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RESUMO

A estimulacdo auditiva é capaz de interferir na plasticidade neuroquimica e estrutural
do sistema nervoso por meio da ativagdo neuronal, modificando os niveis endogenos de
fatores neurotréficos e de neurotransmissores. Neste estudo analisamos as alteragdes
quimicas na via auditiva aferente de animais estimulados acusticamente. Ratos Wistar de 60
dias de idade foram submetidos ou nfo a um estimulo sonoro definido durante 1 hora por
um periodo de 1 ou de 7 dias seguidos. Apds a estimulagdo auditiva, os animais foram
sacrificados e seus encéfalos e cocleas processados para imunohistoquimica para a
visualiza¢do da imunorreatividade da proteina FOS e do 4cido glutdmico descarboxilase
(GAD) nos nucleos cocleares e da imunorreatividade do glutamato, da neurotensina e do
neuropeptideo Y nos érgdos de Corti, nos neurdnios dos génglios espirais e também nos
nucleos cocleares. O estimulo sonoro consistiu de um tom puro intermitente, na freqiiéncia
de 8KHz e na intensidade de 80 dB NPS, apresentado em caixas acusticas posicionadas
acima da gaiola de cada animal. A estimulag@o auditiva promoveu aumento significativo na
area de imunorreatividade da proteina FOS e do glutamato na regido rostral do niicleo
coclear dorsal. Nao houve diferengas estatisticas na imunomarcagio do GAD no ntcleo
coclear. Na cdclea, mais especificamente nas células ciliadas internas, foi observado
aumento da imunorreatividade do glutamato no giro basal e diminui¢do da neurotensina no
giro apical diante do estimulo sonoro. A analise da intensidade da imunomarcag¢fo nos
neur6nios do ginglio espiral revelou maior nimero de neurdnios tipo II com forte
imunorreatividade ao neuropeptideo Y exclusivamente no giro apical da cdclea dos animais
estimulados. A via auditiva periférica e o nucleo coclear respondem de forma plastica a
estimulos sonoros. A estimulagdo auditiva especifica, ndo prejudicial, pode ser uma

estratégia para maximizar o potencial plastico das vias neurais relacionadas.
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ABSTRACT

Acoustic stimulation can modify the neurochesmistry and also the morphological
and functional plasticity of the nervous system, changing the endogenous levels of
neurotrophic factors and neurotransmitters. It was analysed by this study the chemical
changes in auditory pathway of animals acoustically stimulated. Young male Wistar healthy
rats (8 weeks) received or not a specific sound stimulation during 1 hour for a period of one
or seven days running. After acoustic stimulation the rats were sacrificed and their brains
and cochleas were processed for immunohistochemistry for visualization of: i) FOS protein
and glutamic acid decarboxlase (GAD) on cochlear nucleus; ii) glutamate, neurotensin and
neuropeptide Y on organ of the Corti, spiral ganglion and cochlear nucleus. The stimulus
consisted of a pure 8 KHz tone burst (50 ms duration presented at a rate of 2 per second)
with intensity of 80 dB SPL. The rats received the stimulus from acoustic sound boxes,
positioned above the cage of each animal. The acoustic stimulation promoted a significant
increase in the areas of FOS protein and glutamate immunoreactivities in rostral region of
the dorsal cochlear nucleus. There was no difference in the immunostaining of GAD on
cochlear nucleus. In the inner hair cells of cochlea it was observed an increase of glutamate
immunoreactivity in the basal turn and a decrease of neurotensin in the apical turn after the
sound stimulus. The analysis of the immunostaining intensity on spiral ganglion neurons
revealed a greater number of type II neurons with strong NPY immunoreaction especially in
the apical turn of the cochlea in acoustically stimulated group. The peripheral auditory
pathway and the cochlear nucleus react to sound stimuli in a plastic way. The specific and
unlesioned acoustic stimulation may be one strategy to maximize the plastic potential of the

related neural pathway.
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INTRODUCAO

Aspectos anatomo-funcionais do sistema auditivo

A audic@o ¢, provavelmente, a sensac¢io mais relevante para o ser humano, uma vez
que ela estd diretamente relacionada com a linguagem, principal caracteristica que define a
espécie humana.

A audigdo inicia-se quando as células ciliadas, os receptores auditivos localizados
na coclea da orelha interna, promovem a transdugfo da energia sonora em sinais elétricos e
os direciona para o sistema nervoso central (HUDSPETH, 2000).

A coclea consiste de um canal espiral de duas voltas e meia, inserida no osso
temporal; seu interior é formado por trés compartimentos preenchidos por fluidos: a escala
vestibular, superior; a escala timpanica, inferior, e entre elas, a escala média ou ducto
coclear. A escala média é separada da escala vestibular pela membrana basilar. Apoiado
sobre essa membrana e recoberto pela membrana tectéria esta o orgdo de Corti, em que se
encontram as duas classes de receptores sensoriais: as células ciliadas externas e as células
ciliadas internas, de acordo com sua posi¢do no espiral coclear, além de células de suporte
(BROWN, 1999). A extremidade de cada célula receptora possui estereocilios
interconectados; apenas os cilios mais longos das células ciliadas externas estio em contato
com a membrana tectéria. Enquanto as células ciliadas internas perfazem cerca de 3.500 e
estdo dispostas em uma unica fileira, os receptores externos estio dispostos em 3 fileiras e
sao em numero de 14.000 aproximadamente (BROWN, 1999).

A vibragdo sonora vinda da orelha média é transmitida para o fluido coclear
provocando um deslocamento nas membranas tectéria e basilar e, conseqlientemente, do
6rgdo de Corti. A membrana tectdria encarrega-se da deflexdo passiva dos estereocilios das
cclulas sensoriais, permitindo a transdugio da energia mecénica da onda sonora em
mensagem neural (GIL-LOYZAGA, 1997). Tal deslocamento, quando ocorre em diregdo
aos cilios mais altos, provoca uma deformacfio mecénica nos estereocilios que despolariza
as células, abrindo e fechando os canais i6nicos no topo-dos estereocilios para a entrada de
potassio, o que dé inicio a uma cascata de eventos intracelulares, envolvendo fons de calcio
e liberagdo de transmissores quimicos para ativar as fibras aferentes (FUCHS, 1996;

STEEL e KROS, 2001; GILLESPIE e WALKER, 2001; GELEOC e HOLT, 2003; RICCI
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et al., 2005). O movimento dos estereocilios na diregdo oposta hiperpolariza as células
interrompendo a liberagdo de neurotransmissores. Na posigio de descanso dos estereocilios
os canais de transdugdo sdo parcialmente abertos, levando a pequena liberagio de
transmissor, que gera uma atividade espontinea na via auditiva ascendente até na auséncia
do som. A freqiiéncia do movimento dos estereocilios esta relacionada com a freqiiéncia do
estimulo sonoro (RAPHAEL e ALTSCHULER, 2003).

O movimento da membrana basilar ¢ extremamente sensivel, haja vista responder a
niveis de pressdo sonora (NPS) muito baixos e ser altamente regulado pela freqiiéncia do
som (BROWN, 1999), de modo que cada local da membrana responde a uma determinada
freqiiéncia (NILSEN e RUSSEL, 1999). Dessa forma, as células localizadas no giro basal
da coclea respondem aos sons de alta freqiiéncia, enquanto aquelas mais préximas do apice
respondem aos sons de baixa freqiiéncia (NILSEN e RUSSEL, 1999). A céclea, portanto,
ndo € simplesmente um detector passivo; é nela que se inicia a capacidade para reconhecer
pequenas diferengas no som, sendo responsavel pelos primeiros estagios da analise de
freqiiéncia e suas amplitudes. Essa caracteristica tonotdpica também é verdadeira para as
fibras auditivas que, do mesmo modo, s3o distribuidas tonotopicamente na céclea
(BROWN, 1999). A organizagZo tonotdpica é mantida por toda a via auditiva, até o cortex
cerebral. Muller (1991a; 1991b), por meio da injegdo de um tragador retrégrado, fez o
mapeamento do local das freqiiéncias entre 1,2 e 54 kHz na membrana basilar da coclea de
ratos, entre elas a freqiiéncia de 7,70 kHz, cuja marcagdo foi localizada & 65% de sua base,
com um limiar aproximado de 40 dB NPS em animais de 36 dias de idade ou mais.

As células ciliadas externas contribuem para o movimento da membrana basilar,
uma vez que modificam sua forma e comprimento rapidamente quando s3o estimuladas,
amplificando a vibragdo da membrana e sendo por isso conhecidas como “amplificadores
cocleares”, sua principal fung¢do (GALE e ASHMORE, 1997; MARTIN ¢ HUDSPETH,
1999; BROWN, 1999; ASHMORE et al., 2000). Porque influenciam conseqiientemente na
vibragdo de todo o 6rgido de Corti, as células ciliadas externas estimulam indiretamente,
pela movimentagdo do fluido, os feixes ciliares das células ciliadas internas (HUDSPETH,
1997, KROS, 2005). Segundo Gil-Loyzaga (1997) as células ciliadas externas sdo

moduladoras que se encarregam de regular a intensidade do sinal que alcanga as células

ciliadas internas, incrementando-o se for um sinal fraco ou abolindo-o se puder ser lesivo.
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SANTOS-SACCHI (2003) considera que ambos os tipos de células transduzem o estimulo
mecanico em sinais elétricos pela modulagiio da corrente catibnica em resposta ao
deslocamento dos estereocilios, promovendo a liberagdo de neurotransmissor, mas enfatiza
que a interagdo entre esses dois tipos de células ainda permanece obscura.

As células ciliadas fazem sinapse com as terminagdes periféricas dos neurdnios do
ganglio espiral. Neurdnios tipo I, bipolares, grandes e mielinizados, estabelecem contato
com as células ciliadas internas; embora estes neurénios inervem apenas uma unica célula,
eles representam de 90 a 95% dos neurdnios espirais, sendo que cada célula ciliada interna
recebe conexdes de varios neurdnios tipo I; por outro lado, uma pequena populacdo de
neuro6nios tipo I, células pequenas, pseudounipolares e com fibras amielinicas, inervam as
células ciliadas externas, projetando-se simultaneamente para varias delas (SPOENDLIN,
1979).

Neurdnios tipo I e tipo II possuem caracteristicas eletrofisioldgicas especializadas,
mais evidentes no giro basal da céclea, exercendo diferentes papéis no processamento do
sinal auditivo (REID et al., 2004). A informagdo acustica ¢ transmitida primariamente via
células ciliadas internas e suas sinapses nos neurdnios aferentes tipo I, enquanto as células
ciliadas externas propiciam o feedback eletromecénico do estimulo (KENNEDY et al.;
2005). Apesar da escassez de informag@o sobre os neurdnios tipo II, esta claro que eles
podem ter um papel significante no processamento do som, ja& que inervam um grande
numero de células ciliadas externas que s@o imprescindiveis para a manutengdo das
respostas normais ao estimulo (REID et al., 2004). Kim (1984) propds a hipotese de que os
neurdnios tipo II transmitem a informag@o sobre o ponto de operagdo do funcionamento
motor das células ciliadas externas. Desse modo, a conexdo central das células ciliadas
externas pode contribuir para o feedback eferente, uma vez que elas sdo o alvo do sistema
eferente que se projeta do complexo olivar superior (RAPHAEL e ALTSCHULER, 2003;
KENNEDY et al., 2005).

O padrdo de inervagdo eferente das células ciliadas cocleares € complementar ao da
inervacdo aferente (HUDSPETH, 2000); enquanto cada célula ciliada externa faz contato

com diversos terminais eferentes em sua base, oriundos da oliva superior medial

contralateral principalmente, as células ciliadas internas recebem apenas uma esparsa
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inervagdio eferente provenientes da oliva superior lateral nas termina¢des de suas fibras
nervosas aferentes ipsilaterais (MALMIERCA, 2003).

Existem evidéncias de que as células de suporte, além da sustentagdo estrutural,
também recebam conexdes sinapticas (RAPHAEL e ALTSCHULER, 2003) e participem
da regulagdio do ambiente i6nico dentro e em volta do 6érgio de Corti (KIKUCHI et al.,
2000). Fechner e colaboradores (2001) mostraram que células Deiters e células Hensen
recebem uma significante inervagdo, predominantemente derivada de colaterais aferentes
das células tipo I do ganglio espiral, com uma pequena contribui¢io adicional do sistema
eferente. Porém, a fun¢Sio de tal inervagio permanece desconhecida (RAPHAEL e
ALTSCHULER, 2003).

Fibras simpaticas também inervam a céclea, embora n3o entrem no orgdo de Corti.
A estria vascular e o ligamento espiral sio regides cocleares ricamente vascularizadas
(EYBALIN, 1993). O suprimento vascular advém do ganglio estrelado e do ganglio
cervical superior (EYBALIN, 1993; FRITZSCH et al., 2004).

Os axdnios dos neurdnios espirais formam o nervo coclear e por meio dele adentram
no tronco encefalico, fazendo sinapses no niicleo coclear, primeiro nicleo do sistema
nervoso central a processar a informagio auditiva oriunda da periferia; a partir dai essa
informac@o € enviada até o cértex auditivo no lobo temporal, passando por uma série de
nucleos interconectados ipsi e contralateralmente, além de nucleos relés. Localizados na
ponte estes nucleos s3o: o niicleo coclear, o complexo olivar superior e os nicleos do
lemnisco lateral; a partir dai, as fibras auditivas fazem sinapse no nivel do mesencéfalo no
coliculo inferior, seguindo para o corpo geniculado medial, no talamo, até chegar no cortex
auditivo (HUDSPETH, 2000, POLLAK, 2003).

