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Resumo

Introducdo: Durante o envelhecimento, em mamiferos, € comum o desenvolvimento
da presbiacusia, caracterizada por perda de células ciliadas na coclea associada a alteracGes
nas fungdes neuronais dos ndcleos do sistema auditivo central (SAC) que acarretam prejuizos
auditivos. Dentre as alteragcGes neuronais comuns no envelhecimento estdo mudangas na
expressao neuronal das proteinas ligantes de céalcio (CaBPs), fundamentais para o
processamento nas estacOes da via auditiva, que podem compor assim 0 mecanismo da
presbiacusia. Dentre as possiveis formas de tratamento e/ou prevencao da presbiacusia esta a
suplementacdo com substancias antioxidantes e/ou neuroprotetoras que possam retardar a
perda neuronal e/ou alteracBes funcionais dos neurdnios. Dentre estas, o hormonio
melatonina, tem demonstrado importante acdo antioxidante e otoprotetora que podem ocorrer
independente ou dependente dos receptores de melatonina MT; e MT,. No entanto, ndo esta
claro, se nas estacbes do SAC encontram-se expressos tais receptores e se essa expressao
poderia variar no envelhecimento. Considerando que as CaBPs estdo alteradas em idosos,
propbe-se verificar se estas alteragdes cursam com possiveis alteracfes na expressdo dos
receptores de melatonina no envelhecimento. Tal informacéo contribuird para o entendimento
dos mecanismos envolvidos na presbiacusia e para investigacGes sobre possiveis terapias
otoprotetoras no envelhecimento. Objetivos: Avaliar a expressdo das CaBPs e dos receptores
de melatonina MT; e MT, em neurdnios das estacdes sinapticas que compdem o SAC em
ratos jovens e idosos. Comparar a morfologia dos neurénios imunorreativos as CaBPs entre
ratos jovens e idosos. Materiais e Métodos: Cortes encefélicos de ratos jovens e idosos
foram processados utilizando a técnica de imuno-histoquimica para identificar as proteinas
parvalbumina (PV), calbindina (CB), calretinina (CR) e os receptores MT; e MTo,.
Resultados: A densidade de células imunorreativas a PV (PV-ir) foi menor e o volume dos
neurdnios PV-ir no coliculo inferior foi maior no grupo idoso. O nimero células CB- ir e CR-
ir no complexo olivar superior também foi menor no grupo idoso quando comparado ao grupo
jovem. No nucleo coclear, o nimero células CR-ir foi menor no grupo idoso quando
comparado ao grupo jovem. No corpo geniculado medial ndo houve diferenca na densidade
de células e foi observado diminui¢éo do volume dos neurdnios CB-ir no grupo idoso. Houve
aumento da expressao de MT; no nucleo coclear, complexo olivar superior e coliculo inferior
de ratos idosos. A presenca do MT; foi verificada no corpo geniculado medial apenas no
grupo idoso. Foi observado a presenca do receptor MT, na regido do nucleo coclear,

complexo olivar superior, coliculo inferior e corpo geniculado medial apenas no grupo idoso.



Discussao: A menor expressdo de CaBPs e a alteracdo morfoldgica em neurénios CB-ir e PV-
ir em nucleos da via auditiva central em ratos idosos indica que estes nucleos sofrem agéo do
envelhecimento. J& 0 aumento na expressdo do receptor MT; e a presenca do receptor MT,
com o envelhecimento sugere que esta molécula tenha uma importante acdo neuroprotetora
nos nucleos da via auditiva. Conclusdo: As CaBPs apresentaram menor expressao nos
nacleos do SAC no grupo idoso. Os receptores de melatonina MT; e MT, apresentaram maior
expressao nos nucleos do SAC no grupo idoso. O grupo idoso apresentou ainda maior volume
dos neurénios PV-ir no coliculo inferior e menor volume dos neurénios CB-ir no corpo

geniculado medial.

Palavras-chave: envelhecimento; sistema auditivo; CaBPs; melatonina; presbiacusia



Abstract

During aging, in mammals, it is common the development of presbycusis,
characterized by loss of cells in the cochlea associated with changes in the neuronal functions
of the nuclei of the central auditory system (SAC) that cause auditory impairment. Among the
common neuronal changes in aging are changes in the neuronal expression calcium-binding
proteins (CaBPs), which are essential for processing in the auditory pathway stations, which
can thus constitute the mechanism of presbycusis. Among the possible forms of treatment
and/ or prevention of presbyacusis is the supplementation with antioxidant and/ or
neuroprotective substances that may delay the neuronal loss and/ or functional alterations of
the neurons. Among these, the hormone melatonin, has demonstrated important antioxidant
and otoprotective action that can occur independent or dependent on the melatonin receptor
MT; and MT,. However, it is unclear whether SAC stations express suche receptors and
whether such expression could vary in aging. Considerering that the CaBPs are altered in the
elderly, it is proposed to verify if these altererations occur with possible alterations in the
expression of the melatonin receptors in aging. Such information will contribute to
understanding the mechanisms involved in presbycusis and to investigating possible
otoprotective therapies in aging. Objective: To evaluate the expression of CaBPs and
melatonin MT; and MT, receptors in synaptic stations neurons that compose SAC in young
and elderly rats. To compare the morphology of immunoreactive neurons to CaBPs between
young and elderly rats. Methods: Enceplhalic cords from young and elderly rats were
processed using immunohistochemistry technique to indentify the proteins of parvalbumin
(PV), calbindin (CB), calretinin (CR) and the MT; and MT, receptors. Quantification of the
number of CaBPs positive cells will be performed by stereology and receptor expression will
be assessed by optical density. Results: The density of PV immunoreactive cells (PV-ir) was
lower and the PV-IR neuron volume in the inferior colliculus was higher in the elderly group.
The number of CB-IR and CR-IR cells in the superior olivary complex was also lower in the
elderly group when compared to the young group. In the cochlear nucleus, the numbers of
CR-IR cells was lower in the elderly group when compared to the young group. In the medial
geniculate body there was no difference in cell density and aa decrease in the volume of CB-
IR neurons was observed in the elderly group. There was an increase in MT; expression in the
cochlear nucleus, superior olivary complex and inferior colliculus of elderly rats. The
presence of MT; was verified in the medial geniculate body only in the elderly group. The

presence of the MT, receptor was observed in the cochlear nucleus region, superior olivary



complex, inferior colliculus and medial geniculate body only in the elderly group.
Discussion: The lower expression of CaBPs and the morphological alteration in CB-IR and
PV-IR neurons in central auditory pathways in elderly rats indicates that these nuclei undergo
aging. Already the increase in MT; receptor expression and the presence of the MT, receptor
with aging suggests that this molecule has an important neuroprotective action in the nuclei of
the auditory pathway. Conclusion: The CaBPs presented lower expression in the nuclei of
the SAC in the elderly group. The MT; and MT, melatonin receptors presented greater
expression in the SAC nuclei in the elderly group. The older group presented an even higher
volume of the PV-IR neurons of the inferior colliculus and lower volume of the CB-IR in the
medial geniculate body.

Key words: elderly; auditory system; CaBPS; melatonin; presbyacusis
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1. INTRODUCAO

A audicao é uma das mais importantes habilidades sensoriais para qualquer ser vivo,
especialmente para o ser humano. Por meio dela 0 homem ¢é capaz de adquirir a linguagem e
consequentemente se comunicar com 0 mundo. No entanto, a diminui¢do dessa habilidade
pode causar um retrocesso da linguagem, podendo desencadear até quadros demenciais
(FORD et al., 2018).

As funcbes auditivas ocorrem a partir de um conjunto complexo de estruturas
presentes no sistema nervoso (LITOVSKY, 2015). O sistema auditivo periférico (SAP)
constitui-se do pavilhdo auricular até o nervo vestibulo-coclear (V11 par de nervos cranianos)
e é responsavel pela deteccdo e transmissdo do som até o sistema auditivo central (SAC)
(ALTMAN, 2012; DELACROIX e MALGRANGE, 2015). Ja o SAC relacionado atividades
de deteccdo, localizacdo e discriminagdo de sons complexos é formado por estacdes sindpticas
(ndcleo coclear, complexo olivar superior, coliculo inferior e o corpo geniculado medial)
presentes em quase todas as grandes divisGes do sistema nervoso central (SNC), localizadas
no tronco encefélico, talamo e cortex auditivo (HUDSPETH, 2000; LENT, 2010).

Ao longo do envelhecimento, em mamiferos, déficits funcionais em estruturas da via
auditiva levam a diminuicdo da funcdo auditiva, conhecida como presbiacusia, sendo esta o
disturbio da comunicacdo mais comum em idosos (Frisina, 2016). Sabe-se que essa condi¢do
também acomete animais, como primatas (Rhesus) e roedores (Long-Evans e Wistar) (OUDA
etal., 2012b; GRAY et al., 2013; ALVARADO et al., 2014).

A presbiacusia é atribuida a alteracdo da sensibilidade ao sinal sonoro por perda de
células ciliadas na coclea. J& a perda de fungdes de estruturas do SAC vem sendo chamada de
presbiacusia central e pode contribuir para a dificuldade de idosos em compreender a fala em
ambientes com ruido ou localizar a fonte sonora (MARTIN DEL CAMPO et al., 2012;
PROFANT et al., 2013; PRONK et al., 2013).

