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RESUMO

O zumbido neurossensorial € uma sensac¢éo auditiva, cuja patogénese envolve o estresse
oxidativo, pois pode promover alteracdo na morfologia coclear. Como o extrato hidroetandlico
de prépolis vermelha (EHPV) possui propriedade antioxidante, pode atuar positivamente no
tratamento desse sintoma. Desta maneira, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da administracdo oral do EHPV sobre o zumbido induzido por salicilato de sédio em
roedores. Fizeram parte do estudo 21 ratos Wistar machos (250 — 300 g) que foram tratados
durante quatro dias com EHPV (30 mg/kg; grupo salicilato de sédio/extrato hidroetandlico de
prépolis vermelha — SS/EHPV) ou veiculo (grupo salicilato de sodio/veiculo — SS/VC) por via
oral, e apés uma hora foi administrado salicilato de sddio (350 mg/kg; grupos SS/EHPV e
SS/VC) por via intraperitoneal (i.p.). O grupo controle (CTR) foi pré-tratado com agua destilada
por via oral e recebeu solucdo salina (i.p.). Testes comportamentais foram realizados para
avaliacdo de sinais de ansiedade e depresséao: no terceiro dia os roedores foram submetidos
ao teste comportamental campo aberto e ao pré-teste do nado forcado duas horas apds a
administracdo do salicilato de sodio (SS) ou solugdo salina. No quarto dia, 2h apés a
administracdo do SS ou solucdo salina, foram submetidos aos testes comportamentais
labirinto em cruz elevado e nado forcado. Também no quarto dia e apos a avaliagdo
comportamental foram realizados testes auditivos: timpanometria e emissdes otoacusticas por
produto de distor¢do (EOAPD) e em seguida os roedores foram eutanasiados. As cécleas e
0s nucleos cocleares dos animais foram retirados para analise histomorfolégica por meio da
coloracdo por hematoxilina eosina. Os dados de EOAPD e do teste de nado forcado foram
avaliados por meio de ANOVA de duas vias com medidas repetidas e pds-teste de Bonferroni,
enquanto os demais dados foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-
teste de Dunn. Nao foram observadas alteracbes nas médias de complidncia e pressao no
teste timpanométrico. O grupo SS/EHPV apresentou aumento das amplitudes das EOAPD
nas frequéncias de 6 kHz (p=0,010) e 8 kHz (p=0,002) em relac&o ao grupo SS/VC, que por
sua vez mostrou valores diminuidos em relacdo ao grupo CTR. N&o houve alteracao
emocional, semelhante a ansiedade e depresséo, nos grupos avaliados. O tratamento com
SSresultou em diminuicao da atividade motora, significativamente maior nos animais tratados
com EHPV, semelhantes ao grupo CTR (exploracdo horizontal p=0,04; exploragéao vertical
p=0,003). Na avaliacdo histomorfolégica foi observado atrofia do 6rgdo de Corti e
degeneracdo vacuolar no tecido coclear no grupo SS/VC. O grupo SS/EHPV apresentou
hiperplasia das células ciliadas do 6rgdo de Corti, sem alteracdes histopatoldgicas. O nucleo
coclear do grupo SS/EHPV apresentou aspecto similar ao grupo CTR, com neurbnios
fusiformes e interneurénios unipolares em escova e granulosos, enquanto o grupo SS/VC
apresentou aumento de volume celular dos neurdnios, menor quantidade de neurdnios
unipolares e granulosos em relacdo ao grupo CTR, além de citoplasma volumoso em
neurdnios piramidais. Os achados elucidaram alteracbes compativeis com zumbido em
roedores induzido por SS e efeito protetor do EHPV sobre o sistema auditivo.

PALAVRAS-CHAVE: Zumbido; audi¢do; prépolis; antioxidantes.



ABSTRACT

Sensorineural tinnitus is an auditory sensation of which pathogenesis involves oxidative stress
as it can promote changes in cochlear morphology. As the hydroethanolic extract of red
propolis (HERP) has antioxidant properties, it can have a positive act treating this symptom.
Thus, the present study aimed to evaluate the effect of oral administration of EHPV on sodium
salicylate-induced tinnitus in rodents. Twenty-one male Wistar rats (250 — 300 g) were part of
the study and x treated for four days with HERP (30 mg/kg; sodium salicylate group/red
propolis hydroethanolic extract — SS/HERP) or vehicle (sodium salicylate group /vehicle —
SS/VC) orally, and after one-hour sodium salicylate (350 mg/kg; SS/HERP and SS/VC groups)
was administered intraperitoneally (i.p). The control group (CTR) was pretreated with distilled
water orally and received saline solution (i.p.). Behavioral tests were performed to assess signs
of anxiety and depression. On the third day, the rodents were submitted to the open-field
behavioral test and forced to swim. They’re also pre-tested two hours before, having sodium
salicylate (SS) or saline solution administrated. On the fourth day, two hours after administering
SS or saline solution, they were submitted to the elevated plus-maze and forced to swim again
as a behavioral test. Furthermore, on the fourth day, after the behavioral assessment, auditory
tests were performed, such as tympanometry and distortion product otoacoustic emissions
(OEADP), and then the rodents were euthanized. The cochleas and cochlear nucleus of the
animals were removed for histomorphological analysis using hematoxylin-eosin staining.
OEADP and forced swim tests data were evaluated by two-way ANOVA with repeated
measures and Bonferroni post-test, while the other data were analyzed with the Kruskal-Wallis
test followed by Dunn's post-test. There were no changes in compliance and pressure means
in the tympanometric test. The SS/HERP group showed increased OEADP amplitudes at
frequencies of 6 kHz (p=0.010) and 8 kHz (p=0.002) about the SS/VC group, which showed
decreased values about the CTR group. There was no emotional change, similar to anxiety
and depression, in the evaluated groups. Treatment with SS resulted in reduced motor activity,
significantly greater in animals treated with HERP, similar to the CTR group (horizontal
exploration p=0.04; vertical exploration p=0.003). The histomorphological evaluation showed
atrophy of the organ of Corti and vascular (Seria vascular mesmo?) degeneration in the
cochlear tissue in the SS/VC group. The SS/HERP group presented hyperplasia of the Organ
of Corti hair cells without histopathological alterations. The cochlear nucleus of the SS/HERP
group had an appearance similar to the CTR group, with fusiform neurons and unipolar brush
and granular interneurons. In contrast to them, the SS/VC group showed increased neuron
cell volume, less number of unipolar and granular neurons, and an increase of voluminous
cytoplasm in pyramidal neurons. The findings elucidated alterations compatible with SS-
induced tinnitus in rodents and the protective effect of HERP on the auditory system.

KEYWORDS: Tinnitus; hearing; propolis; antioxidants.
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1 INTRODUCAO

O zumbido é um sintoma auditivo correlato a sujeitos com perda auditiva ou com
limiares auditivos normais. Trata-se de uma sensac¢do auditiva percebida pelo individuo ndo
originada do meio externo (FIGUEIREDO; AZEVEDO, 2013a). Observa-se que sujeitos com
perda auditiva possuem maior probabilidade de apresentar zumbido (OOSTERLOO et al.,
2021), sendo um sintoma comum nas pessoas idosas (STOHLER et al., 2020). Entretanto,
musica alta e barulho de lazer tém sido frequentemente encontrados entre adolescentes e
adultos jovens e séo fatores de risco para o desencadeamento do zumbido (PIENKOWSKI,
2021). Oosterloo et al. (2021) relatam que um a cada cinco idosos tem queixa de zumbido,
enquanto Stohler et al. (2020) verificaram que 80% da populacdo com zumbido avaliada tinha
mais de 40 anos. Quando se refere a zumbido em adolescentes, Rhee et al. (2020) relataram
prevaléncia de 46,5% ao avaliarem 1593 sujeitos.

O zumbido, apesar de ser prevalente como comprometimento auditivo, também pode
ser desencadeado por desordens neuroldgicas, dentarias, fatores psicolégicos, como
estresse e ansiedade, além de efeitos colaterais medicamentosos, especialmente a aspirina
(MAHMOUDIAN-SANI et al., 2017b; ZIAl et al., 2017). De acordo com Delaney et al. (2020) o
salicilato, componente ativo do acido acetilsalicilico, conhecido como aspirina, esta presente
em medicamentos como agente antipirético, analgésico, anti-inflamatério e pode ser um
potencial causador do zumbido. Doses elevadas de saliciltato de sbédio reduzem a
eletromotilidade de células do ouvido interno desencadeando perda auditiva e zumbido
(DURANTE, 2013; HOTH, BALJIC, 2017). Além disso, Santos et al. (2017) verificaram
ativacdo de neurdnios quando encontraram maior expressdo de c-fos no nudcleo coclear e
coliculo inferior de roedores submetidos a alta dosagem de salicilato de sddio, sugerindo maior
excitabilidade neuronal relacionadas ao zumbido.

Assim, como a causa do zumbido é multifatorial, cada vez mais pessoas sofrem com o
sintoma havendo reducédo da qualidade de vida (DREXLER et al., 2016; ROCHA et al., 2017)
e, em muitos casos, associacdo com ansiedade e depresséo (ZIAl et al., 2017).

Muitas vezes o zumbido é uma sequela de um processo patoldgico que produziu uma
leséo coclear e, como consequéncia, ha uma hiperatividade nas vias auditivas, periférica e/ou
central (WANG et al., 2020). Assim, o estresse oxidativo € um fator importante que lesiona o
ouvido interno, j& que pode promover alteracdo na morfologia coclear, além da apoptose das
células da coclea (CIORBA et al., 2013; MAHMOUDIAN-SANI et al., 2017a; PETRIDOU et al.,
2019). A inibicéo de proteinas e de transportadores de glutamato associado ao aumento das
espécies reativas de oxigénio tem sido relatado como favoravel para o desenvolvimento do
zumbido (XIONG et al., 2015; ZHANG et al., 2020).
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Como a fisiopatologia do zumbido ainda ndo é clara, busca-se avaliar o sujeito
individualmente para definir a melhor forma de tratamento de acordo com a suposta causa do
sintoma. Sendo assim, h4 uma busca constante de novos processos terapéuticos e uma das
formas de tratamento para o zumbido € o uso de produtos naturais (MAHMOUDIAN-SANI et
al., 2017a, b; PROCHAZKOVA et al., 2018), devido a acéo antioxidante. De acordo com
Caieiro e Marcucci (2010), em avaliacdo de formulacbes comerciais para o tratamento do
zumbido a base de Ginkgo biloba, quando os teores de flavonoides foram mais altos, houve
maior atividade antioxidante, pelo teste 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH). Assim, ao neutralizar
os radicais livres, 0 estresse oxidativo no sistema auditivo € minimizado, sendo esta uma
alternativa promisora para o tratamento do zumbido.

Nessa proposta se tem a prépolis vermelha, um produto natural de origem apicola que
exerce acao antioxidante (CABRAL et al., 2009; FROZZA et al., 2013), que pode ser benéfica
para o tratamento do zumbido. A acdo antioxidante da prépolis vermelha se d4,
principalmente, em funcdo da alta concentracdo de compostos fendlicos e flavonodides.
Machado et al. (2016) encontraram em extrato de prépolis vermelha teor fendlico de 300,36 +
0,01 mg EAG/qg e teor de flavonoide de 57,60 + 0,01 mg EQ/g. Frozza et al. (2013) relataram
gue a prépolis vermelha coletada no estado de Sergipe, Brasil, possui alta propriedade
antioxidante capaz de eliminar radicais livres, através de estimulacéo de enzimas do sistema
antioxidante (catalase, superéxiso dismutase-SOD). Desta forma, o estresse oxidativo no
ouvido interno, causador do zumbido, pode ser minimizado com o uso do extrato da propolis
vermelha. Além disso, por ser a prépolis vermelha um produto natural caracteristico da regiao,
0 estudo contribui para a valorizacao do seu uso farmacoterapéutico, como também para o

desenvolvimento econdmico regional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor da administracdo oral do extrato hidroetandlico da prépolis

vermelha (EHPV) sobre o zumbido induzido por salicilato de sédio em roedores.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a eletromotilidade das células ciliadas da coclea em roedores com zumbido

induzido por SS tratados ou ndo com EHPV;

Avaliar o comportamento emocional (ansiedade e depresséo) e a atividade motora dos

animais em estudo, em funcdo dos tratamentos;

Caracterizar o efeito do tratamento com EHPV sobre as altera¢cdes morfologicas da

cOclea e do nucleo coclear, induzidas pelo SS.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia do zumbido

O zumbido é uma sensac¢do auditiva percebida pelo individuo, classificado em auditivo,
gue pode ser gerado por alteragdes nas orelhas externa e média, céclea e nas vias auditivas
centrais (ESMAILI, RENTON, 2018), e para-auditivo ou somatossensorial, que sao sons
gerados por estruturas musculares e vasculares percebidos pela céclea (AHSAN et al., 2015;
AFIF et al., 2020).

