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4. INTRODUÇÃO 
 

A sensação de ouvir é o resultado de impulsos mecânicos (ondas 

sonoras) sendo transmitidos através do fluído que preenche a cóclea e que são 

codificados a impulsos neuronais que viajam ao longo do nervo auditivo 

cranialmente em direção ao córtex cerebral. 1  

A audição começa quando o pavilhão da orelha capta as ondas sonoras e as 

conduz pelo canal auditivo externo até o tímpano, que vibra e dispõem os 

ossículos da orelha média em movimento. As vibrações resultantes seguem seu 

caminho para o fluído da orelha interna que preenche a estrutura tubular da 

cóclea – onde estão localizadas as células ciliadas que ocupam uma faixa de 

tecido espiralar conhecida como órgão de Corti. As células ciliadas têm este 

nome por conter protrusões semelhantes a cílios em sua superfície, os 

estereocílios.2 

Na orelha interna dos mamíferos, as células ciliadas internas agem como 

transdutores mecano-elétricos, liberando neurotransmissores para excitarem as 

fibras sensitivas do nervo coclear – sinapses glutamatérgicas com fibras 

ascendentes do nervo coclear. 3 Quando as ondas sonoras movimentam os cílios 

das células ciliadas, estas convertem vibrações em sinais químicos, liberando 

glutamato.2 Na sinapse, o glutamato se liga a receptores de uma fibra do nervo 

auditivo. Cada terminal está na extremidade de uma célula nervosa que projeta 

uma longa fibra, um axônio, à sua outra extremidade no tronco cerebral. A 

ligação do glutamato libera um sinal elétrico que viaja a extensão do nervo 

auditivo ao tronco cerebral, ao mesencéfalo e tálamo, finalizando sua jornada no 

córtex auditivo.2 As fibras do nervo coclear contatam apenas uma célula ciliada 

interna (CCI), com uma única zona ativa, com apenas um terminal pré-sináptico 

ligado à membrana da CCI.3 

 A sinapse das células ciliadas internas com o nervo coclear é ponto inicial 

através do qual a informação acústica é transmitida ao sistema nervoso central. 

Em uma orelha normal, 95% das fibras do nervo coclear fazem comunicação 

sináptica apenas com CCIs.4 
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 As células ciliadas externas (CCE) atuam como motores biológicos, 

amplificando a movimentação do epitélio sensitivo.3   

 A habilidade de ouvir e compreender à medida em que envelhecemos é 

determinada pela conectividade neural das CCI com a cóclea e pelos seus 

contatos com fibras do nervo auditivo. 1 

Após superexposição a ruído os limiares auditivos podem elevar e depois 

serem recuperados completamente (elevação temporária dos limiares) ou 

ficarem estabilizados em um valor elevado (elevação permanente dos limiares).3 

A elevação permanente dos limiares auditivos ocorre devido a destruição 

das células ciliadas cocleares ou lesão ao mecanismo mecano-sensorial das 

células ciliadas.  As células ciliadas transduzem um movimento mecânico 

evocado pelo som em potenciais elétricos, que levam a liberação do transmissor 

glutamato nas suas sinapses com as fibras aferentes do nervo coclear. Dano às 

células ciliadas pode ser visível em minutos após a superexposição a ruído, e a 

morte das células ciliadas pode continuar acontecendo por dias após a 

exposição a ruído.3 Já a perda de células do gânglio espiral, o corpo celular dos 

neurônios aferentes cocleares que fazem contato com as  células ciliadas, é 

retardada por meses e pode progredir por anos após o dano causado pelo ruído.3 

Não há morte de células ciliadas em elevação transitória dos limiares, o que 

ocorre é um edema dos terminais do nervo coclear nas suas sinapses, sugestiva 

de excito-toxicidade pelo glutamato, que já pode ser visto 24h depois da 

exposição.3 

Exposição intensa a ruídos induz estresse metabólico severo na cóclea, 

devido à sobrecarga intracelular das CCI de cálcio, depleção de adenosina 

trifosfato (ATP) e superprodução de espécies reativas de oxigênio, levando a 

perda de CCIs e elevação permanente dos limiares.5 

Exposição moderada a ruído que não causa dano às células ciliadas ou 

alteração permanente dos limiares auditivos, pode destruir sinapses entre as 

células ciliadas e terminações nervosas do nervo auditivo, o que não afeta os 

limiares auditivos audiométricos, mas reduz amplitude nas respostas aos 
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potencias evocados supra limiares, podendo ser detectado no Potencial evocado 

auditivo de tronco encefálico (PEATE / BERA).6 

O BERA (Brainstein Evoked Response Audiometry) é um potencial 

auditivo evocado por som, gerado por circuitos neuronais nas vias auditivas 

ascendentes. É frequentemente utilizado para determinação dos limiares 

auditivos em crianças e em animais. A onda I do BERA representa a atividade 

somada do nervo coclear.3,7 O Pico da onda I do BERA em camundongos é 

robusto, enquanto o pico da onda V é mais robusto em humanos e 

frequentemente indetectável em camundongos.7 O BERA não é afetado pela 

maioria das drogas sedativas comumente usadas em anestesia, mesmo em 

doses que deixem os pacientes comatosos, com um traçado plano no 

eletroencéfalograma.7 A confiabilidade, sensibilidade e natureza não invasiva do 

BERA o torna a primeira escolha para avaliação de limiares auditivos em 

camundongos.7 A amplitude supra limiar da onda I do BERA pode ser altamente 

preditiva do grau de sinaptopatia, já que os neurônios afetados são silenciados 

com a perda das suas sinapses com as CCI.4 

Em experimentos com camundongos, a exposição a ruído leva a uma 

redução permanente da amplitude da onda I do BERA, apesar da recuperação 

das emissões otoacústicas e dos limiares auditivos no BERA, o que demonstra 

a forte correlação da amplitude da onda I com a integridades das sinapses 

auditivas e/ou as fibras dos nervo auditivo.8 

  Considerando que um único neurônio comunica com uma única CCI via 

uma única sinapse, e que cada fibra contribui com uma pequena parte para o 

conjunto dos potenciais, a fração reduzida na amplitude da onda I do BERA teria 

uma escala linear com a fração reduzida de conexões sinápticas.4  

Em orelhas expostas ao ruído não houve perda de CCI e nem de CCE em 

até  1 ano após a exposição.3 Apesar de mantida a população normal de células 

ciliadas, houve degeneração dramática de elementos pré e pós-sinápticos na 

área das CCIs da região de alta frequência (basal) da cóclea. Esta degeneração 

foi observada em todos os períodos pós exposição, iniciando em 24h. Os botões 

pré-sinápticos estavam em menor número, vários dos remanescentes estavam 
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anormalmente alargados e alguns deslocados da membrana baso-lateral das 

CCIs em direção ao núcleo.3  

Nas orelhas expostas a ruído, a densidade de fibras na região das CCIs 

foi reduzida em proporção a perda dos botões sinápticos. A contagem dos botões 

sinápticos em orelhas expostas a ruído deve subestimar a degeneração 

neuronal, pois muitos destes botões incluídos na contagem estão afastados da 

membrana basolateral e não nas zonas ativas onde os terminais estão 

presentes.3  

A região de 32 kHz das cócleas das orelhas expostas a ruído, é onde a 

mudança aguda de limiar é maior e onde a redução permanente da amplitude do 

BERA sugere perda neuronal mais significativa.3   

 Apesar da perda dos terminais periféricos dos neurônios cocleares ser 

rápida, a morte celular e o seu desaparecimento é lento. Liberman et al. 

