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Resposta neural subcortical aos
estimulos clique e de fala em lactentes e
criancas pequenas com citomegalovirus

congénito: um estudo preliminar

Subcortical neural response to click and speech
stimuli in infants and young children with

congenital cytomegalovirus: a preliminary study
RESUMO

Objetivo: Analisar a resposta neural da via subcortical por meio de estimulos clique e de fala em lactentes e
criangas pequenas com citomegalovirus congénito (CMVc). Método: Estudo transversal e prospectivo. A amostra
foi constituida por lactentes e criangas pequenas com mediana na idade de 6,43 meses (Q1-Q3: 2,62—11,25)
no grupo CMVc (G1; n=10) e de 6,23 meses (Q1-Q3: 1,60—12,06) no grupo controle (G2; n=10). Todos os
participantes apresentaram Emissdes Otoacusticas Evocadas por Estimulo Transiente (EOAT) e timpanometria
com pico de pressdo positiva bilateralmente. Os procedimentos incluiram anamnese, Potencial Evocado
Auditivo de Tronco Encefalico com estimulo clique (PEATE-clique) e Frequency Following Response (FFR).
O PEATE-clique foi realizado nas intensidades de 80 ¢ 30 dB nNA, em ambas as orelhas. O FFR foi registrado na
orelha direita com estimulo de fala /da/ de 170 ms. As respostas do FFR foram analisadas nos dominios temporal
e espectral, quanto a sincronia neural, representacao espectral e estabilidade da resposta a fala. Foi aplicado o
teste de Mann-Whitney ou Teste t de Student para analise intergrupos. O teste Wilcoxon foi aplicado na analise
intragrupos. Resultados: Na analise das laténcias e amplitudes do PEATE-clique, bem como nas medidas do
FFR relacionadas a codificagdo neural subcortical da fala, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos ¢ entre as orelhas na analise intergrupos. Conclusdo: Os resultados preliminares
indicam padrao semelhante de codificacao neural subcortical da fala e de sincronia neural em lactentes e criangas
pequenas com e sem CMVe.

ABSTRACT

Purpose: To analyze the neural response of the subcortical pathway through click and speech stimuli in infants
and young children with congenital cytomegalovirus (CMVc). Methods: Cross-sectional and prospective study.
The sample consisted of infants and young children with a median age of 6.43 months (Q1-Q3:2.62—11.25) in the
CMV group (G1; n=10) and 6.23 months (Q1-Q3: 1.60-12.06) in the control group (G2; n=10). All participants
underwent Transient Evoked Otoacoustic Emissions (TEOAE) and bilateral peak positive pressure tympanometry.
The procedures included anamnesis, Auditory Brainstem Response with click stimulus (ABR-click), and
Frequency Following Response (FFR). Click ABR was performed at intensities of 80 and 30 dB nHL in both
ears. FFR was recorded in the right ear with a speech stimulus /da/ of 170 ms. FFR responses were analyzed
in the temporal and spectral domains, regarding neural synchrony, spectral representation, and stability of the
speech response. The Mann-Whitney test or Student’s t-test was applied for intergroup analysis. The Wilcoxon
test was applied for intragroup analysis. Results: In the analysis of click ABR latencies and amplitudes, as well
as in FFR measurements related to subcortical neural coding of speech, no statistically significant differences
were observed between groups or between ears in the intergroup analysis. Conclusion: Preliminary results
indicate a similar pattern of subcortical neural coding of speech and neural synchrony in infants and young
children with and without CMVc.
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INTRODUCAO

As infec¢des congénitas podem desencadear impactos
negativos no desenvolvimento dos lactentes"”. Dentre essas
infec¢des, destaca-se o citomegalovirus congénito (CMVc),
reconhecido como a infecgdo congénita mais frequente no
mundo e como a principal causa ndo genética de perda auditiva
sensorioneural "

As criangas que apresentam sinais clinicos desde o nascimento,
sendo estas com o CMVc sintomatico, tém um maior risco
para o desenvolvimento de perdas auditivas sensorioneurais,
além de atrasos no neurodesenvolvimento. Estima-se que
aproximadamente 50% dos casos sintomaticos evoluam com
perda auditiva sensorioneural, enquanto nos casos assintomaticos
essa prevaléncia ¢ de cerca de 7%".