O sintoma pode ser caracterizado de diversas formas: chiado, apito, cigarra, panela
de pressao, motor, grilo, pulsa¢éo, papel amassando, bater de asas. Esta descri¢ao feita pelo
individuo é conhecida por caracterizar o tipo de zumbido (FIGUEIREDO; AZEVEDO, 2013a,;
COELHO et al., 2020). Além disso, determina-se a localizacdo, que pode ser na cabega ou
nos ouvidos; a duracao, que se refere ao tempo em que o zumbido é percebido: constante,
intermitente ou flutuante; a frequéncia, que pode ser grave, média ou aguda; e a intensidade,
gue corresponde ao volume do zumbido (SANCHEZ; FERRARI, 2004; COELHO et al., 2020).

O zumbido somatossensorial é gerado a partir de alteragdes musculares na coluna
cervical (BOUSEMA et al., 2018), ocluséo dentaria inadequada (AVOGLIO, 2019), desvios da
articulacédo temporomandibular (BERNHARDT et al., 2011); ou altera¢des no sistema vascular
arterial ou venoso, quando o zumbido € identificado como pulséatil e surge a partir de
malformacéo arterial, alteracdo do fluxo vascular devido anemia, febre, gravidez (AHSAN et
al., 2015; AFIF et al., 2020).

Quando se refere ao zumbido auditivo neurossensorial, na maioria dos casos se
desenvolve em consequéncia de lesdes cocleares, como perda de audicdo decorrente de
trauma acustico, presbiacusia ou administracdo de drogas ototoxicas (LANGGUTH et al.,
2013). Porém, alteracbes de orelha externa, como otite externa e cerume excessivo, e de
orelha média, como otosclerose, otite média e colesteatoma, também podem ser causas de
zumbido auditivo (ESMAILI, RENTON, 2018; COELHO et al., 2020). De acordo com Manche
et al. (2016) os fatores etiol6gicos mais prevalentes que levam ao desenvolvimento de
zumbido associado a perda auditiva sdo otite média, presbiacusia e otosclerose.

O zumbido pode ocorrer em qualquer fase da vida, mas a maior prevaléncia ocorre em
idosos, provavelmente em funcgéo da deterioracéo dos sistemas auditivo e vestibular (AHMAD;
SEIDMAN, 2004; ALMEIDA et al., 2005). A prevaléncia de perda auditiva em idosos acima
de 70 anos foi de quase dois tercos da populacdo avaliada nos Estados Unidos (LIN et al.,
2011) e esta associada a presenca do zumbido (GIBRIN et al., 2013; MANCHE et al., 2016),

porém a literatura é controversa e relata casos em que o0 sintoma ndo esta associado a
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presenca de perda auditiva (OLIVEIRA et al., 2015), uma vez que ha presencga em individuos
com limiares auditivos normais (ROCHA et al., 2017).

A exposicdo sonora de forma inadequada, seja em ambiente laborativo ou de lazer,
também pode gerar prejuizos auditivos, como a perda auditiva e a presenca de zumbido
auditivo neurossensorial. Muitas vezes ha uma relagcé@o entre tempo de exposicdo ao ruido e
zumbido (BHATT et al., 2016). Sujeitos entre 12 e 19 anos usuarios de fones de ouvidos foram
avaliados quanto aos habitos e queixas auditivas, e verificou-se presenca de zumbido em
33,33% deles. Destacou-se correlacdo positiva entre o tempo de exposicdo e presenca de
zumbido (CORREA et al.,, 2016). Entretanto, estudos também evidenciam presenca de
zumbido em trabalhadores expostos a ruido com limiares auditivos dentro da normalidade
(BOGER et al., 2016).

O efeito colateral de alguns medicamentos e a toxicidade de outros, como aspirina,
diuréticos, aminoglicosideos e quinina (TREVINO-GONZALEZ et al., 2020) também podem
desencadear zumbido. E sabido que o salicilato, componente ativo da aspirina, esta presente
em varios medicamentos como agente antipirético, analgésico, anti-inflamatorio e pode ser
causador de zumbido (DELANEY et al.,, 2020). O uso da aspirina € muito difundido no
tratamento de osteoartrite, cefaleia e prevencao de tromboembolismo (DURNAS, CUSACK,
1992), porém a overdose do salicilato pode desencadear a percepc¢ao do zumbido (DELANEY
et al., 2020) em decorréncia a toxicidade (CAZALS, 2000). Ha estudos que revelam
associacdo entre zumbido e comorbidades como hipertenséo arterial e diabetes (GIBRIN et
al., 2013; KIM et al., 2015), possivelmente pelo efeito dos medicamentos utilizados.

Ha relatos de efeitos ototoxicos das drogas cloroquina e hidroxicloroquina, usadas para
tratamentos de patologias como HIV, lupus, artrite reumatdide e, recentemente, em pacientes
com coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19), que causaram danos as estruturas da orelha
interna, resultando em perda auditiva, zumbido e/ou tontura. Os sintomas auditivos foram
temporarios ou permanentes e estavam relacionados a variabilidade no tempo de uso das
drogas. Houve casos em que a audicao voltou ao normal e outros, que melhorou quanto ao
grau, porém foi mantida a perda auditiva (PRAYUENYONG et al., 2020).

A presenca de zumbido pode levar a alteragdes psicoemocionais e seu portador pode
desenvolver ansiedade e depressao (PATTYN et al., 2015; ZIAl et al., 2017). Na maioria das
vezes é dificil identificar se 0 zumbido é precursor de ansiedade e depressédo ou se ocorre 0
contrario (ROSA et al., 2012; KARAASLAN et al., 2020), entretanto, é sabido que a incidéncia
de doencas mentais em portadores de zumbido leva a baixa autoestima, o0 que gera uma
maior tendéncia ao suicidio (ROSA et al., 2012). Geocze et al. (2013) avaliaram associa¢céo
entre os sintomas depressivos e diagnostico de depressédo relacionado ao zumbido.
Observou-se que a depressdo esta relacionada ao zumbido, seja predispondo a uma ma

adaptacdo ao zumbido ou como uma consequéncia da gravidade dele.
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Durante a pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, foram avaliados 3103
sujeitos com zumbido pré-existente de 48 paises do mundo. Entre os sujeitos que
apresentaram sintomas do COVID-19, 40% referiram piora do zumbido. Dos sujeitos que ndo
sofreram com o COVID-19, 32% relataram piora do zumbido e associaram a consequéncias
sociais e emocionais causadas pelo periodo de pandemia. Aumento da depresséo,
ansiedade, irritabilidade e preocupacdes financeiras contribuiram para que o zumbido fosse
mais incbmodo, além do isolamento social, uso de fones de ouvidos para aulas ou reunibes
online e a tenséo cervical devido muitas horas usando computador (BEUKES et al., 2020).

Pinto et al. (2014) corroboram com a literatura vigente, uma vez que os portadores de
zumbido neurosensorial apresentam correlagdo entre gravidade do zumbido e presenca de
transtorno psiquiatricos, principalmente ansiedade e depressdo. Acrescentaram que a
prevaléncia destes transtornos nos portadores de zumbido foi elevada, com impacto
significativo na qualidade de vida dos mesmos. Da mesma forma, Rocha et al. (2017)
detectaram reducdo na qualidade de vida de portadores de zumbido com ou sem perda

auditiva associada.

3.2 Fisiopatologia do zumbido

A fisiopatologia do zumbido ainda é complexa, porém estudos elucidam que o0 mesmo
se refere a uma acdo compensatéria da atividade neural do sistema auditivo central
(ROBERTS et al.; 2010; MAO et al., 2012; ZHANG et al., 2016).

A reorganizacdo do sistema auditivo ocorre quando ha variacdo na entrada auditiva,
seja por reducdo da entrada de estimulos por lesGes cocleares, ou por aumento, apds a uso
de aparelhos auditivos ou implantes cocleares (KAPPEL et al.,, 2011). Assim, alguns
pesquisadores sugerem que o mecanismo do zumbido ocorre frente ao desequilibrio da
plasticidade auditivo somatossensorial no nucleo coclear do tronco encefalico (DEHME et al.,
2012; KOEHLE et al., 2013), causando degeneracao de neurdnios do sistema auditivo central
em decorréncia, possivelmente, da compensacdo dos danos decorrente da reducdo da
entrada da via auditiva periférica (BROZOSKI et al., 2017). Jastreboff (1990) propés um
modelo neurofisiolégico em que o zumbido est4 relacionado com o sistema limbico, sendo
este responsavel pela inibicdo do sintoma que foi gerado pelo sistema auditivo. Quando ocorre
um dano no sistema limbico a ineficiéncia da interagcdo dos sistemas auditivo-limbico impede
a inibicdo do zumbido (JASTREBOFF, HAZELL, 1993; LEAVER et al., 2016).

Em muitos casos o zumbido se desenvolve a partir de lesbes cocleares decorrentes da
perda da audicdo de forma suUbita, por trauma acustico, pelo envelhecimento do sistema

auditivo, bem como pelo uso de medicamentos ototéxicos, 0s quais afetam a atividade
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neuronal normal (LANGGUTH et al., 2013). Observa-se que doses elevadas de salicilato de
sbdio reduz a eletromotilidade das células ciliadas externas, com prejuizo significativo na
inclinacdo dos cilios das células ciliadas internas, o que provoca menor liberacdo de
neurotransmissores no nervo auditivo (DURANTE, 2013; HOTH, BALJIC, 2017) e ativa
neurénios no nucleo coclear e do coliculo inferior, gerando excitabilidade neuronal
relacionadas ao zumbido (SANTOS et al., 2017).

Pesquisadores que realizaram estudos com salicilato de sédio verificaram alteractes
em sistema auditivo e no comportamento de roedores. Ralli et al. (2010; 2014) avaliaram a
acdo do salicilato de sédio para inducdo do zumbido em roedores. O grupo que recebeu
salicilato de sodio (300 mg/kg) apresentou reducao progressiva da amplitude nas frequéncias
de 8, 12 e 16 KHz, avaliadas no exame emiss@es otoacusticas por produto de distorcédo
(EOAPD), e recuperacdo apOs 24h do término do tratamento. As maiores mudancas
ocorreram 2 h apés a injecao de salicilato em 8 e 12 kHz. Amplitudes retornaram para valores
proximos da linha de base no prazo de um dia apds o tratamento.

Quanto ao comportamento dos roedores, Jones e May (2017) condicionaram ratos a
beberem agua durante exposi¢cdo a um ruido ambiental e observaram que os animais que
foram submetidos a administracdo de salicilato de sédio (250 mg/kg) mantiveram a acao de
beber &gua mesmo sem exposi¢cdo ao som ambiental, indicando presenc¢a de zumbido. Pace
et al. (2016) também observaram a mudanca de comportamento dos roedores que foram
submetidos a injecdo de 350 mg/kg de SS ao realizarem 0 mesmo teste.

Neri et al. (2006) relataram que a disfungéo da microcirculagédo no ouvido interno pode
gerar apoptose dos neurdnios auditivos e das células ciliadas. Ao mesmo tempo, podem
ocorrer alteragfes plasticas nos sistemas neurotransmissores no nacleo coclear, dentre os
guais destaca-se o0 Oxido nitrico, o qual é produzido pela enzima sintase de 6xido nitrico
neuronal (NNOS). O aumento da expressdo nNOS em neurbnios do nucleo coclear é um
importante neuromodulador do zumbido (ZHENG et al., 2006; COOMBER et al., 2015; CAO
et al., 2019).

Niveis de estado oxidante total, indice de estresse oxidativo e atividade da enzima
prolidase sérica foram maiores em pacientes com zumbido quando comparado ao grupo
controle em estudo realizado por Ekince e Kamasak (2020), o que sugere relacdo com a
etiopatogenia do zumbido, jA que o estresse oxidativo pode levar a degeneracdo coclear
(CIORBA et al., 2013).