realizaram a contagem de células do gânglio espiral na região de 32kHz e seu 

número estava próximo ao normal após 2 semanas da exposição, porém ocorreu 

uma redução importante a cada ano e ao final de 2 anos, a contagem celular 

reduziu em torno de 50%, comparável a perda dos botões sinápticos vista nas 

primeiras 24h após exposição.3 

 Estes achados têm relevância em humanos. A perda de neurônios cocleares 

deve reduzir a robustez da codificação do estímulo em condições de ambiente 

ruidoso, por exemplo na discriminação da fala em ambiente ruidoso, nos quais a 

somação espacial via convergência da atividade de grupos de neurônios deve 

ser importante no processamento de sinal. Estas alterações contribuem para 

outras anomalias perceptuais, incluindo zumbido e hiperacusia, clássicas 

sequelas de superexposição ao ruído que podem ocorrer com ou sem elevação 

dos limiares.3 

 Em humanos a dificuldade de compreender a fala em ambientes ruidosos foi 

relacionada ao que se chama de “perda auditiva silenciosa”, que seria o 

resultado de destruição de sinapses das CCI com os neurônios do nervo auditivo, 

o que resulta em denervação e também lenta degeneração dos neurônios do 

gânglio espiral. 4 
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 Zumbido é a percepção de som no silêncio e é frequentemente precedida por 

superexposição a ruídos. Dano pelo ruído tipicamente reduz descargas 

espontâneas no nervo auditivo e em contrapartida aumenta descargas 

espontâneas nas vias auditivas centrais.6 Porém, esta relação não é linear: entre 

animais com a mesma exposição a ruídos, nem todos demonstram alteração nas 

descargas espontâneas ou zumbido.6 Apesar de alteração nos limiares auditivos 

ser um fator de risco primário para o zumbido em humanos, zumbido pode 

acontecer sem elevação dos limiares.6 O zumbido e a hiperacusia podem ser o 

resultado de uma plasticidade compensatória, onde ocorre um ganho 

compensatório na sinapse do sistema auditivo central devido a atenuação do 

sinal da sinapse auditiva periférica.4  

 Audiogramas registram nossa habilidade em detectar tons em intervalos de 

uma oitava de frequência, 250, 500, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 Hz.6 O 

audiograma mede o limiar auditivo e é um sistema sensível ao dano às células 

ciliadas, mas é um indicador muito precário de danos às fibras do nervo auditivo.2 

A audiometria tonal é uma chave fundamental provendo documentação da 

magnitude da perda auditiva. Seu padrão é uma função da frequência e, em 

alguma extensão, da localidade da disfunção (orelha média, orelha interna). Mas 

é sabido, entretanto, que os limiares audiométricos não estão completamente 

alinhados às dificuldades perceptuais auditivas.4 A detecção comportamental de 

limiares auditivos tonais apresenta poucas mudanças até que a perda neuronal 

exceda 80-90%.4 Nos estágios iniciais da perda auditiva induzida por ruído 

(PAIR), vemos um entalhe nas frequências médias no audiograma, por volta de 

4.000 Hz, que tendem a se espalhar para outras frequências contíguas ao longo 

do tempo de exposição.6   

 Alguns danos à orelha interna causados pelo ruído podem não afetar a 

detecção de tons na audiometria, mas podem alterar a habilidade de processar 

sinais mais complexo, o que tem sido chamado de perda auditiva “silenciosa”, 

pois um audiograma normal pode ocultar o dano ao nervo e o déficit auditivo 

associado.2 A sinaptopatia coclear pode estar disseminada em orelhas com 

populações de células ciliadas intactas e audiogramas normais.4 Este dano deve 

contribuir à deterioração gradual na habilidade dos mais idosos em discriminar a 

fala.2  
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 É sabido que os indivíduos apresentam diferença na susceptibilidade aos 

danos ocasionados por ruído. Os efeitos do ruído na audição resultam de uma 

combinação complexa de duração, intensidade e frequência dos sons aos quais 

as pessoas são expostas.2   

 Precisamos de melhores testes diagnósticos para identificar dano ao nervo 

auditivo. A avaliação das ondas do BERA é uma estratégia promissora. Em 

animais Liberman et al. demonstraram que a amplitude do BERA em níveis de 

sons elevados cresce em proporção ao número de fibras do nervo auditivo.2  
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5. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 

5.1.  Perda Auditiva Induzida pelo Ruído (PAIR) 
 

5.1.1. Definição 
 

Perda Auditiva Induzida pelo Ruído (PAIR) é uma surdez sensorioneural 
causada por exposição prolongada a ruído.1 

É a segunda principal causa de perda auditiva, ficando atrás apenas na perda 
auditiva relacionada ao envelhecimento. PAIR é a principal causa de perda 
auditiva passível de prevenção. 

 

5.1.2. Aspectos Históricos 
 

As mudanças sociais aumentaram a exposição das pessoas ao ruído. A PAIR 
é um condição que foi difundida no século XX com o ruído industrial e exposição 
militar durante a II Guerra Mundial.2 Desde a revolução industrial, a PAIR se 
tornou uma das principais doenças ocupacionais. 

Atividades de lazer como shows com música alta, uso de fones de ouvido e 
caça esportiva também não devem ser negligenciadas como causadores de 
perda de audição.2 

PAIR já foi reconhecida como uma doença ocupacional. As ocupações em 
maior risco para PAIR seriam mineração, manufatura de produtos em madeira, 
construção civil.3 

 
5.1.3. Epidemiologia 
 

Mais de 5% da população mundial – ou 466 milhões de pessoas- tem perda 
auditiva incapacitante. É estimado que até o ano de 2050 mais de 900 milhões 
de pessoas – 1 a cada 10 pessoas – terá perda auditiva incapacitante (OMS 
março de 2020). PAIR é a segunda causa mais comum de perda auditiva 
adquirida na maioria dos países, ficando atrás apenas da presbiacusia.1 A 
exposição a ruído excessivo é a causa mais comum de perda auditiva 
prevenível.3 
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Perda auditiva é mais prevalente entre os homens em comparação às 
mulheres, provavelmente devido a desproporção no número de homens que têm 
ocupação com trabalhos com elevada exposição a ruído.3 

 

5.1.4. Fisiopatogenia 
 

PAIR é uma doença complexa que resulta da interação de fatores genéticos 
e ambientais, sua apresentação depende da extensão do dano causado pela 
exposição ao ruído.3 

O quanto de ruído que um individuo pode ser exposto é expresso em termos 
de níveis de energia. Os níveis de energia são uma função da pressão sonora 
em decibéis (dB) e da duração da exposição ao longo do tempo. O princípio da 
conservação de energia afirma que uma mesma energia, depois de uma curta 
exposição a um ruído muito alto, pode causar o mesmo dano coclear de uma 
exposição prolongada a um nível de ruído inferior.3 

Ruídos acima de 85dB podem causar PAIR.1 Níveis mais altos de exposição 
normalmente ocorrem em ambientes laborais (como fábricas) ou recreacionais 
(músicos amadores, concertos). Como a intensidade de ruído ocorre em uma 
escala logarítmica, aumento na intensidade sonora de 3 dB, irá dobrar a energia 
produzida. Devido a este princípio, cada vez que dobra a intensidade sonora 
acima de 85dB, o tempo seguro de exposição cai pela metade.2   

Pessoas expostas a sons excedendo 89 dB por mais de 5 horas por semana 
podem sofrer dano auditivo permanente ao longo do tempo.4 

Outros fatores de riscos que podem induzir a progressão de PAIR são: 
tabagismo, diabetes, sedentarismo, envelhecimento e genética.1 Alguns fatores 
de risco se sobrepõem aos sinais de síndrome metabólica, incluindo 
circunferência abdominal aumentada, níveis elevados de triglicerídeos, 
hipertensão e resistência a insulina, o que sugere um risco em potencial de 
comprometimento vascular à orelha interna e à cóclea no desenvolvimento de 
PAIR.4 Outros fatores ambientais que podem corroborar com a perda são: 
solventes orgânicos, substâncias ototóxicas (como aminoglicosídeos e 
monóxido de carbono), calor e vibração.2 

Tabela1: Nível de Ruído em Decibéis  

Nível de Decibel (dB) Fonte 
0 Menor som audível 
30 Sussurro a 1 metro 
50-65 Conversa normal 
80-85 Trânsito na cidade 
95-100 Motocicleta 
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110-120 Boate 
110-140 Show de Rock 
150 Foguete 

 

Se a intensidade do som é extremamente alta e a duração muito curta, como 
por exemplo um tiro de canhão, pode resultar em dano severo agudo ao sistema 
auditivo, chamado de trauma acústico. Intensidade sonora excedendo 140 dB 
pode causar perda auditiva severa e zumbido imediatamente após a exposição. 
Trauma acústico também pode ser acompanhado de perfuração da membrana 
timpânica e sangramento.1 

