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RESUMO
Introducdo: A toxoplasmose adquirida é uma infeccdo parasitaria transmitida pelo
Toxoplasma gondii. Embora essa infec¢do seja um possivel fator de risco para perda
auditiva, ha poucos relatos na literatura sobre a patogenia da toxoplasmose adquirida no
sistema auditivo. Objetivo: verificar e caracterizar os efeitos auditivos causados pela
toxoplasmose adquirida em camundongos BALB/c. Material e Métodos: estudo
experimental, realizado em camundongos fémeas BALB/c, entre 4 e 12 semanas de
idade. Em um primeiro momento, foram pesquisados os efeitos auditivos cocleares
causados pela cepa ME-49 de Toxoplasma gondii. Foi realizado o exame de Emissdes
Otoacusticas por Produto de Distor¢do, nas frequéncias de 08 e 10 kHz, com o
equipamento Audx Plus (Biologic ©). Posteriormente, pesquisou-se os efeitos auditivos
periféricos e centrais causados pela cepa brasileira TQCTBr5. Nessa etapa foi utilizado o
equipamento OtoPhyLab® (RT Conception), especifico para o registro de respostas
auditivas em experimentacdo animal. As Emissfes OtoacUsticas por Produto de
Distorcdo foram pesquisadas nas frequéncias de 08, 12, 16, 24 e 32 kHz. Além das
Emissbes Otoacusticas por Produto de Distor¢do, foi feito também o Potencial Evocado
Auditivo de Tronco-Encefalico, nas frequéncias de 10, 16, 24 e 32 kHz. Em ambas as
etapas, apds o término do experimento, todos os camundongos foram eutanasiados e
anticorpos IgG anti T. gondii foram pesquisados por Elisa. Na segunda etapa as cécleas
foram removidas para anélise Optica e microscopica. Cérebro e tronco-encefalico foram
retirados para estudo histopatoldgico. A andlise estatistica foi realizada no software
SPSS, versdo 19, e o nivel de significancia adotado foi 5% (p< 0,05). Foi feita
comparacao das respostas intrasujeitos em relacdo a etapa de infec¢do e comparacao
intersujeito com 0s grupos experimentais e 0s grupos controles correspondentes.
Resultados: A cepa ME-49 ndo causou alteracGes cocleares significativas nas
frequéncias de 08 e 10 kHz. A cepa TgCTBr5 ndo prejudicou o sistema auditivo
periférico e central. O Elisa confirmou o sucesso da infec¢do tanto pela cepa ME-49,
qguanto pela cepa TgCTBr5. A microscopia eletrdnica da cdclea ndo evidenciou
alteracOes nas células ciliadas externas tanto para os grupos controles como para 0s
grupos experimentais infectados pela cepa TgCTBr5. O Toxoplasma gondii néo foi
observado na cdclea, cérebro e tronco-encefalico por meio da analise histopatoldgica.
Camundongos infectados na fase aguda apresentaram discreto espessamento de
meninge, e os infectados na fase crbnica apresentaram linfocitos no sistema nervoso

central. Conclusdo: A regido coclear correspondente as frequéncias de 08 e 10 kHz nédo



foi prejudicada pela infeccdo com a cepa ME-49 de Toxoplasma gondii. A cepa
brasileira TgCTBr5 nédo afetou o sistema auditivo periférico e central dos camundongos
BALBI/c.

Descritores: Toxoplasmose, Camundongos endogamicos BALB C, Audicdo, Emissbes
Otoacusticas Espontaneas, Potenciais Evocados Auditivos , Coclea



ABSTRACT
Introduction: acquired toxoplasmosis is a parasitic infection transmitted by
Toxoplasma gondii. Although this infection is a possible risk factor for hypoacusis,
there are few reports in the literature on the pathogeny of acquired toxoplasmosis in the
auditory system. Objective: to verify and characterize hearing effects caused by
acquired toxoplasmosis in BALB/c mice. Material and methods: experimental study
in female BALB/c mice. In a first moment, we researched the cochlear auditory effects
caused by ME-49 strain of T. gondii. Distortion Product Otoacoustic Emissions
examination was recorded, in the frequencies of 08 and 10 kHz, with Audx Plus
(Biologic®©) ecquipment. Later, the effects on peripheral and central hearing caused by
brazilian strain TgCTBr5 were investigated. At this stage, it was used the OtoPhyLab®
(RT Conception), the specific equipment for recording auditory responses in animal
experimentation. Distortion Product Otoacoustic Emissions were surveyed in the
frequencies of 08, 12, 16, 24 and 32 kHz. Auditory Brainstem Responses in the
frequencies of 10, 16, 24 e 32 kHz were also performed. In both steps, after the end of
the experiment, all mice were euthanized and Toxoplasma gondii 1gG antibodies were
researched by Elisa. Cochleas were removed for optical and microscopic analyses.
Brain and brainstem were taken out for histopathological study. The statistical analysis
was carried out in SPSS software, version 19, and the significance level adopted was
5% (p < 0.05). It was made a comparison by intra subject responses and the stage of
infection and also an inter subject comparison by the experimental groups and the
corresponding control groups. Microscopic and histopathological analyses were
descriptive. Results: the ME-49 strain did not cause significant cochlear changes in the
frequencies of 08 and 10 kHz. The TgCTBr5 strain did not damage the peripheral and
central auditory systems. The Elisa confirmed the success of infection, both for ME-49
strain and TgCTBr5 strain. Electron microscopy of the cochlea did not show changes in
external ciliated cells for both control groups as to the experimental groups infected by
TgCTBr5 strain. Toxoplasma gondii was not observed in the cochlea, brain and
brainstem by histopathological analysis. Mice infected in the acute phase disclosed
subtle increasing of meninges, and the ones infected in the chronic phase presented
lymphocytes in the central nervous system. Conclusion: the cochlear region
corresponding to 08 and 10 kHz frequencies was not impaired by infection with the
ME-49 strain of Toxoplasma gondii. The brazilian strain TgCTBr5 did not affect the

peripheral and central auditory systems of BALB/c mice.



Keywords: Toxoplasmosis; Mice, Inbred BALB C; Hearing; Otoacoustic Emissions,

Spontaneous; Evoked Potentials, Auditory; Cochlea



LISTA DE ILUSTRACOES

Fluxograma do estudo

Distribuicdo dos grupos para 0 artigo L........ccceeveeieereeieseeie e 22
Distribuicdo dos grupos Para 0 artigo 2........cceeeeieereeiiesieeseerie e se e e e ee e e 22
Artigo 1

Figura 1: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de diStorcao €M 8 KHZ..........ooveiiiieciece e 35
Figura 2: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de diStorgao em 10 KHZ..........cooiiiiiiice e 36
Figura 3: Andlise do limiar das Emissdes Otoacusticas por Produto de Distorcdo
T = To | (0T oo SR 38
Figura 4: Anadlise do limiar das Emissdes Otoacusticas por Produto de Distor¢do
LS aLC=To U0 o OO U PP SPRPPPRP 39
Artigo 2

Figura 1: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de distorcdo apresentadas pelos grupos controle 1 e experimental 1................. 55
Figura 2: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de distorcdo apresentadas pelos grupos controle 2 e experimental 2................. 56
Figura 3: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissGes otoacusticas evocadas por
produto de distorcdo apresentadas intragrupos controle 1 e experimental 1................... 59
Figura 4: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de distorcdo apresentadas intragrupos controle 2 e experimental 2................... 60

Figura 5: Tracado do Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico para a

TreqUENCIA A8 10 KHZ ..o s 63
Figura 6: Tracado do Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico para a
FreqUENCIA AE B2 KHZ......c.eieeeee et 63
Figura 7: Limiar eletrofisioldégico da onda Il apresentados pelos grupos controles e
experimentais, para as fases aguda e cronica recente de toxoplasmose adquirida.......... 70
Figura 8: Limiar eletrofisiologico da onda Il na comparagdo intragrupos...................... 71

Figura 9: Microscopia eletrénica de varredura das cdcleas de camundongos dos grupos

CONroles € EXPEIMENTAIS .. ....eivieiie et e e e re e e e e ree s 72



Figura 10: Andlise histopatoldgica das cocleas de camundongos dos grupos controles e
BXPEIIMEBNTAIS ...tttk bttt bbbt et e bbbt e b e 73
Figura 11: Andlise histopatoldgica dos cérebros e tronco-encefalicos de camundongos

dos grupos controles @ EXPEriMENTAIS. .........ccveiieieerieiee s se e 74



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Artigo 1

Tabela 1: peso corporal dos camundongos BALB/c ap6s inoculagdo com Toxoplasma
0T 30 1 OSSPSR 34
Quadro 1: distribuicdo dos camundongos BALB/C em grupos..........cccevveveevieiivesveennnn, 31
Artigo 2

Tabela 1: peso corporal dos camundongos BALB/c apds inoculagdo com Toxoplasma

Tabela 2: Média, desvio padrdo e p valor para a relagdo sinal/ruido apresentada pelos
grupos controles e experimentais nas Emissfes Otoacusticas por Produto de Distorcao

Tabela 3: Amplitudes médias das emissdes otoacUsticas evocadas por produto de
distorcdo, apresentadas por frequéncia testada iNtragrupoS..........cccveeervererieeseenesiennenns 61
Tabela 4: Médias da relacdo sinal/ruido das Emissdes Otoacusticas por Produto de
Distorcéo, apresentadas por frequéncia testada intragrupos..........cccvevveeeereeieseeseeneenes 62
Tabela 5: Médias das laténcias absolutas, desvio padrdo e p valor das ondas I, II, I, IV
e V a 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico intragrupos............. 65
Tabela 6: Médias dos intervalos-interpicos em milessegundos, desvio padrdo e p valor
na intensidade de 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico
TL = To U o Lo LSS 66
Tabela 7: Médias das laténcias absolutas, desvio padrdo e p valor das ondas I, I, 111, IV
e V a 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico apresentadas pelos
grupos controles € eXPEriMENTAIS ..........c.ciieiieiiieie e 68
Tabela 8: Médias dos intervalos-interpicos em milissegundos, desvio padréo e p valor a
80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico apresentadas pelos grupos
CONErOIES € EXPEITMENTALS ....evevieieeiieee ettt 69

Quadro 1: distribuicdo dos camundongos BALB/C em grupos .........cccceevvieeneneenieennnnn. 49



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS
CEBIO
Cepa ME-49
Cepa RH

Cepa TgCTBI5
CETEA-UFMG

CEUA-UFMG

CONCEA

CTBG-UFMG

dB
dBNA
dBNPS
DP
ELISA

EOAPD

F1

F2

g

H&E

Hz

H20;
H,SO4
ICB-UFMG

19G
Kg
kHz

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Centro de Bioterismo

Cepa de Toxoplasma gondii ME-49

Cepa de Toxoplasma gondii RH

Cepa de Toxoplasma gondii TgCTBr5

Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais

Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Minas Gerais

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

Grupo Brasileiro de Toxoplasmose Congénita da Universidade Federal
de Minas Gerais

Decibel

Decibel nivel de audicéo

Decibel nivel de pressdo sonora

Desvio Padrdo

Ensaio imunoenzimético indireto (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay)

Emissbes Otoacusticas Evocadas por Produto de Distor¢édo

Frequéncia 1 do tom puro para desencadear EOAPD

Frequéncia 2 do tom puro para desencadear EOAPD

Gramas

Hematoxilina-eosina

Hertz (ciclos por segundo)

Perdxido de Hidrogénio

Acido sulfarico

Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais

Imunoglobulina G

Quilograma

Quilohertz



L1 Intensidade 1 do tom puro para desencadear EOAPD

L2 Intensidade 2 do tom puro para desencadear EOAPD
mg Miligrama

mm Milimetros

mL Mililitros

Nm Nandmetro

p Nivel de significancia estatistica

PBS Tampéo fosfato

PBS-T Tampdo fosfato tween

PEATE Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico
pH Potencial de hidrogénio

STAg Antigeno soluvel de taquizoito (Soluble Tachyzoite Antigen)
S/IR Relacéo sinal ruido

TgCTBr Toxoplasma gondii Congenital Toxoplasmosis from Brazil
T. gondii Toxoplasma gondii

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

°C Graus Celsius

% Porcento

ul Microlitro

pum Micrémetro

= Igual

> Maior

< Menor ou igual



SUMARIO

1. ConSIAeragoes INICIALS ......cc.oiviieiirieieieie et 16
2. ODJEUIVO ..ot 20
3. IMIBLOMOS ...ttt 21
3.1 Estudo da funcdo coclear na infec¢do adquirida por Toxoplasma gondii em
€camuNnAoNgoS BALB/C .....c.oiiiiii i 22
3.2 Estudo da fungdo auditiva periférica e central na infeccdo adquirida por
Toxoplasma gondii em camundongos BALB/C...........ccccoveviiieiieie e 23
BB RETEIBINCIAS ...vevieiieiieie ettt bbb bbbt 24
LTS U] 1 = o oL USSR 27
4.1 Artigo 1: Estudo da funcdo coclear na infeccdo adquirida por Toxoplasma
gondii em camundongoS BALBIC ........cc.cov i 27
4.1.1 RESUMO/DESCIITOIES ... c.viveivieieeieesiesieiesiestesteste e s s e seeseeeesbesbesbestesbesresreeneeneeneas 28
4. 1.2 INTFOAUGED ...ttt bbbt 28
4.1.3 MateriaiS € MELOUOS .......ceiviieieieiesiese et 31
4. 1.4 RESUIAAOS. .....eevieiieiee ettt sttt 34
4. 1.5 DISCUSSAD ...veveevieuiesieiestesiestesieeseesee e stesbe st sbe st tesseese e st e e e besbesbesbesbesbeeneeneeneeneas 40
I S O o] o 117 Lo USSR 41
4.1.7 Referéncias BiDHOGrafiCas. ........ccoceveiriiieiieiee s 41
4.2 Artigo 2: Estudo da funcdo auditiva periférica e central na infec¢do adquirida
por Toxoplasma gondii em camundongos BALB/C .........c.ccceevveveiiiieccicce e 45
4.2.1 RESUMO/DESCIITOIES. ... icuveiieeieeiesieesie e sieesteeiesseesteeeesseesteeteaneesraeseeneesseenseens 46
4.2.2 INTFOAUGED ...ttt sttt 46
4.2.3 MateriaiS € MELOUOS ........eiiiiiieiieieiere et 48
4.2.4 RESUIAAOS. .....evieiieiee ettt sttt 54
4.2.5 DISCUSSAOD .....vveveeveesieesieaseesieesteaseesseesaeessesseesseassesseesseesseaseesseenseaseesseesseasesssesssenns 74
O S O o] o 117 Lo USSR 78
4.2.7 Referéncias Bibliograficas............ccooveveiiciiccccc e 78
5. CoNnSIAragies FINAIS .........civiiiiieiieieeie e 83
8. AANIEXOS ..ttt ettt b bRt E e bt he e b e be e e te e e e e neennee s 84
6.1- Termo de aprovacgéo do projeto de pesquisa N0 CEUA ........c.ccoeevevviievvenene 84

6.2- FOINA 08 BPIOVAGED. ......c.eiieiiieeiierie et 85



CONSIDERACOES INICIAIS

A toxoplasmose adquirida é uma infecgdo que atinge aproximadamente um terco
da populacdo mundial @, e sua prevaléncia varia de acordo com a localizagdo
geografica, fatores sdcio-econdmicos, culturais e ambientais “¥. Na América Latina,
em especial no Brasil, a soroprevaléncia da toxoplasmose adquirida é elevada, afetando
cerca de 70 a 95% da populacdo brasileira .