Apesar do reconhecimento dos efeitos do CMVc sobre a
audicdo, persistem lacunas na compreensdo dos mecanismos
neurofisiologicos subjacentes as alteragdes auditivas e de como
estas impactam o desenvolvimento linguistico, cognitivo e social
tipico. Considerando que a identificag@o e o tratamento precoce
do CMVc sao fundamentais para o adequado desenvolvimento
da fala e da linguagem", e que o diagnostico precoce da perda
auditiva esta diretamente relacionado a melhores desfechos
nessas habilidades®?, torna-se essencial a adogé@o de protocolos
sensiveis capazes de detectar alteragdes auditivas ainda em fases
iniciais do desenvolvimento.

Nesse contexto, o Frequency-Following Response (FFR),
uma medida eletrofisiologica que avalia a codificagdao neural
subcortical de estimulos complexos, especialmente de fala,
tem sido proposto como uma ferramenta promissora para o
monitoramento precoce do processamento auditivo e disturbios
da fala em populagdes de risco, incluindo lactentes e criangas
pequenas®.

No FFR, os estimulos de consoante-vogal (CV), como a silaba
/da/, sdo os mais frequentemente utilizados, por permitirem a
avaliacdo detalhada da representagdo temporal e espectral do
sinal de fala®. Dessa forma, o teste fornece informacdes sobre
a qualidade do processamento auditivo subcortical com base
na fidelidade da codifica¢do neural dos estimulos acusticos®.

Partiu-se da hipotese de que lactentes e criangas com CM Ve
apresentariam alteragdes na codificacdo neural subcortical
da fala, evidenciadas por respostas atipicas no FFR, quando
comparados aos do grupo controle.

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo
analisar a resposta neural subcortical aos estimulos clique e
de fala em lactentes e criangas pequenas com citomegalovirus
congénito (CMVc), por meio do PEATE-clique e do FFR,
visando contribuir para a identificagdo precoce de alteracdes
auditivas nessa populacao de risco.

METODO

Este estudo € caracterizado como observacional, transversal
e prospectivo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CAAE: 55751222.3.0000.5292; parecer n° 5.323.957). A
populagao-alvo foi composta por lactentes e criangas pequenas
nascidos em maternidades publicas. A coleta de dados foi

realizada em uma institui¢do federal de referéncia em saude
publica. Todos os responsaveis legais assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A amostra total foi composta por 20 lactentes e criangas
pequenas, distribuidos em dois grupos: G1, constituido por 10
participantes com diagnostico confirmado de citomegalovirus
congénito assintomatico, identificados nos primeiros dias de
vida por teste de Reag@o em Cadeia da Polimerase (PCR) em
amostra de urina. Foram considerados assintomaticos os que
ndo apresentaram sinais clinicos sistémicos ou neurologicos
ao nascimento. O G2 foi composto por 10 lactentes e criangas
pequenas sem indicadores de risco pré, peri ou pds-natais para
deficiéncia auditiva, incluindo a auséncia de CMVc¢, confirmada
por PCR negativo nos primeiros dias de vida.

Os grupos foram pareados por idade cronoldgica ¢ idade
gestacional, com o objetivo de minimizar vieses relacionados
a maturacdo do sistema auditivo. A idade dos participantes
apresentou mediana de 6,43 meses (Q1-Q3: 2,62—-11,25) no
grupo CMVe (G1) e de 6,23 meses (Q1-Q3: 1,60—12,06) no
grupo controle (G2). Todos apresentaram idade gestacional > 37
semanas, garantindo a inclusdo apenas de lactentes e criangas
pequenas nascidos a termo.

Foi realizada teleconsulta estruturada para anamnese, na
qual foram coletadas informagdes sobre historico materno,
condigdes do parto, desenvolvimento neuropsicomotor e
antecedentes fisiopatoldgicos dos lactentes. Esses dados
subsidiaram a composi¢do do grupo controle e otimizaram o
tempo da avaliagdo presencial.

