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RESUMO

MENDES FILHO, Daniel. Poluicdo sonora e perda auditiva podem levar a prejuizo
cognitivo e quadros de deméncia? 2022. 113 f. Tese (Doutorado em Fisiologia) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto,
2022.

O sentido da audicdo é um dos sentidos mais antigos na escala evolucionaria dos
mamiferos. Nos seres humanos a audicdo se tornou um sentido fundamental no
comportamento socioafetivo e no processo de aprendizado. Por isso, deficiéncias
auditivas dificultam a interacdo dos individuos com o mundo ao redor bem como seu
pleno desenvolvimento cognitivo. Muitos autores descrevem 3 tipos principais de
perda auditiva: condutiva, central e sensorineural (PASN), sendo esta ultima o tipo
mais comum. Ruidos intensos, em geral resultantes de poluicdo sonora, sdo 0s
principais causadores de PASN. Definida como sons/ruidos indesejados ou
excessivos gerados por atividade humana (antropogénicos), a poluicdo sonora pode
ter efeitos nocivos sobre a saude humana e animal bem como sobre o ecossistema
como um todo. Além da PASN, esse tipo de poluicdo € capaz de promover problemas
cardiovasculares, metabdlicos; psicossociais e neuropsiquiatricos como, por exemplo,
prejuizo cognitivo. Nado obstante, a deficiéncia auditiva por si sé ja € fortemente
associada a declinio cognitivo e quadros demenciais. Varios trabalhos tém
apresentado evidéncias de que a poluicdo sonora e a PASN séo fatores de risco que
contribuem para a incidéncia de disfungbes cognitivas por meio de alteracbes
bioguimicas, morfofuncionais e eletrofisiolégicas nas vias auditivas e no hipocampo,
principalmente. Todavia, os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a correlacéo
poluicdo sonora/PASN/prejuizo cognitivo ndo sdo de todo conhecidos. Logo, séo
necessarios estudos que permitam avaliar isoladamente os efeitos deletérios da
deficiéncia auditiva sobre a cognicdo, eliminando alteracdes atribuiveis ao trauma

psicoldgico (distresse) causado pelos ruidos.

Palavras-chave: Poluicdo sonora. Perda auditiva. Presbiacusia. Comprometimento

cognitivo. Deméncia.



ABSTRACT

MENDES FILHO, Daniel. Can noise pollution and hearing loss lead to cognitive
impairment and dementia? 2022. 113 f. Tese (Doutorado em Fisiologia) — Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

The sense of hearing is one of the oldest senses on the evolutionary scale of
mammals. In humans, the hearing has become a fundamental sense in socio-affective
behavior and the learning process. Therefore, hearing loss makes it difficult for
individuals to interact with the world around them, as well as their full cognitive
development. Many authors describe 3 main types of hearing loss: conductive, central,
and sensorineural (SNHL), the latter being the most common type. Intense noises,
usually resulting from noise pollution, are the main causes of SNHL. Defined as
unwanted or excessive sounds/noise generated by human activity (anthropogenic),
noise pollution can have harmful effects on human and animal health as well as on the
ecosystem as a whole. In addition to SNHL, this type of pollution is capable of
promoting cardiovascular and metabolic problems; psychosocial and neuropsychiatric
disorders such as cognitive impairment. However, hearing loss by itself is already
strongly associated with cognitive decline and dementia. Several studies have
presented evidence that noise pollution and SNHL are risk factors that contribute to
the incidence of cognitive dysfunctions through biochemical, morphofunctional, and
electrophysiological alterations in the auditory pathways and the hippocampus, mainly.
However, the pathophysiological = mechanisms underlying the noise
pollution/SNHL/cognitive impairment correlation are not fully understood. Therefore,
studies are needed that allow the isolated assessment of the deleterious effects of
hearing loss on cognition, eliminating alterations attributable to psychological trauma

(distress) caused by noise.

Key-words: Noise. Hearing Loss. Presbycusis. Cognitive Dysfunction. Dementia.
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PARTE 1: REVISAO NARRATIVA

1 INTRODUCAO

1.1 O SENTIDO DA AUDICAO

O sentido da audicdo é um dos sentidos mais antigos na escala evolucionaria
dos mamiferos — os quais, em comparacdo com répteis e aves, desenvolveram
timpanos mais largos e sensibilidade auditiva maior para frequéncias mais elevadas
(de 12 até > 200 kHz).Além disso, a semelhanca de répteis e aves, os mamiferos
também possuem a capacidade de localizar precisamente a direcdo da fonte sonora
(KHALIL, 2021; MANLEY, 2017). Nessa classe animal como nas demais, a audi¢cao
se vinculou fortemente a sobrevivéncia dos individuos, pois desse sentido dependem
as atividades de reproducao, captura de presas e fuga de predadores. Contudo, nos
primatas em geral e no Homo sapiens em particular, a audi¢do se tornou um sentido
social de extrema importancia. Desse modo, a audicdo € fundamental no
comportamento socioafetivo e no processo de aprendizado, permitindo a conexao dos
individuos com outras pessoas e com o mundo ao redor (HESTER, 2005;
MASTERTON; HEFFNER; RAVIZZA, 1969). Isso poderia explicar porque as taxas de
suicidio sdo maiores em pessoas com deficiéncia auditiva do que naquelas que
perderam a viséo, por exemplo (TURNER; WINDFUHR; KAPUR, 2007).

O sistema auditivo humano é dividido em orelhas externa, média e interna. A
orelha externa, por sua vez, € formada pelo pavilhdo auditivo (auricula ou pina) e pelo
meato acustico externo (canal auditivo), delimitado internamente pela membrana
timpanica. A membrana timpéanica ou timpano € o limite lateral da orelha média a qual
é formada pela cavidade timpanica contendo os ossiculos (martelo, bigorna e estribo)
e pela tuba auditiva (trompa de Eustaquio), sendo que essa estrutura se conecta a
faringe e garante o equilibrio entre a pressado dentro da orelha média e a presséo
atmosférica. A orelha interna tem dupla funcdo sensorial: equilibrio (funcéo
desempenhada pelo aparelho vestibular com os canais semicirculares) e audigcéo, a
gual depende da céclea. As informacdes sensoriais de equilibrio e audicdo da orelha
interna s&o conduzidas pelo nervo vestibulococlear (par VIII dos nervos cranianos)

(figura 1).
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Figura 1- Anatomia da orelha.

NN

Tuba auditiva .
(tuba de Eustaquo)

Fonte: DEE UNGLAUB e SILVERTHORN, 2017. Fisiologia Humana — uma abordagem
integrada.

O fenbmeno da audicdo se inicia a partir da captacdo de ondas sonoras pelo
pavilhdo auditivo, cuja estrutura anatémica permite o direcionamento das ondas até o
canal auditivo. A energia das ondas sonoras €é transmitida até o timpano, onde causa
movimentos de compressao-descompressdo. Como consequéncia do movimento
timpanico, os ossiculos da orelha média vibram e transmitem a energia mecanica para
a janela do vestibulo (ou janela oval) na céclea. Na janela oval, a vibracdo mecénica
€ convertida em ondas liquidas na perilinfa presente nas rampas (ou escalas)
vestibular e timpéanica e na endolinfa, presente no ducto coclear (também chamado
rampa/escala média). Essas ondas sdo transmitidas ao longo de toda a escala
vestibular até o helicotrema (figura 2A e 2B). Na escala média do apice a base da
céclea, esta a membrana basilar na qual h4 uma tonotopia: a base mais estreita e

rigida dessa membrana € mais sensivel a sons de alta frequéncia (agudos) enquanto
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0 apice, mais largo e flexivel, é mais responsivo a sons de baixa frequéncia (graves)

(Figura 2C).

Figura 2- Movimento da membrana basilar.

A Helicotrema —x,
\“‘\
A\
\\\
"\
Janela oval
Excala .
. Martelo  Bigoma ‘_ vasthulr |
\ ooy e N SN
\/ A e \ L \==E /|
— W\ A \T=r \ ’--—_.-E.‘ca‘la
Tlmpano \ -\ _\_:‘:"‘I.._/_\_ / |I‘./.-.“ | y 4 médie
| = AV R
{ [/ /
| } ] ‘,/’x
/ | / /" Escala
\ / | | / i
\ /7 timpénica
| '_ .f/ ‘./,/ Pé
| . / s /". -. ._ #
IMembrana d
janela redonda
B Bmm

P —_—

Mermbrana | \
timpdnica  Jangla \Membrana da Membrana
redonda janela oval basilar

" | Frequéncia
] bana

Frequéncia
méda

Frequéncia
alta

"”])))))) o

Fonte: KANDEL et al, 2014. Principios de Neurociéncias.
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O orgéao de Corti € uma estrutura situada na escala média sobre a membrana

basilar e parcialmente coberto pela membrana tectorica. Nessa estrutura encontram-

se células epiteliais ciliadas (pilosas) as quais s&@o receptores nao neurais da

informacédo auditiva. As células ciliadas internas sdo responsaveis pela transducéo do

sinal auditivo, ao passo que as externas tém a funcdo de controlar o ganho e de

otoprotecdo, sendo inervadas pelo sistema olivo-coclear. A energia cinética das ondas

sonoras ao ser transmitida para a endolinfa e a perilinfa, movimenta as membranas

basilar e tectérica gerando movimentos de flexdo e relaxamento nos estereocilios

(figura 3).
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Figura 3- Movimentos das membranas basilar, tectérica e dos cilios
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Fonte: DEE UNGLAUB e SILVERTHORN, 2017. Fisiologia Humana — uma
abordagem integrada.

O movimento dos cilios leva a abertura de canais ibnicos sensiveis a estimulos
mecanicos. Sendo a endolinfa, ao contrario de outros compartimentos extracelulares,
rica em ions K*, a abertura dos canais mecanossensitivos permite a entrada
principalmente de K*, mas também de Ca?*, fazendo com que a célula ciliada
despolarize. Por conseguinte, abrem-se canais de Ca?* voltagem-dependentes (figura
4).
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Figura 4- Movimento dos cilios e alteracdo no potencial de membrana

Fonte: KANDEL et al, 2014. Principios de Neurociéncias.

A entrada de Ca?* promove a liberacdo de glutamato na fenda sinaptica entre
as células ciliadas e os neurbnios sensoriais auditivos primarios. As células ciliadas
nao disparam potencial de acdo, sendo a liberacdo de glutamato proporcional a
despolarizacdo da membrana e a entrada de célcio. O glutamato liberado ativa
receptores ionotropicos pés-sinapticos que despolarizam a membrana pés-sinaptica
e levam ao disparo e propagacao de potenciais de acdo nos neurdnios do ganglio
espiral, que formam o nervo auditivo. Com isso, sdo gerados padrdes de potenciais
de agcédo nesses neurdnios — padroes esses que refletem o padréo de vibracdo das
ondas sonoras (figura 5).
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Figura 5- Transducao de sinal nas células ciliadas
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Fonte: DEE UNGLAUB e SILVERTHORN, 2017. Fisiologia Humana — uma
abordagem integrada.

Os neurbnios auditivos conduzem essa informacao até o ramo coclear do nervo
vestibulococlear (par VIII) — esse ramo também é denominado nervo auditivo ou nervo
coclear. O ramo coclear conduz a informacao auditiva até os nucleos cocleares a partir
dos quais ocorrem projecdes para o nucleo olivar superior e, via lemnisco lateral, para
o coliculo inferior no tronco cerebral. Essa regido no tronco cerebral é importante na
integragdo da informagé&o auditiva e da coordenacdo dos reflexos auditivos como o

reflexo de virar a cabeca em diregdo ao som. A partir do tronco cerebral, as fibras
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auditivas ascendem até o corpo geniculado medial no tdlamo, de onde se projetam
para o cortex auditivo. O cortex auditivo abrange diversas regifes cerebrais no lobo
temporal estando organizadas entre si em uma hierarquia para o processamento de
informagBes sonoras. No topo dessa hierarquia estd o cortex auditivo primario,
localizado no giro de Herschl, onde chegam as informag@es advindas da coclea (figura
6). Aferéncias vindas do cértex auditivo primario chegam no coértex auditivo secundario
(localizado entre o giro de Herschl e o giro temporal superior) que , por sua vez,
desempenha fungdes de localizagdo espacial do som e de integracéo das informagdes
sonoras com outras redes sensoriais (KANDEL, 2014; SLADE; PLACK; NUTTALL,
2020).



Figura 6- Vias auditivas centrais
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Fonte: KANDEL et al, 2014. Principios de Neurociéncias.
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Muitos autores descrevem 3 tipos principais de perda auditiva, 0os quais
resultam de lesbes mecanicas ou neurais. A perda auditiva condutiva ocorre quando
ha falha na conducédo das ondas sonoras até as orelhas média e interna. Essa falha
pode ocorrer tanto devido a obstrugéo fisica no canal auditivo (causada por excesso
de cerume, por exemplo), quanto devido a uma otite média a qual pode resultar em
perfuracdo timpanica. A perda auditiva central € menos frequente e resulta de: dano
no nervo vestibulococlear (para VIIl) ou em seus ramos; dano nas vias e/ou nucleos
entre o nervo VIl e o cértex auditivo ou mesmo lesdes nesse cortex — as quais podem
ser causadas por acidentes vasculares cerebrais (AVCs). Por fim, o tipo mais
frequente de perda auditiva é a neurossensorial ou sensorineural, que resulta da morte
das células ciliadas do 6rgdo de Corti. A perda auditiva sensorineural (PASN) é uma
patologia que engloba tanto danos nas células ciliadas da coclea quanto uma reducao
na inervacdo das células ciliadas internas por ramos do nervo auditivo, reducéo esta
denominada sinaptopatia coclear (KUJAWA; LIBERMAN, 2009). Tanto a perda
auditiva condutiva quanto a PASN podem resultar de diferentes causas além de ter

natureza mista, conforme ilustrado na figura 7.

Figura 7- Tipos mais frequentes de perda auditiva e suas causas.
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Sempre se considerou que no processo de PASN a deterioracao das sinapses
dos ramos do nervo auditivo com as células ciliadas seria um fendmeno secundario a
morte destas (MCFADDEN et al., 2004; SPOENDLIN, 1984). Todavia, Wu et al (2019)
demonstraram que essa deterioracao sinaptica pode anteceder e até ser mais intensa
do que a morte de células ciliadas per si, 0 que corrobora achados anteriores de que
a neurodegeneracdo dos ramos auditivos pode inclusive ocorrer sem que
concomitantemente haja morte de células ciliadas cocleares (figura 8) (HENRY, 2022;
MAKARY et al., 2011; VIANA et al., 2015; WU et al., 2019).

Figura 8 - llustracdes do epitélio sensorial coclear de mamiferos
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Fonte: Adaptada de Henry, 2022.

Mesmo quando a exposicdo ao ruido esta dentro da intensidade considerada
segura (menor que 65 dB) ja se observou que esses niveis moderados podem levar a
neurodegeneracdo de ramos do nervo auditivo em modelos animais expostos a
intensidades sonoras que em teoria ndo seriam intensas o suficiente para levar a
morte das células ciliadas (KUJAWA; LIBERMAN, 2009; LIN et al., 2011b; TURNER;
WINDFUHR; KAPUR, 2007). Desse modo, desenvolve-se uma PASN que muitas
vezes ndo é detectdvel em exames auditivos padrdo como o audiograma, por
exemplo. Esse tipo de PASN, denominada “perda auditiva oculta”, se caracteriza por
dificuldades de compreensdo de sons complexos em ambientes ruidosos
(BHARADWAJ et al.,, 2014; HENRY, 2022; SCHAETTE; MCALPINE, 2011).
Atualmente, ruidos intensos, em geral resultantes e poluicdo sonora, S&o 0s principais

causadores tanto de tinido, também chamado zumbido fantasma, quanto de perda
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auditiva sensorineural (LE et al., 2017; METIDIERI et al., 2013; SILVERTHORN,
2017).

