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“Try and leave this world a little better than you found it
and when your turn come to die, you can die happy in
feeling that at any rate you have not wasted your time

but have done your best.”

Lord Robert Baden-Powell's Last Message to Scouts, 1941
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INTRODUCAO
1- Anatomia das Fossas Nasais no Humano

O nariz é habitualmente apresentado, sob o ponto de vista anatémico, como um G6rgao
impar localizado em posi¢do mediana no tergo médio da face. E constituido pela pirdmide

nasal e pelas fossas nasais.

Embriologicamente, forma-se a partir de diversos processos mesenquimatosos a volta da
boca primitiva ou stomodeum. Entre esses processos insinua-se um espessamento

ectodérmico — o placddio olfactivo — que formara o epitélio olfactivo.

A piramide nasal € uma estrutura fibro-6ssea-cartilaginea com um revestimento exterior,
com musculos e pele, e um revestimento interior de mucosa e pele circunscrita a regiao
narinaria onde se encontram pélos volumosos ou vibrissas. As fossas nasais sdo duas
fendas paralelas ao grande eixo sagital, separadas pelo septo nasal, que se estendem

desde as narinas até as choanas.

No septo nasal, que é a parede interna das fossas nasais, descrevem-se trés porcdes: a
membranosa, a cartilaginea e a 6ssea que inclui a lamina perpendicular do etmdide, o
vomer e duas cristas 6sseas da maxila e do osso palatino. A parede inferior € composta
nos seus trés quartos anteriores pelas apoéfises palatinas da maxila, e pela lamina
horizontal dos ossos palatinos no quarto posterior. A parede superior é formada de frente
para trads pelos 0ssos nasais, espinha nasal do osso frontal, lamina horizontal do etmdide

e corpo do esfendide.

A parede externa das fossas nasais integra seis 0sso0s: maxila, esfendide, palatino,
unguis ou lacrimal, concha nasal inferior e etméide. Topograficamente identificam-se trés
a cinco conchas, cornetos ou turbinatos nasais (inferior, média, superior, de Santorini e
de Zuckerkandl) e os respectivos meatos. No meato inferior abre-se o orificio do canal
lacrimonasal. No meato médio encontram-se os ostia de drenagem do seio maxilar e das
células etmoidais anteriores e no meato superior processa-se a drenagem das células
etmoidais posteriores. O ostium do seio esfenoidal situa-se no recesso etmoido-

esfenoidal, internamente a concha nasal superior.

A vascularizagdo arterial das fossas nasais provém do sistema da carétida externa,
através de ramos da artéria maxilar, como sdo a artéria palatina superior, a
pterigopalatina e a esfenopalatina que irrigam a maior parte das conchas e meatos e do

sistema da carétida interna através de ramos da artéria oftdlmica, como sdo as artérias
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etmoidais, que irrigam a porcao superior da parede externa. Estes dois sistemas arteriais
apresentam multiplas areas de anastomose em cada fossa nasal e entre estas. Para a
irrigagdo do vestibulo das fossas nasais contribuem também ramos da artéria labial

superior.

A drenagem venosa € assegurada pela veia esfenopalatina e pelas veias etmoidais e a
drenagem linfatica faz-se anteriormente para o0s ganglios submandibulares e

posteriormente para os ganglios laterofaringeos, retrofaringeos e cervicais profundos.

A enervacédo das fossas nasais é sensorial pelo nervo olfactivo, sensitiva, dependente do
trigémio e vegetativa, proveniente da cadeia simpatica cervical e da parassimpatica
(facial e glossofaringeo) (Standring, 2005; Rouviére e Delmas, 1984; Lund, 1997; Ruah e
Ruah, 1998).

Classicamente, identificam-se dois tipos de epitélio nas fossas nasais: o olfactivo e o
respiratorio. No entanto, em adultos, considera-se como normal a presenca de um
epitélio pavimentoso, apds processo de metaplasia do epitélio respiratério, na porcao
anterior dos cornetos inferiores. Este processo poderd estar associado ao efeito da
corrente aérea sobre a mucosa e/ou as sequenciais agressées a que este epitélio é

sujeito ao longo da vida (Lund, 1997).

A mucosa olfactiva ocupa 2 a 3 cm® na parede superior das fossas nasais insinuando-se
para 0 septo e para 0 corneto superior e € constituida por um epitélio prismatico
pseudostratificado ciliado, com trés tipos de células (receptoras neurossensoriais, de
sustentacdo e basais). A mucosa respiratoria tem um epitélio com células ciliadas, células
com microvilosidades, células caliciformes e células basais. Cada célula ciliada contém
150 a 200 cilios com cerca de 6 a 8 micra de comprimento e 0,3 de didmetro. Cada cilio
apresenta 0s caracteristicos nove pares de microtbulos periféricos e um par central,
unidos entre si. As células com microvilosidades, apresentam 300 a 400 destas
evaginacbes que aumentam significativamente a superficie de trocas. As células
caliciformes sao cilindricas, produtoras de glicoproteinas, que acumulam em granulos de
secrecdo. As células basais, de forma prismatica triangular, sdo uma populacdo de

reserva capaz de originar todas as categorias celulares, atrds nomeadas.

E possivel ainda identificar o epitélio do canal excretor das glandulas serosas, mucosas

ou seromucosas. O epitélio esta separado do cérion por um fina membrana basal.

No cérion descreve-se uma substancia fundamental na qual se encontram células

residentes (macrofagos, fibroblastos, mastocitos) e células moveis capazes de o infiltrar
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de forma transitéria, como os linfécitos e os leucdcitos polimorfonucleares. Encontram-se
ainda focos de linfécitos e de plasmocitos correspondentes ao RALT (“Respiratory
Associated Lymphoid Tissue”). A este nivel identificam-se trés sistemas vasculares com
diferentes fun¢Bes. Um circuito de troca representado pela microcirculagdo subepitelial e
periglandular constituido por capilares fenestrados com esfinter précapilar, que permitem
rapidas e volumosas transsudac8es de liquido, um circuito de capacitancia representado
pelos plexos cavernosos, € um circuito de resisténcia representado pelas anastomoses

artériovenosas directas do corion profundo (Wayoff et al., 1991).

2 - Anatomia das Fossas Nasais no Rato

O rato albino (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar, que foi utilizado em estudos
experimentais desta dissertagéo, € frequentemente empregue como modelo experimental
em investigacfes da via aérea e particularmente das fossas nasais (Woutersen et al.,
1984).

As caracteristicas anatémicas e fisiolégicas da passagem do ar sdo semelhantes no
Homem e nos restantes mamiferos, nomeadamente nos roedores. No rato, as duas
cavidades, por onde circula o ar, estdo separadas pelo septo nasal e tém uma area total
de cerca de 3 cm? A distancia das narinas até & nasofaringe é proporcional ao tamanho
da cabecga. No vestibulo nasal, identificam-se cornetos atriais que deflectem o ar e retém
particulas grandes. Na parede externa das fossas nasais do rato encontram-se 0s
cornetos maxilares (concha nasalis dorsalis, media e ventralis) e posteriormente o0s

cornetos etmoidais (Reznik, 1990; Popesko et al, 1992). Figura 1

Fig. 1a - Corte sagital da cabega do rato Fig. 1b - Corte coronal de cabeca
(6 — concha nasalis ventralis). diafanizada de rato (Cortesia do Prof. Dr.
Pedro Oliveira).
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Na mucosa nasal do rato identificam-se seis tipos de células: células caliciformes
semelhantes as dos humanos, células basais, células ciliadas, células colunares néo-
ciliadas, células cubdides e “brush cells”. As células colunares ndo-ciliadas tém
microvilosidades curtas e uma extensa rede de reticulo endoplasmético liso no seu
vértice. As células cubdides tém microvilosidades curtas, mas menos densas que nas
colunares nao-ciliadas. As “brush cells”, também denominadas “tufted cells” ou
“caveolated cells” (Hofer e Drenckhanh, 1996), sdo piriformes com uma base larga
adjacente & membrana basal e apresentam extensas microvilosidades na sua superficie
(Reznik, 1990).

3 - Fisiologia da Mucosa Nasal

Entre as funcBes desempenhadas pelas fossas nasais incluem-se a olfactiva, a
respiratéria e a imunitdria. A funcdo olfactiva, enquanto sensorial, promove o0
reconhecimento de particulas pelo epitélio e a activacdo de uma transducdo eléctrica
para o sistema nervoso central. Na funcdo respiratéria as fossas nasais conseguem
aquecer, filtrar, humidificar e regular o débito do ar inspirado. A respira¢do nasal prepara,
desta forma, o ar para que a via aérea inferior cumpra eficazmente a sua fungédo. O
aquecimento do ar resulta de uma transferéncia de calor das anastomoses directas

presentes no corion profundo que estdo permanentemente a 37°C, segundo a equagao:
Q =Hc (Ta-Tm)

Q — Fluxo calérico por unidade de superficie em cal/s/cm?.

Hc — Coeficiente de transferéncia calérica em cal/cm?/s/°C.

Ta-Tm — Gradiente de temperatura entre as paredes da fossa nasal e o ar inspirado.

A filtracdo do ar resulta da presenca do muco, com as suas propriedades adesivas e da
mudanca do fluxo aéreo de laminar a turbilhonar, devido as caracteristicas anatomicas da

parede externa das fossas nasais, aumentando desta forma a superficie de contacto.

A humidificacdo do ar faz-se por convecc¢ao e difusdo molecular, uma vez que o ar entra

em contacto directo com 0 muco, o qual contém 95% de agua, segundo a equacao:

N = Kc (Ca-Cm)
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N — Fluxo da massa de ar por unidade de superficie em mol/s/cm?.
Kc — Coeficiente de transferéncia de massa.

Ca-Cm — Gradiente de concentracdo de moléculas envolvidas na transferéncia entre o ar

inspirado e a interface mucosa-ar.

A regulacdo do débito aéreo depende do sistema nervoso vegetativo, segundo uma
alternéncia de congestao e descongestionamento dos plexos cavernosos em oposi¢ao de
fase em cada fossa nasal, mantendo a resisténcia total proxima de um valor constante,
denominada ciclo nasal, definido desde 1895 por Kaiser (Proctor e Andersen, 1982). Este
ciclo nasal identifica-se em 80% dos adultos saudaveis e tem uma duracdo de 3 a 4
horas (Wayoff et al., 1991).

4 — Factores Moduladores de Respostas da Mucosa Nasal

Podem-se dividir em fisicos e quimicos os factores que afectam e promovem respostas
da mucosa nasal. Entre os factores fisicos encontram-se a pressdo atmosférica, a
temperatura ambiente e a humidade atmosférica. Quanto aos factores quimicos, as
agressoOes ao nariz e a via respiratoria, em geral, estéo indelevelmente associadas desde
o século XIX a revolugéo industrial que era baseada na capacidade energética da queima

do carvao e consequente inalagdo de produtos da sua combustéo.

Ao longo do tempo as substancias inaladas acidentalmente, na comunidade, em
ambiente laboral, com objectivo recreativo ou com fins terapéuticos, tém crescente
repercussao clinica. Neste contexto o fumo do tabaco é o principal factor de risco quando
consideramos a patologia maligna desta regido anatomica. Outros, porém, tém que ser
valorizados, como o niquel, cromio, aldeidos, e as madeiras quer com o componente
fisico pela pequena dimensdo das particulas de corte (1 a 10 micra) quer pelo
componente quimico atribuido aos taninos. Estes factores, classicamente ligados ao
adenocarcinoma etmoidal, estdo hoje também ligados aos carcinomas pavimento-

celulares naso-sinusais (Simon et al., 1997).

Desta grande quantidade de factores selecciondmos alguns que, pelo contexto
comunitario da sua utilizagdo ou pela pertinéncia médico-naval, assumem particular

importancia.
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4.1. - Farmacos de aplicacao topica nasal

O nariz é também sede da aplicacdo de farmacos. Com objectivo terapéutico local
destacam-se os corticosterdides, anti-histaminicos e descongestionantes nasais. Com
fins recreativos sdo empregues o tabaco, a cannabis ou a cocaina. Com um objectivo de
accao sistémica utiliza-se, por exemplo, a calcitonina. Em fase experimental, destaca-se
a utilizacdo da via nasal para obtencdo de efeitos centrais como, por exemplo, com a
insulina (Haruta et al., 2003; Owens et al., 2003; Turker et al., 2004), os neuropéptidos e
outras moléculas de grande peso molecular usadas no tratamento da Doenca de
Parkinson ou de Alzheimer (lllum, 2004) e a cafeina (Sacchetti et al., 2002). A via nasal
permite obviar o efeito de primeira passagem hepética dos farmacos, gragcas as
particularidades da via olfactiva (lllum, 2004). Esta previsivel maior utilizagdo do nariz,
enquanto via de administragdo de farmacos, desperta curiosidade em saber como sera a

reaccdo da mucosa a presencga frequente de moléculas estranhas.

Selecciondmos o Furoato de Mometasona (FM), a Azelastina (AZ) e a Calcitonina de
Salméo (CS) para avaliar os efeitos produzidos pelos farmacos, em geral, sobre a
mucosa nasal. A escolha destes farmacos deveu-se ao facto de serem bons exemplos do
seu grupo terapéutico e a grande frequéncia com que sao prescritos em Portugal e no
mundo. O FM (C,7H3,Cl,O6; massa molecular 539,45 g/mol) € um corticoide com acgéo
anti-inflamatéria na pele, nariz e pulmdo. A nivel nasal utiliza-se na rinite persistente e

intermitente.

A AZ (CxH24CIN3O; massa molecular 381.898 g/mol) € um anti-histaminico H; de

aplicacdo topica nasal para controlo da sintomatologia da rinite de tipo alérgico.

A CS (Ci45H240N44048S2, massa molecular 3431.85 g/mol) € um polipéptido sintético que
coopera com a hormona paratiroideia no controlo homeostatico do calcio e, por esse
motivo, € empregue em doentes com osteoporose, particularmente em mulheres apds a

instalacdo da menopausa. Figura 2
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FM AZ CS

Fig. 2 - Esquemas moleculares do FM, AZ e CS.

O oxigénio foi descoberto em trabalhos separados realizados pelo farmacéutico sueco
Karl W. Scheele e pelo quimico amador inglés Joseph Priestley, em 1772 (Priestley,
1923). E o oitavo elemento da tabela periddica, fazendo parte do grupo VI e o seu isétopo
mais comum é o °0. Surge na natureza na férmula molecular de O, ou Os. Depois de
inspirado, processa-se a hematose a nivel alveolar e atinge a circulagio sanguinea. E
transportado até aos tecidos ligado a hemoglobina e 90% do consumo de oxigénio ocorre

nas mitocondrias.

A hiperéxia é uma preocupacdo constante nas actividades de mergulho, no manuseio
terapéutico de camaras hiperbaricas, em recém-nascidos prematuros com suplemento de
oxigénio, em doentes com ventilagdo assistida e em astronautas. Considera-se existir
risco de toxicidade pulmonar quando a exposicdo € superior a 16-24 horas, em
concentracdes de oxigénio superiores a 50%. Esta hiperoxia cronica esta relacionada
com o aumento do risco de desenvolvimento de displasia broncopulmonar em criangas e
a sindrome de stress respiratério agudo do adulto. O mecanismo fisiopatol6gico
subjacente podera basear-se na acumulacdo de formas reactivas de oxigénio que
conduzem a um stress oxidativo e consequente dano tecidular. O dano imposto pelo
stress oxidativo verifica-se ao nivel dos fosfolipidos das membranas celulares e no ADN
das células. O resultado final, com repercusséo clinica, € o desenvolvimento de um
processo de atelectasia alveolar (Demchenko et al., 2007). A relagdo entre a hiperoxia e
0 dano pulmonar foi apoiada em trabalhos com ratos nascidos pré-termo, sujeitos a
hiperéxia, na tentativa de estabelecer um modelo animal para o estudo da displasia

broncopulmonar (Xu et al., 1998).
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Por outro lado, a hipdxia crénica esta associada ao desenvolvimento de fibrose pulmonar
e de hipertensdo pulmonar por provavel fibrose da parede dos vasos (Steinke et al.,
2008).

4.2. - Efeitos da pressdo atmosférica na via aérea

As principais situacdes disbaricas, encontradas na vida do dia-a-dia, sdo as deslocacdes
em transporte terrestre em diferentes altitudes, as viagens de avido, o mergulho
recreativo e profissional, a ventilagdo mecénica, o trabalho ou lazer em altitude ou nas
minas e o trabalho ou tratamento em camaras hipo ou hiperbaricas. Em meio militar naval
destacam-se as missdes envolvendo submarinos, navios pressurizados, mergulho, para-

quedismo e voo em aeronaves nao-pressurizadas.

O aumento da pressao atmosférica constitui um estimulo mecanico sobre os tecidos. Na
via aérea € conhecido um efeito de diminuicdo do transporte mucociliar em situagfes de
oscilagédo de 16 Hz e diferencas de pressao de 200 mmHg (Deitmer e Muller, 1998). Em
doentes tratados com CPAP por periodos muito longos (média de 6737 horas), as
biopsias nasais demonstraram uma metaplasia pavimentosa e uma infiltracdo de células
arredondadas no cérion (Schrodter et al., 2004). Num modelo de CPAP, aplicado a ratos
durante cinco horas a 10 cmH,0, verificou-se uma resposta inflamatéria da mucosa nasal
com infiltracdo de PMN, mediada pela proteina inflamatéria dos macréfagos (MIP-2) que
€ um analogo da interleucina 8, um potente estimulador dos neutréfilos (Almendros et al.,
2008).

Para além do estimulo mecanico, o0 aumento da pressao atmosférica esta associado a

alteracdes dos gases respirados. Consideremos a equacao do gas alveolar:

PAPO, = PIPO, — PACO, + PACO, x (1 —=R) X FIO,

R R

PAO, - Presséo parcial alveolar de O, (mmHg)
PIO, - Pressdo parcial inspiratéria de O, (mmHg)
PACO, - Pressdao parcial alveolar de CO, (mmHg)
R - Quociente respiratorio (CO, / O,)

FIO, - Fraccao de O, no gas inspirado seco
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Verificamos que uma hipoventilacdo significativa durante a respiracdo de ar em ambiente
hiperbéarico, ndo conduz a hipdxia. Isto deve-se a que a inspiracdo de uma fracgdo
constante de O, conduz a um aumento da PO, proporcional & pressdo. O principal

problema da hipoventilacdo em ambiente hiperbarico é a hipercapnia (Weslau, 2006).

5 — A Oxigenoterapia Hiperbarica (OHB)

A mais antiga intervencéo terapéutica documentada na area da Rinologia data de cerca
de 3500 a.C. pelo egipcio Sekhet’enanch, médico de Sahura, (Figura 3) um dos farads da
V dinastia em cujo timulo esta esculpida a imagem do médico e da sua familia, com a

legenda: “E ele curou as fossas nasais do rei” (Clode, 2003).

Fig. 3 - Farad Sahura (escultura pequena) (Metropolitan Art Museum — Nova lorque).

Em Portugal as primeiras referéncias a Otorrinolaringologia publicadas, atribuem-se a
Jodo Curvo Semmedo (Figura 4) no século XVII, no livro “Observacbes médicas
doutrinais de cem casos gravissimos” (Clode, 2003). E também durante este século que

comecam as primeiras experiéncias com o hiperbarismo, ja com um objectivo terapéutico.
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Pela cada vez maior importancia clinica e a possibilidade do estabelecimento de um
modelo de estudo, selecciondmos as situacdes hiperbaricas associadas a inalacao de

oxigénio a 100%.
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Fig. 4 - Jodo Curvo Semmedo e o seu livro “Observa¢g6es médicas doutrinais de cem

casos gravissimos”.

Este tratamento desenvolveu-se na Europa durante o século XIX e na América do Norte
no século XX, com alguns exageros e desadequacao nas indicacbes clinicas o que
descredibilizou a OHB, levando a necessidade do estabelecimento de sociedades
cientificas que produzissem conhecimento na area, enumerassem indicacfes
terapéuticas, modalidades de tratamento, contra-indicagfes e identificassem os eventos
adversos. Sem controvérsia esteve a sua aplicagdo ao tratamento da sindrome de
descompressao e das intoxicagBes por mondxido de carbono, nas quais as vantagens

sdo Obvias e imediatas.

Em Portugal a primeira camara hiperbéarica foi instalada em 1953 na Escola de
Mergulhadores da Esquadrilha de Submarinos da Marinha de Guerra e funcionava sé a
ar. A primeira camara, com possibilidade de pressurizacdo a oxigénio, foi instalada em
1968 e a primeira cdmara de grandes dimensdes, aberta a comunidade civil, foi instalada
em 1989 nas instalacdes do Hospital da Marinha. Actualmente, o pais dispde de quatro
centros hiperbaricos: Lisboa (Hospital da Marinha), Matosinhos (Hospital Pedro Hispano),

Acores (Hospital da Horta) e Madeira (Hospital Central do Funchal).
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O Centro de Medicina Hiperbarica do Hospital da Marinha dispde actualmente de duas
camaras unidas entre si, permitindo o tratamento simultaneo de vinte e seis doentes. Esta
operacional para responder as situacdes urgentes durante vinte e quatro horas por dia e
cumpre duas ou trés sessdes de tratamento diario. Este centro permite o tratamento de
doentes acamados, podendo o0 oxigénio ser inalado por mascara oro-facial, tenda
cefélica, canula de traqueotomia ou tubo de ventilacdo oro ou nasotraqueal. Com 479

doentes tratados em 2007 e 3751 desde a sua fundagdo, é o centro com maior

experiéncia em Portugal.

Os fundamentos da aplicacédo clinica da OHB baseiam-se na quantidade de oxigénio
dissolvido no plasma. Se, ao nivel do mar, respirarmos ar com cerca de 21% de O,, entdo
100 ml de sangue transportam 19 ml de O, associado a hemoglobina (Hb) e 0,32 ml

dissolvidos no plasma.

Se, em vez de ar, respirarmos O, a 100%, os mesmos 100 ml de sangue transportam 20
ml de O, associado a Hb e 2,09 ml dissolvidos no plasma. Quando se aumenta a presséo
atmosférica para as 2,5 Atmosferas (ATA), ao respirarmos O, a 100%, 100 ml de sangue

transportam 20 ml de O, associado a Hb e 5,62 ml dissolvidos no plasma (Roque, 2001).

Para além das indica¢gbBes urgentes, ja referidas, existem outras indicacdes aprovadas
pela “Undersea and Hyperbaric Medical Society”, das quais se destacam a gangrena
gasosa, as feridas com dificuldade de cicatrizacdo, particularmente em diabéticos, a
cistite radica e as infeccdes de dificil resposta aos agentes antimicrobianos, como as
osteomielites. As indicagbes, para o tratamento hiperbarico, dividem-se em trés
categorias segundo o “European Commitee for Hyperbaric Medicine”, conforme

consensos estabelecidos seguindo a medicina baseada na evidéncia:

Tipo 1 - Corresponde as situacbes em que o prognéstico vital é positivamente

influenciado.