Os critérios de inclusdo para ambos os grupos foram: presenga
de Emissdes Otoacusticas Evocadas por Estimulo Transiente
(EOAT) com relagdo sinal/ruido > 6 dB nas frequéncias de 1000,
1400, 2000, 2800 e 4000 Hz, com reprodutibilidade > 90%, e
timpanometria dentro dos padrdes de normalidade.

Para a timpanometria, utilizou-se sonda de 1000 Hz em
lactentes até 6 meses de idade e de 226 Hz em lactentes e criangas
pequenas acima dessa idade, sendo consideradas normais curvas
com pico positivo ou tipo A. Os procedimentos foram realizados
em equipamento clinico padrio.

Foram excluidos do estudo lactentes e criangas pequenas
que ndo atenderam aos critérios audiologicos estabelecidos ou
que apresentaram quaisquer outros indicadores de risco para
deficiéncia auditiva (IRDA)®.

O Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico (PEATE)
com estimulo clique foi realizado inicialmente na intensidade de
80 dB nNA, para avalia¢do da integridade neurofisiologica da
via auditiva por meio da analise das laténcias e amplitudes das
ondas I, 1l e V, bem como dos intervalos interpicos I-111, III-V
e I-V. Posteriormente, o exame foi realizado na intensidade de
30 dB nNA, com o objetivo de verificar a integridade da via
auditiva até o tronco enceféalico por meio da presenca da onda V.

Os parametros de estimulagdo e registro do PEATE seguiram
protocolos clinicos padronizados, com controle de artefatos e
janela de analise adequada para a identificagdo das respostas.

O Frequency Following Response (FFR) foi registrado
utilizando o estimulo de fala sintético /da/, apresentado na
intensidade de 80 dB nNA, exclusivamente na orelha direita, por
meio de fones de inser¢do. O estimulo apresentou duragéo total
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de 170 ms, incluindo porgdes de onset, transi¢do consoante-vogal
e vogal sustentada, sendo registrado em multiplas promediacdes,
totalizando 4000 sweeps.

Os parametros acusticos do estimulo e de aquisi¢do do
FFR seguiram protocolos amplamente descritos na literatura,
permitindo a analise da codificagdo neural subcortical da fala
nos dominios do tempo e da frequéncia.

Durante as aquisi¢des, os niveis de artefatos foram mantidos
abaixo de 10%, sendo os registros obtidos em sono natural.
Os eletrodos foram posicionados com eletrodo ativo em Cz,
eletrodo de referéncia na mastodide direita (M 1) e eletrodo terra
na mastoide esquerda (M2).

As analises do FFR nos dominios do tempo e da frequéncia
foram realizadas por meio de script desenvolvido em ambiente
Matlab, previamente validado pelo grupo de pesquisa coordenado
pelo Prof. Carles Escera (Universidade de Barcelona, Espanha).

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Foram utilizados testes estatisticos paramétricos
ou ndo paramétricos conforme a distribui¢do dos dados,
adotando-se o teste t de Student para comparagdes intergrupos
das medidas do PEATE-clique e os testes de Mann-Whitney e
Wilcoxon para as analises inter e intragrupo das medidas do FFR.
A comparagao da variavel idade entre os grupos foi realizada
por meio do teste de Mann-Whitney, ndo sendo observada
diferenca estatisticamente significativa (p=0,79). Adotou-se o
nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

Neste estudo foram analisadas as respostas do PEATE-clique
e do FFR de 20 lactentes e criangas pequenas, sendo 13 do sexo
feminino (65%) e 7 do masculino (35%). Foi realizada analise
comparativa da idade entre os grupos. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(p =0,79), sendo a mediana de idade de 6,43 meses (Q1-Q3:
2,62—11,25)n0 G1 e de 6,23 meses (Q1-Q3: 1,60-12,06) no G2.

Em todos os lactentes e criangas pequenas, observou-se
a presenga das ondas I, III ¢ V no PEATE-clique registrado a
80 dB nNA e da onda V a 30 dB nNA.

