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Objectives: Here we investigated the expression of c-fos and Egr-1, two IEGs, in the Dorsal
Cochlear Nucleus (DCN), the Inferior Colliculus (IC), and the Posterior Ventral Cochlear Nucleus
(PVCN) of rats.

Methods: Rats were treated with doses known to induce tinnitus in rats (300 mg/kg i.p. daily,
for 3 days), and c-fos and Egr-1 protein expressions were analyzed using western blot and
immunocytochemistry.

Results: After administration of salicylate, c-fos protein expression increased significantly in
the DCN, pVCN and IC when assayed by western blot. Immunohistochemistry staining showed
a more intense labeling of c-fos in the DCN, pVCN and IC and a significant increase in c-fos
positive nuclei in the pVCN and IC. We did not detect increased Egr-1 expression in any of these
areas.

DOl se refere ao artigo: http://dx.doi.org/10.1016/j.bjorl.2016.02.011
* Como citar este artigo: Santos P, da Silva LE, Ledo RM. Specific immediate early gene expression induced by high doses of salicylate in
the cochlear nucleus and inferior colliculus of the rat. Braz J Otorhinolaryngol. 2017;83:155-61.
* Autor para correspondéncia.
E-mail: leaor@fmrp.usp.br (R.M. Ledo).
A revisao por pares é da responsabilidade da Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial.

2530-0539/© 2017 Associacéo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este & um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


dx.doi.org/10.1016/j.bjorlp.2017.01.004
http://www.bjorl.org
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bjorlp.2017.01.004&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjorl.2016.02.011
mailto:leaor@fmrp.usp.br
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

156

Santos P et al.

PALAVRAS-CHAVE
Salicilato;

Zumbido;

Nucleo coclear;
Coliculo inferior

Introducao

Conclusion: Our data show that a high dose of salicylate activates neurons in the DCN, pVCN
and IC. The expression of these genes by high doses of salicylate strongly suggests that plastic
changes in these areas are involved in the genesis of tinnitus.

© 2017 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Expressao especifica de genes precoces imediatos induzida por doses elevadas
de salicilato no nucleo coclear e coliculo inferior de rato

Resumo

Introducdo: Salicilato em doses elevadas induz zumbido nos seres humanos e em animais expe-
rimentais. No entanto, os mecanismos e loci de acao do salicilato na inducao de zumbido ainda
nao sao bem conhecidos. A expressao dos genes precoces imediatos (GPIs) esta tradicional-
mente associada a alteragdes neuronais em longo prazo, mas ainda nédo esta claro como e onde
os GPIs sao ativados em modelos animais de zumbido.

Objetivos: No presente estudo investigamos a expressao de c-fos e Egr-1, dois GPIs, no nlcleo
coclear dorsal (NCD), coliculo inferior (Cl) e nlcleo coclear ventral posterior (NCVp) de ratos.
Métodos: Os ratos foram tratados com doses que, conhecidamente, induzem zumbido em ratos
(300mg/kg IP/dia, por trés dias) e as expressoes das proteinas c-fos e Egr-1 foram analisadas
por meio de Western blot e imunoistoquimica.

Resultados: Apos a administracdo de salicilato, a expressdo da proteina c-fos aumentou
significativamente no NCD, NCVp e Cl, quando analisados por Western blot. A coloracao imu-
noistoquimica mostrou uma marcacao mais intensa de c-fos no NCD, NCVp e Cl e um aumento
significativo de nucleos positivos de c-fos no NCVp e Cl. Nao detectamos aumento da expressao
de Egr-1 em qualquer dessas areas.

Conclusdo: Nossos dados mostram que uma dose alta de salicilato ativa neurénios no NCD, NCVp
e Cl. A expressao desses genes por doses altas de salicilato sugere que as alteracoes plasticas
nessas areas estao envolvidas na génese do zumbido.

