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RESUMO

Introducdo: Uma atividade elétrica que ocorre no sistema auditivo, gerada por
estimulos sonoros ou elétricos, € chamado de Potencial Evocado Auditivo (PEA), eles sdo
visualizados no registro como ondas e séo gerados por diferentes estruturas do sistema auditivo.
Alguns estudos experimentais que ja foram realizados mostraram similaridade entre o0s
geradores dos PEAs em humanos e em animais. Como seus geradores sdo multiplas areas
corticais, 0s PEAs podem ser utilizados para monitorar mudancas neurofisioldgicas inclusive o
impacto de agentes farmacol6gicos nas fungdes corticais. Objetivo: mostrar a efetividade da
coleta de Potenciais Evocados Auditivos Corticais (PEACS) em ratos. Método: Foram
coletados os PEACs, complexo P1-N1-P2, por meio de eletrodos posicionados no créanio, nas
regibes fronto-coronal (ativo), Mastdide direita (referéncia) e mastdide esquerda (terra) em
Rattus Norvegicus, variedade Wistar que foram mantidos em gaiolas com temperatura, umidade
e dieta controladas em um ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro, que foram levemente
sedados por meio de injecédo intramuscular de Quetamina (0,1 ml) e Xilazina (0,1 ml) para a
coleta dos PEAs. Resultado: Foi possivel coletar o complexo P1-N1-P2, cujos valores médios
(x15,7; 18,8 e 29,6) das laténcias e amplitude foram 73,4ms; 122,1 ms; 198,3 ms; e, 1,1 pV;,
2,9 uV; 2,0 BV, respectivamente. Conclusdo: E possivel coletar os PEAC, mais precisamente
0 complexo P1-N1-P2 em Rattus norvegicus, variedade Wistar e utilizar este animal como

modelo experimental para experimentos no sistema auditivo.

Palavras-chave: Audicdo. Potenciais Evocados Auditivos. Ratos Wistar. Modelos Animais



Abstract

Introduction: An electrical activity that occurs in the auditory system, generated by
sound or electrical stimuli, is called Auditory Evoked Potential (AEP), they are visualized in
the register as waves and are generated by different structures of the auditory system. Some
experimental studies that have already been carried out have shown similarity between AEP
generators in humans and animals. As their generators are multiple cortical areas, AEPs can be
used to monitor neurophysiological changes including the impact of pharmacological agents on
cortical functions. Purpose: to show the effectiveness of collecting Cortical Auditory Evoked
Potentials in rats. Method: The CAEP, P1-N1-P2 complex, were collected through electrodes
positioned on the skull, in the fronto-coronal (active), right mastoid (reference) and left mastoid
(ground) regions in Rattus norvegicus, Wistar variety that were kept in cages with temperature,
humidity and diet controlled in a cycle of 12 hours light and 12 hours dark, which were lightly
sedated by intramuscular injection of Ketamine (0.1 ml) and Xylazine (0.1 ml) for collection of
PEAs. Result: It was possible to collect the P1-N1-P2 complex, whose mean values (+ standard
deviation) were 73-198ms for latency and -2.9 ms to 2 ms for amplitude, respectively.
Conclusion: It is possible to collect CAEP, more precisely the P1-N1-P2 complex in Rattus
norvegicus, Wistar variety and use this animal as an experimental model for experiments on the

auditory system.

Keywords: Hearing. Auditory Evoked Potentials. Wistar Rats. Animal Models
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INTRODUCAO

Potenciais Evocados Auditivos (PEAS) sdo respostas elétricas geradas frente a estimulos
sonoros ou elétricos, com maltiplos geradores na via auditiva e que podem ser registrados como
ondas no dominio do tempo ou como picos de amplitude no dominio da frequéncia. Os PEAs
podem ser classificados de acordo com diferentes critérios, como tempo de laténcia (Potencial
Evocado Auditivo de Curta Laténcia - PEACL, Potencial Evocado Auditivo de Média Laténcia
- PEAML e Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia - PEALL), anatomia
(Eletrococleografia - ECoG, Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico - PEATE e
Potencial Evocado Auditivo Cortical - PEAC) e propriedades especificas dos geradores de
resposta (Potenciais Evocados Auditivos Exdgenos ou Potenciais Evocados Auditivos