O agente etioldgico dessa afeccdo € o protozoario parasita intracelular
obrigatério Toxoplasma gondii (T. gondii). Ha apenas uma espécie desse protozoario,
havendo, entretanto diversas cepas (genoétipos) que se diferenciam em relacdo a
viruléncia e formagao de cistos ©.

Na Europa e na América do Norte 0s gendtipos sdo basicamente divididos em
tipo I, 11 e 111 ©. As cepas pertencentes as linhagens tipo | e Il estdo relacionadas a
toxoplasmose congénita, sendo a tipo Il associada a toxoplasmose congénita na Europa
e América do Norte . As linhagens tipos | e 11l s&o encontradas no Brasil, entretanto
a linhagem tipo 11 néo é observada de modo isolado . Em relagdo & viruléncia destas
cepas clonais de T. gondii para os camundongos, considera-se a do tipo | muito
virulenta, e as do tipo 11 e 111 avirulentas ©.

Na Ameérica do Sul, as cepas apresentam uma ampla diversidade genética em
relacdo as que sdo encontradas no hemisfério norte “°*2- No Brasil ha outros quatro
tipos de linhagens: Brl, Brll, Brlll e BrlV, sendo todos estes gendtipos atipicos ©.
Acredita-se que neste pais a toxoplasmose seja mais grave do que nos paises do
hemisfério norte, uma vez que as cepas brasileiras sdo consideradas mais patogénicas
3 Ao comparar criangas com toxoplasmose congénita nascidas no Brasil com aquelas
com toxoplasmose congénita nascidas no hemisfério norte, a doenca ocular
(retinocoroidite) é mais grave no primeiro grupo 4. Além disso, 30 a 50% de todos 0s
casos de uveite da regido sul do Brasil estdo relacionados & toxoplasmose @
Conhecimentos sobre a patogenia destes gendtipos em diferentes hospedeiros ainda hoje
ndo estdo muito elucidados “®, entretanto sabe-se que para os camundongos a cepa do
tipo Brl isolada é virulenta, a tipo Brlll isolada é avirulenta, e as tipos Brll e BrlV
isoladas apresentam viruléncia intermediaria para camundongos ©.

Os sinais e sintomas da toxoplasmose adquirida séo diversos e variam de acordo
com a imunidade dos individuos. Geralmente em pessoas com a imunidade
comprometida, as manifestacGes clinicas desta doenca sdo mais graves, comprometendo

Orgéos vitais como cérebro, pulméo e coracao ®) " Em individuos imunocompetentes a
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toxoplasmose adquirida € na maioria das vezes assintomatica, ou podem ser observados
sintomas de gripe comum, linfadenopatia ocular ou cervical “” ficando sua
identificacdo condicionada ao exame sorolégico ©*® Outra possivel conseqiiéncia da
toxoplasmose adquirida é a perda auditiva .

A relacdo entre toxoplasmose adquirida e sistema auditivo tem sido pouco
estudada, tanto em humanos, quanto em modelo animal, sendo escassas as pesquisas
sobre o tema. A possibilidade de comprometimento auditivo como consequéncia da
toxoplasmose adquirida é um evento extremamente raro, tendo sido descrita apenas em
alguns relatos de casos, e, portanto a relacdo de causa e efeito entre audicdo e
toxoplasmose adquirida ainda néo esta estabelecida.

Segundo um relato de caso apresentado em 1991, uma mulher jovem apresentou
problemas auditivos e vestibulares bilateralmente. A Unica doenca identificada foi a
toxoplasmose adquirida. O tratamento com sulfadiazina e pirimetamina proporcionou
completa recuperagdo da fungdo vestibular, e discreta melhora nos limiares de
audibilidade das frequéncias baixas, entretanto o grau da perda auditiva permaneceu
profundo bilateralmente @9.

Cinco anos depois foi publicado outro relato de caso no qual uma crianca de
nove anos de idade, imunocompetente apresentou perda auditiva subita unilateral e
zumbido. Todos os exames realizados para investigar a causa desta perda auditiva
estavam normais, exceto o exame soroldgico para toxoplasmose, uma vez que o titulo
de anticorpos para o T. gondii estava muito elevado. O paciente foi tratado com
pirimetamina e sulfadiazina, além do tratamento padrdo para perda auditiva subita.
Houve desaparecimento do zumbido, entretanto a perda auditiva stbita se manteve @°

Em 1998 foi publicado um relato de caso de toxoplasmose adquirida neuroldgica
em individuo imunocompetente. Esse individuo apresentou dor de cabeca, febre,
encefalite e surdez unilateral. Também neste caso o tratamento foi realizado com
pirimetamina e sulfadiazina. Ocorreu melhora de todos os sintomas, exceto para a perda
auditiva neurossensorial de grau severo, que permaneceu como sequela do quadro
agudo @V

AlteracBes auditivas podem ser observadas em individuo com sistema imune
comprometido e toxoplasmose adquirida. Individuo do sexo masculino, portador da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), apresentou toxoplasmose adquirida
gue se manifestou sob a forma de abscesso cerebral no angulo ponto-cerebelar,

ocasionando surdez subita e sindrome cerebelar. Um estudo mostra que, quando a
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toxoplasmose adquirida atinge o sistema nervoso central de individuos com AIDS, uma
das consequéncias pode ser a perda auditiva neurossensorial %)

N& ha na literatura estudos sobre os efeitos auditivos da toxoplasmose
adquirida em modelo animal, mas ha indmeros registros de pesquisas auditivas

experimentais no modelo animal camundongo (23-25)

que € amplamente utilizado neste
tipo de pesquisa devido as semelhancgas entre a fisiologia e morfologia dos sistemas
auditivos de camundongos e de humanos ®°.

Partindo da necessidade de melhor entender os mecanismos patogénicos nesta
afeccdo, foi elaborado um projeto de pesquisa: “Efeitos da Toxoplasmose sobre os
sistemas auditivo e visual”. Este estudo estd em desenvolvimento pelo Grupo Brasileiro
de Toxoplasmose Congénita da Universidade Federal de Minas Gerais (CTBG-UFMG),
que é constituido por uma formacdo multiprofissional. Este projeto amplo conta com
financiamento para ciéncia, tecnologia e inovacdo do CNPq, contemplado pelo edital
MCTI/CNPq no. 14/2014 (processo 445026/2014-6).

O projeto completo conta com o estudo de quatro cepas brasileiras isoladas de
recém-nascidos com toxoplasmose congénita genotipadas por Su et al ®” Duas destas
cepas sao avirulentas para o camundongo (TgCTBr5 e TgCTBr10), e as outras duas sdo
virulentas para o camundongo (TgCTBr8 e TgCTBr9) “®. As cepas virulentas para os
camundongos foram isoladas de criangas com toxoplasmose congénita grave, e as cepas
avirulentas foram isoladas de criangas assintomaticas, o que indica uma provavel
correlacdo entre as cepas isoladas de humanos e patogenicidade nos camundongos 4.

Neste projeto de mestrado foram estudadas as cepas ME-49 e a brasileira
TgCTBr5. Na primeira etapa realizada, no estudo piloto, foi avaliada a funcdo coclear
dos camundongos com o registro das EOAPD em 8 e 10 kHz. A cepa utilizada foi a
ME-49, originalmente isolada da musculatura de um carneiro, cistogénica, tipo II,
considerada de baixa viruléncia para os camundongos BALB/c e comum no hemisfério
norte. Nos camundongos BALB/c esta cepa produz cistos que sdo evidentes no cérebro.
O aparecimento destes caracteriza a fase cronica da doenga, que persiste por toda a vida
destes camundongos *9.

Na segunda etapa foi estudada a cepa brasileira TgCTBr5, isolada de um recém-
nascido do estado de Minas Gerais, com 31 dias de vida e portador de toxoplasmose
congénita. Esta crianca ndo apresentou sinais clinicos desta doenca ao nascimento. A
cepa TgCTBr5 apresenta gendtipo tipo Brlll (ou gendtipo 8) sendo avirulenta para os

camundongos BALB/c ®. A funcéo auditiva foi avaliada com o registro das EOAPD e

18



dos Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefédlico (PEATE). Além destes
exames auditivos, foram realizados também o estudo histopatolégico e microscépico
eletrénico de varredura da coclea.

Espera-se que esse estudo inicial auxilie na elucidacdo dos mecanismos
patogénicos da acdo do T. gondii sobre o sistema auditivo, em relacdo as diferentes
cepas e graus de viruléncia do parasito. Além disso, espera-se também que esse estudo
possa agregar conhecimentos para a realizagcdo de outros estudos de experimentacao
basica em modelo animal na Fonoaudiologia.

De acordo com as normas do programa de Mestrado em Ciéncias

Fonoaudioldgicas, Resolucdo n°01/2015, de 26 de marco de 2015, os resultados e
discussdo desta dissertacdo sdo apresentados em formato de artigos originais, que

serdo submetidos a avaliacdo e possivel publicacdo na revista Hearing Research.
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OBJETIVOS
Objetivo geral:
Verificar os efeitos auditivos causados pela toxoplasmose adquirida experimental em
camundongos.
Obijetivos especificos:
e Caracterizar as respostas auditivas em modelo animal;
e Comparar os resultados auditivos em modelos com e sem a infeccdo;
e Realizar o estudo microscopico Optico e eletrdnico da coclea para verificar a
existéncia e tipos de alteracdes decorrentes da infeccdo, bem como sua relacéo
com os achados auditivos.

o Realizar o estudo microscépico optico do tronco-encefalico e cérebro.
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METODOS

Desenho do estudo e local de realizagao:

Este estudo experimental basico foi realizado em duas etapas. A primeira etapa
foi desenvolvida entre os meses de maio e julho de 2015, e a segunda entre 0s meses de
outubro e dezembro de 2015. A coleta de ambas as fases foi efetuada no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG),
Departamento de Parasitologia — laboratério de Toxoplasma gondii coordenado pelo

professor Doutor Ricardo Wagner Almeida Vitor.

Aspectos Eticos:
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(CEUA-UFMG) sob o protocolo numero 261/14.

Tamanho amostral:

Para calcular o tamanho amostral utilizou como referéncia o estudo de
Lawrence, 1996 ©% Foram consideradas as estimativas deste estudo, com um poder
estatistico de 90%, nivel de confianga de confianga de 95% e margem de erro (diferenga
entre o efeito médio da exposi¢do ao ruido observado e o verdadeiro efeito médio) de
2,5 dB e desvio-padrao de 6,249 dB.

Apbs os céalculos, o tamanho da amostra necessario foi de 80 observacdes,
distribuida em 10 grupos. Ao considerarmos uma perda de 20% (morte antes da
medicdo do efeito) seriam necessarios 10 animais por grupo, totalizando 100

observacdes, sendo 10 por grupo.

21



Fluxograma do estudo

Distribuigdo dos grupos para o artigo 1:

40 camundongos
Balb/c
Distribuidos
aleatoriamente em
4 grupos
|
Grupo Controle 1 Grupo Controle 2 ) G_mpn ) GT.“P” .
. . Experimental 1 Experimental 2
(n=10) (n=10) \ \
(n=10) (n=10)

Infectados pela

cepa
ME-49
Distribuicdo dos grupos para o artigo 2:
40 camundongos
Balb/c
Distribuidos
aleatoriaments em
4 grupos
I
| | | |
: : . . - Grupo Grupo
Grupo EDH'EIDIE 1 Grupo EDH‘EIDIE - Experimental 1 Experimental 2
(n=10) (n=10) \ N
(n=10) (n=107

Infectados pela cepa
TgCTBr>

Artigo 1: Estudo da funcéo coclear na infecgdo adquirida por Toxoplasma gondii em
camundongos BALB/c
O estudo foi realizado em quarenta fémeas de camundongos BALB/c entre

aproximadamente quatro e doze semanas. Vinte destes camundongos foram inoculados
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com a cepa ME-49 de T. gondii. Os outros vinte constituiram o grupo controle, foram
inoculados apenas com PBS, ndo tendo sido infectados. Todos os camundongos foram
avaliados auditivamente por meio das EOAPD, no equipamento AuDX (Biologic©),
nas frequéncias f2 08 e 10 kHz, em ambiente acusticamente controlado.

As EOAPD foram realizadas antes da infeccdo experimental (dia 0), 14 dias pos-
infeccdo (14 dpi) - correspondente a fase aguda da toxoplasmose, e 42 dias pos-
infeccdo (42 dpi) - correspondente a fase cronica recente de toxoplasmose. 1gG anti T.
gondii foi pesquisado por Elisa nos dias 0, 14 dpi e 42 dpi, em todos os camundongos.
Apds o término do experimento, todos os camundongos foram eutanasiados. Foi
realizada anélise intragrupos e entregrupos. O detalhamento dos métodos empregados
no estudo, bem como seus resultados e conclusdes, estdo descritos no Artigo 1, na secao

de resultados deste volume de dissertacao.

Artigo 2: Estudo da funcdo auditiva periférica e central na infeccdo adquirida por
Toxoplasma gondii em camundongos BALB/c

Este estudo foi realizado em quarenta fémeas de camundongos BALB/c entre
aproximadamente quatro e doze semanas. Vinte destes camundongos foram inoculados
com a cepa brasileira TgCTBr5 de T. gondii. Os outros vinte constituiram o grupo
controle, foram inoculados apenas com PBS, ndo tendo sido infectados. Todos o0s
camundongos foram avaliados auditivamente por meio das EOAPD e PEATE. Foi
utilizado o equipamento OtoPhyLab® da empresa RT Conception. As EOAPD foram
realizadas nas frequéncias 08, 12, 16, 24 e 32 kHz. O PEATE foi efetuado nas
frequéncias 10, 16, 24 e 32 kHz. Os exames auditivos foram realizados no dia 0, 14 dpi
e 42 dpi, assim como o exame sorolégico Elisa. Apds o término do experimento todos
os camundongos foram eutanasiados. As cocleas foram retiradas e analisadas por
microscopia eletronica e oOptica. Os cérebros e tronco-encefélico foram submetidos a
analise histopatoldgica. Foi realizada comparacdo intragrupos e entregrupos. O
detalhamento dos métodos empregados no estudo, bem como seus resultados e
concluses, estdo descritos no Artigo 2, na secdo de resultados deste volume de

dissertacéo.
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Resumo

Embora a infeccdo causada por Toxoplasma gondii seja um possivel fator de
risco para perda auditiva, had poucos relatos na literatura sobre os efeitos da
toxoplasmose adquirida no sistema auditivo. O objetivo do presente estudo foi verificar
e caracterizar os efeitos auditivos cocleares causados pela toxoplasmose adquirida em
camundongos BALB/c, infectados experimentalmente com a cepa ME-49. Foi realizado
0 registro das EmissGes OtoacUsticas Evocadas por Produto de Distor¢cdo nas
frequéncias de 8 e 10 kHz. Anticorpos 1gG anti T. gondii foram pesquisados por ELISA,
que confirmou o sucesso da infeccdo pela cepa ME-49 nos camundongos dos grupos
experimentais. Os resultados mostraram auséncia de alteraces cocleares significativas
nos camundongos infectados. Estes dados sugerem que as frequéncias pesquisadas ndo
foram prejudicadas pela infeccdo com a cepa ME-49 de T. gondii.
Palavras-chave: Toxoplasmose experimental, camundongos BALB/c, audicdo, emissdes

otoacusticas espontaneas, coclea.