© 2017 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

c-fos apenas no CA de gerbilos.® Um estudo anterior ndo
mostrou expressao de c-fos no tronco cerebral auditivo

0 zumbido é uma sensacdo sonora fantasma que pode ser
a consequéncia de varios fatores, inclusive trauma acuUs-
tico, drogas, distirbios mandibulares temporais ou surdez.’
Os mecanismos de inducdo e manutencao do zumbido
ainda sao uma questao de debate, especialmente porque o
zumbido pode resultar de diferentes condicdes. Doses ele-
vadas de salicilato induzem zumbido em seres humanos e
doses de 150-400 mg/kg induzem sintomas comportamentais
de zumbido em animais experimentais em menos de 24 horas
e esse efeito desaparece em até 72 horas apds a interrupcao
do tratamento.?

A despeito do uso comum de salicilato como agente
indutor de zumbido, seus mecanismos e loci de acdo ainda
sao obscuros. Experimentos com imagens in vivo em ratos
demonstraram que altas doses de salicilato causam hipe-
ratividade em areas auditivas especificas, como o coliculo
inferior (Cl), o nicleo coclear dorsal (NCD) e o cortex audi-
tivo (CA), mas nao o nucleo coclear ventral (NCV).>* Por
outro lado, estudos da expressao do gene precoce imediato
c-fos relataram resultados menos consistentes. Uma dose
Unica de salicilato (350 mg/kg) aumentou a expressao de

apos uma Unica dose de salicilato, mas apenas em areas
nao auditivas, como o locus coeruleus e a area cinzenta
periaquedutal.® Outro estudo observou uma diminuicdo
da expressao de c-fos no Cl de gerbilos.” Um estudo que
usou o tratamento cronico com salicilato (250 mg/mL)
mostrou um aumento da expressao de c-fos apenas no Cl,
e nao no NCD.® A maioria desses dados esta de acordo com
as observacoes de que o zumbido induzido por salicilato
ativa as vias auditivas extralemniscais, especialmente no
NCD.2?

A expressao dos genes precoces imediatos (GPlIs) é con-
siderada um marcador do aumento da atividade cerebral
em resposta a diversos estimulos. Esses genes sao fatores
de transcricao que desencadeiam a expressao de outros
genes responsaveis por alteracdes de longo prazo nos neuro-
nios. A expressao do GPI c-fos € um marcador comumente
usado da atividade neuronal e é rapidamente suprarregulado
apos a estimulacdo neuronal.’='? Ja o GPi egr-1 ¢ ativada em
resposta ao influxo de calcio neuronal e promove alteragcoes
funcionais e estruturais nos neuronios, inclusive no sistema
auditivo.'>™
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Neste estudo, nosso objetivo foi investigar a ativacao de
c-fos e egr-1 no NCD e Cl em vias auditivas de ratos sub-
metidos a protocolo de administracao de salicilato, que é
eficaz na inducdo de zumbido em ratos (trés doses diarias
de 300 mg/kg).> Devido a sua proximidade com o NCD, ava-
liamos também a expressao desses genes no nlcleo coclear
ventral posterior (NCVp).

Método

Animais e tratamento medicamentoso

Todos os procedimentos experimentais feitos nos animais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Ani-
mal da instituicao (protocolo n°> 011/2013) e seguiram as
orientacoes e recomendacdes dos Institutos Nacionais de
Salde sobre o tratamento dos animais. As experiéncias
foram feitas em ratos Wistar machos entre 60 e 65 gramas.
Os ratos foram agrupados e mantidos em nimero de 4-5 por
gaiola, em ciclo claro/escuro de 12h/12h, com comida e
agua ad libitum.

Os animais foram injetados por via IP com 300 mg/kg de
salicilato de sodio (Sigma) (10 wL/g) dissolvidos em soro fisi-
oldgico, durante trés dias consecutivos, com intervalo de
24 horas para cada dose. Os animais foram, entao, anes-
tesiados com isoflurano e sacrificados por decapitacao no
terceiro dia, trés horas apds a administracao do farmaco.
Os grupos controle receberam administracao de soro fisiolo-
gico de acordo com o mesmo protocolo. Esse protocolo de
administracao de salicilato demonstrou ser eficaz na inducao
de zumbido em ratos.?

