affected at high
al.(2008) 100% < 7 years 40 dB) frequencies (8 kHz)
(23]
Samperi et 7 (31.8%) — one excluded due to 5(71,42%) NR 100% mild range Mainly affected at high
al. hereditary hearing loss. Did not mention  unilateral (2640 dB) frequencies (4—8 kHz)
(2005)[24] specifically age for participants HbSS

with SNHL

Legend: kH:z kilohertz, dB decibel; NR not reported
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3. Studies with sickle cell anemia using the tests of transient

otoacoustic emissions (n = 5).
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and distortion product

Study (author, year and Score of the Number (n) Age (years) OAE variables
country) modified sex of participants  mean/SD analyzed
NOS HbSS
Downs et al.(2000); United 6 20 6—13 years DPOAE
States [25] (11M/9F) 84 (£22)years 1-5kHz; Signal 2F1-F2
Criteria: noise level < -6 dB;
S/N = 3 dB/or absolute noise
level <-12 dB
Comparison of amplitude
between SCA
group and healthy controls
Walker et al.24 (2004); United 6
States [26] 12 6—14 years DPOAE
(5M/7F) 9.5 (+2.8) 1-5 kHz; Signal 2F1-F2
years. Criteria: noise level < -6
dB:S/N = 3 dB/or absolute
noise level <-12 dB
Comparison of amplitude
between Group SCA and
healthy controls, and
association of amplitude with
outer ear condition and mean
analyzed in tympanometry
Stuart et al. (2012); United 6 30 Group I: 6-14 DPOAE
States [27] Group I: 15 HDU- years 1-5 kHz; Signal 2F1-F2
treated 10.5(+4,2) years  Criteria: noise level < -6
(9M/6F) Group II: 6— dB:S/N = 3 dB/or absolute
Group II: 15 HDU 14years noise level <-12 dB
non-treated 9.1(£2,9) years  Comparison of amplitude
(6M/9F) between group I, group II and
healthy controls
Stuart and Preast (2012); 6 13 5-17 years TOAE
United States [28] (5M/7F) 9.9 (+42)years 1-4kHz R 70%; S/N >3 dB
Analysis of amplitude and
presence of effect of
suppression-reduction in
amplitude of OAEs with
white noise emission in
contralateral ear. Analysis
between SCA and healthy
controls
Kegele et al (2015); Ghana [29] 4 35 6 months—10 TOAE
(* did not years 14 kHz
discriminate Did not inform  Analysis of presence of OAE
between sexes) mean age and correlation of amplitude

Subgroup I: 6
months—5 years
Subgroup II: 6 —
10 years

between SCA and health
controls

Legend: NOS: Newcastle-Ottawa scale; OAE: otoacoustic emissions; kHz: kilohertz; M: male sex; F: female sex, DPOAE: Distortion

product otoacoustic emissions; F1: primary frequency; F2: secondary frequency: dB: decibel; §/NV: signal-to-noise ratio; HDU: Hydroxyurea;

TOAE: transient otoacoustic emissions; R: Reproducibility; SCA: sickle cell anemia.
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Table 4. Characteristics of otoacoustic emissions found in sickle cell anemia (n =5).

Study

Characteristics of OAE

Downs et al. (2000)[25]

Walker et al.24 (2004)[26]

Stuart et al. (2012) [27]

Stuart e Preast (2012) [28]

Kegele et al (2015) [29]

DPOAE amplitudes significantly larger for the
SCA group; lower amplitude for the lower
frequencies and higher level of stimulus F1/F2
(70/60dB)

DPOAE amplitudes were significantly larger for
the SCA group; reduced amplitude for the lower
frequencies (<1 kHz). Increase in amplitude could
not be attributed to the functional differences in the
outer ear and mean values evaluated in
tympanometry

DPOAE amplitudes were significantly larger in the
SCA group not treated with HDU in comparison
with the SCA group treated with HDU and the
healthy controls; lower amplitude for the lower
frequencies with a higher level of stimulus F1/F2

(70/60 dB)

TOAE amplitudes were significantly larger for the
SCA group. There was no difference in the mean
effect of suppression between the groups with SCA
and healthy controls

There was no difference relative to the presence
and amplitude of TOAEs in the comparison
between the SCA group and healthy controls

No difference between the sexes

No difference between the age subgroups: from 6
months to 5 years and 6 to 10 years.

Legend: OAE: otoacoustic emissions; DPOAEs: distortion product otoacoustic emissions; TOAE: transient

otoacoustic emissions; HDU: Hydroxyurea, M: male sex; F: female sex; kHz: kilohertz; FI: primary frequency;

F2: secondary frequency; dB: decibel; S/N: signal-to-noise ratio; SCA: sickle cell anemia.
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Legend: n: number; HbSC: hemoglobin SC; SCA: sickle cell anemia; SCD: sickle cell

disease.

Figure 1. Flowchart of article search and selection for systematic review

Fecords excluded after reading the title
(m=130)

-67 with no correlation to the topic

-61 duplicates

-1 population with hemoglobin SC (HbSC)
-1 review article

Fecords excluded after reading the abstract
(m=22)

-2 letters to the editor

-6 review articles

-2 stodies focused on the benefit of using
hearng aid

- 8 case reports/series (=10 participants),
-4 arficles not available m full

Fecords excluded after reading i full (n=6)
-6 mcluding samples with homozygotes
(SCA) and heterozygotes without
differentiation in the method and/or in the
results

Becords identified by database
searching (n=171}
£ Becords identified by reference list
8 @=2)
5=
3
Fecords pre-selected by the abstract
= (=43}
.
E
2 Articles selected to be read m full
= @=21)
2
= Articles included in the systematic
g review (n=13)
=

Legend: n: number; HbSC: hemoglobin SC; SCA: sickle cell anemia; SCD: sickle cell disease.
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4 METODO

4.1 Desenho

Estudo de corte transversal, analitico com grupo comparacao.

4.2 Caracteristicas da populagéo-alvo

Para o grupo estudo, criancas e adolescentes com AF residentes no estado da
Bahia (BA) e para o grupo comparacao, criancas e adolescentes aparentemente

saudaveis residentes em Salvador- BA.

4.3 Populacéo de referéncia

Para o grupo estudo, criancas e adolescentes com AF matriculados no Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos (HUPES), da Universidade Federal
da Bahia (UFBA) em Salvador — BA e para 0 grupo comparagao criancas e
adolescentes aparentemente saudaveis matriculadas no Ambulatério de Pediatria e
Hebiatria da Faculdade de Medicina da UFBA, em Salvador-BA.

4.4 Amostra
Compuseram o estudo 52 criangas e adolescentes com AF e 44 individuos da

mesma faixa etaria e aparentemente saudaveis que frequentaram os respectivos

ambulatdrios, citados acima, no periodo de janeiro de 2015 a julho de 2016.
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4.4.1 Critérios de inclusado e excluséo

441.1 Critérios de inclusao

441.1.1 Grupo estudo

Hemoglobina Hb SS diagnosticada por eletroforese de Hb e/ou cromatografia
liquida de alta performance;

Faixa etéria de 6 a 18 anos completos;

Auséncia de eventos agudos pelo menos ha um més que antecedeu a
entrada no estudo;

Auséncia de tratamento transfusional, hd pelo menos, trés meses que
antecederam a entrada no estudo;

Auséncia de histérico de meningite, trauma cranioencefélico, exposicdo a
ruido laboral, problemas otolégicos crénicos, uso de drogas ototoxicas e histérico

familiar de perda auditiva;

44.1.1.2 Grupo comparacéo

Hemoglobina AA, obtida por eletroforese de Hb e/ou cromatografia liquida de
alta performance;

Faixa etaria de 6 a 18 anos;

Aparentemente saudaveis, sem diagndésticos de patologias agudas;

Auséncia de histérico de meningite, trauma cranioencefélico, exposicdo a
ruido laboral, problemas otolégicos cronicos, uso de drogas ototoxicas e histérico

familiar de perda auditiva.

4.4.1.2 Critérios de exclusao para ambos os grupos

Para ambos os grupos, foram selecionados 0s seguintes critérios abaixo

relacionados.



72

Presenca de comorbidades associadas tais como sindromes genéticas,
obesidade, diabetes, acidente vascular cerebral, doencas neuroldgicas e cardiacas;
Hipercolesterolemia (CT > 170 mg/dL) 19
PCR >10 M7,
Presenca de alteracdes de orelha externa e média, definida com auséncia de

timpanometria tipo “A” ®? e auséncia de RA em todas as frequéncias analisadas.

45 Protocolo da coleta de dados

Foram selecionados, por conveniéncia e de forma consecutiva, 0s participantes que
atenderam os critérios de inclusdo da presente pesquisa, em dias de atendimento
nos referidos ambulatérios. Pacientes e familiares foram convidados a participar
voluntariamente do estudo apoés liberacdo da consulta médica. Os participantes
foram distribuidos, conforme conveniéncia, para a etapa 1 — avaliagcdo auditiva ou
etapa 1- avaliacdo da funcao endotelial e, ap6s a realizacdo dessa primeira etapa
foram encaminhados para etapa 2 avaliacdo da funcdo endotelial ou etapa 2
avaliacdo auditiva, respectivamente. Os participantes foram submetidos aos
procedimentos de acordo com a sequéncia e as avaliagbes constantes no

fluxograma da Figura 10.



Preenchimento protocolo da pesquiss;
entrevista sudiologica & registro de dados

do prontudrio

AvaliacSo da funcio
auditiva:

\_l

Avaliacio da funcio

endotelial &

axames |sborstorizis

—
Mestoscopia e
mitanciometria | Etapa 2
Alteragdo de orelha Orelha externs e
extema ou media madig
“nomnal”
- - - Et: 2
Avaliagao e Audiometria tonal
tratarnentcl‘ liminar —
otominolaringologico
Limiares auditivos
=20 dB NA
Pa00
PEATE
:
ECAPD
EIVE

Figura 10 - Fluxograma dos procedimentos realizados

Legenda: P300 — potencial evocado auditivo cortical relacionado a eventos; PEATE-
Potenciais evocados auditivos de tronco encefalico, EOAPD — Emissdes otoacUsticas

produto de distor¢ao, EIVE- Efeito inibitério da via eferente.

Fonte: autoria prépria

4.5.1 Entrevista e registro de dados clinicos e sintomas auditivos

Uma breve entrevista audioldgica adaptada, pelos autores, baseada no questionario
utilizado por Silva et al.**® foi utilizada para obtencéo de dados referentes a satde
auditiva e presenca de sintomas otoneurolégicos, e para obtencdo de dados clinicos
e sociodemograficos complementados com informagdes do prontuario (APENDICE

A). A presenca de sintomas auditivos foi confirmada em nova aplicagéo da entrevista

audioldgica, no dia da avaliacao auditiva (vide Artigo 2).
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4.5.2 Avaliacédo da funcéo endotelial

Avaliacdo da funcdo endotelial por meio da avaliacdo ultrassonogréafica da artéria
braquial, sendo avaliada a funcéo vasomotora dependente do endotélio por meio da
VMF com hiperemia reativa. A técnica para mensuracao utilizada tem sido validada
e padronizada ao longo das Uultimas décadas, com recomendagBes bem
estabelecidas para sua afericdo ®*% (vide Artigos nimeros 2 e 3).

Os pacientes foram examinados em decubito dorsal, com o braco posicionado
ergonomicamente; eletrocardiograma sincronizado; verificacdo da frequéncia
cardiaca e pressdo arterial antes, durante e apdés o exame. A bracadeira do
esfigmomandémetro de coluna de mercurio, exercendo a funcdo de um torniquete
pneumatico envolvendo o braco acima da prega do cotovelo; a artéria braquial
identificada em seccéo longitudinal e posteriormente identificados a luz, o centro e a
interface lumen-intima da parede anterior e posterior do vaso; a amostra de Doppler
posicionada em angulo de 60°; adequacdo de controles da escala de cinza,
profundidade, filtro e escala do Doppler. O aumento do fluxo foi induzido pela
insuflacdo do torniquete ao redor do braco até 250 mmHg, por quatro minutos, com
monitorizacdo continua da imagem da artéria seguida de desinsuflacdo do
torniquete, levando a hiperemia reativa; monitorizacdo dos primeiros cinco fluxos
(mensuracédo da velocidade maxima Doppler) e do diametro da artéria, durante 120

segundos (para medida do diametro ao final de 60 segundos).

Todos os participantes realizaram essa avaliagdo em um Unico periodo do dia
(periodo da manha) para evitar variacdes circadianas. Vale ressaltar que o exame foi
muito bem tolerado pelos participantes, ndo havendo referéncia de qualquer
desconforto que tenha necessitado da interrupcdo do teste. Os testes foram
realizados por médico com treinamento especifico para realizagdo do exame e com
comprovada experiéncia na técnica. A Figura 11 registra as principais etapas da
VMF de um paciente com anemia falciforme.
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Figura 11 - Registro da avaliagdo da vasodilatacdo mediada por fluxo,

estado basal e hiperemia reativa de um paciente com anemia falciforme
Fonte: autoria propria

4.5.3 Exames laboratoriais

Realizada a coleta de sangue por técnico habilitado e com experiéncia comprovada
para analise bioquimica, apos dieta de oito horas para analise dos niveis de CT e
fracOes colesterol: high density lipoprotein — cholesterol (HDL-C) lipoproteina de alta
densidade; LDL-C; triglicerideos (TG) e proteina C reactiva de alta sensibilidade
(PCR-as) (vide Artigo 2).

4.5.4 Avaliagdo da funcéo auditiva

A avaliacdo do sistema auditivo foi composta por uma bateria de exames incluindo:
meatoscopia; imitanciometria, ATL, EOAPD, pesquisa do EIVE, PEATE e P300.
Inicialmente, os participantes com impedimento do MAE ou alteracdo da orelha
meédia foram encaminhados para atendimento otorrinolaringolégico e tratamento.

Posteriormente foram inseridos no estudo e as avaliagdes auditivas foram realizadas
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454.1 Meatoscopia

Meatoscopia - Inspecéo do meato acustico externo (MAE) com o intuito de anélise
do tamanho e da estrutura anatdmica, bem como a identificagdo de impedimento
para realizacdo dos demais procedimentos, a exemplo: cerimen ocluindo o MAE,
corpo estranho, secre¢cdo no MAE, perfuracdo da membrana timpéanica. Foi utilizado

0 otoscopio modelo Mini 3000 (Heine®, Munique, Alemanha).
45.4.2 Imitanciometria

Foi realizada imitanciometria para analise da integridade da orelha média por meio
do teste para pesquisa da curva timpanométrica com tom sonda de 226Hz e
pesquisa dos limiares do RA contralaterais nas frequéncias de 500, 1000, 2000 e
4000Hz com a finalidade de adquirir informacdes sobre o funcionamento das vias
auditivas aferentes e eferentes. Para este estudo, foi utilizada a pesquisa do reflexo
acustico contralateral. Foi utilizado o equipamento MADSEN® Otoflex 100
(Otometrics, Taastrup, Dinamarca) com tom da sonda de 226Hz, a curva
timpanométrica classificada de acordo com Jerger ®? e utilizado o valor limite de 2
cm?® para classificagdo da curva tipo “A”, segundo Margolis e Heller 9. Limiares do
RA <100 dB NA foram considerados normais e >100 dB NA foram considerados
elevados (120) (vide Artigo 4).

45.4.3 Audiometria tonal liminar

Foi realizada a ATL para pesquisa dos limiares auditivos psicoacusticos sendo
avaliadas as frequéncias de 250, 500, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 6.000 e 8.000 Hz
utilizando fone de ouvido supra-aural modelo TDH-39® (Thelephonics®, Nova
lorque, EUA) e estimulo tom puro. Os limiares foram medidos usando um transdutor
vibrador 6sseo nas frequéncias de 500, 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000Hz, quando os
limiares aéreos apresentavam-se 220 dB. Os limiares foram pesquisados por meio
do método psicoacustico dos limites, utilizando-se a técnica descendente, com
intervalos de 10 dB, e a técnica ascendente com intervalos de 5 dB, para
confirmacdo das respostas. A cabine acustica seguiu as recomendacfes da ANSI

$3.1 199 @ O exame foi realizado com o participante sentado em uma cadeira no
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interior da cabine acustica. A primeira orelha a ser avaliada foi selecionada
aleatoriamente. Foi utilizado audiébmetro clinico AD 229 (Interacoustic®, Middlefart,
Dinamarca) e cabina acustica. Limiares auditivos >20 dB em duas ou mais
frequéncias em uma ou ambas as orelhas, foi o critério utilizado como ponto de corte
para determinar a presenca de perda auditiva, conforme descrito em estudos prévios
(17.1923) 'O exame foi realizado em todos os participantes por um (nico avaliador
experiente (vide Artigo 2). O registro dos limiares auditivos encontrados na ATL em

um paciente com AF esta demonstrado na Figura 12.