1) Introducgéo

A toxoplasmose adquirida é uma infeccdo parasitaria causada por Toxoplasma
gondii (T. gondii). Estima-se que um terco da populacdo mundial tenha sido infectada
por este parasita (Montoya and Liesenfeld, 2004), porém, a prevaléncia desta infec¢do
varia de acordo com a localizacdo geografica, fatores sdcio-econdmicos, culturais,
ambientais e genotipo do parasita (Boothroyd and Grigg, 2002; Jones et al., 2001;
Suzuki et al., 1996).

Na Indonésia a prevaléncia é elevada, 70% (Terazawa et al., 2003). No Chile e
na Franca as prevaléncias sdo aproximadamente 37% (Contreras et al., 1996) e 47%
(Fromont et al., 2009), respectivamente. Em outros paises da Ameérica Latina, em
especial no Brasil, a prevaléncia da toxoplasmose adquirida € uma das mais elevadas no
mundo afetando, aproximadamente, de 70 a 95% da populacdo (Ministério da Salde,
2010). Entretanto, em alguns paises observa-se uma reducdo significativa na

soroprevaléncia da toxoplasmose adquirida nos ultimos anos, tais como Holanda, com
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reducdo de 40,5% para 26% (Hofhuis et al., 2011) e os Estados Unidos, de 14% para
09% (Jones et al., 2007).

As consequéncias clinicas da toxoplasmose adquirida sdo classificadas de acordo
com o predominio de sinais e sintomas, podendo ser linfonodal, exantematica,
neuroldgica, miocardica, pulmonar e ocular (Carvalho and Farhat, 1999). Geralmente
em pessoas com a imunidade comprometida, as manifestagdes clinicas desta doenca séo
mais graves, comprometendo 6rgaos vitais como o cérebro, o pulmao e o coracdo (Filha
and Oliveira, 2009).

Em individuos imunocompetentes a toxoplasmose adquirida € na maioria das
vezes assintomatica, ou sdo observados sintomas de gripe comum, linfadenopatia ocular
ou cervical (Garcia et al., 1999). Em alguns casos raros, individuos imunocompetentes
podem apresentar a forma neuroldgica da doenca, que inclui paralisia facial, meningite e
meningoencefalite. Nesta Ultima, ainda podem ocorrer, entre outros sintomas, alteracdes
auditivas, que podem permanecer como sequela do quadro agudo (Résch et al., 1998).
No entanto, problemas auditivos podem ser evidenciados na toxoplasmose adquirida,
mesmo que nao existam sintomas clinicos de encefalite (Schlottmann et al., 1996).

A associacao entre toxoplasmose adquirida e sistema auditivo tem sido pouco
estudada, tanto em humanos, quanto no modelo animal, sendo escassa a literatura sobre
0 tema. Em um relato de caso, observou-se perda auditiva de grau severo e alteragédo
vestibular bilateralmente em uma paciente jovem, cuja Unica doenca confirmada foi a
toxoplasmose adquirida. Apo6s o tratamento com sulfadiazina e pirimetamina, houve
melhora nos limiares de audibilidade das frequéncias baixas e completa recuperagéo da
funcdo vestibular (Katholm et al., 1991).

Em outro relato de caso, individuo do sexo masculino, portador de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e toxoplasmose adquirida no sistema nervoso
central apresentou perda auditiva neurossensorial de grau profundo a orelha direita,
sendo esta subita, e disacusia neurossensorial de grau moderado a orelha esquerda, além
de tonturas rotatdrias. Exames de imagem evidenciaram lesdo nodular no angulo ponto-
cerebelar direito e lesdo anelar na profundidade parietal esquerda. Segundo os autores, a
possivel causa destas alteragdes pode ser atribuida a toxoplasmose adquirida que, ao
atingir o sistema nervoso central de individuos com AIDS, causa perda auditiva
neurossensorial. Neste caso, a toxoplasmose manifestou-se sob a forma de abscesso
cerebral ocasionando sindrome cerebelar devido a localizagdo no &ngulo ponto-

cerebelar e surdez subita (Bohadana et al., 1998).
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A relagéo entre deficiéncia auditiva e a infeccdo adquirida por T. gondii ainda
precisa ser melhor elucidada. Um estudo recente, realizado em motoristas de caminhao
interestadual no México, objetivou determinar se estes profissionais apresentavam risco
aumentado de infeccdo por T. gondii. Além da realizacdo de testes laboratoriais para
verificar 1IgG e IgM, foi aplicado um questionario, no qual entre outros aspectos,
pesquisou-se sobre a presenca de deficiéncia auditiva. Foi observada maior prevaléncia
de toxoplasmose na populagdo de caminhoneiros em relagdo a populagéo geral da regido
estudada, bem como maior prevaléncia nos individuos que relataram problemas
auditivos ou algum tipo de prejuizo nos reflexos. Entretanto, as causas das alteracdes
auditivas e os tipos de alteracOes auditivas ndo séo relatados pelos autores, podendo
tratar-se de um achado circunstancial. Estes resultados sugerem que a exposi¢do ao T.
gondii pode impactar negativamente na saude dos motoristas (Alvarado-Esquivel et al.,
2015).

N&o ha na literatura estudos que tenham pesquisado os efeitos auditivos da
toxoplasmose adquirida em modelo animal, mas ha inimeros registros de pesquisas
auditivas experimentais no modelo animal camundongo (Ahn et al., 2011; Jimenez et
al., 1999; Willott et al., 1998), que é amplamente utilizado neste tipo de pesquisa devido
as semelhangas entre a fisiologia e morfologia dos sistemas auditivos de camundongo e
de humano (Karolyi, 1.J., Dootz, G.A., Halsey, 2007).

Devido a necessidade de esclarecer os possiveis efeitos da toxoplasmose
adquirida sobre o sistema auditivo, o objetivo deste estudo foi investigar a funcédo
coclear de camundongos BALB/c infectados pela cepa ME-49 de T. gondii. As
respostas de EmissGes OtoacUsticas Evocadas por Produto de Distor¢cdo (EOAPD)
foram registradas e comparadas antes da infeccdo e nas fases aguda e crbnica recente
por T. gondii para verificar a existéncia de alteracdes auditivas cocleares causadas pela

toxoplasmose adquirida.
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2) Materiais e Métodos
2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendagdes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) — Brasil. O protocolo
utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil (Protocolo CEUA
261/2014). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. O
método de eutanasia realizado no final deste estudo, para obter cistos cerebrais e

taquizoitos, foi overdose de cetamina e xilazina, seguido por deslocamento cervical.

2.2 Animais

Quarenta fémeas de camundongos BALB/c foram obtidas junto ao Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os camundongos foram agrupados de 10 em 10, em caixas
proprias, observando-se temperatura, umidade e iluminacdo de acordo com as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) — Brasil, com racdo ad libitum (Nuvilab CR1, Nuvital, Brasil), e agua
tratada. As caixas eram compostas de polipropileno e dimensGes aproximadas
41x34x16cm tampadas com grade zincada, e com depressdo central para deposicdo da
racao e para garrafa de agua. As caixas foram repostas semanalmente. No momento da
infeccdo experimental os camundongos tinham aproximadamente quatro e seis semanas
de vida.

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, com dez
animais em cada:

Quadro 1: Distribui¢do dos camundongos BALB/c em grupos:

Grupo controle 1 Controle ndo infectado para animais com toxoplasmose aguda
Grupo controle 2 Controle ndo infectado para animais com toxoplasmose crénica
Grupo experimental 1 ~ Toxoplasmose aguda

Grupo experimental 2 Toxoplasmose cronica

2.3 Infeccdo experimental
Camundongos BALB/c foram infectados com a cepa ME-49, tipo clonal II, de
baixa viruléncia para os camundongos. A inoculacdo foi realizada por gavagem de 10

cistos cerebrais em tampéo fosfato (PBS) com potencial de hidrogénio (pH) de 7,2,
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coletados de um camundongo previamente infectado com a cepa ME-49 ha dois meses.
Camundongos dos grupos controles foram inoculados apenas com PBS. Todos o0s
camundongos foram pesados imediatamente antes da infeccdo e imediatamente antes da
realizacéo dos testes audiologicos, realizados 14 dias apds a infeccdo (dpi) (fase aguda)
e 42 dpi (fase crénica). Os animais foram avaliados clinicamente duas vezes por semana

até o momento da avaliacdo auditiva.

2.4 Exame sorologico: ELISA

O sangue foi coletado em papel filtro pela técnica de lancetamento da cauda dos
animais. Elisa foi realizado como previamente descrito (Branddo et al., 2009) quanto a
presenca de IgG anti T. gondii no eluato de sangue seco. Resumidamente, microplacas
foram revestidas com antigeno de taquizoito soltvel (STAg) da cepa RH (0.5 ug/well).
Um picote de 0,5 mm de papel filtro com sangue seco foi eluido durante a noite em 0,5
ml de PBS pH 7,2 a 4°C, resultando em uma diluicdo de aproximadamente 1:100 e
incubado a 37 °C for 45 min. Conjugado com peroxidase anti-lgG (1:10000) de
camundongo (Sigma) foi adicionado. A reacdo foi visualizada com H,O, mais orto-
fenilenodiamina e parada com 4 N H,SO, Para realizar a leitura automatizada foi
utilizado um leitor de microplacas da BIO RAD modelo 3550 e filtro de 490nm.
Amostras com valores em absorbancia maiores que o cut off foram consideradas
positivas. O cut off foi calculado pela média de absorbancia de doze eluatos de sangue
obtidos de camundongos normais mais trés desvios-padrdo. Cada amostra foi analisada
em duplicata, considerando a média como resultado final. Os controles negativos e
positivos foram incluidos em cada placa. ELISA foi realizado em trés momentos

distintos do estudo: antes da infec¢do pela cepa ME-49, 14 (dpi) e 42 dpi.

2.5Avaliacbes Auditivas

O registro das EOAPD foi realizado em sala acusticamente controlada com o
analisador de emissdes otoaclsticas AuDX Plus (Biologic®). Foi aplicado protocolo
"dp-gram”, quatro pontos por oitava, e estudadas as frequéncias f2 8 e 10 kHz,
proporcdo de f2/f1 = 1,22. A relagdo de intensidade foi de L1=L2, com intensidade
inicial de 40 dBNPS, seguida por 45, 50, 55, 60, 65 e 70 dBNPS, obtendo-se 5 “dp-

grams” por camundongo avaliado.
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Os resultados de amplitude e relacdo sinal/ruido obtidos em 2f1-f2, por
frequéncia, foram registrados em cada intensidade de testagem.

As EOAPD néo foram realizadas em camundongos que apresentaram alteracdo
de orelha média.

As avaliagbes ocorreram em trés momentos distintos: antes da infeccdo, na fase
aguda (14 dpi) e na fase cronica da infeccdo (42 dpi).

No primeiro momento, antes da infecgdo pela cepa ME-49, todos os 40
camundongos foram testados. Na infeccdo aguda, 14 dpi, as EOAPD foram realizadas
apenas no grupo experimental 1 - toxoplasmose aguda e no grupo controle 1 - nédo
infectado. Na infecgdo cronica recente, 42 dpi, as EOAPD foram realizadas no grupo
experimental 2 - toxoplasmose crénica e no grupo controle 2 - ndo infectado.

Todos os camundongos foram anestesiados com Cetamina (60mg/kg) e Xilazina
(10mg/kg), por via intraperitoneal (ip). Para a realizacdo do exame, foi acoplado o
microfone do analisador de emissdes otoacUsticas no meato acustico externo do
camundongo com o auxilio de uma oliva de silicone.

Os limiares das EOAPD foram analisados em cada frequéncia pesquisada.
Considerou-se como limiar a menor intensidade na qual foi observada relacdo
sinal/ruido maior ou igual a 6 dBNPS.

Apos concluir as avaliagBes auditivas, os camundongos foram anestesiados com

overdose de Cetamina e Xilazina e eutanasiados por deslocamento cervical.

2.6 Andlise Estatistica
Para a construcdo do banco de dados e analises foi utilizado o software SPSS,
versédo 19.

Para a selecdo do teste estatistico apropriado, a normalidade dos dados foi
verificada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov. Foi feita a comparacdo das
respostas intragrupos em relacao a etapa de infeccdo (pré-infeccdo e infeccdo aguda, e
pré-infecgdo e infeccdo crénica). Também foi realizada a comparagéo entregrupos com
0S grupos experimentais e o grupo controle correspondente.

Para andlises dependentes, quando a distribuicdo da amostra foi normal, foi
utilizado o Teste T de Student pareado para a media (limiar das EOAPD para grupo
experimental 1), e quando assimétrica foi utilizado o teste para mediana Wilcoxon
(limiar das EOAPD para grupo experimental 2, amplitude do produto de distorcao).

Para as analises independentes em casos de distribuicdo normal da amostra, foi
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utilizado o teste T de Student para a média (peso corporal dos camundongos) e,
quando assimétrica, foi utilizado o teste para mediana Mann Whitney (comparagao
entregrupos para o limiar das EOAPD e amplitude do produto de distorcéo acustica).

Em todos os casos foi adotado como nivel de significancia o valor de 5% (p <
0,05).

3) Resultados

O teste ELISA confirmou o sucesso da infeccdo pela cepa ME-49 nos
camundongos infectados experimentalmente. A diferenca de peso entre o0s
camundongos dos grupos controles e dos grupos experimentais foi estatisticamente
significante (p < 0,05) (tabela 1), mostrando queda significativa de peso dos
camundongos infectados com T. gondii.

Todos os camundongos dos grupos experimentais apresentaram pelo arrepiado,
apatia, mas sobreviveram a infeccdo pela cepa ME-49 de T. gondii. Caracteristicas
como arqueamento postural e debilidade motora ndo foram observadas nos animais

infectados.

