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RESUMO

A presbiacusia ¢ a perda auditiva decorrente do envelhecimento, uma vez que esse processo envolve acumulo de
danos celulares causados por estresse oxidativo, o qual estudos apontam fator protetor através da expressao da
HSP70. Assim, objetiva-se avaliar se a capacidade auditiva dos animais esta relacionada com a idade e com
expressdo da HSP70 ao longo do envelhecimento do animal. Para isso, utilizou-se 15 animais de diferentes
faixas etarias que foram submetidos ao Potencial Evocado Auditivo do Tronco Enceféalico (PEATE) para avaliar
a capacidade auditiva e utilizou-se duas plataformas (Gene Expression Omnibus ¢ GEO2R) para fazer a analise
da expressdo do gene da HSP70 com relagdo a perda auditiva. Para andlise estatistica, foi realizado teste de
Analise de Varidncia (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Tukey, sendo considerado nivel de significancia
de 5%. Resultados expressos em média + desvio padrdo. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica para o
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJU) com
protocolo n® 058/15. Os resultados do exame PEATE indicam aumento na perda auditiva conforme o aumento
das idades dos animais (p<0,0001), visto que a maior perda auditiva, ou seja, maior média de limiar auditivo
(43,75 dB), identificamos nos animais mais idosos, caracterizando um decrescimento da audi¢do conforme o
envelhecimento do animal. Em relagdo aos valores de expressdo de HSP70 (gene HSPalb) coclear encontrado
na, identificamos diferenca no valor de expressdo entre os grupos, visto que os animais de 7 semanas
apresentaram valores superiores (média = 7492 U.A.) aos animais do grupo de 32 semanas (média = 2555 U.A.).
Logo, pode-se relacionar a baixa expressdo da HSP70 (gene HSPalb) coclear com a severidade da perda auditiva
nesses modelos animais. Dessa forma, concluiu-se que a expressdo diminuida de HSP70 coclear pode levar a
uma perda de citoprotegdo e menor fungao tecidual.

Palavras-chave: envelhecimento; perda auditiva; HSP70.

INTRODUCAO

A perda auditiva ¢ a mais prevalente desordem sensorial e ¢ um problema que cresce
globalmente. A presbiacusia (perda de audi¢do associada a idade) se caracteriza como uma
perda bilateral da sensibilidade auditiva que progride de frequéncias altas para baixas com o
envelhecimento, sendo uma das quatro principais condi¢des cronicas de saude vivenciadas

pelos idosos. A prevaléncia de perda auditiva acelera dramaticamente com a idade, com
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aproximadamente 25% dos individuos com idade entre 50-65 anos apresentando limiares

auditivos superiores a 30 dB em pelo menos uma orelha (LIU; YAN, 2007).

As células ciliadas, os receptores mecanossensoriais do ouvido interno, sdo
responsaveis pela audicao e equilibrio, assim, consequentemente, a morte dessas células
resulta em uma perda auditiva. Uma variedade de estresses pode lesar e induzir a apoptose das
células ciliadas, incluindo envelhecimento, trauma por ruido e tratamento clinico com
quimioterapicos de cancer a base de platina ou antibidticos aminoglicosideos, os chamados
medicamentos ototoxicos (BREGLIO et al., 2020).

Substancias indutoras de iHSP70 como a L-glutamina sdo associadas com a
potencializacdo da expressao da HSP70, tanto in vitro (HAMIEL et al., 2009) quanto in vivo
(SINGLETON; WISCHMEYER, 2007). A suplementacdo com alanilglutamina diminui a
vulnerabilidade tecidual ao estresse oxidativo (PETRY et al., 2014). Um dos processos
decorrentes do envelhecimento ¢ o quadro de danos celulares que ¢ causado por estresse
oxidativo. Nesse sentido, estudos anteriores t€ém observado fatores protetores da coclea como
a expressao de proteinas de choque térmico (HSPs), em especial a de 70 kDa (HSP70), o que
justifica a importancia de um estudo experimental com suplementacao de alanilglutamina.
Nesse contexto, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar se a capacidade auditiva de animais
estd relacionada com a idade e com a expressdo da HSP70 ao longo do envelhecimento do

animal.