Tipo 2 - Aplica-se a situacBes em que a transferéncia para um Centro Hiperbarico é

recomendavel mas nao vital.

Tipo 3 - A transferéncia para um Centro Hiperbarico é facultativa e encarada como

medida de suporte a terapéutica principal.

As indicacBes sdo consensuais nas sociedades cientificas europeia e americana, com

excepgdo a surdez neurossensorial subita, que ndo é aceite nos Estados Unidos da

América e da anemia por hemorragia, que ndo é aceite na Europa (Wattel e Mathieu,
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2006). Existem apenas duas contra-indicacbes absolutas para o tratamento com OHB,
que sdo a claustrofobia e o pneumotoérax ndo tratado (Kindwall, 1995). Consideram-se,
como contra-indicagdes absolutas adicionais, o tratamento com doxorrubicina, cisplatina,

disulfiram e com acetato de mafenida.

As contra-indicacGes relativas sdo a infeccdo do tracto respiratorio superior e ouvido,
febre alta, patologia convulsiva, enfisema com retencdo de CO,, antecedentes pessoais
de patologia oncoldgica, antecedentes pessoais de cirurgia toracica, gravidez,
esferocitose congénita ou anemia falciforme, S&o contra-indicacdes adicionais a
hipertensao arterial, asma aguda, diabetes descompensada, criancas com retinopatia da
prematuridade, displasia broncopulmonar ou patologia cardiaca congénita. As principais
complicacgdes clinicas com a OHB s&o a odontalgia e as do foro otorrinolaringoldgico,
com dificuldades de equalizacdo da pressédo nos ouvidos médios e nos seios perinasais,

traduzidos por dor e desconforto (Ambiru et al., 2008).

A investigacdo bésica dos efeitos da OHB tem crescido muito nos ultimos anos
permitindo por isso alargar as indicacdes reconhecidas e também as contra-indica¢tes

pois conhece-se melhor a acgéo, quer da pressao, quer do oxigénio.

Para investigar com recurso a animais de pequeno porte € necessério dispor de uma
camara que permita pressurizagdo com ar e com oxigénio. As propriedades comburentes
do oxigénio e o0s riscos associados ao seu manuseio em ambiente hiperbarico, exigem
que o material utilizado seja submetido a controlo de qualidade e manutencéo periddica.
Aproveitando os conhecimentos e a experiéncia do Arsenal do Alfeite na construgédo e
reparagdo naval, particularmente dos submarinos, o Hospital da Marinha solicitou ao
Arsenal do Alfeite a construcdo de uma camara hiperbarica que suportasse quatro
gaiolas de animais de pequeno porte. Este projecto (Figura 5) e a sua execucdo foram
atribuidas a IRS (Inspeccao da Reparacao de Submarinos) que o fez com prioridade total
as questdes de seguranca. A camara foi testada e certificada para pressurizacdo a ar e a
oxigénio, tendo os engenheiros envolvidos acompanhado o projecto desde o desenho até
a utilizagdo quotidiana da camara. Este dispositivo € de importancia significativa pois o
modelo de utilizacdo de ratos em investigacdo hiperbérica ja esti estabelecido noutros
6rgaos (Lahat et al., 1995).
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Fig.5 - Projecto da camara hiperbarica experimental.

Efeitos da OHB na Via Aérea

Existem poucos estudos sobre os efeitos da OHB nas fossas nasais, faringe, laringe e
traqueia. Nesta Ultima sabe-se que hd um aumento da exsudacado plasmatica durante a
OHB (Bernareggi et al., 1999), mas ndo séo conhecidos estudos morfolégicos sobre este

tema. A maior parte da informacéo disponivel aborda os efeitos da OHB no pulméo.

Em pressbes de uso terapéutico (2 a 4 ATA), verificaram-se alteragdes histolégicas
pulmonares com edema, congestdo e hemorragia intra-alveolar. Estas alteracfes sao
substancialmente diferentes das observadas em animais expostos a hiperoxia
normobarica. Verificou-se também que este padrdo histolégico era mais evidente em
ratos, que também exibiram convulsdes, e que era potenciado pelo 6xido nitrico exigindo
uma integridade da inervagdo autbnoma entre o cérebro e o pulmao (Demchenko et al.,
2007).
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A toxicidade do oxigénio encontra-se estudada em animais ou seres humanos saudaveis,
sendo pouca a informagdo em individuos doentes. Esta toxicidade ndo se deve a
molécula de oxigénio, mas aos radicais livres de oxigénio formados pela adicdo de
electr6es em reaccdes de reducdo. Quando a sua remoc¢ao catalizada por enzimas, como
a superéxido dismutase é insuficiente, h4 uma acumulacéo de radicais livres de oxigénio
e a consequente lesdo. A nivel celular os principais alvos sdo as proteinas, as enzimas e
0s acidos nucleicos, valorizando-se ainda a lesado lipidica, particularmente sobre a

membrana celular. Na toxicidade pulmonar descrevem-se duas fases:
- Fase exsudativa aguda.
- Fase proliferativa.

Na fase exsudativa aguda verifica-se um sequestro de plaquetas e de neutréfilos na
microcirculag@o pulmonar, aumento da permeabilidade vascular e edema intersticial. Com
a persisténcia do estimulo evolui-se para a destruicdo das células endoteliais, edema
intersticial, intra-alveolar e peribrénquico, hemorragia intra-alveolar, deposi¢éo de fibrina,

formacdo de membranas hialinas e destrui¢cdo das células alveolares tipo |.

A fase proliferativa corresponde a cicatrizagéo da fase exsudativa. Assim, verifica-se uma
proliferacdo de células tipo Il e fibroblastos que podem induzir fibrose, com extensos
depositos de colagénio. HA também uma regeneragéo dos capilares e uma proliferagéo
de células secretoras ndo-ciliadas (células de Clara) no epitélio dos brénquios terminais.
Quanto a funcdo pulmonar, o principal parametro afectado neste contexto € a capacidade

vital (Bitterman e Bitterman, 2006).
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6 - HipGtese

O objectivo terapéutico fundamental do aumento da presséo atmosférica, em individuos a
respirar oxigénio a 100%, é o de aumentar o oxigénio dissolvido, disponivel para os
tecidos. O primeiro 6rgdo a lidar com este excesso de oxigénio € o nariz. E também o

nariz o primeiro 6rgédo a receber multiplas particulas, farmacos e gases.

Estas substancias, que chegam ao nariz e a restante via aérea, promovem uma resposta

que estd melhor documentada no pulmédo do que na mucosa nasal.

Baseados nesta revisdo, na vivéncia clinica diaria num Hospital Naval, que até ha pouco
tempo detinha a exclusividade do tratamento por OHB, em Portugal, e a treze anos de
trabalho na area da Otorrinolaringologia com especial apreco pela Rinologia, ficAmos

motivados para o estudo anatomo-clinico das fossas nasais em situagfes de agressao.

Colocamos assim a hipétese da exposi¢ao do nariz a farmacos, como o oxigénio, o FM, a
AZ e a CS, nédo ser indcua para a mucosa nasal. Quanto ao oxigénio, particularizamos a
situacdo em que este é administrado a 100%, em ambiente hiperbarico, com o objectivo
de aumentar a sua pressdo parcial. Se a administracdo destes farmacos néo for in6cua
para a estrutura da mucosa nasal, entdo, numa avaliagdo histolégica com microscopia
Optica ou ultrastrutural com microscopia electrénica, encontrar-se-do evidéncias desse

efeito.

A mucosa nasal tem sido objecto de estudo para os efeitos da poluicdo atmosférica,
particularmente do ozono e do tabaco. No entanto, as substéncias que seleccionamos,
gque séo substancias de uso clinico corrente, tém sido mais estudadas do ponto de vista
farmacodindmico do que farmacocinético. Sabemos que séo Uteis e eficazes no seu
objectivo terapéutico, mas ndo sabemos se alteram algum paradmetro da microanatomia
nasal. Na OHB, como o efeito terapéutico pretendido ndo é na mucosa hasal, tem
importancia avaliar se a passagem do oxigénio pelas fossas nasais € acompanhado por
algum efeito identificavel. Por ser uma modalidade terapéutica com mais estudos clinicos

do que estudos em ciéncias basicas, a motivacao para esta investigacéo € potenciada.

Considerando que a apresentagdo de substancias estranhas ao nariz € uma “agressao”,
justifica-se a realizacdo um estudo prospectivo sobre os efeitos destes factores na

estrutura da mucosa respiratéria nasal.
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7 — Objectivos

Esta dissertacdo teve como objectivo a caracterizacdo clinica e morfolégica da resposta
da mucosa nasal a varias terapias que utilizam a via respiratoria, nomeadamente a OHB

e a inalacéo de farmacos de absorcao transnasal (como o FM, AZ ou a CS).
Como questdes parcelares, que foram investigadas nesta tese, listamos as seguintes:
1 — O tratamento crénico por OHB altera a microanatomia da mucosa nasal humana?

2- O tratamento cronico por OHB altera nos humanos a sua funcdo nasal, avaliada pelo

“pico inspiratério nasal?

3 — O tratamento, com farmacos de aplicacao corrente intranasal, como o FM, AZ ou a
CS, provoca alteracbes morfolégicas a curto prazo na mucosa respiratéria nasal

humana?

4 — O tratamento experimental de roedores, com OHB aguda ou crénica, provoca

alteracdes microanatémicas da sua mucosa nasal?
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RESULTADOS
1 - Aplicacdes actuais da oxigenoterapia hiperbarica em Otorrinolaringologia

2 - Chronic hyperbaric oxygen therapy and the human nasal mucosa: increased thickness

of epithelium basement membrane and moderate neutrophilic infiltration

3 - Chronic hyperbaric oxygen therapy causes only minor ultrastructural changes in the

human nasal epithelium
4 - Structure of the rat nasal mucosa after acute and chronic hyperbaric oxygen therapy

5 - Moderate Leukocyte Infiltration in the Lower Turbinate Mucosa after a Two-Week

Intranasal Administration of Mometasone Furoate, Azelastine or Salmon Calcitonin

6 - Hyperbaric oxygen improves nasal air flow
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1 - AplicagBes actuais da oxigenoterapia hiperbéarica em Otorrinolaringologia
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APLICACOES ACTUAIS DA OXIGENOTERAPIA HIPERBARICA

EM OTORRINOLARINGOLOGIA

Paulo Vera-Cruz'; Sara Baptista'.

! Servigo de Otorrinolaringologia do Hospital da Marinha, Lisboa.

Resumo

A oxigenoterapia hiperbarica ¢ uma forma de tratamen-
to de diversas patologias que tem vindo a ser cada vez
mais utilizada. Porque o nivel de conhecimentos nesta
area tem aumentado rapidamente, temos como objectivo
com este trabalho sumarizar as indicagdes actuais no
foro otorrinolaringologico. Descrevem-se alguns passos
historicos relevantes e enumeram-se os fundamentos
teoricos desta técnica. Destaca-se o aumento significati-
vo da quantidade de oxigénio dissolvido no plasma que
assim se obtém.

As principais indica¢des surgem no tratamento das
complicagdes da radioterapia: Osteoradionecrose da
mandibula ¢ do maxilar superior, a Osteocondrora-
dionecrose laringea e a Condroradionecrose traqueal.
Nas dificuldades pds-operatdrias na vascularizagdo de
retalhos e enxertos, também se obtém bons resultados.
No tratamento da surdez neurossensorial subita existe
uma longa experiéncia com resultados positivos mesmo
apos faléncia de outros métodos terapéuticos.
Enunciam-se as principais contra-indica¢des ao trata-
mento por oxigenoterapia hiperbarica.

Palavras chave: Oxigénio hiperbarico, Camara,
Indicagoes, Contra-indicacdes.

Abstract

Hyperbaric oxygen therapy is a form of treatment for
various pathologies that has come to be used ever more
frequently. Given the fact that the level of knowledge in
this area has grown rapidly, this paper has the objective
of summarizing its present indications in otorhinolaryn-
gology. We discuss some relevant historic steps and
name the theoretical fundamentals of this technique.
Highlighting the significant increase of dissolved oxy-
gen in plasma that is obtained.

The principal indications are revealed in the treat-
ment of radiotherapy complications: Osteoradio-
necrosis of the mandible and of the maxilla, laryn-
geal Osteocondroradionecrosis and traqueal
Condroradionecrosis. Good results are also accom-
plished in post--operatory difficulties with vascula-
rization of surgical patches and grafts. In the trea-
tment of sudden sensorineural deafness there is a
long experience with positive results, even after the
use of other non-effective therapeutic methods. The

main contraindications for hyperbaric oxygen thera-
py are discussed.

Key-words: Oxygen, Hyperbaric, Chamber,
Indications, Contraindications.

Introducao
Perspectiva histérica

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) tem aplicagcdes em
diversas patologias e a sua utilizacdo tem vindo a
crescer nos paises ocidentais nas ultimas décadas. A
historia subjacente a este método de tratamento ¢é rica
em avangos e retrocessos relacionados ora com entusi-
asmos pelos bons resultados, ora pela falta de bases
cientificas solidas.

Durante o século XVI, Leonardo da Vinci desenhou
diversos vasos para mergulho mas nunca chegou a
aplicar a sua inven¢do. Em 1620 o inventor holandés
Cornelius Drebbel construiu o primeiro sino de mergu-
lho, que podia ser pressurizado a 1 atmosfera, mas nao
tinha oxigénio suplementar. Em 1691, Edmund Halley
(padrinho do cometa) desenvolveu um sistema de
abastecimento de ar para os sinos de mergulho.A
primeira aplicagdo clinica da cdmara hiperbarica foi re-
alizada em 1662, por Henshaw, para o tratamento de pa-
tologia pulmonar, numa camara a que chamou
Domicilium'. Durante o século XIX verificou-se um
grande desenvolvimento do hiperbarismo em Franga,
com os trabalhos de Junod® (1834), Pravaz e Tabarie**
(1837) com a maior cAmara hiperbarica da época e com
Fontaine® (1877) que construiu a primeira camara hiper-
barica movel. Para além do uso terapéutico, as camaras
hiperbaricas tiveram também uma utilizacdo semelhante
aos “spa” da actualidade e eram frequentadas pela alta
sociedade europeia, por exemplo em Estocolmo,
Londres, Copenhaga, Moscovo, Viena, Odessa,
Munique, etc. A primeira cdmara hiperbarica instalada
na América do Norte foi em Oshawa — Canada®. Em
1927 foi construida em Cleveland a maior camara hiper-
barica de sempre (“Steel Ball Hospital””) com 6 andares
e 72 quartos. Ao fim de 10 anos foi desmantelada por
falta de bases cientificas, por ordem da American
Medical Association. Neste combate ao charlatanismo
associado ao hiperbarismo, teve grande importancia
Paul-Bert que em 1878 sistematizou as bases tedricas
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Fig. 1 Simbolo do Hospital da Marinha.

fisicas e fisiologicas do hiperbarismo’, estudou os
efeitos toxicos do oxigénio nas altas pressdes sobre o
sistema nervoso e recomendou a aplicacdo de oxigénio
normobarico no tratamento da doenc¢a de descom-
pressdo. Na avaliagcdo dos efeitos toxicos do oxigénio
destacaram-se também Lorraine ¢ Smith® que em 1899
demonstraram a toxicidade pulmonar com a inalagdo de
oxigénio a baixa pressdo, por longos periodos.

A pressurizagdo com oxigénio fez-se pela primeira
vez em 1937 por Behnke e Shaw’ para o tratamento do
sindrome de descompressao depois de Haldane' ter pre-
conizado a sua aplicacdo nas intoxicagcdes por mondxi-
do de carbono em 1895.

Em Portugal, a primeira cadmara hiperbarica foi ins-
talada em 1953, na Escola de Mergulhadores da
Marinha e funcionava a ar. S6 em 1968 se iniciou a
OHB e s6 em 1989 foi instalada uma camara no
Hospital da Marinha com maior capacidade de realiza-
¢a0 de tratamentos."

Apesar de corresponder a cerca de 21% do ar que
respiramos, o oxigénio (O3) s6 foi descoberto em traba-
lhos separados pelo farmacéutico sueco Karl W.
Scheele, em 1772, e pelo quimico amador inglés Joseph
Priestley'” em 1774, através do aquecimento intenso de
oxido de mercurio. A primeira aplicacdo clinica do oxi-
génio remonta a 1783, por Caillens, num caso de tuber-
culose. Durante o século XIX e inicio do século XX
foram descobertas multiplas aplicagdes clinicas do oxi-
génio bem como as manifestagdes da sua toxicidade, ja
referidas.

A utilizagdo do oxigénio em condigdes de alta
pressdo, permite que este chegue as células em maior
quantidade evitando, desse modo, a sua apoptose e pro-
movendo a reabilitagdo dos tecidos.

Na actualidade existem camaras hiperbaricas para
fins terapéuticos com capacidade de tratamento simulta-

Fig. 2 Camara hiperbarica para animais de pequeno porte.

neo de varios doentes (como aquela instalada no Centro
de Medicina Hiperbarica do Hospital da Marinha) ou
monolugar (que sdo embarcadas em navios com mis-
soes associadas ao mergulho).

A fundamentacdo cientifica para a utilizagdo clinica
da oxigenoterapia hiperbarica no século XXI ja ndo
pode assentar em simples verificagdes de efeitos benéfi-
cos mas carece de fortes bases de documentagdo cienti-
fica dos seus beneficios e eventuais riscos e eventos ad-
versos. A investigagdo clinica sistematica, o registo de
dados, a tentativa de aplicacdo noutras patologias ¢ a
sedimentagdo dos protocolos aplicados, sdo fundamen-
tais em Medicina. Mas ao queremos evoluir e credibi-
lizar este tratamento, ¢ fundamental sujeitar a oxi-
genoterapia hiperbarica ao mesmo rigor que aplicamos
a qualquer interven¢do médica, muito particularmente
no que diz respeito aos medicamentos, uma vez que o
oxigénio se encontra classificado como tal. Para o de-
senvolvimento de um medicamento, de uma técnica ou
de um procedimento cirurgico, comega-se pela investi-
gacdo animal. Esse passo tem sido dado de forma gra-
dual também com a colaboragdo do Servigo de
Otorrinolaringologia (ORL) do Hospital da Marinha
(Fig. 1). Para o efeito foi construida uma camara hiper-
barica para investigagdo, que pode ser pressurizada com
ar ou com oxigénio, com capacidade para animais de
pequeno porte. (Fig. 2)

Fundamentos da OHB

Se ao nivel do mar respirarmos ar com cerca de 21%
de O entdo 100 ml de sangue transportam 19 ml de O»
associado a Hemoglobina (Hb) ¢ 0,32 ml dissolvidos no
plasma.

Se em vez de ar, respirarmos O3 a 100% os mes-
mos 100 ml de sangue transportam 20 ml de O, asso-
ciado a Hb e 2,09 ml dissolvidos no plasma. Quando
se aumenta a pressdo atmosférica para as 2,5
Atmosferas, ao respirarmos O3 a 100%, 100 ml de
sangue transportam 20 ml de O; associado a Hb e
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Fig. 3 Centro de Medicina Hiperbarica do Hospital da
Marinha.

5,62 ml dissolvidos no plasma." Deste modo, o O»
dissolvido no plasma corresponde as necessidades dos
tecidos sem a contribui¢do do O, associado a Hb. A
elevagcdo da pressdo atmosférica para as 2, 5
Atmosferas tem que ser feita com toda a seguranga e
rigoroso critério de admissdo em cdmaras hiperbaric-
as. Em conclusdo, nestas condi¢des o oxigénio dis-
solvido no plasma passa de 0,32 para 5,62 ml, poden-
do ser imediatamente consumido pelos tecidos.

Contra-indicacoes da OHB

As contra-indicacdes estabelecidas para o tratamento
com OHB variam conforme os centros. No entanto,
existe um certo consenso para a maioria das contra-indi-
cacdes, com a necessaria ponderagdo caso a caso, con-
forme o diagnostico do doente. A determinacao destas
contra-indicagdes, atende ao risco das complicagdes da
toxicidade do oxigénio, particularmente na patologia
convulsiva.

Existem apenas duas contra-indicagdes absolutas
para o tratamento com OHB que s@o a claustrofobia e o
pneumotdrax nao tratado®. Consideram-se como contra-
indicagdes absolutas adicionais o tratamento com
doxorrubicina, cisplatina, disulfiram e com Acetato de
Mafenida.

As contra-indicagdes relativas sdo:

- Infeccao do tracto respiratorio superior e ouvido
- Febre alta

- Patologia convulsiva

- Enfisema com retengdo de CO;

- Antecedentes pessoais de patologia oncologica

- Antecedentes pessoais de cirurgia toracica

- Gravidez

- Esferocitose congénita

- Anemia falciforme

Sdo contra-indicagdes adicionais:

- Hipertensao arterial

- Asma aguda

- Diabetes descompensada

- Criancas com retinopatia da prematuridade, displasia
bronco-pulmonar ou patologia cardiaca congénita.

Fig. 4 Diferentes formas de administragdo do oxigénio.

Objectivo

Pretende-se descrever a oxigenoterapia hiperbarica co-
mo um método de tratamento com aplicagdes clinicas
crescentes, também no foro otorrinolaringologico, enun-
ciando essas indicagdes ¢ resumindo alguns resultados
do Centro de Medicina Hiperbarica do Hospital da
Marinha — Lisboa, no tratamento da surdez neurossen-
sorial subita.

Material e Métodos

Revisdo bibliografica das aplicacdes da OHB em pa-
tologia do foro ORL em diversos centros. Consulta dos
processos clinicos de doentes com patologia otorrino-
laringologica, tratados no Centro de Medicina
Hiperbarica do Hospital da Marinha — Lisboa, entre
2005 e 2007.

Aplicacoes da OHB em ORL

O European Commitee for Hyperbaric Medicine siste-
matiza as indicagdes da OHB em trés tipos, conforme
consensos estabelecidos segundo a medicina baseada na
evidéncia:

Tipo 1 - Corresponde as situacdes em que o
prognostico vital é positivamente influenciado.

Tipo 2 - Aplica-se a situagdes em que a transferéncia
para um Centro Hiperbarico ¢ recomendavel mas ndo vital.

Tipo 3 - A transferéncia para um Centro Hiperbarico
¢ facultativa e encarada como medida de suporte a ter-
apéutica principal.