Tabela 1: Peso corporal dos camundongos BALB/c ap6s inoculagdo com T. gondii

Grupos N Média Desvio Padrao P
Controle 1 - no infectado® 10 21,350 0,743 0,000
Experimental 1 - toxoplasmose aguda® 10 15,950 1,312
Controle 2 - ndo infectado® 10 22,390 1,157 0,000
Experimental 2 - toxoplasmose cronica® 10 19,450 1,099

“Peso corporal avaliado 14 dias apos infeccdo; ° Peso corporal avaliado 42 dias ap6s

infeccdo; N: nimero de camundongos avaliados; “teste T de Student.
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A anélise da amplitude do produto de distor¢do entre os grupos na fase aguda
(controle 1 e experimental 1) e os grupos na fase cronica (controle 2 e experimental 2),
assim como a analise da amplitude do produto de distor¢cdo intragrupos - grupo
experimental 1 na pré-infecgdo e infeccdo aguda e grupo experimental 2 na pré-infeccao
e infeccdo cronica - ndo mostrou diferenca estatistica tanto para a frequéncia f2 8 kHz
(figura 1), quanto para a frequéncia f2 10 kHz (figura 2).

Na figura 1 sdo apresentadas as médias das amplitudes e o desvio padrdo de f2
08 kHz, e na figura 2 as médias das amplitudes e o desvio padrdo de f2 10 kHz.
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Figura 1: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de distor¢do em 8 kHz de camundongos BALB/c infectados com T. gondii. A e
B: comparagdo entregrupos nas fases aguda e cronica de toxoplasmose,
respectivamente. C e D: comparagéo intragrupos nas fases aguda e cronica recente de

toxoplasmose, respectivamente (p>0,05).
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Figura 2: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissfes otoacUsticas evocadas por

produto de distorcdo em 10 kHz de camundongos BALB/c infectados com T. gondii. A

e B: comparacdo entregrupos nas fases aguda e crénica de toxoplasmose,

respectivamente. C e D: comparacgéo intragrupos nas fases aguda e cronica recente de

toxoplasmose, respectivamente (p>0,05).
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Limiar das EOAPD

Os limiares das EOAPD apresentados pelo grupo experimental 1, antes da
infecgdo pela cepa ME-49 e 14 dias ap06s a infec¢do ndo mostraram diferenga estatistica
significante (p>0,05) para nenhuma das frequéncias pesquisadas (figura 3A).

O grupo experimental 2 antes da infeccéo e 42 dias apés infeccdo pela cepa ME-
49, apresentou diferenca estatistica significante no limiar das EOAPD para a frequéncia
8414 Hz (p=0,017), estando os resultados dos limiares melhores na fase cronica recente
de toxoplasmose do que na pré-infeccdo. Para a frequéncia de 10008 néo foi observada
diferencga estatistica significativa (p>0,05) (figura 3B).

Em relacdo a analise do limiar das EOAPD entre os grupos controles e seus
respectivos grupos experimentais ndo foram observadas diferencas com significancia
estatistica tanto para os grupos controle 1 e experimental 1(p>0,05) (figura 4A), quanto

para 0s grupos controle 2 e experimental 2 (p>0,05) (figura 4B).
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Figura 3: Anadlise do limiar das EmissGes Otoacusticas por Produto de Distorcdo
intragrupos de camundongos BALB/c infectados com T. gondii. Pré-infeccdo e

toxoplasmose aguda (Figura 3A), e pré-infeccdo e toxoplasmose crbnica recente (Figura
3B). *p=0,017.
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2 Analise do limiar entregrupos
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Figura 4: Analise do limiar das EmissGes Otoacusticas por Produto de Distor¢do
entregrupos de camundongos BALB/c infectados com T. gondii. Grupo controle 1 e

grupo experimental 1 com toxoplasmose aguda (figura 4A). Grupo controle 2 e grupo
experimental 2 com toxoplasmose cronica recente (figura 4B).
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4) Discussao

A inter-relacdo entre toxoplasmose adquirida e sistema auditivo tem sido
sugerida em alguns relatos de casos (Bohadana et al., 1998; Katholm et al., 1991), nos
quais individuos com toxoplasmose adquirida apresentaram alteracGes tanto nas
frequéncias baixas, quanto nas altas, além da presenca de queixas vestibulares.
Entretanto os mecanismos patofisiologicos da infeccdo adquirida por T. gondii na
audicdo, assim como os reais efeitos dessa infeccdo no sistema auditivo ainda carecem
de elucidacéo.

No presente estudo, ao comparar 0os camundongos na pre-infeccdo e na fase
aguda (14 dias apds inoculagdo pela cepa ME-49), ndo foram observadas diferencas
estatisticas significantes para as amplitudes do produto de distorcdo em relacdo a
intensidade de estimulacdo, e nem para a média dos limiares de 8 e 10 kHz,
demonstrando que, na fase aguda, a funcdo coclear ndo foi afetada pelo T. gondii.

Ao comparar os camundongos na pré-infeccdo e na fase crénica recente da
doenca (42 dias ap6s inoculagdo pela cepa ME-49) as amplitudes do produto de
distorcdo para 8 e 10 kHz ndo apresentaram diferenca com relevancia estatistica. Na
analise do limiar, observou-se diferenca com significancia estatistica na frequéncia 8
kHz, estando os limiares melhores na toxoplasmose cronica. Assim como na analise
anterior, a funcdo coclear nédo foi afetada pelo parasito. A melhora do limiar auditivo
pode ser justificada pela maturacdo coclear, que melhora com o decorrer dos dias
(Karolyi, 1.J., Dootz, G.A., Halsey, 2007). Na pré-infeccdo os camundongos estavam
com seis a sete semanas de vida, e na fase cronica estavam com 12 a 13 semanas de
vida.

Na andlise entre os grupos controle e experimental da fase aguda da doenca,
assim como entre 0s grupos controle e experimental da fase cronica recente da
toxoplasmose adquirida, ndo foi observada diferenca estatistica significante para os
limiares e amplitudes das EOAPD em nenhuma das frequéncias pesquisadas, mostrando
gue, também nesses casos, o parasito ndo foi capaz de prejudicar a resposta das células
ciliadas externas.

Ainda ndo existem relatos na literatura sobre a caracterizagdo do funcionamento
coclear em casos de toxoplasmose adquirida em camundongos, mas assim como em
outros estudos auditivos realizados em camundongos (Hatzopoulos et al., 2003), neste

também ndo foram pesquisadas frequéncias inferiores a 8 kHz, pois elas apresentam
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baixas amplitudes nas EOAPD, o que dificulta a distin¢do entre as emissdes e o ruido de
fundo (Carlos et al., 2008; Gorga et al., 1997).

Um fator que pode ter influenciado a auséncia de alteragGes cocleares, o que

constitui uma das limitacdes deste estudo, € que a faixa de audicdo dos camundongos é
mais extensa que a dos humanos (Karolyi, 1.J., Dootz, G.A., Halsey, 2007). Neste
estudo foram pesquisadas apenas as frequéncias f2 8 e 10 kHz, consideradas baixas
frequéncias (regido apical da coclea) para os camundongos, 0 que ndo nos permite
afirmar que as frequéncias mais altas (regido basal da cdclea) também nédo tenham sido
afetadas pela infeccdo. Em contrapartida, os resultados nao foram influenciados pela
presbiacusia, que afeta, primeiramente, as frequéncias mais altas, a partir dos 50 dias de
vida nos camundongos BALB/c (Willott et al., 1998).
Além disso, os camundongos BALB/c sdo resistentes a infeccdo cronica pela cepa ME-
49 de T. gondii (Suzuki et al., 1993), que apresenta baixa viruléncia para estes animais
(Lunde and Jacobs, 1983) e, talvez, este seja outro motivo pelo qual a funcéo coclear
ndo tenha sido afetada.

5) Concluséao
As frequéncias pesquisadas neste estudo pelas EOAPD, ndo foram prejudicadas
pela infeccdo com a cepa ME-49 de T. gondii, tanto na fase aguda, quanto na fase

crbnica recente da toxoplasmose adquirida.
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Resumo

A toxoplasmose adquirida é um possivel fator de risco para perda auditiva,
entretanto pouco explorada na literatura especializada. O objetivo do presente estudo foi
verificar e caracterizar os efeitos auditivos periféricos e centrais causados pela
toxoplasmose adquirida em camundongos BALB/c infectados experimentalmente com a
cepa brasileira TgCTBr5. Foram realizados os exames auditivos Emissdes Otoacusticas
Evocadas por Produto de Distorcdo nas frequéncias de 8, 12, 16, 24 e 32 kHz e
Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico nas frequéncias de 10, 16, 24 e 32
kHz. As cécleas foram analisadas por meio de microscopia Optica e eletrénica. Os
cérebros e os tronco-encefalicos foram analisados pela microscopia éptica. Anticorpos
IgG anti Toxoplasma gondii foram pesquisados por meio do teste ELISA, que
confirmou o sucesso da infeccdo pela cepa TgCTBr5 nos camundongos dos grupos
experimentais. Os resultados dos exames auditivos, assim como o0s resultados
microscopicos e histopatolégicos, evidenciaram auséncia de alteracBes cocleares e
centrais significativas nos camundongos infectados. Esses dados sugerem que o sistema
auditivo periférico e central dos camundongos BALB/c ndo foi prejudicado pela

infeccdo com a cepa TgCTBr5 de Toxoplasma gondii.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Audicdo, Emissbes Otoacusticas Espontaneas,
Potenciais Evocados Auditivos, Camundongos, Coclea
Key-words: Toxoplasmosis; Hearing; Otoacustic Emissions, Spontaneous; Evoked

Potentials, Auditory, Mice, Cochlea

1 Introdugéo

A toxoplasmose adquirida € uma zoonose causada pelo protozoario parasita
intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii (T. gondii). Apesar de existir apenas uma
espécie desse protozoario, ha diversas linhagens clonais ou cepas que se diferem em
relagdo a viruléncia e formagédo de cistos (Filha and Oliveira, 2009). Na Europa e
América do Norte ha trés linhagens clonais divididas nos tipos I, Il e 11l (Howe and
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Sibley, 1995). Na América do Sul, as cepas séo atipicas (Pinheiro, 2014) e apresentam
uma ampla diversidade genética em relagdo as que sdo encontradas nos paises do
hemisfério norte (Ajzenberg D, Bafiuls AL, Su C, Dumetre A, Demar M, Carme B and
ML., 2004; de Melo Ferreira et al., 2006; Ferreira et al., 2011). No Brasil ha outros
quatro tipos de gendtipos: Brl, Brll, Brlll e BrlV (Pena et al., 2008) e nesse pais a
toxoplasmose é considerada mais grave que nos paises onde ha o predominio das cepas
clonais I, 1l e 11l (Gilbert, 2009).

O T. gondii pode ser adquirido por meio da ingestdo de cistos do parasita
presentes em carne crua ou mal cozida de animais infectados, ou pelo consumo de
aguas, frutas, ou vegetais crus, que estejam contaminados pelos oocistos do protozoario,
sendo este 0 modo mais comum de infeccdo (Filha and Oliveira, 2009; Jones et al.,
2001).

Aproximadamente um terco da populacdo mundial é afetado pela toxoplasmose
adquirida (Tenter et al., 2000), e sua prevaléncia varia de regido para regido, de acordo
com o clima, grupo étnico e habitos da populacdo (Montoya and Liesenfeld, 2004).
Uma das soroprevaléncias mais elevadas e observada no Brasil, no qual cerca de 70 a
95% dos habitantes apresentam anticorpos para o T. gondii (Ministério da Saude, 2010).

A gravidade ou ndo da toxoplasmose adquirida depende da imunidade dos
individuos. Em portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
transplantados, individuos em quimioterapia ou em uso de drogas imunossupressoras,
que tém a imunidade comprometida, os sinais e sintomas clinicos geralmente sdao mais
graves, pois Orgdos vitais como o cérebro, o coracdo e o pulmdo podem ser
comprometidos (Filha and Oliveira, 2009). Em pessoas imunocompetentes a
toxoplasmose é geralmente assintomatica, ou apresenta sintomas de gripe comum,
linfadenopatia ocular ou cervical, sendo na maioria das vezes, identificada apenas por
meio de exame soroldgico (Carvalho and Farhat, 1999; Filha and Oliveira, 2009). Outra
possivel, embora rara conseqiiéncia clinica da toxoplasmose adquirida é a perda auditiva
(Rosch et al., 1998; Schlottmann et al., 1996).

Alteracdes auditivas podem ser evidenciadas na toxoplasmose adquirida
independentemente do sistema imune dos individuos. Ocorre que, mesmo que eles ndo
estejam debilitados, essa infeccdo parasitiria pode ainda manifestar-se na forma
neuroldgica. Nesses casos, a perda auditiva neurossensorial é uma das possiveis

manifestacdes clinicas. E, mesmo apés a realizacdo do tratamento com sulfadiazina e
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pirimetamina, a perda auditiva pode permanecer como sequela do quadro agudo.
(Rosch et al., 1998).

Entretanto, mesmo que ndo se trate de toxoplasmose adquirida cerebral,
problemas auditivos podem ocorrer (Schlottmann et al., 1996). Em alguns casos, ap0ds a
realizacdo do tratamento preconizado para a toxoplasmose, observou-se melhora
discreta nos limiares de audibilidade das frequéncias baixas, (Katholm et al., 1991), e
em outro caso, a perda auditiva neurossensorial permaneceu (Schlottmann et al., 1996).

Ha também registro de perda de audicdo em pessoa imunodeprimida com
toxoplasmose adquirida. Individuo do sexo masculino, portador da AIDS, apresentou
toxoplasmose adquirida manifesta sob a forma de abscesso cerebral no angulo ponto-
cerebelar, ocasionando surdez subita e sindrome cerebelar. Segundo os autores, quando
a toxoplasmose adquirida atinge o sistema nervoso central de individuos com AIDS,
uma das consequéncias é a perda auditiva neurossensorial (Bohadana et al., 1998).

A escassez de estudos que avaliam a perda auditiva na toxoplasmose adquirida
aponta para a necessidade de se estudar 0os mecanismos cocleares e do sistema nervoso
auditivo central nessa patologia. Ainda ndo ha na literatura a descricdo das
consequéncias auditivas ocasionadas pela toxoplasmose adquirida no modelo animal,
embora modelos animais, tais como os camundongos da linhagem BALB/c, sejam
muito utilizados em pesquisas auditivas (Baba et al., 2006; Kou et al., 2011; Li et al.,
2014; Willott et al., 1998) e de infeccdo experimental pelo T. gondii (Brandéo et al.,
2009; Carneiro et al., 2013; Fux et al., 2003; Veloso et al., 2015). Diante do exposto,
este estudo objetivou esclarecer os possiveis efeitos da toxoplasmose adquirida sobre o
sistema auditivo periférico e central de camundongos BALB/c infectados pela cepa
brasileira TgCTBr5 de T. gondii.