Figura 12 - Registro dos limiares auditivos pesquisados na audiometria tonal liminar
para a orelha direita e para a orelha esquerda em um paciente com anemia

falciforme.
Fonte: autoria prépria

4.54.4 Emissfes otoacusticas produto de distorcao

As EOAPD foram analisadas com o objetivo de avaliar a integridade da sensibilidade
coclear e analisar a presenca de alteragbes subclinicas por meio da pesquisa da
amplitude do sinal evocada por estimulo®’. As EOAPD foram analisadas nas
frequéncias de 2.000, 4.000, 6.000 e 8.000 Hz. Foi utilizado o equipamento OtoRead
—Standard & Clinical (Interacoustics®, Drejervaenget, Dinamarca) e estimulo com
frequéncias primarias f1=65 dB NPS e f2=55 dB NPS com relag&o de frequéncia de,

aproximadamente, F2/F1= 1,22, e a resposta foi analisada pela amplitude absoluta
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e da relacdo sinal/ruido de acordo com a frequéncia do produto da distorcdo de
(2F1-F2).

Os parametros utilizados foram: reprodutibilidade da resposta igual ou maior que
50%; nivel da resposta maior que o ruido [relacdo sinal (S) / ruido (R) (S/R)] = 3
dBNPS (vide Artigo 4). A Figura 13 demonstra o equipamento e 0 registro da

captacdo das EOAPD de uma orelha de um sujeito com AF.

Figura 13 — Equipamento com o registro das emissfes otoacusticas evocadas

produto de distor¢do de uma orelha de um paciente com anemia falciforme
Fonte: autoria propria

4.5.4.5 Avaliacao do efeito inibitorio da via eferente olivococlear medial

A avaliacdo da presenca do EIVE do feixe olivococlear medial foi realizada por meio
da captacdo das EOAPD (amplitudes) realizada de acordo com o descrito acima
(item 4.5.4.4) e, seguidamente, na mesma condi¢do, adicionando a presenca de um
ruido na orelha contralateral, sendo analisada a diferenca de amplitudes entre essas

duas condicoes.

O ruido contralateral, denominado ruido branco, foi gerado na intensidade de 60dB.
Foi utilizado equipamento imitanciometro, modelo AZ 7 (Interacoustics®,
Drejervaenget, Dinamarca) e fone supra-aural, modelo TDH-39®.
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A diferenca de amplitude entre a as duas condicbes (EOAPD sem ruido — EOAPD
com ruido) maior que zero demonstra presenca do EIVE %122 (vide Artigo 4).

4546 Potenciais evocados auditivos

Os potenciais evocados auditivos foram realizados para analise da integridade do
SCA. O PEATE foi utilizado neste estudo com o intuito de analisar a via auditiva
aferente até o tronco encefélico e o P300 foi realizado com o propdésito de analisar a

integridade cortical.

Para esse exame, foi usado o equipamento Masbe ATC Plus (Contronic®, Pelotas,
Brasil) acoplado a um computador e utilizado fones de insercdo Eartone 3A (3M®).

Para o PEATE, os eletrodos foram posicionados da seguinte forma: o eletrodo ativo
(Fz) na testa, o eletrodo terra (Fpz) na fronte, e os de referéncia nas mastoides
esquerda (M1) e direita (M2). Para o PEATE, o estimulo aplicado foi o do tipo clique
(espectro de frequéncia em torno de 2.000 a 4.000 Hz), intensidade de 80dB NA,
polaridade alternada, 17,2 cliques por segundo, 2.000 varreduras com configuracao
de filtro de alta frequéncia a 100 Hz e filtro de baixa passagem a 3.000 Hz e janela
de 10 ms. Foram analisadas as laténcias absolutas das ondas I, lll e V e as laténcias
dos intervalos interpicos I-lll, IlI-V e I-V (vide Artigo 4). A morfologia das ondas |, Il e
V obtidas na avaliagdo do PEATE de um sujeito com AF encontra-se demonstrada
na figura 14.
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Figura 14 - Registro dos potenciais evocados auditivos de tronco encefélico, das

orelhas direita e esquerda, respectivamente, em paciente com anemia falciforme.
Fonte: autoria prépria

Para a avaliacdo do P300, os eletrodos foram posicionados da seguinte forma: o
eletrodo ativo (Cz) no vértice craniano, o eletrodo terra (Fpz) na fronte e os de
referéncia nas mastoides esquerda (M1) e direita (M2). Nesse procedimento,
realizou-se o condicionamento do individuo com a tarefa de contagem mental dos
estimulos raros. Durante a contagem, os participantes foram orientados a fixar o
olhar em um ponto especifico destacado no teto. Os estimulos auditivos utilizados
foram binaurais com tom tone burste platd de 20 ms erise-fallde 5 ms, com
frequéncias de 1.000 Hz para o estimulo frequente e 2.000 Hz para o estimulo raro,
com intensidades de 80 dB NA para ambos. Foram apresentados, em cada exame,
300 estimulos — 240 para o estimulo frequente e 60 para o raro, ou seja, 80% para o
frequente e 20% para o raro. Para marcar uma onda P300, o pico mais alto de
polaridade positiva apdés o complexo N1-P2-N2 foi considerado e exibido como a
soma do estimulo raro®®® (vide Artigo 4). A morfologia das ondas obtidas na
avaliacdo do P300 de um sujeito com AF esta ilustrada na Figura 15.
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Figura 15 - Registro dos potenciais evocados auditivos de tronco encefélico, das
orelhas direita e esquerda, respectivamente, em paciente com anemia falciforme.
Fonte: autoria propria

Todas essas avaliacbes auditivas, exceto a ATL, foram realizadas com a
colaboragéo de outros dois avaliadores treinados. Os procedimentos de PEATE e
P300 foram gravados e, posteriormente, analisados por dois avaliadores cegos
guanto aos grupos estudados e aplicados testes estatisticos de concordéancia (vide
Artigo 4).

O tempo total estimado para a realizacdo de todos os procedimentos auditivos foi de
90 a 120 minutos, com cada individuo. Para melhor desempenho dos participantes
iniciou-se a bateria de exames subsequentes a ATL pela avaliagdo do P300, por
depender de sua atencao.

Para certificacdo da qualidade dos estimulos apresentados nas avaliacdes, todos os
equipamentos e as salas de avaliagdo sao anualmente aferidos conforme Resolucdo
CFFa n° 365/2009. Os procedimentos auditivos foram realizados na clinica escola de

fonoaudiologia da Universidade do Estado da Bahia (UNEB), em Salvador, Bahia.

A avaliacdo da fungcédo endotelial e os exames laboratoriais foram realizados no
laboratorio de pesquisa cardiovascular da Escola Bahiana de Medicina e Saude
Publica (EBMSP), em Salvador — BA.



82

Cada artigo cientifico que compde esta tese possui, naturalmente, sua propria
sessdo metodoldgica detalhada, sua apresentacdo de resultados e uma discusséo

dos méritos cientificos encontrados.

O Artigo 2 refere-se aos dados coletados na avaliacdo da funcdo endotelial,
avaliacéo laboratorial e resultados da ATL referente a pesquisa da PASN.

O Artigo 3 consta de um estudo exploratorio com dados iniciais do estudo referente
a avaliacdo da funcdo endotelial e aos dados da entrevista relativa a sintomas

otoneuroldgicos (vertigem e zumbido).

O Artigo 4 versa sobre os dados da avaliagcédo “vertical” da audicdo em relagdo aos
resultados dos procedimentos objetivos da avaliacdo do sistema auditivo periférico e
SAC, focando a presenca de alteragBes subclinicas, a exemplo da PAO, sendo,
neste estudo, analisados os participantes com anemia falciforme com limiares

auditivos psicoacusticos = 20dB NA.

4.6 Aspectos éticos

Esta pesquisa faz parte de um estudo maior intitulado “Associagdo entre fatores
cardiorespiratdrios e otoneurolégicos com desenvolvimento académico em criancas
e adolescentes com anemia falciforme” que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da EBMSP e obtendo o Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica n°® 780.731 (ANEXO A). Os participantes foram inseridos no estudo
posteriormente ao processo de consentimento livre e esclarecido, apds assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE B) e do termo de
assentimento livre e esclarecido (TALE) (APENDICE C).
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ABSTRACT

Objectives: To investigate the prevalence of sensorineural hearing loss (SNHL) in children and
adolescents with sickle cell anemia (SCA) and its association with endothelial dysfunction (ED).
Methods: Fifty-two participants with stable SCA and 44 apparently healthy (AA genotype)
participants aged 6-18 years were evaluated for pure tone audiometry and endothelial
function using ultrasonographic imaging of the brachial artery to assess flow-mediated
dilation (FMD). Laboratory analysis of the lipid profile and C-reactive protein levels was
performed.

Results: In the SCA group, 15 (28.8%) patients presented with SNHL. The FMD values were
reduced in the SCA with SNHL group compared with the SCA without SNHL and healthy
groups. Logistic regression analysis showed that FMD was associated with SNHL independent
of the lipid profile and SCA characteristics (odds ratio [95% confidence intervall=0.614
[0.440-0.858]; p = 0.004).

Discussion: SNHL is a common complication in SCA; furthermore, this study identified a
significant association between ED and SNHL. Damage to the vascular endothelium because
of inflammation in SCA reduced blood flow in the inner ear. Thus, this circulatory disorder
culminates in vaso-occlusive process and induces auditory disorders, such as SNHL.
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endothelium; vascular;
hearing loss; children;
adolescent; audiometry; pure
tone; hearing

idiopathic SNHL, supporting the presence of vascular
damage [18-20]. Our exploratory study in children
and adolescents with SCA showed an association
between otoneurological symptoms (vertigo) and
decreased FMD of the brachial artery, indicating the
presence of ED [21].

Taking into account the chronic inflammatory state
of SCA and the presence of ED in SCA, the objective
of this study was to investigate the prevalence of
SNHL in children and adolescents with SCA and its
association with ED.

Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is the most common hemoglo-
binopathy, resulting from the homozygous presence of
altered hemoglobin (HbS) [1]. Among the clinical mani-
festations of SCA, vasoconstriction is the most frequent,
occurring in multisystemic vessels including the audi-
tory system [2-5]. The hearing loss typically found in
SCA is sensorineural, with great variability in the
characteristics and prevalence described in the litera-
ture [6-13].

The most accepted etiopathogenesis of sensori-
neural hearing loss (SNHL) involves sickle-shaped
blood cells that lead to decreased blood flow in the
cochlear venous system with a consequent chronic
deficiency in oxygen balance leading to Corti's Organ

Methods

Selection and description of participants

hypoxia and death of the outer hair cell (OHC) [14].
Studies have reported the influence of the vascular
endothelium in the formation of cell clusters that inter-
act with the vessel wall, culminating in vaso-occlusive
processes [15,16]. Reduced flow-mediated vasodilata-
tion (FMD) is considered an early marker of vascular
alterations in sickle cell disease (SCD) patients [17].
The relationship between endothelial dysfunction
(ED) and SNHL is documented in sudden SNHL and

This cross-sectional study assessed children and ado-
lescents >6 and <18 years of age, of both sexes. The
sample included 52 participants with SS hemoglobino-
pathy (SCA group) diagnosed using hemoglobin elec-
trophoresis, and 44 apparently healthy participants
with standard AA hemoglobin (healthy control (HC)
group). There were no differences in age and sex
between the groups. Patients in the SCA group were
from the University Hospital Complex Professor Edgar
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Santos of the Federal University of Bahia (UFBA), and
HC group participants were from the outpatient clinic
of the School of Medicine of Bahia of the UFBA. Part
of this sample had participated in our earlier study [21].

None of the participants had associated comorbid-
ities, such as genetic syndromes, obesity, diabetes,
hypercholesterolemia, stroke, neurological disease,
heart disease, or lung disease. Participants with a
history of meningitis, traumatic brain injury, exposure
to noise, chronic otologic problems, otologic surgery,
ototoxic drug intake, or family history of hearing loss
were also excluded. In addition, the criteria for non-
inclusion in the SCA group included blood transfusion
during the previous 90 days and history of an acute
event in the previous 30 days.

All participants had normal otoscopy and middle ear
findings, defined as the presence of tympanometric
curve type ‘A’ [22] and a contralateral acoustic reflex
threshold in at least one of the analyzed frequencies.

Written informed consent was obtained from the legal
guardian and from each participant old enough to under-
stand the study goals. This study was approved by the
Research Ethics Committee of the Bahiana School of
Medicine and Public Health (No.33705714.3.0000.5544).

The sample size was calculated to compare the pro-
portions the SNHL prevalence between SCA group
(27.32%) and controls (3.6%) [7,8,11-13]. Study power
of 80% and an alpha error of 0.05. Sample size for each
group was 34 participants. (WinPep®, statistical software.
Abramson, licensee BioMed Central, London, UK).

Technical information

Demographic and clinical data were entered into a
questionnaire conducted by the researchers. Clinical
data were obtained from patient records, including
hemoglobin and fetal hemoglobin levels, the presence
and number of painful vaso-occlusive crises (VOC) in
the last 12 months, the use and number of transfusions
in the last 12 months, and the use and duration of
hydroxyurea (HU) therapy. The physical examination
included measurement of weight and height to calcu-
late body mass index (BMI) (kg/m?).

The biochemical analyses and evaluation of endo-
thelial function were performed at the cardiovascular
research laboratory at the Bahiana School of Medicine
and Public Health in Salvador, Brazil.

Endothelial function was evaluated using a protocol
established under the guideline for the ultrasono-
graphic evaluation of FMD with reactive hyperemia of
the brachial artery [23-25] and already used in previous
studies carried out by our research group [21,26].
Briefly, the moving images were scanned, beginning
30 seconds before the cuff was deflated until 2
minutes later, allowing for subsequent analysis. The
FMD was calculated using the following formula:
[(maximal arterial diameters-basal arterial diameters) x

100]. An experienced vascular ultrasonographer,
blinded to the patients’ diagnoses, obtained, and ana-
lyzed all images using a high-quality computer. ED was
determined to be present if the FMD value was below
the 10th percentile cutoff of the HC group [27,28].

Following a fast of at least 8 hours, blood samples
were collected for biochemical analysis and complete
blood count in untreated tubes and in ethylenediami-
netriacetic acid, respectively. The levels of total choles-
terol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), and trigly-
cerides (TG) were analyzed using enzymatic methods.
High-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) levels were
analyzed using turbidimetry. Participants with TC >
170 mg/dL [29] and/or hs-CRP > 10 mg/L [30] were
excluded from the analysis.

The tympanometry and analysis of the contralateral
reflex threshold at 0.5, 1, 2, and 4 kHz were performed
using a MADSEN® Otoflex 100 (Otometrics®, Taastrup,
Denmark) to investigate the normal middle ear.

Pure-tone audiometry test (PTA) was performed
using an AD 229 Clinical audiometer (Interacoustic®,
Middlefart, Denmark). The hearing thresholds (HT)
were evaluated at frequencies of 250 Hz; 500 Hz; and
1, 2, 3,4, 6, and 8 kHz, using a TDH-39 supra-aural ear-
phone (Thelephonics®, New York, EUA). Bone
thresholds were measured using a bone vibrator trans-
ducer at frequencies of 500 Hz and 1, 2, and 4 kHz
when the air thresholds were >20 dB.

The criteria used to determine hearing loss were HT
>20 dB in two or more frequencies in one or both ears,
as described in previous studies [10,11,31]. The audio-
logical tests were performed at the Speech Therapy
Clinic of the State University of Bahia, Salvador, Brazil.

Statistical analysis

Quantitative variables were represented as means and
standard deviations (SD) or as medians and interquar-
tile ranges (IQR). Categorical variables were described
using frequencies and proportions. Bivariate analysis
was performed using Student’s t-test or Mann-
Whitney U-test. Differences between proportions
were calculated using Fisher's exact or chi-square
tests. Kruskal-Wallis correction for ranking comparison
was used to compare variables with more than two
categorized groups. Logistic regression analysis was
conducted to evaluate the relationship between endo-
thelial function and SNHL after adjusting for potential
confounding factors. Data analyses were conducted
using IBM SPSS Statistics for Windows, version 21.0
(IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Results

Data from 96 children and adolescents (age range, 6-18
years) were analyzed. Of these, 52 had SCA and 44 were
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apparently healthy (12.3 +3.27 vs. 11.1 + 3.17 years; p =
0.065; male sex 27 [51.9%)] vs. 17 [38.6%]; p = 0.193,
respectively). There was a predominance of participants
of non-white ethnicity in both groups (100% in the SCA
group vs. 81.8% in the HC group) and white ethnicity
was observed only in the HC group (8 participants
[18.2%], p = 0.001]. The BMI values were similar
between groups (16.9+3.27 vs. 180+ 3.07 kg/m? in
SCA and HC, respectively; p = 0.055).

The SCA group had lower mean hemoglobin, TC,
HDL-C, and LDL-C levels and higher TG levels, TG/
HDL-C fraction, and hs-PCR. The FMD value was signifi-
cantly decreased in the SCA group compared with the
HC group. The cutoff point for ED classification was
9.05% (see Methods section). The SCA group had a
higher occurrence of ED (Table 1).

The PTA tests showed that 15 (28.8%) participants in
the SCA group presented with SNHL, compared with
none of the HC group (0%, p < 0.001). Of these 15 par-
ticipants, 7 (46.66%) were 6-11 years of age and 8
(53.33%) were 12-17 years. SNHL occurred in both
sexes, and affected 9 (52.9%) female participants.
Regarding the severity of SNHL, 100% presented with
a mild degree of SNHL (<40 dB). Unilateral SNHL
occurred in 13 (86.66%) participants and these total 9
(69.23%) in the right ear.