O aumento das espécies reativas de oxigénio esta associado a inibicdo das proteinas,
Cx26 (MARTINEZ et al., 2009; XIONG et al., 2015) e KCNQ1 (XIONG et al., 2015), como
também, a inibicdo da expressédo do transportador de glutamato VGLUT3, que foi encontrada
nas células ciliadas internas de roedores expostos a salicilato de sddio, pode contribuir para

o desenvolvimento do zumbido (ZHANG et al., 2020). Le Prell et al. (2011) acrescentaram que
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0 aumento do glutamato, neurotransmissor excitatorio, pode levar a inflamacgéo das células
ciliadas do 6rgdo de Corti e gerar zumbido. Além disso, 0 aumento da girificacdo do cortex
pré-frontal dorsomedial, observados em sujeitos com zumbido constante, pode ser uma das
causas desse sintoma (LEAVER et al., 2012).

3.3 Tratamento para o zumbido

A busca pelo tratamento do zumbido inicia-se pela identificagdo da causa desse
sintoma. Quando identificada é possivel estabelecer o tratamento mais adequado. Para o
zumbido somatossensorial busca-se tratar a causa, ou seja, as alteracbes musculares de
coluna cervical (BOUSEMA et al.,, 2018), desvio de articulagdo temporomandibular
(BERNHARDT et al., 2011; BOUSEMA et al., 2018), neoplasias, doencgas vasculares (AHSAN,
et al., 2015). Sendo assim, a fisioterapia e a acupuntura sdo procedimentos que podem
minimizar as alteragfes musculares e trazer redu¢éo do incébmodo com o zumbido (VINAGRE;
GUARIENTO, 2018; COTE et al., 2019).

Para o zumbido auditivo causado por doencas de orelha externa e orelha média, o
objetivo deve ser o tratamento das altera¢des, como otite média (KIM et al., 2011; KIM et al.,
2018). Portadores de otite média crénica tiveram zumbido reduzido apos timpanoplastia. A
avaliacao foi realizada através do questionario Tinnitus Handicap Inventory e da Escala
Analdgica Visual (KIM et al., 2018).

Nos casos de zumbido auditivo neurossensorial, causados por lesdo na cdclea ou nas
vias auditivas centrais, sdo realizados tratamentos com terapia acustica, a qual inclui sons
mascarantes e aparelhos de amplificagdo sonora individual. Portadores de zumbido crénico
decorrente de trauma acustico foram acompanhados por dois anos e avaliados quanto aos
efeitos de ambas as terapias acusticas. Os pesquisadores observaram que a amplificacéo
sonora € mais eficaz quando comparado ao gerador de som, possivelmente devido a
recuperacdo da funcdo auditiva e da neuroplasticidade gerada pela amplificagdo auditiva
(JALILVAND et al., 2015).

O uso de agentes farmacolégicos é outra forma de tratamento do zumbido
neurosensorial (ZENNER et al., 2017). Por considerar que haja semelhanca do zumbido com
distirbios do sistema nervoso central, como depressdao, ansiedade e insbdnia, séo
administrados farmacos anticonvulsivantes, antidepressivos, ansioliticos, antagonistas dos
receptores de glutamato, antiarritmicos ou relaxantes musculares para portadores de zumbido
(LANGGUTH; ELGOYTHN, 2012). Muitas vezes o zumbido é reduzido com o controle

medicamentoso da ansiedade e da depressao (ZIAl et al., 2017).
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Nos casos de zumbido auditivo neurossensorial, com lesfes no sistema auditivo
periférico ou central causadas por exposicdo a ruido, presbiacusia, uso de farmacos para
comorbidades como hipertensao arterial, diabetes mellitus e depressdo (ONISHI, 2004;
FIGUEIREDO; AZEVEDO, 2013b), o uso de produtos naturais pode ser benéfico. Apesar de
ser um sintoma comum, a maioria das opc¢des de tratamento objetiva melhorar o impacto ao
invés de oferecer a cura, a qual é dificil de ser alcancada (MCFERRAN et al., 2019).

Produtos naturais com efeito relaxante, analgésico, outros com efeito sedativo para
tratamento do sistema nervoso ou com potencial para melhorar fun¢des cognitivas vém sendo
exploradas a fim de definir caracteristicas botanicas e o beneficio para a saude (AVATO,;
ARGENTIERI, 2018).

O extrato de Ginkgo biloba com suas a¢fes antioxidante, vasodilatadora (UDE et al.,
2013) e antiapoptética (YANG et al., 2011) é o produto natural utilizado pelas industrias
farmacéuticas e é o mais requisitado pela equipe médica para o tratamento do zumbido
(MAHMOUDIAN-SANI et al., 2017b; ZENNER et al., 2017; PROCHAZKOVA et al., 2018).
Flavonoides e terpenos sdo os principais constituintes ativos do extrato do Ginkgo biloba 761
(EGb 761) (KRATZ et al., 2008; CAIEIRO, MARCUCCI, 2010), sendo que o elevado teor de
flavonoides, possivelmente, é o responsavel pela acédo antioxidante deste extrato (CAIEIRO,
MARCUCCI, 2010), o que faz neutralizar os radicais livres e evitando o estresse oxidativo nas
células auditivas.

Estudos com o extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) evidenciaram melhora significativa
do zumbido, uma vez que portadores relataram a reducao do sintoma, por questionarios (Mini-
Tinnitus Questionnaire - Mini-TQ; Tinnitus Handicap Inventory - THI) e por escala analégica
visual ou numérica (PROCHAZKOVA et al., 2018; RADUNZ et al., 2020). Roedores também
foram testados quanto ao efeito do EGb 761 e obtiveram redu¢cédo do zumbido, avaliado por
teste eletrofisologico de potencial evocado do tronco encefalico e por inibigdo por pré-pulso
da resposta de sobressalto (TZIRIDIS et al., 2014; KRAUSS et al., 2016).

Outros produtos naturais também tém sido testados na busca da melhoria do zumbido.
Kim et al. (2015) avaliaram o efeito do ginseng vermelho coreano em sujeitos adultos com
zumbido croénico e verificaram que houve melhora do handicap do zumbido e do nivel de
qgualidade de vida ap6s o uso do produto natural por quatro semanas. Entretanto, um
composto da medicina tradicional chinesa (Er Ming Fang - EMF01) foi testado em roedores
com zumbido induzido por salicilato de s6dio e nao foi verificado efeito significativo com o
tratamento (ZHENG et al., 2010).

Savastano et al. (2007) verificaram redu¢édo do zumbido em sujeitos tratados com um
composto de fosfolipidios e vitaminas (glicerofosforilcolina, glicerofosforiletanolamina, b-
caroteno, vitamina C, vitamina E). Houve reducao do nivel de espécies reativas de oxigénio

ap6s o tratamento antioxidante de pacientes com zumbido idiopatico, além da reducédo da
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percepcédo do sintoma. Petridou et al. (2019) testaram em grupo de portadores de zumbido
uma suplementacdo de antioxidantes e verificaram que o desconforto e a intensidade do
zumbido foram reduzidos quando comparados com o grupo controle. Foi verificado melhoria
na mudanca da expressdo das proteinas Cx26 e KCNQ1, presentes na estria vascular,
avaliadas em porcos expostos a ruido quando tratados por radix astragali, um antioxidante
natural (XIONG et al., 2015).

Apesar da vasta literatura acerca da tematica envolvida com tratamento para o0 zumbido,
esta continua sendo um desafio (MAKAR et al., 2017). Como antioxidantes sdo substancias
capazes de atrasar ou inibir o estresse oxidativo, causado pelo desequilibrio entre os
compostos oxidantes e antioxidantes, o que gera danos as células (BARBOSA et al., 2010),
€ sabido que a combinacdo de antioxidantes dietéticos previne ou retarda les6es oxidativas
gue geram perda auditiva (HEMAN-ACKAH et al., 2010) e tem mostrado efeito positivo para
o tratamento do zumbido. Em adic&o, os produtos naturais compartilham as propriedades de

diminuicdo na producéo de espécies reativas de oxigénio (XIONG et al., 2012a, b).

3.4 Prépolis vermelha

A prépolis, composto envolvido no presente estudo, € uma mistura complexa, resinosa
produzida por abelhas a partir de partes de plantas como brotos, ramos, florais e exsudatos
(SILVA, 2006; MONZOTE et al., 2012). E usada por abelhas como material de isolamento,
esterilizacdo, impermeabilizacdo, vedacdo e tratamento antiséptico para evitar a
contaminagdo por animais invasores (MARCUCCI, 1996; MARCUCCI, 2001; LONGHINI,
2007).

No Brasil sdo descritas diferentes propriedades biolégicas e quimicas que variam de
acordo com a sazonalidade regional e sdo agrupadas em 13 tipos (BANKOVA et al., 2000;
SFORCIN et al., 2000; TRUSHEVA et al.,, 2006). Sua colora¢do pode variar do marrom
escuro, esverdeado a avermelhado (LOTFY, 2006; INOUE et al., 2007).

A propolis é conhecida pela variedade de atividades farmacoldgicas, como a acao anti-
inflamatoria, antioxidante (DE MENDONCA et al., 2015), antiproliferativa, antidiabética,
anticancerigena (PINHEIRO et al., 2014), antimicrobiana (GRENHO et al., 2015), antiviral,
antifingica e antibacteriana (RISTIVOJEVIC et al., 2015). A diversidade de propriedades
biolégicas da prépolis vermelha se d4 em fungédo dos flavonoides e dos acidos fendlicos
(DAUGSCH et al., 2008; DE MENDONCA et al., 2015; ANDRADE et al., 2017).

A prépolis vermelha é encontrada no Brasil (DAUGSCH et al., 2008), bem como em
Cuba, China, México e Venezuela (REGUEIRA NETO et al., 2017), e é associada a diferentes

origens botanicas. Em Cuba Clusia nemorosa (Clusiaceae) é a fonte vegetal da propolis
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vermelha e, na Venezuela, Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006; PICCINELLI et al.,
2011). No México, a propolis tem a mesma origem botéanica brasileira, exsudato do caule da
Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub, Fabaceae, coletada por abelhas Apis mellifera (Apidae).
No Brasil, a propolis vermelha, coletada da planta conhecida como rabo-de-bugio, €
encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Roraima e Sergipe (LOTTI
etal., 2010; LOPEZ et al., 2014; RUFATTO et al., 2017).

Frozza et al. (2013) relataram que o extrato hidroalcdolico da prépolis vermelha (EHPV)
proveniente de Sergipe apresenta grande concentracdo de formononetina, isoliquiritigenina,
liquiritigenina, madicarpina e biochanina A em sua composi¢&o quimica. Tem como marcador
guimico a formononetina (RIBEIRO et al., 2015), uma isoflavona que atua em diferentes
processos fisiol6gicos. Os compostos quimicos majoritarios encontrados na prépolis vermelha
do estado de Alagoas foram daidizeina, formononetina e biochanina A (MENDONCA et al.,
2020a).

De acordo com Da Silva et al. (2015), ao investigar toxicidade do EHPV, a dose letal
mediana (DL 50) na avaliacdo da toxicidade aguda foi encontrada acima de 300 mg/kg, e a
toxicidade subaguda foi encontrada nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg, demonstrada por
meio de sinais clinicos, altera¢cdes hematolégicas e pela massa dos érgaos, podendo causar
leve toxicidade.

Frozza et al. (2013) detectaram atividade antioxidante no extrato hidroetandlico da
propolis vermelha sergipana, com ICso de 270,13 pg/mL, que confirma potencial de eliminagao
de DPPH. Andrade et al. (2017) avaliaram os extratos hidroalcéolico das propolis marrom,
verde e vermelha do nordeste brasileiro e, também, relataram grande potencial antioxidante,
especialmente da prépolis vermelha, determinado pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP.
Dantas Silva et al. (2017) avaliaram varios tipos de prépolis de diferentes regides do Brasil e
verificaram, pelo método ABTS, que a propolis vermelha apresenta maior propriedade
antioxidante quando comparada com as propolis marrom e verde. Estudo desenvolvido por
Mendonga et al. (2020b) atribuiu a atividade antioxidante do extrato hidroalcéolico de propolis
vermelha coletada no municipio de Brejo Grande/Sergipe/Brasil (ICso de 294 ug/mL) o efeito
gastroprotetor por inibir o desenvolvimento de Ulceras gastricas em roedores. Estudos
atribuem a acdo protetora da prépolis vermelha contra o estresse oxidativo aos &cidos
fendlicos e flavonoides, uma vez que sao capazes de eliminar os radicais livres (RIGHI et al.,
2011; ANDRADE et al., 2017).