2 Materiais e Métodos
2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendagdes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) do Brasil. O protocolo
utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil (Protocolo CEUA
261/2014). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. O
método de eutanasia realizada no final deste estudo, para obter cistos cerebrais e

taquizoitos, foi overdose de cetamina e xilazina, seguido por deslocamento cervical.
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2.2 Animais
Quarenta fémeas de camundongos BALB/c foram obtidas no Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Foram
alojados dez camundongos por gaiola, de acordo com a temperatura, umidade e padrdes
de iluminacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) — Brasil, com racdo ad libitum (Nuvilab CR1, Nuvital, Brasil) e agua
clorada ad libitum. As gaiolas eram de polipropileno medindo, aproximadamente,
41x34x16cm, tampadas com grade zincada e com depressédo central para deposicdo da
racdo e para a alocacdo da garrafa de agua. As gaiolas foram trocadas semanalmente.
No momento da infecgdo experimental os camundongos tinham entre quatro a seis
semanas de vida.
Os camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, com dez
animais em cada:

Quadro 1: Distribui¢do dos camundongos BALB/c em grupos:

Grupo controle 1 Controle nfo infectado para animais com toxoplasmose aguda
Grupo controle 2 Controle ndo infectado para animais com toxoplasmose crénica

Grupo experimental 1  Toxoplasmose agnda

Grupo experimental 2 Toxoplasmose crénica

2.3 Infeccdo experimental

Os camundongos BALB/c foram infectados com a cepa brasileira TgCTBr5,
isolada de recém-nascido com toxoplasmose congénita, genotipada por Su et al (Su C,
Shwab EK, Zhou P, Zhu XQ, 2010) e de baixa viruléncia para os camundongos. A
inoculacdo foi realizada por 10 cistos cerebrais em tampao fosfato (PBS), com potencial
de hidrogénio (pH) 7,2, obtidos de camundongo previamente infectado pela cepa
TgCTBr5. Os camundongos dos grupos controle foram inoculados apenas com PBS.
Todos os camundongos foram pesados a cada trés dias, a partir do inicio deste estudo

(dia 0), até o final do experimento.

2.4 Exame sorologico: ELISA

O sangue foi coletado em papel filtro pela técnica de sangramento
submandibular (Golde et al., 2005). O teste Elisa foi realizado como previamente
descrito na literatura (Branddo et al., 2009), quanto a presenca de IgG anti T. gondii no

eluato de sangue seco. Resumidamente, microplacas foram revestidas com antigeno
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soltvel de taquizoito da cepa RH (0.5 pg/well). Um picote de 0,5 mm de papel filtro
com sangue seco foi eluido overnight em 0,5 ml de PBS, pH 7,2, a 4°C, resultando em
uma dilui¢do de aproximadamente 1:100 e incubado a 37 °C for 45 min. Um conjugado
com peroxidase anti-lgG (1:10000) de camundongo (Sigma) foi adicionado. A reacdo
foi visualizada com H,0, e orto-fenilenodiamina e parada com 4 N H,SO, Para realizar
a leitura automatizada foi utilizado um leitor de microplacas da BIO RAD modelo 3550
e filtro de 490 nm. Amostras com valores em absorbancia maiores que o cut off foram
consideradas positivas. O cut off foi calculado pela média de absorbancia de oito eluatos
de sangue obtidos de camundongos normais mais trés desvios-padréo. Cada amostra foi
analisada em duplicata, considerando a média como resultado final. Os controles
negativos e positivos foram incluidos em cada placa. O teste ELISA foi realizado em
trés momentos distintos do estudo: antes da infeccdo pela cepa TgCTBr5, 14 (dpi)

(toxoplasmose aguda) e 42 dpi (toxoplasmose cronica).

2.5 Avaliagdes Auditivas

Neste estudo experimental foi analisada a resposta das vias auditivas periféricas
e centrais dos camundongos com e sem infeccdo pelo T. gondii. Para esta analise foi
feito o estudo das Emissdes OtoacuUsticas por Produto de Distor¢cdo (EOAPD) e dos
Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Enceféalico (PEATE) em sala acusticamente
controlada. Foi utilizado o equipamento OtoPhyLab especifico para registro de
respostas auditivas em animais, fabricado pela empresa francesa RT Conception.

No primeiro momento, antes da infeccdo pela cepa TgCTBr5, todos os 40
camundongos foram avaliados auditivamente. Na fase de infeccdo aguda, 14 dpi, 0s
exames foram realizados apenas no grupo experimental 1 - toxoplasmose aguda e no
grupo controle 1 - ndo infectado. Na infec¢do cronica recente, 42 dpi, os exames foram
realizados no grupo experimental 2 - toxoplasmose crénica e no grupo controle 2 - ndo
infectado.

Todos os camundongos foram anestesiados com Cetamina (60mg/kg) e Xilazina
(10mg/kg), por via intraperitoneal. Essa medicacdo ndo interferiu em nenhum dos

exames auditivos.
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2.5.1 EOAPD

O microfone do analisador de emissdes otoacUsticas foi acoplado no meato
acustico externo da orelha direita do camundongo com o auxilio de uma oliva de
silicone.

Foi aplicado o protocolo "dp-gram”, quatro pontos por oitava, nas frequéncias 8,
12, 16, 24, 32 kHz, proporcéo de f2/f1 = 1,22. A relagéo de intensidade foi de L1=L2,
com intensidade inicial de 40 dBNPS, seguida por 45, 50, 55, 60, 65 e 70 dBNPS,
obtendo-se 5 “dp-grams” por camundongo avaliado.

A resposta foi considerada presente quando a relacdo sinal/ruido foi maior ou
igual a 04 dB.

Os resultados de amplitude e relacdo sinal/ruido obtidos em 2f1-f2, por
frequéncia, foram registrados em cada intensidade de testagem.

2.5.2 PEATE

Foi registrado por meio de eletrodos subdermais, em forma de agulha
posicionados no animal da seguinte forma: eletrodo ativo em Fz, eletrodos referéncia na
regido retroauricular direita e eletrodo terra na parte inferior das costas.

O estimulo acustico foi do tipo tone burst, a polaridade alternada, apresentado de
forma monoaural (orelha direita) por meio do fone de inser¢do. A velocidade de
apresentacdo foi 17 estimulos por segundo.

As frequéncias testadas foram: 10, 16, 24 e 32 kHz. A integridade da via
auditiva foi pesquisada a 80 dBNPs e posteriormente, a intensidade foi diminuida em
passos de 10 dB, até observar-se o desaparecimento completo das ondas. Para verificar
o limiar eletrofisiologico foi considerada a menor intensidade de estimulo em que se
evidenciava a onda Il. Foram medidas as laténcias absolutas (ms) das ondas I, II, 111, 1V,

V e os valores de intervalos interpicos (I-11, H-111, 11- IV, 11-V e I-111, 11I-V, I-V).

2.6 Andlise Histopatoldgica
Foi realizada analise histopatoldgica em cinco cAcleas de cada grupo, que foram
selecionadas aleatoriamente (total de 20 cocleas). Todos os cérebros e tronco-

encefalicos foram analisados histopatologicamente.

2.6.1 Coclea
Os o0ssos temporais foram removidos e os tecidos 6sseos circundantes as cocleas

foram dissecados. As cocleas foram colocadas durante uma hora em paraformaldeido
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4% e depois foram lavadas trés vezes a cada 10 minutos com PBS. Em seguida, elas
foram transferidas para um tubo de 05 ml contendo EDTA 5%, na temperatura de 4°C,
durante 4 dias (0 EDTA foi trocado a cada 24 horas neste periodo). Apds esta etapa, as
cocleas foram novamente lavadas trés vezes a cada 10 minutos com PBS e, em seguida,
desidratadas nas seguintes concentragdes: alcool 25%, duas vezes de 15 minutos; alcool
50%, duas vezes de 15 minutos, alcool 70% durante uma hora; &lcool 95% durante uma
hora; alcool 100% durante uma hora e trinta minutos; alcool 100% durante 45 minutos;
alcool 100% durante uma hora; 30 minutos no xilol; uma hora no xilol; e por fim uma
hora e meia no xilol.

Ao término da desidratacdo, as cocleas foram incluidas na parafina. Os
espécimes foram entdo seccionados, montados e corados com hematoxilina-eosina
(H&E) para microscopia optica.

2.6.2 Tronco encefalico e cérebro

O tronco-encefalico e o cérebro foram removidos e posteriormente colocados em
formol 10%. Em seguida, os espécimes foram em seguida seccionados, montados e
corados com hematoxilina-eosina (H&E).

2.7 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura foi realizada em vinte cocleas (cinco
cécleas foram selecionadas aleatoriamente de cada grupo). O osso temporal foi retirado
do crénio, e posteriormente imerso em tampdo fosfato diluido em glutaraldeido 2%,
dentro do qual as cocleas foram removidas do osso temporal e lavadas.

As cdcleas ficaram fixadas no glutaraldeido 2% por uma noite, na temperatura
de 04 C°.

Apds este periodo de fixacdo, as cocleas foram dissecadas (a capsula éssea foi
removida) e, em seguida lavadas 3 vezes a cada 10 minutos no tampao fosfato.

Depois desta etapa foi iniciado o processo de desidratagdo na concentracdo de
alcool a 25%, sendo duas vezes de quinze minutos; alcool a 50% sendo duas vezes de
15 minutos, alcool 70%, trés vezes de 30 minutos (esta etapa durou trés dias, sendo as
cécleas mantidas na temperatura de 4 °C); alcool 95%, trés vezes de 30 minutos.
Durante uma noite as cocleas foram mantidas na temperatura de 4 °C, sendo a
desidratacdo na concentracdo de 100% de alcool. A  desidratagdo  finalizou na
concentracdo de 100% de alcool, sendo duas vezes de trinta minutos.
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Com o término da desidratacdo as cocleas foram secadas em ponto critico, no
equipamento Bal-tec/Leica e, posteriormente metalizadas no equipamento Bal-Tec,
modelo MD20, no periodo de um minuto.

Cada imagem foi observada qualitativamente no microscopio eletrénico JEOL
JSM - 6360 LV, no Centro de Microscopia da UFMG.

2.8 Andlise Estatistica

Para a construcdo do banco de dados e analises foi utilizado o software SPSS,
versédo 19.

Foi feita a comparacdo das respostas intra-sujeitos em relacdo a etapa de
infeccdo (pré-infeccdo e infeccdo aguda, e pré-infeccdo e infecgdo cronica). Também foi
realizada a comparacdo inter-sujeitos com 0S grupos experimentais e 0S grupos
controles correspondentes.

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov.
Para analises dependentes foi utilizado o Teste T de Student pareado para a média e
para as analises independentes foi utilizado o teste T de Student para a média. Em todos

os casos foi adotado como nivel de significancia o valor de 5% (p < 0,05).
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Resultados

3.1 Condicdes gerais de saude

O teste ELISA confirmou o sucesso da infeccdo pela cepa TgCTBr5 nos
camundongos infectados experimentalmente que apresentaram peso discretamente
inferior aos camundongos do grupo controle, ndo tendo sido observada diferenca
estatisticamente significativa entre eles (Tabela 1).

Todos os camundongos do grupo experimental 1, correspondente a fase aguda
da infeccdo, apresentaram pelo arrepiado, apatia e diminuicdo da atividade motora. Os
animais avaliados na fase cronica recente — grupo experimental 2 - ndo apresentaram
mais esses sinais clinicos. Todos os camundongos infectados sobreviveram a infecgdo
pela cepa TgCTBr5 de T. gondii. O arqueamento postural ndo foi observado nos

animais infectados.

Tabela 1: Peso dos camundongos ap0s inoculagdo com Toxoplasma gondii.

Grupos N Média Desvio Padrao P’
Controle 1 - no infectado® 10 19,9 0,825 0,417
Experimental 1 - toxoplasmose aguda® 10 19,5 13
Controle 2 - ndo infectado® 10 20,7 0,804 0,13
Experimental 2 - toxoplasmose cronica’ 10 20,2 0,812

# Peso corporal avaliado 14 dias apds infeccéo; ° Peso corporal avaliado 42 dias apds
infeccdo; N: nimero de camundongos avaliados; “teste T de Student.

3.2 EOAPD
Anélise de EOAPD entregrupos
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EOAPD entregrupos
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Figura 1: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por

produto de distor¢do apresentadas pelos grupos controle 1 e experimental 1 (p>0,05).

Teste T de Student.
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EOAPD entregrupos

8 kHz 12kHz
40 50

30 + 40 +

10
—— Controle 2 —&—Controle 2
—#— Experimental 2 0 —#— Expenmental 2

-10 -10

Amplitade DP (dB)
Amplitude DP (dB)
S

40 45 50 55 60 65 70 40 45 50 55 60 65 70
ds dB

16 kHz

—+—Controle 2 —¢—Controle 2

—#— Experimental 2 ~#— Expenimental 2

Amplitade DP (dB)
Now
o
Amplitude DP (dB)

40 45 50 55 60 65 70

32kHz

—&— Controle 2

—— Experimental 2

Amplitude DP (dB)

Figura 2: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacUsticas evocadas por
produto de distor¢do apresentadas pelos grupos controle 2 e experimental 2 (p>0,05).
Teste T de Student.

A figura 1 mostra os resultados das amplitudes do produto de distorcdo das
EOAPD apresentados pelos grupos controle 1 e experimental 1 (fase aguda). Nao
ocorreu diferenca com significancia estatistica para as amplitudes do produto de
distorcdo em relacdo a intensidade de estimulacdo para as frequéncias pesquisadas,
assim como ndo foi observada diferenca estatistica significante para a relagdo S/R
apresentados pelo grupo experimental da fase aguda e seu respectivo grupo controle, em
nenhuma das frequéncias pesquisadas (p>0,05).