Prejuizos nos nuacleos do SAC no envelhecimento podem ser decorrentes da
diminuicdo de neurotransmissores inibitorios que permeiam o processamento temporal dos
estimulos acusticos complexos (SAMELLI et al., 2016). Em roedores, hd diminuicdo do
neurotransmissor inibitério GABA que coincide com a diminuicdo da expressao das proteinas
ligantes de Calcio (CaBPs) em neurdnios destas estaces (MARTIN DEL CAMPO et al.,
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2012; OUDA et al., 2012a; OUDA et al., 2012b; BURIANOVA et al., 2015; BRECHT et al.,
2017).

Considerando-se que as CaBPs contribuem em diversas atividades neuronais como
na sinalizacdo intracelular de Calcio, transporte e armazenamento de Calcio, atividade e
plasticidade neuronal, e processamento de informactes (GONCHAR et al., 2007; CHRISTEL
et al., 2012), alteracOes na sua expressdo afetam diretamente as fungdes auditivas. De fato, no
sistema auditivo as CaBPs sdo fundamentais para o processamento dos nucleos do SAC e
estdo co-localizadas com GABA (FREDRICH et al., 2009).

Outra possivel alteracdo no sistema auditivo durante o envelhecimento seria o
aumento do estresse oxidativo celular nas diferentes estacdes da via. Sobre este aspecto, foi
demonstrado que a suplementacdo com antioxidantes pode minimizar a perda auditiva
(SAIDMAN, 2000). Um dos possiveis farmacos a serem utilizados como otoprotetor durante
o envelhecimento seria o horménio melatonina cujas acdes anti-oxidante e neuroprotetora
poderiam prevenir a perda auditiva (ESPERANZA et al., 2009; DEMIR et al., 2015; PINATO
et al., 2015).

Apesar de ndo estar claro qual a funcéo fisioldgica da melatonina na via auditiva, a
sintese extra-pineal de melatonina foi demonstrada na cdclea (BIESALSKI et al., 1988).
Considerando que o efeito neuroprotetor da melatonina é dependente da expressao de seus
receptores (PINATO et al., 2015), torna-se importante a descricdo do padrdo de expressao e
de possiveis mudancas na expressdo do receptor de melatonina MT; e MT, na via auditiva
durante o envelhecimento. Tal descricdo é essencial para o melhor entendimento sobre os
mecanismos envolvidos nos efeitos fisiologicos e terapéuticos desta molécula (PINATO et al.,
2017) no sistema auditivo.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2025, havera 1,2
bilhdes de pessoas com idade acima dos 60 anos. Apesar da relevancia dos efeitos do
envelhecimento no SAC, os mecanismos envolvidos na presbiacusia causada por alteragoes
centrais que poderiam resultar em perda auditiva ainda ndo foram totalmente elucidados
(SCHUKNECHT e GACEK, 1993; SYKA, 2002; GATA e MILLS, 2005; BUCKIOVA et al.,
2007; CASPARY et al., 2008; CANLON et al., 2010; PROFANT et al., 2013).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 AUDICAO E O SISTEMA AUDITIVO

A Audicdo é uma modalidade sensorial especializado na percep¢do do estimulo
sonoro que é captado, conduzido e transformado em algumas formas de energia até ocorrer a

integracdo da informac&o auditiva a niveis centrais (BEVILACQUA et al., 2013).

A parte periférica é responsavel pela captacdo e transducdo da pressdo sonora em
energia elétrica (COSTANZO, 2011; ZORZETTO, 2013). A orelha externa (pavilhdo
auricular e meato acustico externo) canaliza e amplifica 0 som em direcdo a orelha média
(membrana timpanica, cadeia ossicular e tuba auditiva) localizada entre a membrana
timpanica e a coclea, é nessa porcdo do SAP que o0 som € transformado em energia mecanica
e direcionado a orelha interna (coclea, saculo, utriculo e canais semicirculares). A coclea
apresenta o0 6rgdo de corti, local onde ha a transducdo das ondas sonoras em impulsos
nervosos, esses impulsos séo enviados ao SAC por meio do nervo coclear, seus corpos
celulares estdo localizados nos ganglios espirais e seus axdnios fazem sinapse com nucleos
presentes no tronco encefalico (AQUINO, 2002; ZORZETTO, 2013; BONALDI, 2015).

De acordo com Lent (2010), um conjunto de estagdes sinapticas (nucleo coclear,
complexo olivar superior, coliculo inferior, corpo geniculado medial) mais o cortex auditivo
formam o SAC. A porcdo central do sistema auditivo tem grande parte de seus neurénios
organizados tonotopicamente e se diferencia de outros sistemas por apresentar estruturas
localizadas nas grandes principais divisdes do sistema nervoso central (SNC), desde o tronco
encefalico, talamo e cortex auditivo, tais estruturas sdo responsaveis pelos aspectos de
discriminacdo, localizagdo, reconhecimento e compreensdo do som (HUDSPETH, 2000;
TEIXEIRA, 2015).

O nucleo coclear (NC), primeira estacdo sinaptica da via auditiva, localiza-se na
juncéo entre o bulbo e a ponte, dorsolateralmente aos pedunculos cerebelares inferiores, e é
subdividido em nucleo coclear ventral anterior, nucleo coclear ventral posterior e nucleo
coclear dorsal. Os neur6nios da porcdo ventral se projetam em direcdo a segunda estagdo
sinaptica da via auditiva central, enquanto a porcéo dorsal desde nucleo ascende em direcao
ao mesencefalo (LENT, 2010; BEZERRA, 2017). Teixeira (2015) e Hudspeth (2000)
afirmam a funcdo do NC esta relacionada a codificacdo de intensidade, apresentando

caracteristicas tonotopicas para a resolucdo de tons complexos, essa caracteristica se da por
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conta das fibras nervosas do nervo coclear que chegam organizadas tonotopicamente aos

nucleos cocleares.

A segunda estacdo sinaptica desta via, o complexo olivar superior (COS), recebe
estimulos de ambas as orelhas sendo capaz de realizar as funcbes de localizagdo sonora,
codificacdo temporal de vocalizacfes e modulacdo descendente da céclea (NORTHERN e
DOWNS, 2002; GUIDA et al., 2013; FECH et al., 2017). Subdividido em nucleo olivar
superior lateral, nucleo olivar superior medial e 0 ntcleo do corpo trapezoide, 0 COS projeta-
se em direcdo ao coliculo inferior, no mesencéfalo (TEIXEIRA et al.,, 2015; VETTER,
2015).GG

Hudspeth (2000) descreveu que sinais eferentes provenientes do COS fornecem
retroalimentacdo para a coOclea, onde um grupo de neurdbnios com axodnios mielinizados
terminam bilateralmente nas células ciliadas externas e outro grupo ndo mielinizado termina
ipsilateralmente nas células ciliadas internas. Embora a via auditiva eferente ainda apresente
papel pouco conhecido, autores afirmam que esse feixe olivococlear atue na producdo motora
da resposta auditiva, modulacdo das respostas das células ciliadas externas, diminuicdo do
potencial de acdo do nervo coclear, protecdo contra ruido e discriminacdo de sons de fala no
ruido (KATZ, 1999).

O coliculo inferior (CI), a terceira estacdo da via auditiva, localiza-se no tecto do
mesencéfalo e é dividido em trés porcdes: central, cortex dorsal e cortex externo. A porcao
central do CI se projeta para o tdlamo, enquanto neurdnios do cortex dorsal e cortex externo
convergem para o proprio mesencéfalo, além disso, ha fibras que convergem para o Cl do
lado oposto (LENT, 2010; MACHADO, 2014; ITO et al., 2015). Este ndcleo, organizado
tonotopicamente, responde a estimulacdo biauricular e tem a capacidade de codificar a
localizagdo do som com padrdes de descarga espago-temporal, auxiliando na identificacdo dos
fonemas da fala (MANGABEIRA, 2002; CHAMPOUX et al., 2007; RESS e
CHANDRASEKARAN, 2013).

O CGM, localizado no talamo posterior, € a ultima estagdo sinaptica antes de o sinal
chegar a regido do cortex auditivo primario, recebe as informacGes auditivas das estacOes
subtaldamicas e por meio de projecdes talamocorticais as projetam para o cortex auditivo.

Subdivide-se em medial, dorsal e ventral, sendo a sua porcdo ventral a principal subdiviséo
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por estar organizada tonotopicamente (HACKETT, 2011; IMAIZUMI e LEE, 2014;
CAMPOS et al., 2015).

O CGM além de responsavel pela atencdo auditiva e codificacdo da intensidade e
frequéncia do som, regula o fluxo de informagdes enviadas ao cértex auditivo (MUSIEK e
CHERMAK, 2014; MOEREL et al., 2015; TOKORO et al., 2015).

O cortex auditivo, no lobo temporal, recebe as terminagdes axdnicas provenientes do
CGM, sendo que a area auditiva primaria (Al) esta localizada dentro do sulco lateral mais
especificamente no giro temporal transverso e a area auditiva secundéaria (A2) ao seu redor no
giro temporal superior (TEIXEIRA, 2015; MACHADO, 2014; LENT, 2010). Aquino (2002)
relata que a organizacgdo tonotopica da Al, demonstra plasticidade em caso de lesdo coclear,
pois a via auditiva ao contrério de outras vias, ndo é totalmente cruzada e cada coclea esta

representada em ambos os hemisférios.

Posterior & A2 esta a Area de Wernicke, responsavel pela compreenséo de estimulos
linguisticos e da linguagem falada (BHATANAGAR, 2004). Quanto as areas de associa¢do
terciérias, a via aferente do sistema auditivo sofre influéncia do sistema limbico e do
hipocampo, estando relacionados ao comportamento emocional e meméria diante do estimulo
auditivo (MACHADO, 1993).