Deteccéo de egr-1 e c-fos com o uso de Western
blotting

Ao todo, 40 animais foram usados para os experimentos:
20 eram animais controle e 20 submetidos a tratamento com
salicilato. Laminas com seccdes frescas (90 wm) do tronco
cerebral com NCVp, NCD e Cl foram obtidas em criostato.
Para fazer a biopsia da area desejada, usamos um bisturi
circular para retirada de material (punch) de 0,5mm de
didametro. Devido a seus pequenos tamanhos e localizacao
contigua, o NCD e NCVp foram extraidos no mesmo bisturi.
Uma bidpsia foi obtida de cada um dos quatro animais e os
materiais retirados foram agrupados para aumentar a quan-
tidade de proteina. O tecido foi homogeneizado em tampao
de lise com 137 mM de NaCl; 20 de mM Tris; Igepal CA-630
a 1%; glicerol a 10%; 2mM de ortovanadato de sodio; sul-
fato de dodecilo de sddio a 1%; 50 mM de fluoreto de sodio;
2mM de EDTA; e coquetel de inibidores de protease a 10%
em pH de 7,4. Os homogeneizados de tecido foram centri-
fugados a 15.000 rpm por 10 minutos a 4°C. A concentracao
de proteina nos tecidos homogeneizados foi determinada
com o uso de um ensaio de Lowry modificado (DC Protein
Assay, Bio-Rad). Aliquotas com 90 ug de proteina foram dis-
solvidas em tampao de carga e aquecidas a 95°C por cinco
minutos e as proteinas foram separadas por Tris-glicina SDS-
-PAGE a 7,5% (GE Healthcare-Bioscience) e transferidas para
membranas de PVDF (Amersham Biosciences).

As imunotransferéncias foram bloqueadas com albumina
a 5% e incubadas com anticorpos primarios a 4°C. Os

anticorpos primarios incluiram anticorpos policlonais contra
c-fos e egr-1 (1:1.000; Santa Cruz Biotechnology). Apos a
incubacao, a membrana foi lavada e incubada com anticor-
pos secundarios (1:10.000; ECL anti-Rabbit IgG; GE Health-
care) por uma hora em temperatura ambiente. Apds as lava-
gens finais, as proteinas marcadas foram detectadas por qui-
mioluminescéncia (RPN2132; GE Healthcare). Para a strip-
ping e reprobing, a membrana foi submersa em tampao de
extracao (100 mM de 20-mercaptoetanol; sulfato de dode-
cilo de sodio a 2%; 62,5 mM Tris-HCL; pH de 6,8) a 50°C, por
oito minutos, lavada por 90 minutos sob agua de torneira,
reidratada com metanol e lavada com TBS-T antes de blo-
quear e ressondar com anticorpos primarios contra GAPDH
(1:5.000; Abcam). As amostras foram fotografadas e quanti-
ficadas com analise de imagem (Molecular Imaging Systems).

Imunoistoquimica de c-fos

Dez ratos foram usados, cinco controle e cinco submetidos a
tratamento com salicilato. Os ratos foram perfundidos trans-
cardialmente com NaCl a 0,9%, seguido de paraformaldeido
a 4% em 0,1 M de tampao de fosfato (pH de 7,4). O cérebro
foi removido, pds-fixado na mesma solucao por uma hora
e crioprotegido com sacarose a 30% em 0,1 M de tampao
de fosfato por dois dias a 4°C. Os cérebros foram individu-
almente seccionados (50 wM) no plano transversal com um
criostato.