O nucleo coclear ¢ dividido em niicleos cocleares dorsal e ventral. Este tltimo é
subdividido pelo nervo coclear em uma regido anterior e outra posterior (DOUCET e
RYUGO, 1997; LOYZAGA, 1997). O nicleo coclear dorsal é formado por trés camadas
denominadas: camada molecular, mais externa, camada de células fusiformes,
intermediaria, e camada profunda, além de um grande niimero de interneurdnios. No niicleo

coclear ventral, além dos interneur6nios, s3o reconhecidos cinco tipos principais de células:

celulas esféricas, globulares, em forma de polvo, multipolares e células pequenas

(MALMIERCA, 2003).
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O ramo ascendente do nervo coclear dirige-se ao nicleo coclear ventral anterior
enquanto o ramo descendente projeta-se & sua porgdo posterior, além de suprir o niicleo
coclear dorsal. Fibras do giro basal da coclea projetam-se dorsalmente dentro de cada
divisdo do nucleo coclear e fibras de setores mais apicais projetam-se progressivamente
para por¢des mais ventrais (LEAKE et al., 1992, 1993; SPIROU et al, 1993;
MALMIERCA, 2003). As fibras tipo II passam pelo nucleo coclear acompanhando as
fibras tipo I e ambos os tipos bifurcam-se de uma maneira cocleotépica na regidio
magnocelular do nucleo coclear, porém fibras tipo II enviam colaterais e terminais para a
regido de células granulares e para os limites dessas regides que tipicamente n3o recebem
entrada de fibras tipo I, delineando um mapeamento tonotdpico menos distinto
(BERGLUND e BROWN, 1994). Os neurdnios dos nucleos cocleares ainda recebem
contatos aferentes procedentes dos neurdnios dos préprios nicleos, mediante fibras de
associagfio interna (WICKESBERG e OERTEL, 1988; DOUCET e RYUGO, 1997,
LOYZAGA, 1997).

Proje¢des ascendentes dos nicleos cocleares para centros cerebrais superiores sdo
descritas no coliculo inferior contralateral e no nucleo medial do corpo geniculado medial
advindas da camada de células fusiformes do nticleo coclear dorsal, bem como no
complexo olivar superior: oliva superior medial bilateral, oliva superior lateral ipsilateral,
nicleos mediais e ventrais do corpo trapezdide, nucleo periolivar, niicleo ventral do
lemnisco lateral e coliculo inferior contralateral, provenientes do nticleo coclear ventral
(SUNEJA et al., 1995; ALBERNAZ, 2003; MALMIERCA, 2003).

Além de fibras aferentes, os nicleos cocleares também recebem fibras do sistema
auditivo descendente, originarias de nucleos cerebrais superiores, sendo as projegdes
olivococleares suas principais constituintes. Embora neurdnios da oliva superior lateral nio
enviem ax0nios para o niicleo coclear ventral, a maioria e possivelmente todos os neurdnios
olivococleares do niicleo ventral do corpo trapezéide enviam colaterais para esse nucleo,
que também recebe algumas projecdes ndo auditivas do 16cus ceruleus, nicleo da rafe
dorsal, nuicleo da coluna dorsal e nucleo trigeminal espinhal (HORVATH et al., 2000).

A neuroquimica da comunicagdio intercelular envolvida em toda a circuitaria

neuronal auditiva € objeto de estudo nos dias atuais. Os mecanismos bésicos ja descritos

revelam que o glutamato, principal transmissor excitatério do sistema nervoso central
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(COTMAN et al., 1986), também € o mais notavel neurotransmissor encontrado na via
auditiva aferente (EYBALIN, 1993; OESTREICHER et al., 2002).

O glutamato estd presente no citoplasma das células ciliadas internas e externas,
nesta ultima em menor quantidade (EYBALIN, 1993), e dos neurdnios espirais
(ALTSCHULER et al., 1989; EYBALIN e ALTSCHULER, 1990; USAMI et al., 1992),
além de ser demonstrado em todos os perfis gliais e neuronais do nicleo coclear dorsal
(RUBIO e JUIZ, 1998) e no nucleo coclear ventral, bem como em regides contendo corpos
celulares, ax6nios e terminais de células granulares proximas a esse niicleo (GODFREY et
al., 2000). A presenca do glutamato em terminais do nucleo coclear dorsal também foi
demonstrada por meio de estudos imunocitoquimicos (RUBIO, 2004). Receptores
glutamatérgicos foram descritos no 6rgédo de Corti, no ganglio espiral (PUEL,1995), e
diferencialmente distribuidos nas populagdes neuronais e nos astrécitos do nucleo coclear
(PETRALIA et al., 1996).

Eybalin (1993) mostrou evidéncias de que, além do glutamato, outras substancias
aminoacidérgicas ou peptidérgicas participam da neurotransmiss@o pelas células ciliadas do
6rgdo de Corti enfatizando que, provavelmente, nas células ciliadas internas, uma
substincia (ou vérias) modula os efeitos do neurotransmissor principal, que € o glutamato
ou uma substincia relacionada a ele. Sugere-se que as células ciliadas externas somente
usam o glutamato como um metabdlito intermedidrio € ndo como um neurotransmissor
(EYBALIN, 1993).

Reéentemente, por método imunohistoquimico, foi descoberta a presenga da
neurotensina no citoplasma das células ciliadas internas e das células Deiters, bem como
nos neurdnios e fibras do ginglio espiral e nas células ciliadas externas, porém nestas
ultimas em quantidade extremamente menor (GOMIDE et al., 2005). J& no nucleo coclear a
imunorreatividade da neurotensina sé foi descrita apenas esparsamente em fibras e
terminais de sua por¢@o dorsal (UHL et al., 1979).

Juntamente com o glutamato, dois transmissores inibitdrios, o acido y-aminobutirico
(GABA) e a glicina, sdo considerados os principais neurotransmissores do nucleo coclear
(RUBIO e JUIZ, 2004). O GABA foi encontrado nos pericérios, fibras e terminais do

nucleo coclear dorsal e ventral (THOMPSON et al., 1985). Marcag@o imunohistoquimica

do 4cido glutdmico descarboxilase (GAD), a enzima conversora do GABA, também foi
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notada em fibras e terminais do nucleo coclear do rato (SHIRAISHI et al., 1985).
Terminais axonais imunorreativos ao GAD observados por microscopia eletronica
apresentaram-se mais numerosos na camada molecular e de células fusiformes e mais
esparsos na camada profunda do miicleo coclear dorsal (MUGNAINI, 1985). Uma densa
distribuicdo de terminais também € vista na regido de células granulares de ambas as
divisdes no niicleo coclear (MOORE e MOORE, 1987). A concentragio da glicina
mostrou-se relativamente alta em muitos neurdnios com soma no ntcleo coclear dorsal,
sendo observada também na porgdo ventral do nucleo, com maior expressdo na regido
anterior (GODFREY et al., 2000). Do mesmo modo, a imunorreatividade da substincia P
foi descrita em fibras e terminais do niicleo coclear ventral anterior e na regido dorsomedial
do nucleo coclear dorsal, enquanto a imunorreatividade a somatostatina foi observada
apenas no soma neuronal do nucleo coclear ventral (WYNNE e ROBERTSON, 1997).

Ja na via auditiva eferente € a acetilcolina reconhecida como o principal
neurotransmissor. Ela estd localizada tanto nos terminais das fibras do sistema eferente
lateral, quanto do sistema eferente medial (RAPHAEL e ALTSCHULER, 2003). Porém, a
via auditiva eferente do rato caracteriza-se pela hetereogeneidade quimica, em que se
identifica a coexisténcia de varios neurotransmissores, j4 demonstrada por vérios autores
(TOHYAMA et al., 1990; VETTER e MUGNAINI, 1990; SAFIEDDINE et al., 1997;
EYBALIN, 1993).

Dados imunocitoquimicos, farmacolégicos e bioquimicos mostraram que o sistema
lateral eferente pode usar, além da acetilcolina (ACh), o GABA, a dopamina e vérios
neuropeptideos como a encefalina, a dinorfina, serotonina e o peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP) para modular a mensagem auditiva enviada para a céclea (PUEL,
1995; LOYZAGA, 1997; PUEL et al., 2002).

Nas fibras eferentes mediais também ja foi comprovada a imunorreatividade ao
GABA (MATSUBARA et al., 1996), entretando existem evidéncias conflitantes para a
presen¢a do CGRP nessas fibras (RAPHAEL e ALTSCHULER, 2003).

Nas projeces eferentes oriundas do complexo olivar superior, particularmente do

nucleo periolivar, para o micleo coclear, sdo encontradas um grande nimero de células que

utilizam os neurotransmissores inibitorios GABA ou glicina (THOMPSON e
SCHOFIELD, 2000).
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A imunorreatividade do GAD foi visualizada em neurdnios e terminais do nucleo
ventral do corpo trapezdide e do nucleo olivar superior lateral do rato, sendo que neste
ultimo a maioria das células imunopositivas foi observada em sua regido medial (VETTER
et al., 1991). A mesma distribuigdo do GAD foi também descrita para a imunomarcagéo da
colina acetiltransferase (ChAT), enzima conversora da acetilcolina, e para o CGRP
(VETTER et al.., 1991; YAO e GODFREY, 1998). Os neurdnios olivococleares no nucleo
olivar superior lateral do rato sdo, ainda, imunorreativos a encefalina (KUNGEL e
FRIAUF, 1995). Finalmente, fibras e terminais contendo a imunorreatividade da substancia
P e da somatostatina foram observadas préximas ao nucleo olivar superior lateral e ao

nucleo ventral do corpo trapezéide (WYNNE e ROBERTSON, 1997).

Plasticidade do sistema auditivo

A habilidade para se adaptar a constantes modificagdes ambientais ¢ baseada na
impressionante capacidade do sistema nervoso central para mudancas plésticas.

A plasticidade cerebral é a capacidade do cérebro de alterar sua estrutura e
funcionamento em resposta a experiéncias, drogas, hormoénios ou lesdes (KOLB e
WISHAW, 2002). Assim, as propriedades plasticas ndo se expressam apenas por respostas
estruturais, mas diferentes estimulos podem mudar também a bioquimica neuronal.

Ja em 1988, uma série abrangente de estudos feitos por Sirevaag e Greenough
demonstrou que animais com experiéncia enriquecedora possuem, além de mais sinapses
por neurdnios, mais material astrocitico, mais capilares sanguineos e maior atividade
metabodlica. Desse modo, diferentes experiéncias podem alterar ndo s6 a extensdo dos
dendritos, mas também os processos gliais, vasculares e metabdlicos em diferentes sistemas
neurais (KOLB e WISHAW, 2002).

No sistema auditivo, o estudo da plasticidade concentra-se especialmente no cortex
auditivo, haja vista a capacidade cortical de sofrer reorganiza¢cdes das representagdes
topograficas dos receptores quando estes sdo estimulados ou privados de informag@o

sensorial, o que ¢ demonstrado por vasta literatura, a luz do que acontece com os sistemas

visual e somatosensorial, mais extensivamente estudados.
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Experimentos conduzidos ha 20 anos documentam que a representagio cortical é
continuamente formada pela experiéncia (BUONOMANO E MERZENICH, 1998). A
atividade neural pode ser induzida por experiéncia geral ou especifica. Uma vez que
animais criados em ambientes complexos demonstram que grandes 4reas do cérebro podem
ser alteradas com tal experiéncia, experiéncias especificas também podem produzir
alteragbes sindpticas em regides cerebrais especificas (KOLB e WHISHAW, 2002;
BAYONA et al., 2005).

Embora os estudos mostrem que a modulagio das entradas sensoriais pode causar
uma reorganizacdo de estruturas localizadas em niveis superiores do sistema nervoso
central, focando-se principalmente nas altera¢des da fungfio e organizagio tonotépica do
cortex sensorial, algumas evidéncias sugerem que as mudangas plasticas também podem
ocorrer em nucleos subcorticais especificos dos sistemas sensoriais em respostas a essa
modulagdo, sendo parcialmente responsaveis pelas mudangas que se refletem ao nivel do
cortex (WILLOTT e TURNER, 2000; BURAS et al., 2006). Szczepaniak e Moller (1995)
demostraram que a exposi¢do a um ruido intenso (4kHz de tom continuo, apresentado a
104dB por 30 minutos) causou mudangas no processamento da informagio auditiva pelos
neur6nios do coliculo inferior, indicando que o estimulo sonoro gerou altera¢des na
circuitaria auditiva neuronal subcortical. Porém, segundo Irvine e colaboradores (2001) a
natureza dos mecanismos envolvidos e a contribuigdo de mudangas nos nucleos
subcorticais auditivos para a reorganizagdo observada no cortex ainda sido questdes que
permanecem em aberto.