Na Tabela | sdo apresentadas a analise das laténcias absolutas
das ondas e dos intervalos interpicos, analisados por orelha em
ambos os grupos. A analise inferencial ndo evidenciou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para nenhuma
das medidas analisadas, exceto que a média da laténcia da onda
I da orelha direita do G1 foi menor do que a do G2 com um
tamanho de efeito elevado (Cohen’s d = 1,43), sugerindo baixa
sobreposi¢ao entre as distribui¢des dos grupos.

Ao comparar a laténcia, amplitude e interpicos entre as
orelhas intragrupos, ndo foi evidenciada nenhuma diferenca
significativa no teste de Wilcoxon.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados do Frequency
Following Response (FFR) com estimulo de fala /da/ de 170 ms,
considerando as analises nos dominios do tempo e da frequéncia
para ambos 0s grupos.

Tabela 1. Andlise descritiva e inferencial da laténcia absoluta das ondas |, Il e V e amplitudes, e intervalos interpicos I-ll, IlI-V e |-V na intensidade
de 80 dB nNA por orelha de ambos os grupos
G1 (n=10) G2 (n=10) p-valor p-valor
oD OE oD OE (GIODX (G1OEX
Média dp Média dp Média dp Média dp G20D)* G20E)*
Onda | 1,49 0,0994 1,54 0,137 0,0685 1,63 0,0825 0,007*** 0,110
Ondal lll 4,29 0,412 4,36 0,507 0,307 4,31 0,422 0,739 0,813
Onda Vv 6,41 0,539 6,43 0,634 0,420 6,29 0,524 0,322 0,610
Interpico 2,79 0,376 2,72 0,470 0,268 2,69 0,390 0,259 0,858
I-111
Interpico 2,13 0,235 2,07 0,247 0,198 1,99 0,206 0,107 0,414
n-v
Interpico 4,92 0,479 4,89 0,586 0,388 4,67 0,499 0,103 0,378
I-V
Ampl-I 0,348 0,214 0,369 0,256 0,335 0,144 0,346 0,140 0,933 0,806
Ampl-llI 0,304 0,185 0,310 0,199 0,360 0,152 0,390 0,153 0,469 0,326
Ampl-V 0,461 0,235 0,452 0,171 0,554 0,178 0,523 0,212 0,331 0,421

*Teste t de Student para dados independentes; **Cohen’s d = 1,43. As laténcias das ondas variam fisiologicamente com a idade; portanto, os resultados devem
ser interpretados com cautela. Essa heterogeneidade representa um viés metodolégico reconhecido do estudo
Legenda: G1 = grupo CMV; G2 = Grupo controle; OD = Orelha direita; OE= Orelha esquerda; dp= desvio padrdo; Ampl = amplitude

Tabela 2. Andlise descritiva e inferencial dos parametros no dominio do tempo e da frequéncia na amostra estudada por grupo

Parametros de

o G1 G2
analise |
FFR - /da/ n=10 n=10 p-vailue
170 ms Q1 Med Q3 Q1 Med Q3
Pré-estimulo
0,02 0,03 0,05 0,03 0,04 0,06 0,315
(RMS) (pv)

Legenda: G1 = grupo CMV; G2 = Grupo controle; Q1 = percentil 25; Med = mediana; Q3 = percentil 75
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Tabela 2. Continuacéo...

Parametros de

analise G1 G2
FFR - /da/ n=10 n=10 p-value
170 ms Q1 Med Q3 Q1 Med Q3
Neural lag (ms) 9,62 10,1 11,2 9,04 10,1 11,4 0,85
Amplitude
spectral (uv)
Transicao da
consoante
(10 a 57 ms)

FO 0,01 0,02 0,04 0,02 0,03 0,04 0,247
HH5-6 0,002 0,004 0,005 0,004 0,004 0,007 0,579
Vogal

(57 a170 ms)
FO 0,01 0,004 0,005 0,0238 0,0327 0,0468 0,481
HH6 0,002 0,003 0,005 0,004 0,005 0,008 0,218

Legenda: G1 = grupo CMV; G2 = Grupo controle; Q1 = percentil 25; Med = mediana; Q3 = percentil 75

As medidas espectrais do FFR, tanto na porgao consonantal
quanto na por¢ao vocalica do estimulo, os valores de amplitude da
frequéncia fundamental (F0) e de seus harmonicos apresentaram
distribuicao semelhante entre os grupos. Nao foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos para
nenhuma das medidas analisadas.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicaram padrao semelhante
de resposta neural da via auditiva subcortical em lactentes e
criangas pequenas com citomegalovirus congénito (CMVc),
quando comparados ao grupo controle, tanto no PEATE-clique
quanto no Frequency Following Response (FFR). Esses achados
sugerem preservacdo da integridade funcional da via auditiva
subcortical no momento da avaliagdo, nas condi¢des investigadas.