2.2 NEUROQUIMICA DOS CENTROS NEURAIS DA VIA AUDITIVA

A comunicacdo neuronal depende da capacidade do neurdnio em responder a um
determinado estimulo. Quando o neur6nio € excitado e esta apto para enviar sinais para outros
neurbnios, sdo gerados potenciais de acdo, que fazem com que esses neurdnios liberem
neurotransmissores (SILVA, 2011; KOLB e WHISHAW, 2002).

Diversos neurotransmissores e substancias neuroativas participam da regulacdo dos
mecanismos encefalicos, controlam fendémenos como a cogni¢do, a linguagem, a fala,
audicdo, bem como a atencdo e a memoria (BHATANAGAR, 2004; VON BOHLEN UND
HALBACH e DEMIETZEL, 2006).

Burt (1995) afirma que na maioria das sinapses ha um neurotransmissor principal e
outras substancias neuroativas moduladoras da atividade do neurotransmissor principal, capaz

de excitar ou inibir uma acéo.
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Nos centros enceféalicos que formam a via auditiva pode ser identificada uma
variedade de neurotransmissores, tais como acetilcolina (Ach), acido gama-amino-butirico
(GABA), glutamato (Glu), serotonina (5-HT) e outras substancias quimicas como as proteinas
ligantes de calcio, calbindina (CB), calretinina (CR) e parvalbumina (PV) (SILVA, 2011).

A Ach esta relacionada com a via eferente do sistema auditivo no feixe olivococlear,
inibindo a atividade das células ciliadas na coclea o que reduz a amplificacdo causada pelo
movimento da membrana basilar (FUCHS, 2018; 2002; IM, 2012). Além disso, autores ja
descreveram a presenca de Ach na por¢do cortical e central do coliculo inferior de gato
(GLENDENNING E BAKER, 1988).

Godfrey e cols. (2017) descreveram a presenca da glicina no nucleo do corpo
trapezoide, do neurotransmissor excitatorio glutamato e dos neurotransmissores inibitorios e
GABA na via auditiva auditiva central em menor concentragdo em ratos idosos em

comparacdo aos ratos jovens.

O neurotransmissor inibitério GABA também ja foi descrito na via auditiva central
de ratos e em gatos especificamente, no nucleo coclear dorsal, no nacleo do lemnisco lateral e
nas regides central e cortical do coliculo inferior (GLENDENNING E BAKER, 1988;
JAMAL et al., 2011). Na regido mesencefalica 0 GABA auxilia na formacéo de respostas
robustas frente ao sinal acustico, além de filtrar esse sinal removendo o ruido (Mossop et al.,
2000; CASPARY et al., 2002; BRECHT et al., 2017).

A presenca do neurotransmissor serotonina e de seu receptor (5-HT) no SAC esta
relacionado com a modulacao estimulo auditivo no nivel do tronco encefalico, com presenca
de fibras serotoninérgicas em todas as esta¢fes sinpticas do SAC, indicando que a serotonina
seja liberada durante eventos comportamentais especificos (THOMPSON, et al., 1994;
HURLEY e HALL, 2011; PAPESH e HURLEY, 2016).

Além disso, ha a presenca de outras moléculas circulantes ou mesmo sintetizadas em
estruturas da via auditiva. Biesalski e cols. (1988) descreveram a sintese de melatonina na
céclea, mais especificamente na regido do érgdo de corti, membrana basilar, nervo coclear e

ligamento espiral, porém com funcionalidade de desconhecida.

2.3 PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO — CaBPs
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As proteinas ligantes de céalcio (CaBPs), encontradas ao longo do SNC, apresentam
afinidade ao fon calcio (Ca®"), isso permite a sua passagem pela membrana celular. As CaBPs
atuam na transmissdo sinaptica por meio do controle dos niveis de Ca®* intracelular, e estdo
divididas no grupo das anexinas e das EF hand, composto pela calmodulina, S100, calbindina
(CB), calretinina (CR), parvalbumina (PV) e a secratogonina (BENTLEY e RETY, 2000;
SILVA, 2011; ALPAR et al., 2012; ZIMMERMANN et al., 2013; SPILLA, 2018).

Entre as CaBPs, a CB, CR e PV sdo as mais notaveis devido sua abundéncia e
especificidade de sua distribuicdo e por atuarem no tamponamento e transporte do Ca?*,
contribuem em diversas atividades celulares, entre elas, atividade e plasticidade neuronal,
processamento de memoria (BAIMBRIDGE et al., 1992). Desta forma alteracdes na sua
expressao afetam diretamente as funcdes auditivas (KUBOTA et al., 1994; GONCHAR E
BURKHALTER, 1997; JINNO E KOSAKA, 2006; GONCHAR et al., 2007; SILVA, 2011,
CHRISTEL et al., 2012). Além disso, sdo importantes marcadores de subpopulacfes
neuronais para estudos anatémicos e de desenvolvimento (CELIO, 1990; BAIMBRIDGE et
al., 1992; HOF et al., 1999).

No sistema auditivo as CaBPs sdo fundamentais para o processamento dos nucleos
do SAC e estdo co-localizadas com o neurotransmissor GABA (FREDRICH et al., 2009).
Idrizbegovic e cols. (1998) mostraram que a estimulagdo sonora em niveis elevados, como o
ruido, causa aumento da expressao de CB e PV na regido do nucleo coclear, indicando que

essas proteinas possivelmente apresentem papel protetor na via auditiva.
2.4 MELATONINA e RECEPTORES

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um horménio secretado principalmente
pela glandula pineal, mas também em outros locais do nosso corpo como em outras glandulas,
no tecido nervoso, no trato gastrointestinal e retina (TAKE et al., 2009; LUCHETTI et al.,
2010; SRINIVASAN et al.,, 2011; BOTAS, 2014; PINATO et al., 2015). A sintese de
melatonina também ja foi descrita por Biesalski e cols. (1988) no 6rgdo de Corti, membrana
basilar, nervo coclear e ligamento espiral. Além de ser sintetizada em diferentes 6rgéos, uma
das explicacOes para sua ampla distribuicdo em tecidos, orgaos e fluidos seria sua facilidade
em atravessar membranas celulares e barreiras fisioldgicas, como a barreira hematoencefalica
(REITER, et al., 2013).
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De acordo com Jung-Hynes e cols (2010), a sintese da melatonina é maior durante o
periodo noturno, onde a concentracdo deste hormonio na corrente sanguinea é em torno de 80-
120 pg/ml, enquanto de dia situa-se entre 2-20 pg/ml. Os Autores também afirmam que estes

valores tentem a diminuir com o aumento da idade.

Esse horménio é conhecido principalmente por seu papel nos ritmos circadianos e
regulacdo do sono, porém atualmente sabe-se que a melatonina também apresenta acédo
antioxidante, anti-inflamatoria, antioncostatica, e na eliminacdo de radicais livres
(SAIDMAN, 2000; ARENDT e SKENE, 2005; BOTAS, 2014; ZHANG e ZHANG, 2014,
VIELMA, et al., 2014).

Fisiologicamente muitas das acGes da melatonina sdo decorrentes de sua interacéo
com receptores de membrana acoplados a proteina G, denominados MT; (Mely)) e MT,
(Melyp). Estes receptores encontram-se distribuidos tanto no SNC como no periférico
(DUBOCOVICH, et al., 2005; SLOMINKI, et al., 2012).

No sistema auditivo poucos séo os estudos que exploraram a expressédo e a funcéo da
melatonina e seus receptores. Em 1989, Rivkess et al., caracterizaram no cérebro de aves a
presenca de receptores de melatonina nos nicleos da via auditiva. Lacoste e cols. (2015)
investigaram a expressdo de MT; e MT, no cérebro de roedores em idade adulta, onde

descreveram a presenca do receptor M T, no coliculo inferior.

Sobre as agOes da melatonina no sistema auditivo, a administragdo via oral da
melatonina poderia ainda minimizar os efeitos do zumbido e da perda auditiva causada por
ototoxidade (LOPES-GONZALES et al., 2007; BAS et al., 2012; DEMIR et al., 2015).

2.5 ENVELHECIMENTO E SEUS EFEITOS NO SISTEMA AUDITIVO

Considerado um processo multidimensional, os fatores ambientais ou fisiologicos
podem proteger ou agravar os sinais do envelhecimento, proporcionando possiveis
mudancas funcionais, fisiologicas e neurocomportamentais, além de mudancas estruturais
em vias do SNC (MATAS et al., 2006; SCHMIDT et al., 2012; NICOLA, 2018).

Tortora e Derrikson (2013) descreveram os efeitos do envelhecimento nos
sentidos especiais, mostrando que a partir dos 60 anos de idade, um quarto da populagéo
apresenta perda auditiva relacionada a idade, a presbiacusia, decorrente da perda de células

ciliadas no 6rgdo de corti ou da degeneracdo da via auditiva central. A presbiacusia € a
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doenga neurodegenerativa e o distlrbio de comunicacdo mais prevalente da populacéo
idosa, podendo levar ao declinio cognitivo desses individuos (FRISINA et al., 2016).

De acordo com Parra et al. (2004) mesmo individuos idosos com SAP integro podem
apresentar dificuldade no processamento da informacdo auditiva a nivel central. Normalmente
esses individuos escutam o estimulo sonoro, porém queixam-se de ndo compreendé-lo
(TONELOTTI, 2017). lIsso ocorre porque o envelhecimento pode acometer também o SAC,
pela diminuicdo de neurotransmissores inibitorios que participam do processamento auditivo
(SAMELLL, 2016).

