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INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS, 2011) em 2011 a polui¢dao sonora
se tornou uma das maiores ameacas ambientais a satude publica, visto que a exposi¢ao ao
ruido intenso pode gerar a Perda Auditiva Induzida por Ruido (PAIR), geralmente bilateral,
irreversivel e progressiva com o tempo de exposi¢cdo (BRASIL, 2006).

O dano causado pelo ruido resulta em perda auditiva neurossensorial pela
degeneracdo de neurdnios do ganglio espiral e pelos danos nas células ciliadas da coclea
(MAO; CHEN, 2021). As células ciliadas sdo responsaveis pela transdu¢ao de ondas sonoras
em sinais elétricos e o ganglio espiral transmite os sinais ao tronco encefalico (GROVES e
FEKETE, 2012).

Acredita-se que a exposi¢ao ao ruido pode causar uma intensa atividade metabodlica
na coéclea (HENDERSON et al., 2006), que gera o estresse oxidativo, responsavel por
diversos danos. O estresse oxidativo se caracteriza pelo desequilibrio entre a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e as defesas antioxidantes em favor dos niveis de EROS
(HECK, 2021). Por isso, estudos realizados nos ultimos anos incluem a utilizagdo de drogas
antioxidantes para combater a perda auditiva (GUO et al. 2021).

Para realizar a avaliagdo morfoldgica de células pode-se utilizar a coloragdo com
hematoxilina e eosina, um método de coloracao utilizado a diversos anos e considerado

padrao (LLEWELLYN, 2009). A utilizacdo de hematoxilina e eosina permite localizar o
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nucleo celular possibilitando a contagem de células viaveis no tecido (OVALLE; NETTER,
2014).

Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar o dano auditivo causado pelo ruido em
ratas wistar com base na avaliag@o histologica de densidade de células do ganglio espiral e

células de Schwann do nervo coclear.

METODOLOGIA
Animais

Para este trabalho foram utilizadas 10 ratas Wistar (Rattus Norvegicus Albinus) com
média de 5 meses de idade, provenientes do biotério da UNIJUI, que foram mantidos sob
condi¢des ideais para animais de laboratdrio, com temperatura ambiente controlada 22 +2 C°,
umidade relativa de 50 4 60% e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam agua e

racao ad libitum. O projeto foi aprovado na CEUA-UNIJUI (no. 058/15).
Delineamento experimental

Os animais da primeira etapa foram divididos em dois grupos de cinco animais cada:
Controle (nenhuma interven¢ao) e Ruido (exposi¢ao ao ruido). Os animais do Grupo Ruido
foram alocados em uma caixa e submetidos a ruido branco (white noise), de amplo espectro
de frequéncia, com o pico de intensidade centralizada em 8000 Hz, continuo com nivel de 120
dB Nivel de Pressao Sonora (NPS), durante duas horas. O ruido branco foi produzido por um
gerador de sinal de dudio (EP125, Insight®) e exposto em auto-falantes no centro da caixa. O
nivel de ruido foi medido com um decibelimetro (Decibelimetro digital TDEC100,
Incoterm®) dentro da caixa no inicio, e apds completar a exposi¢do do ruido. Os animais do
grupo controle somente foram alocados na mesma caixa durante duas horas, mas sem a
producdao de som. Para a avaliagdo dos limiares auditivos dos animais € utilizado o teste de
Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefalico (PEATE) sendo que para a realiza¢do do

teste os animais foram anestesiados.
Processamento de Tecidos

Foram coletadas as cocleas, sendo dissecadas, janelas oval e redonda abertas, fixadas
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em paraformaldeido 4%, pH 7,0, por 6h. Posteriormente foram lavadas em PBS e imersas em
solugdo de descalcificagdo (EDTA 10%) por cerca de 90 dias, a temperatura ambiente, sendo
essa solucdo substituida sempre que necessario.

Apds o processo de descalcificagdo, o tecido foi desidratado por passagem em
solucdes de etanol, clarificado por passagem em xilol, infiltrado em parafina e incluido em
bloco de parafina para posterior microtomia em cortes de 8 um. Em seguida as laminas
permaneceram por 12 horas em estufa a 60°C para que o tecido fixasse na lamina.

Transcorridas as 12 horas retirou-se a parafina mergulhando as laminas no Xilol duas
vezes durante 3 minutos. e logo depois foi realizada a hidratagdo do tecido pela imersao do
tecido em solugdes de 4lcool com concentragdo decrescente (Alcool 100%, 90% e Alcool
70%) durante 3 minutos cada e por fim a realizacdo de uma lavagem com agua destilada.

A coloragdo foi efetuada pela imersdo da ldmina em Hematoxilina por 2 minutos e
imersdo em Eosina também por 2 minutos. A seguir o tecido foi novamente desidratado com
solugdes de Alcool em concentragio crescente (Alcool 95% e 100% por duas vezes) durante 3
minutos, e imergida em Xilol por duas vezes pelo periodo de 3 minutos para em seguida ser
realizada a montagem pingando uma gota de Entellan™ na lamina e colocando a laminula

sobre esta, retirando as bolhas de ar.
Contagem da Densidade Celular

A densidade de células viaveis do ganglio espiral e das células de Schwann foram
quantificadas através de imagens dos tecidos por meio do programa /mage J, calculada pelo
numero de células viaveis pela area em pixel da fotografia do corte microscopico, todos em
mesmo aumento de 400x. Assim, a formula utilizada foi Densidade Celular = n° de

células/area em pixel x10
Analise estatistica

Foi realizada a ANOVA de uma via com comparagdes multiplas por meio do
programa GraphPad Prism 9. Os resultados s3o apresentados como média + dp.

Considerando P<0,05 como significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na figura 1 podemos observar que o Grupo Ruido teve uma menor densidade de
células do Ganglio Espiral, quando comparado com o Grupo Controle, demonstrando que a
exposi¢do ao ruido levou a diminui¢do das células no local. Segundo Kujawa e Liberman
(2009) a superexposi¢do acustica pode causar uma perda permanente das fibras do nervo

auditivo sem destruir as c€lulas sensoriais da coclea, o que também ocorreu no nosso estudo.

A B
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Figura 1. Efeito da exposicido ao ruido sobre a densidade celular Coclear. ANOVA de
uma via com compara¢des multiplas por meio do programa GraphPad Prism 9. A: Densidade celular
do Ganglio Espiral. P = <0,0001, *Ruido vs Controle. B: Densidade de células de Schwann do Nervo
Coclear. P =<0,0001, *Ruido vs Controle.

A densidade de células de Schwann no nervo coclear ¢ demonstrada no Grafico 2,
onde podemos observar que o Grupo Ruido apresentou uma menor densidade de células.
Essas células sdo responsaveis pela manutengao do revestimento dos axénios do nervo coclear
(Nagarajan et al., 2002). Estudos recentes mostraram que a perda transitoria de células de
Schwann cocleares causa déficits auditivos permanentes em camundongos, o que demonstra

que a menor densidade dessas células pode interferir na audicdo (BUDAK et al., 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

A exposi¢ao ao ruido foi capaz de promover a diminuicao da densidade das células
do Ganglio Espiral e também das células de Schwann no Nervo Coclear o que demonstra que
o ruido causa danos nas células responsaveis pela transmissdo dos sinais elétricos gerados na
coclea, resultando assim em prejuizos para a audi¢do. Estes dados sdo importantes para que
possamos ter base para avaliagdes de novas estratégias farmacologicas e nao farmacologicas

de prevengao a perda auditiva.
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