1.2 POLUICAO SONORA

Uma frase atribuida ao médico e cientista Robert Koch é “Um dia a humanidade
tera que lutar contra o fardo do ruido com a mesma ferocidade da peste e da colera”.
Logo, o consenso cientifico sobre o potencial dano da poluicdo sonora comegou a se
formar ha mais de um século.

A poluicdo sonora (PS) é definida como sons/ruidos indesejados ou excessivos
gerados por atividade humana (antropogénicos) os quais podem ter efeitos deletérios
sobre a saude humana e animal bem como sobre o ecossistema como um todo. Ha
cerca de 20 anos, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que ao menos
20% dos europeus estavam expostos constantemente a sons/ruidos acima do limite
de seguranca de 65 dB enquanto cerca de 40 % eram expostas a faixa entre 55 a 65
dB — a qual cronicamente também é danosa (BERGLUND; LINDVALL; SCHWELA,
2000). Atualmente, observa-se que a poluicdo sonora se tornou ainda mais comum
no ambiente urbano e domiciliar: construgdes, trafego e musicas com alta intensidade
sdo0 exemplos (GOINES LISA; LOUIS HAGLER, 2007; SLABBEKOORN, 2019). Logo,
a se considerar o aumento populacional e o crescimento urbano, ha uma disperséo
significativa da PS, caracterizando um grave problema de saude publica, pois seus
impactos transcendem significativamente o mero incémodo (GOINES LISA; LOUIS
HAGLER, 2007; PASSCHIER-VERMEER; PASSCHIER, 2000)

Sons a partir de 80 dB ja sédo capazes de causar danos fisicos aos timpanos e
as células ciliadas da céclea, sendo que a partir de 105 dB os danos podem ser
permanentes causando PASN. N&o obstante a possibilidade de perda auditiva, a
exposicao cronica a PS independente da intensidade pode causar danos a diversos
sistemas do organismo (PASSCHIER-VERMEER; PASSCHIER, 2000). Dentre esses,
pode-se citar, principalmente, problemas cardiovasculares (hipertenséo arterial, AVC
e infartos); metabdlicos; psicossociais e neuropsiquiatricos (distresse, dificuldade de
concentracdo/aprendizado, insbnia, ansiedade e depressao) (DZHAMBOV et al.,
2018; HAHAD et al., 2019; HEGEWALD et al., 2020; KHAN et al., 2019; ROCA-
BARCELO et al., 2021; SLABBEKOORN, 2019) (figura 9). Além disso, em criancas a
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PS produz efeitos psiquiatricos cuja gravidade e intensidade sdo proporcionais a
intensidade/exposicdo sonora como hiperatividade e déficit de atencéo
(HJORTEBJERG et al., 2016). Desse modo, a PS causa significativo prejuizo a saude
o qual se reflete em perdas econémicas vultuosas devido a reducao na produtividade
e a mortes prematuras — na Unido Europeia estima-se prejuizo de 1 trilhdo de euros
anualmente (HAHAD et al., 2019; MUNZEL et al., 2021; STANSFELD; MATHESON,

2003).

Figura 9 — Efeitos nocivos da poluicdo sonora na sallde humana e animal
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Fonte: Adaptada de SLABBEKOORN, 2019

Nota: Maior intensidade do som e proximidade com a fonte sonora
em vermelho. Amarelo e rosa, intensidades moderadas e
distancias maiores. Na periferia dos circulos sdo mostradas
diferentes espécies animais demonstrando que variadas formas de
vida séo prejudicadas pela poluicdo sonora.

Os mecanismos pelos quais a PS causa esses efeitos nocivos se baseiam na
resposta hormonal e autondmica a eventos estressores. Essa resposta inicia-se com
um aumento na atividade das amigdalas cerebrais (AMG) ou corpos amigdaloides em
resposta a informacdes sonoras transmitidas a partir do talamo auditivo
(EGGERMONT, 2014). Situadas no lobo temporal e proximas ao nucleo caudado

(figura 10), as AMG sdo um dos principais componentes do sistema limbico e,



29

portanto, modulam emog¢8es como medo, agressividade e instintos basicos. As AMG
recebem informacbes de todos os sistemas sensoriais, tendo conexdes com
numerosas estruturas cerebrais: estria terminal, hipocampo, area septal, giro do
cingulo, bulbo olfatério e hipotdlamo, dentre outras (KANDEL, 2014; SILVERTHORN,
2017).

Figura 10- Localizacao anatdmica dos corpos amigdaloides (amigdalas)
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Fonte: KANDEL et al, 2014. Principios de Neurociéncias.

A ativagéo dos corpos amigdaloides pela PS resulta em aumento da atividade
do eixo enddcrino hipotadlamo-hipoéfise-adrenais (HHA), o que se deve a conexdes das
AMG com o hipotalamo (JANKORD; HERMAN, 2008). Essas conexdes se dao atraves
de trés vias neurais principais: 1) estria terminal — area pré-optica; 2) amigdalofugal-
ventral e 3) nucleo do leito da estria terminal - nucleo paraventricular hipotalamico
(PVN) (ANTONI, 1986; GRAY; CARNEY; MAGNUSON, 1989; SAWCHENKO;
SWANSON, 1983). Essa atividade facilitatoria das AMG sobre o hipotalamo resulta
em aumento na producdo de hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) no PVN, o
gual possui eferéncias para a eminéncia mediana. Portanto, em resposta a eventos

estressores - como a poluicdo sonora - o CRH ¢é liberado na circulagéo portal
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hipotdlamo-hipofiséria, promovendo a secrecdo de hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH) pela adenohipofise. O ACTH estimula a hipersecrecdo de glicocorticoides
(GCs) (cortisol, principalmente) pelas glandulas adrenais (figura 11). O cortisol, como
os demais GCs, apresenta uma miriade de efeitos sobre diversos sistemas e fungdes,
sendo os principais a regulagdo do metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos
e a modulacdo do sistema imunolégico (FELDMAN; CONFORTI; WEIDENFELD,
1995; GRAY; CARNEY; MAGNUSON, 1989; WEIDENFELD; OVADIA, 2017).
Entretanto, a ativacdo sustentada do eixo HHA com manutencdo de altos niveis de
GCs pode gerar doencgas neuropsiquiatricas severas, sobretudo devido a hipotrofia no
hipocampo e cortex pré-frontal (HENCKENS et al., 2015; JAFARI et al., 2017;
RADLEY et al., 2015).

Figura 11- Eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenais (HHA)
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Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hypothalamic-
pituitary-adrenal_axis_diagram.jpg

Além desses efeitos neuroenddcrinos, a ativagdo dos ndcleos centrais das
AMG produz manifestacdes autondémicas. Essas manifestacfes neurovegetativas se

devem a aferéncias dos nucleos amigdalinos no hipotdlamo (PVN, nucleo lateral e



31

ndcleo arqueado) e o tronco cerebral — onde se encontram neurénios pré-ganglionares

do sistema nervoso autbnomo (SNA) (figura 12).

Figura 12- Vias eferentes da rede autbnoma central
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Através dessas vias, em resposta a eventos estressores como a PS, as AMG
sao capazes de promover alteracdes cardiovasculares e respiratorias — principalmente
devido ao aumento no tdnus da divisdo simpatica (APPLEGATE et al., 1983;
EGGERMONT, 2014; HAHAD et al., 2019; KANDEL, 2014). O aumento da atividade
amigdaliana, a ativacdo do eixo HHA e as alteragdes no SNA sao capazes de
promover variadas alteracdes fisiologicas visando a manutencdo dos parametros
fisiologicos nos niveis normais. Contudo, tais alteragdes ocorrendo de forma crénica
devido a exposicdo continua a PS favorecem o desenvolvimento de hipertensdo
arterial, enrijecimento vascular, dislipidemia e hiperglicemia persistentes. Além disso,
como resultado dessas alteracdes decorrentes da PS, observou-se maior ocorréncia
de inflamacdes e estresse oxidativo, especialmente no sistema cardiovascular e no
cérebro (BABISCH, 2003; CAl et al., 2017; FORASTER et al., 2017; HERZOG et al.,
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2019; MUNZEL et al., 2019, 2021; OSBORNE et al., 2020). Desse modo, 0 prejuizo
cognitivo resultante da perda auditiva sensorineural poderia ser atribuido em parte as
alteracOes neuro-hormonais e cardiovasculares resultantes diretamente da PS.

Entretanto, a deficiéncia auditiva por si so ja € fortemente associada a declinio
cognitivo e quadros demenciais (LIVINGSTON et al.,, 2017; MORITA et al., 2019;
ZHANG et al., 2022). Tanto € que para cada 10 dB de perda auditiva h4A um aumento
de 20% no risco de desenvolvimento de deméncias (LIN et al., 2011a). Por isso, a
perda auditiva é, potencialmente, o maior fator de risco modificAvel para o
desenvolvimento de prejuizo cognitivo e deméncias, a despeito de a correlacao causal
entre essas condicdbes ndo estar totalmente esclarecida (JAFARI; KOLB;
MOHAJERANI, 2019; LOUGHREY et al., 2018; NADHIMI; LLANO, 2021; SLADE;
PLACK; NUTTALL, 2020).

Isto posto, alguns autores definem a surdez como uma “doenca do
conectoma”, pois ela transcende o sistema auditivo afetando variadas funcodes
cerebrais, incluindo funcdes cognitivas e limbicas (CIESLA; LEWANDOWSKA;
SKARZYNSKI, 2016; KRAL et al., 2016; WOLAK et al., 2019). Ademais, essa
definicdo se deve ao fato de que o sistema auditivo é parte de um conectoma neural
amplo onde h4 intercambio entre centros cerebrais sensoriais, motores, emocionais e
cognitivos (CHEN et al.,, 2015; KRAUS; CANLON, 2012; LESICKO et al., 2016;
MANOHAR et al., 2020; MCINTOSH; GONZALEZ-LIMA, 1998; PASCUAL et al., 2015;
XU et al., 2016).

1.3 PREJUIZO COGNITIVO E QUADROS DEMENCIAIS

O prejuizo cognitivo (PC) se caracteriza por problemas de raciocinio,
concentracéo, de aprendizado e dificuldade em se lembrar de fatos/acontecimentos.
Esse declinio das fungdes mentais se manifesta em diferentes graus de reducao nas
habilidades prévias do individuo, especialmente a memaria e o raciocinio (KNOPMAN
et al., 2014; SALTHOUSE, 1996).

O PC pode se manifestar em qualquer idade e ser resultado de variadas
condi¢cdes: sindromes genéticas, exposicdo pré-natal a drogas, desnutricdo,
problemas metabdlicos, infec¢bes, traumas ou tumores no cérebro, etc. Com o
envelhecimento, o PC frequentemente esta associado a uma fase pré-demencial

sintomatica a qual se sucedem quadros demenciais decorrentes de AVC ou doencas
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neurodegenerativas — em especial a Doenca de Alzheimer (ALBERT et al., 2011;
KOLB; WHISHAW, 2009; OGDEN, 1997; ROY, 2013). Nesses casos, enquanto
sintoma pré-demencial, o PC apresenta severidade maior do que o progndéstico
baseado na reserva cognitiva ( capacidade do cérebro de suportar danos decorrentes
da senescéncia ou de processos patolégicos sem apresentar PC) (ALBERT et al.,
2011; STERN, 2009). Contrariamente, o PC moderado ndo compromete de maneira
decisiva a independéncia do individuo na execucdao de tarefas domésticas e atividades
cotidianas e nem sempre evolui para quadros demenciais (ALBERT et al., 2011,
KNOPMAN et al., 2014).

Em geral, os individuos acometidos por deméncias apresentam gradativa
dificuldade no exercicio de atividades profissionais, domésticas e interacdes sociais.
Nos estagios mais avancados, além do PC severo, ha graves sintomas
neuropsiquiatricos (como transtornos de personalidade), desorientacdo no espaco-
tempo, amnésia e, consequentemente, dependéncia de cuidadores (GALE; ACAR;
DAFFNER, 2018; SCHNEIDER et al, 2007). Ademais, essas doencas
neurodegenerativas frequentemente promovem uma reducao na expectativa de vida
(FIEST et al., 2016; JAFARI; KOLB; MOHAJERANI, 2019). O diagndstico clinico das
deméncias € feito a partir de uma cuidadosa anamnese, exames fisicos,
imagenoldgicos e neurocognitivos, onde sdo testadas memoria, atencao, linguagem e
habilidades visuoespaciais (HUGO; GANGULI, 2014). Em alguns casos, exames para
deteccédo de biomarcadores de neurodegeneracao e de proteinas aberrantes também
sao utilizados (ALBERT et al., 2011; JACK JR et al., 2011; SPERLING et al., 2011).
Na figura 13 esté ilustrada a progresséao nas fun¢des cognitivas durante a senescéncia

e diante da incidéncia de PC e quadros demenciais.
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Figura 13- Trajetoria cognitiva durante o processo de senescéncia.
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Fonte: Adaptada de (POWELL et al., 2021)

1.4 O HIPOCAMPO

Haja vista que a integridade morfofisiologica do hipocampo € indispensavel
para o funcionamento adequado das funcdes cognitivas, distirbios cognitivos
costumam estar vinculados as alteracdes patolégicas hipocampais (BETTIO;
RAJENDRAN; GIL-MOHAPEL, 2017; GEINISMAN et al., 1995). Por isso, a hipotrofia
hipocampal, detectavel por meio de ressonancia magnética, € frequentemente
utilizada como um biomarcador patolégico de PC e quadros demenciais como a
Doenca de Alzheimer (ANAND; DHIKAV, 2012; ANTONI, 1986; CAILLAUD et al.,
2020; CHERBUIN et al., 2015; DU et al., 2001; PRICE et al., 2001).

O hipocampo (do grego “hippos”, que significa cavalo, e “kampos”, monstro
marinho) é uma estrutura encefalica de formato semelhante a um cavalo-marinho.
Essa estrutura é considerada uma extensdo do cortex temporal e um importante
componente do sistema limbico, juntamente com as AMG, a area septal e o giro do
cingulo (ANDERSEN et al., 2009). Anatomicamente o hipocampo forma as paredes

mediais dos cornos inferiores dos ventriculos laterais (figura 14).
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Figura 14- Hipocampo: visdo anatémica rostral e superior, respectivamente

Fonte: Adaptado de https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/hipocampo-
anatomia-e-funcoes.

O hipocampo contém duas partes principais: os cornu ammonis (CA) 1, 2, 3 e
4 e o giro denteado (DG) - regido onde ocorre fisiologicamente neurogénese durante
a fase adulta. Continuamente, esses novos neurdnios se originam a partir de células
precursoras na zona subgranular do DG e migram para a camada granular (figura 15),
seus dendritos crescem em direcdo a camada molecular e enviam seus axénios para
CA3. Desse modo, 0s novos neurOnios se integram a circuitaria hipocampal
participando nas funcdes de aprendizado e memoéria (BELARBI; ROSI, 2013;
GONGCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016; SHEN et al., 2021).
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Figura 15- Seccao sagital do hipocampo dorsal: viséo histolégica
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Fonte: https://braindevelopmentmaps.org/home/brain-map-sets/postnatal-
neurogenesis-in-the-developing-hippocampus/

Nota: A seta verde aponta para a zona subgranular no DG onde ocorre a
neurogénese hipocampal; a seta vermelha aponta a camada granular interna para
onde migram esses novos neurdnios.

