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Resumo

Introducdo: Animais séo utilizados na experimentacao cientifica ha
séculos, por constituirem modelos adequados para o desenvolvimento de
pesquisas importantes para a humanidade. Na &rea da audiologia, esses
animais sdo amplamente utilizados por permitirem o conhecimento do sistema
auditivo de forma facil e significativa. Objetivo: Comparar as amplitudes de
resposta (relacao sinal/ruido - S/R) das EOAPD (Emissfes Otoacusticas por
Produto de Distor¢do) em modelo animal com uso de dois equipamentos de
coleta. Métodos: Estudo do tipo experimental, aprovado pelo Comité de Etica
no Uso Animal (CEUA), com uma amostra constituida por 28 animais da
linhagem Wistar, do género feminino, que foram submetidos a anestesia, a
otoscopia manual e ao exame de EOAPD nas frequéncias de 2kHz a 8kHz,
realizado nos equipamentos Otoread® e ILO®. Os resultados foram
submentidos ao teste estatistico, e consideraram-se valores estatisticamente
significantes aqueles em que p< 0,005. Resultados: Na analise realizada entre
orelhas para verificar assimetria de respostas, ndo houve diferenca
estatisticamente significante, portanto, as analises foram realizadas levando em
consideracao o total de 56 orelhas dos 28 animais. Em relacdo a comparacao
dos dois equipamentos utilizados, no que se refere aos valores de relacdo S/R,
nao houve diferenga nas frequéncias de 2kHz, 6kHz e 8kHz. Na frequéncia de
4kHz houve diferenca estatisticamente significante, apresentando maiores
respostas no equipamento Otoread®. Conclusdes: Foi possivel realizar a coleta
das EOAPD nas frequéncias entre 2kHz a 8kHz nos dois equipamentos. As
medidas da relacdo S/R foram utilizadas no presente estudo, pois permitiu a
comparacao dessas medidas em dois equipamentos distintos cumprindo com o
objetivo principal do trabalho. A medida que as frequéncias aumentaram as
respostas aumentam concomitantemente. E ndo houve diferenca
estatisticamente significante quando comparadas as respostas da relagcdo S/R
nos dois equipamentos, exceto na frequéncia de 4kHz.

Palavras-chave: Modelo animal; Emiss@es otoacusticas por produto de
distor¢cdo; Ratos Wistar.

Introducéo

Historicamente, as pesquisas com modelos animais tém origem ha
muitos anos antes de Cristo, em um momento em que autépsias em cadaveres
humanos eram proibidas. Cientistas como Alcmaeon, Aristoteles, Hipdcrates,
Herophilus, Herasistratus, entre outros, da Grécia Antiga, passaram a fazer
vivissecgao e necropsia nos animais com o objetivo de encontrar semelhangas
com as doencas que afetavam os humanos. Além disso, 0s experimentos com
animais tiveram um papel importantissimo no avango da ciéncia que estudava
as bactérias e afins, em que cientistas como Pasteur e Koch, no século XVIII,
puderam identificar diversos micro-organismos causadores de doencas
infectocontagiosas, e 0 mais importante, as vacinas contra essas
enfermidades, utilizando diversas espécies de modelos animais como ratos,
camundongos, cobaias, coelhos e hamsters® 2 3,

Houve um avanco expressivo nos estudos com modelos animais a partir
do advento da Teoria de Darwin em “A origem das espécies” (1859), que trouxe



a ideia de que espécies distintas possuiam um ancestral comum explicado pelo
evolucionismo, e ainda, com o pressuposto de Claude Bernard, que dizia n&o
fazer sentido as pessoas terem o direito de utilizar animais para fins
domeésticos, e de alimentacédo, e ndo poderem utilizar os mesmos nas
pesquisas em prol da humanidade* .

Atualmente, os modelos animais séo utilizados em diversos ramos de
pesquisas, principalmente nas areas das ciéncias bioldgicas e biomédicas.
Esse uso ocorre devido a possibilidade de uma analise detalhada das
manifestacdes bioldgicas e comportamentais, além de permitir a observacao de
processos patoldgicos ou naturais, que, em muitos casos, assemelha-se aos
seres humanos®.