METODOLOGIA

Delineamento experimental: Estudo epidemioldgico do tipo experimental
randomizado, in vivo e prospectivo, para avaliar se o tratamento com alanilglutamina previne
a perda auditiva transitdria € permanente em ratas expostas ao ruido excessivo e a cisplatina.

Local do Estudo: O estudo esta sendo realizado no Laboratorio de Ensaios Bioldgicos
da UNIJUI (LeBio) e no Biotério da universidade.

Amostra: Foram utilizados 15 animais, randomizados em 3 grupos experimentais (n =
5 animais/grupo). Os animais serdo divididos inicialmente em grupos de perda auditiva sem
tratamento, perda auditiva tratado com alanilglutamina e grupo controle (sem exposi¢cdo ao
ruido e sem tratamento).

Pesquisa on-line da expressdo génica: Utilizou-se da plataforma Gene Expression


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/oxidative-stress
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Omnibus para procurar em estudos ja existentes a expressdo de genes de interesse que

tivessem caracteristicas importantes para o desenvolvimento do projeto. Para fazer a busca na
plataforma, utilizou-se como palavras-chaves “heat shock protein, oxidative stress e cochlea”
e selecionou-se a op¢ao GEO Profiles Database. A partir deste método inicial selecionamos
artigos sobre modelos de perda auditiva relacionados a idade, com relagdo a coclea, HSPalb
para analisar e comparar os grupos de interesse do estudo quanto o valor de expressdo desse
gene determinado.

Avaliacdo Auditiva nos Ratos: foi realizado o Potencial Evocado Auditivo de Tronco
Encefalico (PEATE), através do Vivosonic Integrity V500 system®. Os animais sdo
anestesiados por via intraperitoneal com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e
colocados na sala anecoica (FETONI et al., 2013). Eletrodos subcutaneos, do tipo agulha,
serdo inseridos na regido posterior da orelha (eletrodo ativo), no vertex (eletrodo referéncia) e
orelha contralateral (eletrodo terra). Os estimulos sonoros serao cliques (rise/fall time, 2 ms;
duracdo total, 2 ms; taxa de repeticdo, 21/s). As respostas serdo filtradas (100-3000Hz), e
reproduzidas pela média de 500 amostras.

O PEATE do rato ¢ composto de 4 componentes (rotulados de P1 a P4) ocorrendo
dentro de 6 ms do inicio do estimulo. Estes componentes refletem a atividade neural do nervo
auditivo (P1), do nucleo coclear (P2), complexo olivar superior (P3) e lemnisco lateral e/ou
coliculo inferior (P4). Limiares auditivos sdo determinados pelo decréscimo da intensidade do
som, a cada 5 dB, partindo de 100 dB até 0 dB. Em roedores, a onda P2 ¢ mais larga e
geralmente a ultima onda a desaparecer com o decréscimo do estimulo. Por esta razdo, os
limiares foram definidos como a menor intensidade capaz de detectar a onda P2. Assim, os
dados do PEATE serdo expressos em Limiares Auditivos (LA) e Diferenga de Limiar
Auditivo (DLA) que representa a diferenga entre os limiares, antes e apos o ruido de cada
animal por cada grupo (FETONI et al., 2013). Portanto, o LA e DLA serdo os 2 marcadores
auditivos avaliados em todos os subprojetos deste estudo.

Etica: O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
(UNIJUI) com protocolo n® 058/15.