A figura 2 mostra resultados das amplitudes do produto de distor¢do das
EOAPD apresentados pelos grupos controle 2 e experimental 2 (fase crénica recente).
Nesta comparacao, tanto para as analises das amplitudes do produto de distor¢éo, como

para a relagdo S/R das EOAPD apresentados pelo grupo experimental da fase cronica
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recente e seu respectivo grupo controle, ndo foram observadas diferencas estatisticas

significantes para as frequéncias pesquisadas (p>0,05).
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Tabela 2: Média, desvio padréo e p valor para a relagéo sinal/ruido apresentada pelos grupos controles e experimentais nas Emissfes OtoacUsticas por Produto de Distorcao

8 kHZ 12 kHz 16 kHz 24 kHz 32 kHz
Intensidade (dB) Grupos SIR DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p
Controle 1 2,90 14,866 808 ,20 3,584 462 4,30 7,288 498 -3,00 5,312 0.631 -4,50 4,143 0.19
40 Experimental 1 1,40 12,276 ' 1,90 6,154 ' 2,00 7,572 ' -4,70 3,773 ' -2,20 5,412 '
Controle 2 1,90 12,069 . 2,30 11,672 e 4,40 5,854 e -6,10 7,279 = -5,20 3,190 .
Experimental 2 2,70 9,821 ' 5,30 4,423 ' 5,10 8,279 ' -4,20 6,233 ' -2,40 2,633 '
Controle 1 11,10 13,609 1 3,00 8,615 289 12,50 5,740 33 -,80 11,282 0.739 -6,70 6,378 0.393
45 Experimental 1 3,10 14,602 ' 7,00 7,746 ' 9,20 8,522 ' -3,00 6,600 ' -7,20 4,962 '
Controle 2 9,30 10,001 o 10,50 6,187 s 14,40 5,125 0,684 -3,40 7,849 201 -6,60 4,789 o
Experimental 2| 10,10 11,474 ' 11,40 7,058 ' 13,30 9,638 ' ,20 7,254 ' -4,80 5,007 '
Controle 1 14,30 16,255 330 8,30 6,395 320 17,60 7,560 586 3,40 11,266 0.393 -4,60 4,351 0.143
50 Experimental 1 7,20 15,426 ' 11,70 8,341 ' 15,70 7,747 ' -,40 9,131 ' -7,50 3,028 '
Controle 2 13,80 10,337 16,50 7,292 20,90 3,573 -1,10 10,311 -10,60 4,402
. ,935 ,838 0,971 ,201 0,55
Experimental 2| 13,30 16,097 17,20 7,772 18,10 10,908 5,40 11,539 -5,50 3,689
Controle 1 17,40 18,001 14,30 8,354 20,30 7,243 5,50 13,616 -5,80 5,453
. ,660 ,645 ,795 0,912 0,631
55 Experimental 1| 14,10 14,798 16,20 9,739 19,40 7,989 4,30 13,132 -6,80 2,936
Controle 2 16,90 13,988 i 25,10 6,540 = 24,90 4,725 e 3,60 11,806 i -4,10 3,725 163
Experimental 2| 18,90 15,595 ' 23,50 6,570 ' 21,40 14,577 ' 9,60 13,501 ' -6,60 4,006 '
Controle 1 7,90 16,789 20,00 7,288 20,30 7,243 10,80 11,193 -5,30 4,620
. ,398 ,961 , 7192 1 911
60 Experimental 1 2,10 15,438 19,80 10,454 19,40 7,989 11,70 14,583 -5,50 3,100
Controle 2 21,40 16,147 28,30 4,945 31,20 3,011 8,30 14,773 -5,80 5,940
_ 444 820 210 224 1275
Experimental 2 26,30 11,461 27,70 6,567 26,40 11,286 16,00 12,472 -9,00 6,749
Controle 1 11,60 14,946 25,70 8,287 29,60 6,802 19,30 16,118 -,90 4,909
. ,624 779 ,892 ,829 ,125
65 Experimental 1 6,00 15,011 26,90 10,408 29,00 12,037 20,80 14,351 -4,50 5,104
Controle 2 26,70 11,634 (] 30,90 7,385 0.529 35,30 3,974 = 13,30 17,192 7 -5,90 4,483 o
Experimental 2| 30,60 9,559 ' 33,60 5,125 ' 33,20 9,426 ' 24,40 14,531 ' -2,30 10,605 '
17,30 12,338 33,20 10,942 30,00 7,394 27,50 13,914 ,40 12,616
Con.trole 1 508 681 892 0,796 ,459
20 Experimental 1 11,60 13,898 33,20 12,603 34,00 13,776 29,30 17,563 5,00 14,484
Controle 2 26,00 15,129 36,80 10,020 38,70 4,572 27,10 15,103 -6,80 6,529
) ,116 ,299 573 ,339 ,154
Experimental 2 34,00 8,179 40,60 4,789 37,00 8,179 33,80 15,411 2,50 18,094

Legenda: S/R — relagéo sinal-ruido. DP — desvio padréo. P — p valor teste T de Student.
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Anélise de EOAPD intragrupos
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Figura 3: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacuUsticas evocadas por

produto de distorcdo apresentadas intragrupos controle 1 e experimental 1. Comparagédo

intragrupos no dia 0 (camundongos com 1 més de vida — grupos controle 1 e

experimental 1) e 14 dpi (camundongos com 2 meses de vida - grupos controle 1 e

experimental 1). p > 0,05 Teste T de Student pareado.
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EOAPD intragrupos
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Figura 4: Amplitudes médias e desvio padrdo das emissdes otoacusticas evocadas por
produto de distor¢ao apresentadas intragrupos controle 2 e experimental 2. Comparagéo
intragrupos no dia 0 (camundongos com 1 més de vida — grupos controle 2 e
experimental 2) e 42 dpi (camundongos com 3 meses de vida - grupos controle 2 e

experimental 2 ). *p < 0,05 Teste T de Student pareado.

As figuras 3 e 4 mostram os resultados das analises intragrupos das amplitudes
do produto de distorcdo em relacdo a intensidade de estimulacdo para as frequéncias
pesquisadas. Ao comparar as respostas intrasujeitos das EOAPD realizadas no inicio do
estudo, quando a idade dos camundongos era 1 més de vida, com as que foram
realizadas 14 dias ap0s, camundongos com 2 meses de vida, ndo houve diferencas
estatisticas significantes para as amplitudes do produto de distor¢do, nem para a relagéo
S/R em nenhuma das frequéncias pesquisadas, tanto para o grupo controle 1, quanto
para o grupo experimental 1(p>0,05).

Na comparagdo intrasujeitos, as respostas das EOAPD apresentadas pelos

camundongos no inicio do estudo, quando a idade destes era 1 més de vida, e 42 dias
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apos (camundongos com 3 meses de vida), foram semelhantes para os grupos controle 2
e experimental 2. Em ambos os casos ndo houve diferenca estatistica significante para
as frequéncias de 8, 12, e 16 kHz (p>0,05), tanto para a amplitude do produto de
distorcdo, quanto para a relacdo S/R. A partir da intensidade de 55 dB, nas frequéncias
de 24 e 32 kHz, foi observada diminuicdo da amplitude do produto de distor¢éo e da
relacdo S/R. Estes dados estdo descritos nas tabelas 3 ¢ 4 e os valores de “p” encontram-
se destacados nos casos em que a diminuicdo da amplitude do produto de distorcdo e a

relagdo S/R foram estatisticamente significativas (p< 0,05).

Tabela 3: Amplitudes médias das emissdes otoacuUsticas evocadas por produto de
distorcao, apresentadas por frequéncia testada intragrupos

24 kHz 32 kHz
Amplitude Amplitude
Intensidade Grupos PD DP p PD DP p
Grupo Controle 2 (1 més) 6,40 10,298 1,70 6,783
0,018 0,028
55 dB Grupo Controle 2 (3 meses) -6,70 11,567 -3,50 3,749
Grupo experimental 2 (1 més) 15,40 5,680 6,60 5,103
] 0,003 0,001
Grupo experimental 2 (3 meses) ,20 13,669 -5,30 4,001
Grupo Controle 2 (1 més) 10,50 9,835 5,00 6,360
0,019 0,023
60 dB Grupo Controle 2 (3 meses) -2,10 14,154 -4,80 6,125
Grupo experimental 2 (1 més) 21,10 4,701 8,30 8,314
. 0,009 0,001
Grupo experimental 2 (3 meses) 7,70 13,433 -8,00 7,071
Grupo Controle 2 (1 més) 20,30 8,000 4,50 11,008
0,017 0,054
65 dB Grupo Controle 2 (3 meses) 4,20 17,261 -4,80 4,662
Grupo experimental 2 (1 més) 27,40 4,088 17,30 5,982
. 0,043 0,001
Grupo experimental 2 (3 meses) 15,50 15,233 -1,00 10,285
Grupo Controle 2 (1 més) 31,70 6,717 21,10 10,429
0,036 0,001
20 dB Grupo Controle 2 (3 meses) 16,90 14,940 -5,90 7,430
Grupo experimental 2 (1 més) 33,90 4,483 26,90 4,149
) 0,116 0,002
Grupo experimental 2 (3 meses) 25,50 14,577 4,40 17,589

Legenda: PD — Produto de Distor¢do. DP — Desvio Padrdo. P — p valor teste T de
Student pareado.
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Tabela 4: Médias da relacdo sinal/ruido das Emissdes Otoacusticas por Produto de

Distorcéo, apresentadas por frequéncia testada intragrupos.

24 kHz 32 kHz
Intensidade Grupos S/IR DP p SIR DP p

Grupo Controle 2 (1 més) 10,70 10,894 -1,40 5,190

0,114 0,068
- Grupo Controle 2 (3 meses) 3,60 11,806 -4,10 3,725
Grupo experimental 2 (1 més) 21,00 6,650 1,70 5,034

. 0,008 0,006
Grupo experimental 2 (3 meses) 9,60 13,501 -6,60 4,006
Grupo Controle 2 (1 més) 14,20 9,211 ,50 4,972

0,176 0,059
60 Grupo Controle 2 (3 meses) 8,30 14,773 -5,80 5,940
Grupo experimental 2 (1 més) 26,10 5,587 3,50 8,127

. 0,047 0,001
Grupo experimental 2 (3 meses) 16,00 12,472 -9,00 6,749
Grupo Controle 2 (1 més) 23,60 9,348 ,10 9,550

0,082 0,154
- Grupo Controle 2 (3 meses) 13,30 17,192 -5,90 4,483
Grupo experimental 2 (1 més) 32,30 5,078 12,20 6,861

) 0,178 0,004
Grupo experimental 2 (3 meses) 24,40 14,531 -2,30 10,605
Grupo Controle 2 (1 més) 35,90 6,173 17,40 10,916

0,155 0,001
20 Grupo Controle 2 (3 meses) 27,10 15,103 -6,80 6,529
Grupo experimental 2 (1 més) 40,40 4,526 22,00 4,137

0,228 0,007
Grupo experimental 2 (3 meses) 33,80 15,411 2,50 18,094

Legenda: S/R — Sinal-ruido. DP — Desvio Padrdo. P — p valor Teste T de Student

pareado.
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3.3 PEATE

Nas figuras 5 e 6 podem ser observados o padrdo de respostas auditivas

eletrofisiologicas para as frequéncias de 10 e 32 kHz em camundongos BALB/c. Na

frequéncia de 10 kHz observam-se respostas eletrofisiol6gicas até a intensidade de 15

dB. A 32 kHz as respostas eletrofisioldgicas estdo presentes até a intensidade de 40 e 45

dB.
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Figura 5: Tracado do Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico para a
frequéncia de 10 kHz. A: Respostas no PEATE para camundongos sem infecgdo. B:
Respostas no PEATE para camundongos com infec¢do aguda. C: Respostas no PEATE

para camundongos com infeccdo cronica.
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Figura 6: Tracado do Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico para a

frequéncia de 32 kHz. A: Respostas no PEATE para camundongos sem infeccdo. B:
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Respostas no PEATE para camundongos com infeccdo aguda. C: Respostas no PEATE

para camundongos com infeccdo cronica.

Analise PEATE intragrupos

Na analise intragrupos, para os grupos controle 1 e experimental 1, realizadas no
dia 0 (camundongos com um més) e 14 dpi (camundongos com dois meses), assim
como para as comparagOes realizadas intragrupos para 0s grupos controle 2 e
experimental 2, realizadas no dia 0 (camundongos com um més de vida) e 42 dpi
(camundongos com 3 meses de vida) ndo se evidenciaram diferencas estatisticas para as
laténcias absolutas das ondas I, II, Ill, IV e V (tabela 5) e nem para os intervalos
interpicos I-11, H-111, -1V, -V, I-111, 111-V e |-V (tabela 6) obtidos na intensidade de
80 dB (p>0,05).

Tabela 5:
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Tabela 5: Médias das laténcias absolutas, desvio padrao e p valor das ondas I, II, 111, IV e V a 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico intragrupos

Onda | Onda Il Onda |11 Onda IV Onda V
Grupos Frequéncia kHz| Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p
Controle 1 (1 més) 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,00 0,00 5,00 0,00
10 0,34 1,00 0,34 0,34 0,34
Controle 1 (2 meses) 1,10 0,32 2,20 0,16 3,10 0,32 4,10 0,32 5,10 0,32
Controle 1 (1 més) 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,00 0,00 5,00 0,00
1 0,34 1,00 0,34 0,34 0,34
Controle 1 (2 meses) ° 1,10 0,32 2,10 0,32 3,10 0,32 4,10 0,32 5,10 0,35
Controle 1 (1 més) 24 1,00 0,00 0.89 2,40 0,00 0,55 3,20 0,00 0.56 4,20 0,00 0,89 5,20 0,42 0.56
Controle 1 (2 meses) 1,20 0,32 ' 2,90 0,32 3,80 0,42 ' 4,50 0,53 5,50 0,50 '
é 1,00 0,00 2,50 0,00 3,30 0,00 4,00 0,00 5,40 0,42
Controle 1 (1 més) 32 0,90 0,54 0,50 0,76 0,90
Controle 1 (2 meses) 1,10 0,32 2,80 0,32 3,90 0,11 4,30 0,30 5,70 0,42
Experimental 1 (1 més) 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,10 0,32 5,20 0,42
1 0,34 0,90 0,34 1,00 0,17
Experimental 1 (2 meses) 0 1,10 0,32 2,10 0,32 3,10 0,32 4,10 0,32 5,00 0,25
i 8 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,10 0,32 5,30 0,52
Experimental 1 (1 més) 16 0,34 0,34 034 1,00 0,68
Experimental 1 (2 meses) 1,10 0,32 2,20 0,25 3,00 0,30 4,00 0,30 5,00 0,23
Experimental 1 (1 més) 1,00 0,00 2,30 0,00 3,40 0,32 4,10 0,32 5,40 0,52
Experimental 1 (2 meses 24 1,15 1,03 057 2,80 1,03 0.87 3,70 0,82 079 4,40 0,72 100 5,40 0,80 100
i é 1,00 0,00 2,20 0,00 3,30 0,00 4,10 0,32 5,30 0,48
Exper!mental 1 (1 més) 32 0,78 0,55 1,00 0,59
Experimental 1 (2 meses 1,20 0,53 2,60 0,53 3,50 0,46 0,65 4,10 0,35 5,40 0,52
é 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,00 0,00 5,00 0,00
Controle 2 (1 més) 10 1,00 1,00 1,00 1,00 0,17
Controle 2 (3 meses) 1,00 0,00 2,10 0,32 3,20 0,35 4,10 0,32 5,20 0,42
Controle 2 (1 més) 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,00 0,00 5,10 0,00
16 1,00 1,00 1,00 1,00 0,17
Controle 2 (3 meses) 1,00 0,00 2,10 0,32 3,10 0,32 4,20 0,17 5,40 0,52
Controle 2 (1 més) 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,00 0,00 5,10 0,32
1,00 1,00 0,34 0,17 0,81
Controle 2 (3 meses) 24 1,00 0,00 2,15 0,08 3,10 0,32 4,20 0,42 5,40 0,52
Controle 2 (1 més) 1,20 0,05 2,00 0,08 3,00 0,14 4,00 0,15 5,10 0,29
1 4 1 1
Controle 2 (3 meses) 32 1,00 0,00 098 2,15 0,06 00 3,10 0,32 03 4,20 0,42 00 5,80 0,42 00
i 8 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,10 0,32 5,10 0,32
Exper!mental 2 (1 més) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Experimental 2 (3 meses) 10 1,00 0,00 2,10 0,32 3,10 0,32 4,00 0,30 5,00 0,30
i 8 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,10 0,32 5,30 0,48
Exper!mental 2 (1 més) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Experimental 2 (3 meses) 16 1,00 0,00 2,10 0,32 3,00 0,30 4,00 0,20 5,10 0,32
i 8 1,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 4,10 0,32 5,30 0,48
Exper?mental 2 (1 més) 0,99 1,00 1,00 1,00 0,89
Experimental 2 (3 meses) 24 1,10 0,32 2,15 0,11 3,10 0,32 4,10 0,32 5,10 0,32
Experimental 2 (1 més) 1,20 0,05 2,00 0,10 3,15 0,15 4,20 0,21 5,40 0,30
0,87 0,87 1,00 1,00 0,96
Experimental 2 (3 meses) 32 1,00 0,00 2,15 0,14 3,15 0,17 4,10 0,32 5,30 0,48