Rearranjos na organizagdo da freqiiéncia do cértex auditivo, bem como outras
mudangas plésticas do sistema auditivo, sdo demonstrados em modelos que provocam
lesdes bioquimicas das células ciliadas com drogas ototéxicas (SALVI et al., 2000;
ASAKO et al., 2005; BURAS et al., 2006), lesdo mecanica na céclea (ILLING et al., 2005;
TONG et al., 2005), estimulag@o elétrica (KILGARD et al., 2001; TALWAR et al., 2001;
BAO, 2003; MOUCHA et al., 2005) ou como conseqiiéncia de exposicdo ao ruido
(SZCZEPANIAK e MOLLER, 1996; SALVI et al., 2000; MICHLER e ILLING, 2002;
CHANG e MERZENICK, 2003). Poucos séo os trabalhos que mostram a plasticidade do

sistema auditivo, especialmente em regides subcorticais, diante de um estimulo n3o

prejudicial. Porém as propriedades plasticas do SNC estdio relacionadas nfio sé as suas
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respostas ap0s a lesdo, mas também ao seu funcionamento normal (CHEN et al., 2002).
Observagdes clinicas e experimentais indicam que, assim como outras regides do sistema
nervoso central, o sistema auditivo possui o fendmeno de plasticidade do tipo atividade-
dependente. Para Irvine e colaboradores (2001), plasticidade andloga & organizagio e
seletividade de freqiiéncia cortical também ¢ vista depois de treinamento comportamental, o
que aumenta a significancia de um estimulo acustico particular.

Segundo Ruben e Rapin (1980) a exposicgo a estimulos auditivos apropriados é um
componente essencial do desenvolvimento normal da audigdo, que pode ser modificado
pelas alteragdes anatdmicas e variagdes do estimulo acustico. Mudangas comportamentais,
fisiologicas e anatomicas dependem da qualidade do estimulo sonoro que o sistema
auditivo experencia. A plasticidade neuronal do sistema auditivo permite a adaptacio de
sistemas cerebrais a fatores ambientais que ndo podem ser antecipados pela genética, tanto
no curso do desenvolvimento quanto na idade adulta (KING e MOORE, 1991; KING,
1999; ASAKO et al., 2005; BURAS et al., 2006), embora nesta fase com menor extens3o
(RAUSCHECKER, 1999). A neuroplasticidade pode ser demonstrada tanto nos receptores
auditivos como na via auditiva adulta (PHILLIPS, 1995; GIL-LOYZAGA, 2005).

Postula-se que um dos efeitos benéficos da estimulagdo acustica é proteger o
sistema auditivo de traumas decorrentes de ruidos (CANLON et al., 1988). Vérios
trabalhos sugerem que a susceptibilidade da orelha interna para o trauma pode ser reduzida
por exposi¢do anterior a um estimulo sonoro. Segundo Canlon e colaboradores (1988), a
existéncia da resisténcia para o trauma foi proposta primeiramente por Miller e
colaboradores, em 1963, baseada em seus experimentos com gatos. Evidéncias de que se
consegue reduzir o efeito deletério do trauma acustico pelo condicionamento sonoro
continuam se acumulando. Condicionamento sonoro é um processo induzido de exposi¢io
a um ruido ndo prejudicial, de baixa intensidade, antes da exposigdo traumaética, que cria
um efeito protetivo de longa duragdio para subseqiientes formas prejudiciais de trauma
acustico (NIU e CANLON, 2002). Muitas hipéteses tém sido feitas para explicar o efeito
protetivo do condicionamento sonoro, mas a vasta maioria dos estudos ainda é
inconclusiva. Conjectura-se que, se o sistema profetivo endogeno da coclea estiver
aumentado podera fornecer protec@o contra o trauma subseqiiente. Sistemas endégenos da

coclea incluem mecanismos antioxidantes enddgenos ou captadores de radicais livres,
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sistemas de bomba de calcio, proteinas ligadas ao estresse, receptores glutamatérgicos e
fatores neurotréficos (NIU e CANLON, 2002). Estudos em chinchilas tém demonstrado
mudangas na expressdo dos radicais livres endégenos com o condicionamento sonoro,
sugerindo que a modulagio desse sistema pode ser uma das contribuigdes do
condicionamento (JACONO, 1998). Além disso, é mostrado que a perda auditiva
relacionada & idade também ¢ reduzida pela estimulagdo acustica ao longo da vida
(WILLOT e BROSS, 2004). A estimulagio actstica de baixa intensidade pode lentificar,
mas ndo prevenir, a perda auditiva determinada geneticamente em camundongos (WILLOT
et al., 2000). O condicionamento sonoro, portanto, € um meio ndo s6 para proteger contra o
trauma por ruido, mas também contra o estresse e perda auditiva hereditaria. Nesse
contexto, € possivel que a plasticidade proporcionada pela estimulagdo auditiva possa
influenciar na protecdo neuronal. Experimentos futuros s3o necessérios para elucidar os
mecanismos subjacentes a esse fendmeno, para que intervengdes terapéuticas e talvez
estratégias farmacoldgicas possam ser desenvolvidas. E concebivel que o condicionamento
sonoro seja benéfico para sujeitos humanos e fornega um tratamento para a perda auditiva
induzida por ruido (NIU e CANLON, 2002).

Por outro lado, tendo em vista os beneficios promovidos pela prética da estimulagdo
auditiva previamente a um trauma, t€m-se investigado agora os efeitos de sua realizagdo
posterior a ele. No recente estudo de Noreni e Eggermont (2005), gatos que foram expostos
a um ruido traumatizante e imediatamente depois colocados em um ambiente enriquecido
acusticamente, com estimulo sonoro apresentado numa faixa de freqiiéncia entre 0,625 e 20
kHz, na intensidade do 80dB NPS, em que foram mantidos por poucas semanas, mostraram
uma perda auditiva mais restrita quando comparados a outro grupo de animais que
permaneceram em ambiente silencioso ap6s o mesmo ruido, o que sugere que a estimulagdo
acustica realizada prontamente apos o trauma acistico pode reduzir a lesdo coclear e
prevenir a reorganizagio do mapa tonotdpico.

A estimulagdo auditiva promove aumento da atividade neuronal, o que pode levar a
modificagbes na expressio de determinados neurotransmissores, bem como de respostas
troficas fomentando efeitos de neuroplasticidade. A expressio da ativagdo de genes de
expressdo priméria ou rdpida como o c-fos participa desse processo, sendo uma das

primeiras modificagGes observadas apos a excitagdo neuronal. Os resultados de Zhang e
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colaboradores (2002) sugerem que o c-fos participa de mecanismos celulares subjacentes
tanto a excitabilidade quanto & protegdo neuronal, uma vez que regula a expressdo génica
no cérebro.

A proteina FOS ¢ usada para indicar a localizagio de neurdnios ativados no sistema
nervoso central em resposta a um estimulo especifico (YANG et al., 2005). Na via auditiva
a regulagdo da expressdo da proteina FOS foi encontrada em respostas ao som e a
estimulagdo elétrica (EHRET e FISCHER, 1991; VISCHER et al., 1994; ADAMS, 1995;
CARRETTA et al., 1999; LUO et al., 1999; NAKAMURA et al., 2003). Mapeamento da
expressdo do c-fos e da proteina Fos em subregides do nicleo coclear de ratos induzida pela
estimulagdo acustica foi efetivado por vérios autores (ROUILLER et al., 1992; SATO et
al., 1992). Arranjo tonotdépico de marcacgdo foi encontrado no nicleo coclear, exceto na
regido de camadas granulares, com distribuigio mais difusa. Analisando os efeitos da
intensidade e freqiiéncia do estimulo sonoro na expressio do RNAm do c-fos no tronco
encefélico auditivo do rato adulto, Saint Marie e colaboradores (1999) concluiram que a
atividade neuronal pode ser mapeada no sistema auditivo tanto na condi¢io normal quanto
na patologica.

Os neuropeptideos estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central e
parecem ter uma agdo ndo somente neurotransmissora, mas também neuromodulatdria e
neufoprotetora, exercendo influéncia sobre processos plésticos do sistema nervoso central.

O NPY ¢€ o peptideo mais abundante no sistema nervoso central e periférico (SILVA
et al., 2001). Ele controla a liberagio de glutamato e sua excitoxicidade e est4 envolvido em
respostas associadas ao estresse e a ansiedade (HEILIG et al., 1992; THORSELL et al.,
2000; SILVA et al., 2001), além de sua fungo, ja descrita, no ritmo circadiano (ALBERS ¢
FERRIS, 1984), na coordenagio da fungfio endécrina (CATZEFLIS et al., 1993) e no
comportamento alimentar (GERALD et al., 1996), sendo bem caracterizado como um
neuromodulador no sistema nervoso central (EHLERS et al., 1997). No sistema auditivo, o
NPY ¢ encontrado, entre outros neuropeptideos, perivascularmente e no modiolo da céclea
em que fibras simpaticas estdo presentes (EYBALIN, 1993), podendo ter efeito
vasoconstritor, vasodilatador e/ou neuromodulador na in‘ervac;ﬁo vascular coclear (LYON e
PAYMAN, 2000). Nenhuma ou somente poucas fibras imunopositivas a0 NPY foram

descritas no nucleo coclear, no coliculo inferior, lemnisco lateral e corpo geniculado medial
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(YAMAZOE et al, 1985). O NPY também é encontrado em células gliais, mais
especificamente em astrdcitos, células embainhadoras do bulbo olfatério e precursores das
células de Schwann (HANSEL ef al., 2001; UBINK et al., 2003).

A neurotensina ¢ um tridecapeptideo que age como um neurotransmissor do sistema
nervoso central, exercendo uma agio neuromodulatéria em vérias fungdes cerebrais,
incluindo os processos motores, sensoriais, atencionais e limbicos (ROBLEDO e
KANEDO, 1995), além de desempenhar importante papel como horménio circulante da
periferia (VINCENT ez al, 1999). Estad envolvida na modulagio da neurotransmisdo
dopaminérgica coexistindo com ela em neurdnios da 4rea tegmentar ventral (LEONETTI et
al., 2004), relacionada com duas distintas respostas comportamentais: hipotermia e
hiperatividade comportamental (KALIVAS, 1984). Relagio da neurotensina com o sistema
serotonérgico também € postulada, pela influéncia de ambos na nocicepgdo, na analgesia,
no ciclo sono-vigilia e na regulagdo autondmica (JOLAS e AGHAJANIAN, 1997). A
imunorreatividade da neurotensina ainda foi descrita na raiz dorsal da medula espinal
(TODD et al., 1992; ZHANG et al., 1995) e no ganglio trigeminal (SAMSAM et al., 2002),
sugerindo seu envolvimento em vérios tipos de modulag¢io sensorial. A neurotensina, além
disso, pode ser encontrada nos astrocitos do SNC (WOULFE et al., 1992; HOSLI et al.,
1995; NOUEL et al., 1997), sendo que sua sinalizagio se da por meio dos receptores de alta
afinidade nos neurdnios e dos receptores de baixa afinidade nas células gliais (NOUEL et
al., 1997, NOUEL, 1999).

A investigac@o mais precisa das respostas celulares e moleculares na plasticidade
neuroquimica da via auditiva, entre elas a interagdo entre neurotransmissores, torna-se
necessaria para a formagio de novos conceitos relacionados a comunicagdo celular na via
auditiva, ainda insuficientemente compreendida. Estudos que demonstrem os efeitos
benéficos da estimulagdo auditiva especifica podem fornecer subsidios e ser
particularmente importantes nesse processo.

Um dos objetivos mais ambiciosos da neurociéncia auditiva é fornecer uma
explicagdo de como o cérebro medeia todos os eventos actsticos (PHILLIPS, 1995) que
envolvem os processos de atengdo, localizago, ident'iﬁcag:ﬁo, discriminagdo, memdria,
percepgdo e interpretagdo auditivas, além dos mecanismos de plasticidade do sistema

auditivo.
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Muitos dos estudos que fundamentam a influéncia da estimulagdo acustica na
plasticidade auditiva sdo baseados em dados de imagem neurofuncional, sendo, entretanto,
indicativos indiretos dos processos celulares.

Dessa forma, a andlise tecidual experimental do tecido nervoso submetido ao
estimulo sonoro podera contribuir para o melhor entendimento do substrato neuroquimico
relacionado aos fendmenos de plasticidade na via auditiva.

A compreensdo dos mecanismos moleculares que controlam a excitabilidade
neuronal e a plasticidade quimica envolvidos no processo auditivo normal e nas diversas
formas de perda auditiva € crucial para a fundamentag@o cientifica necessiria para o
estabelecimento de estratégias de estimulagdo precoce, de prevengdo de distirbios
auditivos, bem como para novas abordagens terapéuticas.

Com o aumento na quantidade de ruido no mundo moderno, com as diversas formas
de patologias e perdas auditivas ainda sem tratamento, com a escassez de programas de
estimulag@o e reabilitagdo auditivas, entender a plasticidade do sistema auditivo tem sua

conseqiiéncia pratica e urgéncia.
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OBJETIVOS

I-GERAL

Analisar os efeitos do estimulo sonoro na plasticidade neuroquimica das vias

auditivas do rato.

II- ESPECIFICOS

Ap6s estimulo definido:

1=

Analise das alteragdes na imunorreatividade da proteina FOS nos nicleos cocleares.

Andlise das alteragdes na imunorreatividade do Glutamato, da Neurotensina e do

NPY no 6rgdo de Corti.

Analise das alteragdes na imunorreatividade do Glutamato, da Neurotensina e do

NPY no ganglio espiral.