A capacidade nacional para tratamentos hiperbaricos
distribui-se por Lisboa (Hospital da Marinha — 26 lu-
gares) (Fig. 3), Matosinhos (Hospital de Pedro Hispano
— 16 lugares e Agores (Hospital da Horta — 4 lugares).
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TABELA 1: Distribui¢do de consultas e tratamentos por
surdez subita entre 2005 e 2007

TABELA 2: Indicagoes ORL para tratamentos por OHB
entre 2005 e 2007

2005 2006 2007 2005 2006 2007

Surdez Neurossensorial Subita 131 144 127
Consultados Tratados Consultados Tratados Consultados Tratados Acufenos 0 9 0
Osteoradionecrose da Mandibula 1 2 1
146 131 167 144 156 127 Otite Externa Maligna 2 1 1

Para além destas camaras instadas em unidades de
satde, existem ainda mais trés cdmaras (2 monolugar e
uma com capacidade para quatro doentes) que a
Marinha usa no apoio as actividades de mergulho e as
das instituigdes privadas.

A administra¢do do oxigénio pode ser feita por mas-
cara nasal, por canula de traqueotomia, por tubo oro ou
nasotraqueal ou ainda através de uma tenda cefalica, por
exemplo em doentes com patologia da face. (Fig. 4)

Quanto as aplicagdes actuais da OHB no foro ORL
sao multiplas e com resultados satisfatorios e promis-
sores:

Sendo a radioterapia uma terapéutica oncologica que
assenta na desnaturagdo proteica, isquémia ¢ morte
celular, entendemos a lesdo das estruturas anexas aos tu-
mores como um evento adverso da mesma. Entre os
tecidos mais lesados estdo aqueles que tém uma vascu-
larizagdo mais deficitaria como o osso ¢ a cartilagem.
Clinicamente t€ém importancia os focos de necrose com
sobreinfec¢do em que predominam os anaerébios, a ins-
talacdo insidiosa e a evolucdo prolongada. Deste modo,
na area anatomica da cabeca e pescoco as principais
complicacdes da radioterapia que podem beneficiar da
OHB sao a -Osteoradionecrose da mandibula e do maxi-
lar superior, a Osteocondroradionecrose laringea e a
Condroradionecrose traqueal. Pretende-se pois que a ci-
catrizagdo seja promovida e acelerada em tecidos que de
outra forma ndo teriam viabilidade.''>'¢"7

Aquando das dificuldades de vascularizagdo de re-
talhos e de enxertos cutaneos, a OHB pode ser uma pre-
ciosa ajuda, uma vez que promove a sobrevivéncia de
células em sofrimento'"” e compensa a vascularizagao
deficitaria dos territorios isquémicos. A experiéncia €
particularmente grande na area da cabega e pescoco
quer num contexto de patologia tumoral quer em patolo-
gia traumadtica, como por exemplo nas mordidelas de
cdes. Nestas situagdes tem também importancia o efeito
antiinflamatorio da OHB no alivio das queixas dos
doentes e na promoc¢do da vascularizagao.

A surdez neurossensorial subita (SNS), descrita ini-
cialmente por De Kleyn em 1944*, ¢ uma entidade clinica
que uma vez identificada, carece da identificacdo de uma
etiologia. Na maioria dos casos ndo ¢ possivel o estabele-
cimento de um diagnostico preciso. Consideram-se como
hipoteses fisiopatoldgicas possiveis a infecg¢@o viral, as
afeccdes auto-imunes ou fendémenos vasculares oclusivos.
Instala-se habitualmente em 12 horas a 3 dias, sendo fre-
quentemente notada ao acordar.

Nos Estados Unidos da América a incidéncia anual
varia entre os 5 ¢ os 20 casos por 100.000 habitantes. A
extrapolag@o destes dados para Portugal, sugere uma in-
cidéncia aproximada de 500 a 2000 casos por ano

Alguns factores sdo apontados como tendo influéncia
no prognodstico, como por exemplo a idade, o limiar audi-
tivo inicial aos 8000 Hz, a perda audiométrica inicial, o
audiograma “descendente”, o tempo entre a instalagdo dos
sintomas e o inicio do tratamento, a velocidade de sedi-
mentacdo e a vertigem acompanhante. Varios trabalhos
tém sugerido a vantagem da utilizagdo da OHB nesta enti-
dade, mesmo com a exclusdo da percentagem de casos de
eventual melhoria espontanea.*'***

Resultados

Da experiéncia do Centro de Medicina Hiperbarica do
Hospital da Marinha, verificamos que a maioria dos
doentes com surdez neurossensorial sibita sem causa
identificada, chega em média oito dias apo6s o inicio dos
sintomas, sendo que 75% chega nos dez primeiros dias.
Destes doentes, cerca de 10 a 18% nao retine as condigdes
necessarias, pelo que ndo sdo admitidos para tratamento.
(Tabela 1) O nimero minimo de sessdes ¢ de 10 e o maxi-
mo, de 30, com um nimero médio 15 sessdes. A infor-
macgdo da melhoria dos sintomas ocorre perto da 10?
sessdo, tendo-se verificado que nos melhores casos ocorre
a 3% sessdo e nos mais complicados prolonga-se até a 20°.
As analises de resultados que sdo regularmente efectua-
das, indicam-nos uma taxa de sucesso de cerca de 73%.
Nestes resultados incluem-se 32% de cura absoluta.”

A surdez neurossensorial subita é a indicagdo mais
frequente de entre as patologias otorrinolaringologicas,
para tratamentos de OHB no Centro de Medicina
Hiperbarica do Hospital da Marinha. (Tabela 2)
Também o €, do ponto de vista absoluto, ultrapassando
indicagdes como a cistite radica ou o pé diabético. O
tratamento dos acufenos inseriu-se num protocolo ex-
perimental, no ano de 2006.

Discussao

Qualquer andlise de resultados de sucessos terapéuticos
na surdez neurossensorial subita, esbarra na multiplici-
dade de dados publicados de recuperacdes espontaneas,
que variam aproximadamente entre os 30 e 60%.
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Sabe-se, no entanto, que ao fim de 7 dias do inicio
dos sintomas, ¢ possivel saber se essa recuperacido
espontdnea vai ocorrer®. Na série aqui apresentada, o
tempo médio ao fim do qual os doentes iniciaram a
OHB foi de 8 dias, portanto fora do periodo no qual
poderiam ter notado a recuperagio espontanea. E claro
que a duvida sobre estes resultados deve manter-se,
exigindo-nos maior cuidado na seleccdo dos doentes e
no tratamento dos dados.

Em otologia, ainda sem fundamentacdo superior a
um nivel C de evidéncia, tem sido advogada a OHB no
tratamento dos acufenos, do sonotraumatismo agudo e
da Doenga de Meniére.

O interesse crescente por esta forma de tratamento, a
redugdo dos custos e o0 aumento do conhecimento cienti-
fico sobre os seus fundamentos e modo de ac¢ao fazem
prever um alargamento de indicagdes e um cada vez
maior recurso a esta arma terapéutica. Sabendo que o
Oxigénio ¢ um farmaco e ¢ usado como tal, temos, por
isso, que estar vigilantes para os eventos adversos que
lhe estdo associados e para outros que possamos Vir a
observar. Deve ser mantido um extremo rigor na se-
lecg@o de casos elegiveis para o tratamento com OHB.

Conclusao

A oxigenoterapia hiperbarica ¢ um método de tratamen-
to validado ha longa data, que tem sido desenvolvido e
ajustado aos novos conhecimentos cientificos e que se
posiciona como de primeira linha em varias patologias.
No foro otorrinolaringoldgico ¢ um tratamento comple-
mentar e suplementar porque nao hd, por enquanto, in-
dicacdes de tipo 1. Atendendo ao acordo para receber
doentes do Servigo Nacional de Saude, o Centro de
Medicina Hiperbarica do Hospital da Marinha esté aber-
to a sociedade civil, correspondendo esta a 98% da sua
actividade.
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SUMMARY Objective: We aimed to identify potential morphologic changes induced in the nasal mucosa by
hyperbaric oxygen (HBO) treatment.

Study Design: Biopsies were obtained from two groups of 9 individuals: the first group had a
diagnosis of tinnitus and was submitted to 15 sessions of 100 min-long HBO treatments, and
the latter group consisted of healthy volunteers not submitted to HBO therapy.

Methods: Small biopsies of the anterior portion of the lower nasal turbinate were collected with
the help of a Hartmann forceps under direct visual inspection. The samples were processed for
light microscopy and morphometric analysis. Inflammatory infiltration (neutrophils and lym-
phocytes) was evaluated by a semiquantitative method. Unpaired t test and Bernoulli distribu-
tion were applied to evaluate statistical differences between data from the two groups of sam-
ples.

Results: Samples of the turbinate mucosa of the HBO-treated group showed a significant
increase in the thickness of the epithelial basement membrane and a moderate enhancement in
infiltrating neutrophils when compared with the samples from the control group.

Conclusions: Chronic HBO treatment causes only minor changes in the architecture of the
nasal mucosa that may represent the response of the respiratory tract to the increase in pres-
sure and in oxygen content induced by this type of therapy.

Key words: hyperbaric therapy, oxygen, nasal mucosa, basement membrane, neutrophils

INTRODUCTION

Hyperbaric oxygen therapy (HBO) consists of the delivery of
100% oxygen to patients at pressures that are 2-3 times higher
than sea level atmospheric pressure D The patients are kept
inside a hyperbaric chamber and the increased pressure aims at
enhancing the amount of oxygen dissolved in the plasma of
the patients. The therapeutic action of HBO is related to the
direct physical effects of oxygen on blood and tissues and also
with a number of secondary physiological and biochemical
benefits *¥. The Undersea and Hyperbaric Medical Society
has approved the use of HBO in the treatment of the following
situations: air or gas emboli, carbon monoxide poisoning, gas
gangrene, acute traumatic ischemia, decompression sickness,
prolonged failure of wound healing, exceptional blood loss,
intracranial abscess, necrotizing soft tissue infections,
osteomyelitis, osteoradionecrosis, compromised skin grafts or

*Received for publication: January 27, 2008; accepted: June 3, 2008

flaps and thermal burns 19 Other pathologies have also been
successfully treated with HBO, like sudden hearing loss ariy

It has been reported that the HBO treatment alters nasal
t (1), probably due to the high oxygenation
of blood plasma and enhancement the metabolism of ciliated

mucociliary transpor

cells and to a decrease in substance P, seen in cluster headache
patients 0 I spite of this evidence, there are no papers on
putative morphological changes of the nasal mucosa associated
with HBO treatment. The current study aimed to evaluate the
microanatomy of the mucosa of the lower nasal turbinate in
patients submitted to HBO treatment.

MATERIALS AND METHODS
Hyperbaric Oxygen (HBO)
The HBO treatment took place in a multiplace Hyperbaric
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Chamber (Haux - Starmed 2000) in the presence of a nurse.
All HBO-treated patients concluded 15 sessions of HBO thera-
py at 2.5 ATA (1 atmosphere absolute - ATA) for 75 minutes
per session. They made one session ecach day, at the same
hour, for 15 days. The total length of patient’s stay in the
chamber for each session was 100 minutes because of the time
needed for compression (10 minutes) and decompressing (15
minutes). The pressure was obtained by compressed air and
the patients breathed 100 % humidified oxygen through tightly
fitted (nose and mouth) masks, expiring through valves con-
nected to the space outside the chamber.

Patients

Two groups of 9 individuals were chosen for this study. The
first group of patients was submitted to chronic (15 sessions)
HBO treatment because of the diagnosis of tinnitus. They were
all male patients, with age ranging 28-68 years, with a mean of
50.89 £ 11.78 years. The second group of 9 men (controls)
comprised patients that were scheduled for ear surgery. They
were not submitted to HBO treatment and presented with an
age range of 25-47 years with a mean of 36.89 + 8.95. This
research project had obtained previous authorization from the
Ethics Committee that oversees clinical investigation at the
Portuguese Navy Hospital (Lisbon) where nasal biopsies were
collected. Exclusion criteria to eliminate patients from the
study were the following: all criteria that exclude patients from
HBO therapy, upper airways anatomical abnormalities, history
of asthma, rhinitis, upper airway infection (shorter than 6
weeks), previous trauma or nasal surgery, drug addiction, ciga-
rette smoking or professional exposure to air pollutants.

Nasal Biopsies and Light Microscopy

Samples of the head of lower turbinate were obtained with a
Hartmann forceps (Karl Storz® 634822) under direct visual
inspection, without local anesthesia. Local haemorrhage
occured in every case; in 3 patients, compression of the wound
was not enough and the haemorrhage had to be controlled
with cautherization using silver nitrate. With regards to HBO-
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Table 1. Quantitative comparison of epithelial and basement membrane
thickness between samples of the lower nasal turbinate of HBO-treated
and control patients.

Thickness in micra of the epithelium and basement membrane.

Control group HBO exposed group  p-value

71.5£27.7 65+11.2 0.16
89+27 121+41 <0.05

Epithelium
Basement membrane

treated patients, the biopsies were harvested immediately after
the last HBO session. The samples were fixed in buffered 10%
formaldehyde, decalcified with 10% nitric acid, dehydrated
with increasing concentrations of ethanol, and then embedded
in paraffin. Serial 3pmicron-thick sections were obtained from
each tissue block; paraffin sections were stained with hema-
toxylin-eosin (H&E), periodic acid-Schiff (PAS) stain and
VerhoefT stain 9. The epithelium and basement membrane
thickness were evaluated using a calibrated eyepiece at original
magnification x400. Standard morphometric methods were
used to obtain light microscopy measurements D n each
H&E slide, three points where the epithelium was perpendicu-
larly cut were measured for epithelial and basement membrane
thickness, in order to minimize tangential section artifacts. The
mean values of each variable were used for all specimens.

The epithelium and the chorion were assessed for the presence
of inflammatory cell infiltrate (lymphocytes and polymor-
phonuclear [PMN] leukocytes), and the presence of submucos-
al seromucinous glands was recorded. The inflammatory cell
infiltrate (lymphocytic and PMN) was classified as mild
(+ : scattered inflammatory cells in the epithelium or chorion,
with less than 5 leukocytes / high power field [HPF] 400x),
moderate (++ : inflammatory cell infiltrate in the epithelium
or chorion, with 5-20 cells/ HPF) or intense (+++ : dense
inflammatory cell infiltrate in the epithelium or chorion, with
21 or more cells / HPF). These three categories were used in
order to simplify the statistical analysis and because in other
organs where inflammatory infiltration and its consequences

are best studied, such grouping is also employed s,

Figure 1. Light microscopy micrograph of paraffin section of human lower nasal turbinate mucosa showing the basement membrane (arrow) in the
control group (A) and increased in a sample from HBO-treated group (B). H&E staining, x400.
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Table 2. Semiquantitative scoring of inflammatory infiltrates by neutrophilic leukocytes of the epithelium and chorion of the lower nasal turbinate in
HBO-treated and in control patients.

Epithelial and chorion polymorphonuclear infiltration
Epithelial inflitration
HBO exposed group

Chorion infiltration
HBO exposed group

Control group Control group

Control 1 0 Patient 1 0 Control 1 0 Patient 1 0
Control 2 0 Patient 2 + Control 2 0 Patient 2 ++
Control 3 0 Patient 3 0 Control 3 0 Patient 3 +
Control 4 0 Patient 4 + Control 4 0 Patient 4 +
Control 5 0 Patient 5 0 Control 5 0 Patient 5 +
Control 6 0 Patient 6 + Control 6 0 Patient 6 +
Control 7 0 Patient 7 ++ Control 7 0 Patient 7 +++
Control 8 0 Patient 8 0 Control 8 0 Patient 8 +
Control 9 0 Patient 9 0 Control 9 0 Patient 9 +

Statistical analysis

Statistical comparison between data from the two groups of
samples (HBO-treated and control individuals) was performed
using the Microsoft Excel® program. Histological and morpho-
metric differences between control and HBO treated patients
were tested with the unpaired t test. Measurements were
expressed as mean = SD. A p-value of < 0.05 was considered
to indicate a significant statistical difference between the two
groups. The Bernoulli distribution was used to evaluate the
statistical significance of the presence of inflammation.

RESULTS

Comprehensive screening by light microscopy of nasal biopsy
samples of HBO-treated and control individuals showed no
dramatic changes in the architecture of the epithelium and
mucosa of the lower turbinate. In the majority of the samples
(70%), a squamous metaplastic epithelium was observed, as is
expected from the anterior portion of the lower turbinate in a
human adult population. There were no age-related differ-
ences in the control and HBO-treated individuals.

We also found that the HBO treatment did not increase the

lower nasal turbinate mucosa showing neutrophils infiltrating the

epithelium in a sample from the HBO-treated group of patients. H&E
staining, x400.

frequency of squamous metaplastic epithelium in the nasal
turbinate.

Two major differences were found between samples from
HBO-treated and controls individuals: (i) the thickness of the
epithelial basement membrane was increased in HBO-treated
patients (Figure 1); and (ii) the epithelium and chorion of sam-
ples from HBO-treated patients, but not from controls, showed
leukocyte infiltrates (Figure 2). Numerical data on the thick-
ness of the turbinate epithelial basement membrane is present-
ed in Table 1; the difference between the two groups was sta-
tistically significant (p < 0.05).

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) were the dominant
leukocytes that were observed in the inflammatory infiltrates
found in the epithelium and chorion of the lower nasal
turbinate of HBO-treated patients (Figure 3). In contrast,
inflammatory infiltrates were rare or absent in control samples.
We have applied a semiquantitative scale (0 to +++) to com-
pare the two groups of samples with regards to PMN or lym-
phocyte infiltration. Comparison of these data revealed a statis-
tically significant difference (p < 0.05) in PMN infiltration of

:'. r,: L
2 - e 5=

Figure 3. Light microscopy micrograph of paraffin section of human

lower nasal turbinate mucosa showing infiltration by inflammatory
cells (neutrophilic leukocytes) of the chorion of a patient from the
HBO-treated group of patients. H&E staining, x400.
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both epithelium and chorion between samples from HBO-
treated and control individuals (Table 2). Regarding lympho-
cytes, comparison of the numerical data failed to reveal a sig-
nificant difference (p = 0.27) between the two groups of sam-
ples, although qualitative analysis of paraffin sections had sug-
gested that, at least in the chorion, a moderate lymphocyte
infiltration was present in the HBO-treated patients and absent
in controls.

DISCUSSION

The current investigation documents that chronic HBO thera-
py is associated with moderate inflammation of the nasal
mucosa, expressed by its mild infiltration by neutrophilic
leukocytes, and with enhanced thickness of the epithelial base-
ment membrane. Our patients were submitted to fifteen treat-
ments of HBO that was used at 100% O, and 2.5 ATA. This
type of treatment consisted in submitting the patients to daily
periods of 75 minutes of high pressure and high concentration
of O,. A limitation of the design of our study is the lack of
nasal biopsies before the HBO treatment was started, as well
some time after its conclusion. Data from these additional
biopsies would ascertain whether the herein described changes
are permanent or reversible. However, we were not allowed by
the Ethics Committee of our hospital to perform these two
additional biopsies in the patients.

To understand the HBO-associated changes of the nasal
mucosa, it is pertinent to recall the effects on the respiratory
tract of the two major factors involved by HBO therapy: physi-
cal stimulation of the mucosa by enhanced atmospheric pres-
sure and chemical stimulation of the tissues by 100% O,.
Increase in atmospheric pressure is known to cause decrease in
mucociliary transport time, namely under air oscillations of
16 Hz and pressure differences of 200 mmHg ) Ventilatory
support with continuous positive airway pressure (nCPAP) is a
common clinical situation that involves changes in the atmos-
pheric pressure reaching the nose. Three months after nCPAP
therapy, the architecture of the nasal mucosa appears to be
restored ® and after 6 months, the mucociliary clearance is
normal V.

Enhancement in oxygen concentration is known to affect the
whole lining of the respiratory tract, from the nose down to the
alveoli. Most of these changes are related to a pro-inflammato-
ry effect of O, on the mucosa. At normobaric conditions, O,
applied to one nostril enhances nasal mucociliary transporta-
tion, and also increases the number of PMN and cylindric cells
and of IL-6, IL-8 and ICAM-1 expression ®. In vitro experi-
ments have shown that increasing O, content will accelerate
the nasal ciliary beat frequency. At high O, concentrations this
effect is reversed, possibly due to oxygen toxicity @9 Animals
exposed to hyperoxia develop nasal epithelium cell replication,
hypertrophy of non-ciliated cuboidal cells, and increased activi-
ty of glucose-6-phosphate dehydrogenase and of glutathione

Vera-Cruz et al.

peroxidase @ Hyperoxia is also known to induce lesions in
lung endothelial cells and in type I pneumocytes (24); addition-
ally, DNA damage is also seen in type II pneumocytes @ and
increase in Fas/FasL gene expression promoting apoptosis of
these cells “. Oxygen in the form of ozone (03) has also been
studied because of the current importance of respiratory
lesions due to air pollution. Major abnormalities caused by
ozone are related with inflammatory effects (27), DNA damage
(28), release of neuropeptides (29), cell death ®” and mucinous

metaplasia GL3D),

Taking into account the above described actions of increased
atmospheric pressure and of enhanced concentration of O, on
the nasal mucosa, it is plausible to consider that the inflamma-
tory and basal membrane changes that we have found in
patients submitted to chronic HBO therapy are more likely
derived from the action of O, on the nasal mucosa, rather than
from the increased atmospheric pressure. Since nasal mucosa
shares many common responses with the lower airway of the
respiratory tract (22), it is pertinent to consider whether similar
changes occur along the respiratory tract and in the lung tissue
after chronic HBO therapy.

CONCLUSION

Treatment of patients with hyperbaric oxygen in repeated 15
sessions of 100 minutes causes minor, but nevertheless signifi-
cant, changes of the nasal turbinate mucosa, namely granulo-
cyte infiltration and increased thickness of basal membrane.
Whether these changes of the nasal mucosa extend to the
whole respiratory tract is a question that deserves further
investigation.
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SUMMARY

Hyperbaric oxygen (HBO) therapy is becoming increasingly popular in the treatment of several
pathologies, namely in vascular diseases. It is generally considered to be innocuous, with few
restrictions. Thus, patients subjected to HBO therapy breath saturated oxygen at an elevated
pressure. Since the respiratory mucosa comes into contact with this altered inhaled air, we decided
to use light and electron microscopy to investigate whether chronic HBO therapy causes significant
changes in the nasal mucosa. For this, we obtained biopsies of the anterior portion of the lower
nasal turbinate from two groups of 9 individuals under direct visual inspection. The first group had
a diagnosis of tinnitus and was subjected to 15 sessions of 100 min-long HBO treatments, and the
latter group comprised healthy volunteers not subjected to HBO therapy. The samples were
processed for light and electron microscopy. We found that the turbinate mucosa of the HBO-
treated group showed a moderate infiltration by leukocytes and an increase in the thickness of the
epithelial basement membrane. By transmission electron microscopy (TEM), we observed that only
a minority of the nasal epithelial cells presented alterations due to the HBO treatment; these
alterations were focal and restricted to cilia. We conclude that chronic HBO treatment induces only
minor alterations in the nasal mucosa and that these are likely to be reversible when the treatment

is discontinued.