Alguns neuroanatomistas utilizam o termo “formagdo hipocampal’,
acrescentando aos CAs e ao DG o subiculo (SUB) e a area entorrinal ou cortex
entorrinal (EC) (figuras 16 e 17) (ANAND; DHIKAV, 2012). Cada uma dessas subareas
hipocampais contém pequenos neurdnios granulares (no caso do DG) ou neurdnios
piramidais glutamatérgicos com diferentes tamanhos de corpo celular e ramificacéo
colateral (nas demais regides) (figura 16 C), além de interneurdnios inibitérios diversos
(ANDERSEN et al., 2009; FREUND; BUZSAKI, 1996; PIGNATELLI; ROCKLAND,
2020).
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Figura 16- Formacdao hipocampal: viséo histoldgica (A) e organizacao estrutural (B
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Fonte: Adaptado de (GHONEIM et al., 2015; PIGNATELLI; ROCKLAND,

2020)
Nota: Em (A), “S” se refere ao subiculo e “M” a camada molecular dos CAs e
do DG; em (C) “GD” se refere ao giro denteado (DG).

O hipocampo recebe aferéncias (cOrtex entorrinal, area septal, cortex pre-
frontal, giro cingulado anterior, principalmente) e emite eferéncias para diversas
regides cerebrais, como hipotalamo, cortex entorrinal, cortex pré-frontal e cértex do
cingulo, dentre outras (ANDERSEN et al., 2009; PIGNATELLI; ROCKLAND, 2020).
Uma das principais comunica¢des do hipocampo € com o cértex entorrinal. No cortex
entorrinal chegam aferéncias de variadas areas corticais (parietal, temporal e occipital,
por exemplo) e modalidades sensoriais, sendo que através da via perfurante todas
essas informacdes sdo conduzidas até o hipocampo. Em resumo, as informacgdes
entram pelo DG e, a partir dele, fiboras musgosas carream a informacdo até os
neurénios piramidais de CA3. A partir desses neurdnios, a informacdo é conduzida
através dos ramos de Schaffer até CA1 (DANIEL; DAVID, 1998) (figuras 16 e 17).
Ademais, foram descritas projecdes longitudinais monosinapticas do DG para CA2
(KOHARA et al., 2014).
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Figura 17- Conexdes hipocampais
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Fonte: Adaptado de (BRANDALISE, 2016).

Nota: Células do EC ativadas por estimulos auditivos (verde) ou visuais (roxo)
através da via perfurante fazem conexdes no DG e em CAS.

Fibras musgosas dos neurdnios granulares do DG efetuam neurotransmissao
tanto glutamatérgica quanto GABAérgica (SANDLER; SMITH, 1991), ao passo que
interneurdnios inibitérios hipocampais apresentam neurotransmissdo GABAérgica
(PELKEY et al., 2017). Aferéncias da area septal para o hipocampo, por sua vez, sao
colinérgicas (BLUSZTAJN; RINNOFNER, 2016; ZHANG et al.,, 2022). Porém, a
maioria das conexdes hipocampais, incluindo as vias neuronais entre o hipocampo e
0 EC e as vias de Schaffer, apresenta neurotransmisséao glutamatérgica (WHITE et
al., 1977; ZHONG et al., 2006). Essas vias neuronais entre o hipocampo e o EC séo
essenciais para as variadas funcdes hipocampais como aprendizado, formacgéo de
memoria, navegacdo espacial, comportamento emocional e regulacdo de funcdes
hipotalamicas (ANAND; DHIKAV, 2012; KOEHL; ABROUS, 2011; MORGADO-
BERNAL, 2011; STELLA et al., 2012; TOYODA et al., 2011). Além disso, a conexao
hipocampal-entorrinal estd implicada nos comportamentos guiados pela memdria
(ARONOV; NEVERS; TANK, 2017).

J& foi proposto que as regides mais ventrais do hipocampo seriam responsaveis
por intermediar as respostas emocionais devido a quantidade de aferéncias e

eferéncias entre o hipocampo ventral, as AMG e nucleos endocrinos e autondmicos
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no hipotdlamo. Por sua vez, a regido dorsal seria a protagonista nas funcbes de
consolidacdo da memoaria e aprendizado (CANTERAS; SWANSON, 1992; RISOLD;
SWANSON, 1996; STRANGE et al., 2014; VAN GROEN; WYSS, 1990). E postulado
gue o papel hipocampal na memdria e na aprendizagem dependem de um fendmeno
chamado potenciagao de longo prazo (Long Term Potentiation, LTP) (BLISS; LOMO,
1973; MAYFORD; SIEGELBAUM; KANDEL, 2012).

O LTP é uma forma de plasticidade sinaptica onde ha um aumento na amplitude
dos potenciais excitatorios pés-sinapticos (PEPS) de longa duracdo causado por
estimulos sucessivos de alta frequéncia (tétano). Ou seja, ha uma aumento duradouro
na transmissibilidade do impulso neuronal entre dois neurénios sendo esse aumento
resultado da estimulacéo repetida (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993). Desse modo, 0
LTP é um fenbmeno neuroplastico atividade-dependente que requer a “cooperagao”
de vérios PEPS (por meio de somacéao espacial ou temporal), gerando potenciais de
acao que despolarizam os dendritos e permitem a abertura dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, que séo permeaveis ao calcio, e seu influxo ativa
diversos mecanismos intracelulares. Isso resulta no fortalecimento das sinapses
envolvidas (LUSCHER; MALENKA, 2012), sendo o aumento na condutancia e na
expressdo de receptores glutamatérgicos AMPA uma das principais alteracfes

moleculares do LTP (figura 18).
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Figura 18- Potenciac&o de longo prazo (LTP) e aumento na expresséao de
receptores AMPA
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Fonte: Adaptado de https://courses.lumenlearning.com/wm-
biology2/chapter/synaptic-plasticity/

O hipocampo esta funcionalmente conectado a via auditiva central também de
forma indireta a partir de aferéncias do coértex pré-frontal medial, insula e AMG; e
também por meio de eferéncias as AMG e ao cortex auditivo através do cortex
entorrinal (ANDERSEN et al., 2009; KRAUS; CANLON, 2012). A funcao hipocampal
pode ser afetada tanto pela exposicdo a sons quanto pela privagdo sonora
(ANGELUCCI et al., 2007; DRAGO et al., 1996; GOBLE; M@LLER; THOMPSON,

2009). Inclusive, um trabalho recente demonstrou que camundongos com perda
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auditiva condutiva e, portanto, menor aferéncia auditiva no hipocampo apresentaram
prejuizo significativo na neurogénese (KURIOKA; MOGI; YAMASHITA, 2021). Tal fato
se deve, em parte, pela conexao hipocampo-cortex auditivo a qual € constituida pelas
numerosas eferéncias hipocampais para o cortex auditivo (CENQUIZCA; SWANSON,
2007) e também pelas eferéncias do cortex auditivo para o hipocampo, que podem
ser diretas ou indiretas (via cortex parahipocampal, cortex pré-frontal medial, insula
e/ou AMG) (KRAUS; CANLON, 2012; MOHEDANO-MORIANO et al., 2007; MUNOZ-
LOPEZ; MOHEDANO-MORIANO; INSAUSTI, 2010; ZHANG et al., 2019).
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2 POLUICAO SONORA E PERDA AUDITIVA PODEM LEVAR A PREJUIZO
COGNITIVO E QUADROS DEMENCIAIS?

2.1 ALTERACOES BIOQUIMICAS E MORFOFUNCIONAIS NO CEREBRO
DECORRENTES DE RUIDOS E PERDA AUDITIVA

A partir da orelha média, os impulsos nervosos gerados pelo som podem ser
transmitidos através da via do lemnisco ascendente, coliculo inferior, cortex auditivo e
deste para o hipocampo (MOXON et al., 1999). Diversos estudos demonstraram que
0 hipocampo é particularmente responsivo a estimulos auditivos e, por conseguinte,
passivel de sofrer os efeitos deletérios da PS (BICKFORD-WIMER et al.,, 1990;
EHLERS et al., 1994; KRAUS et al.,, 2010; SAKURAI, 2002). Cui et al (2009)
demonstraram que a ratos adultos expostos cronicamente (30 dias) a ruidos de 100
dB apresentaram reducdo no aprendizado espacial e nha memoédria — o que se
explicaria, em parte, pela excitotoxicidade e reducdo de receptores glutamatérgicos
no hipocampo. Nesse trabalho propds-se que alteracdes na atividade (producdo,
liberacao e/ou expressao de receptores) de neurotransmissores aminoacidos (GABA
e glutamato) no hipocampo seria 0 mecanismo primordial do PC causado por ruido
(CUI; WU; SHE, 2009). Mesmo a exposicao subcrénica (15 dias) de ratos adultos a
ruidos de alta intensidade (126 dB) causa uma supressao prolongada na neurogénese
hipocampal — sendo esse fendmeno uma resposta adaptativa aos desafios ambientais
(LLEDO; ALONSO; GRUBB, 2006). Essa supressao da neurogénese seria tanto
devido a hiperestimulacdo anormal do cérebro resultante do ruido quanto da atividade
hipocampal alterada em consequéncia de algum grau de perda auditiva (KRAUS et
al., 2010). Do mesmo modo, a exposi¢cao breve de camundongos adultos a sons de
elevada intensidade (123 dB), induz a redug&o na neurogénese e na diferenciagédo de
neurbnios hipocampais, além de déficits no aprendizado e nha memdria dos animais
(JAUREGUI-HUERTA et al., 2011; LIU et al., 2016), os quais seriam uma
consequéncia direta da PASN. Logo, a neurogénese hipocampal seria particularmente
sensivel as aferéncias auditivas (KIRSTE et al., 2015).

O declinio na neurogénese e a reducdo da capacidade cognitiva observados
durante o envelhecimento estdo intimamente vinculados: modelos animais de
deméncia apresentam interrupcdo no processo neurogénico hipocampal. Por isso, é

consenso que a reducdo na neurogénese é um mecanismo chave para o
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desenvolvimento de PC e deméncias (APPLE; SOLANO-FONSECA; KOKOVAY,
2017; HOLLANDS; BARTOLOTTI; LAZAROQV, 2016; TOBIN et al., 2019).

O PC pode ser resultado direto da deficiéncia auditiva ou indireto, por meio dos
variados efeitos deletérios da PS sobre o organismo (figura 19). No primeiro caso,
com a perda auditiva resultante da PS ha reducao de aferéncias auditivas para regides
cognitivas do cérebro (KRAUS; CANLON, 2012; LIU et al., 2016). Variados estudos
com animais demonstraram que o empobrecimento de aferéncias auditivas, assim
como lesdes cocleares, podem gerar alteracdes neuropatologicas no cérebro (PARK
et al., 2018; XIE, 2016), pois a neuroplasticidade dependente de estimulos sensoriais
€ uma propriedade fundamental do cérebro para a memoria e o aprendizado. Esse é
um dos exemplos da lei do uso e desuso de Lamarck (GUERRA-CARRILLO;
MACKEY; BUNGE, 2014; KLEIM; JONES, 2008; UCHIDA et al., 2019).

No segundo caso, onde o PC estéd relacionado sobretudo a PS, diversos
trabalhos apontam o distresse e aumento no estresse oxidativo, resultantes da
exposicao a ruidos, como os principais elementos promotores de neurodegeneracao
em nucleos auditivos e regibes cerebrais responsaveis pelas fungbes cognitivas
(CHANG; MERZENICH, 2003; CHENGZHI et al.,, 2011; CUI; WU; SHE, 2009;
HIRANO et al., 2006). O cérebro € particularmente sensivel a danos por estresse
oxidativo, principalmente porque esse 6rgao demanda muito oxigénio; tem altos niveis
de ferro e acidos graxos; e baixa atividade de enzimas antioxidantes (CHEN et al.,
2010b; MOLINA et al., 2019; ROMERO et al., 2015; TEN; STARKOV, 2012). Por outro
lado, € possivel que os efeitos deletérios da PASN e da PS sobre a cognicao (figura
19) sejam somatorios: isso explicaria, por exemplo, o fato de veteranos de guerra,
expostos a explosdes e ruidos de tiro, apresentarem frequentemente tanto PASN
guanto algum grau de PC/problemas de memoria (BELANGER et al., 2009; CAVE;
CORNISH; CHANDLER, 2007; PJ; JA; TL, 2009).
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Figura 19- Poluicéo sonora, perda auditiva e prejuizo cognitivo
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(Ps) (PASN) demenciais

Fonte: Do autor, 2022.

Os efeitos danosos da PS sobre o sistema nervoso central (SNC) -
especialmente o hipocampo e a memdria/aprendizado a ele relacionados - se notam
mesmo a intensidades de ruido consideradas relativamente seguras, como abaixo de
80 dB, e com exposicdes ndo-continuas (GOUREVITCH et al., 2014; ZHANG et al.,
2021b). Em experimentos com animais jovens, a exposi¢ao prolongada a esses niveis
promoveu significativa desorganizacdo tonotépica cortical (CHANG; MERZENICH,
2003; SANES; WOOLLEY, 2011). Ruidos de intensidade moderada (80 dB) também
sdo capazes de induzir em animais jovens elevado estresse oxidativo no coliculo
inferior, cortex auditivo e principalmente no hipocampo, o qual também apresentou
hiperfosforilacdo de proteina Tau — 0 que pode danificar o citoesqueleto neuronal e
levar & morte celular (CHENG et al., 2011). Alguns trabalhos apontam que animais
adultos também estdo sujeitos a alteracdes no processamento auditivo central
decorrentes de ruidos n&o-trauméticos (NOREA et al., 2006; PIENKOWSKI;
MUNGUIA; EGGERMONT, 2011). Tais alteracdes neuroplasticas seriam inicialmente
consequéncia de uma reducdo na eficiéncia sinaptica de partes centrais do
processamento auditivo como um “esforgco homeostatico” para compensar o excesso
de estimulo sonoro (BURRONE; MURTHY, 2003; DEAN; HARPER; MCALPINE,
2005; MARDER; GOAILLARD, 2006). Alteracbes neuroplasticas negativas
permanentes abrangendo cortex auditivo, corpo geniculado medial e coliculo inferior
também foram observadas em camundongos adultos expostos na infancia (14 dias de

vida) a ruidos intensos (125 dB) e curtos. Essas alteracfes neuroplésticas negativas
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devido a exposi¢cdo a PS em um periodo critico do desenvolvimento das vias auditivas
dos animais perduraram na fase adulta (OUDA et al., 2016).