Quando a pressão sonora é mais moderada e apresentada em longas 
durações, como no ruído de fábricas, não há dano óbvio à orelha média, mas 
sim uma degeneração progressiva das células sensoriais da orelha interna, CCIs 
e externas, assim como das fibras do nervo coclear.5 Exposição prolongada ao 
ruído pode levar a apoptose das células ciliadas e degeneração dos neurônios 
do gânglio espiral, o que resulta em queda no percentual de discriminação de 
fala e elevação dos limiares auditivos.1 Com intensidade e duração  suficientes, 
não apenas as células ciliadas, mas todo o órgão de Corti pode ser danificado.3  

Como as células sensoriais e os neurônios não regeneram, na orelha interna 
dos mamíferos, a perda auditiva que a descrita degeneração causa é 
permanente e progressiva com o crescente tempo de exposição ao ruído.5 

 

5.1.4.1. Dano Mecânico 
 

Quando a intensidade sonora é extremamente alta, a energia sonora que é 
transmitida a orelha interna causa movimentação violenta da perilinfa e da 
endolinfa. A membrana basilar e a membrana tectórica são movidas 
violentamente, o que levaria a separação dos cílios das células ciliadas internas 
e externas. A vibração pode também separar as células ciliadas da membrana 
basilar, resultando em destruição das sinapses. Isso resultaria em dificuldade na 
compreensão de fala em ambientes ruidosos e elevação dos limiares.1 Este 
mecanismo ocorre em exposições a intensidade sonora superior a 130dB nível 
de pressão sonora (NPS).3 Este mecanismo tem menor variabilidade individual 
e é menos dependente do tempo de exposição.2 

 

5.1.4.2.  Dano Metabólico 
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O resultado da descompensação metabólica pós exposição a ruído inclui 
disrupção dos estereocílios, edema do núcleo, edema de mitocôndrias, formação 
de vesículas citoplasmáticas e vacuolização.3 

Exposição a ruído pode causar a constrição de vasos sanguíneos cocleares 
e desordens no metabolismo celular, que gerariam grandes quantidades de 
radicais livres como espécies oxidativas de oxigênio. Vasodilatação na orelha 
interna também pode gerar radicais livres devido a lesão de reperfusão. Radicais 
livres podem atacar o DNA, causando mutação nos genes e desnaturação 
proteica e também induzir a expressão de genes apoptóticos.1 

Glutamato é o neurotransmissor excitatório que atua nas sinapses das CCIs 
com o nervo coclear. Altos níveis de glutamato podem superestimular células 
pós sinápticas e causar edema dos corpos neuronais e dendritos, processo 
referido como excitotoxicidade.3 

 O nível de enzimas antioxidantes, como a glutationa, pode aumentar na 
cóclea depois de exposição a ruído, o que tem efeito protetor.1 

 

5.1.4.3. Sobrecarga de Cálcio 
 

Exposição a ruído pode aumentar o número de canais de cálcio abertos, 
levando a um influxo de cálcio às células ciliadas. O excesso de cálcio leva a um 
aumento nas espécies reativas de oxigênio, rotas apoptóticas independentes.  
Uma alta concentração de cálcio nas células pode ativar as calpaínas, que 
decompõem o proteínas do citoesqueleto e hidrolisam proteínas como 
receptores hormonais.1 

 

5.1.4.4. Dano Imune e Inflamatório 
 

Depois do ruído, as reações imunes e inflamatórias na cóclea ocorrem em 
1 a 2 dias, com pico em 3 a 7 dias, depois desaparecem lentamente.1 

 

5.1.4.5. Fatores Genéticos 
 

Depois de uma mesma exposição a ruído, alguns indivíduos desenvolvem 
uma perda auditiva substancial, enquanto outros experienciam efeito algum na 
sua audição. É estimado em aproximadamente 36% a herdabilidade da PAIR.6 
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Já foi demonstrado haver susceptibilidade genética a ruído frequência-
específica na cóclea (tonotópicas) e identificados os loci específicos para a 
susceptibilidade a PAIR.6 A expressão do gene Nox3 é um fator de proteção 
contra o dano auditivo causado pelo ruído na frequência de 8 kHz em 
camundongos. Há fortes evidências de que as enzimas NOX tem um papel em 
limitar a resposta inflamatória. Este mecanismo anti-inflamatório é crucial para 
proteger a cóclea contra a injúria pelo ruído, evitando o dano causado pelas 
espécies reativas de oxigênio.6 

Uma ampla variabilidade interpessoal é observada após exposição entre 90 
e 130 dB NPS ao longo de maiores períodos de tempo, condição típica de dano 
metabólico. Suscetibilidade a perda auditiva permanente induzida pelo ruído 
pode ser reduzida por exposição prévia a ruído não traumático o que é chamado 
de condicionamento.2 

 

5.1.5. Aspectos Clínicos e História Natural 
 

A sensibilidade de cada indivíduo é diferente. Pessoas de um grupo expostas 
ao mesmo ruído apresentaram resultados diferentes de comprometimento 
auditivo. Aspectos genéticos podem se sobrepor ao ruído e acelerar o 
desenvolvimento de PAIR ou ser um fator de proteção.  

Pessoas mais velhas e indivíduos que já sofrem de perda auditiva 
sensorioneural são mais suscetíveis ao ruído. Homens e mulheres 
aparentemente respondem igual ao ruído, porém indivíduos do sexo masculino 
tem comportamentos que os expõem mais ao ruído.1 

O principal sintomas de PAIR é perda auditiva progressiva. Outros sintomas 
crônicos e severos como zumbido, podem afetar seriamente a qualidade de vida. 
Quando o dano acomete frequências de fala (500 a 2.000 Hz), os indivíduos com 
PAIR passam a ter dificuldade de discriminação de fala, principalmente em 
ambientes ruidosos.2 

A prevalência de zumbido em trabalhadores expostos ao ruído (24%) é 
superior à da população em geral (14%).  A severidade do zumbido está 
associada com o grau da PAIR.3 

Há evidências de deficiência vestibular relaciona a exposição a ruído, dano 
ao sáculo e às células ciliadas vestibulares.3  

O comprometimento auditivo dificulta que os pacientes recebam informação 
sonora, eles podem passar a sentirem-se isolados e deprimidos. As habilidades 
de fala passam a se progressivamente afetadas também.  
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Trauma acústico pode resultar em dois tipos de injúria à orelha interna, 
dependendo da intensidade e da duração da exposição. 

Exposição transiente e moderada a ruído pode levar a alteração transitória 
dos limiares auditivos e a audição pode recuperar-se após algumas horas ou 
dias.1 A audição normalmente recupera dentro de 24 a 48h.3 A recuperação após 
uma elevação transitória dos limiares, provavelmente é um resultado de um 
desacoplamento reversível dos estereocílios das CCE da membrana tectórica 
e/ou um aumento do ganho central reversível, associado a zumbido e a 
hiperacusia.3 Se o indivíduo persistir com a exposição ao ruído danoso poderá 
evoluir para perda auditiva permanente.1 

Altas frequências são comumente mais suscetíveis ao ruído.1 

5.1.6. Critérios Diagnósticos 
 

A medida clássica e funcional da PAIR é a audiometria tonal, com a aferição 
do nível da menor pressão sonora para cada frequência testada que gera uma 
percepção auditiva.5 O audiograma é o exame padrão ouro para aferir a audição, 
ele identifica os limiares auditivos e é uma métrica sensível para detectar dano 
às células ciliadas cocleares, apesar de ser um pobre indicador de lesão às fibras 
do nervo coclear.7  

Em animais se utiliza uma medida objetiva para estimar os limiares auditivo. 
O BERA é realizado com inserção de agulhas no subcutâneo e em resposta aos 
estímulos sonoros em frequências específicas, identificada a resposta 
eletrofisiológica da atividade somada das fibras do nervo coclear. O nível mínimo 
de pressão sonora necessário para gerar uma resposta elétrica é o limiar 
auditivo.5 

Na fase inicial da PAIR há o achado do entalhe em 4 kHz na auditometria.1 

A severidade da PAIR seria de leve a moderada e simétrica baseada em 
audiogramas de tom puro.3 

5.1.7. Exames 
 

5.1.7.1 Audiometria Tonal 

 