Em todo o mundo, milhdes de estudos utilizando animais vém sendo
desenvolvidos a cada ano. Estima-se que cerca de 75 a 100 milhdes de
animais vertebrados sejam utilizados para fins cientificos neste século’.

Experimentos com modelos animais permitiram aos pesquisadores
descobertas importantes por meio de pesquisas nas ciéncias basicas e na area
médica, dentre as quais se destacam: a descoberta da circulagdo sanguinea,
dos antibioticos, dos mecanismos das enfermidades infecciosas, anestésicos
para cirurgias, transplante de 6rgaos, sistema de suporte vida para neonatos,
entre outras®.

As vantagens em utilizar modelos animais em pesquisas, principalmente
0s roedores, estdo relacionadas com a facilidade de manejo e domesticacéo,
prolificidade, docilidade, baixo consumo alimentar, fisiologia conhecida, ciclo
reprodutivo curto, precocidade, nutricdo variada, adaptacdo ao cativeiro e
sociabilidade?.

Os estudos na area da audiologia utilizando modelos animais incluem os
procedimentos de avaliacdo do sistema auditivo, dentre eles estédo: a andlise
histoldgica®, o reflexo de Preyer'?, as EOAPD!:'?, as Emissdes OtoacUsticas
Transientes (EOAT)® e o Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico
(PEATE)'415, Esses estudos vém sendo desenvolvidos para entender melhor
os temas relacionados a exposicdo ao ruido?®, otoprotecdo?’, novos modelos
animais'®, ototoxidade'® 2°, novos genes da surdez?!, presbhiacusia??,
plasticidade do sistema nervoso auditivo central (SNAC)?3, regeneragdo
celular?*, zumbido?®> 28, equilibrio?’, hiperbilirrubinemia?® e privagédo de ferro?°.

A avaliacao auditiva por meio das EOAPD tem grande aplicabilidade
nesses experimentos, pois permite a caracterizacdo da morfologia funcional
das células ciliadas externas (CCE), sao significativas em animais de
laboratério, e por isso, se tornam um importante instrumento na avaliacdo,
além de serem faceis de mensurar e interpretar os resultados. O conhecimento
detalhado da amplitude de resposta (relacdo S/R) das EOAPD desses modelos
animais, bem como protocolos de pesquisa bem definidos e de facil replicacédo
em diversos equipamentos sédo de fundamental importancia para o
desenvolvimento de pesquisas audioldgicas nessa area. Desse modo, o
objetivo deste estudo foi comparar a amplitude de resposta (relagédo S/R) das
EOAPD em modelo animal com uso de dois equipamentos de coleta.



Métodos

Trata-se de um estudo do tipo experimental, desenvolvido a partir de um
projeto multidisciplinar denominado “O papel da melatonina na prevencéao da
ototoxidade da cisplatina”. A equipe envolvida nesse estudo é composta por:
meédicos, médicos veterinarios, patologistas e fonoaudiélogos. Os protocolos
destes estudos foram conduzidos com a aprovacéo do Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia,
sob protocolo UnbDoC n°: 7117/2015.

A amostra foi composta por 28 animais da linhagem Wistar, com idade
de 2 meses e 15 dias, com média de peso de 190g, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Goias. Foram mantidos no biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia em condi¢cdes normais de iluminagéo,
com livre acesso a alimentacao e agua, em ciclos naturais de sono e vigilia,
mantidos em caixas, divididos em grupos e manuseados segundo as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
encontradas no site www.cobea.org.br.

Os animais foram inicialmente pesados para verificar o peso médio para
calculo da administracdo da anestesia. Posteriormente, foram anestesiados
com Cloridrato de Ketamina (65 mg/kg [50 mg/ml]) e Xylasina (6,5 mg/kg
[20mg/ml]).

Depois de estarem anestesiados e antes da realizacdo do teste de
EOAPD, os animais foram submetidos a otoscopia manual, realizada por
Otorrinolaringologista para avaliacdo do conduto auditivo externo e membrana
timpéanica. Foram excluidos do estudo animais com alteracdes de orelha
externa e média e com EOAPD ausentes.