Raza e cols. (1994) avaliaram em estudo com ratos jovens, adultos e idosos se
haveria alteraces relacionadas a idade na expressdo de acido glutdmico descarboxilase
(GAD) e GABA no ClI, NC e nos nucleos do leminisco lateral (NLL). Foi descrito que a perda
auditiva relacionada a idade ndo estaria relacionada a captagdo ou depravacdo de GABA, mas
sim a diminuicdo da capacidade biossintética do GAD presente. Demonstraram também que
ha déficits neuroquimicos relacionados com a idade e que essas alteracBes contribuem para

danos na percepcdo auditiva observadas na presbiacusia central.

Nos ultimos anos diversos autores mostraram que no SAC de roedores ha diminuicdo
na expressdo de GAD, parvalbumina e calbindina, mais precisamente, no Cl, CGM e cortex
auditivo, além da diminuicdo de terminais nervosos, 0 que poderia estar relacionado a uma
possivel deterioracdo da funcdo auditiva relacionada com a idade (BURIANOVA et al., 2009;
OUDA et al., 2008; OUDA et al., 2012b; BURIANOVA et al., 2015).

A deterioracdo da habilidade auditiva ao longo da idade pode também resultar de
alteracOes pré e pds-sinpticas na agdo de neurotransmissores inibitorios em alguns nucleos da
via auditiva (BURIANOVA et al., 2015) principalmente esta¢es inibitdrias na regido
leminiscal, uma vez que estas estdo relacionadas com a codificacdo de sinais acusticos
(CASPARY et al., 2008).

Gray et al. (2014) levantaram a hipdtese de que mudancas na densidade de
calbindina e parvalbumina relacionadas a idade poderia ser um mecanismo de compensacao

inibitdria a fim de combater a hiperexcitabilidade do sistema auditivo.

Ao longo do envelhecimento ocorre também o aumento do estresse oxidativo

celular. Acredita-se que essa condicdo esteja envolvida em mais de 100 condicdes clinicas
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dentre elas alteragdes otoldgicas como perda por ototoxidade, perda auditiva induzida por
ruido (PAIR), zumbido e a presbiacusia (HALLIWELL et al., 1992; POIRRIER et al., 2010;
KIDD e BAO, 2012; TAVANAI e MOHAMMADKHANI, 2017).

Saidman (2000) demonstrou que a suplementacdo com antioxidantes como a
melatonina pode minimizar os efeitos da perda auditiva e do envelhecimento em geral por

diminuir as delecdes do DNA mitocondrial (mtDNA).

A acdo antioxidante da melatonina se da pela eliminagdo de radicais livres e por
aumentar a capacidade de defesa de muitas enzimas antioxidantes, como a superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e Oxido nitrico sintase (SAIDMAN, 2000; TAVANAI e
MOHAMMADKHANI, 2017). Estas ac@es sdo independentes de receptores, porém a funcéo
neuroprotetora da melatonina em locais como cerebelo e hipocampo ja foram descritas como
dependente dos seus receptores (PINATO et al., 2015). No entanto, nenhum estudo até o
momento explorou a expressdo dos receptores de melatonina e sua acdo na via auditiva ao

longo do envelhecimento.

3. JUSTIFICATIVA

A perda auditiva relacionada a idade acomete grande parte dos individuos idosos
mundialmente. A etiologia dessa condicdo ndo se encontra totalmente esclarecida, podendo
estar relacionada a multifatores, sendo eles exdgenos e/ou enddgenos, dentre eles a alteracdo
neuroquimica do SAC. Contudo, ainda sdo poucos os estudos que descrevem a fisiologia da
via auditiva durante o envelhecimento. Dessa forma, investigacdes neuroquimicas das areas
auditivas centrais podem contribuir para melhor compreensdo das bases envolvidas na
presbiacusia central e para futuras pesquisas que avaliem formas de prevencéo e tratamento

para a perda auditiva na populagéo idosa.

4. OBJETIVO

Avaliar a expressdo das CaBPs e dos receptores de melatonina MT; e MT, em
neurdnios das estacdes sinapticas que compdem o SAC em ratos jovens e idosos. Comparar a

morfologia dos neurdnios imunorreativos as CaBPs entre ratos jovens e id0osos.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 ANIMAIS

Os animais utilizados no presente estudo, ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) foram provenientes do biotério da Universidade Estadual Paulista (UNESP) —
Campus de Botucatu. Seis ratos considerados jovens com idade ao redor de 60 dias e seis
idosos com idade ao redor de 18 meses ficaram alojados no biotério de manutencdo da FFC-
UNESP, campus de Marilia, em caixas de polipropileno com as seguintes dimensdes:

38x32x16¢cm forradas com maravalha, com &gua filtrada e racdo (Nuvilab) “ad libitum ™.

Os experimentos realizados seguiram as normas estabelecidas pela Lei n® 11.794, de
2008, regulamentada pelo Decreto n° 6.899, de 2009. Este projeto foi aprovado pelo comité
de ética local, CEUA-FFC, proc. N.891/2017

5.2 PERFUSAO TRANSCARDIACA

Os animais de ambos os grupos foram anestesiados com 1ml do anestésico Rompum
(solucdo com Acepromazina 1,8ml, Ketamina 4,5ml, Xylazina 4,5ml e H,Od 7,2ml) e
perfundidos na fase escura (ZT 17) (considerando inicio da fase clara aproximadamente as 06:00 h,
considerado o Zeitgeber Time 0, ZT 0 como referéncia; e a fase escura com inicio aproximado as
19:00 h). Na perfuséo transcardiaca foram utilizados 200 ml de salina a 0,9%, seguida de 400
ml de paraformaldeido 4% (pH 6,0, 4° C).

A regido toracica do animal foi exposta propiciando o0 acesso ao coracao, a artérias
aorta descendente foi clampeada e uma pequena fissura foi feita na parede do ventriculo
esquerdo, permitindo a inser¢do da canula (conectada a bomba de perfusdo), por Gltimo a

auricula direita foi cortada, permitindo a disseminacéo das solucdes citadas acima.

Os encefalos foram entéo retirados e colocados em solucéo de pos-fixacdo (25mL de
paraformaldeido e 5g de sacarose) por 12 horas e em seguida crioprotegidos em solugdo
composta por 25ml de PBS (&gua destilada, fosfato monobasico, fosfato bifasico e cloreto de
sodio pH 7,4) e 5g de sacarose até serem congelados e criosseccionados em sec¢fes de 30 um
de espessura utilizando criostato (Leica CM 1850, Microsystems AG, Alemanha). Os cortes
encefalicos foram armazenados em seis séries em solucdo anti-congelante a -20°C até o

momento do processamento imuno-histoquimico ou da coloracao de Nissl.
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5.3 IMUNOPEROXIDASE

Os cortes encefalicos foram processados utilizando a técnica de imuno-histoquimica
pelo método “free-floating” para as CaBPs: calbidina (CB), parvalbumina (PV) e calretinina
(CR). Inicialmente, os cortes foram lavados em solucdo tampdo PBS em pH 7,4 e pré-
incubados em solucdo 0,05 M PBS contendo 2% soro normal produzido em burro (NDS)
(Vector Laboratories, USA); ap6s 2h foram incubados com anticorpos primarios anti-PV
(1:5000, Abcam, USA), anti-CB (1:5000, Abcam, USA), anti-CR (1:5000, Millipore, USA)
separadamente a 4 °C. Apos 48 h os cortes foram lavados por 30 min em 0.05 M PBS e
incubados por duas horas em solugdo contendo 0.05 M PBS e o anticorpo secundario (1:1000)
especifico para a espécie de cada anticorpo primario. Apés lavagem por 30 min em 0.05 M
PBS ocorreu a incubacdo por duas horas em solugdo contendo o complexo avidina-biotina
(Vector Laboratories, USA). A marcacdo foi revelada utilizando 3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) (Sigma - Aldrich, USA) como cromdgeno. Na sequéncia as sec¢es
foram montadas em laminas gelatinizadas e desidratadas; laminulas foram colocadas sobre as
laminas usando DPX como meio para a montagem (Sigma - Aldrich, USA). Os controles
negativos dos anticorpos foram realizados repedindo-se as solucBes, porém retirando-se 0s

anticorpos primarios.
5.4 IMUNOFLUORESCENCIA

Algumas séries de cortes encefalicos (30 um ) foram processadas usando anticorpos
primarios para MT; e MT, ambos anti-cabra (1: 200, Santa Cruz Biotechnology, TX, EUA).
Apbs pré-incubacédo por 2h em PBS 0,1 M pH 7,4 contendo 2% de soro normal foi adicionada
uma combinacdo do anticorpo MT; primario. Apds 48h, os cortes foram lavados em PBS por
30 minutos e incubados por 2h em anticorpo secundario fluorescente (CY3) anti-cabra (1:
200, Jackson Immuno pesquisa, West Grove, PA, EUA) especificos para cada anticorpo
primario. Os nucleos das células foram corados com 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI)
(Sigma Chemical, D9542, St. Louis MO, EUA) durante 5 minutos, e entdo o0s cortes
encefalicos foram montados em l&minas e cobertos com glicerol e laminula. As 1daminas foram

analisadas por microscopia de epifluorescéncia.

5.5 ESTEREOLOGIA
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A analise estereoldgica foi realizada no Departamento de Ciéncias Basicas da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA), UNESP — Campus de Aracatuba, utilizando o

método do fracionador dptico (West et al., 1991) e nucleador (Gundersen, etal., 1988).