Andlise das alteragdes na imunorreatividade do Glutamato, do GAD, da

Neurotensina e do NPY nos ntcleos cocleares.
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Materiais e Métodos

MATERIAIS E METODOS

I - Expressdo da proteina FOS no miicleo coclear induzida por estimulo sonoro

definido.

Estimulo Sonoro

Ratos Wistar machos (n=12) com 60 dias de idade e de aproximadamente 180
gramas, obtidos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S@o Paulo, foram divididos aleatoriamente em um grupo controle (n=6) e um grupo que
foi submetido & estimulagdo auditiva durante 1 hora, uma tinica vez (n=6).

A fim de se minimizarem os efeitos dos ruidos externos e, além disso, de propiciar
uma adapta¢do ao ambiente, os animais foram mantidos por uma semana em uma sala
tratada acusticamente, com ruido interno minimo dentro de limites aceitiveis pela
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas NBR 10152 (Figura 1), conforme medi¢do com
decibelimetro (MINIPA MOD. 1352-A). Sob condi¢des constantes de temperatura e
umidade, o ciclo de luminosidade da sala também foi ajustado para uma fase escura das 7 h
as 19h e uma fase clara das 19 h as 7 h. Separados em subgrupos de 3 animais, os ratos
permaneceram em caixas convencionais de polietileno autoclavadas com livre acesso
racdo e a gua.

Apos o periodo de habituaggo, os ratos do grupo estimulado foram levados de 3 em
3 a uma sala vizinha também tratada acusticamente, onde eram colocados em gaiolas
individuais, isoladas uma das outras, sem acesso a ragdo e agua, e submetidos a estimulag?o
auditiva durante 1 hora, quando retornavam a sala anterior.

O estimulo sonoro consistiu de um tom puro intermitente, com dois estimulos por
segundo, de 50ms de durag@o cada, na freqiiéncia de 8 KHz, construido no programa de
computador Sound Fourge 6,0, Sonic Foundry e apresentado numa intensidade de 80 dB
NPS (Figura 2), ajustada previamente no centro das gaiolas com um decibelimetro. A
freqiiéncia do estimulo também foi confirmada por me.io de sua medigdo com instrumento

apropriado (Freqiiencimetro MINIPA/ Gerador de Fun¢des MOD. MFG4203), conforme

documento comprobatério em anexo. A aplicagdo do estimulo, gravado em CD, deu-se por




meio de caixas acusticas (BOSE), acopladas a um aparelho de som (AIWA, Digital Signal

Processor NSX 999) e posicionadas 23cm acima da cabega de cada animal (Figura 3).
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‘ 50 dB : TIME
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Figura 1:Aferig8o do ruido ambiente
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Figura 2: Aferigdo da intensidade do sinal sonoro no
centro da caixa de estimulo
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Figura 3: Fotografias ilustrando o local da estimulagfo auditiva e o posicionamento dos
animais durante sua aplicag@o.
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Esquema 1: Esquema ilustrativo da regido°da membrana basilar estimulada por
diferentes freqiiéncias na faixa de audigdo do rato segundo Muller, 1991.
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| Sacrificio dos animais

! Sessenta minutos apOs a estimulagfo, os animais foram sacrificados por meio de

uma perfusdo transcardiaca de solugdo salina (NaCL 0,9%, Merck, Alemanha) a
| temperatura ambiente, seguida de solugdo fixadora modificada (ZAMBONI e
DEMARTINO, 1967 apud GOMIDE e CHADI, 1999) que consiste de 4% de
paraformaldeido (Merck, Alemanha) e acido picrico 0,2% (v/v) diluido em tampéo fosfato
0,IM (pH 6,9). Os encéfalos foram rapidamente removidos e divididos em uma por¢ado
rostral e outra caudal por uma transec¢o coronal ao nivel do mesencéfalo e imediatamente
mergulhados na mesma solug#o fixadora por 90 minutos para a pds-fixagdo. Em seguida, as
partes dos encéfalos foram lavadas em uma solugdo de sacarose tamponada a 10% por 48
' horas (Merck, Alemanha) para crioprotegdo e entdo congeladas pela imersdo em liquido
isopentano (Sigma, EUA) resfriado com gelo seco (-40°C). Uma vez congelados, os troncos

encefalicos foram armazenados em freezer —70° até sua utilizago.

Processamento Tecidual

Secgdes coronais seriadas de 20 pm de espessura do tronco encefélico nas regides
estudadas foram obtidas em um criostato Leica, modelo CM3000 (Alemanha) com
temperatura média de —20°C.

O seccionamento da ponte foi realizado segundo um protocolo de amostragem
sistematica como previamente descrito por Chadi e colaboradores (1993a), Gomide e Chadi
(1999) e Cerutti e Chadi (2000) e se deu nos niveis 11,30mm e 10,04mm do bregma
segundo o Atlas de Paxinos e Watson (1986), nos quais se observam os nucleos coclear

B dorsal e coclear ventral respectivamente.

Todos os cortes foram processados para a imunohistoquimica em l4dminas

previamente gelatinizadas e congeladas, que permaneceram armazenadas a temperatura de -

70°C até o inicio do procedimento imunohistoquimico.

-
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Marcacdo imunohistoquimica

O método imunohistoquimico foi descrito com detalhes por Chadi e colaboradores,
(1993a,b,c; 1994) e Humpel e colaboradores (1994).

Uma das séries de secgdes do nticleo coclear foi incubada por 48 horas a 4°C para a
imunohistoquimica da proteina FOS, cujo anticorpo & feito em coelho (Affinit, Inglaterra),
numa concentrag¢do de 1:600.

O sistema da imunoperoxidase indireta empregando a avidina-biotina (HSU et al..,
1981; Vectastain, Vector, EUA) foi usado com a 3-3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB, Sigma, EUA) como cromdgeno. Depois de lavadas em tampéo fosfato, as sec¢des
foram incubadas com imunoglobulinas biotiniladas (Vector, diluido 1:250) por uma hora.
Essas imunoglobulinas s3o obtidas de ovelha ou cavalo e produzidas contra anticorpos de
animais cujos anticorpos primarios foram retirados. Os anticorpos foram diluidos em
tampao fosfato contendo 0,3% Triton X-100. Numa terceira incubagdo a avidina e uma
peroxidase biotinilada foram introduzidas (Vectastain, Vector, ambas diluidas 1:125)
durante 45 minutos. A reagio foi completada com 0,03% de DAB (Sigma, EUA) como
cromégeno e H,O, (Sigma, EUA) durante 10 minutos. Os procedimentos
imunohistoquimicos foram uniformizados. Assim, foram considerados os pontos de
saturagdo do DAB, a dilui¢do do anticorpo primério longe da saturagio e um tempo de
incubagdo ajustado de tal modo que os elementos mais escuros das secgdes estivessem

inferiores & saturagdo (Zoli ef al., 1990).

Andlise Semiquantitativa Morfométrica e Microdensitométrica

Segundo Zoli e colaboradores (1990, 1991) e Chadi e colaboradores (1994), os
dados da analise microdensitométrica das imunomarcagdes sdo semiquantitativos, mas
capazes de permitir que se tenha uma estimativa da quantidade relativa da proteina
imunomarcada na regifio estudada, principalmente quando anélises comparativas do
decurso temporal ou dos tratamentos sdo realizadas. A: medida morfométrica (4area) e

microdensitométrica (spMGV) indica a quantidade de perfis imunopositivos e a intensidade

de imunomarcag@o, respectivamente.
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Analise morfométrica e microdensitométrica foi realizada para a andlise da
imunorreatividade da proteina FOS no niicleo coclear dorsal bilateralmente.

Os procedimentos de anélise de imagem, realizados num analisador de imagem
KS400 (Kontron, Alemanha) acoplado a uma ciAmara montada em um microscopio Zeiss,
sdo resumidos a seguir, mas podem ser encontrados com detalhes na literatura (ZOLI et al.,
1990; CHADI et al., 1993a, CHADI et al., 1993b). A imagem das secg¢des foi obtida por
meio da cdmara e projetada em um monitor. Campos de area definida foram amostrados em
regides especificas das secgdes, dependendo das imunorreatividades quantificadas. Apds a
corre¢do do sombreamento, alguns procedimentos de discriminago foram realizados: os
valores médios dos tons de cinza (MGYV), assim como o erro padrio da média (e.p.m.) dos
valores médios dos tons de cinza obtidos em éreas desprovidas de marcagio especifica
foram medidos. Valores de tons de cinza mais escuro que o background MGV-3 e.p.m.
foram considerados como marcagéo especifica e desse modo, discriminados. Os MGV
especificos (sp) foram definidos como a diferenca entre os MGV do background e os MGV
dos perfis discriminados. Os MGV da 14mina foram mantidos constantes em 200. Este
procedimento foi repetido para cada secgio, no intuito de corrigir as medidas de cada
marcagdo especifica em relagdio aos valores do proprio background (CHADI et al., 1993a;
CHADI et al., 1993b). A 4rea total e a média dos spMGYV dos perfis imunorreativos foram

obtidos dentro dos campos de quantificagdo.

Andlise estatistica

Para as analises estatisticas, foi usado o teste-t de Student, comparando-se as
diferencgas especificas entre os animais dos grupos controle e estimulado. Niveis de

significancia menores que 5% foram considerados.
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II- Imunorreatividade dos neurotransmissores Glutamato, GAD, Neurotensina e

Neuropeptideo Y na via auditiva apds estimulo sonoro definido.

Estimulacdo auditiva

Ratos Wistar machos de aproximadamente 180 gramas obtidos do Biotério Central
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo foram utilizados, sendo
divididos aleatoriamente em dois grupos: um grupo que recebeu estimulagdo auditiva
(n=10) e um grupo controle (n=9).

A monitoragdo prévia da funcfo auditiva foi realizada por meio da observagdo do
reflexo auditivo eliciado por um ruido de alta intensidade emitido por um instrumento
sonoro, conforme descrito por Hyson e Rudy (1984), atividade esta desempenhada no dia
seguinte a chegada dos animais. O instrumento sonoro utilizado foi o agogd, que possui
espectro de freqiiéncia de 500 a 20.000 Hz, apresentando maior intensidade entre 600 e 800
Hz e entre 3.000 e 8.000 Hz, em que atinge pelo menos 85 decibéis nivel de pressdo sonora
(NOVAES e FICKER, 1979).

Os animais foram levados um a um para uma sala silenciosa e colocados sobre uma
mesa. O agogd foi posicionado a cerca de 5 cm atrds da cabeca do animal, na linha
mediana. O instrumento foi acionado, com um toque intenso na campénula grande,
oferecendo o minimo de pistas visuais para o animal. Observou-se, entfo, a presenga de
respostas comportamentais que incluiram uma inspiracio profunda e repentina, além do
piscar de olhos. O teste foi considerado positivo na presenga da resposta comportamental
descrita, independente de sua amplitude, e negativo na auséncia da resposta.

Os animais foram separados em subgrupos de 3 ou 4 e receberam igual tratamento
dos ratos do experimento anterior na sala tratada acusticamente. Apds o mesmo periodo de
habitua¢@o, com duragdo de 1 semana, a estimulagdo auditiva ja descrita foi aplicada nos
ratos do grupo estimulado, subgrupo por subgrupo,'de forma idéntica ao experimento

anterior, sendo que essa estimulacéo foi repetida durante 7 dias seguidos.
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Sacrificio dos animais

No dia seguinte a ultima estimulagdo, os animais foram sacrificados por meio da
perfusdo transcardiaca descrita acima.

Logo apds a retirada dos encéfalos de cada animal, colocados nas mesmas solugdes
ja apresentadas, a parte petrosa do osso temporal contendo a céclea foi removida
bilateralmente e mergulhada por 90 minutos na solugdo fixadora; em alguns minutos do
tempo da pos-fixagdo, as cocleas foram cuidadosamente dissecadas sob um microscépio
cirirgico, sendo constantemente banhadas no fixador durante esse procedimento. Na
seqiiéncia, um processo de desmineralizagdo em 4cido tetraacético-etilenodiamino (EDTA)
(Sigma, EUA) a 8% dissolvido em PBS foi realizado por 6 dias com trocas diarias da
solugdo. No final desse periodo, as cocleas foram lavadas em PBS para a retirada de todo o
excesso da solugdo desmineralizante e mergulhadas em sacarose 20% (Merck, Alemanha)
dissolvida em tamp@o fosfato por 48 horas para crioprote¢do. As cocleas foram congeladas
a 40°C em isopentano dentro de capsulas plasticas pequenas, contendo meio de congelagio
(Miles Inc., EUA), em que foram orientadas espacialmente, para que as secgdes obtidas
posteriormente fossem paralelas a0 modiolo. Uma vez congelados, os troncos encefélicos e

cocleas foram armazenados em freezer —70° até sua utilizagdo.

Processamento Tecidual

Secgdes coronais seriadas de 20 um de espessura do tronco encefalico e da cdclea,
nas regides estudadas, também foram obtidas no criostato Leica, descrito anteriormente,
com temperatura média de —20°C para o tronco encefalico e —25°C para a céclea.

O seccionamento da ponte foi efetivado com a mesma metodologia. O
seccionamento das cocleas aconteceu segundo um protocolo de amostragem sistematica,
abrangendo toda a sua extens@o, desde o giro apical até o término do giro basal.