Para a execucédo dos exames foram utilizados dois equipamentos:

Equipamento 1: OtoRead®, da marca Interacoustics, acoplado a
impressora do equipamento, no qual foram realizadas anélises nas frequéncias
compreendidas entre 2kHz e 8kHz. O estimulo consistiu de 2 tons puros (F1 e
F2) cuja relagéo de frequéncia F1/F2 foi igual a 1,22. A intensidade dos
estimulos foi fixada em 70 dB NPS.

Equipamento 2: Emissdes Otoacusticas Evocadas (Modelo ILO292
Echoport system com o software ILO V6, Otodynamics, Herts, United Kingdom)
acoplado a um computador, no qual também foram analisadas frequéncias
compreendidas entre 2kHz e 8kHz. O estimulo consistiu de 2 tons puros (F1 e
F2) cuja relagéo de frequéncia F1/F2 foi igual a 1,22. A intensidade dos
estimulos foi fixada em 70 dB NPS. Foi analisado um total de 1000 aquisicdes.

A sonda utilizada no meato acustico externo foi adaptada em ambos os
equipamentos para ndo causar desconforto ao animal. Foram avaliadas as
EOAPD em todos os animais na seguinte ordem: Equipamento 1, EOAPD na
orelha esquerda e depois na orelha direita. Em seguida a mesma analise era
realizada com o equipamento 2. As EOAPD foram consideradas presentes em
ambos o0s equipamentos quando os valores de relagédo S/R estivessem iguais
ou maiores a 6 dB NPS.

Aposs os procedimentos citados anteriormente, todos os animais foram
separados em grupos para que fosse dado seguimento a outro estudo.

A avaliacao estatistica dos valores da relacdo S/R foi realizada utilizando
0 SPSS® Versdo 23.0. Para as comparacgdes de valores médios dos exames
dentro dos grupos (orelhas e equipamentos), foi utilizado o teste ANOVA. O



valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significante. E as respostas
consideradas para a analise descritiva foram as médias, os valores minimos,
0S maximos e o desvio padréo.

Resultados

Na analise realizada entre orelhas para verificar assimetria de respostas,
nao houve diferenca estatisticamente significante, conforme observa-se na
Tabela 1. Como néo foram observadas diferencas, as anélises foram
realizadas levando em consideracéo o total de 56 orelhas dos 28 animais. A
Tabela 1 mostra as médias, os valores minimos, maximos e o desvio padrao
(DP) da relacdo S/R nas frequéncias de 2kHz, 4kHz, 6kHz e 8kHz em ambas
as orelhas.

Tabela 1: Médias, desvio padrao, minimo e maximo da relag&o sinal/ruido das 56
orelhas.
ORELHA DIREITA ORELHA ESQUERDA
Média Min Max DP Média Min Max DP

2kHz 798 -10 70 13,38 560 -6 19 5,74 225

4kHz 22,48 10 32 561 23,16 8 35 6,85 ,568

6kHz 37,127 22 70 6,97 36,23 15 46 6,13 ,448

8kHz 39,01 10 50 6,76 4041 11 51 6,38 ,265

A Tabela 2 mostra as médias, os valores minimos, maximos, e o desvio
padréao (DP) da relacao sinal/ruido nas frequéncias de 2kHz, 4kHz, 6kHz e
8kHz, nos equipamentos utilizados. Em relagdo a comparacao dos valores de
relacdo sinal/ruido, ndo houve diferenca entre os dois equipamentos nas
frequéncias de 2kHz, 6kHz e 8kHz. Na frequéncia de 4kHz houve diferenca
estatisticamente significante na comparacéo entre os dois equipamentos
utilizados.

Tabela 2: Médias, desvio padréo, minimo e maximo da relagéo sinal/ruido das 52 orelhas.

_ ILO® Otoread®
Frequéncias : : _ _ P
Média Min Max DP Média Min Max DP
2kHz 569 -6 70 1290 7,89 -10 22 6,78 ,262
4kHz 2067 8 31 554 2496 10 35 6,22 ,000*
6kHz 36,37 15 70 7,34 37,03 24 46 5,72 ,596

8kHz 38,78 10 48 7,35 4064 29 51 562 ,136




Discusséao

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes no que se refere a lateralidade das respostas nos animais
estudados. Na literatura, ndo foram encontrados estudos comparando as
EOAPD entre géneros e com relacéo a lateralidade em modelos animais.
Alguns estudos realizados em seres humanos mostram que as Emissoes
Otoacusticas (EOA) apresentam maiores valores de resposta nas orelhas
direitas e em individuos do género feminino3% 32,

A medida de referéncia das EOA utilizada neste estudo foi a relacdo S/R
pois, de acordo com a literatura, sdo medidas confiaveis e amplamente
utilizadas na avaliacéo clinica dos exames em seres humanos=:.