Para isso, laminas contendo os cortes histoldgicos reagidos de acordo com o
anticorpo proposto (CR, PV e CB) foram analisadas em um microscopio Zeiss Imager Z2
equipado com platina motorizada e camera digital conectada a um computador executando o
programa Stereo Investigator (Microbrightfield, EUA). Foram utilizados todos os cortes de
uma série contendo desde a extremidade anterior até a extremidade posterior das estacdes
sinapticas da via auditiva (corpo geniculado medial, coliculo inferior, complexo olivar
superior e ndcleo coclear), resultando aproximadamente em 25 cortes (distancia de 240 um

entre cortes) para cada animal.

Dependendo do anticorpo utilizado, a superficie da caixa de contagem e seu nimero
dentro de cada ROI (region of interest) foram estimados em contagem de teste de forma a
incluir um minimo de 200 células contadas em cada animal, quando esse nimero nao foi
alcancado, foi realizada a contagem por meio do software de processamento e analise de
imagens digitais ImageJ (McMaster BioOphotonics Facility, Canadd). A espessura do
dissector Optico (Z) foi ajustada de acordo com a espessura real do corte determinada apds os

processos imuno-histoquimicos e de desidratacao.

Para determinar a estimativa do nimero de células dentro da ROI (N) o programa

utiliza a formula:
N = (Z Q) (1/ssf) (1/asf) (1/tsf)
Onde:
N = nUmero total de células
>Q = nuamero de células efetivamente contadas

ssf = “section sampling fraction” (nimero de seccdes contadas/total de

secgoes)
asf'= “area sampling fraction” (area bloco de contagem/éarea da grade)

tsf = “tissue sampling fraction” (altura bloco/média da espessura da sec¢ao)
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Os parametros de contagem serédo ajustados de forma a obter um coeficiente de erro
(Gundersen) < 0,08.

Para estimar o volume médio da célula é utilizada a férmula:

i
3 T

Onde:

¥ = estimativa média de volume de todas as particulas amostradas

% = média do cubo do comprimento dos raios desde o ponto arbitrario até a

interseccdo com o limite da particula.

Também foi realizada a estimativa da area celular por meio do Nucleador, onde €
considerada a férmula para a area de um circulo. Estimativa da area média de todas as
particulas amostradas = w multiplicada pela média dos quadrados dos comprimentos do ponto

arbitrario até o limite da particula.
5.6 ANALISE MICROSCOPICA E QUANTITATIVA

A analise da expressdo dos receptores de melatonina foi realizada em microscopia
fluorescente (Olympus BX50) adaptado a camera digital (DP73), e microcomputador com
software cellSens (USA). Foram capturadas imagens de todos os cortes encefalicos de uma
das séries (25) que continham os ndcleos auditivos centrais (NC, COS, Cl e CGM). Foram
realizadas duas fotos para 0 NC e COS, seis fotos para o Cl e de duas a quatro fotos

dependendo regido antero-posterior para 0 CGM.

Por meio do software de processamento e analise de imagens digitais ImageJ
(McMaster BioOphotonics Facility, Canada) foi realizada a contagem dos receptores de
melatonina nos nucleos descritos, conforme descrito em Pinato et al. (2017). A contagem foi
realizada no foco em que era possivel ter melhor visualizagdo dos nucleos da células e

receptores. Todas as células marcadas neste foco foram contadas.

As areas encefalicas foram identificadas para ambas as analises realizadas neste
estudo, utilizando o atlas “The Rat Brain” (PAXINOS ¢ WATSON, 1998) (Figura 1).


http://www.stereology.info/wp-content/uploads/2015/04/volume-term.png
http://www.stereology.info/wp-content/uploads/2015/04/ray-term.png
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Figura 1. Ndcleos do sistema auditivo central, evidenciados em desenhos adaptados de
Paxinos e Watson (1998). Em, A, bregma -6.00mm referente ao corpo geniculado medial e
suas subdivisdes, por¢do medial (MGM), porcdo dorsal (MGD), porcdo ventral (MGV), zona
marginal do CGM (MZMG). Em B, bregma -8,64 mm referente ao coliculo inferior e suas
subdivisbes, nucleo central (CIC), cortex dorsal (DCIC) e cortex externo (ECIC). Em C,
bregma -9,72 mm referente ao complexo olivar superior e subdivisdoes, oliva superior medial
(MSO), oliva superior lateral (LSO), nucleo do corpo trapezéide (Tz). Em D, bregma -10,80
mm referente ao nucleo coclear e subdivisdes, porcdo posterior do nucleo coclear anterior
(VCPO) e nucleo coclear dorsal (DCD).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo da média, e o teste t
Student's t-test foi utilizado para comparar as médias entre os ratos jovens e idosos.
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6. RESULTADOS

Observou-se diminuicdo da expressdo de neurénios CR-IR no grupo idoso (347,2 +
10,0) (Figura 2C e 2D) quando comparado ao grupo jovem (432,8 + 9,8) (Figura 2A e 2B)
(P=0,0003) no NC (Figura 2E).
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Figura 2. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefalicos de ratos ao nivel do nucleo coclear (NC) submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para calretinina (CR) e graficos comparativos entre 0s grupos jovem e
idoso. Em A e B, nucleo coclear (NC) referente ao grupo controle (jovem). Em C e D,
nucleo coclear (NC) referente ao grupo idoso. Em E, grafico comparativo do total de
células calretinina imunorreativas (CR-IR) no nucleo coclear (NC) entre 0s grupos jovem
e idoso (*P=0,0003) (N=5 para cada grupo). (Barra de calibragdo = 50um).

A andlise por meio do fracionador éptico, o NC ndo mostrou diferenca
significativa para densidade de células PV-IR entre o grupo jovem (0,012 + 0,001) e idoso
(0,010 £ 0,0005) (Figura 2C) (P=0,2234). O mesmo ocorreu para o total de células PV-IR
ao comparar 0 grupo jovem (440,7 + 38,26) e grupo idoso (361,7 + 24,11) (P=0,1556)
(Figura 3D).

A andlise estereologica utilizando o nucleador no NC ndo mostrou diferenca
significativa no volume dos neurdnios PV-IR ao comparar o grupo jovem (13,6 + 71,9) ao
grupo idoso (12,3 £ 65,9) (P=0,1934) (Figura 3E).
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Figura 3. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefalicos de ratos ao nivel do nucleo coclear (NC) submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para parvalbumina (PV) e graficos comparativos entre 0s grupos jovem e
idoso. Em A, ndcleo coclear (NC) referente ao grupo controle (jovem). Em B, nicleo coclear
(NC) referente ao grupo idoso. Em C, gréfico comparativo da densidade (D=N/V) de células
parvalbumina imunorreativas (PV-IR) no nacleo coclear (NC) entre os grupos jovem e idoso.
Em D, grafico comparativo do total de células parvalbumina imunorreativas (PV-IR) no
ntcleo coclear (NC). Em E, gréafico comparativo da média do volume (um?®) neuronal de
células parvalbumina imunorreativas (PV-IR) no nucleo coclear (NC) entre 0s grupos jovem e
idoso (N= 4 para ambos os grupos). (Barra de calibragdo = 50um).

O total de células CR-IR no COS encontrado foi menor no grupo idoso (272,0 £
11,2) (Figura 4B) se comparado com o grupo jovem (427,2 + 23,9) (Figura 4A) (P=
0,0004) (Figura 4C).
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Figura 4. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefalicos de ratos ao nivel do complexo olivar superior (COS) submetidos a técnica de
imuno-histoquimica para calretinina (CR) e graficos comparativos entre 0s grupos
jovem e idoso. Em A, complexo olivar superior (COS) referente ao grupo jovem. Em B,
complexo olivar superior (COS) referente ao grupo idoso. Em C, Gréafico comparativo do total
de células calretinina imunorreativas (CR-IR) no complexo olivar superior (COS) entre 0s
grupos jovem e idoso (P=0,0004) (N=5 para cada grupo). (Barra de calibracdo = 50um).

No COS a analise mostrou menor namero de células CB-IR no grupo idoso (Figura
5B) (272,0 + 11,2) se comparado com o grupo jovem (Figura 5A) (427,2 + 23,9) (P= 0,0004)
(Figura 5C).
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Figura 5. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefélicos de ratos ao nivel do complexo olivar superior (COS) submetidos a técnica de
imuno-histoquimica para calbindina (CB) e graficos comparativos entre 0s grupos
jovem e idoso. Em A, complexo olivar superior (COS) referente ao grupo jovem. Em B,
complexo olivar superior (COS) referente ao grupo idoso. Em C, Grafico comparativo do total
de células calbindina imunorreativas (CB-IR) no complexo olivar superior (COS) entre os
grupos jovem e idoso (P= 0,0004) (N=6 para cada grupo). (Barra de calibragdo = 50um).

A analise por meio do fracionador éptico no COS ndo mostrou diferenca
significativa para densidade de células PV-IR entre o grupo jovem (0,015 + 0,004) e idoso
(0,018 + 0,006) no CI (P= 0,6406) (Figura 6C). O mesmo ocorreu para o total de células PV-

IR ao comparar 0 grupo jovem (12460 + 1027) e grupo idoso (12320 + 891,7) (P=0,9169)
(Figura 6E).
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A andlise estereoldgica utilizando o nucleador no COS ndo mostrou diferenca
significativa no volume dos neurdnios PV-IR ao comparar o grupo jovem (13,6 + 71,9) ao
grupo idoso (12,3 £ 65,9) (P=0,1934) (Figura 6D).
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Figura 6. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefalicos de ratos ao nivel do complexo olivar superior (COS) submetidos a técnica
de imuno-histoquimica para PV e graficos comparativos entre 0s grupos jovem e
idoso. Em C, grafico comparativo da densidade (D=N/V) de células parvalbumina
imunorreativas (PV-IR). Em D, gréfico comparativo da média do volume (um®) neuronal
de células parvalbumina imunorreativas (PV-IR) no complexo olivar superior (COS) entre
0s grupos jovem e idoso. Em E, grafico comparativo do total de células parvalbumina
imunorreativas (PV-IR) (N=6 para cada grupo). (Barra de calibracdo = 50um).