Legenda: DP — desvio padrao. P —p valor T Student pareado
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Tabela 6: Médias dos intervalos-interpicos em milessegundos, desvio padrdo e p valor na intensidade de 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico intragrupos

I-11 1-111 1-1v -V I-111 -V IV

Grupos Frequéncia (kHz) | Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p
£ 0,85 0,07 0,94 0,12 1,95 0,18 3,03 0,21 2,00 0,00 3,90 0,32 2,00 0,00

22:::2:: 1 g 2:293) 10 0,79 0,13 025 0,93 0,20 084 1,89 0,29 045 2,95 0,37 051 2,00 0,00 100 4,00 0,47 050 2,10 0,32 034
g 085 0,09 0,94 011 1,94 017 3,02 0,20 2,00 0,00 4,00 0,00 2,00 0,00

EZ:::Z:: i g mzz)es) 16 0,78 0,11 0.0 0,97 0,18 060 1,94 0,31 0.8 298 0,31 071 2,00 0,00 100 3,90 0,32 034 2,00 0,00 100
le (1 mé 0,84 0,08 0,92 0,06 1,85 012 2,82 0,13 2,00 0,00 4,00 0,00 2,00 0,00

EZ:EZI: 1 EZ Q:)es) 24 0,85 0,09 089 083 0,20 061 172 023 076 2,78 0,35 07 1,80 042 ot7 3,80 0,63 034 2,20 0,42 017
8 0,84 0,11 1,04 0,05 2,08 0,13 320 0,17 2,00 0,00 4,00 0,00 2,00 0,00

gzggg:: i g 2:253) % 0,93 0,08 07 0,96 0,18 019 1,90 032 014 2,98 0,46 018 2,00 0,00 100 3,80 042 017 2,00 047 200
i 8 0,86 017 1,03 017 1,85 017 2,86 031 2,00 0,00 4,10 0,32 2,00 0,00

;SZ::::Z: i 8 2:15) 10 0,81 0,11 029 0,90 0,20 0.10 1,82 0,19 0.5 2,81 0,16 020 1,90 0,32 0:34 3,70 0,67 0.10 1,90 0,32 034
Experi I1(1mé 0,86 0,14 0,92 0,15 183 0,20 2,90 0,32 2,00 0,00 4,10 0,32 2,00 0,00

522:::22:; 1 EZ 2:25) 16 0,89 0,15 0% 0,88 0,13 028 17 015 054 2,88 0,27 054 2,00 0,00 100 4,00 0,00 017 1,90 0,32 017
i 8 0,79 0,09 1,09 0,11 1,94 0,13 297 0,23 2,00 0,00 4,10 0,32 2,00 0,00

Eig:::z:::: i g 2225 2 0,87 0,10 020 0,92 0,37 020 1,85 0,29 050 2,93 0,28 058 2,00 047 100 3,90 0,32 017 1,90 0,32 034
Experi I1(1mé 0,84 0,07 0,88 0,08 1,69 015 2,67 0,21 2,00 0,00 3,80 0,32 2,10 0,32

Eizz::z::; 1 EZ 2:15 % 0,91 0,14 021 082 0,24 050 1,64 047 076 2,64 0,52 0%8 1,90 032 03 3,50 053 02 1,80 042 081
le2 (1 mé 0,83 0,11 091 0,09 1,86 0,13 2,95 0,18 2,00 0,00 3,80 0,42 2,00 0,00

gz:::ZI: 2 Ea 2:295) 10 083 0,10 091 0,90 0,08 050 1,90 0,09 089 3,10 0,18 078 2,00 0,00 100 4,00 0,00 017 2,00 0,00 100
8 0,80 0,13 0,96 0,16 1,94 017 2,98 0,25 2,00 0,00 3,90 0,32 2,00 0,00

22:::2:2 g g 2:15) 16 0,84 0,10 031 1,03 0,09 0.24 197 0,09 0.9 3,30 0,26 095 2,00 0,00 100 420 0,42 100 2,30 0,48 100
Controle 2 (1 mé 0,80 0,05 1,03 0,10 1,94 011 311 0,23 2,00 0,00 4,00 0,00 2,00 0,00

Cz:::zlz 2 23 2:15) 24 0,82 0,04 048 0,80 0,08 ot7 1,87 014 087 3,09 017 0%8 2,00 0,00 100 4,00 0,00 100 2,00 0,00 100
B 0,82 0,07 1,00 0,11 1,94 0,12 3,00 0,24 1,82 0,09 3,90 0,24 2,10 0,17

gzmz i g 2223) 2 0,83 0,05 100 083 0,08 100 1,88 011 076 2,90 0,20 100 2,00 0,00 089 4,20 042 100 2,10 0,32 100
i 6 0,88 0,07 0,93 013 1,97 0,16 314 0,27 2,00 0,00 4,10 0,32 2,10 0,32

Eig:;::::::: ; g 2:235) 10 0,84 0,08 021 0,88 0,07 0.5 1,80 0,10 0.14 297 0,24 028 2,00 0,00 100 4,00 0,00 034 2,10 0,32 100
Experi 12 (1 mé 0,88 0,08 1,00 0,15 2,03 017 317 0,24 2,00 0,00 4,00 0,00 2,00 0,00

Eigz::ZE:ZI 2 Ea 2:2:5) 16 083 0,06 062 0,94 012 039 1,86 017 023 3,08 0,28 053 2,00 0,00 100 4,00 0,00 100 2,10 0,32 034
i 8 0,86 0,06 1,05 0,12 2,06 0,14 329 0,27 2,00 0,00 4,10 0,32 2,10 0,32

Eig:::::::: ; g 2225) 2 0,84 0,08 058 097 0,10 012 1,95 015 016 313 0,20 014 2,00 0,00 100 4,10 0,32 100 2,00 0,00 034
i 8 083 0,05 1,00 0,09 2,10 014 330 0,22 1,89 011 4,13 0,25 2,25 0,15

;SZ::::Z: 2 g 2:15) % 0,84 0,09 100 0,86 0,14 0.8 1,93 0,13 097 310 0,23 080 2,00 0,00 086 420 0,42 089 2,20 0,42 097

Legenda: DP — desvio padrdo. P — p valor T Student pareado.
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Analise PEATE entregrupos

Ao comparar as respostas do PEATE do grupo controle 1 com o grupo
experimental 1, e grupo controle 2 com o grupo experimental 2, na intensidade de 80 dB
ndo foram observadas diferencas estatisticas para as laténcias absolutas das ondas I, 11,
I, 1V, e V, e nem para os intervalos interpicos: I-I1, lI-111, 1I-V, 1I-V e I-111, 11I-V, |-V,
em todas as frequéncias pesquisadas (p>0,05) (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7: Médias das laténcias absolutas, desvio padrdo e p valor das ondas I, 11, 11, IV e V a 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco

Encefalico apresentadas pelos grupos controles e experimentais

Onda | Onda Il Onda Il Onda IV Onda Vv
Frequéncia Grupos Média DP p Média DP p | Média DP p | Média| DP p Média DP p
Controle 1 1,10 0,32 2,20 0,16 3,10 0,32 4,10 0,32 5,10 0,32
10 kHz Experimental 1 1,10 0,32 100 2,10 0,32 1,00 3,10 0,32 1,00 4,10 0,32 1,00 5,00 0,25 100
Controle 2 1,00 0,00 100 2,10 0,32 100 3,20 0,35 100 4,10 0,32 100 5,20 0,42 1.00
Experimental 2 1,00 0,00 ' 2,10 0,32 ’ 3,10 0,32 ’ 4,00 0,30 ’ 5,00 0,30 '
Controle 1 1,10 0,32 2,10 0,32 3,10 0,32 4,10 0,32 5,10 0,35
16 kHz Experimental 1 1,10 0,32 100 2,20 0,25 1,00 3,00 0,30 1,00 4,00 0,30 1.00 5,00 0,23 1.00
Controle 2 1,00 0,00 100 2,10 0,32 100 3,10 0,32 100 4,20 0,17 100 5,40 0,52 100
Experimental 2 1,00 0,00 ’ 2,10 032 [~ 3,00 0,30 | 4,00 0,20 ’ 5,10 0,32 ’
Controle 1 1,20 0,32 2,90 0,32 3,80 0,42 4,50 0,53 5,50 0,50
24 kHz Experimental 1 1,15 1,03 0.80 2,80 1,03 0.35 3,70 0,82 0.14 4,40 0,72 0.35 5,40 0,80 045
Controle 2 1,00 0,00 0.34 2,15 0,08 100 3,10 0,32 100 4,20 0,42 100 5,40 0,52 100
Experimental 2 1,10 0,32 ’ 2,15 011 |~ 3,10 032 | 4,10 0,32 ’ 5,10 0,32 ’
Controle 1 1,10 0,32 2,80 0,32 3,90 0,11 4,30 0,30 5,70 0,42
39 kHz Experimental 1 1,20 0,53 0.85 2,60 0,53 0.35 3,50 0,46 063 4,10 0,35 0.64 5,40 0,52 0.10
Controle 2 1,00 0,00 100 2,15 0,06 100 3,10 0,32 100 4,20 0,42 100 5,80 0,42 100
Experimental 2 1,00 0,00 ’ 2,15 014 |~ 3,15 017 |~ 4,10 0,32 ’ 5,30 0,48 ’

Legenda:

DP — desvio padrdo. P — p valor T Student
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Tabela 8: Médias dos intervalos-interpicos em milissegundos, desvio padrédo e p valor a 80 dB no Potencial Evocado Auditivo de Tronco

Encefélico apresentadas pelos grupos controles e experimentais

I-11 1-111 1-1v 1-v I-111 I-v -V
Frequéncia Grupos Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p Média DP p
R A A A T A
Experimental 2 0:84 0:08 069 0:88 0:07 0.55 1:80 0:10 0,60 2:97 0:24 019 2:00 0:00 100 4:00 0:00 1,00 2:10 0:32 1,00
e [ tn S Vit o8 Miip o ek Y s Tl e s e 7
Experimental 2 0:83 0:06 0.77 0:94 0:12 069 1:86 0:17 0.57 3:08 0:28 081 2:00 0:00 100 4:00 0:00 017 2:10 0:32 0,29
B B A
Experimental 2 0:84 0:08 0,51 0:97 0:10 0,79 1:95 0:15 083 3:13 0:20 0,76 2:00 0:00 100 4:10 0:32 033 2:00 0:00 1,00
e e oo oa | o oo | de  ow 7| ae o % tw  aw %] 3w as | w  ow 0w
cwemmaz| 0mt 00 % | om om °5| 1 o °*| 5w om %% s oo ) am  aw | om  ow 0

Legenda: DP — desvio padrdo. P — p valor T Student.
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Limiar eletrofisiologico entregrupos
Na comparagdo entre os grupos controles 1 e experimental 1, e grupo controle 2
e experimental 2, ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes em

nenhuma das frequéncias pesquisadas (p>0,05).

Limiar onda II entregrupos

® Grupo Controle 1
B Grupo Experimental 1
® Grupo Controle 2
B Grupo Experimental 2

Limiar eletrofisiologico (dB)

10 16 24 32
Frequeéncia (kHz)

Figura 7: Limiar eletrofisiolégico apresentados pelos grupos controles e experimentais,

para as fases aguda e cronica recente de toxoplasmose adquirida (p>0,05).

Limiar eletrofisiol6gico intragrupos

Os grupos controle 1 e experimental 1, que foram avaliados auditivamente no
dia 0 da infeccdo (camundongos com 1 més de vida), e 14 dpi (camundongos com 2
meses de vida), ndo apresentaram diferencas estatisticas para as frequéncias de 10 e 16
kHz. Para as frequéncias de 24 e 32 kHz foi observado um aumento significativo desse
limiar em relacdo aos respectivos grupos controle 1 e experimental 1 no dia zero de
infeccdo.

Para os grupos controle 2 e experimental 2, avaliados auditivamente no dia 0 da
infeccdo (camundongos com 1 més de vida), e 42 dpi (camundongos com 3 meses de
vida), as frequéncias de 10 e 16 kHz ndo mostraram diferencas estatisticas. Também
para estes grupos, foi observado um aumento significativo do limiar para as frequéncias

de 24 e 32 kHz em relagéo aos limiares observados no dia zero de infecgé&o.
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Limiar intragrupos onda II

A

- 30 -
2
2 40 -
:gn —4— Grupo Controle 1
S 30 - (1més)
- ~{%—Grupo Controle 1 (2
§ 20 meses)
= —#&— Grupo Expenmental 1
5 10 (1 més)
E 0 Grupo Expenmental 1

: ' S (2 meses)

10 16 24

Frequéncia (kHz)
B
. 60 -
g
E 50 4
Eﬂ 40 - ye —O—Gr}lpo Controle 2 (1
e mes)
S 30 - ~—Grupo Controle 2 (3
g T meses)
2 20 - - 3
= —&— Grupo Experimental 2
g 10 - (1 més)
E 0 Grupo Expenmental 2
' ' g (3 meses)
10 16 24
Frequéncia (kHz)

Figura 8: Limiar eletrofisioldgico da onda Il na comparacdo intragrupos. A: Limiares

da onda Il intragrupos apresentadas pelos grupos controle 1 e experimental 1. B:

Limiares da onda Il intragrupos apresentadas pelos grupos controle 2 e experimental 2.

%p< 0,05.
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Microscopia eletrénica das cécleas dos camundongos infectados pela cepa
TgCTBrs

Como exemplificado na figura 9, ndo foram observadas alteragdes morfoldgicas
ou perdas de células ciliadas externas e internas, tanto para os animais infectados,

quanto para os animais do grupo controle.

1S5kU kE,BBB #Z CM-UFMG

.

CM-UFMG

Figura 9: microscopia eletronica de varredura das cocleas de camundongos dos grupos
controles e experimentais. A: coclea de um camundongo do grupo controle 1. B: céclea
de um camundongo do grupo experimental 1. C: c6clea de um camundongo do grupo

controle 2. D: cdclea de um camundongo do grupo experimental 2.