O armazenamento dos cortes processados para a imunohistoquimica, montados em

laminas previamente gelatinizadas e congeladas, foi realizado a —70° C até a sua utilizagdo.
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Marcacdo imunohistoquimica

As laminas contendo as secgdes da coclea foram descongeladas e secas a
temperatura ambiente quando receberam um banho de 0,05% de gelatina dissolvida em
PBS, a fim de propiciar maior aderéncia do tecido descalcificado & 1dmina histoldgica
durante o procedimento imunohistoquimico, prevenindo ou minimizando o descolamento
do mesmo. Pipetada cuidadosamente sobre as secg¢des secas, a gelatina em excesso foi
retirada suavemente pela leve inclinagdo das ldminas, novamente colocadas para secar em
temperatura ambiente, por aproximadamente 15 minutos, antes do inicio de tal
procedimento.

Utilizando-se do método imunohistoquimico ja descrito, as séries de secgdes, tanto
do nucleo coclear quanto das cdcleas direitas e esquerdas, foram submetidas a incubag@o de
24 horas a 4°C com um dos seguintes marcadores:

- anticorpo policlonal anti-glutamato (Sigma, EUA) feito em coelho diluido na

concentragdo de 1:2000 para o nucleo coclear e 1:4000 para a coclea;

- anticorpo policlonal anti-neurotensina (Peninsula, Canada) feito em coelho

diluido na concentragio de 1:600 para o nucleo coclear e de 1:500 para a coclea;

- anticorpo policlonal anti-NPY (Sigma, EUA) feito em coelho diluido na

concentragdo de 1:1500 para o nucleo coclear e 1:1200 para a coclea;

- anticorpo policlonal anti-GAD (Chemicon Int., Canada) feito em coelho diluido

na concentrag@o de 1:800 para o nucleo coclear.

Andlise Quantitativa Estereologica

Esta analise foi empregada para a mensuragdo do nimero de células tipo I e tipo II
dos ganglios espirais apresentando diferentes intensidades dos imunomarcadores estudados
nos trés giros espirais das cocleas, sendo essas intensidades consideradas como forte,
moderada ou fraca, de acordo com a graduago da cor marrom conferida as células. Cada
giro da coclea do rato em torno do modiolo (apical, medial e basal) foi quantificado
separadamente em toda a sua extensio para os imunomarcadores glutamato e NPY e em

duas sec¢bes de cada giro para a neurotensina. As quantificagdes foram realizadas
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utilizando-se um sistema estereolégico CAST (Computer Assisted Stereologic Toolbox)
que permite quantificagdes das alteragdes morfologicas e das imunorreatividades das
células ou de suas partes com auxilio do computador, empregando ferramentas
estereologicas descritas na bibliografia (GUNDERSEN et al, 1988; WEST e
GUNDERSEN, 1990; WEST el a.l., 1991; JANSON e MOLLER, 1993; CHADI et al.,
1993a e GOMIDE e CHADI, 1999) e apenas brevemente apresentadas neste trabalho.

Um microscopio Olympus BXS50 (Olympus, Dinamarca) conectado a um
computador (IBM 330-P75, EUA) e uma camera de video em cores (JAL 2040, Protec,
Japdo), ambos acoplados a um monitor colorido (G70, IBM) foram utilizados. O
movimento do porta-laminas do microscopio nos eixos X-Y (Lang, Huttenberg, Alemanha)
¢ controlado pelo programa GRID (Interactivision, Silkeborg, Dinamarca), que também é
utilizado para a gerag@o de uma grade de pontos de analise, sobreponivel a imagem. Com o
auxilio de um sistema de projecdo, a imagem da sec¢do e a moldura de contagem podem
ser projetadas no monitor, permitindo a contagem das particulas pelo dissector 6ptico. O
dissector € uma ferramenta estereoldgica que permite realizar uma estimativa do niimero de
particulas na terceira dimensdo independentemente de suas caracteristicas morfoldgicas,
definindo uma fina sec¢@o dptica dentro de uma secgio espessa, por meio do movimento do
plano de foco para frente e para tras. Um microcator (MT12, Heidenhan, Alemanha) ligado
ao microscopio tem a finalidade de monitorizar o movimento do porta-ldminas do
microscopio no eixo vertical (Z), fornecendo medidas desses movimentos, como: dados da
espessura da secg@o, posi¢do do dissector no espago e a altura # do dissector. A borda da
regido a ser quantificada foi delineada com uma objetiva de 4x. Distincias para
amostragem nos eixos X-Y (90x90um) foram introduzidas, fazendo com que o programa
criasse uma série de campos de amostragem uniformes sobre toda a regiio demarcada. Uma
objetiva de imersdo com aumento de 100x e abertura de 1.4 foi utilizada para as contagens
das intensidades dos perfis celulares imunorreativos. Dessa forma, o nimero de particulas
pode ser estimado numa frag@o conhecida do referido espago que corresponde ao volume
total da regido considerada. O principio do fracionamento envolve a amostragem de
particulas de modo aleatério, mas uniforme (GUNDEIiSEN, 1986). Assim, 0 numero total
estimado serd derivado do nimero de particulas encontradas no espago de referéncia e da

probabilidade da amostra (GUNDERSEN, 1986; GUNDERSEN er al., 1988). A
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metodologia para a amostragem sistematica do dissector no interior da secgdo, da
amostragem das particulas no interior do dissector, do célculo do numero total e do
coeficiente de erro estd descrita na literatura (CHADI et al., 1993c; WEST e
GUNDERSEN, 1990 e WEST et al., 1991).

Andlise Semiquantitativa Morfométrica e Microdensitométrica

Analise morfométrica e microdensitométrica foi realizada, como descrita acima,
para quantificar a imunorreatividade do glutamato e do GAD em corpos celulares,
prolongamentos e terminais no nicleo coclear dorsal, bem como a imunorreatividade da
neurotensina e do GAD no nucleo coclear ventral, ambas bilateralmente. Apenas analise
semiquantitativa microdensitométrica foi empregada para obtengdo da intensidade das
imunorreatividades do glutamato, do NPY e da neurotensina nas células ciliadas internas do
6rgdo de Corti dos giros apicais, mediais e basais das cocleas de ambos os lados de cada

animal.

Andlise estatistica

Para as analises estatisticas, foi usado o teste-t de Student, comparando-se as
diferengas especificas entre os animais dos grupos controle e estimulado. Niveis de

significAncia menores que 5% foram considerados.
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Esquema 2: Esquema de secg¢des coronais da ponte do rato do nivel do bregma —11,30mm até o niv
—10,04mm retiradas do Atlas Paxinos e Watson (1986), representando uma das séries submetidas ¢
processamento. As secgdes adjacentes dos cérebros foram amostradas sistematicamente a cada oitay
sec¢do cranio caudal, de modo que 8 séries com dez secgdes cada, foram obtidas. Abreviagdes: NCD
nicleo coclear dorsal, NCVP= nucleo coclear ventral posterior, NCVA= nucleo coclear ventr.

anterior, 4V=1V ventriculo.

28




Esquema 3: Imagens digitalizadas de sec¢des coronais e adjacentes da céclea do
rato representando uma das séries submetidas ao processamento. As secg¢des
foram amostradas sistematicamente a cada quinta sec¢do, paralelas ao eixo baso-
apical, de modo que 5 séries com doze secgBes cada foram obtidas. *giro apical,
**giro medial, ***giro basal. Barra=500um
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Resultados

RESULTADOS

I - Expresséo da proteina FOS no niicleo coclear induzida por estimulo sonoro definido.

Analise da Imunorreatividade da Proteina FOS

Analise Qualitativa

Neurdnios imunorreativos & proteina FOS foram encontrados agrupados em regio
especifica do ncleo coclear dorsal tanto no grupo de animais controle quanto nos animais
estimulados acusticamente, sendo essa regidio caracterizada mais ventralmente no nivel
caudal do niicleo coclear dorsal (Fig. 4 A-D). Poucos neurdnios da porgo central e medial

do nucleo coclear ventral expressaram a proteina FOS ap6s o estimulo apresentado (Fig.
4E-F).

Andlise Semiquantitativa Morfométrica da Imunorreatividade da Proteina FOS no Nicleo
Coclear Dorsal

A andlise semiquantitativa da imunorreatividade por imagem mostrou um aumento
significativo de 505% (p<0.01) na 4rea de imunorreatividade da proteina Fos na regigo

rostral do niicleo coclear dorsal dos animais estimulados acusticamente (Fig. 5).

II - Imunorreatividade dos neurotransmissores Glutamato, GAD, Neurotensina e

Neuropeptideo Y na via auditiva apds estimulo sonoro definido.

Andlise da Imunorreatividade do Glutamato

Anadlise Qualitativa
Forte imunorreatividade do glutamato foi observada no citoplasma das células
ciliadas internas do 6rgdo de Corti (Fig. 6 A-B), enquanto fraca marcagio foi encontrada

nas células ciliadas externas. Imunorreatividade variando de fraca a forte também foi
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Figura 4: Fotografias mostrando a imunorreatividade da proteina FOS no nticleo de
neurdnios (setas) na regifio rostral do nucleo coclear dorsal (A-D) e no nucleo
coclear ventral (E-F) dos ratos controle (A, C) e que receberam estimulagido
auditiva (B, D, E, F) durante 1 hora, com estimulo-sonoro na freqiiéncia de 8KHz a
80 dB NPS. Os ratos foram sacrificados 1 hora apés a estimulag@o auditiva. Barras:
100um (A, B, E) e 20um (C, D, F).
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Imunorreatividade a proteina Fos
Nucleo Coclear Dorsal

[] Controle
M Estimulado

spMGV
100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

Area

1000 -
800
600 -
400 -

200 -+

Figura 5: Efeito do estimulo sonoro definido no valor médio + e.p.m. dos tons de
cinza especificos (A) e da area (B) dos perfis neuronais imunorreativos a proteina
Fos obtidos por analise de imagem em areas especificas do nucleo coclear dorsal,
segundo teste t de Student. Y% p<0,01.
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observada no citoplasma dos neurdnios do ganglio espiral dos giros apical, medial e basal
(Fig.6 C-D) da coclea. Fibras moderadamente marcadas foram notadas no nervo coclear.
Prolongamentos imunorreativos ao glutamato foram vistos saindo do ganglio e
cruzando a ldmina espiral 6ssea em sentido radial até o 6rgdo de Corti (dado nio mostrado).
A imunorreatividade do Glutamato foi observada em terminais, fibras e citoplasmas
dos neurdnios do nucleo coclear dorsal dos animais de ambos o0s grupos, com maior
concentracdo na camada de células fusiformes (Fig.7 A-D). No nticleo coclear ventral
células imunorreativas ao glutamato foram encontradas na regido das células granulares

(dado ndo mostrado).

Andlise Semiquantitativa Microdensitométrica da Imunorreatividade do Glutamato nas
Células Ciliadas Internas

Os resultados da analise semiquantitativa microdensitométrica de imagem estao
mostrados na figura 8. O valor médio dos tons de cinza especificos da imunorreatividade do
glutamato mostrou-se aumentado em 14% (p<0,05) no citoplasma das células ciliadas

internas do érgdo de Corti no giro basal da coclea dos animais estimulados.

Andlise Quantitativa Estereoldgica da Imunorreatividade do Glutamato no Ganglio
Espiral

A estimulagio auditiva ndo promoveu diferencas estatisticas na porcentagem de
células fortes, moderadas e fracas marcadas pela imunorreatividade do glutamato nos
neurdnios do ganglio espiral em nenhum dos giros da coclea dos grupos de animais

controle e estimulados (Tabela I).

Andlise Semiquantitativa Microdensitométrica e Morfométrica da Imunorreatividade do
Glutamato no Niicleo Coclear Dorsal

O estimulo auditivo ndo alterou o valor médio dos tons de cinza especificos da
imunorreatividade do glutamato no nucleo coclear em nenhum dos grupos estudados,
porém promoveu aumento significativo, estimado em 172% (p<0,01), na érea de
imunorreatividade do niicleo coclear dorsal dos animais estimulados. O resultado da analise

semiquantitativa morfométrica de imagem esta mostrado na figura 9.
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Figura 6: Fotografias mostrando a imunorreatividade do glutamato (A-D) no
orgdo de Corti (A-B) e no ganglio espiral (C-D) do giro basal da cdclea dos ratos
controle (A, C) e que receberam estimulagdo auditiva (B, D). A imunorreatividade
do glutamato ¢ observada no citoplasma das células ciliadas do 6rgdo de Corti

(seta) e no citoplasma (setas) e prolongamentos (cabegas de setas) dos neurdnios
espirais. Barras = 10um.
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Figura 7: Fotografias da imunorreatividade do glutamato (A-D) no nucleo coclear
dorsal dos ratos controle (A, C) ou estimulados acusticamente B, D). A
imunorreatividade do glutamato é observada no citoplasma de neurénios fusiformes
(setas) e prolongamentos de células (cabegas de setas). Barras = 100um (A, B) e 20pm
(C, D).
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Resultados

Imunorreatividade ao Glutamato
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Figura 8: Efeito do estimulo sonoro definido no valor médio + e.p.m. dos tons
de cinza especificos (spMGV) dos perfis celulares imunorreativos ao
glutamato nas células ciliadas internas dos giros apical (A), medial (B) e basal
(C) da coclea. * p<0,05, segundo teste t de Student.
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Resultados

T1

T1+T2 T2

Tabela 1: Porcentagem de células fortes, moderadas e fracas do ginglio
espiral imunorreativas ao glutamato depois de estimulo auditivo definido.