 PAIR leve a moderada usualmente se apresenta com o clássico entalhe 
em 4kHz com alargamento para as frequências vizinhas de 3 a 6 kHz e com 
alguma recuperação em 8 kHz. O fato de algumas frequências próximas a 4kHz 
serem mais afetadas é devido a frequência de ressonância da orelha externa e 
conduto auditivo externo, como de propriedades mecânicas da orelha média.3 
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 É esperado que na PAIR a perda neurossensorial (PNS) não seja superior 
a 75dB, apesar de que exposição crônica a ruído em alguns indivíduos pode 
levar a PNS profunda.3 

 

5.1.7.2 Reconhecimento de Fala 

 

PAIR está associada com uma redução nos escores de reconhecimento de 
fala em ambientes silenciosos, assim como, em ambientes ruidoso, mesmo com 
uma audiometria tonal normal, provavelmente devido a sinaptopatia e a redução 
das habilidades de processamento temporal como um resultado do dano às 
conexões entre CCIs e fibras do nervo auditivo de baixas taxas de descargas 
espontâneas.3 

 

5.1.7.3 Emissões Otoacústicas (EOA)  

 

 Alguns estudos apontam para a redução na amplitude das EOA em um 
estágio pré-clínico, para a detecção de PAIR em um estágio precoce, antes de 
alterações na audiometria, porém mais estudo são necessário para estabelecer 
com sucesso o uso de EOA para diagnóstico de PAIR.3 

 

5.1.7.4 Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefálico 

 

Há evidências de que a resposta da onda I do BERA reduza após exposição 
a ruído em animais com limiares auditivos normais, nas frequências tonotópicas 
relacionadas a perda sinápticas.3 

A amplitude das ondas do BERA aumenta em proporção ao número de fibras 
do nervo coclear que recebe uma conexão viável com CCIs.7 

Há uma associação significativa da redução da amplitude da onda I com o 
relato de exposição a ruído. Outra estratégia é a aferição da latência da onda V 
com uso de ruído de mascaramento. O efeito do mascaramento na latência da 
onda V aparentemente correlaciona-se com alterações na amplitude da onda I.8 
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5.1.7.5 Eletrococleografia 

 

 Grupo de risco para PAIR teve uma média de SP (Potencial de somação 
pré-sináptico)/AP (potencial de ação) próxima ao dobro da do grupo de baixo 
risco para PAIR.9 

 

5.1.8. Perda Auditiva Silenciosa 
 

Algumas pessoas não têm perda auditiva diagnosticada, mas percebem 
dificuldade para ouvir claramente em ambientes ruidosos. A acuidade auditiva e 
a discriminação de fala desta pessoas é normal no audiograma.1 

Nos estágios iniciais, o ruído pode causar alterações transitórias nos botões 
sinápticos entre as células ciliadas internas e os neurônios do gânglio espiral. O 
número e a qualidade das sinapses são reduzidos significativamente após a 
exposição a ruídos. Apesar dos limiares auditivos retornarem ao normal após um 
período da exposição ao ruído, as sinapses não se recuperam totalmente. O 
zumbido e a hiperaucisia são alterações perceptuais que se desenvolvem destas 
lesões.1 

Mesmo quando há recuperação dos limiares após uma exposição a ruído 
pode haver dano aos botões sinápticos e ocorrer uma degeneração chamada 
sinaptopatia. Sinaptopatia resulta em perda das conexões entre células ciliadas 
internas e seus neurônios aferentes, como um resultado do dano pela 
excitotoxidade pelo glutamato aos terminais pós sinápticos.3  

As conexões sinápticas periféricas são os elementos mais vulneráveis na 
cóclea após superexposição acústica.10 As conexões sinápticas cocleares 
podem ser destruídas mesmo quando as CCIs sobrevivem. Apesar da alteração 
nos limiares ser uma métrica sensível do dano celular, é um método pouco 
sensível para detectar a perda difusa de sinapses das CCIs com o nervo coclear. 
Detecção comportamental de alteração nos limiares auditivos para tons puros, 
são minimamente alteradas quando a perda neural excede 80 a 90% das 
sinapses. Portanto, pode haver uma sinaptopatia difusa na cóclea com CCIs 
intactas e um audiograma normal.11 

A perda auditiva silenciosa não afeta significativamente a habilidade de 
detectar a presença de som, mas sim a habilidade de compreender a fala e 
provavelmente corrobora significativamente a clássica queixa do “eu ouço as 
pessoas falarem, mas não compreendo o que estão dizendo”.7 

 

5.1.9. Prevenção 
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Como não há regeneração das células ciliadas cocleares, a PAIR não pode 
ser curada e medidas preventivas devem ser enfatizadas. As pessoas devem 
ficar afastadas de ambientes ruidosos e ouvir música alta em fones de ouvido o 
menor tempo possível.  

Nas fábricas, o nível do ruído deve ser monitorado e os trabalhadores 
protegidos usando plugs e abafadores.  

Pessoas com perda auditiva sensorioneural devem evitar exposição a ruído 
excessivo. 

O risco de PAIR pode ser minimizado se a exposição a ruído é reduzida 
abaixo de 80dB. 

 

5.1.10. Tratamento 

 

Opções terapêuticas potenciais seriam antioxidantes exógenos, 
antagonistas do cálcio e corticoides, que poderiam reduzir o impacto sonoro por 
diferentes vias. Como a patogênese da PAIR é complexa e as células ciliadas 
humanas não se regeneram, o tratamento da PAIR é muito difícil e diversas 
estratégias devem ser combinadas.1 

A administração de corticoide sistêmico e intratimpânico resulta em 
melhores desfechos auditivos após trauma acústico. Apesar das evidências de 
efeito protetor do corticoide, está não seria uma opção para exposição a ruído 
ocupacional crônica considerando os efeitos colaterais negativos do uso 
prolongado de corticosteroides.3 

Antioxidantes podem ser uma alternativa mais segura. Já foi descrito em 
animais os efeitos protetores da N acetilcisteína, mas ainda não temos dados 
para humanos. Outros antioxidantes com potencial efeito protetor seriam: 
ginseng, coenzima Q10, vitamina A, vitamina C, vitamina E e vitamina B12, todos 
sem evidência consistentes de resultados.3 

Neutorofinas podem oferecer efeito protetor contra trauma sonoro, por 
serem importantes para formação e manutenção dos botões sinápticos das 
células ciliadas.3 

Atualmente, pessoas que sofrem de surdez severa devido a PAIR podem 
ser tratadas com aparelhos de amplificação sonora individual ou implante 
coclear.1 
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Uma perspectiva futura, é agir sobre a sinaptopatia coclear. Na cóclea dos 
mamíferos as CCIs e os neurônios não são regenerados. Teoricamente, o reparo 
nas sinapses seria uma terapêutica viável, pois há uma janela terapêutica nas 
qual as CCIs e os neurônios do gânglio espiral sobrevivem. Estudos em animais 
demonstraram que o tratamento com neurotrofinas pode proporcional a extensão 
neuronal e reparar o dano sináptico.12 

 

5.2. Hybrid mouse diversity panel (HMDP)13 
 

Estudos de associação do genoma (genome-wide associations studies – 
GWAS) forneceram as primeiras visões genéticas sem vieses de doenças 
prevalentes complexas, como doença arterial coronariana, diabetes e câncer. 
Muitos loci contém genes ainda não identificados, e ainda não relacionados a 
doenças que possam ter associação, indicando um grande potencial para 
descobrir novas rotas e novas terapias alvo para intervenção. Para simplificar a 
análise genética, variações relevantes a doenças foram estudadas em 
camundongos. 

O HMDP consiste em uma população de mais de 100 linhagens de 
camundongos selecionadas para análises de traços genéticos complexos. O 
objetivo de selecionar as linhagens é aumentar a resolução do mapeamento 
genético e disponibilizar um repositório que permitisse a integração e 
cruzamento de dados genômicos, transcriptômicos, metabolômicos, proteômicos 
e de fenótipos clínicos.  

 Para aumentar o poder, o número de linhagens é expandido por 
disponibilizar linhagens consanguíneas e recombinantes. 