Among the 17 ears affected, high frequencies (4-
8 kHz) were more often affected (7 ears, 41.7%), fol-
lowed by both low and high frequencies (250-500 Hz
and 4-8 kHz; 5 ears, 29.4%), low frequencies (250-
500 Hz, 4 ears, 23.5%), and all frequencies (1 ear, 5.89%).

The median HT in PTA tests in the left ear was signifi-
cantly higher in the SCA group than in the HC group in
the following frequencies: 250 Hz (15, median IQR [10-
18.7] vs. 10, median IQR [5-15]; p = 0.008), 500 Hz (15
[5-15] vs. 10 [5-10]; p = 0.024), 2 kHz (7.5 [5-15] vs. 5
[5-10]; p = 0.015), 3 kHz (5 [5-10] vs. 5 [0-5]; p = 0.001),
and 4 kHz (5 [5-13.75] vs. 5 [5-10]; p = 0.013). There
were no differences at 1 kHz (5 [5-13.7] vs. 5 [5-10]; p
= 0.561), 6 kHz (10 [5-15] vs. 10 [5-10]; p = 0.304), and
8 kHz (10 [5-15] vs. 10 [5-13.7]; p = 0.167) (Figure 1(A)).

In the right ear, the HT exhibited differences at
250 Hz (15, median IQR [10-20] vs. 10, median IQR
[5-15]; p = 0.003), 500 Hz (10 [10-15] vs. 10 [5-10];
p = 0.013), 2kHz (7.5 [5-15] vs. 5 [5-10]; p = 0.034),
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4 kHz (10 [5-15] vs. 5 [1.2-10]; p = 0.004), 6 kHz (10
[5-15] vs. 5 [5-10]; p = 0.022), and 8 kHz (10 [5-18.7]
vs. 5 [0-10]; p = 0.006). There were no differences at
1 kHz (10 [5-15] vs. 10 [5-10]; p = 0.229) and 3 kHz (5
[5-13.7] vs. 5 [5-10]; p = 0.131) (Figure 1(B)).

In the comparison between the SCA with SNHL and
SCA without SNHL groups, the SCA with SNHL group
included a greater number of participants with
painful VOC. In addition, the FMD was significantly
lower in the SCA with SNHL group. Moreover, this
group had a higher occurrence of ED (Table 2).

FMD values were different between the SCA with
SNHL, SCA without SNHL, and HC groups. The SCA
with SNHL group presented with the lowest FMD
value (Figure 2).

The results of binary logistic regression analysis to
evaluate the relationship between FMD and SNHL
showed that FMD was associated with SNHL, even
after adjustment for lipid profile (HDL-C and TG/HDL-
(), number of episodes of painful VOC, and use of HU
(odds ratio [OR] [95% Cl1=0.614 [0.440-0.858]; p =
0.004). This finding also demonstrated that each per-
centage increase in the FMD value decreases the
chance that the SCA patient has SNHL by 39%. The
use of HU was not associate with SNHL ([OR] [95%
Cl] =0.153 [0.022-1.053]; p = 0.056).

Discussion

In the present study, 28.8% of the SCA group exhibited
SNHL. This finding supports the hypothesis that this
alteration is more prevalent in SCA than in the healthy
population, which is similar to data reported in the litera-
ture showing that the incidence of SCA ranges from 3.8
t0 66% [7,8,11-13,32]. Few studies have only considered
the age group used in the present study. The SCA preva-
lence in the United States (US) (12%) [33] was lower than
that of our study, and in Nigeria the prevalence ranges
from 3.8 to 21% [9,12,34]. Furthermore, studies with a
broad age range, including adults, showed a greater
SCA prevalence, such as studies in Nigeria (66%) [32]
and the US (36%) [35]. It might be expected that as
patients with SCA grow older they will experience
repeated crises and an increased incidence of SNHL
would be found.

Table 1. Laboratory data and endothelial function parameters of the study groups.

Sickle cell anemia (n=52) Healthy control (n = 44) p-value
Hemoglobin (g/dL), mean (5D) 8.03 (0.82) 13.4 (0.96) <0.001*
Total cholesterol (mg/dL), mean (SD) 122.2 (24.95) 157.1 (26.76) <0.001*
High-density liproprotein-cholesterol (mg/dL), mean (5D) 30.62 (7.17) 47.21 (11.04) <0.001*
Low-density liproprotein-cholesterol (mg/dL), mean (SD) 70.76 (22.15) 94.26 (23.37) <0.001*
Triglycerides (mg/dL), mean(SD) 103.5 (40.19) 729 (26.35) <0.001*
TG/HDL-C (mg/dL), median(IQR) 3.02 (241-471) 1.45 (1.05-2.11) <0.001*
High-sensitive C-reactive protein (mg/dL), median(IQR) 2.81 (0.99-4.73) 0.55 (0.20-1.46) <0.001*
Flow-mediated dilation - %, median (IQR) 10 (6.45-14.29) 15 (11.6-224) <0.001*
Endothelial dysfunction, n (%) 20 (38.5%) 4 (9.1%) <0.001*

Note: SD: standard deviation; IQR: interquartile range; TG/HDL-C: triglyceride to high-density lipoprotein cholesterol ratio. *Statistically significant values at

the level of p < 0.05.
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Figure 1. Comparison of hearing thresholds between the sickle cell anemia (SCA) and the healthy control (HC) groups. Box plots
represent the medians and interquartile ranges for each frequency for the left ear (A) and right ear (B). *Statistically significant

values for p < 0.05.

In addition, the haplotypes of the B-globin gene
region, which play an important role in determining
the severity of the disease [36], may influence SNHL;
moreover, the prevalence of SNHL in SCA for each geo-
graphical region is variable beyond this factor. Besides
the prevalence in the countries mentioned above, the
SCA prevalence has also been reported in Guadeloupe
(44%), (France) [11], Saudi Arabia (36%) [7], Italy (31.8%)
[13], and the United Kingdom (13.5%) [31]. Several
reasons, including socio-economic class, regular
follow-up, and a balanced diet, have been proposed
to explain the varying prevalence rates of SNHL in
SCA [10,12]. Nevertheless, the lack of criteria used to
define SNHL can contribute to this variability.

In Brazil, only one study was found in literature [8],
showing a prevalence of 21.4% (range age, 6-55years).
Farther standardized epidemiological studies are
required to elucidate the prevalence in each region. It

is important to note that all SCA participants in our
study were of Afro-descendants, as well as the majority
of the HC group (>80%).

Unilateral SNHL of mild severity was found in both
sexes. Although a number of audiograms exhibited
both low- and high-frequency losses (250-500 Hz and
4-8 kHz), several of them demonstrated atypical
configurations with isolated frequency regions at high
or low frequencies, demonstrating impairment. These
characteristics are comparable to those described in
other studies [6,7,10,11,13].

In SCA, most investigators attribute SNHL to impaired
blood flow in the cochlea or to the nerve pathways
from the inner ear to the brain. The blood supply of the
inner ear is provided by the labyrinthic artery, which is a
functional end artery. Even occasional limited ischemia
culminates in Corti's Organ hypoxia and lesion of the
OHC in the stria vascularis [3-5]. The base of the cochlea
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(SCA) without hearing loss and healthy control (HC) groups. Box plots represent the medians and interquartile ranges. Data were
compared using Kruskal-Wallis tests with Dunn’s multiple comparisons ad hoc tests. *Statistically significant values for p < 0.05.

is typically involved because of its tonotopic organization;
the hair cells of the basal turn of the cochlea are more sen-
sitive to anoxia pathogena than the apex. This may
explain why SNHL initially affects isolated frequency
regions, and usually high frequencies. Changes in the
other frequencies suggest diffuse damage to the
cochlea, rather than damage limited to the basal tum [34].

Corroborating with the pathophysiological mechan-
ism of SNHL in SCA, our data showed a significant
association between SNHL and ED. To the best of our
knowledge, this is the first study that has demonstrated
this association in SCA.

The lower FMD value in the SCA group than that in
the HC group suggests a diminished vasodilatation
capacity. FMD is simple, noninvasive, and useful diag-
nostic tool for the measure of endothelial function,
and has been widely used [23-25]. Other studies
demonstrated an abnormal response in FMD after
wall shear stress (WSS) for transient arterial occlusion
in SCA adults [17,37] and children [38]. Studies by our
research group showed similar results with decreased
FMD in SCA [21,26].

In SCA, hemolysis and ED are observed in addition to
inflammation and vaso-occlusion. Moreover, increased

Table 2. Characteristics of the groups sickle cell anemia with sensorineural hearing loss (SNHL) and without SNHL.

SCA

SNHL (yes) (n=15) SNHL (No) (n=37) p-value
Age (years), mean (SD) 12.3 (3.75) 123 (3.11) 0.986
Male sex, n (%) 7 (46.7) 20 (54.1) 0.629
Body mass index {kglmzl, mean (SD) 16.8 (2.89) 16.9 (2.36) 0916
Painful vaso-occlusive crisis (last 12 months), n (%) 15 (100) 23 (62.2) 0.005*
Mumber of painful vaso-occlusive crises (last 12 months) median (IQR) 1(1-4) 2(0-3) 0117
Blood transfusions (last 12 months), n (%) 2 (13.3%) 9 (24.3%) 0614
Number of blood transfusions (last 12 months) median (IQR) 0 (0-1.5) 0 (0-1) 0.823
Use of hydroxyurea therapy, n (%) 6 (40.0) 22 (59.5) 0.202
Duration of hydroxyurea therapy (>2 years), n (%) 3 (50%) 11 (50%) 0.184
Hemoglobin (g/dL), mean (SD) 7.84 (0.87) 8.10 (0.81) 0.297
Fetal hemoglobin (g/dL), median (IQR) 7.65 (2.7-11.8) 89 (38-12.1) 0775
Total cholesterol (mg/dL), mean (SD) 127.78 (24.93) 119.96 (24.94) 0310
High-density liproprotein-cholesterol (mg/dL), mean (5D) 32.88 (6.87) 29.71 (7.18) 0.150
Low-density liproprotein-cholesterol (mg/dL), mean (SD) 75.33 (22.69) 68.91 (21.97) 0.348
Triglycerides (mg/dL), mean (SD) 97.76 (27.38) 105.86 (49.60) 0516
TG/HDL-C (mg/dL), median (IQR) 3.04 (2.62-5.34) 3.00 (2.02-3.89) 0.437
High-sensitive C-reactive protein, median (IQR) 2.74 (0.8-3.74) 4.53 (1.03-6.42) 0.258
Flow-mediated dilation - %, median (IQR) 6.60 (4.20-9.90) 11.50 (8.25-15.70) <0.001*
Endothelial dysfunction, n (%) 10 (66.7) 10 (27) 0.008*

Mote: SCA: sickle cell anemia; SNHL: sensorineural hearing loss; SD: standard deviation; IQR: interguartile range; TG/HDL-C: triglyceride to high-density lipo-
protein cholesterol ratio. *Statistically significant values at the level of p < 0.05.
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inflammation-driven reactive oxygen species and
inflammatory mediator production occurs, as well as
decreased bioavailability of nitric oxide (NO) [39]. NO
plays a key role in the regulation of vasomotor tonus in
response to WSS. Thus, reduced bioavailability of NO
causes variation in vessel diameter adjustment, which
potentially exacerbates the vaso-occlusive process [37].

Hadeed et al. [40]did not find ED in children with
SCD, however, FMD value tended to be lower in SCD
than in controls. The authors suggesting that these
manifestations may be related to disease severity and
duration. The difference in results may be explained
by the fact that the population may have a less
severe form of the disease, as only 16.6% presented
with VOC.

In our study, all patients in the SCAwith SNHL group
(100%) presented with painful VOC in the last 12
months, and the median FMD value in the SCA group
with SNHL was below the cutoff for ED (10th percentile
of the FMD of the HC group). Furthermore, the SCA
with SNHL group exhibited a higher frequency of ED
in comparison with the SCA without SNHL group.

Considering the chronic inflammatory state of SCA,
these findings lead us to hypothesize that damage to
the vascular endothelial due to SSW in the labyrinthic
artery reduces blood flow in the ear; this results in
vaso-occlusive processes in the spiral ganglion in the
basal part of the cochlea or to the auditory nerve, cul-
minating in SNHL. Similar studies in other types of
SNHL show the presence of ED in the auditory
system, as evidenced by a lower FMD value [18-20].
In addition, there is evidence that high levels of
adhesion molecules and unbalanced oxidative status
are involved in idiopathic sudden SNHL, which sup-
ports the hypothesis that SNHL should be considered
as a microcirculation disorder caused by ED [18].

An additional favorable effect on the microcircula-
tion can be exerted by anti-inflammatory mediators,
improving the vascularization of small ear vessels that
usually cause inner ear injury. In SCA HU is considered
an effective pharmacological therapy with several ben-
eficial effects, such as increased HbF, improved red
globule hydration, increased NO production, and
decreased adhesion molecules, with consequent
reduction of painful VOC [41,42]. It is possible that HU
improved endothelial function. In our study, the
implementation of HU no showed independent effect
on SNHL. In the literature, we did not find studies on
this approach. However, despite the similar use of HU
in the SCA with SNHL and SCA without SNHL groups,
the duration of HU therapy was variable, which may
be a limitation of the study.

There are others methodological limitations that
should be considered. PTA is a behavioral measure
and may have variations in the HT. The endothelial
function was assessed using an image-based method-
ology dependent on the ability of the person

performing the procedure. The small number of par-
ticipants with SNHL may also represent a limitation.
However, considering the consistency of our data,
these minor limitations do not invalidate our results.

In conclusion, the present study demonstrated that
SNHL is a common complication in children and ado-
lescents with SCA and is associated with ED. This
findings suggests that disruption of the vascular end-
hotelium generates circulatory disorders, culminating
in auditory disorders such as SNHL.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the association between endothelial dysfunction and otoneurological
symptoms and vaso-occlusive phenomena in children with sickle cell disease (SCD).
Methods: Cross-sectional study with 54 children, aged between 6 and19 years of age, of whom
28 had genotype SS and 26 apparently healthy (AA genotype) whose parents or guardians, or
the children themselves, filled out a questionnaire designed to assess their otoneurological
symptoms. All the individuals were submitted assessment of endothelial function by flow-
mediated dilation (FMD) percentage with reactive hyperemia of brachial artery Doppler.
Results: Otoneurological symptoms (tinnitus and/or vertigo) predominated in the SCD group
(46.4 vs. 15.4%; p=0.006). A negative correlation was observed between FMD percentage
and time of evolution of vertigo SCD (r=—0.432; p=0.022) and the linear regression analysis
demonstrated that for every reduction in FMD percentage there was an increase in time of
evolution of vertigo of 1.79 months (8 =-1.79; p=0.022). The positive correlation between
episodes of painful crisis and time of evolution of vertigo (r=03; p=0.04).

Discussion: The presence of vascular endothelial damage in the labyrinthine artery in patients
with SCD is capable of compromising the semicircular canals, shown by clinical expression of
otoneurological symptoms, such as vertigo. In the present study, an association was observed
between endothelial dysfunction with otoneurological symptoms and otoneurological

KEYWORDS

Sickle cell disease; vascular
endothelium; vertigo;
tinnitus

symptoms and vaso-occlusive phenomena in SCD.

Introduction

The clinical presentation of sickle cell disease (SCD) is
characterized by hemoglobin polymerization S and
consequently vaso-occlusive phenomena [1], it is man-
ifested clinically by episodes of painful crisis. Studies
have demonstrated that these alterations are capable
of generating otoneurological symptoms [2-6] such
as sensorineural hearing loss (SNHL), tinnitus, and
vertigo [5,7]. The literature has demonstrated that its
clinical presentation can be related to endothelial dys-
function [8].

The reduction of flow-mediated dilatation (FMD),
secondary to reduction of nitric oxide (NO) release, fol-
lowed by the increase in wall shear stress has been con-
sidered an early marker of vascular alterations in SCD
patients [9]. Endothelial function evaluation by ultraso-
nography is a non-invasive method for early detection
of changes in the brachial artery wall functionality
[10,11].

Therefore, the objective of the present study is to
evaluate the association between otoneurological
symptoms and endothelial dysfunction and vaso-
occlusive phenomena in children with SCD.

Methods
Selection and description of participants

This was a cross-sectional, analytical study, with a non-
probabilistic, sequential sample, in which 54 children
and adolescents individuals in the age-range >6 and
<18 years. Of these, 28 were diagnosed with SCD
with hemoglobin SS (HbSS), composed the case
group, and were patients originating from the Univer-
sity Hospital Professor Edgar Santos of the Federal Uni-
versity of Bahia (UFBA). The Control Group of 26
apparently healthy subjects whose hemoglobin geno-
type was AA, originated from the School of Medicine
of Bahia, Terreiro de Jesus of the UFBA. These two
groups were matched for age, during the period from
January through July 2015.

This study was approved by the Research Ethics
Committee of the Bahiana School of Medicine and
Public Health (No. 33705714.3.0000.5544) and
informed consent was obtained from all the
children’s parents or guardians, and also from the chil-
dren who were mature enough to understand the
study goals.