As seccoes foram lavadas em PBS (0,01 M, pH de 7,4)
e incubadas em PBS com perdxido de hidrogénio a 1% por
30 minutos, para inativar as peroxidases endogenas. Apos
varias lavagens em PBS por 30 minutos, as seccdes foram
colocadas em soro de cabra normal a 5% (Vector) por uma
hora e incubadas por 48 horas a 4°C com anticorpos pri-
marios anti c-fos gerados em coelhos (1:100; Santa Cruz).
Depois de lavadas em PBS, as seccoes foram incubadas por
1h30 a temperatura ambiente com IgG anticoelho de cabra
biotinilada (1: 150; Vector). Subsequentemente, foram lava-
das em PBS e colocadas por 1h30 em complexo de peroxidase
avidina-biotina (Vectastain, Vector). A imunomarcacao foi
revelada por incubacao de 5 a 10 minutos com tetracloreto
de 3,3’-diaminobenzidina a 0,05% e perodxido de hidrogénio
a 0,1%. As seccoes foram montadas em laminas revestidas
com gelatina, desidratadas, depuradas com xileno e cober-
tas com laminulas com Entellan®.

Analise dos dados

Os dados da técnica de analise Western blot sao apresen-
tados como a razao entre c-fos e a intensidade do sinal da
proteina GAPDH. Os nucleos corados nas secdes do Cl foram
manualmente contados. No total, 11 seccdes com o Cl, nove
com o NCD e seis com o NCVp foram contadas para cada
animal. Todos os dados foram expressos como média + DP.
A analise estatistica foi feita com o teste t de Student. Um
valor p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Apos trés dias de tratamento com salicilato (300 mg/kg),
fizemos as biopsias do tronco cerebral contendo tanto o Cl
quanto o NCD e o NCVp para analise por Western blot da
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Figura 1 Expressao de c-fos no NC. Superior: quantificacao
da expressao de c-fos. A intensidade do sinal de c-fos foi nor-
malizada com a intensidade de sinal de GAPDH (**p=0,0058;
n=5 para cada grupo com material de quatro animais). Wes-
tern blost mostra a imunorreatividade de c-fos e GAPDH em
biopsias (punches) com o NC (N, virgens; S, salicilato).

expressao da proteina c-fos. Em ambas as areas, a proteina
c-fos estava significativamente aumentada apos o trata-
mento com salicilato (figs. 1 e 2). Em contrapartida, o
aumento da expressao da proteina egr-1 ndo foi detectado
nessas regioes apos o tratamento com salicilato (fig. 3).
Como a localizacdo da proteina de c-fos ndo pode ser
identificada pelo Western blot, fizemos a imunocitoquimica
de c-fos em seccoes com NCD, NCVp e CI. Detectamos c-fos
em seccoes de NCD, NCVp e Cl, como mostrado na figura 4.
Nas seccoes dos animais virgens de tratamento, uma fraca
coloragao dos nucleos foi observada em todas as trés regides
(fig. 4A). Nas secdes dos animais tratados com salicilato,
nlcleos mais intensamente corados em NCD, NCVp e Cl
foram observados (fig. 4B). No NCD, essa marcacao mais
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Figura 2 Expressao de c-fos no Cl. Superior: quantificacao
da expressao de c-fos. A intensidade do sinal de c-fos foi nor-
malizada com a intensidade do sinal de GAPDH (**p=0,0012;
n=5 para cada grupo com material de quatro animais). Wes-
tern blost mostra a imunorreatividade de c-fos e GAPDH em
biopsias (punches) contendo o IC (N, virgens; S, salicilato).

CN N S N S S

82 KDa weelp- .«s—‘g EGR 1

IC
N S N s s

82KDa—p s 0 N S B ECR 1

Figura 3  Western blost mostra a imunorreatividade de egr-
1 em biopsias (punch) com o NCD/NCVp e Cl de ratos virgens
de tratamento e apos o tratamento com salicilato de sodio (N,
virgens; S, salicilato).

intensa foi observada nas camadas mais internas, camada
profunda e possivelmente a camada fusiforme (fig. 4Be C) e
observada principalmente na seccao medial/dorsal do NCD.
Nao observamos marcacao na camada molecular. Também
observamos aumento da rotulagem de c-fos no NCVp adja-
cente ao NCD (fig. 4B e D). No Cl, observamos um aumento da
imunorreatividade, principalmente na parte central, como
pode ser visto na figura 4E e 4F. Nao observamos rotulagem
na oliva superior (nao mostrado).