Analise de dados: Foi realizado teste de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via

seguido pelo teste de Tukey, sendo considerado nivel de significAncia de 5%. Resultados
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expressos em média + desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O grafico 1 mostra o valor de expressao da HSPalb no gene coclear em cada grupo de
animais avaliados (SOMEYA et al., 2007). Identificamos diferen¢a no valor de expressao
entre os grupos, visto que os animais de 7 semanas apresentaram valores superiores (média=
7492) aos animais do grupo de 32 semanas (média= 2555). O estudo descreve os
camundongos com 7 semanas como apresentando perda auditiva moderada/leve, enquanto
que os de 32 semanas sdo descritos apresentando perda auditiva severa. Logo, pode-se
relacionar a baixa expressdo da HSPalb no gene coclear com a severidade da perda auditiva
nesses modelos animais.

Em nosso primeiro experimento, foram utilizados 15 ratos wistar fémeas de 2 meses
de idade com massa de +141,69g, que foram divididos em 3 grupos (n=5), o grupo controle
(CONT), grupo de perda auditiva por ruido com tratamento (PA C/T) e grupo de perda
auditiva por ruido sem tratamento (PA S/T). Para identificar a capacidade auditiva desses
animais foi realizado o exame do Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefalico (PEATE)
antes e depois da exposi¢ao ao ruido em cada orelha do animal conforme Figura 1.

No grafico 2, que apresenta a evolucdo da audi¢do conforme a idade dos animais,
tem-se os resultados do exame PEATE inicial realizado antes da exposi¢do ao ruido e antes
dos tratamentos serem administrados em todos os animais ja utilizados no projeto de perda
auditiva em outras etapas experimentais, a fim de fazer uma analise comparativa da
capacidade auditiva em diferentes idades de animais avaliados ao longo do projeto.

Observamos aumento na perda auditiva conforme o aumento das idades dos animais
(p<0,0001), sendo assim evidenciamos que a melhor qualidade auditiva, ou seja, a menor
média de limiar auditivo alcancado (5,5 dB), ocorreu nos animais que estavam na puberdade.
J4& a maior perda auditiva, ou seja, maior média de limiar auditivo (43,75 dB), identificamos
nos animais mais idosos, caracterizando um decrescimento da audicdo conforme o
envelhecimento do animal. Considerando que a expressdo da HSP70 possui efeito
citoprotetor, isso porque, elas sdo importantes proteinas do tipo chaperonas que facilitam o
dobramento de proteinas e que evitam que esse ocorra de maneira incorreta, os niveis de

expressao desta proteina podem evitar ou amenizar a perda auditiva.



https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/protein-folding

I o ’ ’ A TRANSVERSALIDADE DA"
SALAO DO b CIENCIA, TECNOLOGIA E
UNLUI2021 - ® INOVACAO PARA O PLANETA

CONHECIMENTO =

26 A 29 DE OUTUBRO DE 2021

Grafico 1 - Grupo vermelho (animais

Grifico 1 - Valor de Expressio da HSPalb no gene Grifico 2 - Evolugdo Auditiva conforme idade de ratas |ligvens de 7 semanas de idade, n=3):
coclear em cada grupo de idade dos animais 50 lapresentou valor de expressio médio de
10000+ 7492 + 267,8. Grupo azul (animais em
104 meia-idade de 32 semanas de idade,

- =3): apresentou valor de expressdo

sk z médio de 2555 + 236,3. Grafico 2 -

Grupo de animais de 2 meses de idade
(n=10) apresentou resultado no exame
PEATE de 5,5 + 5,5 dB. Figura 1 -
Animal realizando o exame PEATE. Na
imagem observa-se dois fios mais
erossos na cor vermelha e azul ligados
as orelhas do animal, nos quais os sons
de cliques eram propagados, e 4
cletrodos com fios pretos mais finos
ligados a cabeca do animal, um atras de
cada orelha e dois no vértex (um mais a
frente e outro mais atras) para captar os
potenciais de acdo gerados pela
captacdo do som e transferéncia dessa
informagdo para o Sistema Nervoso
Central.
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CONSIDERACOES FINAIS
Em conclusdo identificamos que uma expressao diminuida de HSP70 na coclea, assim
como ocorre gradativamente com o envelhecimento, pode levar a uma perda na citoprotecao e

por conseguinte menor fun¢ado celular/tecidual.
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