 O HMPD é muito conveniente para análises genéticas de fatores 
ambientais, pois os camundongos do mesmo genótipo podem ser examinados 
sobre diferentes condições, assim como, camundongos de diferentes genótipos 
podem ser mantidos em um ambiente controlado e submetidos a uma mesma 
intervenção para se observar os diferentes desfechos. Claramente, estudos em 
camundongos, nos quais o acesso a tecidos e o controle às condições 
ambientais pode ser padronizado simplifica as análises genéticas.   
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6. OBJETIVO 
 

6.1. Objetivo Geral 
 

Determinar a função sináptica coclear de 69 linhagens de camundongos 
 

6.2. Objetivos Específicos 
 

• Caracterizar a amplitude basal da onda I do BERA em camundongos e a 
sua variação após exposição a ruídos 

• Demonstrar a influência genética na variabilidade da perda auditiva 
induzida pelo ruído 
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7. ARTIGO 1 EM PORTUGUÊS 
 
Lista de Abreviaturas: 
 
PAIR: Perda auditiva induzida pelo ruído 
BERA: Brainstem evoked response audiometry 
CCI: Células ciliadas internas 
HMDP: Hybrid mouse diversity panel 
 
 
 

Sinaptopatia Coclear Induzida pelo Ruído: Perfil em 69 linhagens de 
camundongos 

Introdução 

É estimado que mais de 279 milhões de pessoas sejam afetadas por 
perda auditiva induzida pelo ruído (PAIR) em todo o mundo. PAIR está entre os 
tipos mais prevalentes de perdas auditivas, ficando atrás apenas de perda 
auditiva relacionada ao envelhecimento.1–3  

Já foi demonstrado que vários genes contribuem para o desenvolvimento 
de perda auditiva, tanto congênita quanto adquirida.4 É sabido que indivíduos 
com exposição similar a ruídos apresentam respostas distintas levando a 
diferentes graus de perda auditiva, o que sugere uma influência genética.1 O 
ruído pode seguir causando alterações estruturais e funcionais na cóclea por um 
longo período, mesmo após cessada a exposição.5 Com um melhor 
entendimento dos processos biológicos que modulam a susceptibilidade a PAIR 
seu risco poderia ser minimizado.1 

Algumas lesões à orelha interna causadas por ruído podem não afetar o 
resultado da audiometria, mas ainda assim interferir na capacidade de processar 
sinais mais complexos. Este fenômeno é conhecido como “perda auditiva 
silenciosa”, pois um audiograma normal pode não detectar um comprometimento 
ao nervo auditivo e o consequente comprometimento auditivo associado. 6 Entre 
5 a 15% de todos os pacientes que consultam com queixa de perda auditiva tem 
limiares normais à audiometria.7–9 

Estudos em animais já demonstraram que mesmo exposição a ruído que 
causem apenas elevação transitória dos limiares podem levar a sinaptopatia 
coclear permanente e destruição das sinapses das células ciliadas internas 
(CCIs) com fibras do nervo auditivo. Mesmo perda de até 80% das sinapses pode 
não afetar o limiar auditivo no audiograma – perda auditiva silenciosa.2,7,10 
Diferente do limiar auditivo na audiometria, a amplitude da onda I do potencial 
evocado auditivo de tronco encefálico (BERA) não se recupera depois de 
exposição a ruído de moderada intensidade. A amplitude da onda I do BERA 
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permanece significativamente reduzida em comparação ao seu valor basal.11 
Esta sinaptopatia coclear compromete a performance auditiva para compreender 
a fala em ambientes ruidosos, queixa frequente em pacientes com PAIR e com 
presbiacusia. 11     

A amplitude da onda I do BERA é uma medida objetiva da perda de fibras 
do nervo auditivo em animais, pois representa a sinapse das fibras do nervo 
auditivo com CCIs.2 A amplitude reduzida da onda I do BERA em animais está 
correlacionada com elevada exposição a ruídos, o que corresponde a 
sinaptopatia coclear.7 Estudos em humanos têm muitas limitações como 
dificuldade na reprodutibilidade, desafios em controlar os fatores ambientais 
como exposição a ruído e uso de medicações ototóxicas. Estas limitações levam 
a vieses e dificuldade em atribuir os achados ao fator em estudo. 

Aferimos a amplitude da onda I do BERA antes e após exposição a ruído 
a fim de demonstrar a variação deste fenótipo entre diferentes linhagens de 
camundongos. Nosso objetivo é determinar a função sináptica coclear e 
disponibilizar dados da amplitude basal da onda I do BERA de 69 diferentes 
linhagens de camundongos e a sua variação após exposição a ruído. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Este é um estudo de intervenção e coleta de dados em camundongos. O 
protocolo utilizado foi aprovado pelo University of Southern California Institutional 
Animal Care and Use Committee. O estudo foi conduzido em camundongos do 
Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP) que é um painel de linhagens 
consanguíneas clássicas e recombinantes de camundongos cujo genoma foi 
sequenciado e genotipado em alta resolução. 

 Todas medidas disponíveis para prover conforto e minimizar o sofrimento 
dos animais foram adotadas. Os camundongos recebiam anestesia 
intraperitoneal com uma combinação de Cetamina (80mg/kg de peso corporal) e 
Xilazina (16mg/kg de peso corporal). A temperatura corporal foi mantida estável 
e monitorada. Colírio de lágrima artificial foi aplicado nos olhos.  

 Para evitar viés relacionado ao gênero, apenas camundongos fêmeas 
foram incluídas no estudo. Camundongos de 5 semanas de idade foram 
selecionadas para evitar potencial perda auditiva relacionada ao 
envelhecimento. Eletrodos de aço inoxidável foram inseridos no subcutâneo do 
vértice da cabeça e da mastoide direita, e um eletrodo terra na base da cauda. 
O programa ABR Peak Analysis Software Version 0.9.0.2 Copyright 2007 
Speech and hearing Bioscience and Technology foi usado para analisar as ondas 
do BERA.  

      O BERA foi realizado em uma cabine acústica (MAC-1 designed by Industrial 
Acoustic – IAC, Bronx, NY) para eliminar interferência do ruído ambiental. O 
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estímulo acústico foi gerado com o software National Instruments Corporation – 
Austin, Texas data e apresentado pelo Intelligent Hearing Systems speaker – 
Miami, Florida através de um dispositivo introduzido no conduto auditivo externo 
com a pressão sonora medida por um microfone condensador.  

Os sinais acústicos foram apresentados à orelha direita como tone pips 
com um incremento e queda de 0,5 ms e com duração total de 5 ms nas 
frequências de 8, 12, 16, 24 e 32 kHz. Os tone pips inicialmente foram 
apresentados abaixo dos limiares e então aumentados de 5 em 5dB até 100dB 
de nível de pressão sonora. Os tone pips foram apresentados numa taxa de 30 
por segundo. As respostas foram gravadas com um gravador digital na taxa de 
20.000 e enviadas a uma Caixa de entrada de 8 canais com ganho de 150 AC/DC 
e então enviadas a um amplificador de sinais secundário Synamps de 2500 de 
ganho antes da análise. 

Os valores de pico (maior valor positivo) a pico (menor valor positivo ou 
maior valor negativo) da onda I do BERA foram determinados e a sua amplitude 
calculada subtraindo os valores de pico a pico. Os valores da onda I do BERA 
pós exposição a ruído, foram obtidos pelo mesmo método 2 semanas após a 
exposição ao ruído. A análise dos dados foi realizada com o teste não 
paramétrico de Mann-Whitney para diferenciar as médias existentes entre a 
amplitude basal e pós exposição a ruído da onda I. A correlação entre a 
amplitude basal e sua variação pós-exposição a ruído foi demonstrada com o 
coeficiente de Pearson. 

 

 RESULTADOS 

Um total de 151 camundongos de 69 linhagens (1 a 8 camundongos por 
linhagens) foram analisados (o número de camundongos por linhagem está 
descrito na tabela suplementar 1). Nós determinamos a amplitude da onda I do 
BERA em 80dB de nível de pressão sonora em todos os 151 camundongos e 
calculamos a média basal e pós exposição a ruído nas frequências de 8, 12, 16, 
24 e 32 kHz (os valores basais e pós exposição a ruído estão descritos na tabela 
suplementar 1).  

 A redução na amplitude da onda I do BERA pós exposição a ruído foi 
significativa em todas as frequências testadas com p<0,00001 (Os valores de U 
Mann-Whitney são 2558,.5 para 8kHz, 25036 para 12kHz, 24130 para 16kHz, 
23377 para 24kHz e 24393,5 para 32kHz). 