Key words: Hyperbaric Therapy; Oxygen; Nasal Mucosa; Basement Membrane; Neutrophils;
Cilia
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INTRODUCTION

The spectrum of Hyperbaric oxygen (HBO) therapy in internal medicine has expanded during
the last decade. HBO is performed inside a hyperbaric chamber and consists of the delivery of
100% oxygen to patients at pressures that are 2-3 times higher than at sea level (Narozny et al.,
2002). The aim of the increased pressure is to enhance the amount of oxygen dissolved in the
plasma of the patients. The therapeutic actions of HBO are related not only to the direct physical
effects of oxygen on blood and tissues but also to vasoconstriction, angiogenesis, fibroblast
proliferation, leukocyte oxidative killing, toxin inhibition and antibiotic synergy (Sahni et al., 2004;
Neumeister et al., 2004). Currently, the indications for HBO are consensual and are determined by
medical societies. The Undersea and Hyperbaric Medical Society has approved the use of HBO in
the treatment of a number of pathologies, namely in air or gas emboli, carbon monoxide poisoning,
gas gangrene, acute traumatic ischemia, decompression sickness, prolonged failure of wound
healing, exceptional blood loss, intracranial abcesses, necrotizing soft tissue infections,
osteomyelitis, osteoradionecrosis, compromised skin grafts or flaps, and heat burns (Wattel and
Mathieu, 2006). Other pathologies have also been successfully treated with HBO, such as sudden
hearing loss (Dundar et al., 2007).

Owing to the increased therapeutic uses of HBO in human medicine, we were prompted to
investigate whether this type of treatment causes any alterations in the respiratory mucosa since this
mucosa is in direct contact with the altered air breathed by patients subjected to HBO. To
accomplish this, here we compared the morphology of the nasal epithelium and chorion of HBO-

treated and control individuals.

MATERIALS AND METHODS

In the present study, two groups of 9 individuals were formed. The first group of patients was
subjected to chronic (15 sessions) HBO treatment for a diagnosis of tinnitus. They were all men,
with an age range of 28-68 years, with a mean of 50.89+11.78 years. HBO treatment took place in
a multiplace Hyperbaric Chamber (Haux® — Starmed 2200) in the presence of a nurse. All HBO-
treated patients concluded 15 sessions of HBO therapy at 2.5 ATA (1 atmosphere absolute — ATA)
at 75 minutes per session. They attended one session per day, at the same hour, for 15 days. The
total length of time that the patients remained in the chamber for each session was 100 minutes
owing to the time needed for compression (10 minutes) and decompression (15 minutes). The
pressure was sustained by compressed air, and the patients breathed 100 % humidified oxygen

through tightly fitting (nose and mouth) masks, expiring to the space outside the chamber. The
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second group of 9 men (controls) comprised patients scheduled for ear surgery. They were not

subjected to HBO treatment and had an age range of 25-47 years with a mean of 36.89+8.95.

The exclusion criteria to eliminate patients from the study were as follows: all criteria that
exclude patients from HBO therapy, anatomical abnormalities of the upper airways, a history of
asthma, rhinitis, upper airway infection (less than 6 weeks), previous trauma or nasal surgery, drug
addiction, a history of cigarette smoking or tobacco exposure, professional exposure to air

pollutants and having indoor pets.

Previous authorization was obtained from the Ethics Committee that oversees clinical
investigation at the Portuguese Navy Hospital (Lisbon) where the nasal biopsies were collected. All

subjects gave written informed consent.

Two samples of the head of the lower turbinate were obtained with a Hartmann forceps (Karl
Storz® 634822) under direct visual inspection, without local anesthesia. Local hemorrhage occured
in each case; in 3 patients, compression of the wound was insufficient and the hemorrhage had to
be controlled by using silver nitrate. In the case of the HBO-treated patients, the biopsies were

harvested immediately after the last HBO session.

One half of the sample was fixed in buffered 10% formaldehyde, decalcified with 10% nitric
acid, dehydrated with increasing concentrations of ethanol, and embedded in paraffin. Serial 3 pm-
thick sections were obtained from each tissue block; paraffin sections were stained with
hematoxylin-eosin (H&E), periodic acid-Schiff (PAS) stain and Verhoeff stain. The other half of
the sample from the inferior turbinate was fixed in an aldehyde mixture containing 4%
formaldehyde, 1.25% glutaraldehyde and 10 nmol/L CaCl, in 0.05 mol/L cacodylate buffer, pH 7.2
(Silva et al., 1987). Postfixation was performed in ferricyanide-reduced osmium tetroxide made up
in distilled water (Aguas, 1982). The specimens were dehydrated in ethanol, embedded in epon,
and thin-sectioned on a LKB (Sweden) ultramicrotome. The thin sections were stained with uranyl
acetate and lead citrate. Grids containing sections were examined and photographed under a Jeol

100C transmission electron microscope.

Histopathologic analysis of 3 um-thick hematoxylin-ecosin (H&E) stained sections included an
evaluation of epithelial shedding, necrotic cells number, basement membrane thickness, goblet cell
hyperplasia, squamous metaplasia, mononuclear and polymorphonuclear infiltration, wide

intercellular spaces and shortened or absent cilia.

H&E samples and transmission electron micrographs were examined blindly by two of the

authors. Series of electron micrographs were obtained from each sample from the two cohorts at
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magnifications of 2800x to 16000x. Ciliar areas were examined at a final magnification was

16000x.

Electron micrographs of the nasal epithelium were assessed for the following criteria: (i)
intracellular alterations, namely mitochondrial damage and changes in nuclei, endoplasmic
reticulum and Golgi apparatus, (ii) the presence of squamous metaplastic cells, (iii) alterations in

the distribution of ciliated and goblet cells and (iv) alterations in the ultrastructure of cilia.

RESULTS

The microscopic morphology of the nasal mucosa was studied in humans subjected to chronic
HBO therapy and in controls. Comprehensive light microscopy screening of mucosal biopsies of
the lower nasal turbinate revealed that the individuals that had been subjected to chronic HBO
therapy exhibited a moderate leukocyte infiltration of the chorion and epithelium, as well as an
enhancement of the thickness of the basement membrane (Fig. 1). These alterations were absent in

samples from the control group.

We also used transmission electron microscopy (TEM) to compare the fine structure of the
nasal epithelial cells from the biopsy samples from HBO-treated and control individuals. We found
no morphological differences between the two groups of samples as regards the ultrastructure of
the intracellular components, namely nuclei, mitochondia, endoplasmic reticulum and Golgi
apparatus, or of intercellular junctional complexes. In a minority of nasal epithelial cells (less than
10%) from samples from HBO-treated patients there were scattered changes in the morphology of
some cilia, and these alterations were not detected in control samples . The alterations of cilia
consisted in membrane swelling or fusion between the membrane of adjacent cilia, and changes in

microtubules (either a lack of central microtubules or additional microtubules) (Fig. 2).

DISCUSSION

HBO is an established therapy with significant advantages in the treatment of several
pathologies that are ameliorated when the availability of oxygen to body tissues is enhanced
(Wattel and Mathieu, 2006). However, it must be kept in mind that increasing the oxygen
concentration and air pressure may potentially harm the lining of the respiratory tract, from the
nose down to the alveoli (Capellier et al., 1997). Most of such potential changes are related to a
pro-inflammatory effect of O, on the mucosa (Fildissis et al., 2004). It was these putative harmful

effects of HBO therapy that prompted us to perform the investigation described here.
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We observed that chronic HBO therapy only caused minor inflammatory alterations of the
mucosa and a few isolated changes in the ultrastructure of epithelial cilia. The latter changes in the
ultrastructure of cilia due to HBO treatment are in keeping with data from previous studies. For
example, albino guinea pigs subjected to middle ear barotrauma showed a minor loss of cilia and
cell vacuolization (Sato et al., 1997). In the nasal cavity, HBO has been associated with increased
mucociliary transportation (Narozny et al., 2002). The fact that increased air pressure is able to
change the nasal mucosa has been demonstrated in patients treated with continuous positive airway
pressure (CPAP). After a 3-10 months CPAP-therapy all patients showed alterations in the shape of
epithelial cells and conglutination and clumping of the microvilli. Mucociliary clearance was
distinctly prolonged in all of these cases (Constantinidis et al., 2000). The effects of oxygen in the
nasal mucosa have been mostly established taking into account the effects of the ozone molecule. It
has been reported that excess oxygen may also cause DNA damage of the epithelial cells of the

nasal mucosa (Pacini et al., 2003).

In conclusion, the present investigation reinforces the current prevailing view that HBO is a

relatively safe method for the treatment of human patients, with negligible side effects.
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Figure 1. Respiratory epithelium with leukocyte infiltration (arrows) and increased basement

membrane thickness. (H&E staining, 400x)
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Figure 2. Transmission electron microscopy micrographs showing ciliar swelling (A, 5300x),

compound cilia (B, 13000x) and absent central microtubules (C, 8000x)
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ABSTRACT

Objective: We aimed at the identification of putative morphologic changes induced in the rat

nasal mucosa by acute or chronic hyperbaric oxygen (HBO) treatment.

Study Design: Nasal samples were obtained from three groups of 8 adult Wistar rats. The first
group was submitted to 30 sessions of 100 min-long HBO treatment, the second group to a single
485 min-long HBO session, and the third group was made of rats not submitted to any HBO
therapy.

Methods: Samples of the lower nasal turbinates (concha nasalis ventralis) were collected after
sacrifice and head dissection of the animals. The samples were processed for light and electron
microscopy and for morphometric analysis. Inflammatory leukocyte infiltration was evaluated by a
semiquantitative method. Unpaired t test and Bernoulli distribution were applied to evaluate
statistical differences between data from the two groups of samples of HBO-treated rats and

untreated rats.

Results: Samples of the turbinate mucosa of the rats submitted to chronic HBO treatment
showed a significant increase in the thickness of the epithelium and a mild enhancement in the
number of infiltrating leukocytes when compared with data from samples from untreated rats or

from rats submitted to a single HBO treatment.

Conclusions: Chronic HBO treatment causes only minor changes in the architecture of the
nasal mucosa of the rat; they reflect a mild inflammatory response of the respiratory tract to the
increase in pressure and in oxygen content induced by HBO. No significant morphological changes

were observed after a single HBO treatment.
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INTRODUCTION

Hyperbaric oxygen therapy (HBO) is an elective procedure in the treatment of emergency
situations such as decompression illness or carbon monoxide poisoning'. In adition, HBO has been
approved by The Undersea and Hyperbaric Medical Society for the treatment of a number of
disorders such as gas gangrene, acute traumatic ischemia, prolonged failure of wound healing, air
or gas emboli, severe blood loss, intracranial abcess, necrotizing soft tissue infections,
osteomyelitis, osteoradionecrosis, skin grafts or flaps and thermal burns™®. Other pathologies have
also been successfully treated by HBO, like sudden hearing loss’'?. HBO consists in the delivery of
100% oxygen to patients at pressures that are 2-3 times higher than that of sea level atmospheric
pressure, thus enhancing the amount of oxygen dissolved in the plasma of patients’’. The
therapeutic outcomes of HBO are related with the direct physical effects of oxygen on blood and

tissues, and also with physiological and biochemical effects of cumulative hyperoxigenation'*"”.

Most of the studies on HBO-induced changes in the respiratory tract report on lung alterations
and these are considered to be triggered by the oxidative stress and the inflammatory effects of
breathing 100% oxygen. For instance, thiobarbituric acid reactive substances and superoxide
dismutase levels were found to increase in a time-dependent manner in both erythrocytes and lung
tissue after HBO exposure of animals from 30 to 120 min, and these alterations exhibited a clear
correlation with HBO-induced oxidative action and exposure time'®. Intermittent exposure to
atmospheric air is used as a protective strategy against HBO toxicity. In fact, it has been
documented that continuous HBO exposure may lead to activation of inflammatory mediators, an
increase in lung protein nitration and activation of inducible NOS (iNOS) mRNA, while
inflammatory responses were not observed after intermittent exposures to the same cumulative

oxygen time duration'’.

Regarding the nasal mucosa, it has been reported that the HBO treatment alters mucociliary
transport", probably as a result of the high oxygenation of blood plasma and enhancement the
metabolism of ciliated cells and of a decrease in substance P that is seen in cluster headache
patients'®. We have recently reported that chronic HBO treatment of humans is related with mild
granulocyte infiltration and increase in the thickness of the basal membrane of the nasal mucosa'’.
Because human populations always bear a marked degree of heterogeneity, we have decided to
revisit the effects of HBO on the nasal mucosa in a homogeneous population of rats. For that, we
have studied the microanatomy of the nasal mucosa in Wistar rats submitted to acute or chronic

HBO treatments.
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MATERIALS AND METHODS

Animals: Twenty four male adult Wistar rats were purchased to Charles River (Barcelona,
Spain); they were aged 6 weeks, weighed 150-175g, and were kept two per cage and cared for
according to Portuguese law (DL 129/92, July 6 and norm 1005/92) and the European Union
directive n° 86/609/CEE on the protection of animals used in experimentation. The rats were
divided into 3 experimental groups of 8 animals that were submitted to single or chronic HBO

treatments, or used as controls.

Experimental procedure: The HBO treatment took place in a small hyperbaric chamber that
was designed for small animals with capacity for 4 cages, built in the Portuguese Navy central
shipyard. The chamber was certified for air or oxygen pressurization up to 4 atmospheres. The
group of rats submitted to chronic HBO underwent 30 sessions of HBO therapy at 2.5 ATA (1
atmosphere absolute — ATA) for 75 minutes per session. They made one session each day, at the
same hour, for 30 days. The total period of time that each rat spent in the chamber in each HBO
session was 100 minutes because of the time needed for compression (10 minutes) and
decompression (15 minutes). The pressure was obtained by 100 % humidified oxygen. The rats that
received a single HBO treatment were submitted to 485 min long session that follows the United
States Navy decompression treatment protocol table 6 at 2,8 ATA maximum. This is one of the
longest and most popular HBO protocol. We used its extended version with two extra periods of 20
minutes at 2,8 ATA and two extra periods of 60 minutes at 1,9 ATA. In this protocol, that in total is
more than 8 hours long, there are periods when the animals breathed 100% oxygen or air at
different pressures (Fig. 1). Pressurization lasts 2 to 4 minutes and should not exceed 25
feet/minute. The control group of rats was never exposed to hyperbaric or enhanced oxygen

conditions.

The rats were sacrificed after being anesthetized with 40 mg/Kg sodium pentobarbital by
intraperitoneal injection. The heads were bisected along the nasal septum to expose the nasal
cavity’® immediately after the last session for the first group, immediately after the single session
for the second group and in the same day of the first group for the control group. The cartilaginous
portion of the nasal septum was excised and the inferior turbinate nasal mucosa was carefully
separated from the bone. This research project obtained the previous authorization of the Ethics

Committee that oversees investigation at the Portuguese Navy Hospital (Lisbon).

Light Microscopy. The rat turbinal mucosa from the left side was fixed in buffered 10%
formaldehyde, decalcified with 10% nitric acid, dehydrated with increasing concentrations of
ethanol, and then embedded in paraffin. Serial 3 pm-thick sections were obtained from each tissue

block; paraffin sections were stained with hematoxylin-eosin (H&E), periodic acid-Schiff (PAS)
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stain and Verhoeff stain®'. The epithelium and basement membrane thickness were evaluated using
a calibrated eyepiece at original magnification x400. Standard morphometric methods were used to
obtain light microscopy measurements™. In each H&E slide, three points where the epithelium was
perpendicularly cut were measured for epithelial and basement membrane thickness, in order to
minimize tangentional section artifacts. The mean values of each variable were used for all

specimens.

The epithelium and the chorion were assessed for the presence of inflammatory cell infiltrate
(lymphocytes and polymorphonuclear [PMN] leukocytes), and the presence of submucosal
seromucinous glands was recorded. The inflammatory cell infiltrate (lymphocytic and PMN) was
classified as mild (+; scattered inflammatory cells in the epithelium or chorion, with less than 5
leukocytes/high power field [HPF] 400x), moderate (++; inflammatory cell infiltrate in the
epithelium or chorion, with 5-20 cells/ HPF) or intense (+++; dense inflammatory cell infiltrate in
the epithelium or chorion, with 21 or more cells/ HPF). These three categories were used in order
to simplify the statistical analysis and because in other organs where inflammatory infiltration and

its consequences have best studied, such grouping has also been successfully employed™.

Electron Microscopy. The rat turbinal mucosa from the right side was fixed in an aldehyde
mixture containing 4% formaldehyde, 1,25% glutaraldehyde and 10 nmol/L CacCl, in 0,05 mol/L
cacodylate buffer, pH 7,2**. Postfixation was performed in ferricyanide-reduced osmium tetroxide
made in distilled water”. The specimens were dehydrated in ethanol, embedded in epon and thin-
sectioned in a LKB (Sweden) ultramicrotome. The thin sections were stained with uranyl acetate
and lead citrate. Grids containing sections were examined and photographed in a Jeol 100C
transmission electron microscope. Transmission electron micrographs were blindly examinated by
two of the authors. Series of electron micrographs were obtained from each sample from the three
cohorts at magnifications of 2800x to 16000x. This last one was used to evaluate areas with cilia.
Electron micrographs of the nasal epithelium were assessed for the following criteria: (i)
intracellular alterations, namely mitochondrial damage and changes in nuclei, endoplasmic
reticulum and Golgi apparatus, (ii) presence of squamous metaplastic cells, (iii) alterations in the

distribution of ciliated and goblet cells and (iv) alterations in the ultrastructure of cilia.

Statistical Analysis. Statistical comparison between data from the three groups of samples (30
HBO sessions, 1 HBO session and control animals) was performed using the Microsoft Excel®”
program. Histologic and morphometric differences between control and HBO treated rats were
tested with the unpaired t test. Measurements were expressed as mean + SD. A P value of <0,05
was considered to indicate a significant statistical difference between groups. The Bernoulli

distribution was used to evaluate the statistical significance of the presence of inflammation.
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RESULTS

We have performed a comprehensive scrutiny by light microscopy of paraffin sections of nasal
biopsies of the rat lower turbinate, both in samples of HBO-treated and untreated rats. We found no
striking morphological differences in the general architecture of the nasal mucosa between the 3
groups of rats. Epithelia of the respiratory type were observed on the rat turbinates, an expected
histological feature of the nasal surface in young rodents. PAS and Veroeff staining revealed no
significant changes in the number of mucous cells and in the integrity of elastic fibres between the
3 groups of rats. Quantitative comparison of the thickness of the epithelial layer and of the
basement membrane revealed that there was a significant increase (p<0,05) in epithelial thickness
in the group of rats submitted to the chronic HBO treatment, whereas no significant differences
occurred between the 3 groups with regards to the thickness of the epithelial basement membrane

(Table 1 and Fig. 2).

The 3 groups of samples were also screened for the presence of infiltrating leukocytes in the
epithelium and in the chorion of the turbinate nasal mucosa. This evaluation was done using a
semiquantitative method that indicated that the rats submitted to chronic HBO presented
significantly higher (p<0,05) number of infiltrating leukocytes in the nasal chorion than the rats
from the other 2 groups (Fig. 3). Both neutrophils and mononuclear cells contributed to the
inflammatory infiltration detected in the nasal mucosa of the rats submitted to chronic HBO
treatment. In contrast, data regarding epithelial infiltration was not significantly different between
any of the 3 groups of animals. The numerical data regarding turbinate morphology from rats
submitted to a single HBO treatment and that of untreated rats was undistinguishable from each

other.

Qualitative comparison of the electron microscopy of nasal epithelial cells showed no clear
changes between cells of the 3 groups of rats with regards to intracellular components, namely
nuclei, mitochondria, endoplasmic reticulum, Golgi apparatus, secretory vesicles, intercellular

junctions or cilia (Fig. 4).
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DISCUSSION

We have investigated here the effects of HBO treatment on the structure of the rat nasal
mucosa by comparing the microscopic morphology samples of the lower turbinate of rats submitted
to chronic, acute and no HBO treatments. We found that the use of a single HBO treatment, albeit
one of the longest acute HBO treatment protocols designed for humans (the same that is
recommended by the US Navy as decompression treatment), does not produce any structural
changes on the rat nasal mucosa. In contrast, chronic HBO treatment (i.e. 30 sessions of 75
minutes, at 2,5 ATA breathing 100% oxygen) was found to cause mild inflammation of the nasal
mucosa. This was expressed by moderate leukocyte infiltration of the chorion and by enhancement
in the thickness of the nasal epithelial layer. Taking together, the data indicate the safeness for the
nasal mucosa of single HBO treatments and adds a note of caution for the repeated, long-term use
of HBO in the therapy of different human pathologies that are known to benefit from chronic HBO

treatment.

There is previous evidence that the rationale for the potential inflammatory actions of chronic
HBO treatment is to be found in the hyperoxia associated with breathing 100% oxygen at an
increased pressure. In fact, it has been shown that chronic hyperoxia, by itself, is able to induce
hypertrophy of the non-ciliated cuboidal epithelium of rat nasal mucosa and increase in cell
replication in the respiratory epithelia®. These previously reported alterations of the nasal mucosa
were associated with enhancement in the specific activity of several enzymes, such as glucose-6-
phosphate dehydrogenase and of glutathione peroxidase, and with the decrease of activity of
cytochrome P450-dependent monooxygenase-catalyzed O-deethylation of 3-cyano-7-
ethoxycoumarin®. In addition, exposure to ozone (O;) was also found to trigger mucous cell
metaplasia, with 25 to 300 times more mucus being collected in nasal transitional epithelium than
in control rats, and also to induce a mild to moderate inflammatory cell influx to the the nasal

mucosa of the proximal and middle nasal passages®’.