Endégenos) 23

Os Potenciais Evocados Auditivos Corticais (PEACS) sao respostas elétricas geradas na
regiao do cortex auditivo do sistema nervoso auditivo central. Em humanos eles consistem em
picos com voltagem positiva (P) ou negativa (N) que surgem cerca de 50 a 250 ms apds a

estimulacéo auditiva, #5673

Os componentes P1, N1 e P2 sdo gerados em diferentes regiGes do cértex auditivo
primario e secundario, giro de Heschl, hipocampo, plano temporal e cértex lateral e temporal.
O componente P1 ocorre por volta de 50-80 ms apds a estimulacdo, enquanto o N1 ocorre por
volta de 100-150 ms apos a estimulacédo. J& o complexo P2 surge por volta de 150-200 ms ap6s
a estimulac&o, tendo seus geradores nas mesmas regides do componente N1®. Adicionalmente,
0s componentes N2 e P3 refletem habilidades cognitivas no processamento de informacéo
sonora e ocorrem entre 180-380 ms apds o inicio da estimulacdo, sendo gerados no cértex
auditivo primario e secundario, além da participacdo de processos do sistema limbico, apds a

atencao e recepcgdo de um evento especifico do som. 1019

Estes potenciais tém sido amplamente utilizados em estudo com animais para investigar
os efeitos de medicamentos nas fungdes corticais e para descrever como as vias auditivas estdo
organizadas nesta area ‘2. Estudos experimentais foram realizados comparando os geradores
neurais em humanos e animais, Como 0 macaco e o rato, sendo esse ultimo o modelo mais
utilizado para estudos experimentais, devido a similaridades entre os geradores®. Os
componentes P1 e N1 sdo semelhantes entre as duas especies, 0 componente P2 no rato

apresenta diferencas em termos de topografia e fungdo em relacdo ao humano, sendo mais
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proeminente na regido parietal e suscetivel a variagbes no paradigma ativo, como o oddball
paradigma. J& o componente P3 pode ser identificado tanto no paradigma passivo quanto no
ativo em ratos, sendo correspondente aos componentes P3a e P3b em humanos. 4

Alguns estudos, com objetivo de avaliar os geradores dos PEACSs, utilizaram a técnica
de lesdo. No estudo de EHLERS et al. (1990) @ utilizaram ratos Wistar (machos), sendo que
seus resultados mostraram ndo haver diferenga nos PEACs entre animais sadios e lesionados.
Com relacdo aos estimulos frequentes e infrequentes, observados na regido de cortex auditivo,
foram detectados os componentes P1 com laténcia de 25 ms, N1 com 50-100 ms, Nla e N1b
variando entre 50-70 ms e 80-100 ms, respectivamente. Ja no hipocampo encontrou-se para o
P1, 25 ms, N1, entre 40-60 ms, e P2 com 100-200 ms de laténcia. E foram identificados os
componentes P1, N1 com laténcias entre 50 e 150 ms, seguido por ondas P2-P3, em regido de
amigdala. Em sua concluséo os autores evidenciaram a possibilidade de utilizar ratos como
modelo experimental no registro dos PEACs (P1, N1, P2, N2 e P3).

Outro aspecto importante € que os animais sedados podem ser usados para
estudar as habilidades auditivas. Ratos, anestesiados e com eletrodo implantado cirurgicamente
em regido de cortex auditivo primario, foram avaliados por Lazar e Metherate (2003) @, e
encontraram que em relacdo aos componentes P1 e P2 do PEAC, a resposta e grau de

modificac¢do variavam de acordo com a apresentagdo entre estimulos raros e frequentes.

Considerando que certos agressores e/ou protetores do sistema auditivo ndo podem ser
utilizados em humanos para testes, é fundamental avaliar a possibilidade de utilizar modelos
animais na investigacdo dos PEAC. Portanto, o objetivo deste estudo ser4 demonstrar a

efetividade da coleta de Potenciais Evocados Auditivos Corticais em um modelo animal.
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MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo do estudo o projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em
animais da Faculdade de odontologia de Bauru da Universidade de Sdo Paulo (protocolo
numero 019/2009, anexo 1). Foram utilizados 14 animais do tipo Rattus Norvegicos (variedade
Wister), recém desmamados (21 dias de vida), provenientes do biotério da prdpria instituicao,
que foram mantidos em gaiolas metabdlicas e submetidos, a um ciclo de 12h de claro e 12h de
escuro, com temperatura controlada, livre acesso a dieta padrdo de laboratorio, e agua de beber

deionizada.