CONTACT Mara Renata Rissatto-Lago Q mararenata@uol.com.br @ Department of Life Science, State University of Bahia, Rua Silveira Martins 2555,

Cabula 41195-001, Salvador, Bahia, Brazi
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The study was designed with 90% power to detect a
meaningful magnitude of difference superior to two
standard deviations of 0.25 in the outcome (reduction
in FMD percentage) between the case and the
control groups. Considering a type | error of 0.05, and
a type Il error of 0.10, 13 participants per group were
required. However, in order to achieve the study objec-
tives and to include the possibility of a 10% loss, the
final sample size was increased to 26 in each group.

Inclusion criteria for SCD group were: age between 6
and 18 with a diagnosis confirmed by DNA sequence,
hemoglobin electrophoresis and/or high performance
of liquid chromatography. Inclusion criteria for the
control group were: age between 6 and 18 and being
apparently healthy.

Exclusion criteria for the SCD group were: the pres-
ence of other hemoglobinopathies; associated
genetic syndromes; obesity; diabetes; hypercholestero-
lemia; blood transfusion in the last 90 days; acute
events in fewer than 30 days previously; stroke. Exclu-
sion criteria for the control group were: presence of
infection in the last 30 days; neurologic disease; heart
disease, diabetes, genetic syndromes, lung disease,
obesity, or hypercholesterolemia.

Technical information

Age was measured by complete years from the date of
birth. Race was self-reported according to the official
terms used in the demographic census of the Brazilian
population. Using skin color as a parameter, the
reported categories were white, black, and mixed
race, and clinical data were obtained from patient
records as hemoglobin; fetal hemoglobin dosage,
hydroxyurea use and time of use, presence of
episode of painful crisis (vaso-occlusive phenomena)
in the last 12 months and number of episodes of
painful crisis) in the last 12 months to SCD group.

A guestionnaire adapted from the study of Silva [12]
was used for assessment otoneurological symptoms.
The answers were given by the parents or guardians,
as well as by the patients with SCD and control
group: "Does your child presented tinnitus?;” “For
how many months has he or she presented tinnitus?”
(time of evolution of tinnitus); “Does your child have
vertigo (rotating dizziness)?;” “For how many months
has he or she presented vertigo?” (time of evolution
of vertigo); “Are the episodes of vertigo associated
with nausea?” The otoneurological symptoms were
determined by the presence of tinnitus and/or
vertigo, thus as time of evolution of otoneurological
symptoms as the larger time of evolution of tinnitus
or time of evolution of vertigo.

The questions were applied by two calibrated exam-
iners, who were blind to the answers obtained. They
carried out this research step in distinct time intervals,
with the goal of minimizing the possible failures related

to the vertigo and tinnitus symptoms. The answers
were considered positive when there was agreement
between the two examiners.

Information pertaining the weight and height were
obtained by clinical assessment using a Welmy®
model R-110 scale with a stadiometer and the body
mass index (BMI) was obtained in accordance with
the “Quetelet” index weight quotient for the height
squared (kg/m?). The classification according WHO
(2007) [13].

A protocol established for ultrasonography evalu-
ation of the brachial artery was used to assess endo-
thelial function [14,15]. The exams were performed in
the Cardiovascular Research Laboratory of the
Bahiana School of Medicine and Public Health
(EBMSP). The equipment used was a VIVID 3 ultrasound
system (General Electric Company - Israel), with a mul-
tifrequency ultrasonic transducer ranging from 7 to
12 MHz.

Endothelial function was evaluated by means of
FMD with reactive hyperemia. The exams were per-
formed in patients who had fasted for 4hours, after
30 minute rest, with room temperature between 20
and 25°C. All the exams were performed in the
morning period to avoid circadian variations. The
patients were examined in dorsal decubitus, with the
arm positioned ergonomically; the electrocardiogram
was synchronized and the heart rate was checked.
The mercury column sphygmomanometer cuff func-
tioned as a pneumatic tourniquet around the right
arm above the elbow flexure. The diameter of the bra-
chial artery was measured in a longitudinal section (2-
15 cm above the elbow) with a high-resolution vascular
ultrasound instrument, and then identified in light, at
the anterior wall media-adventitial interface ("M line”)
and the posterior wall intima-lumen interface. The
Doppler sample was positioned at a 60° angle; with
gray scale control adequacy, depth, filter and Doppler
scale. The flow increase was induced by cuff insuffla-
tion around the arm to 250 mmHg, for 4 minutes,
with continuous monitoring of the artery image, fol-
lowed by cuff disinflation, leading to reactive hypere-
mia. The first five flows (Doppler maximum velocity
measurement) and artery diameter were monitored
for 120 seconds (for measuring the diameter at the
end 60 seconds). An experienced vascular ultrasono-
grapher, blind to the patient’s diagnosis, performed
and analyzed all images recorded in a high-quality
computer. The FMD was then calculated as the
percent change in diameter compared with baseline
resting diameters.

Statistics

All statistical evaluations and operations were per-
formed using the computer software application Stat-
istical Package for Social Sciences (SPSS) version 21 to
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analyze the real agreement between the two exami-
ners about the answers obtained from the question-
naire the statistical Kappa Test was applied.

Quantitative variables were reported as the means *
standard deviation or median and interquartile range
and categorical variables were reported as simple and
relative frequencies. In this cross-sectional study, the
chi-square test was used to verify the association
between qualitative variables; the Mann-Whitney or
t-Student test for the association between qualitative
and continuous variables; the Pearson and Spearman
tests for correlation between two continuous variables
and linear regression analysis.

Results

Fifty four children aged between 6 and 18 years of age
were evaluated; 28 with SCD, while 26 were controls
with hemoglobin genotype AA. Table 1 shows the
sociodemographic and clinical profile of children and
adolescents in SCD group and control group.

Participants with SCD presented low average fetal
hemoglobin of 7.8 + 5.8 g/dl, 28 (100%) presented epi-
sodes of painful crisis in the last 12 months and the
median of episodes of painful crisis in the last 12
months was 2 (0.25-3.75), 14(50%) hydroxyurea use
and the median of time of use of 3.32 + 1.92 years.

FMD percentage was significantly decreased in SCD
group compared with controls (11.6 +5.58 vs. 19.31 +
9.349%, p=0.008).

Agreement between the two examiners was con-
sidered satisfactory with the respective kappa values
that were obtained with regard to the questions:
“Does your child presented tinnitus” — kappa =0.82;
“For how many months has he or she presented tinni-
tus?” (time of evolution of tinnitus) - kappa=0.68;
“Does your child have vertigo (rotating dizziness)?” -
kappa = 1; "For how many months has he or she pre-
sented vertigo?” (time of evolution of vertigo);, -
kappa =0.79; “Are the episodes of vertigo associated
with nausea?” - Kappa=1;

Otoneurological symptoms (tinnitus and/or vertigo)
predominated in the SCD when compared with the

Table 1. Sociodemographic and clinical profile of SCD group
and control group individuals.
Sickle cell disease

n=28 Control n=26 p
Age (years) 11.61+£3.02 10,65+ 3.37 0.793
Ethnicity (black) 17 (59.3%) 15 (57.7%) 0.072
Sex (male) 19 (67.9%) 9 (34.6%) 0.015%
z score weight/age -0.89 £1.27 -045+133 <0.001*
z score height/age —-2.18(-283 to0 -1.14 (-1.68 to 0.005*

—0.90) 0.27)
z score BMI/age -1.04 £ 0.81 0.04+1.08 <0.001*
BMI (kg/m?) 16 (15-17.5) 186 (16.51-20.28)  0.022*
Hemoglobin (g/dl) 8.1+093 13.1+£1.02 <0.001*

BMI: body mass index.
*Statistically significant values at the level of p < 0.05.
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Table 2. Comparison of otoneurological profile between SCD
group and control group individuals.

Sickle cell disease Control
n=28 n=26 p
Presence of tinnitus 12 (42.9%) 4 (15.4%) 0.027%
Presence of vertigo 13 (46.4%) 2 (7.7%) 0.001*
Presence of otoneurological 13 (46.4%) 4(154%)  0.006*
symptoms
Time of evolution of tinnitus 12.07 £22.90 462+1227 0045
(months)
Time of evolution of vertigo 13.25+23.26 138+7.06 0.001*
(months)
Time of evolution of 16.50 +23.68 554+ 1367 0003*
otoneurological symptoms
Presence of nausea 9 (60%) 2 (100%) 0.515

associated with vertigo
*Statistically significant values at the level of p < 0.05.

control group (46.4 vs. 15.4%; p=0.006). In the SCD
group, 42.9% presented tinnitus and 46.4 presented
vertigo. Table 2 shows the association between the
presence of otoneurological symptoms in the SCD
and control groups.

The Pearson correlation analysis demonstrated a sig-
nificant inverse correlation between FMD percentage
and time of evolution of vertigo in SCD (r=-04; p=
0.02).

The result of the linear regression analysis between
FMD percentage and the time of evolution of vertigo
(Figure. 1) demonstrated that variation in the FMD per-
centage influence the time of evolution of vertigo. The
linear regression coefficient indicated that for each per-
centage reduction in FMD there was a rise in the time
of evolution of vertigo by 1.79 months (8=1.79; p=
0.02).

The Spearman correlation analysis showed a posi-
tive correlation between the number of episodes of
painful crisis and time of evolution of vertigo (r=0.3;
p=0.04).

120

100

Time of evolution of vertigo (months)
g

100 180 200 250
(%) Flow-mediated dilation

oq
=4

Figure 1. The linear regression analysis between flow-
mediated dilation percentage and the time of evolution of
vertigo expressed in months for 28 participants with SCD (p
=-0432; p=0.022; =-1.79).
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Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study that
showed an association between endothelial dysfunc-
tion and otoneurological symptoms by means of the
inverse correlation in which the lower flow-mediated
dilation (FMD), the higher the time of evolution of
vertigo in children and adolescents with SCD and the
impact of the association demonstrated in the linear
regression analysis

The presence of endothelial dysfunction in SCD
occurs due to wall shear stress, sickle cell, and endo-
thelial cell adherence and interaction, low O,
tension, and high viscosity. This cascade of events
leads to vessel occlusion and perfusion damage that
induces inflammation and endothelial lesion, lower
production of nitric oxide (NO) - the main vasodilator
- and increase in expression of vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1) by endothelial cells [11,16,17].
The literature points to reduction in NO, one of the
markers of endothelial dysfunction in the internal
ear structures (cochlea and semicircular canals) for
otoneurological symptoms in patients with acute idio-
pathic tinnitus [18]. While VCAM-1 has been con-
sidered a marker of endothelial dysfunction in SNHL
[19]. When endothelial dysfunction is present in the
auditory system, it is capable of causing circulatory
disturbances, as the labyrinthine artery is the only
blood supply to this system. Impairment of perfusion
by this artery is capable of generating sudden
hearing loss, alterations in outer hair cells which are
the sensory cells of audition, in the semicircular
canals (SC) responsible for corporal balance, as well
as in the VI cranial nerve (vestibulocochlear nerve)
with subsequent sensorineural hearing loss and tinni-
tus [8]. Thus, the present study suggests that the pres-
ence of vascular endothelial damage in the
labyrinthine artery in patients with SCD is capable of
compromising the semicircular canals, clinically
expressed as otoneurological symptoms such as
vertigo. In addition, it has been observed that longer
periods of vertigo involvement were associated with
a lower percentage of vasodilation, indicating worsen-
ing in endothelial function.

In this research, endothelial dysfunction was also
observed by the lower FMD percentage in the SCD
group when compared with the control group. The
study of De Montalembert et al. [10] achieved similar
results, when evaluating FMD in children with SCD
(HbSS and Thalassemia), by the reduction in brachial
artery FMD shown by means of the non-invasive ultra-
sound technique.

The presence of otoneurological symptoms was
greater in SCD group than in the control group. Piltcher
et al. [20] conducted a case-control study that demon-
strated that the frequency of otoneurological symp-
toms (SNHL, tinnitus, and vertigo) was also greater in

SCD group when compared with the control group
(50 vs. 10.7%; p =0.01).

In the present study, we also observed an associ-
ation between the number of painful crises in the last
12 months and the time of evolution of vertigo.
When a vaso-occlusive crisis occurs in the inner ear, it
can lead to otoneurological symptoms as a result of
ischemic damage [2,56]. In SCD, the increase in
blood viscosity may be related to hemoglobin crystalli-
zation, consequently leading to micro vascular ische-
mia in the cochlea and stria vascularis. These
alterations lead to Organ of Corti hypoxia and
reduction in blood flow to the neurons responsible
for the electrical impulses along the central auditory
pathway, resulting in otoneurological symptoms [2-6].

Another important aspect of this study was the
assessment of endothelial function by a method
easily performed by a trained professional, allowing
early inferences about its association with otoneurolo-
gical symptoms, especially sensorineural hearing loss
related to learning problems of school-age children.
In addition, the importance of valuing children’s com-
plaints is noteworthy, as well as the inclusion of
routine hearing evaluation in pediatric and hematolo-
gic follow-up examinations.

This study had some methodological limitations. It
was a study conducted by means of interviews,
which could be biased by the participants’ memory
as regards the presence and time of evolution of oto-
neurological symptoms. In addition, the children
might have had difficulties with describing the symp-
toms. However, these limitations are inherent to ques-
tionnaires that involve the identification of symptoms
and clinical manifestations of chronic diseases.

Therefore, this study allowed the authors to con-
clude that there was an association between endo-
thelial dysfunction and otoneurological symptoms
and the clinical manifestations of vaso-occlusive
phenomena in children and adolescents with SCD.
This suggested that the endothelial aggression may
be considered a trigger for vascular involvement in
auditory manifestations in this population.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Objective: To evaluate the auditory system for hidden hearing loss (HHL) and its association with clinical
variables and endothelial dysfunction (ED) in children and adoelescents with sickle cell anemia (SCA).
Methods: Participants included 37 patients with stable SCA and 44 healthy controls (HC group) (aged 6-18
years) with hearing thresholds < 20 dB (dB) were evaluated for pure tone audiometry, tympanometry, acoustic
reflex, otoacoustic emission, and auditory evoked potentials. Laboratory analysis of the lipid profile, and C-
reactive protein levels and endothelial function using ultrasonographic imaging of the brachial artery to assess
flow-mediated dilation were performed.

Results: The SCA group presented with a higher rate of increased contralateral acoustic reflex thresholds,
compared to those in the HC group at all frequencies and in both ears (p < 0.05). There were significant
differences in the brainstem auditory evoked potentials between the SCA and HC groups. In the SCA group, the
waves IIl and V latencies were increased (p = 0.006 and 0.004 respectively), and the I-IIl and I-V interpeak
intervals were longer (p = 0.015 and 0.018 respectively) than those in the HC group. There was no association
between the audiological measures and clinical and metabolic variables and sickle cell anemia complications
including endothelial function and therapy.

Conclusion: In conclusion, our findings suggest that damage in the auditory system in SCA patients can be
present involving retrocochlear structures, causing functional deficits without deterioration of auditory sensi-
tivity.

1. Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is a homozygotic, hereditary, and geneti-
cally determined hemolytic disorder with a complex pathophysiology
culminating in a spectrum of clinical manifestations due to circulatory
changes [1,2]. Several studies have reported hearing disorders asso-
ciated with vascular diseases [3-5]. A previous study reported inner ear
abnormalities including conglomerate of sickle-shaped red blood cells
in the organ of Corti in children with SCA and hearing loss [6]. Ad-
ditionally, sensorineural hearing loss (SNHL) is a common complication
with a high prevalence in SCA patients [7-11].

Considering sensitivity of the cochlea to anoxia due to high con-
sumption of oxygen, poor capacity of anaerobic metabolism, and deli-
cate nature of cochlear vasculature [7,12], previous studies have found
larger distortion product otoacoustic emission (DPOAE) amplitudes in

SCA patients compared to that in healthy controls (HC), and an asso-
ciated early or subclinical cochlear damage in SCA patients [12-14].
However, the possible underlying mechanisms are still unknown. It is
possible that increased DPOAE amplitude may be related to the in-
flammatory process in SCA, which can decrease vascular tone leading to
a prothrombotic state with decreased blood flow in the auditory system
causing hearing disorders.

Previous studies have reported hearing disorders with retrocochlear
involvement in SCA [15,16]. However, there is a gap in the literature
about injuries in the central auditory system (CAS). The investigation of
the functional integrity of the CAS (brainstem and auditory cortex) may
aid in diagnosing functional deficits in hearing system without dete-
rioration of auditory sensitivity, subclinical damage or hidden hearing
loss (HLL) due to SCA vasculopathy, with interest not only in their
symptomatology, but in the possibility of early screening, diagnosis,
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identification of their risk factors and their relationship if any. Thus, the
objective of the present study was to evaluate the auditory system for
HHL, and its association with clinical variables and endothelial dys-
function (ED) in children and adolescents with SCA.

2. Methods
2.1. Selection and description of participants

Thirty-seven subjects (20 males age: 6-18 years) with SCA, diag-
nosed by hemoglobin (Hb) electrophoresis, were examined in this
study; 44 HC (27 males, age 6-18 years) were also evaluated. The above
mentioned two groups were part of our previous study, which included
52 patients with SCA and 44 HC subjects [17]. Of the 52 SCA patients
from the original study, 15 participants with SNHL were excluded for
the present study. The participants’ characteristics and inclusion and
exclusion criteria have been described previously [17]. Briefly, none of
the participants had associated comorbidities such as genetic syn-
dromes, obesity, diabetes mellitus, hypercholesterolemia, stroke, neu-
rological disease, heart disease, or any lung disease. Patients with
otologic injuries, chronic otitis media, previous exposure to any oto-
toxic medications, and a family history of hearing loss were excluded.