The increased pressure that occurs in the HBO treatment is commonly interpreted as being a
mechanical stimulus to the surface of the respiratory tract and alveoli. It was shown to decrease
mucociliary transport time, namely under air oscillations of 16 Hz and pressure differences of 200
mmHg®. The chronic application of continuous positive airway pressure (CPAP) on the rat nose is
able to induce a mild inflammatory reaction mediated by macrophage inflammatory protein-2
(MIP-2) that results in neutrophil extravasation®’. This rodent chemokine is homologous to human
interleukin 8 (II-8) that is a potent neutrophil chemo-attractant. I1-8 is also increased when
mechanical stress by vibration (60 Hz, +/- 0.3 mm) is applied to bronchial and alveolar epithelial

cells®,
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Taking into account these data, namelly the recent evidence on CPAP actions on the nasal
mucosa, it is pertinent to consider that the inflammatory effects detected in our study are likely to
derive from the combined action of 100% O, and enhanced atmospheric pressure. It is pertinent to
add that, since the microbicidal capacities of neutrophils and macrophages are improved when O,
pressure is raised in infected areas®’, HBO promotes the antimicrobial activity of some antibiotics
and it also has a direct action on anaerobic bacteria®>. Thus, our findings of a mild inflammatory
reaction of the nasal mucosa after chronic HBO suggests that the decision of prescribing HBO
therapy must result from balancing the potential benefits and disadvantages (namely, nasal

inflammation) of the therapy for each individual patient.
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Table 1 Quantitative comparison of epithelial and basement membrane thickness between samples

of the concha nasalis ventralis of HBO-treated and control patients.

TABLE 1
Thickness in Micra of the Nasal Epithelium and Basement Membrane
HBO exposed group
Control group P value
1 Session
Epithelium 21,6 +5,6 23,1+74 0.33
Basement Membrane 35+1,2 38+1,3 0,37
HBO exposed group
Control group P value
30 Sessions
Epithelium 21,6 +5,6 43,4+94 <0,05
Basement Membrane 35+1,2 38+1,3 0,37
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Table 2. Semiquantitative scoring of inflammatory infiltrates by leukocytes of the epithelium and

chorion of the concha nasalis ventralis in HBO-treated and in control patients.

Table 2. Leukocyte Infiltration of the Nasal Epithelium and Chorion
Mononuclear Epithelium Mononuclear Chorion Neutrophilic Chorion
Infiltration Infiltration Infiltration
Control . . 3(.) Control . . 3(.) Control . . 3(.)
Session | Sessions Session | Sessions Session | Sessions
0 0 0 0 0 + 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 +
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 + 0 0 0
0 0 + 0 0 ++ 0 0 +
0 0 + 0 0 + 0 0 0
0 0 0 0 0 + 0 0 +
0 0 0 0 0 + 0 0 +
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FIGURE 1 — United States Navy decompression treatment protocol table 6

FIGURE 2 — Light microscopy of the rat turbinal mucosa showing the increase in thickness of the
epithelium that is seen in rats submitted to 30 HBO sessions (B) in comparison with that of

untreated rats (A). H&E staining, x600.

FIGURE 3 — Light microscopy of the nasal mucosa showing leukocyte infiltration of the lower

turbinate chorion of rats submitted to chronic HBO treatment. H&E staining, x400.

FIGURE 4 — Micrograph obtained by transmission electron microscopy of the epithelium of the
lower turbinate of a rat submitted to chronic HBO treatment. No significant changes are observed

in the ultrastructure of the epithelial cells. x2800
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Moderate Leukocyte Infiltration in the Lower Turbinate Mucosa after a Two-Week

Intranasal Administration of Mometasone Furoate, Azelastine or Salmon Calcitonin

Summary

Objective: We used light microscopy to search for local changes of the nasal mucosa associated
with daily intranasal administration of mometasone furoate (MF), azelastine (AZ) or salmon

calcitonin (SC).

Study Design: Biopsies of the lower nasal turbinate were obtained from four groups of 8
individuals after 14 days of daily administration of a saline solution (control group) or of MF, AZ

and SC.

Methods: Small biopsies of the anterior portion of the lower nasal turbinate were collected with the
help of a Hartmann forceps under direct visual inspection. The samples were processed for light
microscopy and morphometric analysis. Inflammatory infiltration (neutrophils and lymphocytes) of
the nasal mucosa was evaluated by a semiquantitative method. Unpaired t test and Bernoulli
distribution were applied to evaluate statistical differences between data from the different groups

of samples.

Results: Samples of the turbinate mucosa of all of the drug-treated groups showed a moderate
enhancement in infiltrating neutrophils when compared with the samples from the control group.
Infiltration of lymphocytes in the turbinate chorion was significantly different from controls only in

the MF and AZ-treated groups.

Conclusions: Intranasal treatment with MF, AZ or SC does not cause significant changes in the
general architecture of the nasal mucosa. A moderate inflammatory response of the turbinate
mucosa, that was expressed by leukocyte infiltration of epithelium and chorion, was observed in all
of the 3 drug-treated groups of patients after the 2-week course of intranasal deposition of MF, AZ

or SC.

Key-words: Corticosteroid; Antihistaminic; Calcitonin; Nasal Mucosa; Basement Membrane;

Neutrophil.
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Infiltration modérée de leucocytes de la muqueuse du cornet inférieur aprés deux semaines

d’administration de Furoate de Mométasone , Azélastine ou Calcitonine de Saumon

Résumé

Objectif: Nous utilisons la microscopie optique pour chercher des changements de la muqueuse
nasale associés a I’utilisation quotidienne de furoate de mométasone (MF), azélastine (AZ) ou

calcitonine de saumon (SC), administrés par voie intra-nasale.

Plan d’étude: On a obtenu des biopsies du cornet inférieur dans quatre groupes de 8 individus apres

14 jours d’administration quotidienne d’une solution saline (groupe de contréle) ou MF, AZ et SC.

Méthode: Avec une pince de Hartmann on a prélevé de petites biopsies de portion antérieure du
cornet inférieur, sous visualisation directe. Les échantillons ont été traités par microscopie optique
et analyse morphométrique. L’infiltration inflammatoire (neutrophiles et lymphocytes) de la
muqueuse nasale a été évaluée par une méthode semi-quantitative. Un test de t et la distribution de
Bernoulli ont été appliqués afin d’évaluer les différentes statistiques entre les données des

différents groupes d’échantillons.

Résultats: Les échantillons de la muqueuse du cornet de tous les groupes soumis a un traitement
avec les médicaments, ont montré une augmentation de 1’infiltration de neutrophiles quand ils sont
comparés avec les échantillons du groupe de contrle. L’infiltration de lymphocytes dans le
chorion du cornet est significativement différente entre les contrdles et, seulement les groupes

soignés avec MF et AZ.

Conclusions: Le traitement intra-nasal avec MF, AZ ou SC ne provoque pas de changements
significatifs dans 1’architecture générale de la muqueuse nasale. On a observé une réponse
inflammatoire modérée de la muqueuse du cornet dans les groupes de malades sur lesquels on a

administré MF, AZ ou SC pendant deux semaines, par voie intra-nasale.

Mots-clés: Corticosteroide; Antihistaminique; Calcitonine; Muqueuse Nasale; Membrane basale;

Neutrophiles
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INTRODUCTION

The nasal mucosa is the potential target of chemical aggressions coming from the environment,
namely those due to air pollution or to smoking. This mucosa is also exposed to chemicals that are
employed in medical therapeutics aiming either at local treatment of the upper respiratory tract or
that use the nasal route for the systemic delivery of drugs. A number of previous studies have
indicated that the use of the intranasal route for drug delivery does not result in significant long-
term changes of the upper respiratory tract. We have decided to revisit this issue by investigating
the short-term effects on the nasal mucosa (i.e. after two weeks of daily treatment) of
administration of three pharmacological agents that are currently prescribed for intranasal

deposition.

For the current study, we have chosen pharmacological agents that belong to three of the most
common families of drugs used for intranasal administration: a costicosteroid (mometasone furoate,
MF), an antihistaminic drug (azelastine, AZ), and a hormone (salmon calcitonin, SC). We have
found that after two weeks of daily intranasal administration of these pharmacological agents,
albeit finding no change in the general structure of the epithelium and chorion of the lower
turbinate, there was significant leukocyte infiltration of the nasal mucosa. Therefore, we conclude
that a moderate local inflammatory response may be a general short-term effect of administration

of drugs by the nasal route.

MATERIALS AND METHODS
Drugs Chosen for Intranasal Administration

We have chosen a costicosteroid, a antihistaminic and a hormone to investigate the local effects of
short-term intranasal administration of pharmacological agents. We summarize now the major

pharmacological features of the three drugs used in this study.

Mometasone furoate (MF, Cy;H30Cl,O6; molecular mass 539,45 g/mol) is a corticosteroid with
local anti-inflammatory effect that is used to treat skin, nose and lung disorders (1). After
absorption it binds to plasma proteins and is metabolized in the liver and in other organs (1, 2). MF
is eliminated from the body mainly by biliar and renal excretion (1). Despite its lower
bioavailability, MF is reported to have systemic effects when administrated orally (2, 3, 4). When
administrated in the nose, the bioavailability of MF is negligible probably because of its lower

aqueous solubility. Local effects include anti-edema activity (5), and decrease in neutrophilic and
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eosinophilic infiltrates (6, 7), and in Ig E production because of impairing antigen-presentation of

T-cell specific antigens (8, 9).

Azelastin hydrochloride (AZ, C,,Hy4CIN;O; molecular mass of 381.898 g/mol) is an ocular and
intranasal second generation phthalazinone with H; antihistaminic effect. It is available worldwide
in spray presentation and is used for the treatment of seasonal allergic rhinitis and perennial allergic
rhinitis. The bioavailability of AZ is 40% and the half-life is 22 hours. AZ improves nasal
symptoms of rhinitis, including congestion and postnasal drip, and the drug has a rapid onset of
action (10). It promotes a significant decrease in transepithelial resistance of electrolyte transport
nad acts on chemical mediators of inflammation including leukotrienes, kinins, and platelet
activating factor, both in vitro and in vivo (11). AZ has been shown to downregulate intercellular

adhesion molecule-1 expression and reduce inflammatory cell migration
in patients with rhinitis (10).

Salmon calcitonin (SC, Cj45H240N44045S,, molecular mass of 3431.85 g/mol) is a synthetic
polypeptide with 32 aminoacids, with a more durable effect than endogenous calcitonin. Calcitonin
function is related with bone metabolism cooperating with parathyroid hormone in the calcium
plasma homeostatic control. SC is prescribed mostly to women for post-menopause osteoporosis
treatment. After nasal absorption plasma maximum concentration is achieved between 31 and 39
minutes (12). Bioavailability of SC is low (approximately 3% of the results obtained with an
intramuscular administration with the same doses) probably because of nasal mucosa proteolytic
enzyme action (13). SC half-life is 43 minutes. (12) Nasal application of SC allows a faster
absorption of the hormone and avoids the first passage effect through the liver and through the

gastrointestinal tract (13).
Patients

Four groups of 8 individuals were chosen for this investigation. The control, MF and AZ-treated
groups comprised 8 adult men that were scheduled for nasal septal funcional surgery. The SC
group comprised 8 women with the diagnosis of osteoporosis and indication for treatment with SC.
All individuals received daily sprayings for 14 days. A small biopsy of the nasal lower turbinate

was collected from all of the patients after the two-week treatment period.

In the control group, a saline solution (0.9% NaCl) was sprayed once daily in each nostril. This
group presented an age range of 25-47 years with a mean of 36.89+8.95. The individuals of the
MF-treated group were submitted to spraying of Nasomet® (50 pg) in a total daily dosis of 100 pg
in each nostril. This group presented an age range of 22-55 years with a mean of 37.13+10.09.

Patients from AZ- treated group were submitted to two puffs in each nostril twice a day of
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Allergodil® (0,14 mg). They presented a age range of 22-46 years with a mean of 34.67+8.98. The
women of the SC-treated group were submitted to one puff per day, alternating the nostril, of

Miocalcin® (200 UI). They presented an age range of 64-74 years with a mean of 69.14+3.90.
Ethics Committee Approval

This research project obtained a previous authorization of the Ethics Committee that oversees
clinical investigation at the Portuguese Navy Hospital (Lisbon) where nasal biopsies were collected
and studied. Exclusion criteria to eliminate patients from this study were the following: upper
airways anatomical abnormalities (with the exception of nasal septal deviation), medical history of
asthma, rhinitis, upper airway infection (shorter than 6 weeks), previous trauma or nasal surgery,

drug addiction, cigarette smoking or professional exposure to air pollutants.
Nasal Biopsies and Light Microscopy

Samples of the head of the lower turbinate were obtained with a Hartmann forceps (Karl Storz”
634822) under direct visual inspection. Local haemorrhage occurred in every case; in 3 of the
patients, compression of the wound was not enough and haemorrhage had to be controlled with
cautherization using silver nitrate. The biopsy samples were fixed in buffered 10% formaldehyde,
decalcified with 10% nitric acid, dehydrated with increasing concentrations of ethanol, and then
embedded in paraffin. Serial 3 um-thick sections were obtained from each tissue block; paraffin
sections were stained with hematoxylin-eosin (H&E), periodic acid-Schiff (PAS) stain and
Verhoeff stain (14). The epithelium and basement membrane thickness were evaluated using a
calibrated eyepiece at original magnification x400. Standard morphometric methods were used to

obtain light microscopy measurements (15).

The epithelium and the chorion were assessed for the presence of inflammatory cell infiltrate
(polymorphonuclear [PMN] leukocytes and lymphocytes), and the presence of submucosal
seromucinous glands was recorded. The inflammatory cell infiltrate (PMN and lymphocytes) was
classified as mild (+; scattered inflammatory cells in the epithelium or chorion, with less than 5
leukocytes/high power field [HPF] 400x), moderate (++; inflammatory cell infiltrate in the
epithelium or chorion, with 5-20 cells/HPF) or intense (+++; dense inflammatory cell infiltrate in

the epithelium or chorion, with 21 or more cells’HPF).
Statistical Analysis

Statistical comparison between data from the different groups of samples (treated and control
individuals) was performed using the Microsoft Excel” program. Histologic and morphometric

differences between control and treated patients were tested with the unpaired t test. Measurements
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were expressed as mean + SD. A p value of <0.05 was considered to indicate a significant
statistical difference between the two groups. The Bernoulli distribution was used to evaluate the

statistical significance of the presence of inflammation.

RESULTS

Light microscopy analysis of nasal biopsies of the lower turbinate of treated and control individuals
showed no significant changes in the general architecture of the nasal mucosa. In most samples, a
squamous metaplastic epithelium was observed, as it was expected from the anterior portion of the
lower turbinate in a human adult population. We also found that the treatment with the three
pharmacological agents did not increase the area of squamous metaplastic epithelium on the nasal
turbinate. No differences were found between treated and control groups of samples in what
regards the thickness of the whole epithelial layer and of the basement membrane. Tissue sections
stained with PAS showed no significant changes among the samples regarding the number of

mucous cells. Veroeff staining showed integrity of elastic fibers in all of the samples.

The major difference that was found between samples from treated individuals and controls was a
moderate leukocyte infiltration of the lower turbinate mucosa that was seen in the treated
individuals, regardless of the drug that was used. This change was absent in the samples from the
control group. These infiltrates were seen both in the chorion and in the epithelium of the lower

turbinate.

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) were the dominant leukocyte type that was observed both
in the epithelium and chorion of the lower nasal turbinate of the treated patients. We have applied a
semiquantitative scale (0 to +++) to compare the two major groups of samples (from drug-treated
and control patients) with regards to PMN or lymphocyte infiltration. Comparison of these data
revealed a statistically significant difference (p<0.05) in PMN infiltration in both epithelium and
chorion between samples from drug-treated groups of patients (Figure 1.) and controls. Regarding
lymphocyte infiltration of the chorion, comparison of the numerical data failed to reveal a
significant difference (p=0.16) between the control and SC group of samples. In the MF and AZ
groups, however, there was a statistically significant difference (p<0.05) in lymphocytic infiltration
with regards to controls. One individual from the MF-treated group, another from AZ-treated one

and two from SC-treated group did not reveal any inflammatory infiltration (Table 1).
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Table 1. PMN infiltration in the chorion

Control MF AZ SC
0 0 + 0
0 + ++ -
0 ++ 0 ++
0 + + +
0 + + +
0 + + 0
0 ++ + +
0 ++ + -

Figure 1. PMN infiltration in the nasal mucosa (H&E 400x)

Mometasone

Azelastine

Salmon Calcitonin
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DISCUSSION

The herein investigation documents that short-course drug therapy by the nasal route is associated
with a moderate local inflammatory response that is expressed by mild infiltration of the human
nasal mucosa by leukocytes, both neutrophils and lymphocytes. We have chosen to study three
paradigmatic drugs of intranasal therapeutics: mometasone furoate (MF, a costicosteroid),

azelastine (AZ, an antihistaminic), and the hormone calcitonin (salmon calcitonin, SC).

Our data is in contrast with previous reports on the intranasal effects of MF, AZ and SC). In fact:
(i) nasal biopsy samples of MF-treated patients showed decrease in focal metaplasia, in both
chorion mastocytes and eosinophils, and no effects on epithelium thickness or atrophy (7, 16); (ii)
AZ daily nasal administration for 26 weeks to rats causes no inhibition of ciliary beat activity,
mucosal atrophy or inflammatory changes (17); and (iii) SC intranasal deposition results in no
alterations of the nasal epithelium (18, 19). It must be added that, in agreement with our findings, a
previous study has reported increase in neutrophils in the nasal submucosa after 6 weeks of

intranasal administration of the corticoid Fluticasone (20).

Taken at face value, our findings suggest caution regarding the prescription of drugs to be delivered
by the nasal route because, at least for some of the pharmacological agents commonly used by this
route, since it may induced a non-specific initial inflammatory response of the nasal wall, albeit a
mild one. Whether this is an early and transient side effect of the intranasal treatment, rather than a
permanent change, requires further studies with patients submitted to longer periods of intranasal
drug therapy. Therefore, we believe that it is pertinent to add a note of warning with regards the use
of the nasal route for drug delivery, in particular in patients with a background that make them

prone to inflammatory disorders.
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CONCLUSION

Treatment with Mometasone, Azelastine and Salmon Calcitonin causes minor, but nevertheless
significant, early changes in the nasal turbinate mucosa, namely epithelial and chorion granulocyte
infiltration. Whether these alterations of the nasal mucosa are permanent and may interfere with the

therapeutic goals of the drugs is an issue that deserves further investigations.
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ABSTRACT

Objective: We have investigated whether hyperbaric oxygen (HBO) treatment is able to cause

any changes in nasal peak inspiratory flow (NPIF) values of patients submitted to this therapy.

Study Design: NPIF was measured in a group of 13 patients that were submitted to at least 10
sessions of 75 minutes long HBO treatments for a period of 20 days. HBO was prescribed to the
patients to treat hearing loss, diabetic ulcers or chronic inflammatory disease. Three timings were
chosen to perform the NPIF measurements: during HBO, 5 minutes before and 5 minutes after the

treatment.

Methods: For NPIF evaluation, the highest inspiratory flow of three inspirations was recorded.
To search for statistical differences between NPIF measurements at the three different timings of
the HBO treatment, we have analysed the data using the repeated measures ANOVA test with the

Epsilon lower bound correction for the F ratio.

Results: NPIF values were significantly higher when the patients were inside the HBO chamber
when compared with NPIF measurements obtained in the same individuals 5 min before starting or
5 min after ending the treatment. A small, but significant, increase in NPIF values was detected in
patients 5 min after stopping the HBO treatment, in comparison with values obtained 5 min before
initiating the therapy. NPIF values remained stable along the 10 HBO sessions, i.e. with repetition

of the HBO treatments, NPIF values were not further enhanced.

Conclusions: Exposure to HBO causes significant improvement in nasal air flow. This
increase is restricted mostly to the period that the patients are inside the hyperbaric chamber.
Further investigations are needed to determine the relative contributions of enhancement in air
pressure and in oxygen concentration (that characterize HBO) in the enhancement of nasal air flow.
The herein finding may be helpful in future investigations on the treatment of nasal or sinus

diseases.

Hyperbaric Therapy; Oxygen; Nasal Peak Inspiratory Flow.
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INTRODUCTION

Nasal mucociliary function is known to increase both in hyperbaric and in pure oxygen
breathing (1). Reversely, under hypobaric hypoxia conditions, for instance when breathing at high
altitude, there is decrease in nasal flow (2). The controlled environmental conditions inside a
hypobaric chamber have refuted the hypothesis that nasal blockage at altitude is due to the
inhalation of cold and dry air (3). It is pertinent to recall that normal nasal function is of great

importance to prevent diving accidents involving the middle ear and the nasal sinuses (4).

Hyperbaric oxygen therapy (HBO) consists in the delivery of 100% oxygen to patients at
pressures that are 2-3 times higher than those at sea level (1). The patients are kept inside a
hyperbaric chamber and the increased pressure aims at enhancing the amount of oxygen dissolved
in the plasma. The therapeutic actions of HBO are related with direct physical effects of oxygen on
blood and tissues and also with a number of secondary physiological and biochemical benefits
(5,6). The Undersea and Hyperbaric Medical Society has approved the use of HBO in the treatment
of several clinical conditions that are ameliorated by increase in the availability of oxygen to

tissues.

Since it has been generally considered that hypobaric hipoxia decreases nasal flow, we have
decided to test the hypothesis that HBO may have the opposite effect, i. e. that this treatment,
contrary to general expectations, will improve nasal air flow. For that, we have evaluated nasal
function before, during and after HBO treatment of patients by determining the nasal peak
inspiratory flow (NPIF) values. The question is relevant for patients with nasal obstruction related
with rhinitis, when these patients are submitted to HBO with the goal of treating pathologies that
are not located in the airways. If the oral breathing, that is common in patients with nasal
obstruction, will be replaced by physiological nose breathing, then the HBO session can be more
comfortable and, in addition, middle ear and the sinus symptoms are expected also to decrease.
Finally, it is pertinent to recall that the subjective sensation of nasal obstruction modulates the

values for nasal airflow (7), such as the NPIF that we have measured in the herein investigation.

MATERIALS AND METHODS

Hyperbaric Oxygen (HBO). The HBO treatment took place in a multiplace Hyperbaric
Chamber (Haux® — Starmed 2200) in the presence of a nurse. All HBO-treated patients finished 10
sessions of HBO therapy at 2.5 ATA (1 atmosphere absolute — ATA) for 75 minutes per session
and during a total period of 20 days. They made one session each day and at the same hour. The

total length of patient stay in the chamber for each session was 100 minutes because of the time
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needed for compression (10 minutes) and decompressing (15 minutes). The pressure was obtained
by compressed air and the patients breathed 100 % humidified oxygen through tightly fitted (nose
and mouth) masks, expiring through large tubes connected with valves to the space outside the

chamber.