A escolha do uso de mais de um equipamento neste estudo ocorreu em
virtude da necessidade de comparar os valores de um equipamento
considerado padrdo ouro (ILO®), amplamente utilizado em varios estudos de
EOA, com os valores de outro equipamento (Otoread®), utilizado rotineiramente
na clinica para triagem auditiva neonatal (TAN). Nenhum estudo em modelo
animal gue utilizasse o equipamento Otoread® foi encontrado na revisdo de
literatura, porém, os resultados apresentados neste trabalho permitiram
analisar a viabilidade do uso desse equipamento de TAN, com respostas tao
fidedignas como as encontradas no ILO®, que é considerado padr&o ouro.

Os protocolos de aquisicdo de EOAPD utilizados neste estudo foram
escolhidos de acordo com outros estudos previamente realizados. Em uma
pesquisa desenvolvida com o objetivo de verificar o efeito do extrato de roma
na reducédo da ototoxicidade induzida por cisplatina, os pesquisadores
utilizaram 06 ratos Wistar no grupo controle. As avaliacfes das EOAPD foram
realizadas com o equipamento ILO V6 da Otodynamics, e as andlises foram
realizadas com 1.000 aquisi¢cdes. Os resultados das EOAPD nas frequéncias
de 4kHz, 6kHz e 8kHz mostraram uma equivaléncia com as do presente
estudo, tanto no ILO V6 quanto no Otoread®34.

Outro estudo realizado com ratos Wistar, cujo objetivo foi o de avaliar a
sensibilidade das EOAPD na deteccéo da ototoxidade secundaria a diferentes
doses e formas de administracédo de cisplatina, o protocolo adotado utilizou
1.000 aquisicdes, e considerou como resultado a relacdo S/R de no minimo 6
dB NPS?3®, assim como o protocolo do presente trabalho.

A metodologia de aquisicdo de EOAPD utilizada neste estudo também
foi a mesma realizada em uma pesquisa recente, que verificou o efeito
terapéutico da timoquinona na perda auditiva induzida por trauma acustico em
modelo animal. Os autores utilizaram o equipamento ILO V6 da Otodynamics, e
avaliaram as frequéncias de 1kHz a 6kHz. Os valores médios das EOAPD no
grupo controle ficaram entre -5 e 25 dB, e a analise foi realizada utilizando a
relacdo S/R como resposta. Os valores médios das EOAPD do presente estudo
com o equipamento similar ficaram entre 5 dB e 39 dB. J& a coleta realizada
com o equipamento Otoread® apresentou valores médios entre 7 e 40 dB.
Ambos os equipamentos utilizados neste estudo obtiveram médias mais altas,
porém, destaca-se que as medidas apresentadas neste estudo foram coletadas
a partir da frequéncia de 2kHz, em que as amplitudes das EOAPD comecam a
aumentar significativamente em comparacéao as frequéncias mais baixas:.

Um outro equipamento (Madsen Capella) foi utilizado em um estudo
acerca da otoprotecéo da curcumina e da vitamina E na ototoxicidade induzida



por cisplatina. Foram avaliadas as EOAPD nas frequéncias de 2kHz a 6kHz,
onde pode-se verificar claramente o aumento do valor da relacdo S/R nas
frequéncias a partir de 2kHz!t. O mesmo equipamento foi utilizado em outra
pesquisa sobre o efeito da aplicacdo de betametasona transtimpanica na
orelha interna de ratos, e foi observado comportamento semelhante no que se
refere ao aumento de valores de EOAPD a partir de 2kHz, e com valores mais
baixos nas frequéncias de 996Hz e 1000Hz°.