FORTE MODERADO FRACO

Controle Estimulado Controle Estimulado Controle Estimulado
Apical 79 % 3,1 88 = 1,3 549 = 59 502 + 571 37,0 + 47 409 + 47
Medial 92 + 1,9 91 + 1,6 50,1 + 33 57,3 £ 22 40,6 + 46 33,5 + 27
Basal 107 + 26 113 = 1,3 51,3 + 23 553 £ 25 379 + 28 333 + 25
Apical 559 + 157 532 + 153 345 + 12,6 39,1 + 149 95 = 95 7,62 + 5,1
Medial 33,6 + 7,5 400 = 63 520 = 65 533 + 66 144 + 38 668 £ 2,5
Basal 506 + 87 424 + 58 420 + 86 495 + 53 732 + 21 805 + 3,0
Apical 10,5 + 34 11,7 + 19 54,1 + 55 496 + 49 353 + 47 387 + 43
Medial 11,3 + 22 11,3 £ 19 502 = 3,1 57,1 + 22 384 + 44 315 + 28
Basal 138 + 3,1 140 = 1,7 50,6 = 2,7 546 + 24 355 + 25 31,3 + 2,5
Os valores estdo apresentados como média + erro padrio da média. n=10

para grupo estimulado e n=9 para grupo controle.
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Figura 9: Efeito do estimulo sonoro definido no valor médio + e.p.m. dos tons de cinza
especificos (A) e da 4rea (B) dos perfis neuronais imunorreativos ao glutamato obtidos
por analise de imagem em areas especificas do niicleo coclear dorsal, segundo teste t de
Student. %% p<0,01.
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Resultados

Andlise da Imunorreatividade do GAD

Andalise Qualitativa

A anélise do tecido imunorreativo ao GAD mostrou corpos celulares e terminais
marcados tanto na subdivisdo dorsal quanto na ventral do niicleo coclear. Alta densidade de
terminais foi observada nas camadas 1 e 2 (camada molecular e de células fusiformes,
respectivamente) do nucleo coclear dorsal e na camada granular superficial do niicleo
coclear ventral (Fig 10 A-F); ja os pericarios foram observados mais esparsamente em
pequenos neurdnios do nucleo coclear dorsal e em células da por¢do ventral do nicleo

(dado ndo mostrado).

Andalise Semiquantitativa Microdensitométrica e Morfométrica da Imunorreatividade do
GAD no Nucleo Coclear

A anélise microdensitométrica da intensidade dos tons de cinza e a andlise
morfométrica da 4rea da imunorreatividade do GAD analisados no niicleo coclear, nio
apontaram diferencas estatisticas significativas entre os grupos de animais controle e

estimulado, segundo teste-t de Student (Figs. 11 e 12).

Andlise da Imunorreatividade da Neurotensina

Andlise Qualitativa

A imunorreatividade da neurotensina foi encontrada no citoplasma das células
ciliadas do érgéo de Corti, com maior expressdo nas células ciliadas internas e na maioria
dos neurdnios do ganglio espiral dos giros apical, medial e basal da céclea. Delicadas fibras
contendo imunorreatividade da neurotensina também foram vistas na lamina espiral Ossea e
prolongamentos dos neurdnios espirais (Fig. 13).

O nicleo coclear dorsal ndo mostrou imunomarcagio para a neurotensina, somente
observada no niicleo coclear ventral, em que células imunorreativas foram identificadas na

porgdo anterior (Fig. 14).
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Figura 10: Fotografias da imunorreatividade do GAD (A-D) no niicleo coclear de
ratos controle. A imunomarcagdo do GAD ¢ observada em numerosos terminais no
nicleo coclear dorsal (A, B) e na regido de células granulares no nicleo coclear
ventral (C, D) Barras = 100pm (A, C) e 20um (B, D).
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Figura 11: Efeito do estimulo sonoro definido no valor médio + e.p.m. dos tons de
cinza especificos (A) e da area (B) dos perfis neuronais imunorreativos a0 GAD obtidos
por analise de imagem em areas especificas do nucleo coclear dorsal, segundo teste t de

Student.
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Figura 12: Efeito do estimulo sonoro definido no valor médio + e.p.m dos tons de
cinza especificos (A) e da area (B) dos perfis neuronais imunorreativos ao GAD obtidos

por analise de imagem em 4reas especificas do niicleo coclear ventral, segundo teste t de
Student.
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Resultados

Andlise Semiquantitativa Microdensitométrica da Imunorreatividade da Neurotensina nas
Células Ciliadas Internas

O valor médio dos tons de cinza especificos da imunorreatividade da neurotensina
mostrou-se diminuido em 13% (p<0,05) nas células ciliadas internas do érgéo de Corti

especificamente no giro apical da cdclea no grupo de animais estimulados (Fig. 15).

Anadlise Quantitativa Estereolégica da Imunorreatividade da Neurotensina no Gdnglio
Espiral

Nenhum efeito decorrente da estimulagio auditiva foi observado na
imunorreatividade da neurotensina no ganglio espiral em qualquer um dos giros apical,

medial ou basal da cdclea (Tabela 2).

Andlise Semiquantitativa Microdensitométrica e Morfométrica da Imunorreatividade da
Neurotensina no Nucleo Coclear Ventral

Na anélise da area e do valor médio dos tons de cinza da imunorreatividade da
neurotensina no nicleo coclear ventral ndo foram encontradas diferencas entre o grupo de

animais controle e estimulado segundo teste-t de Student.

Andlise da Imunorreatividade do NPY

Andalise Qualitativa
Células ciliadas mostraram-se imunopostivas ao NPY, com forte marcagdo nas
células ciliadas internas e fraca marcagfo nas células ciliadas externas. Neurdnios espirais
apresentaram imunorreatividade citoplasmatica do NPY de fraca & forte intensidade (Fig.
f6). Fibras marcadas foram encontradas no nervo coclear, no ganglio espiral e na lamina
espiral 6ssea. Todos esses resultados foram observados em ambos os grupos de animais.
Auséncia da imunomarcagio para o NPY foi observada tanto na subdivisdo dorsal

quanto na ventral do nicleo coclear (Fig. 17).
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, Figura 13: Fotografias mostrando a imunorreatividade da neurotensina (A-D)
nas c€lulas ciliadas internas do 6rgéo de Corti do giro apical da cdclea dos ratos
controle (A) e estimulados acusticamente (B). Em C foto ilustrativa do génglio
espiral (GE) do giro medial da céclea mostrando a imumarcagdo da
neurotensina. A imunorreatividade é observada no citoplasma das células
ciliadas (seta) do 6rgéo de Corti (A, B) e no citoplasma (setas) e prolongamentos
(cabeca de seta) dos neurdnios espirais (C). Barras = 20um (A, B) e 30um (C).
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Figura 14: Fotografias ilustrativas da imunorreatividade da neurotensina (A-
C) no nucleo coclear dorsal (A) e ventral de ratos (B, C). Auséncia de
marcagdo da neurotensina € observada no nucleo coclear dorsal, enquanto
células imunopositivas (setas) sdo vistas no nucleo coclear ventral (B, C).

Barras = 100um (A, B) e 30um (C).
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) Figura 15: Efeito do estimulo sonoro definido no valor médio + e.p.m. dos
tons de cinza especificos (spMGV) dos perfis celulares imunorreativos a
neurotensina nas células ciliadas internas dos giros apical (A), medial B) e
basal (C) da coclea. % p<0,05, segundo teste t de Student.
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Resultados

T1

T1+T2 T2

Tabela 2: Porcentagem de células fortes, moderadas e fracas do ganglio
espiral imunorreativas & neurotensina depois de estimulo auditivo definido.

FORTE MODERADO FRACO

Controle  Estimulado  Controle Estimulado Controle Estimulado
Apical 93 * 36 58 * 26 453 £ 64 316 + 46 453 = 93 625 = 48
Medial 7,5 + 2,7 114 £ 40 503 + 48 51,7 + 19 431 + 64 368 + 45
Basal 64 + 27 82 + 22 439 % 47 506 + 33 497 + 4,6 41,1 = 40
Apical 375 £ 239 167 = 167 542 + 208 528 + 185 825 + 82 30,5 + 163
Medial 178 + 14,1 8,06 + 44 738 + 134 857 + 50 833 + 54 6,19 + 4,1
Basal 209 * 119 60 + 42 712 + 11,6 81,8 = 59 778 + 57 122 + 58
Apical 96 * 35 62 = 30 463 £ 69 318 + 48 442 £ 93 619 + 48
Medial 7.7 + 3,0 112 + 40 522 + 43 538 + 19 408 + 6,0 350 + 43
Basal 73 + 25 79 * 19 458 £ 47 526 + 3,1 468 + 45 395 = 39
Os valores estdo apresentados como média + erro padrio da média. n=10

para grupo estimulado e n=9 para grupo controle.
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Resultados

Andlise Semiquantitativa Microdensitométrica da Imunorreatividade do NPY nas Células
Ciliadas Internas

A estimulagdo auditiva ndo promoveu alteragiio no valor médio dos tons de cinza
especificos da imunorreatividade do NPY nas células ciliadas do orgdo de Corti em

nenhum dos giros da céclea dos animais do grupo estimulado.

Analise Quantitativa Estereoldgica da Imunorreatividade do NPY no Ganglio Espiral

O resultado da anélise estereoldgica estd mostrado nas figuras 18 e 19 e na tabela 3.
Aumento significativo na intensidade da imunorreatividade do NPY, de 119% (p<0,05), foi
observado especificamente nos neurdnios tipo II com forte marcagdo no ganglio espiral do

giro apical da cdclea dos animais que receberam a estimulagdo auditiva.
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Figura 16: Fotografias mostrando a imunorreatividade do NPY (A-D) no ganglio
espiral do giro apical da céclea dos ratos controle (A) e estimulados
acusticamente (B). A imunorreatividade do NPY é observada no citoplasma dos
neurdnios tipo I (setas) e tipo II (cabegas de setas) e nos prolongamentos dos
neur6nios espirais. Em A s@o apontados neurénios com marcag¢io moderada e em
B com forte marcagdo. Barras = 20 pm.
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Figura 17: Fotografias da imunorreatividade do NPY (A-B) no niticleo
coclear dorsal (A) e ventral de ratos controle (B), ilustrando auséncia de
marcagdo. Barras = 100pm.
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Figura 18: Efeito do estimulo auditivo definido na intensidade da imunorreatividade ao
NPY nos perfis celulares dos neurdnios tipo I (A, B, C) e tipo II (D, E, F) dos giros
apical (A, D), medial (B, E) e basal (C, F) da coclea. %% p<0,01, segundo teste t de
Student.
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Figura 19: Efeito do estimulo auditivo definido na intensidade da
imunorreatividade ao NPY nos perfis celulares dos giros apical (A), medial (B)
e basal (C) da cdclea. % p<0,05, segundo teste t de Student.
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Resultados

Tabela 3: Porcentagem de células fortes, moderadas e fracas do ganglio
_espiral imunorreativas a0 NPY depois de estimulo auditivo definido.

FORTE MODERADO FRACO

Controle Estimulado Controle Estimulado Controle Estimulado

Apical 23 + 1,3 36 + 0,9 372 + 6,0 264 + 5.3 60,4 + 6,5 70,0 + 5,7

; Medial 72 + 1,6 6,5 + 0,6 395 £ 29 430 + 2,5 532 + 2,8 50,5 + 2,5
Basal 58 £ 09 78 + 1,8 422 + 1,1 438 + 2,6 52,0 + 1,6 484 + 3,8
Apical 0,0 + 0,0 19,8 + 6,0* 562 + 157 357 + 9,6 43,7 + 157 444 + 95

& | Medial 147 + 55 13,6 = 32 486 + 48 438 + 26 366 + 40 42,5 + 34
Basal 11,6 + 1,4 119 + 3,2 479 + 39 473 + 3,9 405 + 47 40,8 + 52

g Apical 23 + 1,3 52 + 0,5%* 392 £ 55 26,5 + 49 586 + 6,0 68,2 + 5,1
i-' Medial 8,1 + 2,2 7,6 + 0,9 42,8 + 29 429 + 2,1 49,0 + 24 495 + 2,5
Il Basal 7,1 £ 1,0 8,6 + 1,9 43,1 £ 1,5 443 + 2,5 498 + 19 47,0 + 3,9

Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. n=10
para grupo estimulado e n=9 para grupo controle. * p<0,05; ** p<0,01.
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Discussdo

DISCUSSAO

Existe uma evidéncia crescente da plasticidade relacionada & atividade na via
auditiva (ASAKO et al., 2005). O presente estudo examinou os efeitos da estimulagio
auditiva na plasticidade neuroquimica do sistema auditivo por meio da imunomarcacgio de
dois neurotransmissores aminoécidos, o glutamato e o0 GAD, enzima que sintetiza o GABA,
e de dois neuropeptideos, o NPY e a neurotensina, no Orgdo de Corti, no ginglio espiral e
no nucleo coclear. O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatério da
via auditiva (EYBALIN, 1993), enquanto que o GABA ¢ o principal inibitério (RUBIO,
2004). Agdes opostas para os dois neuropeptideos estudados aqui também sdo descritas em
outros sistemas (BECK et al, 1996; GULLO et al., 1998; KUPFERMANN e
SCHWARTZ, 2000), sendo analisados agora na via auditiva.