A analise quantitativa dos nlcleos que expressam c-fos
demonstrou um aumento significativo de nlcleos positivos
para c-fos no NCVp (controle: 155+9,2 nlcleos; salici-
lato: 228 4-26,4 nucleos; p=0,04, n=4) e no Cl (controle:
1190 £ 86 nucleos; salicilato: 1611+ 79 nlcleos; p=0,0061,
n=5), mas ndao no NCD (controle: 1354 15 nucleos; salici-
lato: 170£9,5 nucleos; p=0,1; n=4), como mostrado na
figura 4G.

Discussao

Nossos dados mostram que o tratamento por trés dias com
doses elevadas de salicilato aumenta a expressao do pro-
duto do GPI c-fos, mas nao de egr-1 no NCVp, NCD e Cl de
ratos. Embora tenhamos observado o aumento dos niveis da
proteina c-fos e uma marcagao nuclear mais intensa no Cl,
NCD e NCVp ap6s o salicilato, o nimero de nlcleos corados
foi significativamente maior apenas no NCVp Cl, mas nao
no NCD. Esses dados estao de acordo com a hiperatividade
de NCD e Cl observada em ratos submetidos a um proto-
colo similar de tratamento com salicilato®'>'® e em outros
modelos animais de zumbido."”-'® Por outro lado, observa-
mos um aumento significativo na expressao de c-fos no NCVp
adjacente, uma regiao que geralmente nao esta relacionada
a inducdo de zumbido.? Esse aumento da expressao de c-
-fos no NCD, NCVp e Cl sugere que a expressao desses GPls
promove a expressao de proteinas que podem alterar as pro-
priedades fisioldgicas e morfologicas dos neurdnios dessas
regides, o que poderia ser um substrato para a inducao de
zumbido.

Outros pesquisadores*~’ avaliaram a expressao de c-fos
apoés o tratamento agudo com salicilato com o uso de
imunocitoquimica. Esses estudos revelaram que a expressao
de c-fos nao aumentou consistentemente no NCD e CI.
Nossos resultados, por outro lado, mostram uma clara
expressao aumentada de nlcleos positivos para c-fos em
Cl e NCVp. Acreditamos que essas discrepancias podem ser
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Figura4 Deteccao de c-fos por imunocitoquimica no NCD e Cl. A, Seccdo com o NCD e o nlcleo coclear ventral posterior (NCVp)
de um animal virgem de tratamento. B, Seccdo com o NCD e o NCVp de um animal tratado com salicilato. C, Detalhe dos nlcleos
que expressam c-fos no NCD a partir do quadrado mostrado em B. D, Detalhe dos nlcleos que expressam c-fos no NCVP a partir do
quadrado mostrado em B. E, Secdo com o Cl de um animal tratado com salicilato. F, Detalhe de nicleos que expressam c-fos no Cl
a partir do quadrado mostrado em E. G, Quantificacdo da expressao de c-fos no NCD, NCVp e Cl [*p=0,04; **p=0,006; n=4 (NCD,

NCVP) e 5 (CI)].

atribuidas ao fato de que usamos animais mais jovens e que
esses estudos administraram uma dose Unica de salicilato
de sodio, em vez das trés doses diarias administradas por
noés. Consistente com essa hipotese, um estudo que usou
seis dias de tratamento com salicilato também observou

um aumento significativo de nucleos positivos para c-fos no
Cl, mas nao no NCD.?