Mudancas neuroplasticas decorrentes da exposicdo a ruidos de alta
intensidade também foram observadas em outras regides cerebrais além do
hipocampo e das vias auditivas centrais. Alteragdes no cerebelo, no corpo estriado e
também no hipocampo de ratos Wistar também foram descritas (FRENZILLI et al.,
2017). Esses animais foram expostos a ruidos de 100 dB por 12 horas e submetidos
a andlises de integridade de DNA, de niveis de neurotransmissores monoaminicos e
de morfologia. Observou-se: perda significativa na integridade do DNA nas trés
regides analisadas; reducdo na dopamina (DA) estriatal e na noradrenalina (NA)
hipocampal e cerebelar; e reducao de neurdnios dopaminérgicos da via nigro-estriatal.
Tais resultados podem elucidar parte dos mecanismos envolvidos no PC induzido por
PS, pois a reducao na atividade da NA hipocampal, bem como a neurodegeneragao
no hipocampo, ocorrem em diversas desordens neuropsiquiatricas (FRENZILLI et al.,
2017; FUCHS et al, 2004; RAMOS; ARNSTEN, 2007). Zhang et al (2019)
investigaram altera¢cdes na neurotransmissao hipocampal resultantes da exposicéo a
ruidos. Entretanto, nesse trabalho de 2019 foram utilizados porquinhos-da-india com
exposicdo Unica e unilateral a ruidos de 97 dB e o foco investigativo foi na
neurotransmissdo colinérgica. Os autores observaram significativa reducdo na
densidade de aferéncias colinérgicas no DG, CA3 e CA1 em ambos os lados do
hipocampo duas semanas apds a superexposicao sonora (ZHANG et al., 2019).
Sendo a acetilcolina um neurotransmissor essencial nos processos hipocampais de
construcdo de memoria e aprendizado, esse fendmeno também poderia contribuir
para o PC causado pela poluicdo sonora (ZHANG et al., 2019). Essa reducao das
aferéncias colinérgicas somada a deplecao monoaminérgica no cerebelo e no estriado
descrita por Frenzilli et al (2017) poderiam explicar o declinio da funcdo espacial em
camundongos com PASN observado por Liu et al (2018).

Liu et al (2018) expuseram camundongos CBA a uma sessao unica de ruido de
alta intensidade (123 dB por 2 horas). A perda auditiva nesses animais foi confirmada
por avaliagdo da resposta do tronco cerebral auditivo (ABR). Os animais com PASN
apresentaram piores resultados no teste do labirinto aquatico de Morris, 0 que sugeriu
reducdo nas habilidades cognitivas e de localizacdo. Em adi¢do, por meio do método
de marcacéo neuronal de Golgi-Cox, observou-se que os camundongos com PASN

apresentaram reduzida taxa de neurogénese - como também observado por Liu et al
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(2016) - e menor arborizacdo dendritica no hipocampo. Reduc¢des na densidade de
espinhas dendriticas de neurdnios hipocampais também foram descritas em animais
com perda auditiva condutiva temporaria nao induzida por ruido (DONG et al., 2018;
ZHAO et al., 2018). Em conjunto, esses resultados sugerem que o PC seja uma
consequéncia da perda auditiva independente do distresse causado pela PS. Os
autores sugeriram, inclusive, que a reducado das aferéncias auditivas no hipocampo
em consequéncia da PASN seriam o gatilho para o declinio cognitivo — corroborando
a hipotese de Kraus e Canlon, 2012, por exemplo (KRAUS; CANLON, 2012; LIU et
al., 2018).

Fernandez-Quezada et al (2019) também investigaram a complexidade
dendritica, além dos niveis séricos de pr6-BDNF e da expressdo de c-FOS no
hipocampo de ratos apo6s exposicéo prolongada a PS (sons de intensidade entre 70 e
103 dB mimetizando ruidos ambientais antropogénicos). O aumento na expressao de
c-Fos ocorre mediante a entrada de ions célcio promovida pela ativacéo de receptores
glutamatérgicos NMDA e canais de célcio voltagem-dependentes. Essa entrada de
célcio ocorre durante disparos de potenciais de agcédo — por isso a expressao de c-Fos
€ considerada um marcador de ativacdo neuronal (DRAGUNOW; FAULL, 1989;
HUDSON, 2018). Observou-se aumento na expressao de c-Fos no cortex auditivo 2
h ap6s exposicdo, mas esse aumento foi gradativamente diminuindo ao longo de 21
dias. No hipocampo ocorreu o contrario: a maior expresséo de c-Fos foi observada 21
dias pés-exposicdo. Na andlise da complexidade dendritica por meio do método de
Golgi-Cox, ndo houve diferenca no grau de arborizacdo dos neurbnios do cortex
auditivo dos animais expostos a ruidos comparados ao grupo-controle (FERNANDEZ-
QUEZADA et al., 2019). Entretanto, observou-se intensa reducdo na complexidade
dendritica de neurénios hipocampais — mesmo fenbmeno outrora descrito em outros
trabalhos (BOSE et al., 2010; LIU et al., 2018; OUDA et al., 2016) e que pode explicar
os déficits no aprendizado e na memoria decorrentes da PS (JAUREGUI-HUERTA et
al., 2015; MANIKANDAN et al., 2006). Desse modo, a se considerar que o fator
neurotrofico derivado de cérebro (BDNF) promove a sobrevivéncia neuronal, o
aumento nos niveis de pr6-BDNF observado nos animais expostos a PS seria uma
tentativa de adaptagéo aos efeitos nocivos do ruido. Diferentemente de outros autores
(KRAUS; CANLON, 2012; LIU et al., 2018), Fernandez-Quezada et al (2019) sugerem

gue o PC seria um efeito direto da PS, independente da ocorréncia de perda auditiva.
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Um dos efeitos da PS e do distresse por ela causado € uma hiperativagéo do
eixo HHA com consequente aumento nos niveis séricos de GCs (DE BOER; VAN DER
GUGTEN; SLANGEN, 1989; SAMSON et al., 2007). A se considerar a abundancia de
receptores para GCs no hipocampo, esses hormonios poderiam intermediar o efeito
direto da PS sobre a cognicao (independente da PASN), haja vista o efeito supressor
dos GCs sobre a neurogénese (ALAHMED; HERBERT, 2008; CAMERON; GOULD,
1994; KRAUS et al., 2010) e o LTP hipocampais (KIM; HALLER, 2007; MAGGIO;
SEGAL, 2010). Todavia, Hayes et al (2019) investigaram se esse seria 0 mecanismo
pelo qual a PASN causada por ruidos traumaticos gera reducdo na neurogénese
hipocampal. Para tanto, ratos Sprague Dawley adultos foram expostos a ruidos de
126 db por 2 horas. A perda auditiva nos animais do grupo-teste foi confirmada por
andlises otoacusticas e ABR; realizaram-se quantificacdo de niveis séricos de
corticosterona e da expressdo de receptores para mineralocorticoides e GCs no
hipocampo (por meio de imunoistoquimica). O grupo-teste apresentou elevagédo na
corticosteronemia até 1 semana p0s-exposi¢cdo, demonstrando ativacdo persistente
do eixo HHA e em consoante com estudos anteriores (JAFARI et al., 2017; JAFARI;
KOLB; MOHAJERANI, 2018). Além disso, observou-se aumento na expressdo de
receptores para GCs no DG a qual persistiu por até 10 semanas pés-exposi¢cao. Esses
resultados sugerem gue o distresse causado tanto pela PS quanto pela PASN seria 0
principal promotor de desordens em regides cerebrais vinculadas a cogni¢cdo, como o
hipocampo (GARNEFSKI; KRAAIJ, 2012; GOMAA et al., 2014; HAYES et al., 2019;
HEBERT; LUPIEN, 2007). Logo, reforca-se a hipotese de que os efeitos deletérios
direto e indireto (dependente da PASN) da PS sobre a cognicdo seriam somatorios.

Um trabalho de 2020 apontou que a exposicao de ratos Wistar adultos a ruidos
de 100 dB por 10 dias, 1 hora diaria, promove alteracbes estruturais no hipocampo,
corpo geniculado medial e AMG, bem como comportamento ansioso. No entanto,
testes comportamentais ndo acusaram alteracées no aprendizado ou atividade
locomotora (ZHVANIA et al., 2020). Contrariamente, diversos trabalhos descreveram
alteracbes no aprendizado e/ou na atividade locomotora em consequéncia da
PS/PASN (FRENZILLI et al., 2017; HAYES et al., 2019; LIU et al., 2016, 2018;
MOLINA et al., 2019; TAMURA et al., 2012; UCHIDA et al., 2019; WOLAK et al., 2019).
Outrossim, Manohar et al (2020) investigaram os efeitos de ondas de choque sobre o
aprendizado e a memoria espacial de ratos Sprague-Dawley adultos, bem como sobre

a neurogénese hipocampal. Os animais do grupo-teste foram expostos a 6 ondas de
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choque sucessivas, com pico de pressao equivalente a intensidade sonora de 185 dB
—a PASN severa resultante foi confirmada por analises de potencial de agdo composto
(CAP), o qual avalia as eferéncias cocleares (CHEN et al., 2010a). Os resultados da
marcagcdo imunoistoquimica para doublecortina (DCX), BrDU e NeuN apontaram
reducao na proliferacao e diferenciacao celular hipocampais nos ratos do grupo-teste
em comparacdo ao controle. Essas alteracdes histoldgicas hipocampais nos animais
com PASN seriam uma das causas das dificuldades de aprendizado, navegacéao
espacial e retencdo de memoria apontadas pelos testes comportamentais (labirinto
aguatico de Morris e labirinto em cruz elevada) (MANOHAR et al., 2020). N&o
obstante, mudancas patoldgicas na coclea e a elevacéo nos niveis de GCs causados
pelo ruido e as ondas de choque contribuiriam para a redu¢cdo na neurogénese
hipocampal, levando ao PC observado nos ratos do grupo-teste (CAMERON; GOULD,
1994; HAYES et al., 2019; KRAUS et al., 2010; MANOHAR et al., 2020).

Em estudos com seres humanos, outra variavel a se considerar quanto aos
efeitos neuroplasticos da PASN € em que fase da vida o individuo desenvolve essa
deficiéncia: antes ou depois do desenvolvimento da linguagem, ou seja, pré ou pos-
lingual, respectivamente. O desenvolvimento de algumas fungdes sensoriais e
cognitivas depende de estimulos sensoriais (DAW, 2009; FRIEDERICI, 2012; KRAL,
2013), caso haja interrupcdo desses estimulos durante fases criticas do
neurodesenvolvimento (principalmente na infancia) ha, em consequéncia, uma
reorganizacdo neuronal permanente (CARDON; CAMPBELL; SHARMA, 2012;
FRIEDMANN; RUSOU, 2015; VOSS, 2013). Um estudo com humanos realizou
ressonancia magnética em 20 individuos com PASN em variados graus de severidade
pré ou pos-lingual (WOLAK et al., 2019). A analise dos resultados indicou que pessoas
com PASN pré-lingual apresentavam aumento na conectividade funcional dentro do
cerebelo, cortices visual e parietal. Isso demonstra uma compensac¢ao multissensorial
no cérebro precocemente privado de estimulos sonoros. Outros estudos fornecem
dados semelhantes quanto a compensacdo multissensorial na PASN pré-lingual,
contudo demonstraram envolvimento do coértex auditivo no processamento de
estimulos tateis e no de visuais (KARNS; DOW; NEVILLE, 2012; VACHON et al.,
2013). Por outro lado, quando comparados aos pacientes com PASN pré-lingual,
agueles com a deficiéncia poés-lingual apresentaram aumento de conectividade
funcional principalmente no cortex parietal e hipocampo. Portanto, a depender de

guando a PASN se desenvolve, se antes ou ap0s o desenvolvimento da fala, ha
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alteracdes neuroplasticas em diferentes regides encefalicas envolvidas na visao,
cognicdo bem como na funcdo sensorimotora (KNUDSEN, 2007; ROSEMANN;
THIEL, 2019; WOLAK et al., 2019; XU et al., 2019).

O estimulo intelectual (que gera aumento na reserva cognitiva) ou
enriquecimento ambiental, no caso de animais, também pode interferir nos efeitos
nocivos da PS sobre as funcfes cognitivas, independente da ocorréncia de PASN.
Molina et al (2019) expuseram ratos de 7 (PND7) e 15 (PND15) dias de vida a niveis
moderados de ruido (95 a 97 dB, por 2 h) uma vez ou por 5 dias. Essa exposicao
desencadeou alteragbes comportamentais relacionadas ao hipocampo bem como
sinais de estresse oxidativo aumentado por varios dias pds-exposicdo. A manutencao
desses animais por 1 semana em gaiolas ambientalmente enriquecidas demonstrou
ser capaz de prevenir algumas dessas alteracdes — em especial em animais mais
jovens (GONG et al., 2018; SMITH et al., 2018). Com isso, 0 grupo experimental PND7
colocado em gaiolas enriquecidas apresentou melhores resultados nos testes de
campo aberto e labirinto em cruz elevada, ao passo que os resultados dos niveis de
thioredoxinas Trx-1 e Trx-2 (antioxidantes enddgenos) variaram conforme o esquema
de exposicao (MOLINA et al., 2019). Em trabalho subsequente, esse mesmo grupo
de pesquisa objetivou investigar se a exposi¢do precoce a ruido poderia alterar o
estado oxidativo (niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), Trxs e atividade da
catalase); a neurotransmissdo aminoacidérgica (glutamato e GABA) no hipocampo e
se a manutencao dos animais em ambiente enriquecido seria neuroprotetora contra
esses efeitos. Molina et al (2021) demonstraram haver alteragdes no estado oxidativo
e na neurotransmissdo aminoacidérgica hipocampais corroborando outros trabalhos
(CUI; WU; SHE, 2009; CUNHA et al., 2019; ZHANG et al., 2021a) . Essas alteracoes,
por sua vez, variaram conforme a idade em que os animais foram expostos (PDN7 ou
PDN15), a frequéncia de exposicdo e o tempo pds-exposicado. Todavia, 0s animais
mais jovens, PDN7, foram mais vulneraveis ao estresse oxidativo hipocampal
decorrente de ruido, conforme ja apontado por outros estudos (KHAZEN et al., 2018;
LUINE et al., 2007). Como no trabalho de 2019 (MOLINA et al., 2019), a manutencéao
dos animais por uma ou duas semanas em ambientes enriquecidos demonstrou
efeitos neuroprotetores (MOLINA; BUJAN; GUELMAN, 2021).

A fim de se determinar quais dessas alteragdes morfofuncionais e bioquimicas
relacionadas ao PC podem ser relacionada diretamente a perda auditiva, eliminando

a variavel do distresse causado pelo ruido, sédo essenciais investigacdes utilizando
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modelos animais de perda auditiva condutiva e de perda auditiva causada por drogas
ototoxicas, por exemplo. Camundongos C57BL6 adultos tratados com kanamicina e
furosemida, drogas que induzem rapidamente a uma severa PASN, demonstraram
alteracdes bioquimicas e histolégicas no hipocampo - incluindo reducdo na
neurogénese (SHEN et al., 2021). Andlises de imunoistoquimica/imunofluorescéncia,
western blot e comportamentais revelaram: reducdo na marcacéo por DCX no DG (o
gue indica menor neurogénese); aumento no nivel de fosforilacéo da proteina Tau (p-
Tau), o que pode ter levado a fragmentacdo e espessamento de neurofibrilas;
aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias e ativagéo microglial no hipocampo;
e prejuizo na memoéria espacial. A exposicdo a ruido € capaz de aumentar a
guantidade de lipofuscina e p-Tau no hipocampo (CUI et al., 2012). Por sua vez, a
neuroinflamagdo esta intimamente associada a incidéncia de PC e quadros
demenciais (BETTCHER et al., 2018; HENEKA et al., 2015). Esses fendOmenos,
somados a reducdo na neurogénese e as alteracdes morfolégicas neuronais
observadas, explicam o déficit cognitivo dos animais tratados com kanamicina e
furosemida (SHEN et al., 2021) — além de apontar possiveis mecanismos para o efeito
direto da PASN sobre a cognicéo.