A andlise estereoldgica por meio do fracionador 6ptico que o nimero de células
(Figura 7C) PV-IR no CI ndo apresentou diferenca significativa quando comparados
grupo idoso (23420 + 3179) e grupo jovem (26480 + 1556) (P= 0,2197). Ja a densidade de
neurdnios (Figura 7E) PV-IR no CI foi menor no grupo idoso (0,008 = 0,0004) se
comparado ao grupo jovem (0,006 = 0,0006) (P= 0,0373).
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Ao realizar anélise estereoldgica por meio do nucleador em células PV-IR
do CI verificou-se que o volume dos neurdnios PV-IR foi maior no grupo idoso (6086 *
1582 pm?®) se comparado ao grupo jovem (1134 + 59,80 pm?®) (P= 0,0197) (Figura 7D).
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Figura 7. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefalicos de ratos aonivel do coliculo inferior submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para PV e gréaficos comparativos entre os grupos jovem e idoso. Em A,
imagem representativa do coliculo inferior no grupo jovem. Em B, imagem representativa
do coliculo inferior no grupo idoso. Em C, Gréfico comparativo do total de células
parvalbumina imunorreativas (PV-IR) no coliculo inferior entre os grupos jovem e idoso.
Em D, Grafico comparativo da média do volume (um®) neuronal de células parvalbumina
imunorreativas PV-IR no coliculo inferior entre os grupos jovem e idoso (*P= 0.0197).
Em E, grafico comparativo da densidade (D=N/V) de células parvalbumina
imunorreativas (PV-IR) entre os grupos jovem e idoso no coliculo inferior (*P= 0,0373)
(N=6 para cada grupo). (Barra de calibragdo = 50um).

Na regido do CGM, a analise a partir do fracionador Optico ndo mostrou
diferenca significativa para total de células (Figura 8C) CB-IR entre 0 grupo jovem
(13550 + 584,2) e idoso (13010 * 905,8) (P= 0,6291), também ndo houve diferenca
estatiscamente significativa para a densidade de células (Figura 8D) CB-IR ao comparar o
grupo jovem (0,015 £ 0,0007) e grupo idoso (0,011 £+ 0,002) (P=0,1236) (Figura 8).
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A andlise da regido do CGM por meio do nucleador mostrou diminui¢cdo do
volume neuronal de células CB-IR no grupo idoso (551,0 + 34,83 um®) se comparado ao
grupo jovem (651,4 + 31,10 pm®) (P= 0,0375) (Figura 8E).
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Figura 8. Fotomicrografias em campo claro (em escala de cinza) de cortes coronais
encefalicos de ratos ao nivel do corpo geniculado medial submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para Calbindina (CB) e graficos comparativos entre 0s grupos jovem e
idoso. Em A, imagem representativa do corpo geniculado medial no grupo jovem. Em B,
imagem representativa do corpo geniculado medial no grupo idoso. Em C, Grafico
comparativo do total de células calbindina imunorreativas (CB-IR) no corpo geniculado
medial entre os grupos jovem e idoso. Em D, grafico comparativo da densidade (D=N/V) de
células calbindina imunorreativas (CB-IR) entre 0s grupos jovem e idoso no coliculo inferior.
Em E, grafico comparativo da média do volume (um?®) neuronal de células calbindina
imunorreativas (CB-IR) no corpo geniculado medial entre os grupos jovem e idoso (*P=
0,0375) (N=4 para o grupo jovem e N=5 para o grupo idoso). (Barra de calibracdo = 50um).

Na analise microscopica observou-se auséncia de neurdnios PV-IR na regido do
CGM para ambos os grupos. Além disso, nao foi observado expressdo de neurénios CB-IR
na regido do NC e CI tanto no grupo jovem quanto no idoso.
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A imunofluorescéncia mostrou aumento na expresséo de receptores MT;-IR no NC
do grupo idoso (288,3 £ 14,5) (Figura 9B) comparado ao grupo jovem (132,8 £ 8,9) (Figura
9A) (*P=0,0002) (Figura 9C).

MT1 - Nucleo Coclear

C NC - MT1
400-
[ %
«~ 300-
=
=
(7]
S 2004
3
‘Q
(3]
2 100-
o
[ o=
0-
& °
)6\0 \60

Figura 9. Fotomicrografias de alta ampliacdo de cortes coronais de ratos ao nivel do
nacleo coclear (NC) submetidos a técnica de imunofluorescéncia para receptor de
melatonina tipo 1 (MT,) (vermelho). Os nucleos das células foram corados com 6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI) (azul). Em A, nucleo coclear (NC) referente ao grupo
jovem. Em B, nucleo coclear (NC) referente ao grupo idoso. Em C, grafico comparativo
da média do numero de células imunorreativas ao receptor de melatonina tipo 1 (MT3- IR)
no ndcleo coclear entre os grupos jovem e idoso (*P= 0,0002). (N= 4 para o grupo idoso e
N= 3 para o grupo jovem). (Barra de calibracdo = 50um).

Houve aumento de expressdo de receptores MT31-IR no grupo idoso ao realizar a
analise do COS e comparar ambos os grupos, jovem (171,8 = 9,5) e idoso (221,3 + 12,0)
(P=0,0219) (Figura 10C).
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Figura 10. Fotomicrografias de alta ampliacdo de cortes coronais de ratos a nivel do
complexo olivar superior (COS) submetidos a técnica de imunofluorescéncia para
receptor de melatonina tipo 1 (MT,) (vermelho). Os nucleos das células foram
corados com 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (azul). Em A, complexo olivar superior
referente ao grupo jovem. Em B, complexo olivar superior (COS) referente ao grupo
idoso. Em C, gréafico comparativo da média do nimero de células receptor de melatonina
tipo 1 imunorreativas (MT1- IR) no regido do complexo olivar superior (COS) entre os
grupos jovem e idoso (*P= 0,0219). (N= 4 para o grupo o jovem e e N= 3 para 0 grupo
idoso). (Barra de calibragéo = 50um).

O aumento da expressdo de receptores MT;-IR também foi verificado para o
grupo idoso (242,5 + 11,4) (Figura 11B) no coliculo inferior (CI) quando comparado com
0 grupo jovem (195,3 £ 11,1) (Figura 11A) (P=0,0351) (Figura 11C).
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Figura 11. Fotomicrografias de alta ampliacéo de cortes coronais de ratos ao nivel do
coliculo inferior (CI) submetidos a técnica de imunofluorescéncia para receptor de
melatonina tipo 1 (MT,) (vermelho). Os nucleos das células foram corados com 6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI) (azul). Em A, coliculo inferior (CI) referente ao grupo
jovem. Em B, coliculo inferior (CI) referente ao grupo idoso. Em C, grafico comparativo
da média do numero de células melatonina tipo 1 imunorreativas (MT;3- IR) no coliculo
inferior (CI) entre os grupos jovem e idoso (*P= 0,0351) (N= 4 para o grupo idoso e N=3
para o grupo jovem). (Barra de calibragdo = 50um).
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Na regido do CGM néo foi possivel quantificar e comparar entre 0s grupos jovem
e idoso 0 numero de células MT;-IR, pois ndo houve expressdo de MT; no grupo jovem
(Figura 12A), enquanto no grupo idoso pode ser observado neurénios imunorreativos a
MT; (Figura 12B).

Corpo Geniculado Medial - MT1
A

Figura 12. Fotomicrografias de alta ampliacdo de cortes coronais de ratos ao nivel do
corpo geniculado medial (CGM) submetidos a técnica de imunofluorescéncia para
receptor de melatonina tipo 1 (MT;) (vermelho). Os nucleos das células foram corados
com 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (azul). Em A, corpo geniculado medial (CGM)
referente ao grupo jovem. Em B, corpo geniculado medial (CGM) referente ao grupo idoso.

(Barra de calibragdo = 50um).
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Ao analisar a imunofluorescéncia para o receptor de melatonina tipo 2 (MT,)
verificou-se auséncia de expressdo de MT,-IR em todos os nucleos analisados do grupo jovem
(Figura 13A e 14A), ndo sendo possivel quantificar e comparar humericamente ambos 0s
grupos. O grupo idoso apresentou alta imunorreatividade ao receptor MT,no NC (Figura
13B), COS (Figura 14B), CI (Figura 14C) e CGM (Figura 14D).