Analise histopatolégica das cécleas dos camundongos infectados pela cepa

TgCTBr5
Nos grupos experimentais investigados ndo foi observada a presenca do parasita

T. gondii (Figura 10).
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Figura 10: andlise histopatoldgica das cdcleas de camundongos dos grupos controles e
experimentais. A: coclea de um camundongo do grupo controle 1. B: coclea de um
camundongo do grupo experimental 1. C: coclea de um camundongo do grupo controle

2. D: coclea de um camundongo do grupo experimental 2.

Analise histopatoldgica cérebro e tronco-encefalico

Os grupos controles 1 e 2 ndo apresentaram quaisquer alteragdes no cérebro e
tronco-encefalico, tendo estas estruturas permanecido com aspecto normal. O T. gondii
ndo foi observado nos cérebros e tronco-encefalicos dos grupos experimentais.
Entretanto, no grupo experimental 1 seis camundongos apresentaram meninge
ligeiramente espessada, em outros trés, foi identificado sangue na meninge, e em um
Unico camundongo o aspecto de cérebro e tronco-encefalico estava normal. Em relagdo
ao grupo experimental 2, dois camundongos apresentaram meninge ligeiramente
espessada e nos demais observou-se presencga de linfonodo no sistema nervoso central
(figura 10).
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Figura 11: andlise histopatoldgica dos cérebros e tronco-encefalicos dos grupos

controles e experimentais. A: sistema nervoso central de um camundongo do grupo
controle 1. B: sistema nervoso central de um camundongo do grupo experimental 1. C:
sistema nervoso central de um camundongo do grupo controle 2. D: sistema nervoso

central de um camundongo do grupo experimental 2.

Discusséo

A toxoplasmose adquirida é uma doenca cosmopolita, que afeta grande parte da
populacdo mundial e, devido a sua alta prevaléncia possui grande importancia para a
salde publica (Ministério da Saude, 2010). O quadro clinico dessa patologia € variavel,
sendo sugerida em alguns poucos relatos de casos a possibilidade de perda auditiva
(Bohadana et al., 1998; Katholm et al., 1991; Rdsch et al., 1998; Schlottmann et al.,
1996).

Nos poucos estudos encontrados na literatura sobre o tema, foi observado que os
individuos com toxoplasmose adquirida que apresentaram perda de audi¢do, mesmo
apos tratamento adequado, a perda auditiva permaneceu como uma sequela (Rosch et
al., 1998), ou melhorou apenas parcialmente (Katholm et al., 1991). Em um caso, a

perda auditiva manifestou-se de modo subito (Schlottmann et al., 1996), sendo sugerido

74



pelos autores do estudo a necessidade da toxoplasmose adquirida ser considerada no
processo de diagnostico de perdas auditivas subitas (Schlottmann et al., 1996).

Os mecanismos patofisiolégicos da toxoplasmose adquirida na audi¢do ainda sdo
desconhecidos, sendo necessario o desenvolvimento de modelos experimentais que
proporcionem melhor compreensdo dos mecanismos auditivos nessa infeccdo. Nao ha
na literatura estudos que tenham caracterizado o sistema auditivo periférico e central de
camundongos BALB/c infectados pelo T. gondii, muito embora este animal seja um
modelo experimental recorrente em diversos estudos auditivos (Baba et al., 2006; Kou
et al., 2011; Li et al., 2014; Willott et al., 1998) e em pesquisas de toxoplasmose
adquirida experimental ( Branddo et al., 2009; Carneiro et al., 2013; Veloso et al.,
2015).

Acredita-se que exista associacdo entre a viruléncia da cepa de T. gondii no
camundongo com a gravidade da doenca nos humanos (Ajzenberg et al., 2002;
Boothroyd and Grigg, 2002; Darde et al., 1998). Além disso, diferentes cepas, de
diferentes graus de viruléncia podem proporcionar alteracdes e manifestacfes clinicas
distintas. A cepa TgCTBr5 utilizada neste estudo, foi isolada de um recém-nascido com
toxoplasmose congénita, que ndo apresentou sinais clinicos desta doenga no
nascimento. Essa cepa é de baixa viruléncia para os camundongos BALB/c (Carneiro et
al., 2013) e, talvez por este motivo 0s grupos experimentais tenham apresentado peso
corporal e respostas auditivas cocleares e centrais semelhantes as dos grupos controles,
tanto para a fase aguda, quanto para a fase crénica recente de toxoplasmose.

Neste trabalho foram realizadas duas comparagdes distintas, sendo uma
entregrupos controles e experimentais, na qual os camundongos tinham exatamente a
mesma idade, e sO se diferiam em relacdo a presenca do T. gondii, e a outra intragrupos,
em que os camundongos dos grupos controles se diferiam apenas no fator idade, e 0s
camundongos dos grupos experimentais se diferenciavam em relagdo a idade e a
presenca do parasita. Na analise das EOAPD entre camundongos infectados e ndo
infectados, ndo foram identificadas diferencas estatisticas significativas, indicando que a
cepa brasileira utilizada ndo afetou as células ciliadas externas correspondentes as
frequéncias que foram pesquisadas. Todos 0s quatro grupos apresentaram um mesmo
padrdo nas respostas cocleares, as amplitudes do produto de distor¢do e relagdo S/R
foram menores nas frequéncias f2 24 e 32 kHz, fato este tambem evidenciado por outros

autores (Jimenez et al., 1999).
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Na andlise das laténcias e intervalos interpicos apresentados pelos grupos
controles e experimentais, na intensidade de 80 dB no PEATE, ndo foram identificadas
diferengas estatisticas significativas entre 0s grupos controles e experimentais, tanto
para a fase aguda, quanto para a fase crénica recente de toxoplasmose adquirida. Além
disso, a morfologia das ondas foi semelhante para os quatros grupos. Esses dados
sugerem que para ambas as fases desta infeccdo, a via auditiva central constituida pelas
estruturas: nervo auditivo (onda 1), nucleos cocleares (onda 1), complexo olivar
superior (onda 11), lemnisco lateral e coliculo inferior (onda IV), corpo geniculado
medial e radiacGes talamocorticais (onda V) (Henry, 1979); ndo foi prejudicada pela
cepa TgCTBr5.

Além das laténcias e intervalos interpicos, realizou-se também a pesquisa do
limiar eletrofisiologico. A escolha da onda Il como limiar eletrofisiol6gico ocorreu por
ter sido a ultima onda a desaparecer, concordante com estudos prévios (Amsallem and
Andrieu-Guitrancourt, 1985; Freitas et al., 2009; Kamimura et al., 1999). Mais uma vez
a analise comparativa entre 0s grupos experimentais e seus respectivos grupos controles
ndo apresentou diferenca estatistica significativa. Estes resultados novamente sugerem
que a cepa TgCTBr5 nédo prejudicou o sistema auditivo central, mais especificamente o
ndcleo coclear, estrutura geradora da onda 11 no camundongo BALB/c (Henry, 1979).

Em relagdo as comparacOes realizadas intrasujeitos observou-se influéncia do
fator idade, tanto nas EOAPD quanto no PEATE. Os grupos controle 2 e experimental
2, 32 dpi, apresentaram uma reducdo da amplitude do produto de distor¢do e na relacédo
S/R nas frequéncias de 24 e 32 kHz a partir da intensidade de 55 dB. A medida que a
idade dos camundongos BALB/c aumenta, observa-se significativa reducdo na
amplitude e relacdo S/R das EOAPD, sendo as altas frequéncias as primeiras a serem
afetadas (Jimenez et al., 1999). Segundo autor (Willott et al., 1998), a partir de
aproximadamente dois meses de vida ha uma perda de células ciliadas externas na
regido basal da cdclea dos camundongos BALB/c, e aos 32 dpi os camundongos deste
estudo ja estavam com trés meses de vida.

Na analise intragrupos, o limiar eletrofisiolégico do PEATE também foi
influenciado pelo aumento da idade, uma vez que observou-se aumento do limiar da
onda 11, nas frequéncias de 24 e 32 kHz, como era esperado, uma vez gque essas Sao as
primeiras frequéncias afetadas pela presbiacusia (Idrizbegovic et al., 2006; Johnson et
al., 2000; Willott et al., 1998). Mesmo com apenas 50 dias de vida, os camundongos

BALB/c ja apresentam respostas ruins no PEATE nas frequéncias altas. Por este
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motivo, alguns autores optam por nao realizar o PEATE na frequéncia de 32 kHz nesta
linhagem de camundongos (Johnson et al., 2000; Willott et al., 1998). De acordo com a
literatura, o limiar eletrofisiologico desta linhagem de camundongos, para as
frequéncias de 10 e 16 kHz comeca a piorar a partir dos 4 meses de vida (Willott et al.,
1998), corroborando com os achados dos limiares eletrofisiologicos para estas
frequéncias no presente estudo. Embora tenha sido observado aumento significativo do
limiar para a onda Il nas frequéncias de 24 e 32 kHz, os valores absolutos das laténcias
e intervalos interpicos em todas as frequéncias pesquisadas, nao foram influenciados de
modo significativamente estatistico pelo envelhecimento dos camundongos.

Em relacdo a microscopia eletrénica da cdclea, cuja analise foi descritiva, o
parasita T. gondii ndo foi identificado nos grupos experimentais, assim como ndo foram
evidenciadas diferencas entre as células ciliadas externas dos camundongos infectados e
ndo infectados, que mantiveram-se presentes, com arquitetura organizada e integra.
Estes dados corroboram com a auséncia de diferencas significativas nas EOAPD entre
0s grupos controles e experimentais referentes ao presente estudo. A avaliagédo
histopatolégica da cdclea também foi descritiva, e o parasita ndo foi identificado nos
grupos experimentais tanto para a fase aguda quanto para a fase cronica recente de
toxoplasmose adquirida. Sao relatadas na literatura a presenca do T. gondii na orelha
interna e lesdes permanentes no ligamento espiral e na céclea por meio da analise
histopatoldgica, com a identificacdo de depoésitos de célcio em casos de toxoplasmose
congénita (Kelemen G, 1958; Salviz et al., 2014). Entretanto ndo ha relatos sobre
achados cocleares histopatoldgicos em casos de toxoplasmose adquirida.

Todos os cérebros e tronco-encefélicos foram analisados apenas por meio da
histopatologia. Os grupos controles 1 e 2 ndo apresentaram quaisquer alteraces nestas
estruturas, que mantiveram-se preservadas e sem presenca de lesdes. Taquizoitos e
cistos de T. gondii ndo foram visualizados no cérebro e tronco-encefalico dos
camundongos dos grupos experimentais. No entanto no grupo experimental 1 para a
fase aguda da toxoplasmose adquirida, seis camundongos apresentaram meninge
levemente espessada, e trés apresentaram sangue na meninge. Esse sangue pode ser
justificado pelo procedimento de retirada dos 6rgdos apds a eutanasia dos animais.

Em outro estudo experimental com a cepa TgCTBr5 ndo foram observadas
lesGes no sistema nervoso central durante a fase aguda da toxoplasmose (Veloso et al.,
2015). A auséncia de alteracdes cerebrais na fase aguda da doenca, ap06s infec¢do do T.

gondii por via oral é relatada por outros autores (Djurkovi¢-Djakovi¢ et al., 2006;
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Dubey et al., 2012; Liesenfeld et al., 1996; Mordue et al., 1999; Smiley ST, Lanthier
PA, Couper KN, Szaba FM, Boyson JE, Chen W, 2005).

No grupo experimental 2, fase crbnica recente da toxoplasmose, dois
camundongos apresentaram meninge ligeiramente espessada e nos demais observou-se
presenca de alguns linfocitos no sistema nervoso central. Apos 30 dias de infecgéo ja foi
relatada a presenga de cistos teciduais no cérebro de camundongos infectados pela cepa
TgCTBr5 (Pinheiro, 2014). Nessa etapa da doenca é comum que O sistema nervoso
central dos camundongos apresente lesdes, tais como infiltrado inflamatorio
perivascular, nédulos microgliais e destruicdo de neurbnios (Luft BJ, Conley F,
Remington JS, Laverdiere M, Wagner KF, Levine JF, Craven PC, Strandberg DA, File
TM, Rice N, 1983; Pinheiro, 2014). O cérebro é o ultimo érgdo a ser atingido pelo T.
gondii, uma vez que a barreira hematoencefalica atrasa o influxo de células infectadas,
mediadores de inflamacdo e anticorpos ao cérebro, que passa a ter maior importancia

patoldgica na fase cronica da infeccdo (Dubey et al., 2012; Frenkel JK, 1988).

Concluséo

Este estudo sugere que a cepa TgCTBr5 ndo prejudica a audicao periférica e
central dos camundongos BALBI/c, tanto na fase aguda, quanto na fase cronica recente
da toxoplasmose adquirida. E necesséario a realizacio de mais estudos na érea,
utilizando cepas de T. gondii com diferentes graus de patogenicidade para o0s

camundongos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A perda auditiva tem sido sugerida como uma possivel manifestacdo clinicas da
toxoplasmose adquirida. A compreensdo dos mecanismos auditivos periféricos e
centrais nessa doenca faz-se necessaria, uma vez que alteracdes auditivas em individuos
com toxoplasmose adquirida podem permanecer como sequela do quadro agudo. A
presente dissertagdo teve como objetivo avaliar os efeitos auditivos causados por duas
diferentes cepas de T. gondii —a ME-49, muito comum em paises do hemisfério norte, e
a TgCTBr5 encontrada no Brasil. Embora estas cepas apresentem gendtipos distintos,
ambas sdo de baixa viruléncia para os camundongos BALBI/c.

O primeiro artigo original desta pesquisa demonstrou que a cepa ME-49 néo
prejudica o funcionamento das células ciliadas externas referentes as frequéncias de 8 e
10 kHz. Entretanto ndo podemos afirmar que esta cepa ndo prejudique as demais
frequéncias, uma vez que frequéncias mais altas ndo foram pesquisadas devido a
limitacdo do equipamento que encontrava-se disponivel no inicio deste estudo.

Em relacdo ao segundo artigo original desta pesquisa, observou-se que a cepa
TgCTBr5 nédo afetou o sistema auditivo periférico e central de camundongos BALBI/c.
A diminuicdo da amplitude do produto distorcdo e relacdo sinal ruido verificado nas
EOAPD, assim como o aumento do limiar eletrofisiolégico para frequéncias altas
evidenciado no PEATE estdo provavelmente relacionados ao aumento da idade desses
camundongos, que mesmo com poucos dias de vida, sdo afetados pela presbiacusia.

Futuros estudos auditivos em modelos experimentais de toxoplasmose adquirida,
com demais cepas de T. gondii sdo necessarios para esclarecimento do comportamento
do parasita nas vias auditivas periféricas e centrais. Acredita-se que os achados do
presente estudo possam contribuir para as evidéncias cientificas referentes a associacao

entre toxoplasmose adquirida e a perda auditiva.
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Termo de aprovacgéo do projeto de pesquisa no CEUA
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www.ufmag.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmag.br
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 261/2014, relativo ao projeto intitulado “Toxoplasmose:
efeitos da infeccdo e do tratamento precoce sobre o sistema auditivo”, que tem como
responsavel Luciana Macedo de Resende estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG),
tendo sido aprovado na reunido de 16/12/2014. Este certificado espira-se em 16/12/2019.
CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 261 / 2014, related to the Project entilted
“Toxoplasmosis: Infection and early treatment outcomes in the auditory system”, under the
supervision of Luciana Macedo de Resende, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUA/UFMG), and was approved in 16/12/2014. This certificates expires in 16/12/20109.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador (a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 16/12/2014.
Atenciosamente,

Sistema CEUA-UFMG

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
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