Para a preparacdo do animal e a realizacdo dos PEAC os animais foram levemente
sedados com uma injecdo intramuscular de Quetamina (0,1 ml) e Xilazina (0,1 ml). A
quantidade de sedativo administrada foi determinada de forma que o animal permanecesse
imovel apenas durante o registro dos PEAC, mas fosse capaz de caminhar normalmente apés o
procedimento (cerca de 20 minutos). Os PEACs foram coletados por meio de eletrodos de
superficie da marca Embramac na porcéo epidural sobre o cortex frontal (eletrodo ativo),
mastoide (eletrodo referéncia) e pata inferior (eletrodo terra), o cranio foi tricotomizado e a pele
foi limpa com esfoliante da marca Nuprep. Em seguida, uma pasta eletrolitica da marca TEN
20TM Conductive EEG Paste foi aplicada para melhorar a condutividade elétrica (Figura 1 —
A, BeC).

Os eletrodos do tipo clip foram conectados ao pré-amplificador do equipamento

SMART-Inteligent Hearing Sistem. Este equipamento foi utilizado para estimulacéo acustica e

aquisicdo do sinal, por meio da filtragem, amplificagdo e promediacdo. O estimulo acustico
utilizado foi o click com polaridade alternada, com uma taxa de apresentacdo de 1,1 estimulos
por segundo, apresentada de forma monoaural (orelha direita) por meio do fone de insercao
EAR TONE 3A, a uma intensidade de 70 dBnHL. O filtro passa-banda foi ajustado para 1 a 30
Hz, com uma janela de 500 ms e ganho de 50.000 pV ((Figura 1 — D).

Figura 1: Preparacdo dos animais para a coleta dos PEAC.
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As laténcias dos componentes P1-N1-P2 dos PEACs foram avaliadas visualmente
dentro de uma faixa de tempo especifico. A presenca ou auséncia de resposta foi definida com

base na reprodutibilidade das ondas.

Ao final do experimento, os animais foram devolvidos ao biotério para serem

reaproveitados em outro experimento.

O programa GraphPad Instat (versdo 3.0 para Windows, GraphPad software Inc. La
Jolla, CA, EUA) foi utilizado para a analise dos dados. Antes da selecdo do teste estatistico
apropriado, foram avaliadas a normalidade dos dados (por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov) e a homogeneidade dos dados (por meio do teste de Bartlett). As laténcias e
amplitudes dos componentes passaram no teste de normalidade e homogeneidade, sendo

analisadas por ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para comparagdes individuais.
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RESULTADOS

Os componentes P1, N1 e P2 foram passiveis de registro em quase todos os animais do
experimento, com exce¢do do animal quatro, em que ndo foi possivel visualizar o componente
P1 e do animal oito em que ndo foi possivel visualizar o P2. A tabela 1 apresenta os dados
individuais das laténcias (ms) e amplitudes (V) dos componentes P1, N1 e P2.

Tabela 1: Valores de laténcia e amplitude dos componentes P1, N1 e P2 do PEAC de

cada animal do experimento.

Laténcia (ms) Amplitude (UV)

P1 N1 P2 P1 N1 P2
Animal 1 62 127 168 1,3 -1,6 1,2
Animal 2 87 120 217 0,8 -2,8 1,3
Animal 3 94 151 223 0,5 -0,7 2,6
Animal 4 - 137 194 - -1,7 1,2
Animal 5 57 92 138 1,0 -1,2 2,8
Animal 6 83 127 206 3,9 -1,0 0,9
Animal 7 63 108 176 0,9 -5,9 0,7
Animal 8 78 117 - 0,2 -5,1 -
Animal 9 101 153 238 0,7 -1,5 3
Animal 10 52 90 187 1,1 -5,9 1,3
Animal 11 66 108 211 0,8 -3,9 3,5
Animal 12 56 133 244 15 -4,6 4,9
Animal 13 87 128 200 0,9 -3,7 2,0
Animal 14 69 118 176 14 -1,7 1,7

Para a andlise estatistica descritiva foram utilizados a média, desvio padrdo, mediana,
valor minimo e valor maximo da laténcia e amplitude dos componentes P1, N1 e P2, que estdo

representados pela tabela 2.