Quanto a microglia, contrariamente aos C57BL6 tratados com kanamicina e
furosemida, camundongos CBA com PASN apds superexposi¢cao sonora (123 dB por
2 horas) apresentaram degenerac¢éo microglial no hipocampo e também nos nucleos
auditivos, além de reducdo na neurogénese (ZHUANG et al., 2020). No hipocampo,
especificamente na zona subgranular do DG, a micrdglia é abundante e crucial para
regulacdo da neurogénese — papel exercido por meio da producdo de fatores
neurotréficos (EKDAHL, 2012; GEMMA; BACHSTETTER, 2013; SATO, 2015). Uma
vez que a degeneracao microglial no hipocampo e nas vias auditivas centrais foi
observada até 12 meses poOs-exposicdo/PASN, a microglia poderia ser uma das
conexdes entre a deficiéncia auditiva, a reducdo neurogénica e o declinio cognitivo
(ZHUANG et al., 2020). Portanto, a micréglia ativada pode ser resultado direto da
PASN, enquanto a micrdglia em degeneracao pode ser uma consequéncia da PS por
si s6 ou da PS somada a PASN. Em ambas as hipéteses essas células aparentam ser
fundamentais no processo fisiopatoldgico que conecta a deficiéncia auditiva ao PC.

Estudos envolvendo PASN repentina podem ajudar na elucidagdo desse
processo fisiopatoldgico, bem como dos mecanismos bioquimicos e imunoldgicos

constituintes de tal processo. A PASN repentina é uma disfuncdo neurotologica que
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pode ocorrer em qualquer idade, mas sua incidéncia é maior entre 40 e 50 anos (XIE
et al., 2020). Suas causas sao variadas, sendo as mais frequentes: problemas
vasculares, doencas autoimunes, rompimento da membrana timpanica e infec¢des
(CHAU et al., 2010). Nas pessoas acometidas por PASN repentina ha aumento na
colesterolemia, nos niveis séricos de fibrinogénio e citocinas pro-inflamatorias — essas
mesmas alteracdes ocorrem em quadros demenciais (DOO et al., 2020; LIN et al.,
2018; SCHRAM et al., 2007; SUCKFULL et al., 2002; WEAVER et al., 2002; XU et al.,
2008). Corroborando a possivel correlacdo entre PASN repentina e quadros
demenciais, um estudo de coorte com individuos de diversas idades acometidos por
PASN apontou que essas pessoas tem 1,39 vezes mais chances de desenvolver
deméncias. Ao se estratificar por idade e género, os resultados indicaram maior risco
de desenvolvimento de deméncia em mulheres com PASN repentina e menos de 65
anos de idade (TAl et al., 2021).

2.2 PRINCIPAIS ALTERACOES ELETROFISIOLOGICAS DECORRENTES DE
RUIDOS E PERDA AUDITIVA

Em adicdo as alteracdes bioquimicas, morfologicas e & morte de neurdnios
piramidais e granulares, sao substancias os indicios de que a PS e a perda auditiva
acarretam alteracdes eletrofisiologicas hipocampais como a alteracdo nos padrdes de
disparo de determinados neurdnios piramidais, especialmente as células de lugar,
essenciais tanto para navegacao espacial quanto para memoéria (GOBLE; M@LLER,;
THOMPSON, 2009; KIM et al., 2007). Cunha et al (2015) observaram alteracdes
eletrofisiolégicas nos ramos colaterais de Schaffer. Essas fibras neurais colaterais
recorrentes se projetam de CA3 para CAl e é um dos locais onde se observa a
plasticidade sinaptica de longo prazo promovida por LTP. Nesse trabalho, a exposicéo
de ratos Wistar adultos a estimulacéo sonora de alta intensidade (120 dB) por 10 dias
inibiu o LTP nas sinapses Schaffer-CA1 mas, ao contrario de CUI et al (2009), ndo se
observou alteracdo significativa na neurotransmissao glutamatérgica (CUNHA et al.,
2015). Mudancas na forca sinaptica dependentes de atividade, como o LTP e a
depressao de longo prazo (LTD), sdo indicativas de alteracbes celulares que
embasam o comportamento de aprendizado (MALENKA; BEAR, 2004,
TZOUNOPOULOS; LEAO, 2012). Por isso, a inibicdo do LTP resultante da exposi¢éo

a ruidos pode embasar o prejuizo cognitivo, pois ratos expostos a niveis moderados
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de ruidos (65 dB) também j& apresentaram inibicdo do LTP hipocampal além de
déficits cognitivos (ZHANG et al., 2021b).

Mesmo uma Unica e breve exposi¢cdo a som de alta intensidade (110 dB) pode
resultar em inibicdo sobre o LTP Schaffer-CA1l por até 24 horas pés-exposicao (DE
DEUS et al., 2017). Nao obstante, a exposi¢ao prolongada a sons de alta intensidade
(110 dB) demonstrou ser capaz também de alterar as propriedades intrinsecas de
membrana celular em neurdnios piramidais de CAl de ratos Wistar (CUNHA et al.,
2018). Além disso, observou-se nesses animais um decréscimo na amplitude da
corrente catiénica ativada por hiperpolarizacao (In) - a qual € responsavel por reduzir
o PEPS regulando a excitabilidade neuronal, a integracao sinaptica e o LTP (FAN et
al.,, 2005; HUANG; WALKER; SHAH, 2009; MAGEE, 1999). Essa reducdo na
amplitude de In poderia ser uma alteragdo homeostética com intuito de compensar a
inibicdo no LTP em consequéncia da exposicdo a ruidos de alta intensidade
(BRAGER; JOHNSTON, 2007; CUNHA et al., 2015, 2018).

A fim de investigar outros mecanismos subjacentes a inibicdo do LTP Schaffer-
CAl, De Deus et al (2021) expuseram ratos Wistar a 1 min de ruido de alta intensidade
(110 dB). Duas horas depois os animais tiveram os cérebros extraidos para andlises
imunofluorescéncia para c-Fos, quantificacdo de BDNF por ELISA e registros de
potencial de campo. No grupo-teste, exposto ao ruido, a marcacao para c-Fos indicou
um aumento na atividade de neurbnios piramidais em CAl e CA3. Nesse grupo
também observou-se: inibicdo no LTP como fora descrito por outros trabalhos
(CUNHA et al., 2015, 2018, 2019; DE DEUS et al., 2017) e reducado na quantidade de
BDNF no hipocampo. Sabe-se que um dos efeitos do BDNF é facilitar a inducédo do
LTP. Nesse sentido, a administracdo de BDNF ja demonstrou ser capaz de restaurar
o LTP quando ele foi inibido por hipdxia intermitente crénica, por exemplo (XIE et al.,
2010). Por isso, a perfusdo com BDNF das fatias de cérebro dos ratos do grupo-teste
foi capaz de restaurar o LTP induzido. Isto posto, a perfusdo de outras fatias do grupo-
teste com LM22A4, um agonista de receptor TrkB, também restaurou o LTP induzido.
Em condicdes fisiologicas, a ligacdo do BDNF a receptores TrkB presentes nas
sinapses Schaffer-CA1l aumenta a expressao das enzimas MAP kinase (MAP-K) e o
Fosfatidil Inositol -3- kinase (PI13-K). Isso atenua a fadiga causada pela estimulagao
tetdnica que induz o LTP e explica a capacidade do BDNF de restaurar o LTP
(FIGUROV et al., 1996; GOTTSCHALK et al., 1999; MINICHIELLO, 2009). Sendo
assim, a restauracéo do LTP apos a perfusdo com BDNF ou com LM22A4 comprova
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0 papel central da reducédo na atividade do BDNF na inibicdo do LTP Schaffer-CA1
causada por exposicao a ruido (DE DEUS et al., 2021).

A despeito da responsividade a estimulos sonoros, a atividade elétrica
hipocampal também é responsiva a estimulagdo elétrica direta na céclea (o que
demonstra estreita relacao entre vias auditivas e hipocampo). Em trabalho recente,
ratos Wistar adultos foram submetidos a cirurgia para implante de eletrodo bipolar no
nervo coclear. Feito isso, foi realizada uma estimulagdo com “trains” de 5 pulsos com
frequéncia de 400 Hz e amplitude de 300 pA. Os registros foram feitos a partir de
eletrodos posicionados de modo a detectar potenciais de campo locais de CAl e CA3.
Com isso, demonstrou-se que a estimulacéo elétrica unilateral na coclea de ratos é
capaz de evocar potenciais de campo locais trifasicos de longa laténcia em ambos os
hemisférios hipocampais, tanto nas regides ventrais quanto dorsais (HITIER et al.,
2020). Essas alteracdes eletrofisioloégicas podem ser uma via pela qual estimulos
auditivos - ou a auséncia deles - influenciam na fisiologia hipocampal e,

consequentemente, na cognicao.
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Tabela 1- Mecanismos fisiopatoldgicos decorrentes de poluicdo sonora e perda auditiva

associados ao prejuizo cognitivo

Principais mecanismos fisiopatolégicos

Principais referéncias

Alteracdes na neurotransmissao
(producéol/liberagéo de neurotransmissores e/ou
expressao de receptores).

(CUI; WU; SHE, 2009); (FRENZILLI et al.,
2017); (LIU et al 2018); (ZHANG et al., 2019);
(MOLINA; BUJAN; GUELMAN, 2021).

Supresséo da neurogénese hipocampal.

(LLEDO; ALONSO; GRUBB, 2006); (KRAUS et
al., 2010); (JAUREGUI-HUERTA et al., 2011);
(LIU et al., 2016); (LIU et al 2018); (MANOHAR
et al., 2020); (ZHUANG et al., 2020); (MOLINA;
BUJAN; GUELMAN, 2021); (SHEN et al., 2021)

Alteracdes neuroplasticas (desorganizacao
tonotdpica, reducao na complexidade dendritica ou
neurodegeneracao).

(CHANG; MERZENICH, 2003); (BOSE et al.,
2010); (SANES; WOOLLEY, 2011); (OUDA et
al., 2016); (FRENZILLI et al., 2017); (DONG et
al., 2018); (ZHAO et al., 2018); (FERNANDEZ-

QUEZADA et al., 2019); (ZHVANIA et al., 2020).

Estresse oxidativo e/ou hiperfosforilacdo da
proteina Tau.

(CUI; WU; SHE, 2009); (CHENG et al., 2011);
(CHENGZHI et al., 2011); (CUI et al., 2012);
(KHAZEN et al., 2018); (MOLINA et al., 2019);
(SHEN et al., 2021); (MOLINA; BUJAN;
GUELMAN, 2021).

Reducéo na atividade de BDNF (menor liberacdo
e/ou declinio de receptores)

(FERNANDEZ-QUEZADA et al., 2019); (DE
DEUS et al, 2021).

Aumento na atividade de glicocorticoides (maior
producéo ou expresséo de receptores de GCs).

(JAFARI et al., 2017); (JAFARI; KOLB;
MOHAJERANI, 2018); (HAYES et al., 2019).

Neuroinflamagao e aumento nos niveis séricos de
citocinas pro-inflamatorias.

(XIE et al., 2020); (SHEN et al., 2021); (TAI et
al., 2021)

Alteracdes eletrofisiolégicas (alteragdes nos
padrées de disparo neuronais e/ou supressao do
LTP hipocampal).

(GOBLE; M@LLER; THOMPSON, 2009);
(CUNHA et al., 2015; 2018); (DE DEUS et al.,
2017); (ZHANG et al., 2021b); (DE DEUS et al,
2021).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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2.3 PERDA AUDITIVA ASSOCIADA A IDADE E PREJUIZO COGNITIVO

Outra abordagem na investigacao dos mecanismos por tras da correlacéo entre
deficiéncia auditiva e PC s&o os casos de PASN relacionada ao envelhecimento,
também chamada presbiacusia. Na presbiacusia ha uma gradual deficiéncia auditiva
bilateral e simétrica prejudicando, inicialmente, a percepcao sons de alta frequéncia.
Gradualmente ha perda, também, da sensibilidade a sons de frequéncias médias e
comprometimento da compreenséo da fala — provavelmente o fator mais debilitante
da doencga (ANJOS et al., 2014; COSTA-GUARISCO et al., 2017; MORTON, 1991). A
presbiacusia esta estreitamente ligada ao declinio cognitivo da senescéncia e é
considerada um importante biomarcador e fator de risco modificavel para a incidéncia
de prejuizo cognitivo e quadros demenciais (BECKMANN et al., 2020; DEAL et al.,
2017; FORTUNATO et al., 2016; LIVINGSTON et al., 2017; LOUGHREY et al., 2018;
TEIPEL et al., 2015).

Vérios estudos de demonstraram que a presbiacusia esta relacionada com
maior incidéncia de PC (MORITA et al., 2019; POWELL et al., 2021; SLADE; PLACK;
NUTTALL, 2020), o que provavelmente se explica pelo fato de que a propria
presbiacusia estd associada a um menor volume cerebral e taxas aceleradas de
atrofia cerebral (LIN et al., 2014; RIGTERS et al., 2017; UCHIDA et al., 2019). Idosos
com deficiéncia auditiva em geral apresentam piora na memoéria de trabalho (ou
memoria operacional), atencéo seletiva e processamento de fala quando comparados
a idosos com boa audicdo (GUERREIRO; VAN GERVEN, 2017). Além disso, h4 uma
correlacdo direta entre o grau de severidade da perda auditiva e risco de
desenvolvimento de deméncias (DEAL et al., 2017; GURGEL et al., 2014; LIN et al.,
2011a, 2013).

Sendo assim, se acumulam evidéncias de que a presbiacusia mesmo em grau
moderado - ndo obstante causar prejuizo fisico e mental, limitando a independéncia e
a sociabilidade - pode precipitar o surgimento dos primeiros sintomas de quadros
demenciais, entre eles a Doenca de Alzheimer (CHERKO; HICKSON; BHUTTA, 2016;
COSETTI; LALWANI, 2015; FORTUNATO et al.,, 2016; TALJAARD et al., 2016).
Muitos autores apontam a existéncia de 3 hipoteses principais sobre a correlagéo
entre presbiacusia e o PC: a hipdtese da causa comum; a hip6tese de degradacgéo de
informacéo (também chamada de hipotese da sobrecarga cognitiva) e a hipétese da
privacdo sensorial (GUERREIRO; VAN GERVEN, 2017; LINDENBERGER; BALTES,
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1994, SLADE; PLACK; NUTTALL, 2020; UCHIDA et al, 2019; WAYNE;
JOHNSRUDE, 2015).