A acdo anti-inflamatoria também foi encontrada no extrato hidroalcodlico da prépolis
vermelha sergipana, assim como na isoflavona formononetina, de acordo com estudo de
Lima-Cavendish et al. (2015). Os pesquisadores relataram inibicdo da dor inflamatoria
induzida por glutamato com a administracdo do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha

nas dosagens de 10 e 30 mg/kg em roedores. Bueno-Silva et al. (2017) demonstraram o
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potencial anti-inflamatério da prépolis vermelha sergipana através da modulagéo das vias NF-
KB e MAPK, que inibem a expressao de citocinas pro-inflamatérias e diminuem a expressao
de genes de familias de citocinas pré-inflamatérias. Batista et al. (2018) avaliaram roedores
expostos a radiacdo UVB e atribuiram a acao fotoprotetora da prépolis vermelha do estado
de Alagoas as suas propriedades anti-inflamatoria e antioxidante. A agéo anti-inflamatéria da
propolis vermelha também foi detectada no estudo de Barbosa Bezerra et al. (2017) ao
avaliarem tratamento de roedores com colite ulcerativa induzida. O EHPV 10 mg/kg reduziu
significativamente a expressao de iINOS quando comparado ao grupo com colite ulcerativa
induzida néo tratado com EHPV 10 mg/kg.

Liang et al. (2014) avaliaram roedores com leséo cerebral e observaram inibicdo de
processos apoptéticos e melhoria de déficit neuroldégico com o uso da formononetina,
marcador quimico da propolis vermelha, atribuindo as suas acdes antiapoptética e
neuroprotetora. Barbosa et al. (2016), em estudo de lesdo do nervo ciatico de roedores,
elucidaram acao neuroprotetora da propolis vermelha coletada no municipio Brejo Grande/SE,
uma vez que promoveu regeneracao e recuperacao funcional acelerada apds compressao do
nervo ciatico. A¢do neuroprotetora da prépolis vermelha coletada no mesmo municipio
também foi evidenciada no tratamento de roedores com lesdo medular quando se observou
diminuicdo de morte neuronal (DOS SANTOS, 2018). Da mesma forma, foi observado efeito
antidiscinético em roedores tratados com EHPV verificado em testes de comportamento e
avaliagdo imunohistoquimica neuronal (BARROSO, 2019).

3.5 Testes auditivos

3.5.1 Timpanometria

A timpanometria é um dos métodos objetivos utilizados no diagndstico audiolégico
funcional de orelha média imprescindivel para verificar a integridade da membrana timpénica
e do sistema timpano ossicular para a conducao do som até a orelha interna (HOTH, BALJIC,
2017).

O equipamento envia uma pressado de ar em uma orelha por vez com o objetivo de
avaliar o sistema timpano ossicular e a mobilidade da membrana timpanica (JERGER, 1970;
GEAL-DOR et al., 1997; ZHENG et al., 2007). Um gerador de estimulo sonoro transmite a
energia acustica do canal auditivo externo para a orelha média, enquanto o equipamento
exerce uma pressao positiva, +200 DecaPascal (daPa), que é reduzido progressivamente até
atingir a pressdo maxima negativa, -400 daPa. A captacao é realizada pelo microfone, que

gera uma curva timpanométrica como resposta.
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As curvas timpanométricas sdo consideradas normais nos seres humanos quando a
compliancia esta acima de 0,30 (curva tipo A) (ONUSKO, 2004). N&o ha relatos de valores de
normalidade para ratos, porém estudos experimentais com roedores utilizaram a classificagéo
de Onusko (2004), que relata curva timpanométrica com altura normal, elevada e reduzida. O

mesmo autor acrescenta que a curva normal apresenta pico de pressao de ar proximo a zero.

3.5.2 Emissdes otoacusticas por produto de distor¢ao

O teste emissdes otoacusticas por produto de distorcdo (EOAPD) permite a avaliacéo
do sistema auditivo periférico e central. As emiss8es sdo sons gerados pela céclea normal e
transmitidos através dos ossiculos e da membrana timpéanica, medidas no conduto auditivo
externo, na presencga de um estimulo acustico (AZEVEDO, 2003).

As EOAPD tém caracteristicas pré-neurais, nao-audiveis e sdo evocadas por dois sinais
sonoros simultaneos de fraca intensidade (f1 e f2), que resultam na formacéao de uma terceira
frequéncia devido a inabilidade da coclea em responder aos dois sinais simultdneos. A analise
das EOAPD ¢ realizada seguindo a relacdo de frequéncia de 2F1 - F2 com relagédo F1:F2 =
1,22 com resolugéo de dois pontos por oitava, realizado nas frequéncias de 1, 1.5, 2, 3, 4, 6,
8 kHz. As frequéncias F1 com intensidade de 65 dBSPL e F2 de 55 dBSPL foram mensuradas
a uma taxa de aceitacéo de ruido de no maximo 10 dB. As EOAPD séo normalmente tracadas
em funcéo das frequéncias tonais primarias, ja que dados demonstram que 2F1-F2 é gerada
na regido da céclea que responde a tons primarios. A andlise das EOAPD é realizada pelo
grafico DPgram que apresenta as amplitudes das respostas (HENLEY et al., 1990; SOUZA et
al., 2008).

3.6 Testes comportamentais

3.6.1 Campo aberto

O teste comportamental campo aberto é utilizado para avaliacdo da atividade motora e
do estado emocional (ansiedade) do animal (SCHMITT; HIEMKE, 1998). Consiste na
mensuracdo de comportamentos expressados ao se colocar um animal em espaco aberto
novo, de onde a fuga do mesmo é evitada pelas paredes que o circundam (WHIMBEY;
DENENBERG, 1967; WALSH; CUMMINS, 1976).
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O animal é colocado no centro de uma arena com dezesseis quadrantes e liberado com
as patas dianteiras no chio. E avaliada a frequéncia de comportamentos de exploragéo
horizontal (nimero de quadrantes percorridos pelo animal com as trés patas - crossings),
exploracdo vertical (manutencdo do animal apenas sobre as patas posteriores - rearing),
entrada na area central, nUmero de bolos fecais expelidos e comportamentos de autolimpeza
(grooming) executados (ROYCE, 1977; DANTAS et al., 2014). De acordo com Hall (1934), a

alta defecacéo indica ansiedade no animal.

3.6.2 Labirinto em cruz elevado

O teste comportamental labirinto em cruz elevado avalia o estado emocional, verificando
a ansiedade de animais de laboratério (PELLOW et al., 1985). Neste teste ocorre o conflito de
aproximacao e esquiva do animal, somado a tendéncia natural de esquivas a locais abertos,
potencialmente perigosos e conflituosos. E o principal teste comportamental utilizado para
avaliar ansiedade em roedores e os efeitos farmacoldgicos de novas drogas (PINTO et al.,
2012). Estudos realizados com animais com zumbido induzido utilizaram o teste labirinto em
cruz elevado (PACE; ZHANG, 2013; LAUER et al., 2018).

O animal é colocado no centro de um labirinto constituido por dois bragos abertos
opostos um ao outro e dois bracos fechados com teto aberto também opostos, que cruzam
perpendicularmente aos abertos. Sdo avaliados o nimero de entrada com as quatro patas e
o tempo de permanéncia nos bracgos abertos e fechados. E indicativo de ansiedade a redugéo
da entrada e do tempo gasto em brago aberto (PELLOW et al., 1985; PINTO et al., 2012).

3.6.3 Nado forcado

Para avaliar comportamento de animais semelhante ao de portadores da patologia
depressao é utilizado o teste nado forcado. Consiste em duas sessfes separadas por um
periodo de 24 horas em que o animal é colocado para nhadar em espaco restrito, de onde ele
nao pode escapar. Inicialmente ha predominio de comportamentos ativos, em que o animal
tenta escapar da situacdo supostamente aversiva. Posteriormente, ha um comportamento
passivo de imobilidade interpretada como falha na persisténcia do comportamento de fuga
(PORSOLT et al., 1978). Esta caracteristica de imobilidade no nado forcado reflete no animal
um estado de desespero semelhante a depressdo (PORSOLT et al., 1978; MICHELAN et al.,
2006; DANTAS et al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo de carater experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade Tiradentes, seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), protocolo numero 030917 (Anexo 1). A

experimentagdo animal foi desenvolvida no periodo de julho/2018 a junho/2019.

4.1 Ensaio biolégico

4.1.1 Materiais

O salicilato de sddio foi fabricado em 03/2016, lote 80013, com validade até 03/2020 e
obtido da empresa Dindmica Quimica Contemporanea LTDA. Foi dissolvido em solugéo salina
e usado para induzir o zumbido nos roedores.

A prépolis vermelha foi obtida dos apiarios do Povoado Brejao dos Negros, municipio
de Brejo Grande, Sergipe, Brasil, em novembro de 2014, nas coordenadas geograficas de
$10°26°25™; 0 36°26°12". O rendimento amostra de propolis vermelha (200 g) foi de 17,46%
m/v e identificados nos espectros de massa 0s seguintes componentes quimicos:
liquiritigenina, formononetina, biochanina A, medicarpina e retusapurporina, conforme descrito
por Dos Santos (2018). A autora acrescenta os resultados da quantificacdo por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplado ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD) dos
marcadores quimicos daidizeina (4,16 = 0,22 ug/mg), formononetina (9,21 = 0,10 yg/mg) e
biochanina A (7,08 + 0,09 pg/mg). O extrato hidroetandlico de prépolis vermelha foi dissolvida
em Tween 80 a 2% e agua destilada e utilizada para investigar efeito protetor na coclea e no
nacleo coclear.

O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foi fabricado pela empresa Neon e
comercializado pela Dindmica Quimica Contemporanea LTDA. Fabricado em 10/08/2018, lote
45994, valido até 09/08/2023. O EDTA foi dissolvido em &agua destilada na propor¢éo 1 g /

100 mL e utilizado para descalcificacdo dos aparelhos auditivos.

4.1.2 Animais

Um total de 21 ratos Wistar machos com idade de trés a quatro meses (250 — 350 Q)
provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes, Aracaju/SE, foram utilizados no

experimento. Os roedores foram alojados em trio em gaiolas com cama de maravalha, em
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temperatura controlada (22°C £ 2°C), regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h e livre

acesso a agua e racdo para roedores.

4.2 Delineamento Experimental

Os animais foram distribuidos em trés grupos e submetidos as avaliacdes auditiva e
comportamental, conforme fluxograma apresentado na Figura 1.

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos: controle -CTR (n=9), salicilato de
sadio/veiculo - SS/VC (n=6) e salicilato de sddio/extrato hidroetandlico de propolis vermelha -
SS/EHPV (n=6). Foram submetidos a testes auditivos (timpanometria e emissbes
otoacusticas por produto de distorcdo) e comportamentais (campo aberto, labirinto em cruz
elevado e nado for¢cado). Durante quatro dias receberam EHPV (30 mg/kg; grupo SS/EHPV)
ou veiculo (tween 80 a 2% em é&gua destilada; grupo SS/VC) por via oral (0,5 mL) (LIMA-
CAVENDISH et al., 2015) e ap6s uma hora foi administrado salicilato de sédio (350 mg/kg;
grupos SS/EHPV e SS/VC) (RUTTIGER et al., 2003; RADZIWON et al., 2015; PACE et al.,
2016; JONES; MAY, 2017) por via intraperitoneal - i.p. (0,5 mL). O grupo CTR foi pré-tratado
com agua destilada (0,5 mL, via oral) e recebeu solugédo salina (0,5 mL, i.p.). O teste
comportamental campo aberto e o pré-teste do nado forgado foram realizados duas horas
apos a administracdo do salicilato de s6dio ou solucao salina no terceiro dia. No quarto dia,
2h ap6s a administracdo do salicilado de sodio ou solucdo salina, os roedores foram
submetidos aos testes comportamentais labirinto em cruz elevado e nado for¢cado (LAUER et
al., 2018), como também a inspecdo do meato acustico externo, timpanometria e emissfes

otoacusticas por produto de distor¢ao e, em seguida, foram eutanasiados.

4.3 Testes auditivos

Para a avaliacdo da funcdo auditiva, os roedores foram anestesiados por via
intraperitoneal através da combinacao de cetamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (14 mg/kg, i.p.),

1 mL/100 g (KRAUSS et al., 2016; SOYALIC et al., 2016; JONES, MAY, 2017) e alocados em
sala silenciosa com temperatura ambiente de 22°C + 2°C a fim de realizar os testes auditivos.
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Figura 1 — Fluxograma da abordagem experimental (Grupo CTR - grupo nao lesionado, tratado com
agua destilada; Grupo SS/VC - grupo lesionado com salicilato de sodio 350 mg/kg, tratado com veiculo
tween 80 a 2% em agua destilada; Grupo SS/EHPV - grupo lesionado com salicilato de sédio 350
mg/kg, tratado com extrato hidroetandlico de prépolis vermelha 30 mg/kg).