All included individuals had hearing threshold levels (HTL) within
normal limits (=20dB) for all frequencies from 250 to 8000 Hz, as
indicated by pure tone audiometry (PTA), as well as normal otoscopy
and middle ear findings, defined by a “type A” curve in the tympano-
gram [18] and contralateral acoustic reflex threshold in at least one of
the analyzed frequencies.

2.2. Technical information

Clinical data were obtained from patients’ records. Laboratory
analyses, assessment of the endothelium-dependent vasomotor function
using flow-mediated vasodilation (FMD), and pure tone audiometric
thresholds were obtained from all participants as previously reported
[17]. Participants with total cholesterol (TC) > 170 mg/dL [19] and/
or high-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) > 10mg/L [20] were
excluded from the analysis. Endothelial dysfunction was determined to
be present if the FMD value was below the 10th percentile cut-off of the
HC group [21,22].

2.3. Hearing assessment

PTA was performed to evaluate the hearing thresholds using an AD
229 clinical audiometer (Interacoustic®, Middlefart, Denmark) in a
soundproof cabin, including air conduction for octave frequencies,
250-8000Hz and bone conduction for octave frequencies,
500-4000 Hz.

Tympanometry was performed using a 226 Hz probe tone of 85dB
SPL to ensure normal middle ear function. Peak compensated static
acoustic admittance (Ymt), tympanometric peak pressure (TPP), and
equivalent ear canal volume (Vea) were recorded. Pump speed was
50 daPa/s with a sweep pressure starting point of 200 daPa (daPa) and
end point of —400 daPa. Contralateral acoustic reflex thresholds were
evaluated at 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz, and 4000 Hz separately for
each ear. The evaluation was initiated at an intensity of 80 dB, and the
intensity was gradually increased in steps of 5dB to evoke and confirm
the responses [23,24]. The acoustic reflex threshold was defined as the
lowest stimulus intensity level of HL in dB, at which a reproducible
acoustic reflex deflection (representing a minimum of 0.02-mm change
in immittance) from a baseline recording could be detected in two
consecutive trials. For evaluating acoustic reflex thresholds =100dB
HL were considered normal, whereas thresholds > 100dB HL were
considered increased [25]. An acoustic reflex threshold was considered
absent if reflexes were observed at a level one step above the highest
level tested (i.e. if the highest level tested was 110dB HL and absent
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reflex was detected at that level, a reflex was recorded at 115dB HL).

Tympanometry and acoustic reflex thresholds were performed with
a diagnostic impedance meter MADSEN™ Otoflex 100 (Otometrics,
Taastrup, Denmark). For collecting DPOAEs responses, a clinical
DPOAE system OtoRead -Standard & Clinical (Interacoustics”,
Drejervaenget, Denmark) was used at two primary frequencies,
f1 = 65dB SPL and f2 = 55 dB SPL with a constant frequency ratio (f2/
1) of 1.2. Responses were measured at 2000 Hz, 4000 Hz, 6000 Hz, and
8000 Hz. A response was considered to be present if it could be mea-
sured with a signal to noise ratio =3dB.

The participants underwent DPOAE tests to evaluate sensitivity of
the cochlea - outer hair cells (OHC) and with contralateral noise to
evaluate inhibition effects of the medial olivocochlear (MOC) system.
The contralateral noise (white noise) at 60 dB SPL was generated using
a middle ear analyzer AZ7 (Interacoustics’, Drejervaenget, Denmark)
with a supra-aural TDH-39" headphone (MedRx, Inc., RD, EUA). The
positive difference in dB between the two conditions (DPOAE ampli-
tude without noise - DPOAE amplitude with noise) denoted inhibitory
effects of the MOC [26,27]. Therefore, the absolute values of the dif-
ference were used in the analysis. To analyze concordance, test sessions
were performed for each ear with and without contralateral noise. We
used the first sample for both with and without contralateral noise in
the calculation of all DPOAE results as there was no statistically sig-
nificant difference between the two samples.

The electrophysiological tests, brainstem auditory evoked potentials
(BAEP) and long latency auditory evoked potentials, and cognitive
potential (P300) tests were performed in non-sedated subjects in an
electric and sound attenuated testing room. Electrophysiological eva-
luation was made using the Masbe ATC Plus equipment (Contronic”,
Pelotas, Brazil) coupled to a computer with insert earphones 3 M E-A-
RTONE (3MCompany”, Minneapélis, EUA"). For electrophysiological
tests, surface electrodes were fixed to the skull using the eletrolict
Ten20 paste (Weaver and Company, Aurora, Brazil), and skin-electrode
impedance values were maintained below 5kQ.
Electroencephalography was performed to capture spontaneous brain
electrical activity, and verify artifacts that might interfere with the
examination. The analysis of recording of electrophysiological tests was
performed by the lead researcher and a second experienced researcher
in the field of electrophysiology. The researchers were blinded to the
participants’ characteristics during the analysis of electrophysiological
recordings.

For BAEP, electrodes were positioned as follows: the active elec-
trode (Fz) on the forehead, the ground electrode (Fpz) on the forehead,
and the reference ones on the left (M1) and right (M2) mastoids. For
BAEP testing, the stimulus was click at 80 dB HL, monaural, 17.2 clicks
per second, 2000 sweeps, alternating polarity. High pass filter setup at
100 Hz and a low pass filter at 3000 Hz, and 10 ms window BAEP is a
non-invasive physiological technique used to examine the auditory
nerve and auditory brainstem function. The absolute latencies of waves
I, Il and V, and interpeak intervals of I-I11, I1I-V, I-V were analyzed. The
BAEP measurements were duplicated to ensure fidelity. Participants
remained in the supine position on a stretcher with their eyes closed
during the recording.

For P300, the electrodes were placed as follows: the active electrode
(Cz) on the cranial vertex, the ground electrode (Fpz) on the forehead,
and the reference ones on the left (M1) and right (M2) mastoids. For all
tests, electrode placement was based on the International Electrode
System (IES). The P300 responses were presented in an oddball para-
digm between a rare stimulus repeated randomly at 2000 Hz (20% of
the time) and frequent stimulus at 1000 Hz (80% presentation of the
time). Binaural auditory stimulus was presented at 80 dB HL with a
plateau of 20 ms stimulus, rise-fall of 5 msec, alternate polarity, sti-
mulus interval of 0.8ms, 300 sweeps, a 1Hz-20Hz filter, and a
1000 ms window at 80 dB HL. For marking a P300 wave, the highest
peak of positive polarity after N1-P2-N2 complex was considered and
displayed as the sum of rare stimulus [28].
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The participants remained in a comfortable position on a stretcher
with their eyes open and fixed on an image, and were oriented and
conditioned with the task of mentally counting the rare stimuli when-
ever they discriminated them. Before performing P300, the participants
underwent training, which aimed to verify the detection and correct
discrimination of the acoustic stimuli presented. At the end of P300
examination, the participants were asked about the number of rare
stimuli they had listened to, and the response was compared to the
number of rare stimuli recorded by the equipment. Latency is the time
from stimulus onset to the point of maximum positive amplitude within
a 250-500 msec time window [29], and measures the speed of pro-
cessing incoming information incorporated into working memory. Im-
paired cognitive abilities manifest as increased latency [30].

2.4. Statistical analyses

Normality of data was checked using the Kolmogorov-Smirnov test.
Data were represented as mean (SD) when normal and as median (inter-
quartile range, IQR) when non-normal. Categorical variables were de-
scribed as proportion (percentage). Comparisons between the SCA and
HC groups were performed using the Fisher's exact test and Chi-square
test, independent samples t-test, and Mann-Whitney U test as appro-
priate. The DPOAEs results were analyzed using multifactorial 4-way
repeated measures analysis of variance (ANOVA) with groups (SCA vs.
HC), sex (male vs. female), ears (right vs. left), and frequencies
(2000 Hz vs. 4000 Hz vs. 6000 Hz vs. 8000 Hz). The latter two factors
were repeated measures. The Greenhouse-Geisser correction was ap-
plied, and for all significant effects, post-hoc analysis was performed
using the Fisher's least significance difference test. Correlations be-
tween variables were analyzed by Pearson or Spearman correlation
analysis as appropriate.

The DPOAE amplitudes and electrophysiological tests records
(BAEP and P300) were compared between ears intra-groups for SCA
and HC groups and there was no difference. Thus, the two ears were
grouped for statistical analysis. The repeated measures of the DPOAE
amplitudes without and with contralateral noise and two analysis of
electrophysiological test records (BAEP and P300 measurements were
assessed using the intraclass correlation coefficient (ICC). Measures
with excellent reproducibility had similar results (ICC > 8).

All analyses were conducted using SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) version 21.0 for Windows” (SPSS Inc, Chicago, 11, USA),
and statistical significance was accepted at p < 0.05 level for all tests.

2.5. Ethics

This study was approved by the research ethics committee of
Bahiana School of Medicine and Public Health
(N0.33705714.3.0000.5544). Written, informed consent was obtained
from a legal guardian and participants old enough to understand the
study goals.

3. Results
3.1. Clinical and demographic features

Data from 37 children and adolescents with SCA and 44 apparently
healthy subjects were analyzed. The mean patient age was
12.35 + 3.11 yearsvs. 11.11 + 3.17, p = 0.082; 20 males (54.1%) vs.
27 males (61.4%), p=0.122; BMI 16.97 = 2.36 kg/m2 VS.
18.06 + 3.07 kg/m>, p = 0.084, respectively. There were no differ-
ences in age, sex, and body mass index (BMI) between the two groups.

Compared to the HC group, the SCA group had a lower mean Hb,
TC, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and low-density li-
poprotein cholesterol (LDL-C); however, the median triglycerides (TG)
and TG/HDL-C fraction, and hs-CRP was higher (Table 1). In the SCA
group, FMD was significantly smaller than that in the HC group (11.5
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Table 1
Study groups’ characteristics.

Characteristics SCA (n = 37) HC (n = 44) p-value
Hemoglobin (mg/dL) 8.10 (0.81) 13.43 (0.96) < 0.001*
Total cholesterol (mg/dL) 127.78 (24.93) 157.16 (26.76) < 0.001%
HDL-C(mg/dL) 32.88 (6.87) 47.21 (11.04) < 0.001%
LDL-C (mg//dL) 75.33 (22.69) 94.26 (23.37) =< 0,001*
Triglycerides (mg/dL) 97.76 (27.38) 72.9 (26.35) < 0.001*
TG/HDL-C (mg/dL) 3.04 (2.62-5.34) 1.45 (1.05-2.11) < 0.001"
Hs -CRP (mg/L) 3.11(1,03-6,42) 0.55 (0.25-1.13) < 0.001"

Data are represented mean (SD) or median (IQR) for n subjects. SCA, sickle cell
anemia; HC, healthy control group, HDL-C, high-density lipoprotein choles-
terol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; TG/HDL-C, triglyceride to
high-density lipoprotein cholesterol ratio. p < 0.05 indicates statistical sig-
nificance using the “independent samples t-test and "Mann-Whitney U test.

(8.25-15.7), vs. 15.0 (12.3-18.4), p = 0.006). The number of partici-
pants with ED was larger in the SCA group than in the HC group (10
(27%) vs. 4 (9.1%), p = 0.03) (ED cutoff = 9.05%, see previously re-
ported methods [17]).

In the SCA group, 29 (78.4%) participants underwent neonatal
screening. Thirty-four (73.3%) participants were diagnosed with SCA
below 2 years of age. Twenty-three participants (62.2%) had painful
vaso-occlusive crises (VOC), for last twelve months with 1.5 (1-3)
episodes. Eleven participants (21%) had blood transfusion (for last
twelve months) with 0 (0-1) episodes. Twenty-eight (53.8%) partici-
pants used hydroxyurea (HU) therapy, and in 14 of these participants
(50%), the duration of HU therapy was > 2 years.

3.2. Hearing assessment

3.2.1. Pure tone audiometry
The pure tone hearing thresholds were similar between the SCA and
HC groups (p > 0.05, Mann-Whitney U test).

3.2.2. Tympanometry and stapedius reflex

Tympanometry measures (Ymt, TPP, and Vea) were similar between
the SCA and HC groups (p > 0.8, > 0.5 and > 0.9 respectively, in-
dependent samples t-test). The group with SCA presented with the
following proportions of absent contralateral acoustic reflex thresholds:
in the right ear, two (5.4%) at 500 Hz and 1000 Hz, four (10.8%) at
2000 Hz, and six (16.2%) at 4000 Hz; in the left ear, four (10.8%) at
500 Hz and 1000 Hz, six (16.2%) at 2000 Hz, and seven (18.9%) at
4000 Hz. Additionally, the SCA group presented with a higher rate of
increased contralateral acoustic reflex thresholds compared with those
in the HC group at all frequencies and in both ears (Table 2).

3.2.3. Auditory evoked potentials

There was a significant difference in the BAEP values between the
SCA and HC groups. In the SCA groups, the mean latencies of waves III
and V and the mean interpeak latencies I-IIl and [-V were significantly
higher compared to the HC group (Table 3).

Two participants from the SCA group and four participants from the
HC group were excluded from the P300 analysis, because either P300
was absent or could not be analyzed. The P300 latencies were similar
between the SCA and HC groups (353.6 = 37.78 ws.
344.4 + 40.98ms, p = 0.32).

3.2.4. Otoacoustic emissions

The 4-way ANOVA did not show any interaction effect between the
DPOAE amplitudes for group, sex, ear, and frequencies (F 3,
228 = 24.27, p = 0.58, h2 = 0.008). The DPOAE amplitudes were not
different between the SCA and HC groups (F 3228 = 177.69, p = 0.16,
h2 = 0.023).

In both SCA and HC groups, the DPOAE amplitude patterns with
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Table 2
Comparison of the proportion of cases with increased acoustic reflex thresholds between the sickle cell anemia and healthy control groups.
Frequency (kHz) Right ear Left ear
SCA (n = 37) HC (n = 44) P-value SCA (n = 37) HC (n = 44) P-value
N (%) N (%) N (%) N (%)
0.5 13 (35.1) 3 (6.8) 0.002° 12 (32.4) 4(9.1) 0.009°
1 10 (27.0) 3 (6.8) 0.015* 14 (37.8) 4(9.1) 0.002°
2 11 (29.7) 1(2.3) 0.001* 12 (32.4) 1(2.3) < 0.001*
4 15 (40.9) 0 < 0.001* 10 (27.0) 1(2.3) 0.001*

Data are represented as absolute values and proportions for n subjects. SCA, sickle cell anemia; HC, healthy control group. p < 0.05 indicates statistical significance

using the Chi-square test.

Table 3
Absolute latencies and interpeak latencies obtained with brainstem auditory
evoked potential; for the two ears.

BAEP SCA (n = 37; 74 ears) HC (n = 44; 88 ears) P-value
1 1.35 + 0.11 1.34 £ 0.88 0.731
1 3.58 + 017 3.51 = 0.14 0.006
\Y 5.40 = 0.17 5.32 = 0.14 0.004
it 2.23 + 0.15 217 + 0.15 0.015
m-v 1.82 = 0.14 1.82 = 0.11 0.966
-V 4.05 = 0.19 3.98 = 0.15 0.018

Data are represented as mean (SD) for n subjects. BAEP, brainstem auditory
evoked potential; SCA, sickle cell anemia; HC, healthy control group. p < 0.05
indicates statistical significance using the independent samples t-test.

contralateral noise conditions were similar to those without con-
tralateral noise; there was no statistically significant effect in the in-
teraction in the groups based on sex, right or left ear, and frequencies (F
3228 = 24.047, p = 0.642, h2 = 0.007). Furthermore, the DPOAE
amplitudes with contralateral noise conditions too were not different
between the two groups (F 3228 = 221,534, p = 0.14, h2 = 0.025).

The 4-way ANOVA results for the inhibition effects of MOC were not
different between the SCA and HC groups (F3,228 = 11.50, p = 0.41,
h2 = 0.012). There was no interaction between the inhibition effects of
MOC values for group, sex, ear, and frequencies (F 3228 = 13.23,
p = 0.33, h2 = 0.015).

3.3. Association between audiological measures and clinical metabolic
variables and sickle cell anemia complications and therapy

There was no association between the proportions of increased
acoustic reflex thresholds and ED, presence of VOC, use of therapy HU,
use of blood transfusion lipid profile, and FMD. There was also no as-
sociation between BAEP and ED or presence of VOC. Furthermore, no
correlation was observed between BAEP and lipid profile, between
BAEP and FMD, and between BAEP and clinical variables.

4. Discussion

The present study contemplated several procedures to evaluate
different auditory pathway sites in children and adolescents with SCA.
To the best of our knowledge, there are no studies in the literature
assessing the use of several concomitant hearing tests to analyze
hearing from the peripheral to the central auditory pathways, which
allows the analysis of either an already existing hearing loss or a sub-
clinical hearing loss (e.g. hidden hearing loss) in SCA.

The results showed abnormalities in the acoustic reflex thresholds
including absent or increase of thresholds in the SCA group and the
average latencies of waves Il and V and interpeak latencies I-1II and
1-V in the BAEP tests were increased in the SCA group in comparison
with HC group. However, without associations between thresholds of
AR or latencies obtained in BAEP with complications of the SCA (VOC,
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ED), use de HU and profile lipidic.