Na analise do PEATE, observou-se a presenca das ondas I,
[l e V e dos intervalos interpicos [-III, III-V e -V em ambos os
grupos, com valores compativeis aos descritos na literatura para
protocolos semelhantes®?, indicando integridade da condugéo
neural até o tronco encefalico. A leve variagdo observada entre
os estudos pode se justificar pela analise visual e marcacdo
manual das ondas, o equipamento utilizado, além do processo
maturacional da via auditiva. Uma vez que o presente estudo
tem variabilidade (20 dias a 3 anos ¢ 7 meses), sabe-se que
a diminuigdo das laténcias e dos intervalos interpicos ocorre
conforme o aumento da idade®.

Ademais, a presenca da onda V na intensidade de 30 dB
nNA, sugere respostas auditivas dentro da faixa esperada de
sensibilidade auditiva global. Entretanto, destaca-se que o
PEATE-clique ndo permite a estimativa de limiares tonais
especificos por frequéncia.

E importante destacar que os grupos apresentaram idades
medianas semelhantes no momento da avaliagdo, permitindo
controle da varidvel idade na comparacao intergrupos. Considerando
que as respostas neurais subcorticais aos estimulos clique e de
fala sofrem influéncia do processo maturacional nos primeiros
dois anos de vida®, o pareamento etario minimizou vieses

relacionados a maturagdo da via auditiva, assegurando que as
diferencgas observadas estivessem mais diretamente relacionadas
a condigao clinica investigada.

O tnico resultado significativo constatado pela analise
estatistica foi que a média da laténcia da onda I da orelha
direita foi significativamente menor no G1 quando comparado
ao G2, o que aponta indicios de resposta neural mais rapida
nos lactentes e criancas pequenas com CMVc. Este achado
preliminar isolado deve ser observado na continuidade
do estudo transversal e no acompanhamento longitudinal
destes participantes. Ainda que a identificacdo das ondas do
PEATE-clique tenha sido realizada de forma independente
por dois avaliadores experientes, ndo ¢ possivel descartar
completamente a influéncia do julgamento visual na marcagdo
manual das respostas, sobretudo diante da reduzida diferenca
entre as médias dos grupos (G1: 1,49 ms, DP = 0,09; G2:
1,60 ms, DP = 0,06), o que pode limitar a sensibilidade para
a detecgdo de diferencas sutis. Por outro lado, o tamanho do
efeito elevado (Cohen’s d = 1,43) sugere que ¢ um achado
a ser considerado. No entanto, deve ser interpretado com
cautela, considerando o nimero de comparagdes realizadas e
a auséncia de corre¢do para multiplos testes.

Na analise do neural lag do FFR, os valores observados
variaram entre 9,62 e 10,1 ms no G1 ¢ entre 9,11 ¢ 10,2 ms
no G2, ndo tendo sido constatadas diferengas estatisticamente
significativas. Considerando que variagdes entre 3 e 10 ms
sdo descritas como tipicas em lactentes!'”, ambos os grupos
apresentaram laténcias compativeis com um padrao adequado
de sincronia neural subcortical, ndo sendo evidenciados atrasos
na resposta neural ao estimulo de fala nesta amostra.