2.3.1 HipoOtese da causa comum

Durante o processo de senescéncia, observa-se naturalmente algum grau de
neurodegeneracao o que se traduz por uma reducao volumétrica cerebral. Por isso, a
hip6tese da causa comum aponta que a atrofia cerebral € a causa comum tanto do
declinio cognitivo quanto da perda auditiva relacionada ao envelhecimento (ECKERT;
VADEN; DUBNO, 2019; LALWANI et al.,, 2019; RIGTERS et al.,, 2017; SLADE;
PLACK; NUTTALL, 2020; WAYNE; JOHNSRUDE, 2015). Nesse sentido, o declinio
cognitivo se relaciona a uma menor velocidade de processamento informacional no
cérebro a qual também afeta a integracdo e a percepcéo sensorial (CHABA, 1988;
SALTHOUSE, 1996). Esse prejuizo comum pode ser causado por doencas vasculares
afetando o SNC e sistema auditivo (ECKERT et al., 2013; LAUGHLIN et al., 2014,
LIVINGSTON et al., 2017; POWELL et al., 2021). Além disso, a elevacado nos niveis
de metaloproteinases 9 (MMP-9) no cértex auditivo e no hipocampo também pode ser
um dos fenémenos fisiopatoldégicos comuns ao PC e a presbiacusia (DONG et al.,
2018). Outrossim, com o envelhecimento h& declinio nos niveis do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1). O IGF-1 possui efeitos neuroprotetores e
estimuladores sobre a proliferacdo e diferenciacao celular fisiolégicas. Logo, sua
reducdo , assim como o aumento na expressédo de MMP-9, seria outra causa comum
para a presbiacusia e o PC (JAFARI; KOLB; MOHAJERANI, 2019; LA ROSA et al.,
2017; RIQUELME et al., 2010). Contudo, andlises de ressonancia magnética do
cérebro de diversos idosos, 0os quais ndo apresentavam doencas neuroldgicas,
cardiacas, pulmonares ou tampouco neoplasias, estabeleceram um contraponto a
hipotese da causa comum. Nesse trabalho os autores sugeriram que a presbiacusia
estd, de modo independente, ligada a atrofia do lobo temporal em particular (QIAN et
al., 2017). Logo, a senescéncia ndo seria uma “causa comum” para a perda auditiva
e o PC. De qualguer modo, héa indicios de uma correlacéo direta entre severidade da
deficiéncia auditiva e reducdo no volume hipocampal — quanto mais grave a surdez,
menor é o hipocampo (AOKI et al., 2021; UCHIDA et al., 2018; ZHANG et al., 2022).
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2.3.2 Hipotese da degradacéo de informacéo (ou da sobrecarga cognitiva)

Na hipétese da degradacdo de informacdo (ou da sobrecarga cognitiva) o
declinio cognitivo é apontado como consequéncia do esfor¢o para escutar. Danos em
estruturas periféricas do sistema auditivo resultam em déficit na geragdo de sinais
auditivos e, consequentemente, um nivel de processamento cognitivo maior para
interpretar os sons. Ou seja, como a informacdo sonora ndo € processada
adequadamente, ela exige mais recursos cognitivos para compreensao dos sons/fala,
0 que comprometeria a atencdo, a memoria e as fungdes executivas (HUMES et al.,
2013; PEELLE, 2018; TUN; MCCOY; WINGFIELD, 2009; WEINSTEIN, 2019;
WINGFIELD, 2016; WINGFIELD; TUN; MCCOY, 2005). Alguns estudos ja
demonstraram que danos no sistema auditivo levaram ao recrutamento adicional de
areas no lobo frontal e temporo-parietal. Consequentemente, essa demanda extra
para o processamento da audi¢céo e da linguagem desviaria recursos cognitivos (LIN;
ALBERT, 2014; WINGFIELD; GROSSMAN, 2006), o que explicaria os piores
resultados em testes de funcdo cognitiva apresentados por individuos com
presbiacusia (CARDIN, 2016; RUDNER; LUNNER, 2014; SHEN et al., 2021). Em
adicdo, a sobrecarga cognitiva resultaria inclusive em uma reducédo na reserva
cognitiva, o que acelera o declinio cognitivo associado a senescéncia, predispondo o
individuo com presbiacusia a apresentar sintomas demenciais (ALBERS et al., 2015;
LIN; ALBERT, 2014; SWORDS et al., 2018). Porém, essa hip6tese da degradacéo de
informacgdo (sobrecarga cognitiva) se coaduna com um PC temporério; logo, a
melhora na audigao resultaria em uma melhora nas fungdes cognitivas (POWELL et
al., 2021).

2.3.3 Hipotese da privagéo sensorial

A hipoétese da privacado sensorial pode ser considerada uma consequéncia da
sobrecarga cognitiva cronica. Nesse sentido, a demanda extra continua por recursos
cognitivos causada pelo esfor¢o de compreenséo dos sons/fala resulta a longo prazo
em alteragBes neuroplasticas permanentes. Essas alteragdes redirecionariam regides
cerebrais cognitivas e limbicas para o processamento auditivo — resultando, por
conseguinte, em PC (DU et al., 2016; ECKERT; VADEN; DUBNO, 2019; ROSEMANN;
THIEL, 2018; UCHIDA et al., 2019). Quanto a privacéo sensorial, cabe destaque que
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as informacdes sensoriais sdo indispensaveis para 0s processos de memoria,
aprendizado, navegacao espacial e cognicdo em geral (JEFFERY, 2018; KEMP;
MANAHAN-VAUGHAN, 2007; SAVE; NERAD; POUCET, 2000). Outrossim, um
estudo com camundongos com cegueira hereditéria revelou que esses animais
apresentavam profunda reorganizacdo na expressao de receptores para diferentes
neurotransmissores em todo o cértex e hipocampo (FELDMANN et al., 2019). Esses
animais também apresentaram prejuizo no LTP hipocampal e no aprendizado espacial
do mesmo modo que animais com PASN (CUI; WU; SHE, 2009; CUNHA et al., 2015;
LIU et al., 2016, 2018; NADHIMI; LLANO, 2021; TZOUNOPOULOS; LEAO, 2012).
Isso sugere gque a privacao sensorial auditiva, assim como a visual, pode resultar em
alteracbes moleculares drasticas e amplas em todo o cértex cerebral e estruturas
subcorticais — 0 que respalda a hipétese da privacao sensorial.

Camundongos C57BI6 sdo uma linhagem que desenvolve naturalmente surdez
hereditaria e cumulativa e servem como modelo animal para presbiacusia
(BECKMANN et al., 2020; MIKAELIAN, 1979). Um trabalho recente demonstrou que
entre 2 e 4 meses de idade, quando comparados aos camundongos CBA/CaOlaHsd
(grupo-controle), os C57BI6 apresentaram: aumento na expressdo das subunidades
GIuN2A e GIuN2B do receptor glutamatérgico NMDA; alteracdes na expressado dos
receptores GABAEérgicos e glutamatérgicos metabotrépicos (mGlu); prejuizo no LTP e
piora da memoria espacial (BECKMANN et al., 2020). Em conjunto, tais dados indicam
gue a presbiacusia é acompanhada por uma significativa reorganizacdo na expressao
de receptores para neurotransmissores no cortex e no hipocampo, a qual é
acompanhada por prejuizo na plasticidade sinaptica hipocampal. Essas alteracdes
somadas a uma reducao no volume cortical e comprometimento da integridade da
matéria branca gerariam o declinio cognitivo (ALFANDARI et al., 2018; BECKMANN
et al., 2020; ECKERT et al., 2013; POWELL et al., 2021), corroborando, portanto, a
hipotese da privagdo sensorial.

Por fim, essas 3 hipdéteses abordadas ndo sdo mutuamente excludentes.
Consequentemente, seus mecanismos intrinsecos podem ser somatérios na

associagao entre a perda auditiva, PC e deméncias. (Tabela 2).



Tabela 2- Principais hip6teses sobre a associa¢do entre presbiacusia e prejuizo
cognitivo

Hipdtese Possiveis associagfes entre presbiacusia e prejuizo
cognitivo

Hipétese da causa Mudancas = Prejuizo auditivo e declinio

comum neuropatolégicas cognitivo.

gerais no SNC
associadas a
senescéncia

Hipotese da degradacao Reducédo nas = Declinio cognitivo resultante da
de informacéo aferéncias auditivas maior demanda por recursos
(sobrecarga cognitiva) (PASN) cognitivos no esforgo para

compreenséo dos sons/fala.

Hipétese da privacao Reducao nas = Declinio cognitivo resultante de
sensorial aferéncias auditivas alterac6es neuroplasticas em
(PASN) regides cognitivas

Fonte: Adaptado de (JAFARI; KOLB; MOHAJERANI, 2019).
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3 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A conexao anatomica e fisiologica entre areas do SNC responséaveis pelas
funcdes cognitivas (em particular o hipocampo), o cortex auditivo e as vias auditivas
centrais ja sdo um conhecimento consolidado (LIU et al.,, 2016). Em adicao,
acumulam-se evidéncias de uma correlacdo entre exposicao a ruidos, perda auditiva,
prejuizo cognitivo e quadros demenciais, baseadas nas descricbes de modelos
animais com perda auditiva que também apresentam PC (JAFARI; KOLB;
MOHAJERANI, 2019). Isto posto, muitos desses trabalhos tém descrito que a
exposicdo a ruidos e consequente PASN geram no hipocampo um meio extracelular
toxico que é “alimentado” por elevacdo nos niveis de GCs, estresse oxidativo e
excitotoxicidade. Tal ambiente destrutivo suprime a neurogénese, favorece a
hiperfosforilacdo da proteina Tau, alteracdes na glia e desarranjo das sinapses
(NADHIMI; LLANO, 2021; STEBBINGS et al., 2016a, 2016b; TZOUNOPOULOS;
LEAO, 2012; ZHANG et al., 2022). Por outro lado, sabe-se que o distresse causado
pela PS pode ser um promotor direto de disfuncdes neuropsiquiatricas para as quais
a surdez também pode contribuir. Contudo, os fatores e mecanismos subjacentes a
atuacao direta da PS e ao possivel/provavel somatorio de seus efeitos deletérios aos
da perda auditiva sobre a cognicdo ainda carecem de maiores esclarecimentos.
Portanto, sdo necessarios mais estudos a fim de definir se e quais das alteracdes
morfofuncionais, bioquimicas e eletrofisioldgicas hipocampais que embasam o PC
decorrente da PS sao atribuiveis ao trauma psicologico (distresse), a privacdo do
sentido da audi¢éo ou a ambos. Para tanto, pode ser essencial a utilizagdo de modelos
animais de perda auditiva condutiva pela utilizacado de tampdes de silicone no meato
acustico (ACCORSI-MENDONCA et al., 2011). Sendo assim, esse modelo de perda
auditiva condutiva elimina as variaveis do distresse psicologico causado pela
exposi¢cdo a ruidos e de possiveis efeitos farmacodindmicos secundarios causados
pela administracdo de drogas ototdoxicas. Esse modelo permitirA avaliar os efeitos
isolados da privacdo sensorial sobre as funcbes cognitivas bem como seus

mecanismos subjacentes.
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PARTE 2: TRABALHO EXPERIMENTAL

1 INTRODUCAO

Diferentemente dos seres humanos e dos simios, roedores comegam a ouvir
apos o nascimento, em torno de 12 a 14 dias pés-natais quando as paredes do meato
auditivo se descolam. Varias alteracdes nos neurdnios dos nucleos auditivos do tronco
cerebral acontecem no periodo entre 0 nascimento e o inicio da audicao, preparando
essas estruturas para o correto processamento da informacgéo auditiva logo apds a
abertura do meato acustico (ELEZGARAI et al.,, 1999; HERMIDA et al., 2006;
IWASAKI et al., 2000; IWASAKI; TAKAHASHI, 1998, 2001; LEAO et al., 2005b, 2005a,
2006; LEAO; VON GERSDORFF, 2002b, 2009, 2002a; LEAO et al., 2005;
TASCHENBERGER et al., 2002a, 2002b; TASCHENBERGER; VON GERSDORFF,
2000). Entretanto diversas outras alteracbes acontecem nos neurbnios e sinapses
auditivas apos o inicio da audicao, que influenciardo o desenvolvimento da percepcao
auditiva (CLARKSON; ANTUNES; RUBIO, 2016; GRANDE et al., 2014; LEAO et al.,
2005; LEAO et al., 2006; XU et al., 2000; YOUSSOUFIAN; OLESKEVICH;
WALMSLEY, 2005; ZHUANG; SUN; XU-FRIEDMAN, 2017). Em roedores alteracdes
no periodo em torno de 4 dias apos o inicio da audicdo e em seres humanos postula-
se a partir da 382 semana embrionaria e se estenda até os 6 a 12 meses de vida
(KNIPPER et al., 2020). Sabe-se que a experiéncia auditiva nesses periodos tem
grande influéncia na maturagao das vias auditivas tanto de baixo para cima (bottom-
up) como de vias superiores para as inferiores (top-down) (KRAL; EGGERMONT,
2007).

Perdas auditivas em neonatos e criangcas podem ser de ordem sensorineural
(PASN) envolvendo a perda das células ciliadas, ou condutivas, causada por
anormalidades nas vias auditivas ou por infecgdes e otites (PALUDETTI et al., 2012)
- sendo estas Ultimas potencialmente reversiveis em muitos casos, ou contornadas
por dispositivos auxiliares como préteses e aparelhos auditivos. Perdas auditivas
nessa fase, mesmo que parciais, podem causar sérias dificuldades para a
compreensao e desenvolvimento da fala. Evidéncias experimentais com modelos
animais mostram que muitas alteragbes da privagdo acustica logo apos o
estabelecimento da audicdo podem ser irreversiveis mesmo apos o reestabelecimento
da audicdo (CHANDA; OH; XU-FRIEDMAN, 2011; CLARKSON; ANTUNES; RUBIO,
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2016; QI et al., 2019; SOHMER; FRIEDMAN, 1992; SUN et al., 2014). Em humanos
foi observado que criangcas com surdez congénita desenvolviam respostas corticais
maduras ao som se recebessem implantes cocleares até a idade de 3 a 4 anos, nao
desenvolvendo respostas normais ap0s 0s 7 anos, mesmo depois de anos de uso dos
implantes (GORDON; JIWANI; PAPSIN, 2011; HABIB et al., 2010; KRAL; SHARMA,
2012; PONTON et al., 2000; SHARMA; NASH; DORMAN, 2009; THAI-VAN et al.,
2010).

Sendo assim, a privacao auditiva em tenra idade ja demonstrou resultar em
efeitos sobre areas corticais superiores. Nao obstante, 0s mecanismos subjacentes a
essas provaveis alteraces neuroplasticas bem como seus efeitos sobre a

motricidade, a cognicéo e outras fun¢des superiores ainda nao estdo esclarecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da privacdo auditiva por meio da aplicacdo bilateral de
silicone KwikCast® e manutencéo desses tampodes por 30 dias em camundongos logo
apos a abertura do meato acustico (a qual se da aos 14 dias pés-natais). Com isso,
pretende-se determinar os impactos da privacdo acustica precoce nas funcdes
cognitivas de camundongos Swiss machos e fémeas bem como sobre a

morfofisiologia de neurdnios hipocampais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar os possiveis efeitos da privacéo auditiva precoce sobre a motricidade

por meio de teste de campo aberto;

B) Avaliar os possiveis efeitos da privacdo auditiva precoce sobre a memoria

por meio do teste de reconhecimento de objetos;

C) Avaliar os possiveis efeitos da privagdo auditiva precoce sobre a
morfologia/complexidade dendritica de neurdnios da camada molecular do giro

denteado no hipocampo por meio da técnica de impregnacéo pelo método de Golgi.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss de ambos 0s
sexos. Solicitou-se camundongos fémeas prenhas a fim de se determinar com
precisao da idade dos animais que nasceram para a aplicacao dos tampdes auditivos
tdo logo se abrissem seus meatos acusticos. Os animais foram mantidos no biotério
de manutencdo de camundongos do prédio central da FMRP-USP até cerca de 50
dias de vida. As mées foram sacrificadas apos o0 desmame por deslocamento cervical
apos anestesia profunda com isoflurano. Os procedimentos foram aprovados pela
CEUA da FMRP, sob os protocolos 133/2018 e 88/2020.