4.3.1 Inspecdo do meato acustico externo

Ainspecédo do meato acustico externo foi realizada com o uso de otoscépio (Welch Allyn,
Pocket Junior, 22840, SP, Brasil) com espéculos esterilizados. Os animais que néo
apresentaram obstrucao de meato acustico externo foram submetidos ao exame de medidas
de imitancia acustica com a pesquisa da curva timpanométrica (FROTA, 2003); os que

apresentaram obstrucao de meato acustico externo foram excluidos do estudo.

4.3.2 Timpanometria

A timpanometria foi realizada com a introducdo de uma sonda com tom de 226 Hz na
orelha do animal (Figura 2) com oliva para recém-nascido com o uso do equipamento
imitancidmetro (Interacoustics, AT 235, Dinamarca, USA), calibrado de acordo com a
resolucdo n° 365 de 30 de margo de 2009 do Conselho Federal de Fonoaudiologia. O
equipamento enviou uma pressao de ar em uma orelha por vez. O gerador de estimulo sonoro
transmitiu a energia acustica do canal auditivo externo para a orelha média, enquanto o
equipamento exerceu uma pressado positiva, +200 DecaPascal (daPa), que foi reduzido

progressivamente até atingir a pressdo maxima negativa, -400 daPa (JERGER, 1970; GEAL-
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DOR et al., 1997; ZHENG et al., 2007). A captacéo foi realizada pelo microfone, que gerou
uma curva timpanométrica como resposta e foi utilizada a classificacdo de Onusko (2004)
para interpretagdo dos resultados: curva timpanométrica normal quando apresentou pico de
pressdo de ar proximo a zero, e curvas elevadas ou reduzidas foram classificadas como
alteradas.

Os animais que apresentaram curvas timpanomeétricas normais foram incluidos no

estudo.

Figura 2 — Teste auditivo timpanometria.

4.3.3 Emissdes otoacusticas por produto de distorcédo

O teste emissBes otoacusticas por produto de distor¢ao foi realizado com o uso do
equipamento Otodynamics, OTOPORT TE+DP, Reino Unido, Inglaterra, devidamente
calibrado (Figura 3) e investigadas as frequéncias de 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8 kHz. Foi introduzida
uma sonda em cada orelha do animal por vez que emitiu dois sinais sonoros simultdneos de
fraca intensidade (f1 e f2). A frequéncia F1 teve as intensidades de 65 dBSPL e F2 de 55
dBSPL mensuradas a uma taxa de aceitacdo de ruido de no maximo 10 dB e resultaram na
formacéo de uma terceira frequéncia. A andlise das EOAPD foi realizada seguindo a relacéo
de frequéncia de 2F1 - F2 com relagéo F1:F2 = 1,22 com resolugao de dois pontos por oitava.
As EOAPD sado normalmente tracadas em funcdo das frequéncias tonais primarias, ja que
dados demonstram que 2F1-F2 é gerada na regido da céclea que responde a tons primarios.
A analise das EOAPD foi realizada pelo grafico DPgram que apresentou as amplitudes das
respostas e foram consideradas como presentes quando a amplitude foi = 3dB em relacéo ao
nivel de ruido (HENLEY et al., 1990; SOUZA et al., 2008; RALLI et al., 2014; SOYALIC et al.,
2016; SALIHOGLU et al., 2018; CUI et al., 2019; PARHAM et al., 2019).
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Figura 3 - Teste auditivo emissdes otoacusticas por produto de distorcao.

4.4 Testes comportamentais
4.4.1 Campo aberto

O equipamento utilizado para o teste comportamental campo aberto, arena, foi
confeccionado em madeira, recoberto de formica na cor branca. Consiste em um quadrilatero
com 4830,25 cm? de area e paredes com 34,5 cm de altura, cuja base € subdividida em
dezesseis quadrantes. O animal foi colocado no centro da arena e liberado com as patas
dianteiras no chéo. Entre o teste de um animal e outro, a arena foi limpa com alcool para evitar
a influéncia do cheiro de outros animais (Figura 4).

O comportamento do animal foi registrado em video e avaliado por cinco minutos os
seguintes parametros: frequéncia dos comportamentos de exploracao horizontal (hGmero de
guadrantes percorridos pelo animal com as trés patas), exploragéo vertical (manutencéo do
animal apenas sobre as patas posteriores), entrada na area central, nimero de bolos fecais

expelidos e comportamentos de autolimpeza executados (ROYCE, 1977; DANTAS et al.,

2014).

Figura 4 - Teste comportamental campo aberto.
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4 4.2 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado foi constituido por dois bragos abertos opostos um ao outro
e dois bracos fechados com teto aberto também opostos, que cruzam perpendicularmente
aos abertos (PELLOW et al., 1985). Foi confeccionado em madeira, elevado 40 cm do chao.
Bragos abertos sem bordas e bracos fechados com 50 cm de comprimento e 10 cm de largura.
Os bracos fechados possuem bordas com 40 cm de altura.
O animal foi colocado no centro do labirinto e liberado com as patas dianteiras no chao.
Entre o teste de um animal e outro, o labirinto foi limpo com alcool para evitar a influéncia do
cheiro de outros animais (Figura 5). O comportamento do animal foi registrado em video por
cinco minutos. Os parametros comportamentais avaliados foram entrada com as quatro patas
em braco aberto e tempo de permanéncia em brago aberto. Foi considerado indicativo de
ansiedade a reducao da entrada e do tempo gasto em braco aberto (PELLOW et al., 1985
PINTO et al., 2012).

Figura 5 - Teste comportamental labirinto em cruz elevado.

4.4.3 Nado Forcado

O teste nado forcado ocorreu em duas sessdes separadas por 24 horas. A primeira
sessao, chamada de pré-teste, teve duragéo de 15 minutos e a segunda sessao realizada no
dia seguinte, chamada de teste, duracéo de cinco minutos. Foi realizado em um tanque de 60
cm de largura e 80 cm de comprimento cheio de agua limpa com profundidade de 30 cm
(Figura 6).

O animal foi colocado para nadar no espaco restrito, de onde ele ndo pode escapar.

Cessando as tentativas de escapar se torna imovel, um pouco encurvado, em posic¢ao vertical,
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com apoio na ponta de uma das patas posteriores no fundo ou na parede, ou em flutuacao,
mantendo apenas pequenos movimentos para deixar a cabeca acima da agua. A procura de
novas posturas com movimentos rapidos ndo foi considerada finalizagdo. O tempo de
imobilidade e de natagé&o foi registrado em crondmetro. A imobilidade do animal reflete um
estado de desespero equivalente a depressdo (PORSOLT et al.,, 1978; MICHELAN et al.,
2006; DANTAS et al., 2014).

Ao final das sessdes, 0s animais foram retirados do tanque, enxutos com uma toalha e

colocados para aquecer sob uma lampada por 15 minutos.

Figura 6 - Teste comportamental nado for¢cado.

4.5 Dissecacdo e fixagdo da céclea e do tronco encefélico

Apoés os ratos serem eutanasiados em camera de gas (CO.) foi realizado procedimento
de dissecacdo nos animais com o objetivo de remover os aparelhos auditivos e tronco
encefalico. O acesso ocorreu por meio da separagdo da cabeca. A pele foi puxada em direcédo
a cabeca, que foi esvaziada pela base. Os aparelhos auditivos foram removidos a partir do
osso temporal e fixados em formalina por sete dias. Posteriormente, foram descalcificados
por imersao em 10% de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) por 15 dias, sendo trocado a
cada dois dias e reidratadas por 24 horas em agua corrente. Cada aparelho auditivo foi
submetido a andlise macroscoépica e realizado corte transversal no tecido coclear do ouvido
interno (MULAZIMOGLU et al., 2017; SAKAMOTO et al., 2017).

O tronco encefalico também foi fixado em formalina por sete dias e submetido a
macroscopia para andlise do nucleo coclear.

O tecido coclear e o tronco encefalico foram desidratados em sete séries graduadas de
etanol, diafanizados em duas séries de xilol e infiltrados em duas séries de parafina.

A inclusdo em parafina foi realizada sob a forma de blocos para obter cortes de 5 pum
em micrétomo. Apés o corte transversal, foram preparadas trés laminas com trés seccbes

cada uma. Foram colocadas em banho maria aquecido de 40 °C - 45 °C e levadas a estufa a
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60°C para retirar o excesso de parafina e melhorar a adesdo do corte a lamina (SCHMITZ et
al., 2014; MULAZIMOGLU et al., 2017; SAKAMOTO et al., 2017).

As seccdes do tronco encefalico foram obtidas em micr6tomo tomando-se como base
as coordenadas do Atlas The Rat Brain de Paxinos e Watson (1998) para localizacdo do
nucleo coclear (SEKIYA et al., 2011; FREDRICH et al., 2013).

4.6 Andlise Histolégica

A técnica da coloracdo hematoxilina eosina consiste em manter as secg¢fes de tecido
em contato em trés séries de xilol, cinco séries de alcool (100%, 100%, 95%, 80%, 70%), duas
séries de agua, corar com hematoxilina de Harris por 120 segundos, lavar em duas séries de
agua, corar com a solucao de eosina por 30 segundos. A seguir as laminas foram submetidas
a uma bateria de &lcool em concentracao crescente (80%, 95%, 100%, 100%) e trés séries
de xilol. Foi colocado béalsamo do Canada na lamina para fixagdo da laminula. Foram
avaliadas trés secc¢des de laminas obtidas de cada animal (BARBOSA et al., 2016; BARBOSA
BEZERRA et al., 2017).

Foram avaliados os aspectos estruturais das rampas vestibular e timpanica, ducto
coclear, érgao de Corti, membrana basilar, membrana tectorial, membrana de Reissner, estria
vascular e géanglio espiral do tecido coclear em trés sec¢bes, aumento 40x e 800x. Foi

analisada a morfologia de neurdnios no nacleo coclear em trés secc¢des, aumento 40x e 100x.

4.7 Analise de imagens

A andlise das imagens foi realizada utilizando microscdépio binocular (Olympus CX31,
Séo Paulo/SP, Brasil) no aumento de 40x, 100x e 800x acoplado a camera fotografica
Olympus. A imagem foi transferida para o computador para realizacao de anélise morfologica.
As identificacdes das laminas foram ocultadas ao examinador para realizacao de analise cega
guanto ao grupo experimental (BARBOSA et al., 2016).

4.8 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 5.0. Foi aplicado teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Para analise de médias de amplitudes do teste EOAPD e para

o teste comportamental nado forcado foi utilizado ANOVA Two-Way com medidas repetidas
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e pos-teste de Bonferroni para comparagcdes entre os grupos. Uma vez que se observou
distribuicdo ndo Gaussiana, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de
Dunn para analise das médias de compliancia e pressao do teste timpanométrico, como
também nos testes comportamentais campo aberto e labirinto em cruz elevado. Foi
considerado um nivel de significancia de 0,05.
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5 RESULTADOS

Ao realizar a inspecdo do meato acustico externo na orelha externa néo foi observado
obstrugdo, como presenca de cerume ou sinais de infeccdo, e perfuracdo de membrana
timpanica em nenhuma das orelhas dos animais e, portanto, todos os animais foram
submetidos a avaliacdo da orelha média.

Por ndo ser observado diferenca entre as orelhas direita e esquerda no teste T pareado,
os dados foram agrupados por animal e analisados com o uso do teste estatistico ndo
parameétrico Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn para andlise das médias de compliancia e
de pressdo na timpanometria, e o teste estatistico paramétrico ANOVA Two-Way com poés-
teste de Bonferroni para analise das médias de amplitude nas emissdes otoacusticas por
produto de distorcéo (p>0,05).