Patients. A group of 13 patients were chosen for this study. HBO had been prescribed to these
patients because of the diagnosis of sudden neurossensorial hearing loss (8 patients), lower-
extremity diabetic ulcers (3 patients) radiation-induced cystitis (1 patient) and Buerger disease (1
patient). The group was made up of 8 men and 5 women, with ages ranging 21-76 years, with a
mean of 51,9+18,3 years. This research project was approved by the Ethics Committee of the
Portuguese Navy Hospital (Lisbon), where the investigation was done. All subjects gave their
written informed consent to participate in the study. Exclusion criteria to eliminate patients from
the study were the following: all criteria that exclude patients from HBO therapy, upper airways
anatomical abnormalities, history of asthma, rhinitis, upper airway infection (shorter than 6 weeks),
previous trauma or nasal surgery, drug addiction, cigarette smoking or professional exposure to air
pollutants. In order to investigate whether the NPIF values of the patients were different or not
from those of a healthy population, we have also obtained spirometric data from a second group of
individuals. This second group of healthy volunteers was made up of 4 men and 8 women. They
presented an age range of 25-57 years with a means of 43,5+11,7. Their body mass index (BMI)
was not significantly different from that of the group of patients. Two NPIF measurements,
separated by 100 min, were performed at normal oxygen and pressure conditions in this healthy

population.

Study Design: This study took place over 20 days in the Portuguese Navy Hospital, Lisbon,
Portugal. The hospital building is located 20 meters higher than sea level. The temperature inside
the hyperbaric chamber was at 21°C. During the treatment, temperature decreased 0.5 °C under
maximum pressure. The relative humidity in the air inside the chamber was 55%. All NPIF
measurements were made using a In-check™ ATS97 inspiratory flow meter (Clement Clarke
International, UK) fitted with a nose and mouth mask. The patients placed the spirometer against
their faces, ensuring a close sealing, and then inhaled, as strongly as they were able to, through the
nose from residual volume, with a closed mouth. The highest inspiratory flow of 3 inspirations was
recorded. The HBO-treated group performed an NPIF evaluation 5 min before beginning the
treatment, a second one when they reached the maximum pressure and a last one 5 min after the
end of the treatment. The numerical data were compared using repeated measures ANOVA applied
with the Epsilon lower bound correction for the F ratio. The SPSS™ 16.0 Version statistical

software package was used. Statistical significance was considered at p<0.05.
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RESULTS

We have obtained values of the NPIF parameter before, during and after HBO treatment of a
group of 13 patients. In order to compare NPIF values from these three timings, we have chosen
repeated measures ANOVA as the statistical method, since multiple comparisons were sought at
three different timings. The assumption of sphericity for repeat measures ANOVA, checked by
using the Mauchly’s test, was violated. Therefore, a multivariate test was applied and showed that
the average NPIF of the subjects differs significantly between the times of measurement (p =

0,001). In order to compare the mean values of NPIF at different times, post-hoc tests were applied.

We found that HBO treatment of patients (Table 1) caused a transient NPIF increase from
149,4 + 12,0 1/min (at sea level and before treatment) to 176,4 + 16,0 I/min (under increased
pressure, 2,5 ATA, and enhanced oxygen concentration). This 18% increase was statistically
significant (p = 0,001). After the HBO treatment the NPIF of the patients was 158,4 + 13 I/min; this
value was 6% higher than the value before treatment and was significant different from it (p =
0,007). The difference between NPIF values during and after treatment is also statistically

significant (p = 0,009).

During the HBO treatment, NPIF had a linear rise of 3 1/min/day in all evaluations (before
HBO, at 2,5 ATA and after HBO). Linear modelling is quite significant: p = 1,8+10” for the
evaluation before HBO, p = 1,1 + 10° at 2,5 ATA evaluation, p=21+ 10* for the evaluation
after HBO. p values for r values were calculated using one tail T test (Figure 1). When comparing
NPIF values obtained at each of the 10 HBO sessions of treatment of the same individual, we found

no significant differences in homologous NPIF measurements.

We have also decided to investigate whether the values of NPIF of the patients that were
submitted to HBO were different from those of a population of healthy volunteers (Table 2). For
that we have obtained two NPIF measurements (separated by 100 minutes) in a population of
healthy volunteers that were not submitted to HBO. In this group of individuals, the mean NPIF in t
= (0 min was 141,6 £ 48,3 I/min and in t = 100 min was 144,4 £+ 45,7 1/min. The difference between
the measurements in t = 0 min and t = 100 min was not statistically significant (p = 0,21 - using
two tailed T test for paired samples). Linear modelling was used and showed no significant
variation (p = 0,48 for r value — using two tailed T test) (Figure 2). These data also showed that
there was no significant difference between NPIF data obtained in our patients (when not under

HBO therapy) and in healthy volunteers.
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DISCUSSION

This investigation reports that when patients are under HBO therapy, there is a significant
increase in their values of nasal inspiratory peak flow (NPIF). We also document that this
enhancement is not amplified by the repetition of the HBO treatment, and it is transient since it
sharply decreased shortly after the patients stopped the HBO treatment. The increase in
atmospheric pressure and the enhancement in blood oxygen that characterize the HBO treatment
are likely to contribute to the herein reported increase in nasal peak flow values during HBO
therapy. Since hyperoxic vasoconstriction in the microcirculation is a local vascular response to
increase in PO, in the tissues, a certain threshold must be achieved to trigger this mechanism, 1. e.
under that PO, threshold, the vasoconstrictive effect does not occur (8). Considering a healthy nose
submitted to HBO, the underlying mechanism to an increase in the peak nasal flow may be the

hyperoxic vasoconstriction of nose metarterioles and capillaries.

Our data stand on values obtained by NPIF. This is a reliable method to evaluate nasal airway
patency (9). NPIF has been used, for instance, in testing the effects of drugs and in nasal allergen
challenge (10). NPIF is viewed as being as accurate as acoustic rhinometry and active anterior
rhinomanometry (11,12). Clearly, the herein reported increase in NPIF values during exposure to
HBO have to be first associated with oxygen saturation of blood and the hyperbaric environment
that are induced by staying inside the HBO chamber. Conceivable, the treatment will also enhance
nasal mucociliary transport since this is an effect that has been previously documented in
individuals under HBO therapy (1). Patients with nasal obstruction, particularly those with rhinitis,
may have a decrease in turbinate volume thus allowing nasal instead of oral breathing. Because
nasal breathing results in decrease in patient complain of throat dryness and of middle ear or sinus
discomfort, patients with nasal obstruction should be instructed to breath through the nose during

the HBO sessions (4, 13).

Taking into account the Undersea and Hyperbaric Medical Society approved recommendations
for HBO, it can be conclude that most individuals that are treated by HBO are either old or
chronically ill patients that may suffer from alterations of the air pathways. For example, HBO is
recommended for the treatment of diabetic polyneuropathy and this disorder is associated with
respiratory muscle impairment (14). On one hand, the demonstration that HBO increases nasal
patency indicates the therapeutic goal of HBO of achieving blood saturation with oxygen is
facilitated by the herein described phenomenon that will also make breathing easier for patients
when they are under the HBO chamber conditions. On the other hand, when patients have acute or
chronic rhinosinusitis the goal of medical or surgical treatments is to increase ventilation and

drainage. The herein investigation suggests that with HBO that goal can also be achieved.
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CONCLUSION

HBO improves nasal patency during the period of time that the patients are submitted to this
type of therapy. Whether this advantage of HBO treatment will be of significance in the treatment

of nasal or sinus disease is a question that deserves further investigations.
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Tables and Figures

Table 1. Biometrics and spirometric data of patients submitted to HBO.

NPIF (mean) NPIF (mean)
Age NPIF (mean)
BMI Sea level Sea level
(years) 2.5 ATA
(before treatment) (after treatment)
Patient 1 31 25,4 2132 268,6 228.,4
Patient 2 56 32,5 196 231 203
Patient 3 61 333 145 163 161
Patient 4 49 31,2 129 154 139
Patient 5 64 25,9 154,7 197 160
Patient 6 64 29,4 185,5 242 195,5
Patient 7 76 27,9 80,5 114 83
Patient 8 72 25,1 99,5 97 107
Patient 9 53 25,7 138 137 131
Patient 10 43 22,8 93,6 110,9 110,9
Patient 11 21 23,4 132,9 1443 132,9
Patient 12 33 24,5 206,3 253,6 232,5
Patient 13 28 18,9 167,5 181,25 175
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Table 2. Biometrics and spirometric data of the group of healthy volunteers (Vol.).

NPIF NPIF
Age T=0 | T=100
BMI ) .
(years) min min
(mean) | (mean)
Vol. 1 53 29,4 187 194
Vol. 2 36 25,8 91 85
Vol. 3 46 33,9 196 192
Vol. 4 52 27,4 118 117
Vol. 5 38 26,2 163 166
Vol. 6 25 22,9 156 165
Vol. 7 32 23,2 136 134
Vol. 8 26 23,6 102 115
Vol. 9 57 38,9 101 115
Vol. 10 57 247 110 113
Vol. 11 53 24,0 96 101
Vol. 12 47 24,6 244 236
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Figure 1. Linear modelling of NPIF data of the HBO treated patients.
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Figure 2. Linear modelling of NPIF values of the group of healthy volunteers not submitted to
HBO.
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DISCUSSAO

O presente capitulo final da dissertacdo pretende apresentar uma discussdo de ambito
mais geral do que o que se limita estritamente a discutir os resultados do trabalho
cientifico documentado nos capitulos anteriores. De facto, o formato que adoptamos para
elaborar esta tese — incluindo na dissertacdo artigos cientificos completos — ja incorpora
discussdes individuais de cada um dos conjuntos de novos dados cientificos que fomos
obtendo. O nosso objectivo agora é integrar, com o estado actual de conhecimentos
sobre a mucosa nasal, e seus aspectos clinicos, as licdes que derivam da investigacao

que realizamos dentro deste programa de doutoramento.

A mucosa nasal é influenciada por multiplos factores quimicos e fisicos. Clinicamente tém
grande importdncia o0s eventos adversos associados a prescricdo medica,
nomeadamente de medicacdes sistémicas que podem resultar em obstrugdo nasal e
xerose da sua mucosa. A obstrucéo nasal resulta habitualmente de edema da mucosa e
pode ser reversivel ou irreversivel, sendo alguns exemplos atribuiveis a ac¢do do acido
acetilsalicilico, anticoncepcionais orais, guanetidina, hidantoina, estrogénios, acido
paraaminosalicilico, fenotiazina, beta-blogueantes, preparacdes de rauwolfia ou tetra-etil-
amonio. A xerose da mucosa nasal estd associada a administracdo de atropina, de
preparacdes de belladona ou de -corticosterdides, imidazolina ou derivados das

catecolaminas (Becker et al., 1994).

Quanto a aplicacdo tépica nasal de farmacos, os seus principais eventos adversos
devem-se aos descongestionantes e as preparacbes com mentol. O abuso de
descongestionantes nasais, que é bastante frequente, esta na base de uma entidade
clinica denominada como “rinite medicamentosa”, a qual se caracteriza por atrofia da
mucosa hasal devido a vasoconstricdo induzida persistentemente. Numa fase inicial
desta situacédo clinica, verifica-se edema da mucosa, seguido de faléncia da regulacéo
vascular pelo sistema nervoso autbnomo com lesdo organica da mucosa e
estabelecimento de mecanismo farmacol6gico de habituacdo (Becker et al., 1994). Em
amostras da mucosa nasal de doentes com rinite medicamentosa, estudadas por
microscopia electrénica de transmissado, foi observada a perda ou lesdo das células
ciliadas e a presenca de roturas ha membrana basal do endotélio dos vasos subepiteliais
(Knipping et al., 2007). As preparagcbes com mentol ndo promovem a descongestao
nasal; o seu efeito, aparentemente descongestionante, resulta da estimulacdo dos
receptores de frio das terminacdes do nervo trigémio. Farmacologicamente estas
preparacdes estdo associadas a estimulacdo da producdo de mucina, diminuicdo do
batimento ciliar e aumento da resisténcia nasal (Abanses et al., 2009).

99



Fora da categoria dos farmacos de prescricdo, mas com grande importancia clinica nos
eventos adversos nasais, estdo as substancias psicotropicas de abuso e as substancias
de inalacdo acidental ou laboral. Entre as substancias de abuso destaca-se a cocaina
pelo seu potente efeito vasoconstritor. As principais manifestacbes clinicas associadas a
inalacdo de cocaina sdo a rinorreia persistente, and6smia, epistaxis, sensacao de
obstrucdo nasal e aumento da probabilidade de sinusite bacteriana. Segue-se a formacao
de crostas e o estabelecimento de uma inflamacéo crénica que se estende a cartilagem
com fenbmenos de condrite, aos quais se segue a perfuracdo septal (Lepore, 2004). A
destruicdo pode estender-se a grande parte do septo com desenvolvimento de um “nariz
em sela”, ou mesmo a cavidade oral com estabelecimento de fistulas oro-antrais (Pelo et
al., 2008). A inalacédo dos produtos da combustdo do tabaco esta associada a diversos
efeitos na mucosa nasal que vao desde a inflamacédo crénica, com perda de células
ciliadas, diminuicdo de células caliciformes e &reas de metaplasia pavimentosa, até ao
aumento da probabilidade do aparecimento de neoplasias malignas (Lee et al., 2006)
(Mauderly et al., 2004).

No que se refere a exposicao profissional, sdo multiplas as substancias que, quando
aerossolizadas, sdo potencialmente lesivas para a mucosa nasal. Nos trabalhos de
limpeza doméstica e industrial, a mistura de hipoclorito de s6dio (encontrado na lixivia)
com amonia (incluida nos limpa-vidros ou na urina estagnada nas sanitas) ou com
acidos, como o do vinagre ou dos desincrustantes, produzem gases toxicos que
promovem alteragbes na via aérea, com hiperplasia da sua musculatura lisa e fibrose
(Tuck et al., 2008).

Solventes, como o benzeno ou o tolueno (metil-benzeno) podem ser inalados aquando do
manuseamento de hidrocarbonetos combustiveis, tintas, vernizes ou diluentes. Desta
inalacao resulta uma resposta da mucosa nasal com inflamacao eosinofilica (Johnson et
al., 2007), e uma variacdo na espessura do epitélio olfactivo associada inicialmente ao
decréscimo do nimero de células e, com a manutencédo do estimulo téxico, um aumento

desse numero, sugerindo assim uma resposta de tipo inflamatério (Jacquot et al., 2006).

Na industria dos plasticos utilizam-se epéxidos, como, por exemplo, o éxido de propileno,
cuja inalacdo repetida est4d associada a sintomas nasais de rinite. A avaliagéo
histopatologica da mucosa nasal de roedores, expostos a estas substancias, revelou uma
retencao acrescida com uma transicéo sol-gel, devido as suas propriedades bioadesivas
e de solubilidade aquosa dependente da temperatura (Bromberg, 2001). Verificou-se
também uma resposta inflamatéria com proliferacéo de células caliciformes e hiperplasia
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das células epiteliais e um efeito citotéxico com aumento da incidéncia de tumores nasais
(Rios-Blanco et al., 2003).

O niquel e o cromio empregam-se na industria metaldrgica, num processo denominado
electrodeposicéo, para dar um acabamento brilhante e altamente resistente a corrosédo. O
cromio e os seus Oxidos também séo utilizados na producdo de amoniaco. O contacto
destes elementos quimicos com a pele, mucosa respiratéria e sistemicamente, quando
sdo deglutidos, esta associado a uma resposta de tipo inflamatério e a uma maior
probabilidade de patologia neoformativa maligna. A mucosa nasal é afectada por esta
resposta com o desenvolvimento de rinite ou neoplasia nasosinusal (Marraccini, 2008)
(d'Errico, 2009). O seu efeito tdéxico sobre a mucosa nasal pode evoluir para atrofia,

ulceracao persistente, hipésmia, andsmia ou perfuracéo septal (Sunderman Jr, 2001).

Os taninos sao polifendis de origem vegetal que se encontram em alimentos, como o
vinho, chas, bagas e diospiros e em arvores como o carvalho. S&do largamente
empregues na industria dos curtumes. S&@o estes profissionais e os da industria das
madeiras que tém um maior risco de neoplasia nasosinusal, designadamente de
adenocarcinoma, por exposi¢ao aos taninos (Roux et al., 2002). Ha também uma relagéo
etiolégica entre esta exposi¢ao e a instalacdo de parésmias (Portier et al, 2000).

Quando as substancias, que entram em contacto com a mucosa nasal, produzem uma
resposta mediada pela imunoglobulina E (Ig E), a inflamagédo consequente denomina-se
“rinite alérgica”. Nesta, temos que considerar uma fase imediata quando o alergeno se
liga a Ig E, provocando a desgranulagdo dos mastocitos e a libertacdo de mediadores
quimicos pré-formados como a histamina, triptase, quimase, cininas e heparina. Verifica-
se também a producdo de novos mediadores, como o0s leucotrienos, citocinas e
interleucinas que amplificam a resposta inflamatéria. Esta caracteriza-se clinicamente por
rinorreia mucosa, crises esternutatérias, irritacdo nasal, obstrucdo nasal e hipdésmia. A
fase tardia caracteriza-se pela infiltragdo da mucosa nasal por basdfilos, eosindfilos,
mastdicitos e células mononucleares que amplificam e perpetuam a resposta alérgica.
Nesta fase a sintomatologia é sobreponivel, embora a obstru¢éo e a producado de muco
sejam mais acentuadas (Loureiro, 2008). A rinite alérgica pode classificar-se segundo
diversos critérios. Actualmente aceita-se uma classificagdo baseada na duragdo e

gravidade dos sintomas:

Intermitente se dura quatro ou menos dias por semana ou se tem uma duragao igual ou
inferior a quatro semanas. Persistente se dura mais de quatro dias por semana ou se se

prolonga por mais de quatro semanas.
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Quanto a gravidade classifica-se em ligeira (sono normal, sintomas ligeiros, sem
interferéncia nas actividades didrias de desporto, lazer, trabalho ou escolares) ou
moderada/severa (sono alterado, sintomas exuberantes, interferéncia nas actividades

diarias de desporto, lazer, trabalho ou escolares) (Bousquet et al., 2001).

A rinite intrinseca, anteriormente denominada “vasomotora”, resulta de uma alteracdo
neurovascular dos vasos sanguineos da mucosa nasal, comummente atribuida ao
sistema nervoso parassimpatico. Devido a esta alteracdo, ainda mal caracterizada do
ponto de vista fisiopatolégico, os vasos da mucosa nasal tornam-se mais abundantes e
sensiveis a estimulos externos. Os factores desencadeantes da agudizacdo desta
patologia s&o, por exemplo, as altera¢cdes da temperatura ou da humidade atmosfeérica, a
exposicao a fumos ou poeiras, a ingestdo de alcool, a ansiedade ou a administracao de
beta-blogueantes. Para além da acetilcolina, os receptores colinérgicos sdo também
estimulados pelo péptido Intestinal vasoactivo, determinante na hipersecre¢do associada
a esta entidade. Como os sintomas de obstrucdo nasal e de rinorreia mucosa sao
inespecificos, & necessario aplicar um diagndstico diferencial com vérias entidades
(Becker et al., 1994). Entre estas destaca-se a rinite infecciosa por virus, bactérias,
fungos ou parasitas e outras rinites nado-infecciosas, como as metabdlicas, as
granulomatoses, como a Doenca de Wegener ou a Sarcoidose, ou as patologias
mucocliares, como a Mucoviscidose, a Disquinésia Ciliar Priméria ou a Sindrome de
Young. Entre os factores que determinam uma resposta inflamatéria da mucosa nasal,
temos que incluir a resposta aos corpos estranhos nasais, que sao de suspeita

obrigatéria em criangas com rinorreia unilateral persistente (Barros, 1998).

Nesta enunciacdo de noxas da mucosa nasal fica clara a susceptibilidade desta estrutura
e as formas como arquitecta respostas adaptativas. Nos factores que seleccionamos para
estudo, ja € conhecido o seu potencial terapéutico sistémico. No entanto, interessa

também conhecer os efeitos histopatoldgicos locais sobre a mucosa nasal.

Apbs a fixacdo dos objectivos deste trabalho de investigacao, mobilizaram-se 0s recursos
imprescindiveis a sua execucdo, quer na vertente humana, quer na vertente animal, apds

apreciacgéo e parecer favoravel da Comisséo de Etica do Hospital da Marinha.

As bases do trabalho careceram de uma revisao da literatura sobre os fundamentos da
OHB, as suas indicagbes clinicas em Otorrinolaringologia e o estabelecimento da

casuistica do nosso centro.

Para o estudo morfolégico da mucosa respiratoria hasal em humanos, consideraram-se

os tratamentos crénicos com OHB e com farmacos de aplicagédo topica nasal, por serem

102



aqueles que mais se aproximam dos tratamentos efectuados nos doentes que recorrem
ao nosso centro. Nas situacdes agudas, que carecem de tratamento por OHB, pelo seu
caracter de urgéncia e algumas vezes de emergéncia, ndo € possivel estabelecer um
protocolo que inclua biopsias nasais no final do tratamento. Esse componente do estudo
dos efeitos agudos da OHB ficou entdo para os estudos experimentais realizados com
roedores em que, utilizando uma camara hiperbarica para animais de pequeno porte, se
procedeu a caracterizacdo morfolégica da mucosa respiratéria nasal do rato. Outra linha

de investigacao incluiu animais submetidos a tratamento crénico prolongado com OHB.

O acompanhamento clinico dos doentes do foro otorrinolaringologico, submetidos a OHB,
associado aos resultados preliminares dos estudos morfol6gicos, despertou curiosidade
sobre os efeitos funcionais a nivel respiratério nasal deste tipo de tratamento. Por esse
motivo, desenvolvemos um protocolo de investigacdo clinica para avaliagdo do pico

inspiratério nasal, em doentes tratados com OHB.

Para o estudo morfolégico consideramos importante a avaliagdo por microscopia Optica
(coloragdo com hematoxilina e eosina, acido periédico de Schiff (PAS) e Verhoeff), por
imunohistoquimica utilizando a marcagéo para o colagénio tipo IV e também o estudo da
ultrastrutura celular realizada por microscopia electrénica de transmissao. Quer no grupo
controlo, quer nos grupos submetidos a tratamento, as preparagfes coradas com PAS
ndo revelaram alteragdes no numero de células mucosas e a coloragdo de Veroeff
demonstrou a integridade das fibras elasticas. A imunomarcagdo do colagénio tipo IV

revelou a integridade da membrana basal e facilitou a apreciacdo da sua espessura.