A realizagdo do experimento da expressio da proteina FOS no nicleo coclear
induzida por estimulo sonoro definido, efetivado inicialmente, foi importante na adequagéo
da metodologia para a promogdo da estimulagdo auditiva. Como um indicador bioquimico
da atividade neuronal, a proteina FOS ¢ usada para apontar a localizagdo de neurdnios
ativados no sistema nervoso central em resposta a um estimulo (YANG ez al., 2005). Neste
trabalho a imunomarcag3o da proteina FOS permitiu a localiza¢@o de grupos de neurdnios
responsivos ao estimulo sonoro em regifio especifica do niicleo coclear. O aumento
significativo na sua expressdo revelou maior excitabilidade neuronal naquela regido diante
do estimulo.

Nossos dados para a imunomarcagiio da proteina FOS sdo congruentes com o0s
obtidos na literatura, que nos mostram células imunopositivas & proteina em todas as
camadas do nucleo coclear dorsal depois de um estimulo auditivo de 8.000 Hz, com uma
distribui¢do mais densa na camada profunda em relagdo & molecular e a de células
fusiformes (YANG et al., 2005). Além disso, dados de trabalhos anteriores apontam para
uma localizagdo mais ventral da proteina FOS nos niveis caudais do nucleo coclear dorsal
depois da estimulagdo auditiva nessa mesma freqiiéncia de 8 kHz (SATO et al., 1992;
SAINT MARIE et al.., 1999), como também foi observado no presente estudo. Resultados
coincidentes com o estudo de Yang e colaboradores (2005) ainda sdo encontrados no
nicleo coclear ventral, em que sdo observadas células imunoreativas a proteina Fos de

forma mais abundante na camada granular externa, em suas margens lateral e medial,
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quando comparadas ao centro do niicleo. A ativagdo de células granulares nessa camada
indica que algumas delas podem ser tonotopicamente organizadas, enquanto outras podem
ndo ser, ja que ndo parecem contribuir com a tonotopia (YANG et al., 2005). Tanto
neur6nios quanto células granulares mostraram pouca ou nenhuma marcagio da proteina
Fos sem a estimulagdo auditiva, reforcando a hipétese de que o estimulo sonoro foi o
principal responsével pela ativagdo de tais células, resultado este igualmente obtido aqui.

A intensidade de 80dB NPS utilizada neste experimento para a apresentagio do
estimulo acustico, entre outras avaliadas, foi considerada por Saint Marie e colaboradores
(1999) ideal para se mapear a tonotopia no tronco encefélico por produzir uma resposta
robusta, mas ndo prejudicial ao sistema. Diante dos mesmos argumentos, Norend e
Eggermont também elegeram 80dB NPS para aplicagdo de um estimulo auditivo, no que
consideraram ambiente enriquecido acusticamente. Turner e colaboradores (2005) relatam
que os estudos que se concentram na intensidade sonora freqiientemente concluem que sons
menos intensos que 85dB NPS s#o relativamente seguros para a audi¢do, mas que pouco é
conhecido sobre os efeitos dos sons com intensidades mais baixas, A exposi¢do cronica a
niveis < 70dB NPS ¢ aparentemente ndo prejudicial para a coclea, mas, ao contrério,
parecem melhorar o processamento do sinal auditivo (TURNER et al., 2005). Poon e Chen
(1992) postularam que a exposigdo pés-natal a treinos de tons melhora a habilidade dos
animais expostos para processar aqueles mesmos sinais. Zhang e colaboradores (2002)
demonstraram que uma tnica exposi¢do de 45 minutos a 80dB NPS na freqiiéncia de
10kHz ndo somente aumentou a marcagio da proteina FOS (medida da atividade neuronal)
em estruturas auditivas do cérebro, mas também aumentou a marcag¢do em estruturas nio
auditivas como o l6cus ceruleous, amigdala e o hipotalamo.

Assim, o estimulo auditivo utilizado neste experimento mostrou ser um método
eficiente para ativar grupos especificos de neurdnios e, portanto, para se estudar a
plasticidade da via auditiva.

A atividade neuronal subsegiiente a estimulos deflagram respostas de
neuroplasticidade (BAO et al., 2003; SALAZAR et al.,‘2004.). Neste estudo analisamos as
alteragdes quimicas na via auditiva aferente, periférica e central, de animais estimulados

acusticamente. Todos os neurotransmissores estudados tiveram sua imunorreatividade
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modificada na céclea apés a estimulagio auditiva, sem que 0 mesmo ocorresse no niicleo
coclear.

Aumento significativo na imunomarcaggo do glutamato foi encontrado nas células
ciliadas internas do giro basal da céclea e maior nimero de neurdnios imunorreativos ao
glutamato também foi observado no nicleo coclear dorsal dos animais que receberam a
estimulago auditiva.

Sabe-se que a densidade da inervagdo aferente nas células ciliadas internas é maior
na regido basal da céclea (FRITZCH et al., 2004) e que o glutamato, como principal
neurotransmissor excitatério da via auditiva aferente, esti presente intensamente nessas
células (EYBALIN, 1993; RAPHAEL e ALSCHULER, 2003). Com base nesses dados,
pode-se supor que, embora o estimulo sonoro em questdo seja caracterizado
tonotopicamente na regifo apical, ainda que pudesse haver uma maior imunorreatividade ao
glutamato no 4pice da coclea apds o estimulo sonoro apresentado, ela pode ndo ter sido o
bastante para ser detectada em fungfo da menor inervagéo dessa area, mascarando-se o pico
de deslocamento da membrana basilar que corresponde ao lugar da freqiiéncia principal. E
importante ressaltar ainda que, por ser um érgo extremamente requintado, a cdclea é uma
estrutura de dificil estudo para os pesquisadores (Kiernan, 2006), que freqiientemente
apresentam problemas técnicos relacionados a preparagio das amostras, além de limitagGes
nas metodologias disponiveis como ferramenta de analise. Desse modo, pode-se considerar
igualmente a possibilidade do método de anélise de imagem utilizado neste estudo nio ter
sido sensivel o suficiente para indicar possiveis alteragdes de pequena magnitude na
quantidade do neurotransmissor que por ventura tenha ocorrido no giro apical da céclea
apos a estimulago auditiva.

A presenga do glutamato em todas as camadas do nucleo coclear dorsal e na regido
de células granulares, sendo encontrado em citoplasmas, fibras e terminais, estd de acordo
com dados da literatura (GODFREY et al., 2000; RUBIO, 2004), porém, neste trabalho,
sua observac@o mais evidente se deu na camada de células fusiformes, principalmente no
grupo de animais estimulados, e ndo na camada molecular como se referem Godfrey e
colaboradores (2000). )

O aumento da 4rea imunorreativa & proteina FOS e do glutamato em regido

especifica do nicleo coclear dorsal demonstrou que a exposigo & estimulagdo actstica




Discussdo

utilizada no presente estudo foi capaz de causar mudangas no processamento da informagéo
auditiva pelos neur6nios do micleo coclear. Essas mudangas parecem estar relacionadas
principalmente a ativagdo de um maior numero de neurdnios na transmissio da informagao,
tornando-a potencializada e possivelmente melhorando o processamento do sinal auditivo.
Modificagdes no controle excitatorio da atividade neural, como encontrada na
imunomarcagdio do glutamato, pode ser um dos véarios mecanismos pelos quais a
codificagdo neural ¢ adaptada para alteragdo das entradas da periferia, sendo uma
manifestag@o de neuroplasticidade.

Nossos resultados para a marcagdo imunoreativa do GAD no nucleo coclear
culminam com estudos anteriores, que descrevem a localizagio imunohistoquimica do
GAD em numerosos terminais, encontrados principalmente nas camadas molecular e de
células fusiformes do niicleo coclear dorsal e também no nucleo coclear ventral
(SHIRAISHI et al., 1985; MUGNAINI, 1985; 1987; MUSIEK ef al., 1990). Nés utilizamos
anticorpo anti-GAD para localizar possiveis neurénios GABAérgicos no nicleo coclear,
considerando que aquele é a principal enzima conversora deste.

O estudo de Ebert e Ostwald (1995) mostra que uma possivel fungio fisiolégica do
GABA ¢ melhorar o contraste entre sinal/ruido no niicleo coclear ventral, sugerindo que o
papel funcional do GABA ¢ agir como transmissor do feedback inibitério descendente do
tronco encefélico auditivo, favorecendo a transmissdo dos sinais actisticos relevantes em
oposi¢do aos menos significativos. A principal fonte da inibigio GABAérgica no nicleo
coclear ventral se origina de células do complexo olivar superior, vindas dos niicleos lateral
e ventral do corpo trapezoide que se projetam para o nicleo coclear ventral e usam o
GABA como neurotransmissor (OSTAPOFF et al., 1990, 1997). Muitos axénios eferentes
imunopositivos a0 GAD no nucleo coclear dorsal ainda derivam de fibras da estria actistica
dorsal (SCHWEITZER, 1993). O mecanismo de processamento auditivo que melhora o
contraste aclstico pode ter uma importancia fundamental no comportamento do animal,
porém uma vez que o nosso experimento foi realizado em sala tratada acusticamente, ou
seja, na auséncia de qualquer outro ruido, fez-se desnecessaria a melhora do sinal acustico
em contraposi¢do a outros sons, o que pode justificar o fato de nio encontrarmos diferencas
estatisticas significativas na imunorreatividade do GAD no nucleo coclear ventral apés a

estimulagdo auditiva.
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Ja no nucleo coclear dorsal, é descrito um diferente papel funcional para 0 GABA.
Numerosos interneurdnios GABAérgicos exercem uma poderosa inibigdo na porg¢do dorsal
do nucleo coclear (WENTHOLD et al., 1977; RUBIO, 2004). Segundo Wynne e
colaboradores (1995) a demonstragdo do GAD nas células granulares levantou a hipotese
de que elas podem desempenhar uma ag#o inibitdria nas células fusiformes e nas células
radiadas. Além disso, a presenga do RNAm da subunidade do receptor ol GABA, na
regido de células granulares sugere que essas células também participam da circuitaria
inibitéria local dessa regido (WYNNE et al, 1995). O equilibrio entre os
neurotransmissores aminoacidos excitatorios e inibitdrios contribui para o processamento
auditivo normal pelo nucleo coclear dorsal (RUBIO, 2004) e para o bom funcionamento de
todo o tronco encefélico auditivo (BURAS et al., 2006).

Neurdnios fusiformes s&o neurdnios de projecdo que inervam o nucleo central do
coliculo inferior (OLIVER, 1984) e é possivel que eles exergam uma acdo excitatéria e nfio
inibitéria em seus alvos, sendo por isso imunopositivos ao glutamato (OTTERSEN e
STORM-MATHISEMN, 1984) e ndo ao GABA, como encontrado neste estudo e em
trabalhos anteriores, em que a marcagdo do GABA ¢ encontrada somente em terminais da
camada de células fusiformes (SHIRAISHI et al., 1985; MUGNAINI, 1985; MOORE ¢
MOORE, 1987; MUSIEK et al., 1990). Diante de um estimulo sonoro nio prejudicial ao
sistema auditivo, a inibi¢gdo GABAérgica pode ndo ser essencial ou pode ser realizada por
um diferente neurotransmissor, como a glicina, outro transmissor inibitério com uma
concentragdo relativamente alta e bem acima dos niveis do GABA, em todas as subdivisdes
do nucleo coclear (ROSS et al., 1995; GODFREY et al., 2000), sendo considerada, por
muitos autores, o principal neurotransmissor inibitério nesse niicleo (ALTSCHULER et al.,
1986; CASPARY et al., 1987, 1994; BLEDSOE et al., 1990; HELFERT et al., 1992;
GOLDING e OERTEL, 1996; ZHENG et al., 2000).

Segundo Rubio (2004), aproximadamente 86% de todos os terminais sinapticos
inibitdrios que contém GABA também contém glicina. Caspary e colaboradores (1987)
sugeriram que a glicina, moldando sua fungio para altas intensidades, reduz a resposta para
sons intensos. Além disso, como ja foi demonstrado por varios estudos, as alteracdes na
neurotransmissdo dada pelo GABA ocorre em varios tipos de disturbios auditivos, como

por exemplo, na presbiacusia e no zumbido (CASPARY et al., 1990; MILBRANDT et al.,
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1996; 1997; RAZA et al., 1994; PALOMBI e CASPARY, 1996; BAUER et al., 2000). O
estudo de Milbrandt e colaboradores (2000) mostra mudangas significativas nos niveis do
GAD no coliculo inferior em animais expostos a sons intensos (12kHz, 106dB por 10h),

que acarretam um trauma acustico, o que sugere alteragdes na neurotransmissio realizada

pelo GABA. Outros estudos também documentam a influéncia da diminuigdo do GABA
em neurdnios do coliculo inferior apds exposi¢@o intensa a ruido (SALVI et al., 1990;
POPELAR et al., 1994; ABBOT et al., 1999; SZCZEPANIAK e MOLLER, 1995, 1996;
POYATOS et al., 2004). Assim, os neurotransmissores GABA e glicina sio criticos para a
codificagdo com alta fidelidade da informagdo acustica no tronco encefilico auditivo
(BAUER et al., 2000; BURAS et al., 2006) e, freqiientemente, mostram-se ai alterados

diante de uma perturbag@o no sistema auditivo (ASAKO et al., 2005), o que ndo é o caso

aqui. Neste trabalho, a variagdo nos niveis de GABA pode ndo ter sido necessaria pela
preservagdo dos receptores e da via auditiva, dada por estimulo sonoro de intensidade néo
lesiva.