Previous studies have reported audiological findings in SCA with
SNHL. There was a consensus that SNHL is predominantly of cochlear
origin due to ischemia and hypoxia of the stria vascularis and organ of
Corti [7,8,17,31-34]. However, while a neural contribution could not
be excluded [35], only a few studies have analyzed CAS in SCA patients
[15,16,36-38].

We discuss our five principle findings for hearing assessment in the
subsequent paragraphs. First, there was a significantly higher propor-
tion of increased contralateral acoustic reflex thresholds in both ears in
the SCA group than in the HC group. Similar results have been reported
in a study with 27% of the patients without SNHL [9]. The afferent arm
of the contralateral acoustic reflex depends on an intact transmission of
the stimulus from the cochlea to the 8th cranial nerve (auditory nerve).
Thus, abnormalities in the acoustic reflex thresholds (i.e., thresholds
that are absent or increased) may be linked to cochlear impairment
including SNHL. However, increased or absent acoustic reflex thresh-
olds without SNHL can indicate alterations in the brainstem structures
or in the efferent nervous system. The efferent arm of the contralateral
acoustic reflex is formed by projections of neurons from brainstem
structures in and around the nucleus of the seventh cranial nerve, and
of efferent motor neurons from the facial nerve branch to the stapedius
muscle [39]. Abnormalities in the acoustic reflex thresholds may be
related to the difficulty of the neural circuitry of the superior olivary
complex in transmitting the necessary command to activate the facial
nerve, which is responsible for activating the stapedius muscle [40].

Our observations support the hypothesis that in SCA patients, the
auditory system may be more susceptible to damage and subclinical
alterations in the auditory system resulting in incomplete (cystic) silent
cerebral infarction represented by selective neuronal loss with pre-
servation of some neurons, glia, and microvessels [41].

In our second finding, the BAEP tests’ results strengthen this hy-
pothesis. The mean latencies of waves IIl and V and the mean interpeak
latencies I-III and I-V between were significantly higher in the SCA
patients, compared to the HC group. Considering that the differences in
the two values between the SCA and HC groups in the BAEP do not
identify clinical alterations, according to the literature [42], the mean
values are statistically different but are clinically normal. Thus, the data
found in our study are not enough to state the presence of an already
installed retrocochlear alteration. However, considering the statistical
difference indicating a more delayed transmission in the AF than in the
HC group, and that other studies with SCA patients that included
samples with an older age group and/or presence of SNHL reported
abnormally increased latencies I-V, suggesting alterations in the CAS
[15,16], we hypothesized that these results indicate damage in the af-
ferent pathway at the brainstem level, and, with advancing age and
disease worsening, these subclinical damages evolve to clinical da-
mages. The interpeak I-V latency represents the speed of neural
transmission from the beginning of the sound emission to the arrival of
the sound to the inferior colliculus, including the sound transmission
through the whole peripheral hearing system. A reduction in the speed
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of sound suggests delayed transmission of the auditory pathway to the
brainstem.

A study assessing children with sickle cell beta-thalassemia and SCA
phenotypes reported a single patient with clinical change in BAEP
(prolonged III-V interpeak) who also sustained a unilateral SNHL at the
same side and an infarct of the middle cerebral artery, concluding that
different hematological and clinical profiles may play a role in ab-
normal BAEP [38].

Further cohort studies are necessary to follow this process, since it is
not possible to determine the moment when these hidden damages
occur.

Third, there was no statistically significant difference in the DPOAE
amplitudes between the SCA and HC groups. This was suggestive of a
normal outer hair cells (OHC) function. Since OAE provides an objec-
tive measure of OHC function independent of the retrocochlear activity,
this finding is expected, considering that our subjects had normal
hearing indicating normal hearing peripheral function. However, other
studies reported that DPOAE amplitudes were significantly larger in
patients with SCA than in HC group [12-14]. Nevertheless, other stu-
dies have not attributed this increase in amplitude to the functional
differences in the outer ear and mean values evaluated in tympano-
metry [13], as well as to the beginning of auditory dysfunction in CAS
with dysfunction in the efferent neural pathway, the MOC [36]. The
inflammatory processes in SCA possibly affects the mechanics of the
basilar membrane and/or organ of Corti, which may lead to increased
DPOAE amplitude. This leads to a swelling of the OHC in Organ's Corti
causing an increase in the reflux of hyperosmolar fluid; hence, the in-
flux of potassium (K*) in the OHC leads to consequent modification in
the configuration of prestin. The prestin gene-motor protein is re-
sponsible for the electromotility of the OHC [43-45]. This is believed to
be a precursor of eventual hearing loss, as observed in children with
SCA, who did not receive HU [14].

Fourth, our study did not reveal a significant difference in the ab-
solute level of inhibition effects of the MOC between SCA and HC
groups. After an extensive literature research, we found only one study
which analyzed inhibition effects of the MOC by OAE with contralateral
noise in SCA patients [36]. This study found that there was no sig-
nificant difference in the inhibition effects of the MOC by OAE between
the SCA and HC groups [36]. These findings are in line with our results.
Fifth, the present study, the P300 latencies were similar between the
SCA and HC groups. Little information is available on P300 test results
in patients with SCA. A single study reported that children with sickle
cell disease (SCD) had a longer P300 latency in comparison with the HC
group but none of the markers of SCD morbidity were related to P300
results [46]. In another study in patients with clinically stable SCD,
P300 responses were similar between the SCD patients and healthy
controls [37].

P300 is an auditory cognitive evoked potential involved in atten-
tion, discrimination, and memory. It is an indicator of cortical proces-
sing speed, and delayed in patients with cognitive deterioration [47]. It
has been used to evaluate the attention or learning deficit with al-
teration of central auditory pathways from periphery to the primary
auditory cortex [48]. Studies in patients with SCA have shown that SCA
including neurocognitive changes are accentuated in the transitional
phase of adolescence into adulthood [49,50], which raises the hy-
pothesis of later damages in the auditory cortex due to silent infarction.
Thus, analysis of P300 deserves further investigation.

There was no association between the audiological measures (in-
creased AR or BAEP), metabolic variables (lipid profile), SCA compli-
cations (VOC and ED), and use of HU and blood transfusion. To our
knowledge, there is no previous report about these associations. Our
study had laid a foundation for future research by detecting an asso-
ciation between otoneurological symptoms (vertigo and SNHL) in pa-
tients with SCA and ED [17,51] corroborating with the hypothesis that
hearing disorders can be associated with vascular disorders [3-5].

In the SCA group, the increased AR, delay in the waves III and V
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latencies, and increase in the I-III and I-V interpeak intervals without
differences in the OAE amplitudes suggested that there may be a sub-
clinical damage in the CAS in the absence of peripheral hearing loss.
HHL is a condition in which damage to the auditory system is not
sufficient to produce a threshold shift or the auditory system partially
recovers to the extent to which thresholds are restored to original le-
vels, despite residual physical damage. The causes of HHL in SCA still
need to be elucidated. The possible contributing factors include silent
cerebral infarction due neurologic complications and ischemia and
hypoxia in the central nervous system due stenosis and/or incipient
occlusion. The central nervous system is most vulnerable to hypoxia as
it has poor tolerance to low oxygen levels which affects brainstem [52].
Further research is required to determine the etiology of changes in the
various anatomical structures which contribute to the impaired CAS
seen in SCA patients.

The strengths of our study include standardized methodology and
strict patient characterization, which allowed us to diagnose subclinical
hearing abnormalities in patients with SCA and possible associations
with other complications. A limitation of this study is that we enrolled a
sub-group of patients from our previous study, who were clinically
stable [20]. Thus, our sample size might have been insufficient to ob-
serve associations with complications of SCA (i.e. VOC and ED), and
thus use HU.

5. Conclusion

In conclusion, our findings suggest that damage in the auditory
system in SCA patients can be present involving retrocochlear struc-
tures, causing functional deficits without deterioration of auditory
sensitivity.
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6 DISCUSSAO

A literatura tem evidenciado uma lacuna acerca da clareza dos prejuizos no sistema
auditivo, decorrentes da AF. Nos estudos!92023-2512412% 4q)j revisados, ha um
consenso quanto a maior ocorréncia de PASN na AF, contudo, poucos deles
abordam essa temética, especificamente na populacdo infantil e em adolescentes.
Argumentos para uma etiologia causal comum relacionada as alteracdes
circulatérias na AF foram mencionados, entretanto, 0 mecanismo pelo qual essas
alteracdes fisiopatoldgicas contribuem para a disfuncédo do sistema auditivo precisa
ser elucidado. Desse modo, levantou-se a hipétese de que uma maior ocorréncia de
prejuizos ao sistema auditivo € mais prevalente em criancas e adolescentes com AF
e alteracGes na funcdo do endotélio vascular influenciam negativamente no sistema
auditivo. Este foi o primeiro estudo com o objetivo de investigar a funcédo auditiva
(periférica, central e sintomas auditivos) em criancas e adolescentes com AF e
levantar hip6teses acerca da fisiopatologia com envolvimento da DE.

Um conjunto de publicacdes foi fruto das investigacdes cientificas motivadas pelos
objetivos desta tese, contribuindo para o desenvolvimento de um conhecimento
amplo acerca dos prejuizos que envolvem o sistema auditivo de criancas e

adolescentes com AF.

Neste estudo, observou-se uma maior prevaléncia de PASN no grupo com AF em
comparacao com o grupo de individuos aparentemente saudaveis (28,8% versus
0%; p<0.001), bem como maior ocorréncia de sintomas otoneurologicos, como
tontura (46,4% versus 7,7%) e zumbido (46,4% versus 7,7%). Os resultados também
mostraram que, na auséncia de deteriorizacdo da sensibilidade auditiva (limiares
auditivos < 20dB NA), alteracdes nos limiares dos RA (RA ausentes ou aumentados)
foram significativamente mais frequentes em participantes com AF do que naqueles
saudaveis, assim como esse mesmo grupo apresentou média das laténcias
absolutas das ondas Ill e V e dos intervalos interpicos I-1ll e |-V maiores, quando

comparados ao grupo aparentemente saudaveis.
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Esses achados suportam a hipétese de maior prevaléncia de alteragcdes auditivas na
AF do que na populagdo saudavel. Apesar de poucos estudos abordarem essa
populacao, a literatura demonstra maior ocorréncia de PASN em pacientes com AF
nessa faixa etaria do que na populacdo saudavel, a exemplo dos EUA (12%) 2% e
Nigéria (3,6 a 21,4%) “°'27) parece claro que a deteccdo de risco para alteracdes
auditivas deve voltar-se aos jovens, a fim de detectarmos com acuracia individuos

acometidos por alteracdes subclinicas que poderdo evoluir para prejuizos sensoriais.

A literatura considera que a diversidade da prevaléncia pode ser explicada por
fatores incluindo nivel socioeconémico, acompanhamento meédico e alimentar
adequado ®*?® além dos diferentes haplétipos da regigo do gene da globina- B, que
desempenham um papel importante na determinacéo da severidade da doenca ©2.
No Brasil, a AF é uma das doencas hereditarias mais prevalentes © e, apesar disso,
na literatura pesquisada, somente um estudo “?, realizado no Estado do Rio Grande
Sul, abordou e encontrou, na populagéo brasileira, uma prevaléncia de 21,4% em 28
participantes com AF com idades de 6-55 anos. Além de uma significante alta
ocorréncia de sintomas otoneuroldgicos (vertigem e zumbido) em participantes com
AF documentada, quando comparada com controles saudaveis (50% versus 10,7%),
dados corroboram com os resultados do presente estudo, apesar de abordarem uma

populacdo com faixa etaria diferente.

A Bahia é o Estado de maior prevaléncia de AF @, entretanto, na revisdo de
literatura ndo ha dados referentes a prejuizos auditivos nessa populacdo, o que
torna este estudo de magnitude impar no intuito de demonstrar, ainda que de modo
singular e momentaneo, por ser um estudo de corte transversal, a prevaléncia de
PASN e outros prejuizos ao sistema auditivo em criancas e adolescentes com AF,
levando-se em conta os fatores citados que podem contribuir para esse achado. A
PASN, assim como os demais prejuizos auditivos j& instalados numa populacéo
muito jovem é um fato muito relevante e exige atencdo particular dos especialistas
gue lidam com esses pacientes, considerando que, além de influenciar na qualidade
de vida, uma boa audicdo € crucial para um bom aprendizado e o rendimento
escolar pode ser prejudicado também por esse fator, sendo indicando avaliacdo

auditiva regular a avaliagdo auditiva.
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Os resultados deste estudo mostraram uma associagao entre a presenca de PASN e
DE, demonstrada por menor valor da VMF em participantes com AF e PASN,
independentemente do perfil lipidico, uso de HU e nimero de crises vaso-oclusivas.
Foi demonstrada uma associacdo entre DE e sintomas otoneuroldgicos (vertigem)
por meio da correlagdo entre o menor valor da VMF em participantes com maior
tempo de evolugdo da vertigem, o que reforca o envolvimento vascular na
etipotagénese dos prejuizos do sistema auditivo na AF ®®. Nesse sentido, em
concordancia com a literatura, conforme descrito na revisdo desta tese, 0 processo
de vasoconstricdo na AF é resultante da polimerizacdo da Hb S com aderéncia de
hemécias ao endotélio vascular, gerando deplecdo de NO, aumento das moléculas
de adeséao e inflamacado crénica com consequente lesdo isquémica de reperfusao
(33-39) Embora essa observagéo nédo permita uma conclusdo sobre a patogénese, ela
suporta a hipétese de que o sistema auditivo de pacientes com AF pode ser mais
suscetivel a danos, visto que a DE causada pelo processo inflamatoério da AF leva a
diminuicao do fluxo sanguineo na artéria labirintica, no sistema venoso coclear com
consequente diminuicdo no balanco de oxigénio, provocando hipdxia no 6rgao de
Corti e morte das CCE, causando PASN e, do mesmo modo, ocorre com a porgao
da artéria labirintica responsavel pela irrigacdo dos canais semicirculares, macula e
utriculo ocasionando sintomas otoneurolégicos, como a vertigem.

A VMF da artéria braquial é usada como um marcador de DE, que fornece
informacBes importantes sobre a funcdo vascular na saide e na doenca. E
considerada uma ferramenta diagnostica simples, ndo invasiva e tem sido
amplamente utilizada com base em diretrizes ®. Uma diminuicdo da VMF apés
estresse na parede do vaso decorrente da ocluséo arterial j4 foi demonstrada, tanto
em adultos ©!Y como em criancas com AF 2. Para tanto, seguimos o que ha de

mais recente nas recomendacdes metodoldgicas para a avaliacdo da VMF ©.

Considerando o estado inflamatério crénico da AF, este estudo levantou questdes
importantes acerca do curso clinico da doenca, sobre o fato de os pacientes com
pior apresentacao clinica possam ser mais predispostos a déficits auditivos. Apesar
dos critérios de inclusdo e exclusdo mostrarem uma populagéo clinicamente estavel,
os dados mostraram que todos os pacientes com PASN apresentaram crise vaso-

oclusiva, no ultimo ano, bem como participantes com vertigem apresentaram uma
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correlagdo positiva entre 0 numero de episddios de crises vaso-oclusivas e o tempo
de evolucado da vertigem, o que culmina com a hipotese de alterac@o vascular e que
a melhora do processo crénico da doenca pode minimizar esses prejuizos auditivos.
Na literatura ®?®, resultados similares mostraram que pacientes com PASN
apresentam forma mais grave da doenga com frequentes crises vaso-oclusivas (7—8

crises por ano).

A HU, considerada uma terapia farmacoldgica eficaz com varios efeitos benéficos,
como aumento da taxa de hemoglobina fetal, hidratacdo melhorada dos globulos
vermelhos, producdo aumentada de NO e moléculas de adesdo diminuidas, com a
consequente reducdo do nimero de crises vaso-oclusivas %% pode exercer um
efeito adicional positivo na microcirculacdo e, consequentemente, reduzir e prevenir
danos ao sistema auditivo, entretanto, neste estudo, o uso da HU néo foi associado
a presenca ou ndo da PASN. No Brasil, o Ministério da Saude determina, pelo
protocolo clinico e diretrizes terapéuticas da DF, que criancas maiores de trés anos
podem receber a medicacdo ©?. Neste estudo, apesar da distribuicdo homogénea
entre uso e ndo uso de HU, ndo foi possivel controlar alguns fatores, a exemplo do
tempo de uso, bem como o uso regular que depende de fatores econdémicos do
governo e da autonomia de cada paciente, no caso dos adolescentes, o que pode
ser uma das limitacbes deste estudo. Além disso, o modelo de estudo de corte
transversal ndo permite identificar o momento da instalacdo dos prejuizos auditivos,
sendo que eles jA podem ter surgido antes do inicio da terapia com uso da
medicacdo HU.