Calculamos o delta entre o valor basal da amplitude da onda I do BERA e 
o valor pós exposição a ruído. O valor de delta da média por linhagem em cada 
frequência está disposto no gráfico 1. 



 34 

 

 



 35 

 

 



 36 

 

 

Gráfico 1: Delta em µv da amplitude da onda I do BERA basal e pós exposição 
a ruído média por linhagem (disposta em ordem alfabética) em cada frequência. 
As linhas horizontais indicam a mediana, quartil 1 e quartil 3. 

 

 Classificamos as linhagens que tiveram uma variação superior ao terceiro 
quartil como suscetíveis ao ruído, pois estão entre os 25% que tiveram maior 
variação na sua amplitude pós exposição a ruído em relação a sua amplitude 
basal. As linhagens que ficaram abaixo do primeiro quartil classificamos como 
resistentes, pois estão entre os 25% que tiveram menor variação na sua 
amplitude pós exposição a ruído em relação a sua amplitude basal. 

 A correlação entre a variação e a amplitude basal da onda I do BERA foi 
fortemente positiva em todas as frequências testadas (r para 8, 12, 16, 24 e 32 
kHz respectivamente de 0,75, 0,81, 0,85, 0,92 e 0,89) (Gráfico 2), provavelmente 
devido ao número de sinapses disponíveis para sofrer dano, explicado pelo 
“efeito de teto” (ceiling effect) nas que tinham menor amplitude basal. 
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Gráfico 2: Gráficos de dispersão da correlação entre a média da amplitude da 
onda I por linhagem e a média da variação da amplitude após exposição a ruído 
por linhagem. 

 A linhagem BXH20/KCcJ apresentou a maior variação pós exposição a 
ruído nas frequências de 16, 24 e 32 kHz (respectivamente 147, 239 e 65 vezes 
o valor da linhagem com menor variação) e a segunda maior variação nas 
frequências de 8 e 12 kHz. A linhagem BALB/cJ, um modelo frequente em 
estudos de surdez em camundongos, apresentou a terceira maior variação pós 
exposição a ruído nas frequências de 12, 16, 24 e 32 kHz (respectivamente 91, 
109, 196, 44 vezes o valor da linhagem com menor variação). 

 

DISCUSSÃO  

 Pretendemos expandir a literatura existente com resultados auditivos de 
camundongos provendo novas fontes para estudos de comprometimento 
auditivo. Nosso grupo estuda perda auditiva de origem genética em 
camundongos, incluindo PAIR e perda auditiva relacionada com o 
envelhecimento, com estudos publicados sobre genome-wide association para 
genes relacionados a PAIR e limiares auditivos em camundongos. Seguindo este 
caminho, neste manuscrito, focamos em caracterizar a amplitude basal da onda 
I do BERA em camundongos e a sua variação após exposição a ruído, 
disponibilizando dados para serem utilizados em futuros estudos sobre audição.  

As linhagens utilizadas neste estudo foram selecionadas a partir do 
HMPD, que é um banco de dados sobre linhagens consanguíneas puras e 
recombinantes de camundongos. Todos os camundongos estudados eram 
fêmeas de 5 semanas de idade, submetidas ao mesmo protocolo de exposição 
ao ruído. Consequentemente a diferença na amplitude da onda I do BERA 
suporta a hipótese de que o fenótipo tenha uma base genética, devido a distinta 
suscetibilidade à sinaptopatia coclear. 

 A amplitude da onda I parece ser uma maneira acessível de avaliar a 
sinaptopatia, pois representaria a atividade somada das fibras do nervo coclear 
aferidas em respostas a tone bursts.  

Formamos um completo banco de dados com os valores basais da onda 
I do BERA de 151 camundongos de 69 diferentes linhagens e o disponibilizamos 
para uso. Estes dados são uma nova fonte para estudo de sinaptopatia coclear. 

 Tecido coclear corado por imunocoloração é um marcador confiável da 
perda de sinapses aferentes depois de injúria acústica. A contagem das sinapses 
correlaciona-se com a amplitude da onda I do BERA basal e pós exposição a 
ruído, suportando a hipótese de que o número de sinapses funcionais das CCIs 
varia de acordo com o valor correspondente da amplitude da onda I e de que a 
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amplitude da onda I pode ser usada como uma métrica confiável para analisar 
indiretamente a função sináptica e a sinaptopatia.13 

  Alguns estudos demonstraram que indivíduos com acometimento 
auditivo pré-existente são menos suscetíveis a alteração temporária de limiares 
auditivos. Uma possível explicação para este achado é o efeito teto, estes 
sujeitos teriam um número limitado de elementos na orelha interna que poderiam 
ser danificados.14 A forte correlação existente entre a amplitude basal e a 
variação pós exposição a ruído supostamente ocorre devido ao efeito teto. 
Quanto menor a amplitude basal, menor o número de sinapses funcionais, como 
resultado isto limita o número de elementos disponíveis para dano pelo ruído, 
resultando em menor variação 

         Zumbido e hiperacusia são alterações perceptuais frequentemente 
precedidas por superexposição a ruído. 15  Zumbido e hiperacusia podem ser a 
plasticidade compensatória resultante a um dano. Um aumento nas sinapses no 
sistema nervoso central ocorre em consequência de uma atenuação de sinal 
periférica.5  Apesar do envelhecimento e da exposição a ruído contribuírem para 
déficits auditivos supra limiares, a variabilidade em fatores genéticos e epi-
genéticos sem dúvidas contribuem para o desfecho individual. 16 O 
desenvolvimento ou a confirmação de algum teste diagnóstico já existente que 
possa confirmar a perda auditiva silenciosa seria fundamental para fornecer um 
diagnóstico ao grande número de pacientes sofrendo de zumbido ou com queixa 
de dificuldade auditiva que apresentam um audiograma normal.  

  BALB/cJ é uma linhagem frequentemente utilizada em pesquisas 
auditivas como modelo para PAIR, presbiacusia e de drogas ototóxicas. No 
nosso estudo, BALB/cJ teve um dos resultados mais consistentes na variação 
da amplitude da onda I do BERA. Esta linhagem apresentou a terceira maior 
variação nas frequências de 12, 16, 24 e 32 kHz. Corroborando com a hipótese 
de que estes achados ocorram de acordo com a sensibilidade coclear, BALB/cJ 
teve a maior variação de limiar auditivo em comparação com as outras linhagens 
testadas após a administração de cisplatina17, após exposição a ruído18, e após 
a administração de canamicina19. Este padrão de variação sugere um 
mecanismo de dano compartilhado entre ruído, cisplatina e aminoglicosídeos 
nesta linhagem. 

   A amplitude da onda I do BERA não é uma métrica estabelecida 
para a realização de aferições auditivas em seres humanos, portando mais 
estudos são necessários para consolidar um exame válido capaz de diagnosticar 
sinaptopatia coclear em humanos e correlacionar os resultados com as queixas 
clínicas de zumbido e dificuldade de discriminação da fala em ambientes 
ruidosos. É de suma importância que desenvolvamos meios diagnósticos de 
detecção precoce do dano causado pelo ruído à orelha interna, de forma que 
seja viável a criação e implementação de protocolos para agir preventivamente 
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à proteção da audição, desde que nosso padrão ouro, o audiograma, se altera 
apenas quando já ocorreu uma injúria irreversível e disseminada às vias 
auditivas. Neste estudo apresentamos um amplo banco de dados com 
resultados de exames eletrofisiológico, o que é o início para novos estudos na 
área.   
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8. ARTIGO 1 EM INGLÊS 
 
ABREVIATIONS: 
 
NIHL: Noise-induced hearing loss 
ARHL: Age-related hearing loss 
TTS: Temporary threshold shift 
IHC: Inner hair cells 
ANF: Auditory nerve fibers 
ABR: Auditory brain response 
HMDP: Hybrid mouse diversity panel 

Noise-Induced Hidden Cochlear Synaptopathy: Profile in 69 Mouse Strains 

Introduction 

It is estimated that more than 278 million people worldwide are affected by 
hearing loss. Noise-induced hearing loss (NIHL) is among the most frequent 
etiologies, second only to age-related hearing loss (ARHL).1–3  