Ainda que os neuropeptideos analisados estejam pouco presentes ou até ausentes no
nucleo coclear, como constatado pela imunohistoquimica, ambos apresentaram
modifica¢cdes em sua imunorreatividade no giro apical da cdclea apds o estimulo auditivo,
seja no o6rgdo de Corti ou no ganglio espiral. Embora os resultados do glutamato tenham
sido relevantes principalmente no giro basal, por motivos ja discutidos, modificagdes mais
significativas na imunomarcagio eram de fato esperadas no giro apical da cdclea, uma vez
que o estimulo auditivo foi apresentado na freqiiéncia de 8 kHz e o trabalho de Muller
(1991a) ja ter caracterizado uma posigdo mais apical na coclea de ratos para a freqiiéncia de
7.70 kHz. Assim, os neuropeptideos apresentaram uma resposta tonotopicamente plastica

\ ao estimulo sonoro definido.

A quantificacdo da imunorreatividade do NPY demonstrou maior numero de
neur6nios espirais tipo II com forte marcag@o exclusivamente no giro apical da cdclea dos
animais estimulados. Na literatura, poucos trabalhos referem-se a presenca do NPY na
coclea do rato, tendo sido sua imunomarcagio detectada nas fibras do modiolo e na raiz do
nervo coclear (YLIKOSKI et al., 1989), porém Anniko e colaboradores (1995) encontraram
‘ a expressdo do NPY em uma pequena subpopulagdo de células do ganglio espiral de

humanos, inferindo que pudessem se tratar de neurdnios do tipo II. Ainda que a fung&o dos
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neurdnios tipo II ndo esteja totalmente esclarecida nos dias atuais (REID et al., 2004), é
aceito que eles proporcionam o feedback eletromecanico da célula ciliada externa (KIM,

1984; RAPHAEL e ALTSCHULER, 2003) e possuem um papel significativo no

processamento do som, uma vez que inervam um grande numero de células ciliadas
externas que sdo essenciais para a manutengdo de respostas normais ao estimulo (REID et
al., 2004).

Ja foi descrita a participagdo do NPY no processamento periférico de vias aferentes
(MERIGHI et al, 1990; GUEDES et al., 2004). Acredita-se que ele apresenta uma
importante fun¢do na modula¢do da informagdo nociceptiva (HIRUMA et al., 2002),
produzindo efeitos antinociceptivos pela inibi¢do da liberagdo de neurotransmissores de
terminais centrais de neurdnios aferentes primarios e pela inibigdo direta de nociceptores
aferentes primarios (DUGGAN et al., 1991; BROQUA et al., 1996; NAVEILHAN et al.,
2001; MANTYH et al., 1994). Na orelha interna, a maior a¢do postulada para o NPY é
regulagdo da pressdo sangiiinea local. Uma vez que observamos a presenga do NPY na
coclea e no gnglio espiral, além do aumento de sua imunorreatividade nos neurdnios tipo
II, este trabalho levanta a possibilidade de que o NPY também estd envolvido no
processamento periférico da orelha interna, participando da transmissio da informagio
motora das células ciliadas externas pelos neurdnios tipo II.

O NPY produz pequenas respostas vasoconstritoras em artérias coronarias isoladas
de coelho (HAN e ABEL, 1987) e em artérias cerebrais isoladas de ratos (XIA et al., 1992).
Roberts e colaboradores (1999) demonstraram que o NPY produz uma pequena contragio
em artérias auriculares isoladas e que essa contragio pode ser aumentada com
manipulag¢des farmacolégicas. Além disso, ja foi postulado o efeito vasoconstritor no NPY
na orelha interna (LYON e PAYMAN, 2000). Do mesmo modo, o NPY também pode estar
contribuindo para a contragdo das células ciliadas externas que fazem contato com
neurdnios tipo II e cujo movimento de contragdo é imprescindivel para a transdugio do
som. O aumento da imunorreatividade do NPY diante da estimulag3o auditiva reforga essa
hipétese. .

Os achados de Hokfelt e colaboradores (1998) sugerem que os mecanismos
neuropeptidérgicos do NPY participam de mudangas adaptativas de neurdnios sensoriais

em resposta a lesdes. Itou e colaboradores (2001) demonstram que existe uma redugo

60




Discussao

continua da corrente sangiiinea coclear induzida pelo NPY na perda auditiva
neurossensorial provocada pelo estresse, como na surdez stbita. Por outro lado, podemos
considerar que o NPY também pode participar de mudangas adaptativas diante um estimulo
auditivo benéfico, como foi observado no presente estudo.

Existem diferen¢as entre os mecanismos das regides apical e basal da coclea
(ASHMORE e MAMMANO, 2001; ADAMSON et al., 2002a, b), sendo que as distingdes
nos padrdes de respostas entre os neurdnios tipo I e tipo II sdo mais pronunciadas no giro
basal (REID et al., 2004). Existem poucas vesiculas pré-sinépticas nas sinapses entre as
células ciliadas externas e os neurénios tipo II no giro basal, enquanto multiplas vesiculas,
como observadas nas células cilidas internas, sdo encontradas apenas nas sinapses do giro
apical (RAPHAEL e ALSCHULER, 2003). E possivel também que esse seja um dos
motivos pelos quais a diferenga na quantificagio da imunorreatividade do NPY nos
neurdnios tipo II encontrada neste trabalho tenha diferido apenas no giro apical da coclea
dos animais estimulados.

Foi mencionado que o NPY exerce uma a¢fo modulatéria no transporte axonal de
neurdnios sensoriais sob condigdes patologicas e fisiolégicas (HIRUMA et al., 2002) e que
pode inibir a liberagdo de neurotransmissores de fibras aferentes primarias (FRISTAD et
al., 1996). E possivel que o NPY possa modular a fun¢fio de neurotransmissores cocleares
cléssicos, como o glutamato, além de interagir com outros neuropeptideos (RAPHAEL e
ALTSCHULER, 2003). Talvez esse também possa ser um motivo pelo qual somente os
neuropeptideos e ndo o glutamato tenham se modificado no giro apical da cdclea diante da
estimulagdo auditiva apresentada.

Varios neuropeptideos como o CGRP, a substincia P, a somatostatina e a
neurotensina, também observada nesse estudo, ja foram descritos na céclea (TACHIBANA
etal., 1979; KONG et al., 2002; FELIX et al., 2002; GOMIDE et al., 2005). A modificagdo
simultinea da expressio do NPY e da neurotensina tonotopicamente no giro apical da
coclea diante da estimulaggo auditiva indica que deve existir uma interagdo entre as fungdes
peptidérgicas relacionadas a neurotransmissio e/ou_a neuroplasticidade na via auditiva
periférica.

Neste trabalho nio encontramos imunorreatividade do NPY no nucleo coclear,

resultado coincidente com dados da literatura que apontam auséncia de marcagdo ou
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somente poucas fibras imunopositivas a0 NPY no nucleo coclear dorsal ou ventral
(YAMAZOE et al., 1985), o que sugere que a participagdo do NPY nos mecanismos de
processamento auditivo se d4 principalmente na via auditiva periférica, com agdes j4
discutidas.

A expressdo da neurotensina também foi influenciada pela estimulagfo auditiva nas
células ciliadas do giro apical coclear, havendo diminui¢do de sua imunorreatividade nas
celulas dessa regidio frente ao estimulo sonoro apresentado. Dessa forma, é bem possivel
que a neurotensina também esteja envolvida nos mecanismos neuronais de processamento
auditivo e na modulagio sindptica da transmisso aferente na céclea de ratos.

Ja foi apresentada a implicagdo da neurotensina em varios tipos de modulagdo
sensorial (JENNES et al., 1982; ROBLEDO e KANEDO, 1995; SAMSAM et al., 2002).
Efeito antinociceptivo (ZHANG et al., 1995), como também apresentado para o NPY, e
neuroléptico endégeno (NEMEROFF, 1992; FEIFEL et al,, 1997) j& foram descritos para a
neurotensina. E possivel perceber a interagdo existente entre a neurotensina e 0 NPY em
vérios sistemas. Resultados eletrofisiologicos mostram que a neurotensina € 0 NPY tem
efeitos inibitérios em subpopulagdes separadas de pequenos neurdnios do ginglio da raiz
dorsal, sendo que a populagdo de neurdnios que contém neurotensina é complementar a que
contém NPY, respondendo somente a um ou a outro neuropeptideo (ZHANG et al., 1995).
Por outro lado uma diminui¢do nos niveis de neurotensina € um aumento nos niveis do
NPY podem ser observados apds uma axotomia periférica (transec¢do do nervo ciatico)
(WAKISAKA ef al., 1991; ZHANG et al., 1995). Além disso, enquanto a neurotensina
desempenha um papel inibitério da ingestdo (BECK ef al., 1996; GULLO et al., 1998), o
NPY ao contrario é o maior estimulante dessa fungdo (KUPFERMANN e SCHWARTZ,
2000), o que ressalta ag¢des opostas para ambos os neuropeptideos. Efeitos opostos da
neurotensina € do NPY também pode ser observado nos trabalhos de Robledo e
colaboradores (1995) e de Ehlers e colaboradores (1997), respectivamente. Ambos 0s
estudos foram realizados com medidas eletrofisiologicas depois da administra¢do
intracerebroventricular dos neuropeptideos; o primeiro' encontrou um aumento, relacionado
a dose, na amplitude e na 4rea do componente N1 do potencial evocado auditivo (ERPs),
enquanto o segundo encontrou uma diminuicdo nesse componente depois de um clique de

som. Desse modo, ¢ provavél que também na via auditiva periférica a neurotensina esteja
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modulando a sinaliza¢@o da transmissdo da informag#o auditiva de maneira inversa ao NPY
no giro apical da céclea, pois enquanto o NPY aumenta, ela diminui seu efeito diante do
estimulo sonoro.

Assim como acontece em relagdo ao NPY, sdo escassos os trabalhos relacionados a
neurotensina no niicleo coclear. A tnica referéncia encontrada na literatura descreve sua
imunorreatividade apenas esparsamente em fibras e terminais do nucleo coclear dorsal
(UHL et al., 1979). Diferente do que foi descrito, a imunomarca¢io da neurotensina foi
demonstrada aqui apenas no nucleo coclear ventral, ndo sofrendo alteragio em fungéo da
estimulagdo auditiva.

A exposicdo ao estimulo sonoro definido causou mudangas na fungdo auditiva, o
que pode estar induzindo também alteragbes no processamento neuronal de estruturas
auditivas, tanto periféricas, como é o caso dos neurdnios do génglio espiral, quanto nas
estruturas centrais, observadas neste estudo no ntcleo coclear.

A presenga da imunorreatividade apenas para os aminodcidos glutamato e GAD e
ndo para os neuropeptideos NPY e neurotensina no nticleo coclear dorsal pode-nos levar a
inferir que a interagfio entre os neuropeptideos na via auditiva aferente pode nio estar
relacionada exclusivamente ao processamento neuronal da audigdo, mas a outras func¢des
como a neuromodulac@o e a neuroprotegio.

Embora nés n3o conhegamos as mudangas especificas na percepg¢do da informagio
auditiva resultante das altera¢des no processamento da informag¢io auditiva nos niveis da
coclea e niicleo coclear, o presente trabalho indica que a plasticidade observada aqui pode
ter também algum papel nas desordens do sistema auditivo.

Assim, os resultados obtidos neste estudo nos ajudam a compreender melhor como a
informag@o actistica é progressivamente transformada ao longo da via auditiva, tendo
implicagdes tanto para as respostas plasticas que ocorrem no processamento auditivo

normal quanto no patolégico.
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CONCLUSOES

1. O estimulo sonoro definido utilizado neste estudo mostrou-se uma ferramenta adequada
para se estudar a plasticidade da via auditiva.

2. A estimulagio auditiva provocou alteragdes locais na neuroquimica da via auditiva,
sendo elas:

- aumento da drea imunorreativa 3 proteina FOS no niicleo coclear dorsal;

- aumento da drea imunorreativa ao glutamato o niicleo coclear dorsal;

- aumento da imunorreatividade ao glutamato nas células ciliadas internas do 6rgdo de
Corti no giro basal da coclea;

- diminui¢do da imunorreatividade da neurotensina nas células ciliadas internas do giro
apical da céclea.

- aumento da imunorreatividade do NPY nos neurdnios tipo II, com forte marcagdo, no

ganglio espiral do giro apical da céclea;

3. A via auditiva periférica e nicleos do tronco encefalico relacionados a audicdo
respondem de forma plastica a estimulos Sonoros.

4. A estimulagdio auditiva especifica, n3o prejudicial, pode ser uma estratégia para

maximizar o potencial trofico e plastico das vias neurais relacionadas, podendo prevenir ou

minimizar distirbios auditivos.
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