1 - Aspectos anatomo-clinicos da mucosa nasal humana
1.1. - Ap6s Oxigenoterapia Hiperbarica

Baseados no conhecimento de que o transporte mucociliar nasal é afectado por factores
fisicos e quimicos, Narozny et al. (2002) desenvolveram um estudo prospectivo, em que
verificaram que com um tratamento padrdo (aproximadamente 70 minutos), de OHB,
havia uma aceleracdo do transporte mucociliar nasal. Ndo se registaram alteragdes no
grupo de controlo que fez tratamento hiperbarico, mas respirando ar. Esta evidéncia,
associada a sensibilidade clinica de que apés a OHB os doentes “respiravam melhor”,
levou-nos a investigar se havia uma correlagdo destes dados com alteracdes

morfologicas.
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Aquilo que comprovamos histologicamente é que, num tratamento cronico de OHB de 15
sessbes, ha um aumento significativo da espessura da membrana basal e um infiltrado
inflamatdrio por PMN, de grau moderado, do epitélio e do cérion da mucosa respiratoria
nasal. Nesta investigacdo optamos pela realizacdo de biopsia da porgdo anterior do
corneto inferior, sem anestesia, apesar dos riscos acrescidos de hemorragia nasal. Esta
ocorreu em todos os doentes, tendo sido controlada por compressao ou por cauterizacao
com nitrato de prata. A alternativa a biopsia seria um escovado das fossas nasais ou uma
recolha de solucdo de lavagem. Estes métodos, que sao Uteis em estudos de avaliacédo
do muco ou das células epiteliais, ndo permitiiam a observacdo das estruturas mais

profundas da mucosa.

O aumento da espessura da membrana basal é observada na via aérea em situagfes de
agressao a nivel pulmonar, como no pds-transplante pulmonar (Law et al., 2005), na
tosse cronica asmatica e ndo-asmatica (Niimi et al., 2004) ou apds a inalacdo de
alergenos (Phipps et al., 2004). Na mucosa nasal também se observa um aumento da
espessura da membrana basal, em doentes com rinossinusite crénica ou em doentes
alérgicos aos acaros do p6 da casa, se bem que menor do que o observado nas vias
aéreas inferiores (Chanez et al., 1999) (Rhel et al., 2007). Este aumento da espessura da
membrana basal nas vias aéreas é interpretado como uma resposta inflamatéria que
pode ser reversivel (Chanez et al., 1999). No nosso grupo de estudo humano, o0 aumento
de cerca de 36% da espessura da membrana basal da mucosa nasal, em relacdo ao
grupo de controlo, remete-nos para a consideracédo de se tratar de um efeito inflamatério
da OHB. Esta interpretacdo € apoiada também nos dados respeitantes a infiltracdo
leucocitaria do epitélio e do cérion. As células predominantes a permear o epitélio e o
cérion eram PMN, com significado estatistico, se bem que se observou uma presenca

também de linfdcitos no cérion, no entanto, sem significado estatistico.

A sequéncia de eventos entre a mobilizacdo de neutrdéfilos livres no plasma, passando
pela adesao, migracéo e libertacdo de mediadores até a sua chegada ao epitélio nasal, é
um processo coordenado. Por exemplo, na rinite alérgica observa-se a expressao de
marcadores de activagdo de superficie, como o CD11b, CD63 e CD66b, traduzindo uma
accdo dos neutrofilos no processo inflamatoério (Kinhult et al., 2003). Na exposi¢cdo a
molécula de ozono verifica-se uma resposta inflamatéria da mucosa nasal, sendo a
metaplasia das células mucosas dependente da acg¢do dos neutréfilos e a proliferacédo
celular e a regulagédo do gene da mucina, processos independentes dos neutrdfilos (Cho
et al., 2000).
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Como explicar entdo esta resposta inflamatdria numa modalidade terapéutica que
tem como uma das suas caracteristicas o efeito anti-inflamatoério, particularmente o

efeito anti-edema?

Partindo do principio de que as populagfes de estudo ndo tinham patologia nasal prévia,
pretendemos estudar efeitos da OHB em tecidos saudaveis. Os efeitos anti-inflamatérios
da OHB sédo observados em tecidos doentes (com inflamacdo aguda ou croénica), devido
a vasoconstricdo imposta ao nivel da microcirculacdo, em areas em que o nivel de
oxigénio ultrapassou o normal. Nas areas isquémicas, antes da OHB e em que o nivel de
oxigénio ficou perto do normal, ndo se observam fenémenos de vasoconstricdo (Mathieu
et al., 2006). Por outro lado a OHB, através da elevacao das concentracdes de oxigénio
disponiveis nos tecidos, contraria a inflamacéo associada ao fenébmeno da isquémia-
reperfuséo, tem um efeito directo nas bactérias patogénicas e melhora a resposta celular
as infeccdes pelo aumento da geracao de superoxido pelos PMN. Considerando ainda os
orgaos extra-respiratérios, verifica-se nestas circunstancias uma inibicdo na sintese de
DNA nos linfécitos e uma diminui¢éo da actividade fagocitaria, em condi¢des de hiperéxia
(Mathieu et al., 2006). Sabe-se ainda que as variagbes da pressdo atmosférica nas
fossas nasais estdo associadas isoladamente & exsudacao plasmatica (Berg et al., 2003).

Claramente, o efeito inflamatdrio, por nés descrito, ndo resulta da accao sistémica da
OHB, mas de uma accao directa sobre a mucosa respiratéria nasal, presumivelmente

devido ao aumento da presséo atmosférica e do oxigénio respirado a 100%.

A nossa investigacdo demonstrou ainda que, do ponto de vista ultrastrutural, ndo existem
alteragBes significativas nos organelos das células epiteliais designadamente nas
mitocéndrias, aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico, complexos juncionais ou nos
nacleos. Ao contrario do observado na populacdo de controlo, numa pequena
percentagem de células epiteliais (inferior a 10%), das amostras dos individuos
submetidos a OHB, verificarou-se alteracdo morfologica ciliar. Esta alteracdo consistia
fundamentalmente em edema da membrana, fusdo da membrana de cilios adjacentes e

falta de pares de microtibulos centrais ou periféricos.

Estas alteracdes, porque pequenas e limitadas, indiciam a seguranca clinica da utilizagédo
da OHB, no que diz respeito a preservagdo da via aérea superior. Sugerem também a

pertinéncia de estudos para avaliagédo dos efeitos agudos e dos efeitos crénicos da OHB.

105



1.2. - Apés aplicacao topica de outros farmacos

As instrucdes prestadas pelos médicos, e as incluidas na literatura de medicamentos
para administracdo em “sprays” nasais, referem a orientacdo de que o “spray” deve ser
dirigido a parede externa das fossas nasais. E ai que se pretende que actuem, pelo que é

ai também que temos que estudar os seus efeitos ha mucosa nasal.

No nosso trabalho demonstramos que a aplicacdo, durante duas semanas, de FM, AZ ou
CS estava associada a uma infiltracdo do epitélio e do cérion por leucécitos
polimorfonucleares e uma infiltracao estritamente do cérion por linfocitos, ao contrario do
gque se observou na populacdo de controlo. Estes resultados foram obtidos em cortes da
mucosa nasal corados com hematoxilina e eosina. Nas coloragbes com PAS e Verhoeff
ndo se observaram alteracdes nas células mucosas nem na integridade das fibras
elasticas, respectivamente. As medi¢Bes da espessura do epitélio e da membrana basal

nao revelaram diferencas significativas entre o grupo experimental e o grupo de controlo.

O FM é um anti-inflamatdrio corticéide tépico nasal. Como tal, € expectavel que diminua a
inflamagdo em individuos doentes. Isso esta solidamente demonstrado em doentes
alérgicos, quer no seu efeito agudo (Ciprandi et al., 2001) (cerca de seis horas ap6s a
administracdo do farmaco), quer a longo prazo (Minshall et al., 1998) (ap6s um ano de
administracdo continua) pela observacdo de diminuicdo da infiltracdo de células
inflamatérias, designadamente de eosindfilos. Também a AZ reduz a migragéo de células
inflamatdrias para a mucosa nasal, devido ao seu efeito sobre os mediadores da
inflamacdo (Bernstein, 2007). A CS esta associada a diminuicdo dos processos
inflamatérios de artrite, edema pds-vacina da tosse convulsa, reaccdo cutdnea da

tuberculina, reaccdo de Arthus e do edema associado a nistatina (Abdullahi et al., 1977).

Como interpretar entdo esta infiltracdo leucocitaria apés 2 semanas da

administracdo de farmacos com capacidade anti-inflamatoéria?

Na administracdo de FM, AZ ou CS néao seria previsivel haver diminuicdo das células
inflamatérias, uma vez que ndo havia inflamacéo prévia. No grupo de controlo, que foi
submetido a aplicacéo de solucéo salina de NaCl a 0,9%, ndo se observavam quaisquer
leucécitos no epitélio ou coérion. No estudo que realizamos com individuos saudaveis,
pretendia-se avaliar o efeito do farmaco sobre a mucosa e ndo a accao terapéutica do
mesmo. O que ha em comum, na administracdo de solucdo salina de NaCl a 0,9%, de
FM, de AZ e de CS, é o estimulo mecéanico sobre a mucosa nasal. Sabemos,
particularmente com a experiéncia com os tamponamentos nasais pos-operatérios, que

nestes procedimentos ha uma agressdo para mucosa por estimulo mecanico, que se
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manifesta por uma resposta inflamatéria (Mo et al., 2008) (Geng et al., 2004). A inalagéo
de particulas provoca uma lesdo ciliar e uma resposta inflamatoria com infiltracdo da
mucosa nasal de uma forma dependente da dose (Liu et al., 2008). Outro estimulo
conhecido é a poluicdo atmosférica, numa mistura de ozono, particulas minerais e
aldeidos, que conduzem em exposi¢cdo cronica a uma resposta inflamatéria da mucosa
nasal. Esta manifesta-se por um aumento da espessura do epitélio e por infiltracdo de
leucécitos mononucleares e PMN (Calderén-Garciduefias et al., 2001). Este tipo de
resposta também foi observado em animais expostos de forma aguda ao ozono, sem
associacdo de estimulos paralelos (Cho et al., 1999). No entanto, o estimulo mecanico
também existiu no grupo controlo e ndo se verificaram alteragées. Interpretamos estes
resultados como uma reacc¢ao inflamatéria inespecifica e transitéria associada a absorgéo

dos farmacos pela mucosa respiratoria nasal.

2 - Aspectos anatomo-clinicos da mucosa nasal do rato

Com o objectivo de obviar alguns factores de enviesamento inerentes ao estudo em
humanos, devido a heterogeneidade da populacdo humana, desenvolveu-se um estudo
experimental em animais, num modelo ja previamente utilizado no estudo em medicina
hiperbéarica. Empregando ratos saudaveis, adultos jovens e criados em ambiente de
biotério, obtivémos uma homogeneidade histolégica no grupo de controlo,
designadamente na obtenc¢do constante de um epitélio de tipo respiratério, na auséncia
de infiltracéo leucocitaria e nas dimensdes do epitélio e da membrana basal. Do ponto de
vista ultrastrutural, estudado em microscopia electrénica de transmissao, também se

obteve uma amostra homogénea sem alteracfes dos organelos ou dos cilios.

Imitando o tratamento comummente estabelecido nos centros de medicina hiperbarica
para patologias, como as Ulceras dos membros inferiores, submetemos um grupo de
animais a 30 sessdes de OHB com uma duracdo de 100 minutos cada. Apds a ultima
sessdo, 0s animais foram anestesiados e sacrificados, tendo-se procedido a dissecc¢ao
da cabeca ao longo do septo nasal, com recolha da mucosa da concha nasalis ventralis
(Bancroft et al., 2002). Foi também nesta ocasido que se procedeu a disseccdo dos
animais do grupo de controlo. O terceiro grupo de animais foi submetido a uma Unica
sessao de OHB de 485 minutos, segundo o protocolo alargado da tabela 6 da marinha
americana para o tratamento da sindrome de descompressdo. Trata-se de um dos
tratamentos mais longos, em que se respira ar alternadamente com oxigénio, a pressoes

de 1,9 ou 2,8 ATM. Por ser um tratamento longo, usémo-lo como modelo para averiguar
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eventuais efeitos agudos da OHB. Os animais foram sacrificados e dissecados

imediatamente apds o final da sessao.

Neste estudo comprovamos histologicamente que a OHB n&o esta associada a qualquer
alteracdo da mucosa respiratéria nasal quando aplicada de forma aguda, ainda que
prolongada. Esta avaliacdo foi realizada com recurso a preparacdes histoldgicas para
microscopia O6ptica, coradas com hematoxilina e eosina, PAS e Verhoeff e em
preparacfes para estudo por microscopia electrénica de transmissao. Dos parametros
avaliados na microscopia 6ptica destacamos a auséncia de diferencas em relagdo ao
grupo de controlo no que diz respeito a persisténcia de um epitélio pseudoestratificado
ciliado, espessura do epitélio e membrana basal, nimero e disposicdo das células

mucosas e das fibras elasticas e auséncia de infiltrados leucocitarios.

N&o se registaram diferencas entre os dois grupos, quando a avaliacdo foi feita por
microscopia electrénica de transmissdo no que diz respeito ao nucleo, mitocdndrias,
aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico, presenca de &reas de metaplasia
pavimentosa, altera¢des na distribuicdo das células ciliadas ou mucosas ou altera¢des na

ultrastrutura ciliar.

No tratamento crénico por OHB comprovdmos que existiam alteracdes para o grupo de
controlo que séo estatisticamente significativas. Utilizando o teste de t de Student e a
distribuicdo de Bernoulli para determinar o significado da infiltracdo leucocitaria,
verificAmos que esta era relevante para um p<0,05 e que a espessura do epitélio no
grupo submetido a 30 sessdes de OHB era significativamente maior. Ndo se verificaram
diferencas na espessura da membrana basal. Na avaliacdo, por microscopia electrénica

de transmisséo, ndo se verificaram diferencas entre os trés grupos de animais estudados.

A interpretacdo destes resultados remete-nos para os efeitos directos do aumento da
pressdo atmosférica e da hiperdxia, sendo, portanto, compativeis com o demonstrado
isoladamente para cada um destes estimulos. Destacamos o efeito proé-inflamatério
associado ao tratamento por ventiloterapia com aplicacdo nasal de pressdo positiva
continua (CPAP), verificado em ratos Sprague-Dawley (Almendros et al., 2008) e os
efeitos pré-inflamatérios verificados do ponto de vista bioquimico e morfoldgico em ratos

submetidos a diferentes condi¢des de hiperoxia (Nikula et al., 1991).
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3 — Diferencas entre o humano e o rato

O estudo animal permitiu aplicar um protocolo de OHB crénico numa populagéao
homogénea e estudar efeitos agudos, em condicfes extremas, que ndo sdo ética e

logisticamente possiveis em humanos.

A populacdo animal era constituida por 24 ratos Wistar, jovens adultos com 6 semanas
de vida no inicio do estudo, machos, com peso compreendido entre as 150 e as 175
gramas. Foram mantidos aos pares em gaiolas com alimento e agua permanentemente
disponiveis, em ciclo de luminosidade/obscuridade de 12 horas, a uma temperatura
constante de 20 °C, segundo o DL 129/92, de 6 de Julho e a portaria 1005/92 da lei
portuguesa e a directiva da Unido Europeia n° 86/609/CEE. Ao contrario do observado
nestes animais, encontramos no grupo de controlo humano a presenca de uma maioria
de amostras com epitélio pavimentoso e com areas metaplasicas, e algumas amostras
com leucdcitos no cérion. Sabendo que a populacdo de controlo humana tinha uma
média de idades de 36.89+8.95 anos, estavam em regime de ambulatério na
comunidade, e que, apesar dos critérios de exclusdo impostos para participar no estudo,
tinham um passado de eventuais agressdes nasais dificeis de enumerar, sdo aceitaveis e
compreensiveis estes achados histol6gicos na por¢do anterior do corneto nasal inferior
(Augusto et al., 1999). Quando obviamos estas condi¢des no estudo animal, chegamos a
um resultado semelhante, ou seja, a OHB cronica esta associada a uma resposta
inflamatoria ligeira ou moderada com infiltrag&o de leucécitos na mucosa nasal e com um

aumento da espessura da membrana basal ou do proprio epitélio.

A inexisténcia de altera¢cdes no grupo de animais que fez apenas uma sessdo de 485
minutos, deve ser discutida com consideracdo ao facto de haver uma respiracédo
intercalada de ar e de oxigénio a 100%, e de se verificar, a partir dos 125 minutos, uma

diminuicdo da pressao atmosférica de 2,8 para 1,9 ATA.

Questionamo-nos sobre se o resultado obtido se deve ao caracter agudo do

tratamento ou arespiracdo intercalada de ar e de oxigénio?

Sabe-se, ha longa data, que os efeitos da hiperdxia aguda se verificam rapidamente no
pulméo por efeito toxico directo e secundariamente pela acumulacdo de mediadores da
inflamacado e que estes efeitos séo reversiveis com a suspenséo do estimulo (Pagano e
Barazzone-Argiroffo, 2003). A respiracdo intermitente de ar é usada como método de
prevencdo da toxicidade do oxigénio em grupos de risco e esta demonstrado que, ao
contrario da exposi¢édo continua a OHB, a respira¢do intermitente de ar ndo activa os
mediadores quimicos da inflamag¢do (Chavko et al., 2008). Como o0s periodos mais
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extensos de respiracdo de oxigénio a 100% sdo de 60 minutos (excepcdo feita a
despressurizacao do final do tratamento), logo seguidos por periodos de respiracdo de ar
de 15 minutos, podemos aceitar que o0 oxigénio ndo desencadeou a resposta inflamatoria
tipica da hiperoxia. Por outro lado, o efeito isolado do aumento da pressdo atmosférica
pode ter sido obviado pelo facto de os animais terem estado somente 125 minutos a 2,8
ATA, seguidos de 300 minutos a 1,9 ATA e com um periodo de 30 minutos entre eles e

outros 30 para regressar a 1 ATA.

4 — Oxigenoterapia Hiperbarica noutros 6rgaos; perspectiva futura

Conforme ja referido anteriormente, a OHB tem um efeito anti-inflamatério em tecidos
doentes, devido a sua accao vascular, de elevacdo da pressdo parcial de oxigénio nos
tecidos e do seu efeito antimicrobiano. Por este motivo, a maioria dos estudos disponiveis
abordam 6rgéos ou tecidos doentes, havendo pouca informacéo sobre os efeitos da OHB
em territérios saudaveis. O efeito anti-inflamatorio é aproveitado, por exemplo na
pancreatite aguda (Nikfarjam et al., 2007), nas feridas de dificil cicatrizacdo (Zhang et al.,

2008) ou apds a reparacado de estruturas nervosas seccionadas (Sanchez, 2007).

Y

Os novos desafios, que se colocam a OHB, estdo relacionados com a melhor
compreensdo da farmacodinamia do oxigénio em condi¢cdes excepcionais de pressao
parcial, obtida pela inspiracdo do gas a 100%, em pressOes atmosféricas duas a trés
vezes superiores a verificada ao nivel do mar. Por este motivo, h4 um aumento do
namero de estudos interessando a OHB ao nivel molecular, envolvendo areas como a

genética, a imunologia e a farmacologia.

Sabendo-se, por exemplo, que a promocdo da cicatrizacdo de feridas em doentes
diabéticos esta associada a elevagdo do numero de células estaminais em circulacao,
apurou-se que a OHB aumenta a expressado do factor de crescimento placentario nas
células estaminais mesenquimatosas da medula éssea. Como este factor € um agente
estimulante da revascularizacdo em tecidos isquémicos, concluiu-se que estava

envolvido na angiogénese associada a OHB (Shyu et al., 2008).

Nas neurociéncias tém-se alargado as eventuais indicacdes futuras da OHB com base
em investigacao animal. Apurou-se, por exemplo, que apo6s a oclusdo aguda permanente
da artéria cerebral média, a reducdo da area enfartada e a melhoria comportamental dos
animais era superior nos que tinham feito tratamento precoce prolongado por OHB (Xue
et al., 2008). Apds isquémia induzida por lagueacdo da carétida esquerda, seguida de
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exposicao a condicdes de hipoxia em ratos recém-nascidos, verificou-se que a OHB
promovia a proliferacdo de células estaminais neuronais e estava associada a uma
melhoria dos resultados dos testes comportamentais (Wang et al.,, 2008). Este tipo de
testes demonstrou uma melhoria associada & OHB, assim como na densidade vascular
do hipocampo em ratos sujeitos a inducdo de lesdo trauméatica cerebral (Harch et al.,
2007). A OHB prévia a uma isquémia cerebral global transitéria tem um efeito
neuroprotector por reduzir a apoptose precoce e inibir a conversdo desta na apoptose
tardia, provavelmente devido ao aumento do nivel de factor neurotrofico derivado do
cérebro e a uma supressao da activacdo do p38 (Ostrowski et al., 2007). Num modelo
semelhante de pré-condicionamento com OHB, mas em que foi induzida uma hemorragia
cerebral, obteve-se uma diminuigcdo do edema cerebral, provavelmente por activacédo da
via das kinases p44/42 mitogenicamente activadas (Qin et al., 2008). Esta amostra de
resultados de estudos recentes coloca a OHB como uma modalidade de tratamento
actual, com necessidade de aprofundamento de conhecimentos basicos e clinicos e com

potencialidades que seguramente ainda séo desconhecidas.

5 — Avaliacao clinica da Oxigenoterapia Hiperbarica na fisiologia nasal

Como referido no inicio desta discussédo, tinhamos a sensibilidade clinica, pelos relatos
dos doentes, de que a respiracdo do oxigénio a 100%, durante o tratamento dentro da
camara hiperbarica, era diferente da respiracdo do ar ao nivel do mar. Com base neste
dado anamnético estabelecemos um protocolo usando o pico inspiratério nasal, antes,
durante e ap0s as sessfes de OHB. Estabelecemos também as medi¢cées a um grupo de
individuos, que nao fez tratamentos por OHB, para excluir a eventual interferéncia de
factores ambientais durante o periodo do estudo, o que ndo aconteceu. O grupo
estudado era constituido por 8 homens e 5 mulheres, com idades compreendidas entre
0s 21 e 0s 76 anos, com uma média de 51,9+18,3 anos, admitidos para tratamento por
OHB, com diversos diagnosticos. Cada doente completou pelo menos 10 observacoes,
em que se considerou o maior de trés registos do pico inspiratério nasal. O valor médio,
antes do tratamento e ao nivel do mar, foi de 149,4 + 12,0 I/min, durante o tratamento foi
de 176,4 + 16,0 I/min e, ap6s o tratamento ao nivel do mar, foi de 158,4 + 13,0 I/min. A
diferenca, entre o apurado antes e durante o tratamento, é estatisticamente significativo
para um p<0,05, utilizando o teste t de Student. VerificAmos um aumento linear de 3

I/min/dia durante o tratamento.
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O recurso ao pico inspiratério nasal deveu-se a facilidade e fiabilidade com que este teste
€ realizado. Dentro da camara hiperbéarica seria dificil manter uma medicdo de
rinodebitomanometria fiavel, ndo existindo na literatura qualquer protocolo com estes
aparelhos. A medigdo com o In-check™ ATS97 Inspiratory Flow Meter (Clement Clarke
International, UK), foi validada em diferentes condicdes, considerando-se ter uma
exactiddo semelhante a rinomanometria acustica ou rinomanometria activa anterior
(Bermdller et al., 2008) (Wilson et al. , 2003). Este tipo de dispositivo também foi utilizado
em altitude (Barry et al., 1997) e numa camara hipobarica em condicdes de hipoxia para

demonstrar uma limitacdo significativa no débito nasal (Barry et al., 2002).

