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INTRODUCAO

A perda da fungdo auditiva possui diversos fatores etiologicos, entre eles o ruido. De acordo com
a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), a perda auditiva induzida pelo ruido (PAIR) ¢ definida
como um problema de satde publica (OMS, 2020). O dano gerado pela exposi¢ao ao ruido, promove
uma intensa atividade metabdlica na coclea e um estado de desequilibrio, gerado pelo aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e pela insuficiéncia de enzimas antioxidantes,
denominado estresse oxidativo (HENDERSON et al., 2006).

A lesdo coclear pelo ruido acomete diversas estruturas cocleares, entre elas o ganglio espiral
(HABYBABADY et al., 2018). Essa por¢ao da coclea, ¢ uma cole¢do de corpos celulares neurais,
que fornecem a inervacao sensorial do 6rgao de Corti e cujos processos centrais formam uma por¢ao
importante do nervo auditivo. As células ganglionares do tipo I sdo morfologicamente maiores, tendo
por funcdo a inervacdo sensorial das células ciliadas internas do 6rgdo de Corti, estas células sdo
responsaveis pela transdu¢do do estimulo sonoro mecanico, em estimulo elétrico, que através do
ganglio espiral alcanga o cortex auditivo. A ativacdo das células ciliadas resulta na liberagdo de
neurotransmissores na sinapse das células ganglionares do tipo I, onde, esse potencial gerado, causa
a ativagio das vias auditivas centrais, incluindo a ativagdo do cortex auditivo primario (RUSZNAK;
SZA°CS, 2009). Portanto, as células do ganglio espiral sio de extrema importancia para um bom
desempenho da audi¢ao.

Neste sentido, a busca por substancias capazes de atuar na prevencdo e no tratamento dos danos
gerados nestas estruturas do 6rgdo de Corti € objeto de varios estudos. As proteinas de choque
térmico (HSP), principalmente as de 70 kDa (HSP70), sdo fatores citoprotetores da coclea através
de sua acdo anti-inflamatoéria (HECK et al., 2017; HECK; SCHOLER; DE BITTENCOURT, 2011).
Fairfield et at, (2005), em um de seus estudos, constatou que a eliminagado do Fator de choque térmico
(HSFT1), responsavel pela regulacdo da expressao de HSP70, provoca perda auditiva definitiva apos
exposi¢do a um estressor, como o ruido. Portanto, alternativas terapéuticas capazes de induzir a
expressao de HSP70 podem ser de grande valia para a prote¢do dessas estruturas. Entre elas, a
suplementagdo com L-glutamina influencia positivamente no estoque intracelular de substancias
antioxidantes como glutationa e HSP70, diminuindo a vulnerabilidade tecidual ao estresse oxidativo
(PETRY et al., 2014). Do mesmo modo, a exposi¢do prévia de animais ao calor, através do
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choque térmico, também ja demonstrou potencial citoprotetor pela expressao de HSP (YOSHIDA;
KRISTIANSEN; LIBERMAN, 1999).
Porém, antes de testar o efeito protetor desses dois indutores da HSP70 nos corpos celulares do
ganglio espiral de ratos, sobre a PAIR, ¢ fundamental certificar-se da auséncia de efeitos danosos
sobre tais estruturas. Dessa forma, o objetivo desse estudo piloto ¢ verificar se o choque térmico e a
alanil-glutamina causam alteracdes nos corpos celulares do ganglio espiral de ratos.

Palavras-chave: Contagem de Células; Area do Ganglio Espiral; Histologia; Alteragio Morfologica;
L-glutamina; Choque Térmico.

Keywords: Cell Count; Spiral Ganglion Area; Histology; Morphological Alteration; L-glutamine;
Heat Shock.

METODOLOGIA

Delineamento do estudo

Esse estudo ¢ parte de um projeto piloto realizado. Neste, foram utilizados nove ratos Wistar,
mantidos em temperatura de 22+2 °C, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, com ragdao (NUVILAB
CR-1, Nuvital Nutrients S.A., Curitiba, Brasil) e dgua ad libitum. Foram excluidos do experimento
animais com otite média evidenciada através de otoscopia. Esses animais foram distribuidos em trés
grupos experimentais (n= 3 animais/grupo):

CONTROLE: receberam agua, por gavagem e foram expostos a normotermia;
ALANILGLUTAMINA: foram tratados com alanilglutamina por gavagem e expostos a
normotermia;

CHOQUE TERMICO: receberam agua por gavagem e submetidos ao choque térmico;

O trabalho foi aprovado pelo CEUA — UNIJUI com protocolo n® 058/15.

Procedimentos

Gavagem e Choque Térmico

Primeiramente, os animais do grupo Choque Térmico e Controle, receberam por agua gavagem,
enquanto os do grupo Alanilglutanima receberam o dipeptideo alanilglutamina na concentracdo de
0,2g/mL diluido em agua (Dipeptiven®, Fresenius Kabi®), por gavagem (1,5 g/Kg). Em seguida,
seis horas apos a gavagem, todos os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg).