Foi realizado o teste timpanomeétrico, avaliadas a compliancia e o pico da pressao do ar.
A compliancia variou entre 0,07 mL e 0,51 mL e o pico da presséo de ar ndo ultrapassou -
100daPa. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos CTR, SS/VC e
SS/EHPV ao avaliar a compliancia (p = 0,1504; Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn) (Figura
7A) e a pressado de ar encontrados nas orelhas dos animais (p = 0,7239; Kruskal-Wallis, p6s-
teste de Dunn) (Figura 7B).
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Figura 7 - Compliancia e pressao avaliadas no pré-tratamento encontrada no teste timpanomeétrico entre
0s grupos CTR (grupo ndo lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC (grupo lesionado com
salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada) e SS/EHPV (grupo
lesionado com salicilato de sddio 350 mg/kg, tratado com extrato hidroetandlico de prépolis vermelha
30 mg/kg). Teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn.

Apdés a administracdo das substancias, mais uma vez foi realizado o teste
timpanométrico e avaliados a compliancia e o pico da pressao do ar. A compliancia variou

entre 0,06 mL e 0,36 mL, e ndo houve diferenga estatistica significativa entre os grupos CTR,
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SS/VC e SS/EHPV (p = 0,8394; Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn) (Figura 8A). O pico da
pressédo de ar ndo ultrapassou -100daPa e, também, ndo apresentou diferenca estatistica

significativa entre os grupos (p = 0,7239; Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn) (Figura 8B).
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Figura 8 - Compliancia e pressdo avaliadas no pés-tratamento encontrada no teste timpanométrico
entre os grupos CTR (grupo néo lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC (grupo lesionado com
salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada) e SS/EHPV (grupo
lesionado com salicilato de sddio 350 mg/kg, tratado com extrato hidroetandlico de prépolis vermelha
30 mg/kg). Teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn.

No teste emissdes otoacusticas por produto de distor¢do foram investigadas as
frequéncias de 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8 kHz. Por nao terem sido encontrados resultados para
frequéncias baixas, foram avaliadas apenas as frequéncias de 6 e 8 kHz. A avaliacdo da
amplitude na frequéncia de 6 kHz n&o evidenciou interacdo significativa entre tratamento e
tempo (F272 = 1,15; p = 0,32; ANOVA Two-Way, poOs-teste de Bonferroni). Houve efeito
significativo entre os tratamentos (F274 = 4,85; p = 0,010; ANOVA Two-Way, pés-teste de
Bonferroni), onde o grupo SS/VC apresentou amplitude menor que o grupo CTR e 0 grupo
SS/EHPV apresentou amplitude maior que o grupo SS/VC, ambos no pos-tratamento.
Também houve efeito significativo com relacdo ao tempo (Fi74 = 7,22; p = 0,008; ANOVA
Two-Way, pGs-teste de Bonferroni), onde grupo SS/VC apresentou amplitude menor no pos-

tratamento em relag&o ao pré-tratamento (Figura 9A).

Ao avaliar a amplitude da frequéncia de 8 kHz também né&o foi evidenciada interacéo
significativa entre tratamentos e tempo (F2.70 = 1,14; p = 0,32; ANOVA Two-Way, pOs-teste de
Bonferroni). Houve efeito significativo entre os tratamentos (F2-70 = 6,75; p = 0,002; ANOVA
Two-Way, pés-teste de Bonferroni), onde a amplitude do grupo SS/VC foi menor que do grupo
CTR e o grupo SS/EHPV apresentou amplitude maior que o grupo SS/VC, ambos no pés-

tratamento. Houve efeito significativo entre os tempos (Fi-70 = 8,55; p = 0,004; ANOVA Two-
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Way, pés-teste de Bonferroni), onde o grupo SS/VC apresentou amplitude menor no pés-
tratamento em relacéo ao pré-tratamento (Figura 9B).

Na avaliacdo das frequéncias de 6 kHz e 8 kHz n&o houve diferenca estatistica
significativa da amplitude entre os grupos CTR e SS/EHPV no pré e no pés-tratamento
(p>0,05; ANOVA Two-Way, pOs-teste de Bonferroni) (Figura 9).
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Figura 9 - Amplitude encontrada no teste emissdes otoaclsticas por produto de distorgdo nas
frequéncias de 6 e 8 kHz pré e no pés-tratamento. Grupos: CTR (grupo nao lesionado, tratado com
agua destilada), SS/VC (grupo lesionado com salicilato de sddio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween
80 a 2% em agua destilada) e SS/EHPV (grupo lesionado com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado
com extrato hidroetandlico de propolis vermelha 30 mg/kg). As colunas representam as médias e as
barras representam o EPM. Simbolos indicam valores significativamente distintos (* - p < 0,05 SS/VC
diferente de CTR; ** - p < 0,01 SS/VC diferente de CTR; ## - p < 0,01 SS/EHPV diferente de SS/VC).
Teste estatistico ANOVA Two-Way, seguido de pOs-teste de Bonferroni.

A exploracdo horizontal avaliada no teste comportamental campo aberto revelou
diferenca estatistica significativa (p = 0,04; Kruskal-Wallis, p6s-teste de Dunn), onde o grupo
SS/VC apresentou menos exploragdes quando comparado ao grupo controle (Figura 10A). A
exploracao vertical avaliada no mesmo teste apresentou diferenca estatistica significativa (p
= 0,003; Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn), onde o grupo SS/VC apresentou menos
exploracdes que o grupo CTR e o grupo SS/EHPV apresentou mais exploragdes que o grupo
SS/VC (Figura 10B).

N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos quando avaliado a
guantidade de bolos fecais (p = 0,09; Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn), a autolimpeza (p =
0,21; Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn) e a exploracdo na area central da arena (p = 0,68;
Kruskal-Wallis, p6s-teste de Dunn) no teste comportamental campo aberto (Tabela 1).

Quando avaliado o teste comportamental labirinto em cruz elevado observou-se que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos na média de entrada no brago
aberto (p = 0,13; Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn) e na média do tempo no brago aberto (p
=0,17; Kruskal-Wallis, p6s-teste de Dunn) (Tabela 2).
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Figura 10 - Médias de exploracdes horizontal e vertical encontradas no teste comportamental campo
aberto entre os grupos CTR (grupo néo lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC (grupo lesionado
com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada) e SS/EHPV
(grupo lesionado com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com extrato hidroetandlico de prépolis
vermelha 30 mg/kg). As colunas representam as médias e as barras representam o EPM. Simbolos
indicam valores significativamente distintos (* - p < 0,05 SS/VC diferente de CTR; ** - p < 0,01 SS/VC
diferente de CTR; ## - p < 0,01 SS/EHPV diferente de SS/VC). Teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido
de pés-teste de Dunn.

Tabela 1 — Média de comportamentos exibidos no teste campo aberto

Grupos Bolos fecais Autolimpeza Area central

Média (+EPM) Média (+EPM) Média (+EPM)
CTR 3,2 (0,8) 1,0 (+0,5) 0,2 (+0,2)
SS/IVC 0,1 (+0,1) 1,1 (+0,5) 0,0 (+0,0)
SS/EHPV 1,5 (£0,5) 2,8 (+1,1) 1,5 (+1,0)

CTR (grupo néo lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC (grupo lesionado com salicilato de
sadio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada) e SS/EHPV (grupo lesionado
com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com extrato hidroetanélico de propolis vermelha 30 mg/kg).
Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados p>0,05 (Kruskal-Wallis, seguido
de pos-teste de Dunn).

Tabela 2 — Média de comportamentos exibidos no teste labirinto em cruz elevado

Grupos Entrada no braco aberto Tempo no braco aberto
Média (+EPM) Média (+EPM)
CTR 0,2 (+0,2) 7,0 (+7,0)
SSIVC 1,6 (0,4) 38,6 (+12,3)
SS/EHPV 1,5 (x0,8) 25,0 (x13,6)

CTR (grupo nao lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC (grupo lesionado com salicilato de
sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada) e SS/EHPV (grupo lesionado
com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com extrato hidroetandlico de propolis vermelha 30 mg/kg).
N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados p>0,05 (Kruskal-Wallis, seguido
de pos-teste de Dunn).
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A avaliagdo do tempo de imobilidade no teste comportamental nado forcado nédo
evidenciou interacdo significativa entre tratamento e tempo (F2s = 0,79; p = 0,48; ANOVA
Two-Way, pos-teste de Bonferroni). Ndo houve efeito significativo entre os tratamentos (Fzs =
0,16; p = 0,85), como também entre o tempo (Fi.s = 0,03; p = 0,86; ANOVA Two-Way, pos-
teste de Bonferroni) (Figura 11A). A avaliacdo do tempo de nado também néo evidenciou
interacao significativa entre tratamento e tempo (F2.16 = 1,95; p = 0,17; ANOVA Two-Way, pos-
teste de Bonferroni). Nao houve efeito significativo entre os tratamentos (Fz-16 = 0,90; p = 0,42;
ANOVA Two-Way, pés-teste de Bonferroni), como também entre o tempo (Fi16 = 1,52; p =
0,23; ANOVA Two-Way, pés-teste de Bonferroni) (Figura 11B).
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Figura 11 - Média do tempo de imobilidade e de nado no teste comportamental nado forcado no pré e
no pos-tratamento entre os grupos CTR (grupo néo lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC
(grupo lesionado com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua
destilada) e SS/EHPV (grupo lesionado com salicilato de sodio 350 mg/kg, tratado com extrato
hidroetandlico de prépolis vermelha 30 mg/kg). Teste estatistico ANOVA Two-Way, seguido de pos-
teste de Bonferroni.

A andlise histomorfolégica do tecido coclear do grupo controle mostrou integridade
com definicdo das rampas vestibular e timpanica, 6rgdo de Corti, membrana basilar e estria
vascular; o grupo SS/VC apresentou atrofia do tecido coclear (Figura 12).

No grupo CTR (Figura 13A) o 6rgdo de Corti exibe caracteristicas histol6gicas
compativeis com a normalidade, expressas pela presenca de células volumosas de diametro
variavel, com citoplasma amplo, opticamente claro e finamente granular e nicleos redondos,
apresentando estereocilicos em sua porcdo apical (células ciliadas). Estas células
apresentavam dois padrdes morfoldgicos distintos: i) células mais globosas, com 10 a 12 ym
dispostas em fileira Unica (células ciliadas internas), e ii) células cilindricas ou cubicas altas,
com 9 a 10 um de diametro, formando 2 a 3 camadas celulares (células ciliadas externas) que
se apoiavam em uma estrutura eosinofilica homogénea interpretada como membrana basilar.
Adjacente as células ciliadas, e a estas conectadas por estereocilios, era observada a

membrana tectorial.
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Figura 12 - Seccdes histologicas transversal do tecido coclear, coradas em HE. Aumentos de 40x nos
grupos CTR (grupo néo lesionado, tratado com agua destilada) e SS/VC (grupo lesionado com salicilato
de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada). A: rampa vestibular; B:
rampa timpanica; C: érgédo de Corti; D: membrana basilar; E: estria vascular. As imagens ilustram a
integridade do tecido coclear no grupo CTR e a atrofia do tecido coclear no grupo SS.

O grupo SS/VC (Figura 13B) exibiu notoria desestruturacao da arquitetura morfolégica
do 6rgao de Corti, caracterizada por atrofia de células ciliadas, que se mostravam menores e
de didmetros irregulares, variando entre 6 e 10 pum, assim como aparente hipoplasia, ja que
mesmo as células ciliadas internas se dispunham em monocamada. Foi observada ainda a
perda da relacdo entre células ciliadas e membrana tectorial (artefatual?). Além disso, o corpo
celular da membrana basilar exibia intensa vacuolizacdo pericelular, interpretada como
degeneracéo vacuolar do tipo hidropica.

O grupo SS/EHPV (Figura 13C), por sua vez, apresentou caracteristicas morfoldgicas
distintas dos dois grupos anteriores. Neste grupo também foi evidenciada a perda da relagéo
intima entre membrana tectorial e células ciliadas e aparente atrofia destas Ultimas (diametro
variando entre 6 e 10 um). Contudo, tanto células ciliadas internas quanto externas pareciam
se dispor em multicamadas formadas por 3 a 5 fileiras celulares, sugerindo hiperplasia deste
componente celular. Além disso, n&o foi observada degeneracao vacuolar hidropica no corpo

celular da membrana basilar.
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10 pm

Figura 13 - Secc¢des histoldgicas transversal do tecido coclear, coradas em HE (800 x), destacando o
orgdo de Corti. (A) Grupo CTR exibindo células ciliadas internas (CCl) e externas (CCE) apoiadas na
membrana basilar (MB) e em intima relacdo com a membrana tectorial (MT). Em destaque corpo celular
da membrana basilar exibindo caracteristicas usuais. (B) Grupo SS/VC (grupo lesionado com salicilato
de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em agua destilada) apresenta atrofia e
hipoplasia de células ciliadas (CC-At), com perda da relagdo com a membrana tectorial (MT). Em
destaque corpo celular da membrana basilar exibindo intensa vacuolizacdo consistente com
degeneracgédo hidropica. (C) Grupo SS/EHPV (grupo lesionado com salicilato de sédio 350 mg/kg,
tratado com extrato hidroetandlico de prépolis vermelha 30 mg/kg) apresentando aparente hiperplasia
de células ciliadas (CC-Hp). Em destaque, corpo celular basilar sem degeneracéo hidropica importante.