Em animais experimentais, o tratamento com salicilato
aumenta a descarga de neurdnios em ambos NCD e CI.'>®
Os mecanismos desse efeito ainda sao desconhecidos
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e poderiam refletir um efeito direto do salicilato na
excitabilidade neuronal desses neurdnios ou de suas proxi-
mas sinapses, ou um efeito da expressao dos GPIs induzido
pelo salicilato. Ao contrario de um efeito excitatorio
direto do salicilato, demonstrou-se que a aplicacao direta
de salicilato em neurdnios do NCD em fatias de cérebro
diminui a descarga espontanea e evocada dos principais
neurénios do NCD."?° Por outro lado, a aplicacdo direta
de salicilato aumenta a descarga da maioria dos neurénios
do CI in vitro.*' O salicilato também poderia aumentar
a excitabilidade dos neurdnios de NCD e Cl e diminuir
suas transmissdes inibitdrias glicinérgicas.”” Porém, as
correntes glicinérgicas em neuronios fusiformes do NCD nao
foram afetadas pelas aplicacées agudas de concentracoes
milimolares de salicilato.?° O salicilato também pode inibir
os receptores GABAérgicos?®> e aumentar as correntes de
NMDA,?* o que poderia potencialmente perturbar o equili-
brio entre excitacao-inibicdo. Como a maioria dos neurdnios
do NCD é espontaneamente disparada,’> um aumento da
descarga produzido por salicilato pode nao aumentar de
forma significativa o nimero de neurénios expressando
c-fos, o que poderia explicar o efeito nao significativo do
salicilato no nimero de nlcleos marcados com c-fos no
NCD. Por outro lado, nossos dados mostraram um aumento
significativo na expressao de nlcleos de c-fos no NCVp. Isso
sugere que o salicilato ativava seus neuronios e que essa
regiao poderia ser relevante para a percepcao de zumbido.

Tanto c-fos quanto egr-1 sao expressos nas vias auditi-
vas em resposta a estimulacao sonora e intracoclear. '-12,26.27
Curiosamente, a expressao de c-fos no NCD provocada pela
estimulacéo intracoclear foi mais observada em interneuro-
nios glicinérgicos na camada molecular.”’ Essa descoberta
é intrigante, uma vez que esses interneur6nios nao rece-
bem input da via auditiva primaria, mas das fibras paralelas
que transmitem principalmente informacdes somatossenso-
riais. A marcacao de c-fos foi observada apenas perto ou na
camada profunda do NCD em ambos os grupos controle e
salicilato. Isso sugere que c-fos é expresso principalmente
pelos neurdnios que computam a informacéo auditiva. Por
outro lado, nao encontramos aumento de expressao de egr-
1, um GPI que esta ligado a formacédo de plasticidade em
longo prazo,'* apds o tratamento com salicilato. Isso sugere
que o salicilato nao desencadeia a expressao de genes rela-
cionados com a plasticidade sinaptica por muito tempo.
Curiosamente, um estudo anterior observou uma diminuicao
da expressao do gene egr-1 no Cl apds o tratamento com
salicilato.?®

Ha semelhancas entre o zumbido e a dor neuropatica.?>
Isso sugere que podem compartilhar mecanismos molecula-
res semelhantes. Por exemplo, os pacientes com zumbido
muitas vezes apresentam hiperacusia e os pacientes com dor
cronica apresentam hiperalgesia, ambas reacdes exacerba-
das a intensidade do estimulo normal. Como proposto para o
zumbido,®' acredita-se que a dor crénica seja um resultado
de alteragoes plasticas em longo prazo nos neurdnios senso-
riais e sinapses.* O GPI c-fos também ¢é ativado na medula
espinhal em modelos de dor crénica e inflamacéo.>*3 Sua
expressao é postulada como o primeiro sinal de alteracdes
nesses neurdnios que levara a dor crénica. Portanto, é pro-
vavel que c-fos ative cascatas semelhantes de expressao do
gene no zumbido e na dor cronica, o que leva a alteragcdes
que seriam subjacentes a sintomatologia dessas condicdes.

Conclusao

Nossos dados mostram que as doses de salicilato induto-
ras de zumbido® aumentam a expressao de c-fos, mas nao
de egr-1 em areas auditivas do tronco cerebral: nucleo
coclear dorsal, nlcleo coclear posteroventral e coliculo infe-
rior de ratos. Portanto, postulamos que c-fos ativa cascatas
de expressao do gene nessas areas, o que leva a alteracoes
que poderiam ser a base da sintomatologia do zumbido.
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