Em seguida, verificou-se a temperatura retal durante os procedimentos. Os animais do grupo Choque
Térmico foram posicionados no banho e monitorados até atingirem 42°C e mantidos por 15 minutos.
J4 os animais dos grupos Alanilglutamina e Controle foram mantidos em banho a 37°C, também por
15 minutos. Ao término do procedimento, os animais foram monitorados para possivel hipotermia.

Eutanasia

Decorridas quatro horas do choque térmico realizou-se a eutandsia por guilhotina. As cocleas
dos animais foram dissecadas, janela oval e redonda abertas e fixadas através da infusdao de
paraformaldeido a 4% por 6 horas. Em seguida, foram lavadas em solu¢cdo Tampao fostato-salino
(PBS) e descalcificadas em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10% por cerca de 30 dias a
temperatura ambiente, havendo substituicao da solucdo a cada 2 dias.

Histologia
Passados os 30 dias, realizou-se o processamento histoldgico e inclusdo das cécleas. Esses incluiram
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a desidratacdo do tecido realizada com sete passagens em concentragdes variadas de etanol, a
clarificagdo com duas passagens em xilol 100%, a infiltracdo com duas passagens em parafina liquida
+60 °C, todas as passagens com duragdo de uma hora cada. E por fim, efetuou-se a inclusao dos
tecidos com parafina liquida dentro dos moldes metalicos, para apds realizar-se a microtomia a 6 um.
As laminas foram colocadas na estufa a £60°C por 12-24 horas.
Na fase de coloragdo e montagem, as laminas passaram pela diafanizagdo (retirada da parafina) com
duas passagens em xilol, de hidratagdo em alcool 100%, 90% e 70%, ¢ uma lavagem com agua
destilada, por trés minutos cada. Para a coloracdo usou-se hematoxilina e eosina.

Avaliacdo da densidade das células do ganglio espiral
A contagem das células e demarcagdo da area do ganglio espiral foram feitas com o programa
Imagel®.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por Anélise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguido
de teste Tukey, sendo considerado nivel de significincia de 5%, através do programa GraphPad
Prism 8. Os dados foram expressos em média + desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais dos grupos Controle, Choque Térmico e Alanilglutamina ndo apresentaram diferengas
em relacdo a densidade do ganglio espiral (Figura 1). Portanto, tanto a exposicao ao choque térmico,
quanto o tratamento com alanilglutamina, ndo comprometem as células ganglionares e também nao
causam mudangas na area desse segmento coclear.
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espiral, e a densidade neuronal no gianglio espiral de ratos. A: Corte histolégico com ganglio
espiral (67 células) de um rato do grupo choque térmico. Objetiva de 40 pm. B: Densidade neuronal
no ganglio espiral. Dados expressos em média + desvio padrdo. Anova de uma via, seguido de Tukey,
P>0,05.

Em um estudo anédlogo ao nosso foram analisados os efeitos protetores da N-acetil-L-cisteina sobre
a densidade das células do ganglio espiral de ratos Wistar expostos ao ruido. A cisteina ¢ um
aminoacido que atua como substrato para a producdo de glutationa, a qual ¢ um dos principais
antioxidantes endogenos produzidos pelas células. Neste estudo, o grupo de animais que recebeu
apenas a administragdo de N-acetil-L-cisteina, ndo apresentou danos significativos na densidade das
células do ganglio espiral, apresentando nucleo centralizado e citoplasma com coloracdo normal
(HABYBABADY et al., 2018).

A auséncia de alteracao morfologica induzida pelos tratamentos fortalece a possibilidade de utiliza-
los enquanto alternativas terapéuticas. Nesse sentido, alguns estudos prévios ja haviam demonstrado
o efeito da alanilglutamina (SOARES et al., 2019), e a exposi¢ao ao choque térmico sobre a indugao
de HSP70 em cocleas de ratos (YOSHIDA; KRISTIANSEN; LIBERMAN, 1999). No entanto, se
esse efeito era independente de mudangas morfoldgicas permanecia incerto. O nosso estudo reforca
o fato de que a alanilglutamina e o choque térmico ndo apresentam riscos a coclea, € por conseguinte,
ao ganglio espiral. Portanto, considerando seu potencial enquanto anti-inflamatorio e antioxidante,
seu uso pode ser de grande valia para prevenir efeitos deletérios da PAIR.

CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento com alanilglutamina ou ao choque térmico nao prejudicaram a densidade das células no
ganglio espiral. Logo, esses métodos podem ser utilizados em protocolos de pesquisa relacionados a
perda auditiva, que buscam avaliar seus possiveis efeitos benéficos na reparacdo de danos oxidativos
causados pelo ruido.
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