Tabela 2: Analise descritiva dos valores de laténcia e amplitude dos componentes P1,
N1 e P2 do PEAC.

Laténcia (ms) Amplitude (LV)
P1 N1 p2 P1 N1 P2
Mediana 69 123,5 200 0,9 -2,3 1,7
Média 73,4 1221 198,3 1,1 -2,9 2,0
Desvio Padrdao 15,7 18,8 29,6 0,9 -1,8 1,2
Valor minimo 52 90 138 3,9 -0,7 4,8

Valor mdximo 101 153 244 0,2 -5,9 0,7
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DISCUSSAO

O uso de ratos para pesquisa € viavel gracas a seu baixo custo de aquisi¢do e de
manutencdo, por serem animais de pequeno porte que necessitam de menor volume de alimento
e de espaco em laboratdrio 7. Além disso ha grande similaridade dos geradores dos PEA em
humanos e em ratos o que os fazem um modelo adequado para estudo de agressores ou

protetores do sistema auditivo, ampliando a possibilidade de pesquisa nessa area.

Boutros e Kwan (1998) 8 avaliaram a fidedignidade entre teste-reteste da resposta
evocada auditiva N40 em 10 ratos, e encontraram um coeficiente de confiabilidade de 0,59 para
a medida da diferenca S1-S2 e de 0,47 para a medida da razdo dos potenciais evocados auditivos
(PEA) N40. Comprovando que, ndo so, € possivel pesquisar os PEA em ratos, como também,

seus valores sdo passiveis de confianga.

Para investigar as alteracGes causadas pela hiperglicemia, induzida por estreptozotocina,
no sistema auditivo, Akcay et. al. (2022), pesquisou componentes do potencial evocado
auditivo de tronco encefalico (PEATE) e emissdes otoacusticas por produto de distor¢cdo em 25
ratos Wistar albinos pré-diabéticos, encontrando aumento nos valores de laténcia das ondas |,
I1, 111 e V. Ao achar esses resultados, os autores revelaram que antes mesmo da manifestacédo
clinica da diabetes mellitus, pode-se observar lesdes na coclea e vias auditivas dos ratos, assim
como, em humanos @9, Semelhante ao de Arakaki et. al. (2014)® que avaliou se a
sensibilizacdo central (CS), desencadeada por nitroglicerina (NTG), provocando enxaqueca nos
ratos, produz mudancas no PEATE. Os resultados apreciaram que a sensibilizacdo central
produziu alteracbes nos componentes do PEATE em ratos que sdo semelhantes aos padrdes
encontrados em humanos. Os dois estudos, acima, mostram que o rato pode ser Util para o
estudo da fisiopatologia e desenvolvimento de novos tratamentos para diversas doencas que

acometem o sistema auditivo e extrapolar os resultados a humanos.

O presente estudo evidencia a possibilidade de obtencdo dos potenciais evocados
auditivos corticais, em animais, pela presenca dos componentes P1, N1 e P2. Dentre a amostra
(n=14), conforme a tabela 1, apenas dois animais ndo apresentaram os valores de laténcia e
amplitude, estando ausentes no animal quatro e oito para 0s componentes Pl e P2,
respectivamente. Demonstrando que a incidéncia para a presenca da resposta € de

aproximadamente 86%.

Visto que a normalidade em humanos da laténcia do componente Pl &,
aproximadamente, 50-70 ms, do N1 de 100-130 ms e do P2 de 200-250 ms @V | pode-se supor
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similaridade ao comparar os intervalos médios de valores dos componentes de normalidade em
humanos com os encontrados nos ratos, pois em nosso estudo, a média das laténcias, para 0s
componentes pesquisados, P1, N1 e P2 foram, respectivamente, 73,4; 122,1; e, 198,3ms. Neste
sentido, é possivel verificar uma pequena diferenca entre esses valores para as ambas especies,
que apesar de ndo ter sido calculada, aparentemente ndo seria significativa, ja que por se tratar
de potenciais evocados mais tardios, a variabilidade de valores dentro de uma mesma espécie
ja é esperada. O que sugere que estudos experimentais que envolvam a pesquisa dos PEA mais

tardios, utilizem o modelo animal como seu préprio controle.