A amplitude espectral da O da vogal e da consoante gerou
respostas espectralmente mais robustas quando comparadas aos
harmdnicos altos, exceto para o G1 na vogal, mas ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos. A maior robustez da
resposta pode ser justificada pelo fato de que, desde a gestag@o,
os lactentes serem expostos a sons de baixa frequéncia e ocorrer
filtragem das frequéncias altas®. Esta exposigao inicial proporciona
que ao nascimento ja consigam detectar fO robustas®.
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O G ter apresentado valores numericamente menores na
amplitude espectral da f0 da vogal pode sugerir um padrio
distinto de modulagéo na codificag@o da f0 na porgao sustentada
decorrente do CMV. No entanto, ¢ necessario ampliar o tamanho
amostral para confirmar esse achado.

Neste estudo, foram excluidos lactentes e criangas pequenas
que apresentassem outros indicadores de risco para deficiéncia
auditiva (IRDA)?, bem como prematuridade, além do CMVc.
Essa estratégia metodologica permitiu isolar o efeito do CM Ve
sobre as respostas auditivas, contribuindo para a interpretagdo
dos achados. No entanto, a auséncia de diferencas entre os
grupos deve ser interpretada com cautela, uma vez que o
controle rigoroso das variaveis pode ter reduzido a variabilidade
observada em contextos clinicos reais.

Embora ndo tenham sido identificados estudos que avaliem
conjuntamente o PEATE-clique e o FFR em lactentes com
CMVc, investigagdes envolvendo outras infecgdes congénitas' -2
relataram resultados semelhantes aos do presente estudo. Esses
achados podem estar relacionados tanto as caracteristicas
metodoldgicas adotadas quanto ao momento da avaliacdao, uma
vez que 0 CM Ve se caracteriza pela possibilidade de surgimento
tardio e flutuante da perda auditiva®'>!9,

Além das alteragdes auditivas, o CMVc pode estar associado
a comprometimentos neurologicos e malformagoes congénitas”,
Estudos de coorte demonstraram maior risco de atrasos no
desenvolvimento da linguagem em criangas expostas ao CMV
intrautero!'¥. Nesse contexto, o FFR, por refletir a codificagdo
neural da frequéncia fundamental (F0) e dos formantes iniciais
(F1), fornece informagdes relevantes sobre os mecanismos
neurais subjacentes a discriminagio fonémica, podendo contribuir
para o monitoramento do desenvolvimento da linguagem em
populagdes de risco!'.

Na amostra estudada, a hipdtese inicial de que lactentes e
criangas pequenas com CM V¢ apresentariam respostas neurais
atipicas no PEATE e FFR em comparacgdo ao grupo controle
nao foi confirmada. Entretanto, algumas limitacdes devem
ser consideradas, incluindo o reduzido tamanho amostral e o
delineamento transversal, que podem ter limitado a deteccdo de
diferengas sutis, especialmente diante do carater tardio da perda
auditiva associada ao CMVc. Ademais, a utilizagdo do PEATE-
clique apenas nas intensidades de 80 e 30 dB nNA impossibilitou
a estimativa de limiares auditivos por frequéncia especifica.

A auséncia de procedimentos complementares, como o
PEATE por frequéncia especifica, a Audiometria de Reforgo
Visual (VRA), avaliagdes de neurodesenvolvimento (ex.: Bayley
IIT) e métodos de neuroimagem funcional, também restringe a
abrangéncia das conclusdes.

Em sintese, embora os achados indiquem integridade das
respostas auditivas subcorticais no momento da avaliag@o, ndo
¢ possivel inferir o progndstico auditivo e linguistico futuro de
lactentes e criangas pequenas com CMVc. Assim, o presente
estudo reforga a importancia do monitoramento audioldgico e
eletrofisiologico longitudinal dessa populag@o, considerando
o risco de perda auditiva tardia e possiveis impactos sutis no
desenvolvimento da linguagem. Os resultados apresentados sdo
preliminares, e o estudo encontra-se em andamento, com ampliagéo
da amostra e seguimento longitudinal desses participantes.

CONCLUSAO

Trata-se de um estudo preliminar que indicou padrdo
semelhante de codifica¢do neural subcortical da fala e de sincronia
neural em lactentes e criangas pequenas com CMVc¢ quando
comparados ao grupo controle. As respostas neurais também
foram semelhantes entre as orelhas em cada grupo estudado.
Este estudo refor¢a o papel do PEATE clique e do FFR como
ferramenta no monitoramento de criangas com CMVe.
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