Este resultado de elevacdo do débito nasal durante a OHB, associado ao aumento do
transporte mucociliar nasal (Narozny et al., 2002), tem uma grande importancia quando
recordamos que a maior parte dos doentes, submetidos a OHB, sao idosos ou individuos
cronicamente doentes que, pelas accbes descritas, ndo necessitam de dispender um

esforco respiratorio tdo grande como aquele que fazem a respirar ar, ao nivel do mar.

6 — Perspectiva médico-naval

A inexisténcia de alteragbes morfolégicas, no tratamento agudo prolongado, assume
particular importancia do ponto de vista médico-naval, devido a seguranca das missées
dos mergulhadores que, em condi¢Bes hiperbéricas, respiram diversos tipos de misturas

gasosas.

As alteracdes verificadas, nos tratamentos cronicos por OHB, se tém importancia para os
doentes que frequentam a camara hiperbéarica, tém muito mais relevancia para os
enfermeiros e mergulhadores que acompanham os doentes durante os tratamentos de
OHB, para as guarnicdes dos submarinos e dos navios pressurizados e para 0s

mergulhadores.

Deste estudo, surgem necessidades de investigacdo complementar nestas populacoes,
num contexto de “medicina ocupacional”’, para prevencao e intervencdo atempada, na

saude dos militares no activo de funcgdes.

A construcdo de uma camara hiperbarica para animais de pequeno porte, com a
possibilidade de pressurizacdo a ar e a oxigénio, dota a saude naval de um instrumento
de investigacao precioso, numa area que é do seu aprego e interesse, e para a qual é

necessario estimular os seus jovens médicos a desenvolver. Dispondo de médicos em

112



formacdo em diversas especialidades, sdo muitas as possiveis aferéncias para

investigacdo em OHB.
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CONCLUSOES

O nosso estudo propOs-se avaliar a mucosa nasal quando estimulada pelo oxigénio
hiperbérico e por farmacos de aplicagcéo tépica nasal, através da microscopia éptica, da
microscopia electrénica de transmissdo (MET) e também do ponto de vista funcional, pelo

pico inspiratério nasal.

Verificamos que o tratamento agudo com oxigénio hiperbarico, ainda que prolongado,
segundo um dos mais extensos protocolos estabelecidos, aplicado a ratos Wistar, ndo
provoca alteracdbes na mucosa nasal, identificaveis na microscopia oOptica com as
coloracbes de hematoxicilina e eosina, PAS, Verhoeff ou com marcacao
imunohostoquimica para o colagénio tipo IV. Também néo se verificaram alteracdes na
MET no que diz respeito ao nudcleo, mitocondrias, aparelho de Golgi e reticulo
endoplasmético, presenca de areas de metaplasia pavimentosa, alteracdes na
distribuicdo das células ciliadas ou mucosas ou alteragdes na ultrastrutura ciliar.
Concluimos, pois, tratar-se de um tratamento seguro para a mucosa nasal quando

aplicado de forma aguda.

Nos tratamentos crénicos de OHB (15 sess6es no humano e 30 sessdes no rato), usando
a mesma metodologia acima descrita, verificamos, em relagdo aos grupos de controlo,
haver um infiltrado inflamatdrio leucocitario da mucosa com predominio de PMN, de grau
moderado no humano e de predominio linfocitario, de grau ligeiro no rato. Verificamos
ainda um aumento da espessura da membrana basal do epitélio no humano e no rato. No
estudo ultrastrutural encontrdmos algumas alteragbes, como o edema da membrana dos
cilios, fusdo da membrana de cilios adjacentes e falta de pares de microtubulos centrais
ou periféricos que, no entanto, ndo sdo estatisticamente significativas. No estudo
funcional efectuado em humanos, com pelo menos 10 sessbes completas de OHB,
verificAmos que a OHB esta associada a uma elevagéo do pico inspiratério nasal e com
isso a uma elevacdo do débito inspiratério nasal. Podemos entdo concluir que o
tratamento cronico com OHB esta relacionado com altera¢gBes funcionais, com aumento
do débito aéreo nasal e a alteragBes morfolégicas por resposta inflamatéria traduzida por
infiltracdo leucocitaria da mucosa, aumento de espessura da membrana basal ou do

epitélio.

O estudo na mucosa nasal, apdés 14 dias de aplicagdo de FM, AZ ou a CS, demonstrou
uma infiltragdo do epitélio e do cérion por leucdcitos polimorfonucleares e uma infiltragéo
estritamente do cérion por linfocitos, ao contrario do que se passava na populacdo de

controlo. Nao foram encontradas outras alteracdes, pelo que concluimos que a absorgéo
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destes farmacos, pela mucosa respiratéria nasal, desencadeia uma resposta inflamatoria

precoce, inespecifica e transitéria.

Concluimos, com este trabalho que a mucosa nasal é um alvo de varias agressoes
ambientais e iatrogénicas e que reage a essas agressfes com uma resposta inflamatéria

ligeira a moderada, de caracter transitério.
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RESUMOS
RESUMO

O nariz é o primeiro 0rgdo respiratério a entrar em contacto com o ar e com as diferentes
substancias que este transporta e € também o primeiro 6rgao respiratorio alvo de

variacdes fisicas da atmosfera.

Na Medicina naval tem particular importancia o efeito das variagcbes de pressdo
atmosférica, devido as missdes que sdo desempenhadas em meio disbarico e as
actividades dentro de camaras hiperbéricas. A respiracdo de oxigénio a 100% em
pressbes atmosféricas de 2,5 ATA permite saturar a hemoglobina e aumentar em cerca

de 17,5 vezes a quantidade de oxigénio dissolvido no plasma.

Para além da farmacodinamia do oxigénio em condi¢Bes hiperbaricas, consideramos
importante apreciar a resposta da mucosa nasal saudavel a farmacos de aplicacdo topica
nasal. SeleccionAmos farmacos de diferentes grupos farmacoldgicos: Furoato de

Mometasona (FM), a Azelastina (AZ) e a Calcitonina de Salméo (CS).

Tendo por base a hip6tese de que a aplicacdo de farmacos na mucosa respiratdria nasal
ndo € inécua, este trabalho tem como objectivo a caracterizacéo clinica e morfolégica dos
efeitos dos farmacos seleccionados, nos seguintes parametros: estudo microscépico e
ultrastrutural, caracterizagdo imunohistoquimica e avaliagao fisiol6gica do débito nasal na

oxigenoterapia hiperbéarica (OHB).

AplOs apreciacdo e aprovacdo pela Comissdo de FEtica do Hospital da Marinha,
desenhdmos um estudo humano em que todos os intervenientes deram o seu

consentimento informado e um estudo animal, para responder aos objectivos tracados:

No estudo humano, com farmacos aplicados em nebulizagéo, seleccionAmos 4 grupos de
8 individuos, aos quais foi realizada biopsia da por¢édo anterior do corneto nasal inferior,

apos 14 dias de administracdo de solugéo salina (0,9% NacCl), FM, AZ ou CS.

No estudo morfolégico humano, com oxigénio hiperbarico, escolhnemos 2 grupos de 9
individuos. Um grupo realizou 15 sessdes de OHB de 100 minutos e o0 outro constituiu o
grupo de controlo, ao qual ndo foi administrado oxigénio, nem sofreu variagbes
provocadas da pressdo atmosférica. A biopsia da por¢édo anterior do corneto inferior foi

bilateral, para avaliagdo por microscopia Optica e electronica de transmissao.

117



O estudo animal foi efectuado com 3 grupos de 8 ratos de linhagem Wistar. O grupo de
controlo ndo foi submetido a exposi¢cdo ao oxigénio ou a variacbes de pressdo, um grupo
completou uma Unica sessdo de OHB, de 485 minutos, segundo a tabela 6 alargada da
marinha de guerra americana para o tratamento da sindrome de descompressdo e o
altimo grupo cumpriu 30 sessdes didrias de 100 minutos de OHB. Procedeu-se a colheita

da concha nasalis ventralis que corresponde ao corneto inferior, bilateralmente.

A analise estatistica dos resultados foi elaborada com recurso ao teste de t,
considerando-se um valor de p<0,05 para indicar um significado estatistico. A distribui¢do

de Bernoulli foi usada para avaliar o significado estatistico da presenca de inflamacao.

Para o estudo funcional do débito nasal em doentes submetidos a OHB, recorreu-se a
avaliacdo, previamente validada, do pico inspiratorio nasal, com o aparelho In-check™
ATS97 (Clement Clarke International, UK). Verificamos um aumento de 149,4 + 12,0 I/min
ao nivel do mar antes do inicio do tratamento, para 176,4 + 16,0 I/min na pressdo maxima
a respirar oxigénio a 100%. Este aumento de 18% € estatisticamente significativo (p =
0,001). Apos a sessdo de OHB o pico inspiratorio nasal era de 158,4 + 13,0 I/min; este
aumento de 6% em relagdo ao valor antes da sessdo também € estatisticamente

significativo (p = 0,007).

No estudo humano, com farmacos aplicados em nebulizac&o, verificAmos uma infiltracado
do epitélio e do corion por leucécitos polimorfonucleares (PMN) e uma infiltracéo

estritamente do corion por linfécitos, ao contrario do que se passava nos controlos.

No estudo morfolégico humano, com oxigénio hiperbarico, demonstramos um aumento
significativo da espessura da membrana basal de 36%, um infiltrado inflamatorio por
PMN, de grau moderado, do epitélio e do cérion da mucosa respiratoria nasal e uma
pequena percentagem de células epiteliais (inferior a 10%), com edema da membrana
ciliar, fusdo da membrana de cilios adjacentes e falta de pares de microtibulos centrais

ou periféricos, em relacéo ao grupo de controlo.

No estudo em animais verificamos que, nos submetidos a tratamento crénico, a mucosa
respiratéria nasal apresentava, tal como nos humanos, um infiltrado leucocitario
estatisticamente significativo. Este era de grau ligeiro, formado por PMN e linfocitos.
Encontramos ainda uma significativa elevacdo da espessura do epitélio neste grupo. Nos
animais, submetidos a apenas uma sessao prolongada de OHB, n&do se encontraram
quaisquer altera¢cdes morfolégicas. Na avaliagdo ultrastrutural, ndo foram identificadas

alteragbes em qualquer dos grupos estudados.
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Deste conjunto de resultados concluimos que a aplicagéo de farmacos como o FM, AZ ou
CS na mucosa respiratéria nasal esta associada a uma resposta inflamatéria precoce,
inespecifica e transitoria. Esta verifica-se também nos tratamentos cronicos por OHB nos
humanos e nos ratos, podendo-se atribuir & sinergia da elevacdo da pressao atmosférica
e da respiracdo do oxigénio a 100%. Na OHB aplicada de forma aguda, seguindo um
protocolo longo de tratamento da sindrome de descompressdo, ndo se encontraram
alteragcbes na mucosa nasal, apds estudo por microscopia éptica e electrénica de
transmissdo. Este resultado pode dever-se a respiracdo intercalar de ar e/ou ao

desmame de pressao que se verifica ao longo do tratamento.
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SUMMARY

The nose is the first respiratory organ to enter in contact with the air and with different
substances that it carries and it is also the first respiratory organ to be the target of

physical variations of the atmosphere.

In naval Medicine the effect of the variations in atmospheric pressure is particularly
important because of the missions that are performed in dysbaric environment and of the
activities in hyperbaric chambers. The oxygen breathed at 100% in atmospheric pressures
of 2,5 ATA allows the saturation of the hemoglobin and the increment in about 17,5 times

the amount of oxygen dissolved in the plasma.

In addition to the pharmacodynamics of the oxygen in hyperbaric conditions, we
considered of importance to appreciate the answer of the healthy nasal mucosa when
stimulated with medicines of topical nasal application. We selected medicines of different
pharmacological groups: Mometasone Furoate (MF), Azelastine (AZ) or Salmon
Calcitonin (SC).

Starting from the hypothesis that the application of medicines in the respiratory nasal
mucosa is not harmless, this investigation aims to characterize the clinical and
morphological effects of the selected medicines in the following parameters: microscopic
and ultrastructural study, immunohistochemical characterization and physiologic
evaluation of the nasal debit in the hyperbaric oxygen therapy (HBO).

Following the appreciation and approval of the Ethics Committee of the Navy Hospital, we
drew a human study in which all the subjects gave their informed consent and an animal

study, to respond to the drawn objectives:

In the human study with medicines applied by spray, we selected 4 groups of 8 individuals
to whom biopsy of the anterior portion of the nasal inferior turbinate was carried out after
14 days of administration of saline solution (0,9 % NacCl), MF, AZ or SC.

In the morphological human study with hyperbaric oxygen, we chose 2 groups of 9
individuals. One of the groups carried out 15 sessions of HBO of 100 minutes and the
other constituted the control group to which oxygen was not administered and whish did
not suffer provoked variations of the atmospheric pressure. The biopsy of the anterior
portion of the inferior turbinate was bilateral, for the purpose of optic and electron

transmission microscopy analysis.
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The animal study was performed with 3 groups of 8 rats, lineage Wistar. The control group
was not subjected to the oxygen or to variations of pressure. One group completed a
single session of HBO, of 485 minutes, according to the extended table 6 of the US navy
for the treatment of the decompression syndrome and the last group carried out 30 daily
sessions of 100 minutes of HBO. The concha nasalis ventralis, that corresponds to the

inferior turbinate, was harvested bilaterally.

For the statistical analysis of the results we used the t test, considering a p<0,05 value to
indicate a statistical significance. The Bernoulli distribution was used to determine

statistical significance of the presence of inflammation.

For the functional study of the nasal flow in patients subjected to HBO, we resorted to the
previously validated evaluation of the nasal peak inspiratory flow, with the device In-
checkt™ ATS97 (Clement Clarke International, UK). We verified that the nasal peak
inspiratory flow increased from 149,4 + 12,0 I/min at the sea level before the beginning of
the treatment to 176,4 + 16,0 I/min in the maximum pressure, breathing 100% oxygen.
This increase of 18% is statistically significant (p = 0,001). After the HBO session the
nasal peak inspiratory flow was of 158,4 + 13,0 I/min; this increase of 6 % regarding the

value before the session is also statistically significant (p = 0,007).

In the human study with medicines applied by spray, we verified an infiltration of the
epithelium and of the chorion for polymorphonuclear (PMN) leucocytes and an infiltration

only of the chorion for lymphocytes. This was not observed on the control population.

In the morphological human study with hyperbaric oxygen we demonstrated: i) a
significant increase of the thickness of the basement membrane of 36 %,; ii) an
inflammatory infiltration for PMN, of moderate degree, of the epithelium and of the chorion
of the respiratory nasal mucosa. A small percentage of epithelial cells (less than 10%), of
the samples of the individuals subjected to the HBO, presented edema of the ciliar
membrane, fusion of the membrane of adjacent cilia and lack of central or peripheral pairs

of microtubules, when compared to the control group.

As for the the animals subjected to the chronic treatment, the respiratory nasal mucosa
presented, a statistically significant leukocyte infiltration, such as in human. This infiltration
was mild and formed by PMN and lymphocytes. We found a significant increase of the
thickness of the epithelium in this group. In the animals subjected to a single prolonged
HBO session no morphological alterations were observed. No alterations in any of the
studied groups were identified in the ultrastructural analysis.
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By way of this set of results we conclude that the application of medicines like MF, AZ or
SC in the respiratory nasal mucosa is associated to an early, unspecified and transitory
inflammatory answer. This is also verified in chronic HBO treatments in humans and in
rats, and it is possibly attributed to the synergy of the elevation of the atmospheric
pressure and of the 100% oxygen breathing. The acute HBO therapy, following a long
protocol of treatment for the decompression syndrome, did not provoke alterations in the
nasal mucosa, after optic and transmission electron microscopy analysis. This result can
be justified by the intercalate breath of air and/or to weans of pressure that happened

along the treatment.
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RESUME

Le nez est le premier organe respiratoire a entrer en contact avec l'air et avec les
différentes substances qu'il transporte. C’est aussi le premier organe respiratoire cible de

variations physiques de I'atmosphére.

Dans la Médecine navale, l'effet des variations de pression atmosphérique a une
importance particuliere due aux missions qui se se déroulent dans un milieu dysbarique
et, aux activités a l'intérieur de chambres hyperbariques. La respiration d'oxygéne a
100% dans des pressions atmosphériques de 2.5 ATA permet de saturer I'hnémoglobine et

d'augmenter environ 17,5 fois la quantité d'oxygéne dissoute dans le plasma.

Au-dela de la pharmacodynamie de l'oxygéne dans des conditions hyperbariques, nous
avons considéré qu'il était important d’apprécier la réponse de la muqueuse nasale saine
quand elle est stimulée par des médicaments d'application topique nasale. Nous avons
sélectionné des médicaments de différents groupes pharmacologiques: mométhasone

fuorate (MF), azélastine (AZ) et la calcitonine de saumon (CS).

En ayant pour base I'hypothése dont I'application de médicaments dans la muqueuse
respiratoire nasale n'est pas inoffensive, ce travail a pour objet la caractérisation clinique
et morphologique des effets des médicaments selectionnés, dans les parametres
suivants: étude microscopique et ultrastructurale, caractérisation immunohistochimique et

évaluation physiologique du débit nasal dans I'oxygénothérapie hyperbarique (OHB).

Aprés l'appréciation et I'approbation par la Commission d'Ethique de I'Hopital de la
Marine, nous avons esquissé une étude humaine ou tous les intervenants ont donné leur

approbation informée et, une étude animale pour répondre aux objectifs tracés:

Dans I'étude humaine avec des médicaments appliqués par nébulisation, nous avons
sélectionné 4 groupes de 8 personnes sur lesquelles a été réalisée une biopsie de la
portion antérieure du cornet nasal inférieur, aprés 14 jours d'administration de solution
saline (0,9% NaCl), MF, AZ ou CS.

Dans I'étude morphologiqgue humaine avec oxygéne hyperbarique, nous avons choisi 2
groupes de 9 personnes. Un groupe a réalisé 15 sessions d'oxygénothérapie
hyperbarique de 100 minutes, et l'autre a constitué le groupe de contrdle auquel on n'a
pas administré d’'oxygéne et qui n'a pas souffert de variations provoquées par la pression
atmosphérique. La biopsie de la portion antérieure du cornet inférieur a été bilatérale, par

évaluation avec microscopie optique et électronique de transmission.
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L'étude animale a été effectuée avec 3 groupes de 8 souris d'ascendance Wistar. Le
groupe de contrdle n'a pas été soumis a I'exposition a l'oxygéne ou a des variations de
pression ; un groupe a complété une seule session de OHB, de 485 minutes, selon le
tableau 6 élargi de la marine de guerre américaine pour le traitement du syndrome de
décompression et, le dernier groupe a accompli 30 sessions quotidiennes de 100 minutes
de OHB. On a procédé a la récolte de la concha nasalis ventralis qui correspond au

cornet inférieur, bilatéralement.

L'analyse statistique des résultats a été faite en utilisant le test t, avec une valeur p<0,05
pour indiquer la signification statistique. La distribution de Bernoulli a été utilisée pour

évaluer la signification statistique de la présence d'inflammation.

Pour I'étude fonctionnelle du débit nasal sur des malades soumis a I'OHB, on a fait appel
a l'évaluation, préalablement validée, du débit inspiratoire nasal de pointe, avec l'appareil
In-check™ ATS97 (Clement Clarke International, UK). Nous avons vérifié une
augmentation de 149,4 + 12,0 I/min au niveau de la mer avant le début du traitement,
pour 176,4 + 16,0 I/min a la pression maximum a respirer de I'oxygéne a 100%. Cette
augmentation de 18% est statistiquement significative (p = 0,001). Aprés la session de
OHB le débit inspiratoire nasal de pointe était de 158,4 + 13,0 I/min ; cette augmentation
de 6% concernant la valeur avant la session est aussi statistiguement significative (p =
0,007).

Dans I'étude humaine avec des médicaments utilisés en nébulisation, on a trouvé une
infiltration de I'épithélium et du chorion par des leucocytes polymorphonucléaires (PMN) et
une l'infiltration strictement du chorion par des lymphocytes, contrairement a ce qui se

passait dans les contréles.

Dans I'étude morphologique humaine avec oxygene hyperbarique nous avons démontré
une augmentation significative de I'épaisseur de la membrane basale de 36% , un infiltré
inflammatoire par PMN, de degré modéré, de I'épithélium et du chorion de la muqueuse
respiratoire nasale et un petit pourcentage de cellules épithéliales (inférieur a 10%), avec
oedeme de la membrane ciliaire, fusion de la membrane de cils adjacents et un manque
de paires de microtubules centrales ou périphériques, en comparaison avec le groupe de

controle.

Dans I'étude sur les animaux soumis a un traitement chronique, la muqueuse respiratoire
nasale présentait, comme chez les humains, un infiltré leucocitaire statistiquement
significatif. Celui-ci était d’'un léger degré, formé par PMN et de lymphocytes. Nous avons

constaté également une augmentation significative de I'épaisseur de I'épithélium dans ce
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groupe. Chez les animaux soumis seulement a une longue session de OHB, on n’a trouvé
aucun changement morphologique. Dans [I'évaluation ultrastructurale, on n’a identifié

aucune altération dans n'importe quels groupes étudiés.

De cet ensemble de résultats nous concluons que l'application de médicaments comme
MF, AZ ou CS dans la muqueuse respiratoire nasale est associée a une réponse
inflammatoire précoce, non spécifique et transitoire. Celle-ci se vérifie aussi dans les
traitements chroniques par OHB sur les humains et sur les souris, ce qui peut étre attribué
a la synergie de I’ élévation de la pression atmosphérique et de la respiration de I'oxygéne
a 100%. Dans la OHB appliquée d'une forme aigué, en suivant un protocole long de
traitement du syndrome de décompression, on n'a pas trouvé d'altérations dans la
muqueuse nasale, aprés I'étude par microscopie optique et électronique de transmission.
Ce résultat peut étre di a la respiration intercalaire d'air et/ou au sevrage de pression qui

est constaté et vérifié tout au long du traitement.
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