3.2 OCLUSAO DO CANAL AUDITIVO

Para promover privagdo auditiva foi aplicado dentro do canal auditivo de
camundongos Swiss no décimo-quarto dia pds-natal (p14) em ambos os ouvidos o
elastdbmero de silicone KwikCast®, que € inerte e usado em diversos procedimentos
cirargicos sem reacdo do animal (ACCORSI-MENDONCA et al., 2011). A aplicacéo
do elastémero foi feita no décimo-quarto dia pés-natal (p14) em ambos os ouvidos.
Devido ao colapso da parede do canal auditivo antes de p14, uma oclusao antes dessa
data é impossibilitada. Uma pequena quantidade do elastémero foi injetada com o
animal sob anestesia com isoflurano. Em seguida, as orelhas externas dos animais
foram suturadas a fim de dificultar a remocdo dos tampdes pela mée ou pelos
companheiros de ninhada. Os animais foram acompanhados diariamente por 30 dias
para checar o comportamento, ingestdo de agua e alimentos e a integridade do
tampédo. Quando necessario os tampdes foram reaplicados para se ajustarem melhor
ao meato auditivo dos animais em crescimento. Os animais SHAM foram
anestesiados e manipulados da mesma forma, porém sem a aplicacdo do silicone.
Todos os animais foram submetidos ao teste de resposta do tronco cerebral auditivo
(ABR) e, ao retornarem da anestesia, foram acondicionados em caixas e mantidos no

biotério de manutencédo de camundongos do prédio central da FMRP-USP.
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3.3 RESPOSTA DO TRONCO CEREBRAL AUDITIVO (AUDITORY BRAINSTEM
RESPONSE, ABR)

A avaliagéo da efetividade dos tampdes em promover uma reducéo auditiva foi
realizada por meio do teste de resposta do tronco cerebral auditivo (Auditory
Brainstem Response, ABR) nos animais anestesiados como em Cunha et al. (2020)
usando-se um sistema da Tucker Davis Technology (TDT; ABR Workstation). Para
tanto, camundongos swiss machos (n = 9) e fémeas (n = 11) com 14 dias de idade
foram anestesiados com ketamina (200 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal (i.p). Trés eletrodos (agulhas de calibre 27G, 12 mm, descartaveis;
Tucker Davis Technology) foram inseridos subcutaneamente nesses animais. Atras
da orelha ipsilateral ao alto-falante, inseriu-se o eletrodo de referéncia e atras da
orelha contralateral, o eletrodo terra. No topo da cabeca acima do vértice, foi inserido
o eletrodo de registro. O alto-falante foi posicionado a 10 centimetros da orelha
ipsilateral ao eletrodo de referéncia e a impedancia dos eletrodos foi entre 1 e 3 kQ
para todos os registros (figura 20). De inicio foi registrado o ruido basal na auséncia
de estimulacdo sonora. Em seguida, aplicaram-se estimulos sonoros complexos
(clicks) com intensidades decrescentes (de 90 a 10 dB). A menor intensidade
necessaria para evocar alteracdes nos potenciais auditivos foi considerada o limiar do
ABR. O ABR foi realizado imediatamente antes e ap0s a aplicacédo dos tampdes, bem
como apos 30 dias de tamponamento no grupo-teste (grupo Tampéo). O grupo Sham
foi submetido a um ABR aos 14 dias de vida e outro aos 44 dias de vida (quando o

grupo tampao completou 1 més de tamponamento).
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Figura 20 — Esquema do setup para ABR.
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Fonte: (NAVNTOFT; MAROZEAU; BARKAT, 2019)

Nota: Na figura acima o eletrodo terra (Gnd) foi posicionado préximo
da cauda. No presente trabalho ele foi inserido atras da orelha
direita.

3.4 TESTE DE CAMPO ABERTO (OPEN FIELD TEST, OFT)

Para o teste de campo aberto (OFT) foi utilizada uma arena circular para analise
comportamental de camundongo com diametro de 300 mm (Bonther ©) com o piso
dividido por linhas escuras criando se¢fes de tamanhos iguais. Acima da arena foi
posicionada sobre um tripé uma camera digital para filmagem dos testes. Os
camundongos foram colocados individualmente no centro da arena e seus
movimentos foram registrados ao longo de 5 min. A partir desses videos, 0 tempo
imovel no centro da arena, o numero de sec¢fes cruzadas (frequéncia de locomoc¢ao)
e a frequéncia de rearing (nimero de vezes que os animais ficaram em pé nas patas
traseiras) foram determinados utilizando um contador analégico e um crondmetro. A
fim de eliminar o possivel viés do odor na arena, antes e apds cada sessao a arena
foi higienizada com etanol 70°(GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009; SEIBENHENER,;
WOOTEN, 2015).

3.5 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (OBJECT RECOGNITION TEST,
ORT)
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O teste de reconhecimento de objetos (ORT) foi executado na mesma arena
do OFT (arena circular, 300 mm, Bonther ©). 24 horas ap6s o OFT e ja habituados a
arena, os camundongos foram submetidos a etapa de treinamento do ORT. Nessa
etapa, cada animal foi colocado individualmente no centro da arena na qual haviam
duas garrafas de vidro transparentes idénticas (10 cm de altura e 6 cm de diametro)
com as quais 0s animais interagiram por 5 min. Uma hora apés a etapa de
treinamento, os camundongos foram submetidos a etapa de teste, durante a qual
interagiram com o objeto familiar (garrafa transparente) e um objeto novo (uma garrafa
de mesma dimensao e peso, porém coberta com fita prata). A etapa de teste durou 5
minutos e foi filmada com camera digital para analise posterior dos videos
(BERTAINA-ANGLADE et al., 2006; LUEPTOW, 2017). A fim de eliminar o possivel
viés do odor, antes e apds cada sessao a arena e 0s objetos foram higienizados com
etanol 70°.

3.6 ANALISE DA MORFOLOGIA DENDRITICA DE NEURONIOS DO GIRO
DENTEADO

Terminados os testes comportamentais, 3 camundongos do grupo SHAM e 3
do grupo TAMPAO foram anestesiados profundamente com anestesia profunda com
ketamina (200 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via i.p. e, confirmada a sedacao, foram
submetidos a perfusdo transcardiaca (GAGE; KIPKE; SHAIN, 2012). Terminada a
perfusdo, os camundongos tiveram seus cérebros extraidos para marcacao neuronal
por impregnacao pelo método de Golgi-Cox. Para tanto, esses cérebros foram imersos
na mistura das solucdes A e B do kit de reacdo (FD Rapid GolgiStain™ Kit, FD
NeuroTechnologies, Inc., United States) por 15 dias com uma troca da solugcéo a cada
24 h (DU, 2019). Os cérebros impregnados foram entéo congelados em isopentano a
— 70 °C e posteriormente cortados em criostato a -24 °C em espessura de 100 pum.
Foram coletadas secc¢des entre as coordenadas -2,18 mm e -2,70 mm (PAXINOS;
FRANKLIN, 2001) as quais abrangiam tanto o hipocampo dorsal quanto o coértex
auditivo primério. Essas sec¢fes passaram por bateria de desidratacao, foram contra
coradas com cresil violeta e montadas em laminas histologicas para visualizacdo e
captura de imagens em microscopia 6ptica comum (DU, 2019).

A partir de fotomicrografias no aumento de 100X foram avaliadas as

densidades de espinhas dendriticas em trechos de ramificagbes terciarias de
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dendritos de neurbnios na camada molecular do giro denteado por meio do software
ImageJ (public domain software from the National Institutes of Health;
http://imagej.nih.gov/ij/). Selecionado o trecho, uma linha reta de no minimo 10 pm foi
tracada sobre ele e as espiculas contadas. A razdo entre a quantidade de espiculas e
o comprimento do trecho forneceu o valor da densidade de espinhas dendriticas. A
analise foi executada de acordo com protocolo de Risher et al, 2014 (RISHER et al.,
2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. RESPOSTA DO TRONCO CEREBRAL AUDITIVO (AUDITORY BRAINSTEM
RESPONSE, ABR)

Os resultados dos ABR realizados imediatamente apds a oclusdo do meato
acustico do grupo-teste e 30 dias apdés esse evento (figura 21) confirmaram a
eficiéncia dos tampdes de silicone em elevar o limiar auditivo. Logo, esse
procedimento foi eficiente em atenuar a audicdo em camundongos conforme ja fora
descrito (ZHUANG; SUN; XU-FRIEDMAN, 2017).

Figura 21 - Teste de resposta do tronco cerebral auditivo
(ABR): limiar auditivo diante da aplicagcao de estimulos
sonoros complexos (clicks) 30 dias pés-oclusao do grupo
tampé&o.
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Fonte: Do autor, 2022.

4.2 TESTE DE CAMPO ABERTO (OPEN FIELD TEST, OFT)

Os parametros comumente avaliados no OFT, quando da analise manual, sdo
0 tempo gasto no centro da arena, a quantidade de secfes atravessadas e 0 rearing
(GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009; SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). O tempo no
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centro da arena é uma medida de comportamento ansioso. Normalmente roedores
tendem a buscar seguranca em pontos mais escuros ou regides periféricas em uma
arena, por exemplo (tigmotaxia). Portanto, quanto mais ansioso estiver/for um animal
menos tempo ele passa no centro da arena. Na figura 22-A, observa-se que nao houve
diferenca estatistica entre o grupo SHAM (n= 10) e o grupo TAMPAO (n = 10),
sugerindo que o prejuizo auditivo ndo interferiu no comportamento ansioso. O nimero
de secdes atravessadas é uma medida de motricidade a qual representa
indiretamente a distancia total percorrida pelo animal. Na figura 22-B observa-se que
houve diferenca estatistica entre o grupo SHAM e o grupo TAMPAO, sugerindo que o
prejuizo auditivo interferiu no comportamento locomotor.

O rearing é um comportamento exploratério onde o animal fica apoiado nas
patas traseiras, com o tronco vertical, cabeca apontada para cima e farejando. Nesse
parametro observou-se que também houve diferenca estatistica, apesar do aumentou
no desvio padrdo do grupo TAMPAO. Alguns trabalhos usam o rearing como medida
de grau de ansiedade, porém ha contradicbes se o rearing € um comportamento
ansiolitico ou ansiogénico (SEIBENHENER, M.L., WOOTEN, 2015). Segundo Lever
et al (2006) o comportamento de rearing € um comportamento exploratério de
aprendizado do ambiente (mapeamento espacial), sendo esse comportamento
controlado em parte pelo hipocampo (LEVER; BURTON; O’KEEFE, 2006). Desse
modo, a reducdo do rearing indica menor grau de mapeamento de diferentes
ambientes. Nesse processo de mapeamento, participam especialmente CA3 e giro
denteado (LEVER; BURTON; O'KEEFE, 2006). Portanto, os resultados apresentados
na figura 22-C sugerem que os animais tampados por 1 més apresentam prejuizo no
comportamento exploratorio dependente do hipocampo, o que talvez se deva a uma

deficiéncia hipocampal resultante da privagéo parcial de estimulos sonoros.
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Figura 22 - Teste de campo aberto (open field test). (A) tempo no centro da arena; (B)
Numeros de secbes atravessadas; (C) Numero de rearings.
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Fonte: Do autor, 2022.

4.3 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (OBJECT RECOGNITION TEST,
ORT)

O teste de reconhecimento de objetos (ORT) € comumente utilizado para
investigar varios aspectos da memoria e do aprendizado em camundongos. Trata-se
de um teste simples onde, apds as etapas de habituac&o e treinamento, 0s animais
sao testados quanto a sua preferéncia por explorar ou ndo um objeto novo, o que é
indicado pelo indice discricionario (d2). Quanto maior esse indice d2, maior a
propensao dos animais a reconhecer o objeto novo (LUEPTOW, 2017). Na figura 23,
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observa-se que o grupo TAMPAO apresenta reducéo na capacidade discricionéria.
Isso sugere que a privacao sensorial auditiva pode ter prejudicado a memoria de curto
prazo e o aprendizado nos animais do grupo TAMPAO quando comparados ao SHAM
(BERTAINA-ANGLADE et al, 2006).

Figura 23 — Resultado do teste de reconhecimento de objeto (ORT)

Object Recognition Test

3
o~ 0-67 |
© ®
% 0.4+ g
3 °
£ ®
c 0.2-
2
.g 0.0 oo =
.
= -0.2-
& .
D '0.4 ] ]
SHAM Ear silicon plug

(t-student; p= 0,0001)

Fonte: Do autor, 2022.

4.4 ANALISE DA MORFOLOGIA DENDRITICA DE NEURONIOS DO GIRO
DENTEADO

. Essa analise foi executada em 9 trechos diferentes de animais do grupo SHAM e
em 13 trechos diferentes de animais do grupo TAMPAO (figura 24).
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Figura 24 - Localizacdo dos neurdnios piramidais na camada molecular do giro denteado (a
esquerda) e fotomicrografia de um desses neurbnios marcados pelo método de Golgi na
objetiva de 40X (ao centro) e de um dos trechos analisados na objetiva de 100X (a direita).

s
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Fonte: Do autor, 2022; PAXINOS, 2007.

Essa analise demonstrou que os animais do grupo TAMPAO apresentaram
menor densidade de espiculas quando comparado ao grupo SHAM (figura 25). Isso
sugere que a privacdo auditiva pode ter um efeito neuroplastico negativo sobre
neurénios do giro denteado que recebem aferéncias da via perfurante e, portanto, de
informacdes sensoriais advindas do EC. Logo, a menor densidade de espiculas nos
animais com privacdo auditiva esta em consoante com o observado por outros
trabalhos que descreveram diminuicdo na arborizagdo dendritica e/ou reducédo na
densidade de espiculas (DONG et al., 2018; LIU et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

Figura 25 - Resultado da analise de
densidade de espiculas dendriticas
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Fonte: Do autor, 2022.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A privacéo auditiva por meio de tampdes de silicone simula uma perda auditiva
condutiva. Uma vez que esses tampdes foram depositados tdo logo se abriram os
meatos acusticos dos camundongos, essa privacéo sensorial reproduz o que seria em
seres humanos a incidéncia de uma surdez pré-lingual. Ademais, cabe destaque que
para andlise dos efeitos cognitivos da privacao auditiva esse modelo elimina diversas
outras variaveis presentes em modelos de perda auditiva por trauma sonoro ou drogas
ototoxicas. Em resumo, nossos resultados indicam que de fato a privacao auditiva
parcial por si mesma € capaz de promover alteracfes na motricidade e na memoéria
além de sugerir que 0 prejuizo cognitivo seria consequéncia da de uma menor
densidade dendritica nos neurbnios do DG dos animais tampados. Portanto, as
alteracbes motoras, cognitivas e neuroplasticas descritas se correlacionam-se
diretamente com a privacdo sensorial sonora sem interferéncia de alteracdes
autondémicas, inflamatérias e hormonais causadas por ruido ou possiveis efeitos
colaterais farmacolégicos de drogas ototoxicas. Todavia, o esclarecimento dos
mecanismos fisiopatolégicos que embasem essa correlacdo requer mais
experimentos como, por exemplo, a medida do LTP hipocampal, analise da morfologia
dendritica de neurdnios do cortex auditivo primario e a analise tipoldgica das espinhas
dendriticas dos neurbnios do DG. Outro ponto a se investigar sdo possiveis
interferéncias do ciclo estral das fémeas sobre esses efeitos, pois receptores para o
estrogénio estdo presentes em regides corticais e subcorticais que desempenham

funcdes limbicas e cognitivas.
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ABSTRACT

Although most changes in the auditory pathways happen before hearing onset, the full
maturation of the auditory neurons and circuits occur after the opening of the acoustic
meatus and the beginning of the hearing. Therefore, the maturation of the auditory
pathways depends on sound stimuli. Furthermore, there are indications that cognitive
and even motor functions also depend on auditory sensory stimuli for their full
development and execution. However, the mechanisms underlying the correlation
between hearing loss and impairment of higher cortical functions are not fully
elucidated. To this end, it is essential to use animal models with hearing loss without
interference from the stress caused by sound overexposure or possible side effects of
ototoxic drugs. Therefore, the present work aimed to evaluate the effects of sound
deprivation on memory, motility, and morphology of neurons of the dentate gyrus in
the hippocampus. At 14 days of age, male and female Swiss mice had their acoustic
meatuses obstructed by silicone plugs, leading to a significant increase of hearing
threshold. 30 days later these animals were subjected to behavioral tests and their
brains were extracted and marked by the Golgi method. Behavioral tests indicated
impairment in motility, spatial navigation, and hipoccampal-dependent memory.
Analysis of the dendritic density of neurons in the molecular layer of the dentate gyrus
showed a reduction of dendritic spines. These morphological changes may support the
cognitive and motor deficit observed in animals with silicone earplugs and, perhaps,

be one of the links between hearing loss and cognitive impairment.
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1 INTRODUCTION

Unlike humans and apes, rodents begin to hear after birth, around 12 to 14 days
postnatally, when the walls of the acoustic meatus become detached. Several
alterations in the neurons of the auditory nuclei of the brainstem occur in the before
hearing onset around p10 but after the opening of the acoustic meatus and the onset
of low-thresholdhearing, there is a maturation of these structures for the correct
processing of auditory information (1-15). However, several other changes occur in
auditory neurons and synapses after the onset of hearing, which will influence the
development of auditory perception (8,9,16—20). In humans, it is postulated that these
changes occur from the 38™ embryonic week and extend up to 6 to 12 months of life
(21).