A literatura demonstra valores de laténcia menores em estudos realizados em animais,
quando comparados com os encontrados nesse estudo 4%, Entretanto, a coleta dos potenciais
feita pelos autores foi realizada por meio de eletrodos inseridos cirurgicamente, ja nesse estudo

foram utilizados eletrodos de contato, fato que pode justificar essa diferenca laténcia.

Os valores de amplitude séo pouco estudados e citados na literatura ja que podem sofrer
consideraveis mudancas a depender do tipo e caracteristicas de estimulo, além disso, 0s

componentes principais do PEAC derivam conforme o estagio do desenvolvimento.

Houve uma grande variabilidade entre os valores de laténcia dos potenciais coletados
que pode ser demostrado pela grande diferenca entre os valores minimos e maximos, na tabela
2, essa variabilidade também pode ser observada em humanos. De acordo com Chen et al.
(2018)??, os valores de laténcia das ondas P1, N1 e P2 nos PEAC podem apresentar variagdes
de acordo com diversos fatores, como a idade do individuo, o tipo e a intensidade do estimulo

auditivo aplicado, a localizagéo do eletrodo utilizado, dentre outros.

Uma estratégia para reduzir a variabilidade observada seria aumentar o nimero de
animais utilizados na pesquisa. No entanto, devido ao compromisso com os principios dos 3R’s
propostos pela Rede Nacional de Métodos Alternativos ao uso de Animais (RENAMA)®@® ndo
foi possivel utilizar mais animais. Além disso, as normativas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA)®* exigem que sejam consideradas alternativas ao uso
de animais sempre que possivel. Como a coleta dos potenciais envolveu o uso de sedagdo, o
que pode inviabilizar a utilizacdo do mesmo animal em outra pesquisa, foi preferivel reduzir o

naumero de animais utilizados.

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que ratos sdo um modelo adequado
para coleta de potenciais auditivos corticais, foi observada grande ocorréncia de aparecimento

dos componentes pesquisados, aléem de que a laténcia dos componentes tem grande
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similaridades com as encontradas em humanos. O uso desse modelo possibilita o teste de

farmacos que venham a ser agressores ou protetores do sistema auditivo.

Embora o presente estudo tenha trazido evidéncias quanto a possibilidade do uso desse
modelo animal, é importante reconhecer que a pesquisa dos PEACSs ainda é limitada com uso
de ratos. Portanto, é necessario realizar mais estudos com essa espécie de animal a fim de
melhorar a compreensdo das respostas elétricas e mudanga dos componentes frente a uma

intervencgéo externa.
CONCLUSAO

Com a observacéo e anélise dos dados apresentados neste estudo, é possivel sugerir
que a pesquisa de PEAC seja uma possibilidade nas préaticas de pesquisa cientifica. Neste
estudo, os potenciais positivos e negativos apareceram com voltagem correspondente ao modo
de geracdo, corroborando com as perspectivas do uso de modelos animais em pesquisas de
PEAC.
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Comissdo de £tica no Ensino e Pesquisa em Animais
Fone: (14)3235-8356
e-mail: mferan@fob. usp.br

CEEPA-Proc. N® 019/2009

Bauru, 6 de agosto de 2009.

Senhora Professora,

O projeto de pesquisa encaminhado a esta Comissiio de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais,
denpminado “Potencial evocado auditivo relacionado a eventos e andlise protedmica e morfoldgica
em cotex auditivo de ratos submetidos tratamento subcrdnico com chumbo: efeito protetor do
suplementagdo com Ferro”, de autoria de Josilene Luciene Duarte fol enviado ao relator para avaliagdo,

O parecer do Relator aprovando o projeto foi aceito "od referendum” desta Comissdo, considerando

que nao existem infragdes &ticas.

'Atendosamente,

-

Prof. Dr, de Assis Taveira
Vice-Presidente Etiga no Ensino e Pesquisa em Animals

Prof? Dr Marilia Afonso Rabelo Buzalaf
Docente do Departamento de Ciéncias Biolégicas
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