A presenca de danos subclinicos no sistema auditivo foi evidenciada nos resultados
do presente estudo que mostraram alteracbes em vias do sistema auditivo central,
em pacientes com AF, sem prejuizos na parte sensorial auditiva, corroborando com
a hipotese de que pacientes com AF possuem um SAC mais suscetivel a danos, até
mesmo subclinicos (ou perdas auditivas ocultas), em decorréncia de danos no
sistema nervoso geral, gerados pela vasculopatia. Conforme descrito na literatura,
complicacBes neurologicas em decorréncia da vasculopatia que afeta as artérias
carétida interna e artéria média cerebral distal **, sd0 muito comuns em criancas e
adolescentes com AF, incluindo aquelas sem sintomas aparentes como infarto

cerebral silencioso. Essas alteracfes sédo progressivas, podendo evoluir para déficits
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neurolégicos, como problemas de aprendizado, déficit de atencdo, falta de
habilidades executivas, da memaria ativa e, em longo prazo, envolvendo prejuizos

na qualidade de vida “”.

As alteracdes nos limiares do RA em pacientes com AF podem indicar possiveis
acometimentos em uma ou mais estruturas que compdem o arco reflexo via
aferente, cruzamento (tronco encefélico — nucleos cocleares e COS) e da via

eferente por meio do nervo facial

. Apesar da diferenca encontrada na média das
laténcias absolutas e interpicos, no PEATE, entre os grupos AF e GC néo foi
identificada uma alteracdo clinica j& instalada. Segundo a literatura “*®, os valores
estdo dentro da normalidade, diferenca que levanta a hipotese de indicios de
alteracdes subclinicas (danos ocultos) na via aferente, especificamente no tronco
encefalico, decorrentes de um atraso singptico ou na transmissdo neural, em virtude
de uma incompleta mielinizacdo e reduzida eficiéncia sinaptica. Raros sdo 0s
estudos que analisam o SAC. As alteragbes no PEATE do presente estudo
corroboram com a literatura®®®, entretanto, os estudos que analisaram respostas
do PEATE encontraram atraso nas laténcias interpicos, sugerindo alteracbes do
tronco encefalico alto, em participantes acometidos de PASN e com faixa etaria mais

elevada.

Outro dado importante refere-se a auséncia de alteracbes no P300, com resultado
semelhante entre participantes com AF e aqueles aparentemente saudaveis,
indicando integridade do coértex auditivo primario e secundario. Apesar do genotipo
Hb SS ser o tipo de DF mais propenso a desenvolver alteracées cognitivas 2%130)
nao foram encontrados, na revisdo de literatura, estudos com avaliacdo do P300
especifico no gendtipo SS. Modificacdes neurocognitivas decorrentes da AF séo
descritas na literatura como mais acentuadas na fase de transicdo da adolescéncia
para a fase adulta “***Y, o que pode indicar que essas possiveis alteracdes no P300
seja visualizadas mais tardiamente e, nesse caso, o grupo estudado possui faixa
etaria média mais baixa. Assim, futuras investigacbes analisando o P300 em

pacientes com AF sdo importantes.

Os dados exploratérios deste estudo ndo indicaram associa¢des entre as alteracdes

encontradas nos limiares do RA, bem como no PEATE, com fendmenos vaso-
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oclusivos e DE. A amostra da populacdo pode ter contribuido para essa néo
associacdo considerando fatores como populacdo clinicamente estavel e o tamanho
da amostra com prejuizos no PEATE e RA, podendo indicar uma limitacdo do

estudo.

A causa dos prejuizos ocultos no sistema auditivo ainda precisa ser elucidada.
Sugerem-se danos resultantes da auséncia de suprimento sanguineo para 0s

neurdnios responsaveis pela transmissao dos impulsos elétricos no SAC 132133,

Nesse contexto, € importante o aprimoramento da avaliacdo audiol6gica, com a
proposta de inclusdo de um protocolo para deteccdo precoce e diagnostico das
alteracdes auditivas na populacdo com AF, associadas ao acompanhamento clinico,
nutricional, uso de terapias para a obtencdo de um melhor controle da salde
vascular desses pacientes com o objetivo de minimizar prejuizos no sistema auditivo

periférico e central.

6.1 LimitacOes e perspectivas

Este estudo contém algumas limitacbes metodolégicas que merecem serem

discutidas.

A avaliacdo da funcdo endotelial foi realizada por um método de imagem baseado
na habilidade dependente do avaliador. No entanto, o profissional responséavel pelas
avaliacOes era treinado e experiente na técnica, além de a literatura demonstrar que
se trata de um procedimento com resultados confiaveis, precisos e ser um
procedimento de baixo custo. Como nao ha consenso sobre qual valor de referéncia
deve ser usado para inferir dano vascular, utilizamos a comparagdo com um grupo

aparentemente saudavel.

A andlise dos sintomas otoneurolégicos (zumbido e vertigem) foi realizada por meio
de entrevista, o que torna dependente do viés de memoaria dos participantes sobre
essa sintomatologia e tempo de acometimento. Além disso, a amostra foi composta
por criancas e adolescentes que podem ter apresentado dificuldades de

entendimento e descricdo desses sintomas, entretanto, essas limitacdes s&o
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inerentes ao questionamento que envolve a identificacdo dos sintomas e das

manifestacdes crénicas da propria doenca.

A ATL é um método comportamental de medida podendo haver variacbes nos
resultados da pesquisa dos limiares auditivos, contudo, € considerado o teste
padrdo-ouro capaz de determinar o limiar psicoacustico e analisar o sistema auditivo

como um todo.

O estudo trata-se de um corte transversal com grupo comparacgdo, portanto, nao
sendo possivel estabelecer uma relacdo de causa e efeito DE e PASN, no entanto, é
o modelo possivel e responde aos objetivos e, além disso, as hipdteses de
associacdo foram confirmadas. Além disso, 0s questionamentos levantados,
norteiam os pesquisadores na relacéo de novos estudos de coorte prospectivos com
0 intuito de analisar a relacdo da saude vascular com o sistema auditivo desses

pacientes.
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7 CONCLUSOES

7.1 Artigo de reviséo

Artigo 1: Os achados dessa revisdo demonstram que pacientes com AF podem ter
alteracdes auditivas decorrentes de origem coclear ou central. A PASN parece ser
mais prevalente na AF em comparacdo com pessoas saudaveis, podendo ocorrer
em diferentes faixas etarias, incluindo criancas, adolescentes e adultos jovens e,
embora pareca evoluir com o aumento da idade, ndo h& consenso sobre a
prevaléncia em criancas, necessitando de mais estudos sobre grupos etarios mais
restritos. Além disso, as maiores amplitudes das EOA na AF indicam que a presenca
de disturbios circulatorios decorrentes do estado inflamatorio crénico da doenca é o

mecanismo mais provavel que responde pela perda auditiva.

7.2 Artigos originais

Artigo 2: A PASN é uma complicacdo comum em criancas e adolescentes com AF e
esta associado com DE. Esses achados sugerem que perturbacdes do endotélio
vascular geram disturbios circulatérios, culminando em disturbios auditivos, como a
PASN.

Artigo 3: Ha uma associacdo entre DE e sintomas otoneurolégicos e as
manifestagdes clinicas dos fendmenos vaso-oclusivos em criangas e adolescentes
com AF. Isso sugere que a agressao endotelial pode ser considerada um gatilho

para o envolvimento vascular nas manifestacdes auditivas nessa populagao.

Artigo 4: Danos ocultos ao sistema auditivo de criancas e adolescentes com AF
podem estar presentes envolvendo estruturas retrococleares, causando déficits

funcionais sem deterioracdo da sensibilidade auditiva.
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8 RELATO DA EXPERIENCIA CIENTIFICA

Esta Tese de Doutoramento iniciou-se da necessidade de aprimoramento da carreira

docente associada a inquietacdes académico-cientificas.

Juntamente com a Profé. Dra. Luciene Fernandes dividi o interesse em estudar aos
achados audiolégicos na populacdo com doenca falciforme, doenca que se constitui
um problema de salude publica no Estado da Bahia, e que na vasta literatura
pesquisada, ndo encontramos estudos de maior magnitude abrangendo a populagéo
do referido Estado. A primeira escolha foi estudarmos a prevaléncia da perda
auditiva sensorioneural na doenca falciforme. No ano de 2014 ingressei, como
aluna especial, no curso de doutorado em Medicina e Saude Humana da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) e a oportunidade de participar do
grupo de pesquisa, coordenado pela Prof?. Dra Ana Marice Ladeia, que tem como
objetivo estudar os varios aspectos da doenca falciforme associado a alteracfes
vasculares, especificamente o genoétipo anemia falciforme. Uma nova teméatica
evidencia-se nesta vertente, e sob a orientacdo da Prof® Ana Marice, surge o
principal objetivo da minha Tese: associa¢cdo entre perda auditiva sensorioneural e

sua associagdo com disfungcéo endotelial na anemia falciforme.

Neste grupo de pesquisa, tive o prazer de receber a coorientacdo da
otorrinolaringologista Prof2. Dra Cristina Salles, que cursava seu pds-doutorado, e
meu estudo passou a ser parte do seu projeto de pods-doutorado. E a vertente inicial
deu frutos maiores, e assim consegui ir aléem da avaliagdo audioldgica basica,
incorporando no estudo avaliacdo auditiva complementar (emiss@es otoacusticas e

potenciais evocados auditivos).

Os desafios foram grandes, envolveram imersdes em estudos para aquisicdo de
novos conhecimentos de areas como a cardiologia e a hematologia, muito além da
fonoaudiologia. Aprender sobre a complexidade da doenca falciforme, adquirir
conhecimento sobre as funcbes e avaliacdo do endotélio vascular. E como né&o

bastasse a necessidade de treinamento para técnica e operacionalizacdo de
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equipamentos para aquisicdo de dados da audiologia complementar (potencias
corticais —P300 e efeito inibitério da via eferente).

E imensuravel a contribuicdo cientifica que recebi resultante das discussdes
oriundas das reunides com as diversas especialidades que constituiram o estudo
(profissionais cardiologistas, hematologistas, pediatras, otorrinolaringologistas,

pneumologistas e fonoaudidlogos).

O processo arduo e extensivo de coleta de dados foi apoiado em todo o grupo de
pesquisadores do projeto e contou com a participacdo de alunos da graduacéo do
curso de medicina da EBMSP, por meio de bolsa auxilio de iniciacao cientifica e por
alunos do curso de graduacdo do curso de fonoaudiologia da Universidade do

Estado da Bahia (UNEB), com bolsas de auxilio de um projeto de extensao.

Este ambiente cientifico proporcionou um avanco nas minhas atividades também
como docente, através da orientacdo de trabalhos académicos e da criacdo de um
projeto de extensdo para alunos da graduacdo de fonoaudiologia da UNEB para
atendimento audioldgico basico e complementar de pessoas com doenca falciforme.
Esta extensao propiciou aquisicdo de conhecimento, aprimoramento técnico e apoio
financeiro aos alunos, através de bolsa auxilio e, além disso, contribui¢do social com
as orientacdes e atendimento ambulatorial para pacientes com doenca falciforme.
Trabalhos académicos foram apresentados em congressos internacionais, eventos

regionais além de palestras proferidas sobre o tema para a comunidade académica.

O percurso nestes quase cinco anos do doutoramento, permitiram um grande
amadurecimento pessoal, profissional e cientifico-académico. As novas habilidades
adquiridas ao longo deste caminho, a exemplo do aprimoramento em metodologia
cientifica, e da estatistica proporcionaram uma evolucdo nas minhas apresentacdes

nos cenarios académico e assistencial.

Como resultado cientifico desta Tese, um artigo focado no objetivo principal ja
publicado, um artigo referente a um dos objetivos secundarios também publicado,
um segundo artigo referente a outro objetivo secundério, aceito para publicacéo e

um gquarto referente a uma revisao bibliografica também em revisao.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

hY

Como contrapartida a sociedade, a equipe envolvida nesse estudo, pretende
elaborar um material informativo sobre a importancia da realizacdo da avaliacéo
auditiva precoce nos pacientes com AF e também do acompanhamento audiolégico,
incluindo, quais os procedimentos devem ser realizados, de acordo, com 0s
resultados desta Tese. E para os pacientes, a elaboragdo de um material informativo

sobre os cuidados com a saude auditiva.

Como unidade de acompanhamento audioldgico pretende-se manter o projeto de
extensao, ja iniciado com este estudo, na clinica de fonoaudiologia da UNEB. Assim,
sera proposto um ambulatério especializado nestes atendimentos. Considerando a
associacado de prejuizos auditivos com alteracdo da funcdo endotelial encontrados
neste estudo, tem-se a projecdo de inclusdo, neste ambulatério, de outras doencas

circulatorias sistémicas.

Estudos futuros de coorte prospectiva, voltados para o0 acompanhamento
audiolégico deste grupo de risco, especificamente criancas e adolescentes, podem
vir a contribuir para a identificacdo da instalacdo dos prejuizos auditivos, de forma
precoce, bem como da associacdo destes prejuizos com os tratamentos utilizados
para a AF, possibilitando o planejamento de estratégias de prevencdo mais

individualizadas nos adultos jovens.
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APENDICES
Apéndice A — Roteiro para registro de dados dos prontuarios e entrevista
audioldgica
ENTREVISTA AUDIOLOGICA
DADOS PESSOAIS
DATA:
NOME:
DATA DE NASCIMENTO: / / . IDADE: ANOS SEXO:( )M( )F

ESTUDA: ( ) SIM ( )NAO

ESCOLARIDADE ( ) Infantil ( ) Fundamentall ( )Fundamentalll Ano Especifico
TRABALHA: ( ) SIM ( )NAO Profissdo

ENDERECO:
TELEFONE:
NATURALIDADE: PROCEDENCIA:
AMBULATORIO:

ASPECTOS AUDITIVOS

QUEIXA

1.APRESENTA OU SENTE QUE APRESENTA PERDA AUDITIVA: ( )SIM ( )NAO
HA QUANTO TEMPO: __ MESES

EM QUAORELHA: ( ) ORELHADIREITA ( )ORELHAESQUERDA ( )EMAMBAS
( ) NAO SOUBE REFERIR

O PROBLEMA FOI SUBITO: ( )SIM ( )NAO

O PROBLEMA E PROGRESSIVO( )SIM ( )NAO

2. SENTE QUE A AUDICAO DIMINUI EM ALGUNS MOMENTOS ( FLUTUAGAO): ( )SIM ( )NAO

PROBLEMAS OTOLOGICOS

3.JAAPRESENTOU OTALGIA:( )SIM ( )NAO

EM QUAL ORELHA: ( ) ORELHADIREITA ( )ORELHAESQUERDA ( )EMAMBAS
( ) NAO SOUBE REFERIR

4.PRURIDO: ( )SIM ( )NAO

EM QUAL ORELHA: ( ) ORELHADIREITA ( )ORELHAESQUERDA ( )EMAMBAS
( ) NAO SOUBE REFERIR

5.0TORREIA: ( )SIM ( )NAO

EM QUAL ORELHA: ( ) ORELHADIREITA ( )ORELHAESQUERDA ( )EMAMBAS
( ) NAO SOUBE REFERIR

SINTOMAS OTONEUROLOGICOS



6.ZUMBIDO( )SIM ( )NAO

EM QUAL ORELHA ( ) ORELHADIREITA ( )ORELHAESQUERDA ( )EMAMBAS
() NAO SOUBE REFERIR

HA QUANTO TEMPO: ___ MESES

PITCH (Tipo) ( )GRAVE( )AGUDO( )CONTINUO ( )INTERMITENTE
FREQUENTEMENTE ( ) ESPORADICAMENTE( )

7. VERTIGEM / TONTURA ROTATORIA: ( )SIM ( )NAO

HA QUANTO TEMPO: ___ MESES

FREQUENTEMENTE ( ) ESPORADICAMENTE ( )

ASSOCIADA A SINTOMAS NEUROVEGETATIVO NAUSEAS ( )SIM( )NAO ( )ASVEZES
VERIFICAGAO PSICOACUSTICA DA AUDIGAO

8. DIFICULDADE DE COMPREENDER AFALA ( )SIM( )NAO ( )NAO SOUBE REFERIR
9. DIFICULDADE PARAQUVIRTV ( )SIM( )NAO ( )NAO SOUBE REFERIR

10. ESCUTA TV OU MUSICAALTA( )SIM( )NAO ( )NAO SOUBE REFERIR

11. DESEMPENHO ESCOLAR ( )OTIMO( )BOM( )REGULAR ( )RUIM

12 . HABITO DE USAR FONES DE OUVIDO ( )SIM( )NAO ( )

SAUDE GERAL

12.HISTORICO DE HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )SIM ( )NAO

13. CIRURGIA DE CABECA E PESCOCO: ( )SIM ( )NAO

14. DOENCAS QUE JA APRESENTOU

Catapora( ) caxumba( ) herpes( ) toxoplasmose( ) rubéola( ) citomegalovirus( )
herpes( ) sarampo( ) sifilis( ) meningite ( ) AIDS( )( )AVC( )TCE ( )TCA

126

15. POSSUI CASO NA FAMILIA DE SURDEZ? ( )SIM( ) NAO / GRAU DE PARENTESCO

SE SIM CONGENITA ( ) ADQUIRIDA( ) : ( )CRIANGA/( )ADULTO( )IDOSO
16. MEDICAMENTOS QUE UTILIZA:

17. JA UTILIZOU ANTIBIOTICOS COMO: ( ESTREPTOMICINA, KANAMICINA, NEOMICINA,
GESTAMICINA,VIOMICINA E CISPLATINA) ( )SIM ( )NAO ( )NAO SOUBE REFERIR