Nucleo Coclear - MT2

Figura 13. Fotomicrografias de alta ampliacdo de cortes coronais de ratos ao nivel do
nacleo coclear (NC) submetidos a técnica de imunofluorescéncia para receptor de
melatonina tipo 2 (MT;) (vermelho). Os nucleos das células foram corados com 6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI) (azul). Em A, nucleo coclear (NC) referente ao grupo
jovem. Em B, nucleo coclear (NC) referente ao grupo idoso. (Barra de calibracdo = 50um).
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Figura 14. Fotomicrografias de alta ampliacdo de cortes coronais de ratos ao nivel do
complexo olivar superior (COS), coliculo inferior (Cl) e corpo geniculado medial (CGM)
submetidos a técnica de imunofluorescéncia para receptor de melatonina tipo 2 (MT))
(vermelho). Os nucleos das células foram corados com 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI)
(azul). Em A, nucleo coclear (NC) referente ao grupo jovem. Em B, nucleo coclear (NC)
referente ao grupo idoso. Em B, nucleo coclear (NC) referente ao grupo idoso. Em C, coliculo
inferior (CI) referente ao grupo idoso. Em D, corpo geniculado medial (CGM), referente ao

grupo idoso. (Barra de calibragdo = 50um).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar alteraces neuroquimicas e morfologicas no
SAC em ratos idosos a fim de contribuir para uma melhor compreensao das bases envolvidas

nas alteracdes auditivas centrais que ocorrem ao longo do envelhecimento.

Este estudo mostrou que a expressdo das CaBPs variou de acordo com a estacao
sindptica e a respectiva proteina analisada, confirmando que a via estudada sofre efeitos do
envelhecimento. O declinio da expressdo de neur6nios CB- IR, CR-IR E PV-IR nos nlcleos
centrais do SAC no grupo idoso pode estar relacionado aos prejuizos nas funcGes auditivas,
uma vez que as CaBPs estdo envolvidas no processamento e modulagdo das respostas neurais
e espectro temporais da via auditiva (FREDRICH et al., 2009; MARTIN DEL CAMPO et al.,
2012).

O presente estudo mostrou diminuicdo de neurénios CR-IR no NC e COS com o
envelhecimento, o que pode estar relacionado a diminuicdo das habilidades auditivas por qual
cada um dos dois ndcleos é responsavel, como deteccao da informacdo auditiva e localizacéo
da fonte sonora (SAMELLI, 2016). Estudos anteriores mostraram que a expressdo dessa
mesma proteina ndo mostrou alteragdo com a idade em humanos (SHARMA et al., 2014) ou
ainda apresentou maior quantidade de neurdnios CR-IR na por¢do da MSO e no nucleo do
corpo trapezoide (NCT) com o aumento da idade (KULESZA, 2014).Tais diferencas podem
ser devidas a diferencas interespecificas ou ainda a diferencas metodoldgicas de contagem ja
gue no presente estudo foi realizada a contagem pelo método estereoldgico e em estudos

anteriores pelo método manual com auxilio do software ImageJ.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas de densidade, nimero e volume
neuronal entre ratos jovens e idosos no NC e COS para células PV-IR. Estudo anterior em
camundongos mostrou aumento de parvalbumina no NC em relagcdo com a perda de celulas
ciliadas internas e externas da coclea e neurdnios do géanglio espiral (IDRIZBEGOVIC et al.,
2006). Em macaco Rhesus, o nimero e a densidade de células PV-IR também aumentaram
com o envelhecimento, juntamente com aumento dos limiares na resposta do potencial
evocado auditivo de tronco encefalico (PEATE). Isso poderia ocorrer para compensar a perda
de eficéacia auditiva no idoso, uma vez que a habilidade de localizagdo sonora nessa populagao

apresenta déficits marcantes (GRAY et al., 2013a).
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A diminuicdo de células CB-IR no COS no presente estudo ndo corrobora com
resultado de estudo anterior em primatas onde foi demonstrado aumento de células CB-IR na
regido OSM (GRAY et al., 2014). A diminuicdo de CB e de outras CaBPs ao longo da via
auditiva de roedores e 0 aumento dessas proteinas na via de primatas ndo humanos pode
indicar diferengas no processamento auditivo, e na distribuicdo de neurénios inibitorios entre
espécies, indicando que comparagdes entre roedores e primatas no caso da via auditiva devem
ser feitas com ressalvas (MOORE 1991; POLLACK et al., 2002; GROTHE e KOCH, 2011,
GRAY etal., 2014).

No presente estudo observou-se diminuicdo da densidade de neur6nios PV-IR no CI
em roedores da linhagem Wistar relacionada ao envelhecimento, indicando que ha uma
alteracdo na concentracdo dessas células ao longo do nucleo. Em pesquisa realizada em ratos
Fischer 344 também houve diminuicdo do total de neurbnios PV-IR, enquanto que para a
espécie Long-Evans foi notado aumento do nimero de neurénios PV-IR no Cl, essa variacao
pode ser explicada pela diferenca que ha entre espécies. Além disso, sabe-se que a espécie
Fischer 344 e a espécie Wistar, estudada no momento, sdo modelos ideais para o estudo de
modificagOes auditivas decorrentes ao envelhecimento (ALVARADO et al., 2014; GROTHE
e KOCH, 2011; FETONI et al., 2011; OUDA et al., 2008). Apesar dos ratos Fischer 344
terem apresentado diminuic¢do do total de neurbnios PV-IR, estes, assim como ratos Long-
Evans ndo apresentaram variacdo de densidade de células no CI (OUDA et al., 2008). Outros
estudos demonstraram que a densidade de neurbnios que expressam PV e outras CaBPs
alteram com o envelhecimento em roedores e em primatas ndo humanos (OUDA et al., 2003,
2008, 2012; SANCHEZ- ZURIAGA et al., 2007; HUH et al., 2008; GRAY et al., 20132).

A analise estereologica por meio da ferramenta nucleador capaz de medir o volume
celular mostrou o aumento do volume neuronal de neurénios PV-IR no CI. A literatura ndo
aponta estudos nessa mesma regido que tenha apresentado aumento do volume neuronal,
porém cita a sua diminuicdo para neurdnios imunorreativos a PV no Cl em roedores da
espécie Fischer 344 e Long-Evans (OUDA et al., 2008).

Uma possivel justificativa para o0 aumento do volume neuronal no ClI seria decorrente
ao aumento de atividade elétrica que a célula necessita produzir para processar a informacao
auditiva. Essa informacdo pode ser captada por medida eletrofisiolégica por meio de
potenciais evocados auditivos (PEA) em humanos, conforme mostra um estudo realizado em

individuos idosos que mostrou haver aumento da amplitude Na-Pa de idosos sem perda
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auditiva, sugerindo maior atividade celular para processamento do sinal acustico a niveis
mesencefalicos e talamicos ascendendo para o cortex auditivo (OLIVEIRA, 2017). Outros
estudos confirmam o aumento da amplitude de Pa em funcdo do avanco da idade (HALL,
2006; AMENEDO e DIAZ, 1998). A geracdo da onda Na das respostas auditivas cerebrais de
media laténcia recebe contribuigéo das regides subcorticais do SAC, especialmente do CGM e
de porcdes do Cl (HALL, 2006; HASHIMOTO, 1982; FISCHER et al., 1995). A perda de
células nas estacOes sinapticas da via auditiva em individuos idosos seria compensada por

células remanescentes, aumentando a atividade das mesmas (AMENEDO e DIAZ, 1998).

Em oposi¢do aos achados do aumento do volume neuronal de células PV-IR no CI, no
CGM neurdnios CB-IR tiveram diminuicdo do volume no grupo idoso. Estes resultados do
presente estudo corroboram com o estudo de Ouda e cols. (2012) que descreveram reducao do
volume neuronal médio de neurdnios CB-IR no CGM. De acordo Andersent e cols. (2003), a

reducdo do volume neuronal pode estar relacionada com a reducgéo de sinapses.

Esse dado sugere que o volume neuronal esta sujeito a variagbes ndo uniformes que
ocorrem durante o processo de envelhecimento (ALHO et al., 2016). A variagdo do volume
neuronal j& foi demonstrada em estudo que investigou neur6nios piramidais no giro temporal
superior e que abrangeu uma populacdo com idade que variou de 4 a 48 anos de idade com

correlacdo negativa entre o volume somal e 0 aumento da idade (BARGER et al., 2015)

A auséncia da CB no CIl ndo corrobora com estudo anterior, que demonstrou
diminuicdo tanto da expressdo de neurdnios CB-IR quanto do volume neuronal com o
envelhecimento ao longo de todas as subdivisdes do Cl em ratos Fisher 344 e Long-Evans
(OUDA et al., 2012b). Isso confirma a variacdo no padrdo de expressao neuroquimico que
poder ser explicada pelo fato de que a co-localizacdo mutua de CB, PV e CR em um neurénio
GABAérgico é rara, e que essas populagdes neuronais diferem entre regides e também ao
longo de toda vida (OUDA, et al., 2012b; GONCHAR et al., 2007; JINNO e KOSAKA ,
2006; MARKRAM et al., 2004; KUBOTA et al., 1994).

Ainda a respeito da imunorreatividade das CaBPs no CGM, no presente estudo ndo
foram observadas diferencas no numero total de células e na densidade de células CB-IR.
Estudos anteriores descreveram reducdo no ndmero de células CB-IR no CGM de ratos
Fischer 344 e Long-Evans envelhecidos (OUDA et al., 2012). Além disso, no presente estudo

ndo foi encontrada expressdao de células PV-IR e CR-IR no CGM em ambos 0S grupos
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estudados. Estudo anterior também n&o encontrou expressdo de CR no CGM (OUDA et al.,
2012a). A auséncia de uma das CaBPs em nucleos da via ndo compromete as fungdes
dependentes do célcio (GRAY et al.,, 2014) pois essas mesmas funcGes podem ser
desempenhadas por outras ligantes de Calcio, como a CB cuja presenca foi demonstrada neste

nacleo no presente estudo.

Em macacos Rhesus houve aumento da expressdo de PV em toda a por¢do do CGM
com a idade, 0 mesmo aumento pode ser observado em toda a via ascendente de primatas
(GRAY et al., 2013b, 2014; ENGLE et al., 2014), na regido mesencefalica, essa caracteristica
pode estar relacionada a mudancas no processamento relativas a organizacdo tonotopica
(ENGLE et al., 2014).