A analise histomorfolégica do nucleo coclear mostrou aumento do volume
celular/tumefacdo nos neurénios do nucleo coclear dorsal e menor ocorréncia de outros tipos
de neurbnios caracteristicos dessa estrutura (unipolares em escova, granulosos), além de
citoplasma volumoso em neurdnios piramidais no grupo tratado com SS. O grupo SS/EHPV
apresentou-se com aspecto similar ao do grupo CTR, com presenc¢a de neurdnios fusiformes

caracteristicos e ampla rede interneurénios: unipolares em escova e granulosos (Figura 14).
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas de sec¢fes histolégicas do nucleo coclear dorsal (NCD)
de roedores dos grupos CTR (grupo nao lesionado, tratado com agua destilada), SS/VC (grupo
lesionado com salicilato de sédio 350 mg/kg, tratado com veiculo tween 80 a 2% em 4gua destilada) e
SS/EHPV (grupo lesionado com salicilato de sodio 350 mg/kg, tratado com extrato hidroetandlico de
propolis vermelha 30 mg/kg) em aumentos de 40x (A, B e C, respectivamente) e 100x (A, B’ e C,
respectivamente). Em destaque (regido tracejada), observa-se caracteristicas celulares distintas no
grupo SS/VC (B”, citoplasma volumoso em neurdnios piramidais — cabeca de seta sem preenchimento)
em relagao aos demais grupos (A” e C”, presenga de neurdnios fusiformes caracteristicos — cabeca de
seta preta, e ampla rede interneurénios: unipolares em escova — seta preta — e granulosos — setas
tracejadas).
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo evidenciaram que a administracdo de SS induziu
perda da eletromotilidade de células ciliadas da céclea e modificagdes estruturais no nucleo
coclear dorsal, bem como diminuicdo da atividade motora nos animais. Além disso, a
administracéo oral do EHPV a 30 mg/kg diminuiu significativamente os efeitos do SS na via
auditiva e os aspectos motores avaliados no teste de campo aberto.

Ao avaliar a orelha média dos roedores foi verificado que ndo houve alteracdo da
complidncia em nenhum dos grupos, de acordo com a classificagdo de Onusko (2004), e o
pico de pressdo de ar foi maior que -100 daPa em todos os grupos, indicando curvas
timpanométricas normais. Esses dados sugerem que as alteracdes provocadas pela alta
dosagem de salicilato de sédio se limitam a orelha interna, ndo atingindo a orelha média
(RADZIWON et al., 2015; PACE et al., 2016; JONES; MAY, 2017).

Poucos estudos revelam o valor da complidncia e o pico da presséo de ar investigados
no exame timpanométrico em roedores. No estudo de Geal-Dor et al. (1997), a compliancia
das orelhas dos ratos albinos adultos variou entre 0,38 e 0,45 mL. Zheng et al. (2007)
avaliaram ratos adultos e encontraram complidncia média de 0,42 mL. No presente estudo
ndo houve diferenca estatistica significativa entre as orelhas direita e esquerda, concordando
com Zhang et al. (2012) quando investigaram orelhas médias de camundongos selvagens e
de camundongos mutantes com idades entre trés semanas e oito meses. A média da
compliancia variou de 0,25 mL a 0,34 mL no grupo controle e de 0,25 mL a 0,33 mL no grupo
mutante.

O zumbido foi induzido nesse estudo utilizando injecéo intraperitoneal de salicilato de
sédio em roedores, conforme estudos anteriores que mensuraram a indu¢ao de zumbido com
base em aspectos comportamentais (PACE et al., 2016; JONES, MAY, 2017).

Pace et al. (2016) condicionaram ratos a beberem agua durante exposi¢cao a um ruido
ambiental e observaram que os animais que foram submetidos a injecédo de 350 mg/kg de SS
continuaram bebendo dgua mesmo sem exposi¢cdo ao som ambiental. Rittiger et al. (2003)
testaram também a dosagem de 150 mg/kg de SS e verificaram que a a¢do dos animais para
beber agua foi maior nos animais que receberam 350 mg/kg de SS no mesmo estudo. Assim,
a dosagem utilizada no presente estudo foi eficaz para induzir zumbido nos roedores.

Além dos aspectos comportamentais, as amplitudes das respostas medidas através do
teste de EOAPD tem sido mapeada em modelos experimentais para estudo do zumbido em
roedores. Como a dimensdo das orelhas dos roedores é pequena, com comprimento da
céclea de 11 mm, quando comparada aos seres humanos (34 mm) e o alcance de audi¢éao
dos roedores se estende 1,5 oitavas acima dos humanos (ASHMORE, 2008), o que faz

possuirem audicao ultrassénica, até 80 kHz, enquanto nos seres humanos o alcance de
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audicao vai até 20 kHz (MILLIGAN, 1993), sdo avaliadas as frequéncias altas em testes de
laboratorio. Além disto, de acordo com Martin et al. (2011), a movimentacdo das células
ciliadas externas nas frequéncias abaixo de 3 kHz favorece o surgimento de bandas verticais
gue ocasiona o componente biofisico da audicdo chamado reflexdo, ndo sendo capaz de
originar a distor¢cdo. Diante do exposto, as amplitudes de frequéncias avaliadas no presente
estudo foram 6 e 8 kHz. As demais frequéncias, inclusive 4 kHz, ndo apresentaram amplitude
de respostas originadas pela distor¢éo. No estudo de Ralli et al. (2010) o grupo que recebeu
SS (300 mg/kg) apresentou no teste EOAPD reduc¢éo da amplitude nas frequéncias de 8, 12
e 16 KHz. Outros estudos identificaram que o tratamento agudo com altas doses de SS,
semelhante a dosagem utilizada nesse trabalho, promove a redugdo da amplitude mais
evidente em frequéncias de 4 a 10 kHz (STOLZBERG et al., 2011; 2012).

Adicionalmente, o Maxipost, um modulador da abertura de canais de potassio, mostrou-
se protetor frente ao zumbido induzido por SS evitando a perda de amplitude em 6 e 8 kHz
(SHEPPARD et al., 2015). Considerando que no presente trabalho também foi observada
reducdo da amplitude em 6 e 8 kHz no grupo tratado com SS, depreende-se que o protocolo
escolhido tenha sido eficaz para causar essa alteracdo, pertinente ao quadro de zumbido em
roedores. Vale destacar que a faixa de frequéncia onde se encontram alteracdes de registro
das EOAPD esté relacionada a modificagfes plasticas na via auditiva, mais especificamente
no mapa tonotoépico do cortex auditivo primario (aumento da representacgéo cortical do tom do
zumbido, determinada pela alteracdo da entrada sensorial nas células ciliadas da céclea)
(YANAGAWA et al., 2017).

Essa reorganizacao das redes de transmissao neurais induzida por SS também envolve
outras regides cerebrais, como centros de memoéria, emocgdes e de planejamento motor,
incluindo o cerebelo e o nicleo caudado/putamen (CHEN et al., 2014; SALVI et al., 2021).
Tais modificacbes podem estar relacionadas aos achados do teste de campo aberto, em que
0 grupo SS/VC apresentou diminuicdo da atividade motora. De fato, em um estudo realizado
por Lauer et al. (2018), uma menor locomoc¢ao no teste de campo aberto foi associada ao
maior escore para zumbido em animais tratados com SS. Pard@metros motores no teste de
campo aberto estdo relacionados a transmissdo dopaminérgica nos nucleos da base
(antagonistas dopaminérgicos diminuem a locomocgao) e, em um estudo recente, Wang et al.
(2021) observaram que o SS diminuiu os niveis de dopamina no nucleo caudado/putamen.
Quando os autores realizaram a estimulagéo elétrica deste mesmo nucleo, houve diminuicéo
da hiperatividade de neurdnios no cortex auditivo primério (caracteristica do zumbido), o que
refor¢a a ideia de interconex&o entre a via auditiva e outros centros de controle.

Por outro lado, no presente trabalho n&o foram observadas altera¢des significativas em
testes de ansiedade e depressédo em relacdo aos tratamentos utilizados. Da mesma forma,

Pace e Zhang (2013) avaliaram roedores com zumbido induzido por ruido e ndo observaram
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sinais de ansiedade nos animais quando utilizaram o teste labirinto em cruz elevado, como
também Lauer et al. (2018) ndo observaram alteracdo emocional quando avaliaram o
comportamento de animais com zumbido induzido com SS nos testes campo aberto e labirinto
em cruz elevado. Os ultimos autores concluiram que para o modelo de indugédo de zumbido o
teste de labirinto em cruz elevado ndo se mostrou consistente quando realizadas exposicoes
repetidas. Winne et al. (2020) encontraram alteragdo no teste de labirinto em cruz elevado
apo6s administracdo de SS, com resultados indicativos de ansiedade. No entanto, 0s registros
foram tomados apenas 1lh apés aplicacdo Unica de SS, o que pode sugerir que, para esta
variavel (comportamento emocional), algumas adapta¢cdes no protocolo de teste seriam
necessarias para eluciar o efeito ansiogénico.

Antidepressivos, sejam classicos ou drogas mais novas em fase de teste, diminuem o
tempo de imobilidade de animais expostos ao nado forcado (O'NEIL; MOORE, 2003), o que
ndo ocorreu no presente estudo. N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os
grupos avaliados, indicando auséncia de comportamento depressivo no teste comportamental
nado forgcado. Sabe-se que o baixo nivel de serotonina tem relacdo com a percep¢ao do
zumbido (HAN et al., 2021), e como 0 SS pode ativar os receptores da serotonina, que inibe
a depresséo (JIN et al., 2015), possivelmente tenha ocorrido nos animais em estudo um
aumento desse neurotransmissor, o que ndao mostrou diferenga estatistica entre os trés
grupos, revelando que o SS néo provocou estado depressivo nos animais.

Cumpre destacar que o tratamento com EHPV ndo produziu comportamento
ansiogénico ou depressivo nos animais, ao mesmo tempo em que melhorou o desempenho
motor no teste de campo aberto em relagdo ao grupo com zumbido induzido. Esse efeito,
associado aos achados do teste de EOAPD, indica que o EHPV foi protetor em relagdo as
alteragfes produzidas pelo SS.

No presente estudo, a deteccdo de amplitudes maiores no teste EOAPD em animais
tratados previamente com EHPV em comparacdo com o grupo SS/VC sugere uma acéo
protetora exercida pelo extrato. Como as emissdes otoacusticas avaliam a motilidade das
células ciliadas externas, esse resultado mostra que o SS provocou alteracdo nessas células.
Com o estimulo acustico de fraca intensidade ocorrem contragdes e alongamentos das células
ciliadas externas de area da céclea. Quando esse movimento induz a inclinagcéo dos cilios
das células ciliadas internas ocorre a despolarizacdo dessas células, que provoca a liberacao
de neurotransmissores no nervo acustico produzindo potencial de agdo do nervo, que passa
a transmitir a mensagem auditiva ao sistema nervoso central. A energia sonora que emerge
das células ciliadas externas €é transmitida através dos ossiculos e da membrana timpanica
para 0 meato acustico externo, gerando as emissdes otoacusticas (AZEVEDO, 2003;
DURANTE, 2013; HOTH, BALJIC, 2017). Assim, os resultados elucidam que o SS diminuiu a

eletromotilidade das células ciliadas externas no grupo SS/VC e o EHPV protegeu as células
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mantendo a movimentacdo necessaria para captar as emissfes otoacusticas no grupo
SS/EHPV.

Os efeitos do EHPV podem ser explicados a luz dos aspectos etiopatogénicos do
zumbido e dos efeitos do SS periférica (coclea) e centralmente (nucleo coclear dorsal, cértex
auditivo e outras areas como amigdala), que incluem o estresse oxidativo e a resposta
inflamatéria, bem como a modulacdo de canais de K+ e da transmissdo gabaérgica e
glutamatérgica (PALL, BEDIENT, 2007; HWANG et al., 2011; SHEPPARD et al., 2014).