Numerous genes are known to contribute to the development of hearing 
loss, both congenital and acquired.4 It is known that individuals with similar 
exposure to noise present distinct responses leading to different degrees of 
hearing loss, which suggests a genetic influence.1 Noise can continue to cause 
ongoing structural and functional changes in the cochlea long after noise 
exposure has ceased.5 A better understanding of the biological processes that 
modulate susceptibility to development of NIHL could help minimize its risk.1 

Some injuries to the inner ear due to noise may not affect detection of the 
stimuli used in standard audiometric assessments, but it can interfere with the 
ability to process more complex signs. This phenomenon is currently known as 
“hidden hearing loss”, because a normal audiogram may not detect an 
impairment to the auditory nerve and the attendant hearing impairment.6 
Approximately 5 to 15% of all patients who seek medical care complaining of 
hearing loss have normal thresholds on audiogram.7–9 

Animal studies have demonstrated that even noise exposures that cause 
only temporary threshold shifts (TTS) may lead to permanent cochlear 
synaptopathy and destruction of synapses in inner hair cells (HIC) with auditory 
nerve fibers (ANFs). Even a loss as severe as 80% of synapses might not affect 
audiogram hearing thresholds.2,7,10 Unlike these thresholds, auditory brainstem 
response (ABR) wave I amplitude does not recover after moderate-intensity noise 
exposure; it remains significantly reduced in comparison to pre-exposure 
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amplitude.11 This cochlear synaptopathy compromises hearing performance, 
such as understanding of speech in noisy environments, which is a hallmark 
complaint of patients with NIHL and presbycusis. 11     

ABR wave I amplitude is an objective measure of ANF loss in animals, 
because it represents the synapse of ANFs with the IHC.2 A reduced amplitude 
of ABR wave I in animals correlates with high noise exposures, and might thus 
correspond to cochlear synaptopathy.7 Human studies have multiple limitations, 
such as difficulties in reproducibility and challenges in controlling for 
environmental factors (e.g., noise exposure and ototoxic medication use). Such 
limitations lead to multiple biases and difficulty in attributing findings to the studied 
factor. 

Thus, we measured ABR wave I amplitude in 151 mice of 69 strains before 
and after noise exposure in order to demonstrate strain variation regarding this 
phenotype. Our goal is to provide a database of baseline ABR wave I amplitude 
and noise-induced wave I amplitude shifts in inbred mouse strains. 

MATERIAL AND METHODS 

This is an interventional and data collection study in mice. The protocol 
has been approved by the University of Southern California Institutional Animal 
Care and Use Committee. The study was performed in mice from the Hybrid 
Mouse Diversity Panel, a panel of classical and recombinant inbred mouse 
strains whose genome has been sequenced and typed at high resolution. 

 All available measures to provide comfort and minimize animal suffering 
were adopted. All mice received intraperitoneal anesthesia with a combination of 
ketamine (80 mg/kg body weight) and xylazine (16 mg/kg body weight). Body 
temperature was monitored and kept stable. Artificial tear drops were applied to 
the eyes.  

 To avoid sex bias, only female mice were included in the study; to avoid 
potential ARHL, 5-week-old mice were selected. Stainless steel electrodes were 
introduced subcutaneously in the head vertex and in the right mastoid, as well as 
a ground electrode in the tail base. ABR Peak Analysis Software Version 0.9.0.2 
Copyright 2007 Speech and hearing Bioscience and Technology was used to 
analyze ABR waves.  

      ABR was performed in an acoustic chamber (MAC-1, designed by Industrial 
Acoustic – IAC, Bronx, NY) to eliminate ambient noise. An acoustic stimulus was 
generated (with National Instruments Corporation – Austin, Texas data) and 
presented (using an Intelligent Hearing Systems speaker – Miami, Florida) 
through a device introduced in the external auditory canal, with sound pressure 
measured by a condenser microphone. 
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 The acoustic signals were presented to the right ear as tone pips with a 
rise and fall time of 0.5 msec and a total duration of 5 msec at the frequencies 8, 
12, 16, 24 and 32 kHz. Tone pips were presented below threshold values and 
then incremented in 5 dB up to a sound pressure level of 100 dB. Tone pips were 
delivered at a rate of 30 per second. The responses were recorded with an 
analog-to-digital recorder at a rate of 20,000 and sent to an 8-channel, 150-gain 
AC/DC headbox, and then to a secondary Synamps signal amplifier with 2500 
gain before the analyses.   

The peak (positive) to peak (less positive or more negative) wave I value 
was determined, and the amplitude was calculated by subtracting the value from 
peak to peak. ABR wave I amplitude after noise exposure was obtained by the 
same method 2 weeks after noise exposure. The nonparametric Mann–Whitney 
test was used to test the difference of averages between baseline and post-
exposure wave I amplitude. The correlation between baseline amplitude and the 
change in amplitude after noise exposure was demonstrated with Pearson 
coefficients. 

 

 RESULTS 

A total of 151 mice of 69 strains (1-8 mice/strain; exact number listed in 
supplemental table 1) were analyzed. We determined the value for ABR wave I 
amplitude at 80 dB SPL in all 151 mice and calculated the average baseline and 
post-noise exposure amplitudes at the frequencies of 8, 12, 16, 24, and 32 kHz 
Baseline and post-exposure wave I amplitude values are described in 
supplemental table 1.  

 A significant post-noise reduction in wave I amplitude was observed in all 
the tested frequencies, with p<0.00001 (Mann-Whitney U-values: 25582.5 for 
8kHz, 25036 for 12kHz, 24130 for 16kHz, 23377 for 24kHz, and 24393.5 for 
32kHz). 

We then calculated the delta between the baseline wave I amplitude and 
the post-noise wave I amplitude. The delta of average value for each frequency 
in each mouse strain is illustrated in figure 1. 
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Figure 1: Delta (µv) of average wave I amplitude in each frequency per mouse 
strain (arranged in alphabetical order) . Horizontal lines indicate the median, first 
quartile, and third quartile. 

We classified the strains that had a variation beyond the third percentile 
as susceptible, because it is amongst the 25% of the ones that has the greatest 
variation in its post noise exposure amplitude according to it basal amplitude. 
Those under first percentile, were classified as resistant, because it is amongst 
the 25% that had the minor variation in its amplitude post noise exposure in 
comparison to its basal amplitude. 

There was a strong, positive correlation between delta and baseline wave 
I amplitude for all frequencies (r for 8, 12, 16, 24, and 32 kHz respectively: 0.75, 
0.81, 0.85, 0.92, and 0.89) (Figure 2), probably due to the number of synapses 
that are “available” for damage, which is explained by a ceiling effect in those with 
a small baseline amplitude. 
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Figure 2: Scatter plots of the correlation between average wave I amplitude in 
each mouse strain and the change in average amplitude (delta) after noise 
exposure. 

 

  

The BXH20/KCcJ strain exhibited the largest post-noise change at the 16, 
24, and 32 kHz frequencies (147-, 239-, and 65-fold change relative to the mouse 
strain with the smallest variation, respectively), and the second largest in the 
frequencies of 8 and 12 kHz. The BALB/cJ strain, commonly used as a mouse 
model in auditory studies, presented the third largest post-noise change at the 
12, 16, 24, and 32 kHz frequencies (91-, 109-, 196-, and 44-fold change relative 
to the strain with the smallest variation, respectively). 

 

DISCUSSION  

 This study expands the existing literature on mouse hearing, providing new 
sources for study of hearing impairment. Our group studies the genetic forms of 
hearing loss (including age-related and noise-induced) in mice, and has recently 
published genome-wide association studies of NIHL susceptibility genes, mouse 
thresholds and noise sensitivity. Continuing this line of research, the present 
study focused on characterizing the baseline ABR wave I amplitude in mice and 
the change in this parameter after noise exposure. We hope these data will be 
useful for further investigations in hearing research. 

The strains used in this study were selected from the Hybrid Mouse 
Diversity Panel (HMPD), a library of inbred mouse strains. All the studied mice 
were female, 5 weeks old, and subjected to the same noise exposure protocol. 
Consequently, the differences in wave I amplitude observed supports the 
hypothesis that hearing-loss phenotypes in mice have a genetic basis, due to 
distinct susceptibilities to cochlear synaptopathy. 