A expressdo de CR com alteragdes relacionadas a idade sdao mais complexas em
comparacao com as alteracdes relacionadas a idade de outras CaBPs, nosso resultado poder
ser reflexo da diferenca de espécies (OUDA et al., 2012; IDRIZBEGOVIC et al., 2006). A
expressao de CR ja foi verificada em cérebros de hamsters e se mostrou inalterada com a
idade (KISHIMOTO et al., 1998).

Nossos dados a respeito da variacdo do padrdo de expressdao de neurdnios que
expressam CaBPs corroboram com estudo anterior (IDRIZBEGOVIC et al., 2004), que
descreve que a expressao das CaBPs pode variar de acordo com a regido do nucleo analisada.
Estudos anteriores j& analisaram a expressao das CaBPs na presbiacusia em outras espécies de
roedores e primatas (MARTIN DEL CAMPO et al., 2012; OUDA et al., 2012; GRAY et al.,
2014). No entanto, os resultados variaram de acordo com a espécie, essa varia¢do acontece
devido diferencas morfologicas, neuroquimicas e hodologicas existente entre espécies
(BELEKHOVA et al., 2002; OUDA et al., 2008).

A literatura descreve que as densidades relativas de neurbnios que expressam essas
proteinas alteram com o envelhecimento fisioldgico nas estruturas auditivas de roedores,
carnivoros e primatas ndo humanos e humanos, acredita-se que essa resposta ocorre devido a
plasticidade neuronal relacionada a idade do sistema auditivo (ZETTEL et al., 1997; REUSS
et al., 2000; IDRIZBEGOVIC et al., 2004; SANCHEZ-ZURIAGA et al., 2007; STARK, et
al., 2007; HUH et al., 2008; GRAY et al., 2013, 2014a,b; ENGLE et al., 2014) e a variagédo
no padrdo de expressdo dessas proteinas especifica a cada espécie pode estar relacionada a
diferencas adaptativas das funcgdes auditivas (BAZWINSKY et al., 2008).
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A reducdo do neurotransmissor inibitério decorrente da idade pode ser consequéncia
da queda de codificacdo de GAD envolvida na sintese do GABA e do efeito compensatorio
causado pelas mudancas fisiologicas causadas pelo envelhecimento (BURIANOVA et al.,
2009; CASPARY et al., 2013; GAO et al., 2015). As CaBPs estdo ligadas a atividade e
plasticidade neuronal, e processamento sensorial (BAIMBRIDGE et al., 1992; SILVA, 2011,
CHRISTEL et al., 2012). Assim, o declinio dessas proteinas no SAC pode trazer
consequéncias funcionais, como mudancgas no processamento auditivo central, especialmente
na via auditiva ascendente (CASPARY et al., 2008; YU et al., 2009; GLEICH e STRUTZ,
2011 LEONG et al., 2011; ENGLE e RECANZONE, 2013; RICHARDSON et al., 2013;
TURNER et al., 2013; BRECHT et al., 2017).

Além disso, a diminuicdo das CaBPs pode restringir a homeostase do célcio
intracelular, e assim essas células se tornam vulneraveis a processos patolégicos que podem

levar a degeneracdo neuronal (BU et al., 2003).

As alteracbes quimicas medidas em ratos idosos diferem das alteracGes apos
manipulacdes que danificam diretamente a cdclea, sugerindo que as mudancas quimicas
durante o envelhecimento ndo sdo necessariamente secundarias ao dano coclear (GODFREY
et al., 2017), considera-se também que o sistema auditivo sofre os efeitos de agentes externos.

Tais informacfes sobre as alteracGes morfoldgicas e neuroquimicas tém sido
confirmadas em estudos clinicos que empregam exames eletrofisioldgicos do tipo potenciais
evocados auditivos (PEA). A literatura aponta que as amplitudes apresentadas no PEATE para
diferentes faixas etarias correlacionam-se significativamente com as densidades de células
PV-IR do Cl e COS, isso sugere o envolvimento desses tipos de células as mudancas
ocasionadas em funcdo da idade no processamento auditivo, e seus papéis compensatorios
para participar de tarefas distintas. No entanto, no NC ndo houve correlacdo entre a densidade
de células e a idade, mas sim com histopatologias cocleares (GRAY et al., 2013a; ENGLE et
al., 2014).

Os dados do presente estudo mostraram pela primeira vez a presenca do receptor de
melatonina tipo 1 (MT;) e do receptor de melatonina tipo 2 (MT,) em todas as estagOes
sinapticas que compdem a via auditiva central. Além disso, foi investigado se a expressao

desses receptores poderiam apresentar variacbes ao longo do envelhecimento. Estudo
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neuroanatbmico anterior havia descrito a presenca dos receptores MT, no Cl (LACOSTE et
al., 2015).

No presente estudo os receptores MT; e MT, apresentaram maior expressao nos
nacleos da via auditiva central no rato idoso, sendo que tal aumento de expressdao dos
receptores na via auditiva central pode indicar um efeito neuroprotetor dos mesmos, pois se
sabe que a acdo neuroprotetora da melatonina é dependente de seus receptores
(EKMEKCIOGLU, 2006).

N&o ha na literatura estudos que descrevem a imunorreatividade de MT; ou MT, no
SAC ao longo do envelhecimento. Estudo realizado em roedores da espécie gerbilo investigou
a imunorreatividade do receptor MT, no hipocampo durante o envelhecimento normal, e
concluiu que a expressdo do receptor citado mostrou-se mais baixa no estagio adulto jovem, e

mais alta no estagio idoso (LEE et al., 2010).

A melatonina tem sido estudada para o controle de diversos processos onde age por
acao direta em seus receptores cuja presenca em diferentes regides sugere especializacdo no
controle de funcdes fisioldgicas (REITER et al., 2007; LACOSTE et al., 2015).

Sabe-se que a producdo de melatonina € alterada durante o envelhecimento, porém
autores descrevem a possibilidade de haver aumento do nimero de receptores de melatonina
como forma compensatoria da queda de producdo de melatonina na senescéncia (MAGRI et
al.,, 1997; JUNG-HYNES et al., 2010; LEE et al., 2010). Portanto, o aumento da
imunorreatividade de MT; e MT; ao longo do SAC demonstrado nesse estudo e também no
SNC indica efeito compensatério ja que com o envelhecimento a sintese da melatonina

produzida pela glandula pineal e liberada na corrente sanguinea tende a diminuir.

O aumento de neurdnios imunorreativos a ambos receptores com a idade,
demonstrado no presente estudo sugere que em casos de neuropatologias onde ha queda da
concentracdo de melatonina ocorra o aumento desses receptores, conforme mostrou um grupo
de autores que estudou a imunorreatividade dos receptores MT; e MT, em pacientes com
depressédo, onde afirmaram haver um aumento de receptores MT; no nucleo supraquiasmatico
desses pacientes, ja a respeito de MT, ndo houve alteragcdes (WU et al., 2013). Por outro lado,
em pacientes com Alzheimer foi notado queda na expressdo do receptor MT, no hipocampo
(BAHNA et al., 2014).
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Um estudo mostrou que ap6s administracdo da melatonina em ratos com privagéo de
sono houve reducdo do estresse oxidativo e regulacdo do equilibrio entre a transmissao
GABAérgica e glutamatérgica que encontrava-se alterada devido a privacdo de sono e
consequentemente da alteracdo de melatonina no organismo (ZHANG et al. 2019). Além
disso, ja& foi descrito na regido do hipocampo que a melatonina intensifica o sistema
GABAérgico tornando uma via potencial para os efeitos neuroprotetores da melatonina
(CHENG et al., 2012).

Essa informagéo pode indicar que o aumento dos receptores de melatonina na via
auditiva central pode agir como reguladora da transmissao GABAEérgica, que pode estar
alterada conforme mostramos a partir da analise das CaBPs, co-localizadas com o

neurotransmissor GABA.

Os receptores de melatonina sdo abundantes no SNC e também no SNP, porém suas
funcdes e vias subjacentes permanecem desconhecidas para algumas estruturas especificas
como no caso da via auditiva central e periférica responsaveis pela transmissdo do sinal

acustico até niveis corticais (NG et al., 2017).

Os resultados dessa pesquisa evidenciam as alteragdes neuroquimicas do SNC das
areas auditivas em ratos idosos, especificamente o declinio na expressdo das CaBPs e o
aumento do nimero de receptores de melatonina nos nicleos centrais da via auditiva e
contribuem para a melhor compreensao das alteragcbes do SAC com o envelhecimento. Torna-
se importante ainda a realizacdo de estudos futuros que ampliem e produzam outras
evidéncias nesse ambito a partir de medidas audiolégicas funcionais para uma melhor
compreensdo das bases envolvidas na presbiacusia central. Ressalta-se também que futuras
investigacOes a respeito das acbes dos receptores de melatonina na via auditiva central e suas
variacgoes ao longo do envelhecimento podem contribuir para ampliar as formas de prevencéo

e tratamento de saude auditiva na populacéao idosa.
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8. CONCLUSAO

As CaBPs apresentaram menor expressao nos nucleos do SAC no grupo idoso. Os
receptores de melatonina MT; e MT, apresentaram maior expressdo nos nucleos do SAC no
grupo idoso. O grupo idoso apresentou ainda maior volume dos neurdnios PV-IR no coliculo

inferior e menor volume dos neurdnios CB-IR no corpo geniculado medial.
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