It is known that the auditory experience in these periods has a great influence
on the maturation of the auditory pathways, both from the bottom up and from the
superior to the inferior pathways (top-down) (22). Hearing losses in neonates and
children can be sensorineural, involving loss of hair cells, or conductive, caused by
abnormalities in the auditory pathways or by infections and otitis (23). Hearing loss at
this stage, even if partial, can cause serious difficulties in speech understanding and
development.

Experimental evidence with animal models shows that many changes in
acoustic deprivation soon after the hearing is established may be irreversible even
after the hearing is restored (18,24-27). In humans, children with congenital deafness
develop mature cortical responses to sound if they receive cochlear implants until the
age of 3 to 4 years, not developing normal responses after seven years, even after
years of implant use (28-33).

Thus, auditory deprivation has been shown to result in negative effects on
higher cortical areas, including cognitive functions (34,35). However, the mechanisms
underlying the cognitive deficit caused by hearing loss, as well as the effects of this
deficiency on motor skills, cognition, and other higher functions, are still not fully

understood (34-36). Therefore, the objective of this work is to investigate the effects
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of auditory deprivation through the bilateral application of a silicone plug in the ear
canal and maintenance of these earplugs for 30 days in mice soon after the opening
of the acoustic meatus (which occurs 14 days postnatally). With this, we intend to
determine the impacts of early acoustic deprivation on the cognitive and motor
functions of male and female Swiss mice as well as on the morphology of hippocampal

neurons.

2 METHODOLOGY

2.1 Animals

Male and female Swiss mice were obtained from the Central Animal Facility of
the Ribeirdo Preto Campus of the University of Sdo Paulo. Animals were kept in
Plexiglas cages (5 animals per cage) with food and water available ad libitum and a
12-h dark/light cycle (lights on at 7:00 a.m.) and controlled temperature (22 °C). We
divided the animals into two experimental groups: Sham and Ear Silicon Plug (ESP).

All the procedures were approved by the Ethics Committee.

2.2 External auditory meatus occlusion

To promote auditory deprivation, KwikCast® silicone elastomer (WPI, Satatosa
FL) was applied inside the ear canal of both ears of Swiss mice on the fourteenth
postnatal day (p14) the day that the war canal of these animals open and the hearing
thresholds drop substantially to values close to mature animals (Benites, Rodrigues
and Le&o, unpublished data). Due to the collapse of the ear canal wall before p14, an
occlusion before that date is impossible. A small amount of the elastomer was injected
with the animals under isoflurane anesthesia. Then, we sutured the external ears of
the animals in order to make it difficult for the mother or littermates to remove the
earplugs. The animals were followed daily for 30 days to check their behavior, water,
food intake, and the integrity of the plug. When necessary, we reapplied the earplugs
to better adjust to the growing auditory meatus. Sham animals were anesthetized and

manipulated in the same way, but without the application of ear silicon plugs and
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stiches. All animals were submitted to the auditory brainstem response test (ABR) and,

upon returning from anesthesia, were placed in cages and kept in the animal facility.

2.3 Auditory brainstem response (ABR)

The evaluation of the effectiveness of earplugs in promoting hearing reduction
was performed using ABR as described by Cunha et al. (2020) (38). For this test, 14-
day-old male (n = 9) and female (n = 11) Swiss mice were anesthetized with ketamine
(200 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) intraperitoneally. Three electrodes (27G, 12 mm,
disposable needles; Tucker Davis Technology) were subcutaneously inserted into
these animals. The reference electrode was inserted behind the ear ipsilateral to the
speaker. Behind the contralateral ear, the ground electrode. The recording electrode
was inserted at the top of the head above the vertex. The loudspeaker was positioned
10 centimeters from the ear ipsilateral to the reference electrode and the electrodes
impedance was between 1 and 3 kQ for all recordings. First, we recorded the basal
noise in the absence of sound stimulation. Then, were applied complex sound stimuli
(clicks) with decreasing intensities (from 90 to 10 dB). The lowest intensity necessary
to evoke changes in auditory potentials was considered the ABR threshold. The ABR
was performed immediately before and after the application of the ear silicon plugs, as
well as after 30 days of application of the ear silicon plug (ESP). The Sham group
underwent an ABR at 14 days of life and another at 44 days of life (when the ESP
group completed 1 month with the plugs).

2.4 Open field test (OFT)

For the open field test (OFT), a circular arena for behavioral analysis of mice
with a diameter of 300 mm (Bonther, Rlbeirdo Preto, SP) was used with the floor
divided by dark lines creating equal-sized sections. A digital camera on a tripod above
the arena recorded the tests. Mice were placed individually in the center of the arena,
and for 5 min we recorded their voluntary movements. From these videos, the
parameters evaluated by manual analysis in the OFT were: time spent in the center of
the arena; the number of sections crossed (frequency of locomotion); and rearing

(number of times the animals stood on their hind legs). To eliminate possible odor bias
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in the arena, before and after each session the arena was sanitized with ethanol.
70°(39,40).

2.5 Object recognition test (ORT)

The object recognition test (ORT) was performed in the same arena as the OFT.
24 hours after the open field test and already accustomed to the arena, the mice were
submitted to the ORT training stage. In this step, each animal was placed individually
in the center of the arena in which there were two identical transparent glass bottles
(10 cm high and 6 cm in diameter) with which the animals interacted for 5 min. One
hour after the training stage, the mice underwent the test stage, during which they
interacted with the familiar object (a transparent bottle) and a new object (a bottle of
the same size and weight, but covered with silver tape). The test stage lasted 5 minutes
and was filmed with a digital camera for later analysis of the videos. (41,42). To
eliminate possible odor bias, before and after each session, the arena and objects

were sanitized with ethanol 70°.

2.6 Dendritic morphology analysis of detate gyrus neurons

After the behavioral tests, 3 mice from the Sham group (1 male and two females)
and 3 from the ESP group (1 male and two females) were deeply anesthetized with
ketamine (200 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) intraperitoneally. Confirmed sedation,
they underwent transcardiac perfusion (43). After perfusion, the mice had their brains
extracted for neuronal labeling by Golgi-Cox staining. For that, these brains were
immersed in the mixture of solutions A and B of the reaction kit (FD Rapid
GolgiStainTM Kit, FD NeuroTechnologies, Inc., United States) for 15 days with a
solution change every 24 h according to the protocol of Du et. al, 2019. The
impregnated brains were then frozen in isopentane at -70 °C and subsequently cut in
a cryostat at -24 °C at a thickness of 100 um. Sections were collected between the
coordinates -2.18 mm and -2.70 mm (44) which encompassed both the dorsal
hippocampus and the primary auditory cortex. These sections underwent a
dehydration battery, were counterstained with cresyl violet and mounted on histological

slides for visualization and image capture under light microscopy. (45).
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Based on photomicrographs at 100X magnification, dendritic spine densities in
stretches of tertiary branches of dendrites of neurons in the molecular layer of the
dentate gyrus were evaluated using ImageJ software (public domain software from the
National Institutes of Health; http:// imagej.nih.gov/ij/). Once the section was selected,
a straight line of at least 10 um was drawn over it and the spicules were counted. The
ratio between the number of spikes and the length of the stretch provided the value of
the density of dendritic spines. The analysis was performed according to the protocol
of Risher et al, 2014 (46).

2.7 Data analysis and statistics

Comparisons between the groups were performed parametrically with a paired
t-test as indicated in the figure legends. Post-hoc analyses were performed with the
Tukey t-test. A value of p < 0.05 was considered statistically significant. The data are
presented as the mean + SEM. The statistical program was GraphPad Prism software
6°.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Auditory brainstem response (ABR)

The ABR test performed 30 days after occlusion of the acoustic meatus in the
ESP group confirmed the efficiency of silicone earplugs in reducing hearing. While the
animals in the Sham group had an auditory threshold of 40 dB, the animals in the
earplug group had thresholds between 50 and 60 dB, an increase of 10 to 20 dB in
relation to the normal thresholds of 40 dB (figure 1). Therefore, this procedure

attenuated hearing in mice as previously described (20,37).
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Figure 1 - ABR: auditory threshold after application of complex
sound stimuli (clicks) 30 days post-occlusion in the ESP group.
(t-student; *p = 0,0305)

3.2 Open field test (OFT)

In the OFT, time in the center of the arena is a measure of anxious behavior.
Usually, rodents seek safety in darker spots or peripheral regions - a behavior called
thigmotaxis. Therefore, the more anxious the animal, the less time it spends in the
center of the arena. Figure 2A shows no statistical difference between the Sham group
(n=10) and the ESP group (n=10), suggesting that hearing loss did not interfere with
anxious behavior. The number of sections traversed is a measure of motility that
indirectly represents the total distance covered by the animal. Figure 2B shows a
statistical difference between Sham group and ESP group, with less crossings
observed in the ESP group, suggesting that hearing loss interfered with locomotor
behavior. Several studies describe changes in learning and locomotor activity in
animals with sensorineural hearing loss caused by noise (47-54). This OFT result
suggests that the reduction in locomotor activity may be an effect of auditory
deprivation.

Rearing is an exploratory behavior where the animal is stands vertically on its
hind legs, head pointed up, and sniffing. In this parameter, there was a statistical
difference between Sham and ESP groups, with a decrease in the rearing behavior in
the ESP animals. Some works use rearing as a measure of anxiety, but there are
contradictions if the rearing is an anxiolytic or anxiogenic behavior (39). According to
Lever et al (2006), the rearing behavior is an exploratory behavior of learning the
environment (spatial mapping), and this behavior is controlled in part by the
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hippocampus (55). Thus, rearing reduction indicates a lower degree of mapping of
different environments. In this mapping process, CA3 and dentate gyrus are involved
(55). Therefore, the results presented in figure 2C suggest that animals of ESP group
show impairment in hippocampal-dependent exploratory behavior, which may be due
to a hippocampal deficiency resulting from partial deprivation of sound stimuli. This
hypothesis corroborates studies that showed impairment in spatial navigation in

animals with hearing loss after noise exposure (53,56,57).
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Figure 2 — Open field test (OFT). (A) time in the center of the arena; (B) Numbers of cross-
sections; (C) Number of rearings. * = p< 0,05.

3.3 Object recognition test (ORT)

The object recognition test (ORT) investigates various aspects of memory and
learning in mice. It is a simple test where, after the habituation and training steps, the
animals are tested regarding their preference for exploring a new object or not, which
Is indicated by the discretionary index (d2). The higher this index, the greater the
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propensity of animals to recognize the new object. (42). Figure 3 shows that the ESP
group presents a reduction in discretionary capacity. This result suggests that auditory
sensory deprivation may have impaired short-term memory and learning in ESP group

animals when compared to Sham (41).
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Figure 3 — Object recognition test (ORT) (t-
student; *p = 0,0001).

Sensory information is indispensable for memory, learning, spatial navigation,
and cognition in general (58-60). Consequently, our results suggest that the hearing
deficit in the animals of the test group promoted impairments in motor skills and
cognition in these animals when compared to the Sham animals. Unlike other studies
using animal models with hearing loss resulting from overexposure to sound (38,47—
54,57,61-63), the memory impairment observed in the ESP group animals cannot be
attributed to noise stress. The ORT result corroborates the evidence that hearing loss
in early life, regardless of noise stress, may be a key factor for cognitive impairment.
(64).

3.4 Dendritic morphology analysis of detate gyrus neurons

The analysis of dendritic morphology was based on the evaluation of the density
of spicules in the dendrites of 9 different sections of animals from the Sham group and

13 different sections of animals from the ESP group (figure 4).
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Figure 4 - Location of neurons in the molecular layer of the dentate gyrus (on the left) and
photomicrograph of one of these neurons stained by the Golgi method and counterstained with
cresyl violet in the 40X objective (in the center) and of one of the sections analyzed in the 100X

(right).

This analysis showed that the ESP group animals had a lower spike density

when compared to the Sham group (figure 5).
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Figure 5 - Dendritic spicule density analysis (t-sudent; *p = 0.0082).

This suggests that auditory deprivation may have a negative effect on rhw
dendritic spines in neurons of the dentate gyrus that receive afferents from the
perforant pathway and, therefore, from sensory information from the EC. Therefore,
the lower density of spines in animals with hearing deprivation is in agreement with
what was observed by other studies that described a decrease in dendritic arborization
and/or a reduction in the density of spines in animals with hearing loss (50,65,66). This

negative neuroplastic alteration could underlie the previously described deficits in
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motor skills and cognition, as it is known that the hippocampus performs functions

related to learning, memory formation and spatial navigation, among others (67-72).

4 CONCLUSION AND PERSPECTIVES

Hearing deprivation through silicone earplugs simulates conductive hearing
loss. Since these plugs were applied as soon as the mice's acoustic meatus was
opened, this sensory deprivation reproduces what would be the incidence of prelingual
hearing loss in humans. Furthermore, it is worth mentioning that for the analysis of the
cognitive effects of auditory deprivation, this model eliminates several other variables
present in models of hearing loss caused by sound trauma or ototoxic drugs. In
summary, our results indicate that partial auditory deprivation by itself is capable of
promoting changes in motor skills and memory. In addition, our results suggest that
the cognitive impairment in animals with hearing loss can be attributed in part to a
lower dendritic density in the neurons of the molecular layer of the dentate gyrus of the
hippocampus. Therefore, the motor, cognitive and neuroplastic alterations described
are directly correlated with sound sensory deprivation without interference from
autonomic, inflammatory, and hormonal alterations caused by noise or possible
pharmacological side effects of ototoxic drugs. However, the clarification of the
pathophysiological mechanisms that support this correlation requires further
experiments, such as the measurement of LTP induced in the hippocampus, analysis
of the dendritic morphology of neurons in the primary auditory cortex, and the
typological analysis of the dendritic spines of neurons in the dentate gyrus. Another
point to be investigated is the possible interference of the female estrous cycle on these
effects, as estrogen receptors are present in cortical and subcortical regions that

perform limbic and cognitive functions.
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