18. JA FEZ EXAMES AUDITIVOS ANTERIORES

( )SIM( )NAO ( )NAO SOUBE REFERIR
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19. UTILIZA AASI
() SIM, HA QUANTO TEMPO? MESES / ESTA ADAPTADO: ( )SIM( )NAO

( YNAO

AVALIAGAO SAUDE GERAL E DADOS DO PRONTUARIO

TESTEDO PEZINHO ( )SIM ( )NAO( )NAO SOUBE REFERIR

ELETROFORESE DA HEMOGLOBINA ( )SIM ( )NAO( )NAO SOUBE REFERIR

IDADE DO DIAGNOTICO:

USO DE HIDROXIUREIA: ( )SIM ( )NAO

TEMPO DE USO DE HIDROXIUREIA :

PRESENCA DE CRISE ALGICANO ULTIMO ANO: ( )SIM ( )NAO ( )NAO SOUBE REFERIR
NUMERO DE CRISE ALGICA NO ULTIMO ANO

ATENDIMENTO EM EMERGENCIA SIM () ( )NAO( )NAO SOUBE REFERIR
NUMERO DE VEZES

INTERNAMENTO SIM () ( )NAO( )NAO SOUBE REFERIR NUMERO DE VEZES ____
USO DE TRANSFUSAO NO ULTIMO ANO ( )SIM ( )NAO

DATA DA ULTIMA TRANSFUSAO:

USO DE ANTIBIOTICO NOS ULTIMOS TRES MESES ( ) SIM () NAO

DADOS ANTROPOMETRICOS E DADOS VITAIS

Peso Altura IMC Escore z IMC CLASSIFICACAO IMC

DADOS LABORATORIAS
(DADO MAIS RECENTE A DATA DA COLETA DE DADOS)

Hb:

Hb FETAL :
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (A) seu (a) filho (a) esta sendo
convidado a participar da pesquisa “Associacio entre fatores cardiorespiratérios e
otoneurologicos com desenvolvimento académico em crian¢as com anemia falciforme”.
Esta pesquisa tem como objetivo avaliar se esta populagio apresenta mais dificuldades para
respirar a noite, problemas nos pulmoes que favorecerdo a dificuldades respiratorias na vida
adulta, inflamagdo nos vasos sanguineos, problemas no coragio e problemas auditivos e de
equilibrio.  Esta pesquisa conta com a participagdo de Dra Iza Cristina Salles de Castro,
pesquisadora responsavel, otorrinolaringologista e médica do sono, e as pesquisadoras
assistentes Dra Ana Marice Ladeia, cardiologista; Dra Regina Terse Ramos, pneumologista
pediatrica; Dra Rozana Teixeira, pediatra; Dra Isabel Guimaries, cardiologista pediatrica; Dra
Tatiane Ferreira; Dra Mara Renata Rissatto-Lago fonoaudidloga e Dra Luciene da Cruz
Fernandes, fonoaudidloga.

No dia do atendimento médico seu filho realizara as seguintes avaliagdes: Peso, altura, medida
da pressdo arterial e medida da velocidade do sangue através de um sensor colocado do dedo da
mao ou do pé e juntamente vocé respondera a um questionario sobre dados da audig¢éo do seu
filho ( exemplo: se ja teve ou tem dor de ouvido, tontura, zumbido — barulho constante no
ouvido e alguns medicamentos que ja utilizou)

Seu filho realizara um exame chamado espirometria, onde soprara em um aparelho com bocal
descartavel. Este aparelho vai medir a forga com que ele respira ¢ se apresenta alteragdo ao
respirar, como diminuigdo na passagem do ar nos pulmdes. Durante o exame serd dado um
remédio que serd colocado na boca do seu filho e logo depois ele tera que puxar o ar,
rapidamente. Este remédio ajuda a melhorar a passagem do ar para os pulmdes, pois algumas
criangas podem ter algum problema como asma e ndo saber. Este remédio podera aumentar os
batimentos do coragdo, que cede espontaneamente, basta esperar. Nesse momento, ao seu lado
e ao lado do seu filho tera uma médica e uma fisioterapeuta. E neste momento vocé respondera
a algumas perguntas sobre o sono e respirago.

Seu filho sera encaminhado para coleta de sangue com uma seringa e agulha descartaveis. Para
exames como hemograma, colesterol e triglicérides, exames que avaliam inflamagdo no sangue
e no figado. Sendo necessario que fique 8 horas de jejum ( podendo beber somente agua) antes
do exame. Posteriormente, neste mesmo dia do exame de sangue, sera realizada avaliacio das
veias do corpo para saber se estdo em tamanho normal. Para isso, serd colocado no brago do seu
filho um aparelho para medir a pressdo, que sera insuflado por 3 a 4 minutos, e depois de
esvaziado. Também sera colocado um gel no brago e no peito para passar um aparelho como
massageador e na tela de um televisor sera vista a imagem dos vasos sanguineos (ou seja por
onde o sangue corre no nESSO Corpo) .

E seu filho sera encaminhado para avaliacdo clinica com outro médico, que utilizara uma
lanterna para verificar o nariz, boca e ouvidos para identificar alteragdes que possam dificultar a
respiragio

Seu filho sera encaminhado para avaliagdo da audi¢io e neste dia respondera novamente
algumas questdes sobre a audigdo de seu filho. Os exames realizados serdo: a audiometria tonal
convencional com a colocagio de um fone para emissio de sons como “apitos” e sinalizar a
resposta através de uma campainha, numa sala sem barulhos; (paciente deve manter a cabega
parada e ndo falar durante a apresentacio de estimulos sonoros com uma leve pressio no ouvido
apresentados em um fone de ouvido especial); emissdes otoacusticas (paciente se mantém
apenas escutando um estimulo sonoro com um fone de ouvido especial); potencial evocado
auditivo de tronco encefalico (paciente permanece deitado em uma maca confortavel com
adesivos na testa e orelhas e um fone especial para ouvir estimulos sonoros); potencial evocado
auditivo de longa laténcia - P300 (neste exame ao paciente escutara dois apitos diferentes
intercalados e deverd contar quantas vezes escutou um dos estimulos apresentados). Estes
procedimentos terdo dura¢io de uma hora em média. Em outro momento serd realizado a
videonistagmografia para avaliar a tontura (na primeira etapa o paciente deve acompanhar com
os olhos algumas luzes apresentadas em uma barra luminosa enquanto esta sentado com uma



mascara; na segunda etapa permanece deitado em uma maca confortavel com a mesma mascara
recebendo um leve estimulo caldorico com ar no ouvido para verificar presenga de tonturas). Este
exame tem duragdo média de uma hora no total. Os resultados todos indicardo se existem ou
ndo alteragdes na parte auditiva ou no equilibrio.

Depois destas etapas sera encaminhado para realizar o estudo do sono (polissonografia), nesse
dia a crianga e o adolescente, dormirdo no laboratério do sono e la com seu acompanhante ¢ um
técnico, sob condigdes de seguranga e ambiente semelhante a sua casa.

Todos estes exames ndo terdo nenhum custo para os senhores. Apos o exame de sangue sera
fornecido lanche para o paciente.

Em nenhum procedimento sera utilizado remédio para dormir ou anestesiar. Os exames ndo
causam dor com exceg¢do da coleta do sangue.

Estamos oferecendo ao seu filho (a) uma avaliagdo ampla de saude, cujos resultados estardo
disponiveis e, além disto, estardo ajudando outras criangas a se beneficiarem de medidas futuras
que esta pesquisa podera esclarecer.

Diante entdo do exposto acima, autorizo a participagdo do mesmo nesta pesquisa médica, ciente
de que ndo trara maleficios para sua saude. Entendo também que eu tenho permissdo para a
qualquer momento revogar o meu consentimento e retirar o paciente do estudo sem sofrer
nenhuma punig¢do ou perda de direitos. Entretanto, o paciente podera ser solicitado a realizar
exames, caso o medico que o assiste, julgue-os necessarios para a sua saide e bem estar. Minha
recusa em permitir que meu filho ou tutelado participe do estudo nio resultara em punig¢des ou
perda de beneficios a que ele/ela tenha direito.

Assinatura do responsavel pelo paciente

Endereco:

Numero de identidade:
Numero no estudo:
Paciente (menor de idade)

Impressdo Dadiloscopia

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Assistente

Para maiores esclarecimentos e/ou duvidas durante a pesquisa o senhor podera entrar em
contato com a Pesquisadora Responsavel: Dra lza Cristina Salles de Castro, telefone(71)
9949511 enderego: Pos Graduagdo da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica. Avenida
Dom Jodo VI, n°® 275, Brotas, CEP 40.29000

Em caso de davida ou dentincia o Sr (a) poderé procurar o Comité de Etica e Pesquisa da Escola
Bahiana de Medicina e Satide Publica, na Rua Frei Henrique , n° 08, Nazaré CEP 40250-420.
Fone: (71)21012944 / e-mail: cep@bahiana.edu.br
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Apéndice C — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa chamada: “Associagao
entre fatores cardiorespiratérios e otonerolégicos com desenvolvimento
académico em criangas com anemia falciforme”. Esta pesquisa ird mostrar se vocé
tem dificuldades para respirar a noite, problemas no sangue, no coragdo e problemas
auditivos e de equilibrio do corpo.

Primeiro vocé vai subir numa balanga para verificar seu peso, identificar sua altura.
Depois vamos colocar um anel no seu dedo para medir a velocidade do seu sangue no
corpo. Realizara um exame chamado espirometria, onde soprara um tubo, como se
fosse encher um baldo, mas antes de soprar bem forte, vocé vai tomar um remédio
gue sera colocado na sua boca e logo depois, vocé tera que puxar o ar, rapidamente.
Ira para outro médico e sera feita coleta de sangue com uma seringa, e depois sera
colocado no seu brago uma fita para medir sua pressio sanguineo sera colocado um
gel no seu bracgo e peito e por uma televisdao vocé vai ver sua veia e seu coragao
trabalhando.

O médico com uma lanterna vai olhar seu nariz, sua boca e seus ouvidos.

Para verificar se esta escutando bem sera colocado um fone para vocé escutar alguns
apitos e dizer se escutou ou ndo. Também sera colocado outro fone e sentira uma
pressdo de ar no ouvido. Depois ird deitar numa cadeira/maca confortavel e sera
colado na sua testa, e atras das suas orelhas alguns fios juntamente inserido um fone
no ouvido para vc escutar outros barulhos. Depois sera instruido a contar alguns
apitos diferentes que escutar.

E para avaliar o seu equilibrio fara movimentos com o corpo como levantar-se, deitar-
se, rodar em uma cadeira e depois observaremos como vocé fica com colocagdo de ar
na sua orelha, semelhante a um mergulho.

Vocé ira dormir com alguns fios que serdo colados em seu corpo para que possamos
avaliar a qualidade do seu sono.

As pessoas que te ajudardo nos exames serdo: Dra lza Cristina Salles de Castro,
pesquisadora responsavel, otorrinolaringologista e médica do sono, e as
pesquisadoras assistentes Dra Ana Marice Ladeia, cardiologista; Dra Regina Terse
Ramos, pneumologista pediatrica; Dra Rozana Teixeira, pediatra; Dra Isabel
Guimaraes, cardiologista pediatrica; Dra Tatiane Ferreira; Dra Mara Renata Risatto-
Lago fonoaudiéloga e Dra Luciene da Cruz Fernandes, fonoaudiologa.

Todos estes exames serao interessantes para analisar como esta sua salde e podera
futuramente ajudar outras crianca. Esses exames ndo doem, podem incomodar um
pouquinho, mas passa rapidamente.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa precisa escrever ( assinar) seu
nome neste papel ou colocar seu dedo com tinta no quadrado ( impressao
datiloscopia)

Nome completo
Data: / /

Assinatura

Impressao datiloscopia
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ANEXOS
Anexo A — Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA / Wm
FUNDACAO BAHIANA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:ASSOCIACA'O ENTRE FATORES CARDIORESPIRATORIOS E
OTONEUROLOGICOS COM DESENVOLVIMENTO ACADEMICO EM CRIANGCAS

Pesquisador: CRISTINA SALLES

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 33705714.3.0000.5544

Instituicao Proponente: Fundacdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias - FUNDECI
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 780.731
Data da Relatoria: 27/08/2014

Apresentacgao do Projeto:

Anemia Falciforme é uma das doencas hereditarias, monogénicas mais prevalentes em todo o mundo e a
mais frequente do Brasil. O estado da Bahia apresenta a maior incidéncia no Brasil, com proporgdo de 1:650
nascidos vivos. E uma doenca multissistémica associada a episédios de adoecimento agudo e dano
organico progressivo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

1. Avaliar associacao entre fatores cardiorespiratérios e desenvolvimento académico em criangas com
anemia falciforme.

2. Avaliar associacao entre fatores vestibulo-auditivos e desenvolvimento académico em criangas com
anemia falciforme.

Objetivo Secundario:

Enderego: RUA FREI HENRIQUE, N° 08.

Bairro: NAZARE CEP: 40.050-420
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)2101-2944 E-mail: cep@bahiana.edu.br
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Continuacao do Parecer: 780.731

1. Estimar a frequéncia de disfuncdo endotelial em criangas com anemia falciforme.

2. Estudar a frequéncia de alteracdes respiratdria (anatomia das vias aéreas, hipoxemia, SAOS,
dessaturacdes) em criangas com anemia falciforme.

3. Avaliar a frequéncia de alteracdes do aparelho auditivo e vestibular em criangas com anemia falciforme.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o Pesquisador Responsavel revela que os riscos serdo minimizados pois durante todos os
procedimentos os participantes da pesquisa serdo acompanhados por cardiologista experiente, e s6 serdo
liberados ap6s confirmacéo de boas condigbes clinicas por este cardiologista. E os instrumentos que serdo
utilizados sdo conhecidos e validados o que minimiza os riscos envolvidos.

Beneficios:

Os voluntarios serdo beneficiandos de avaliagdo cardiolégica, otorrinolaringoldgica, respiratéria, vestibulo
auditiva e hematol6gica ampla e sem custos, com oportunidade de diagnosticar altera¢des subclinicas. E

espera-se que o resultado dessa pesquisa possa contribuir para a implementacado de normatizacdes que
ajudardo a melhorar o bem estar destes grupos de pacientes

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo de corte transversal com populacdo de criancas e adolescentes (6 a 19 anos de idade) provenientes
do ambulatério de pediatria da Universidade Federal da Bahia (UFBA) em Salvador/BA, sendo no total 78
criangas divididas em dois grupos (estudo e controle), e atendendo aos seguintes critérios de inclusao: a)
grupo do estudo: portadores de AF, sem eventos infecciosos e nao infecciosos agudos ha 1 més
antecedendo a entrada no estudo; b) grupo controle: sem AF e aparentemente saudaveis e que aceitarem
participar do estudo ap6s assinatura do termo assentimento/consentimento livre.

Critérios de exclusao: a) grupo do estudo: portadores de outras hemoglobinopatias, sindromes

Enderego: RUA FREI HENRIQUE, N° 08.
Bairro: NAZARE CEP: 40.050-420

UF: BA Municipio: SALVADOR /
Telefone: (71)2101-2944 E-mail: cep@bahiana.edu.br
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genéticas,

obesidade, diabetes, hipercolesterolemia, cardiopatias, HAS, transfusdo sanguinea nos altimos 3 meses e
diagnostico de SAOS; b) grupo controle: portadores de doengas cardiovasculares, doencas pulmonares
(incluindo asma), diabetes, obesidade, sinais e sintomas de obstrucéo respiratéria alta. Estes dois grupos
realizardo os seguintes procedimentos: exame fisico (peso, altura, medida da pressé&o arterial) e resposta ao
questionario padrao; exames hematolégicos e bioquimicos; espirometria; avaliacdo da fungdo vasomotora;
ecocardiograma; avaliagdo com otorrinolaringologista e fonoaudiélogo para verificagdo de sinais de
obstrucéo das vias aéreas superiores; polissonografia e exames vestibulo-auditivos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:
Folha de rosto: preenchida;

Cronograma: adequado com inicio de coleta para setembro;
Orgamento: orgado no valor de R$ 33.899,00;

Termo de assentimento e TCLE : adequados aos participantes.
Recomendacgoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sanadas as pendéncias anteriormente assinaladas relativas ao TCLE, Termo de assentimento e fonte de
financiamento, o projeto garante o atendimento aos principios basicos da bioética para pesquisa com seres
humanos preconizados pela Res. 466/12 do CNS: autonomia dos participantes, equidade,beneficéncia e nao
maleficéncia.

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Atencéo : o ndo cumprimento a Res. 466/12 do CNS abaixo transcrita implicara na impossibilidade

Enderego: RUA FREI HENRIQUE, N° 08.

Bairro: NAZARE CEP: 40.050-420
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)2101-2944 E-mail: cep@bahiana.edu.br
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de avaliacédo de novos projetos deste pesquisador.

Xl ¢, DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclindvel e compreende os
aspectos éticos e legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador: a) e b) (...)

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos ap6s o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgao do projeto ou
a nao publicagéo dos resultados

SALVADOR, 05 de Setembro de 2014

=>
\/ Assinado por:
Roseny Ferreira
(Coordenador)
Enderego: RUA FREI HENRIQUE, N° 08.
Bairro: NAZARE CEP: 40.050-420
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)2101-2944 E-mail: cep@bahiana.edu.br
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