O estresse oxidativo é considerado uma das causas possiveis subjacentes do zumbido
em humanos (CELIK; KOYUNCU, 2018; EKINCE; KAMASAK, 2020) e foi verificado que altas
doses de SS aumentam a produc¢édo de superoxidos in vitro, que contribui para a apoptose de
neurdnios do ganglio espiral (DENG et al., 2013). A ocorréncia de apoptose pode estar
relacionada a ototoxicidade do SS (lesdo as células da coclea), mediada pela ativacao da via
caspase-3 (FENG et al., 2010). Também é descrito que drogas ototoxicas podem ativar a
enzima sintase de oxido nitrico induzida (iNOS) (LEE et al., 2020; SHIH et al., 2021) e que o
consequente aumento na producdo de éxido nitrico leva a ativagao de proteinas G, que por
sua vez mediam a atividade de proteinas quinases relacionadas ao estresse celular, como
MAPK e JNK. O aumento da atividade enzimatica acompanha um aumento das
concentracdes intracelulares de ions célcio e liberagdo de citocromo C das mitocéndrias
(mediado por proteinas BAX). A liberacao de citocromo C ativa, entdo, caspases 3 que levam
a degradacdo da cromatina nuclear e, também, da membrana celular e de elementos do
citoesqueleto (CIORBA et al., 2013).

Assim, é possivel que o efeito protetor do EHPV tenha se dado por sua acao
antioxidante (CABRAL et al.,, 2009; FROZZA et al., 2013). Outros estudos que utilizaram
produtos naturais com atividade antioxidante, como o extrato de Ginkgo biloba (EGb 761)
(PROCHAZKOVA et al., 2018; RADUNZ et al., 2020), além de combinacdes de vitaminas e
minerais (PETRIDOU et al., 2019) obtiveram melhora do zumbido, e assim, suportam esta
hipétese.

Mais especificamente em relacdo ao EHPV, estudos mostraram que a administragao
oral desse extrato pode dimunuir a expressao de iINOS (BARBOSA BEZERRA et al., 2017).
Além disso, compostos bioativos presentes no extrato como a formononetina (TIAN et al.,
2013) e a liquiritigenina (YANG, PARK, SONG, 2013) promoveram diminuicdo da expressao
de BAX e caspase 3 em cultivos de neurbnios corticais estimulados por glutamato.

Vale destacar que a ativagao de receptores de glutamato em células ciliadas é causada
pelo SS, resultando em hiperexcitabilidade (excitotoxicidade) (RUEL et al., 2008). No estudo
de Lima-Cavendish et al. (2015), os tratamentos com EHPV e com formononetina diminuiram
as respostas a dor mediadas por glutamato em ratos. Esse dado € interessante, tendo em

vista que inibidores de receptores glutamatérgicos mostraram-se promissores para reducdo
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do zumbido em roedores (XIONG et al., 2019). Em um estudo mais recente, Wang et al. (2019)
relataram que a formononetina diminiu a inflamacdo e a hiperexcitabilidade neuronal na
amigdala basolateral de roedores, atenuando 0 aumento do nimero de receptores para GABA
e glutamato induzidas por lesdo excitotoxica. Além de permitir especular o mecanismo protetor
do EHPV encontrado no presente estudo, abre-se um desdobramento para estudo da possivel
modulacéo de regifes do sistema limbico que se conectam a via auditiva.

Niveis de TNF-a e IL-1B também aumentam na céclea e no coliculo inferior apés
administracdo de SS em roedores e tais citocinas pré-inflamatérias podem estar diretamente
relacionadas ao zumbido ou podem produzir o zumbido através da modulacdo de receptores
de glutamato tipo MNDA (HWANG et al., 2011). Neste sentido, tanto o extrato de propolis
vermelha brasileira (Bueno-Silva et al., 2016; 2017; LIMA-CAVENDISH et al., 2015) quanto
0s principais marcadores quimicos desta variedade de propolis, como a formononetina (LI et
al., 2018) e o vestitol (BUENO-SILVA et al., 2020), foram eficazes em diminuir respostas
inflamatorias mediadas por tais citocinas.

O pressuposto de ototoxicidade mediada pelo SS é reforcado pela andlise histolégica
da coclea, que evidenciou desestruturacao do 6rgéo de Corti com atrofia das células ciliadas,
além de degeneracado vacuolar do tipo hidrépica no corpo celular da membrana basilar do
grupo SS. A hiperplasia de células ciliadas internas e externas observada em multicamadas
se deu possivelmente pela acdo compensatéria a atrofia das células gerada pelo efeito
protetor do EHPV sobre a acdo do SS. Também se observou no grupo SS/EHPV auséncia da
degeneracdo vacuolar hidrépica no corpo celular da membrana basilar ocorrida no grupo
SS/VC. O resultado encontrado nesse estudo concorda com pesquisadores que mostram que
antioxidantes séo benéficos para o sistema auditivo. A a¢éo do antioxidante radix astragali foi
verificado por Xiong et al. (2015) quando melhorou a expressao das proteinas Cx26 e KCNQ1
na estria vascular e houve menor perda de células ciliadas no 6rgado de Corti de porcos
expostos a ruido.

Ozdemir et al. (2019) avaliaram cécleas de roedores tratados com cisplatina, conhecida
por sua acgao ototoxica, e observaram degeneracédo da estrutura do tecido coclear. Verificaram
membrana tectorial engrossada com morfologia normal, membrana de Reissner com edema
intersticial, degeneracao vacuolar hidropica, inclusive de células ciliadas externas e internas;
células da estria vascular e do ligamento espiral com vacuolizacéo e degeneracéo celular. No
mesmo estudo os pesquisadores avaliaram o efeito protetor do extrato uva-do-monte, contra
a ototoxicidade da cisplatina. Observaram que os achados de degeneracédo do grupo tratado
com uva-do-monte ndo foram graves como os do grupo cisplatina, sugerindo efeito protetor
da uva-do-monte, pela reducdo do estresse oxidativo.

Chang et al. (2018) avaliaram cécleas de roedores tratados com acido 3-nitropropiénico

(3-NP), indutor de perda auditiva por estresse oxidativo, e verificaram acao protetora do
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extrato de Ginkgo biloba EGb 761, um antioxidante conhecido pelo efeito otoprotetivo.
Verificaram que os fibrdcitos tipo Il do ligamento espiral foram preservados no grupo tratado
com EGb + 3-NP gquando comparados ao grupo tratado apenas com 3-NP. Os fibrécitos sdo
importantes para a manutencdo da endolinfa, presente no ducto coclear (FUJINAMI et al.,
2010).

Além das estruturas ja mencionadas, coclea e cortex auditivo, o nucleo coclear dorsal
(NCD) tem sido descrito como uma estrutura com participacdo na génese e modulacdo do
zumbido. Foram descritas modifica¢des na ativacao da expressao génica, alteracdes plasticas
(funcionais) e morfolégicas em neurdnios do NCD. A hiperatividade, ou seja, o0 aumento da
frequéncia de disparos nas vias auditivas (NCD, coliculo inferior e cértex auditivo), induzida
por SS ou exposigdo ao ruido, é atualmente considerada uma das principais caracteristicas
fisiopatoldgicas do zumbido (BROZOSKI et al., 2017; MARTEL et al., 2019).

A perda da aferéncia sensorial provinda da coéclea parece ser o “gatilho” para
modificagBes plasticas, mas a mudanca no padrdo de atividade neuronal no NCD teria um
papel de destaque na manutencéo do zumbido. O aumento do volume celular/tumefacao nos
neurénios do NCD encontrado no presente trabalho pode ser indicativo de estado de
metabolismo aumentado, que seria coerente com o pressuposto de hiperatividade celular. Ao
mesmo tempo, uma menor ocorréncia de outros tipos de neurdbnios caracteristicos dessa
estrutura (unipolares em escova, granulosos) no grupo tratado com SS, pode refletir
modificagbes plasticas nos circuitos neuronais. Alguns desses interneurdnios tém um
importante papel no balanco excitacdo-inibicdo dos neurbnios fusiformes, que sédo os
principais neurdnios de projecdo do NCD (BAIZER et al., 2012). De fato, Zugaib et al. (2016)
mostraram que um mecanismo de acdo do SS para indu¢do de zumbido é a diminui¢do da
inibicdo gabaérgica modulada pelos neur6nios unipolares em escova. Salvi et al. (2021)
acrescentam que o zumbido induzido por SS interrompe uma rede neural que envolve centros
auditivos e ndo auditivos e tem relacdo com o sistema limbico, conforme o modelo
neurofisiol6gico de Jastreboff (1990).

A hiperatividade celular sugerida neste estudo concorda com Wallhausser-Franke et
al. (2003) e com Santos et al. (2017), pois 0s autores encontraram marcagao mais intensa de
c-fos, um marcador funcional, no nucleo coclear e no coliculo inferior de roedores com
zumbido induzido por SS, nas dosagens de 350 mg/kg e 300 mg/kg, respectivamente. Da
mesma forma, Zheng et al. (2006) encontraram aumento significativo de neurdnios do nucleo
coclear ventral e uma tendéncia para maior nimero de neurénios do NCD de roedores com
zumbido induzido por 350 mg/kg de SS, sugerindo que o aumento da expressdo nNOS em
neurdnios do nacleo coclear € um importante neuromodulador do zumbido.

No grupo SS/EHPV observou-se aspecto similar ao do grupo CTR. Pode-se sugerir que

o efeito protetor do EHPV sobre as células ciliadas do 6rgao de Corti preveniu o “gatilho”
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(perda da aferéncia sensorial primaria), ou o desenvolvimento do processo, que poderia gerar
alteracdes na estrutura e funcdo do NCD. Ao mesmo tempo, estudos anteriores mostraram
gue o EHPV e seus componentes bioativos, como a formononetina, tém ac¢do no sistema
nervoso central (BARBOSA et al., 2016; DOS SANTOS, 2018; BARROSO, 2019), inclusive
sobre processos plasticos, como a memoria (FEI et al., 2018; FU et al., 2019). Desta forma, o
EHPV pode ter contribuido para preservar estruturas das células neuronais do nucleo coclear,

minimizando os danos causados pelo SS.

49



7 CONCLUSAO

O SS induziu diminuicdo da eletromotilidade de células ciliadas da coéclea nas
frequéncias de 6 kHz e 8 kHz e este efeito foi atenuado pelo EHPV;

Houve diminuigcdo da atividade exploratéria motora nos animais com zumbido induzido
e este efeito ndo foi observado nos roedores tratados com EHPV. Nao houve alteracdo
emocional, semelhante a ansiedade e depressao, nos grupos avaliados;

O tratamento com SS promoveu alteracBes estruturais na céclea, enquanto no
tratamento com EHPV foi verificada hiperplasia compensatoria a atrofia de células ciliadas
internas e externas do 6rgéo de Corti e auséncia de degeneracao vacuolar hidrépica no corpo
celular da membrana basilar;

O nucleo cocler dorsal de animais tratados com SS mostrou alteracGes sugestivas de
mudancas da atividade neuronal e no tipo celular predominante, enquanto houve preservacao
da citoarquitetura do nucleo coclear dos roedores tratados com EHPV.

Portanto, conclui-se que o EHPV apresentou efeito protetor sobre o zumbido induzido

por SS em roedores.
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ANEXO 1 - COMPROVANTE DE SUBMISSAO A COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL

UNIVERSIDADE TIRADENTES
3 DIRETORIA DE PESQUISA
nI' COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA

UNIVERSIDADE TIRADENTES

CERTIFICADO DE APROVACAO DA CEUA

Certificamos que a proposta intitulada "Avalia¢do do efeito do extrato hidroalcodlico de
propolis vermelha sobre o zumbido induzido por salicilato de sédio em roedores",
registrada com o n® 030917R, sob a responsabilidade de Margarete Zanardo Gomes,
que envolve a produgdo, manuten¢do ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovada
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE
TIRADENTES, em reunido de 30/05/2018.

Finalidade () Ensino ( X) Pesquisa
Vigéncia da autorizagdo 01/07/2018 a 16/10/2020
Espécie/linhagem/raga Rattus norvegicus/Wistar

N° de Animais 48

Peso/idade 200 2250 g/ 2 — 3 meses
Sexo Macho

Origem Biotério da UNIT

Aracaju, 30 de maio de 2018
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Julia Nardelli
Uso Animal
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Maria Jdlia Nardelli
Coordenadora Substitua da Comisséo de Etica no Uso Animal — CEUA
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