 Wave I amplitude appears to be an accessible way to assess 
synaptopathy, as it would represent the summed activity of cochlear nerve fibers 
measured in response to suprathreshold tone bursts. The synaptic counts 
correlated with baseline and post-noise exposure wave I amplitude supported the 
hypothesis that the number of functional IHC synapses varied in conjunction with 
the corresponding wave I amplitude values, and that ABR amplitude can be used 
as a reliable metric to indirectly analyze synaptic function and synaptopathy in 
large populations.13 

 We constructed a complete dataset with the baseline values of wave I 
amplitude in 151 mice of 69 different inbred strains, and make this dataset 
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available for general use. Specifically, these data constitute a new resource for 
the study of cochlear synaptopathy. As immunostained cochlear tissue has been 
shown to provide a reliable proxy for loss of afferent synapses after acoustic 
injury, the next step in our research protocol is to perform immunostaining to 
correlate with our ABR wave 1 amplitude dataset. 

 Some studies have shown that individuals with preexisting hearing 
impairment are less susceptible to TTS. One possible explanation for this finding 
is the ceiling effect, i.e., these subjects have a limited number of elements in the 
inner ear that are still liable to be damaged.14 The strong correlation between 
baseline amplitude and post-noise change may be attributed to such as ceiling 
effect: the lower the baseline amplitude, the smaller the number of functional 
synapses—this limits the number of sites available for noise damage to occur, 
resulting in a smaller delta.  

         Tinnitus and hyperacusis are perceptual alterations frequently preceded by 
noise overexposure.15 Either one can be the result of compensatory plasticity, 
i.e., a gain in central auditory synapse occurs in consequence of a peripheral 
auditory synapse signal attenuation.5  Although aging and noise exposure 
contribute to suprathreshold hearing deficits, variability in genetic and epigenetic 
factors no doubt contributes to individual outcomes as well.16 The development 
of new diagnostic tests (or validation of already existing ones) to confirm hidden 
hearing loss would be of great utility, providing a diagnosis to the vast number of 
patients with tinnitus or hearing impairment who nonetheless present with a 
normal audiogram.    

  BALB/cJ is a mouse strain frequently used in auditory research models 
involving NRHL, ARHL, and ototoxic drug exposure. In our experiment, BALB/cJ 
mice had one of the most consistent results regarding post-noise variation in 
wave I amplitude. This strain presented the third largest post-noise delta at the 
12, 16, 24, and 32 kHz frequencies. In consistence with the hypothesis that this 
finding occurs according to cochlear sensitivity, BALB/cJ had the greatest 
threshold shift in comparison with the other tested strains following administration 
of cisplatin17, noise exposure18, and administration of kanamycin19. This pattern 
of variation may suggest a shared mechanism of damage between noise and 
ototoxic agents in this strain. 

  Wave I amplitude is not well established for human auditory measures. 
More studies are needed to obtain a valid test protocol capable of diagnosing 
cochlear synaptopathy in humans and to correlate findings with clinical 
complaints of tinnitus and difficulty in hearing in noisy environments. 
Development of a diagnostic modality capable of early detection of the damage 
caused by noise to the inner ear would enable the creation of protocols to prevent 
potential hearing damage and act in advance to protect hearing. This would be 
of paramount importance, since the gold-standard diagnostic method hitherto 
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available (the audiogram) begins to show changes only once widespread, 
irreversible injury to the auditory path has already occurred. We hope the broad 
database of mouse hearing and electrophysiological tests constructed in this 
study will serve as a reference for new studies in this field.  
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the fluid-filled cochlea and coded into neural im-
pulses that travel along the auditory nerve cranial
through the brainstem to higher association centers
within the cerebral cortex. Each auditory nerve fiber
(ANF) contacts a single inner hair cell within the
organ of Corti (Eybalin 1993). There is increasing
evidence that the ability to hear and understand as we
age, in a variety of environments, is dictated by the
neural connectivity of the inner hair cells within the
cochlea and their contacts with ANFs. Recent data in
both mice and humans suggests there exists a “hidden
hearing loss” resulting from synaptopathy between
inner hair cells (IHCs) and type-I ANFs (Liberman
2017). Disruption of these synapses not only leads to
denervation but also a slow degeneration of spiral
ganglion neurons (Shi et al. 2016). In humans, this
phenomenon has been linked to difficulty under-
standing speech in complex sound environments
(Liberman and Kujawa 2017).

While there are few practical ways of identifying
these types of losses in the clinical setting, there is
evidence in mice that cochlear synaptopathy can be
captured by the amplitude of the first wave (wave I) of
the auditory brainstem response (ABR) after a
suprathreshold stimulus (Kujawa and Liberman
2015). In several experiments, noise exposure led to
a conv inc ing permanen t dec l ine in the
suprathreshold ABR wave I amplitude despite recov-
ery of otoacoustic emissions and ABR thresholds. It
has been determined that the wave I amplitude
correlates strongly with the integrity of auditory
synapses and/or the compliment AFNs (Kobel et al.
2017).

Recently, evidence for this “hidden hearing loss”
has been demonstrated in human temporal bone
specimens. (Liberman et al. 2016). It appears that
noise exposure over time results in synaptic ribbon
loss. In addition, age-related hearing loss (ARHL) has
been shown to result from loss of sensory cells and
neurons (Schuknecht 1964). It has been shown in
mice that ARHL results from a similar synaptic loss
between IHCs and ANFs and this cochlear
synaptopathy also precedes hair cell loss and perma-
nent threshold shifts in the aging mouse ear
(Sergeyenko et al. 2013).

Our laboratory has recently described baseline and
noise-induced threshold shifts in 100 strains of the
Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP) (Myint et al.
2016) and, with these data, we have begun to define
the genetic landscape of these complex traits (Crow
et al. 2015) (Lavinsky et al. 2016). The HMDP is a
collection of classical inbred (CI) and recombinant
inbred (RI) strains whose genomes have been se-
quenced and/or genotyped at high resolution. In this
manuscript we have begun to explore the genetic
landscape of cochlear synaptopathy and determine

candidate loci and genes. Herein we report the first
characterization of suprathreshold wave 1 amplitude
of the mouse ABR in over 100 mouse strains and
perform the first genome-wide association study
(GWAS) in mice corrected for population structure
both before and after noise exposure.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

The Institutional Care and Use Committee (IACUC)
at University of California San Diego (IACUC 17178)
and University of Southern California (IACUC 12033)
endorsed the animal protocol for the Hybrid Mouse
Diversity Panel (HMDP) inbred strains. Strains and
genotypes are accessible from the Jackson Laborato-
ries (www.jax.org). All results required to corroborate
the conclusions presented here are provided entirely
within this article.

Hybrid Mouse Diversity Panel Strains and
Genotypes

The HMDP is a collection of common inbred strains
composed of 30 classical inbred strains (CI) providing
genetic resolution and allelic diversity, and more than
70 recombinant inbred strains (RI) that enhance
resolution and increase power (Bennett et al. 2010).
Five-week-old female mice (n = 635) from 102 Hybrid
Mouse Diversity Panel strains (n = 6–7/strain) were
purchased from the Jackson Laboratories. A detailed
characterization of the HMDP is provided in Bennett
et al. (2010). Mice were aged until 5 weeks and
accommodated in sterilized cages with autoclaved
food and water with an average daily ambient noise
level of 40 dB. The phenotypes in the HMDP strains
were managed using genotypes of 500,000 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) obtained from the
Mouse Diversity Array (minor allele frequencies 9
5 %; missing genotype frequencies G 10 %) (Van Nas
et al. 2010).

ABR Wave 1 P1-N1 Values for Wave 1
Suprathreshold Amplitude Calculations

In order to analyze pre- and post-noise exposure ABR
wave 1 P1-N1 measurements, stainless steel electrodes
were placed subcutaneously at the vertex of the head
and the right mastoid, with a ground electrode at the
base of the tail. Mice were anesthetized with an
intraperitoneal injection of ketamine (80 mg/kg body
wt) and xylazine (16 mg/kg body wt). Mouse body
temperature was maintained through the use of a
TCAT-2DF temperature controller and the HP-4 M
heating plate (Physitemp Instruments Inc., Clifton,
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10. ANEXOS 
10.1. TABELA SUPLEMENTAR 1 
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