Os valores das EOAPD nesta pesquisa mostraram-se maiores nas
frequéncias a partir de 2kHz. Esse achado também esteve presente em outros
estudos, nos quais os niveis de ruido sdo mais intensos nas frequéncias mais
baixas!! 34 36.37_ QO nivel de ruido mais intenso nas frequéncias mais baixas
acontece em virtude das proporc¢des do meato auditivo externo dos ratos, que
fazem com que a obtencao das EOAPD abaixo da frequéncia de 2kHz, tenham
respostas que se equiparam com as do ruido3® 39,

Em outro estudo realizado com 20 ratos Wistar, cujo objetivo foi o de
verificar os efeitos ototdxicos do acido bdrico sobre a funcéo das células
ciliadas externas, os autores utilizaram EOAPD nas frequéncias de 2kHz, 3kHz,
4kHz, 6kHz e 8kHz. O equipamento utilizado nesse estudo também foi 0
Madsen Capella, e os valores médios obtidos diferiram do presente estudo na
frequéncia de 2kHz, que tiveram média de 12 dB em ambas as orelhas. No
presente estudo, as médias encontradas na frequéncia de 2kHz foram de 5,6
dB no ILO®, e de 7,8 dB no Otoread®. J& no restante das frequéncias
avaliadas, houve correspondéncia entre os equipamentos em ambos 0s
estudos. Na frequéncia de 4kHz no estudo de Salihoglu et al. (2017), a média
das EOAPD em ambas as orelhas foi em torno de 23 dB em um equipamento
de diagndstico (Madsen Capella), neste estudo, as médias mostram valores
estatisticamente significantes. Na frequéncia de 6kHz a média ficou em 32 dB,
enquanto que nesta pesquisa, a média do equipamento ILO® foi de 36 dB e no
Otoread® foi de 37 dB. Por Ultimo, na frequéncia de 8kHz, o estudo de
Salihoglu et al (2017), mostrou média de 38 dB e o presente estudo mostrou a
mesma média de 38 dB no ILO® e 40 dB no Otoread®3®.

E possivel verificar na literatura estudos realizados com diversos
equipamentos de Emissdes Otoacusticas Evocadas, no entanto, nenhum deles
havia sido realizado com equipamento de triagem auditiva (Otoread®), ou
similar. A maioria dos estudos publicados é feito em equipamentos de
diagnéstico e de alto padréo e custo, como por exemplo, o ILO® e o Capella®.

Nesta pesquisa foi possivel verificar que, assim como na triagem em
recém-nascidos, os exames realizados com 0s animais no equipamento de
triagem (Otoread®) tiveram tempo médios de execucdo menor, quando
comparado ao equipamento de diagnéstico (ILO®). Ndo foram achados estudos
gue fizessem essa comparacéo entre tempo de realizacdo do exame. O fato do
equipamento de triagem auditiva ndo sofrer tantas interferéncias de ruidos
externos e ambientais, pode ser uma explicacdo para esse fato.

A realizacéo do exame de EOA nos modelos animais com uso de
equipamento de triagem pode ser uma possibilidade viavel, quando o objetivo
for exclusivamente o acompanhamento do estado da céclea com um protocolo
gue nédo haja necessidade de modificacbes de parametros do exame. Para
estudos nos quais seja necessario modificar tipo de estimulo, intensidades,
padronizar protocolos diferentes dos oferecidos de fabrica, recomenda-se o uso



de equipamento de diagnéstico (ILO®), uma vez que a maior parte dos
equipamentos de triagem ndo permite esse tipo de ajuste.

Conclusoes

E possivel a andlise das EOAPD nas frequéncias entre 2kHz a 8kHz nos
dois equipamentos em modelo animal.

A relacéo sinal/ruido € uma medida confiavel e permitiu a comparacao
dessas medidas em dois equipamentos distintos cumprindo com o objetivo
principal do trabalho.

A medida que as frequéncias aumentam as respostas aumentam
concomitantemente.

N&o houve diferenca estatisticamente significante quando comparadas
as orelhas direita e esquerda da amostra.

N&o houve diferenca estatisticamente significante quando comparadas
as respostas da relacéo sinal/ruido nos dois equipamentos, exceto na
frequéncia de 4kHz.

Conflitos de interesse: nenhum.
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