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RESUMO

A perfuracdo da membrana é uma situacdo muito freqiientemente encontrada
na pratica clinica diaria do otorrinolaringologista. Em alguns casos, principalmente
naqueles causados por agressdes térmicas ou infec¢cdes, os mecanismos de
fechamento da perfuragdo podem falhar, dando origem a perfuragbes cronicas
estaveis e isso tem justificado alguns estudos feitos com a intencdo de demonstrar o
efeito benéfico da aplicacdo tdpica de substancias sobre o processo de cicatrizagao
de perfuracdes timpanicas. Inumeros mediadores pré-inflamatérios sao sintetizados e
liberados no local de uma lesdo tecidual, atuando para o restabelecimento da
integridade morfofuncional do tecido. Entre essas substancias estdo as
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, que sao derivados do acido
araquidonico (AA), um acido graxo poliinsaturado derivado, por sua vez do acido
linoleico (AL). Trabalhos mostraram que a administracdo de certos tipos de acidos
graxos, particularmente o AL podem incrementar as reacdes teciduais envolvidas nos
processos de cicatrizacao de feridas em animais e humanos. Como a perfuracao da
MT € de fato uma ferida, é de se esperar que as respostas teciduais ocorram sob
influéncia dos mesmos mediadores envolvidos em uma ferida comum. Dessa forma,
este trabalho foi desenvolvido com a intencdo de demonstrar o efeito da aplicacao
tépica de um &acido graxo, o AL, no indice e na velocidade de fechamento de
perfuracdes traumaticas realizadas em ratos. O presente trabalho foi realizado no
Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE. Trata-se de um estudo experimental,
analitico e prospectivo. Vinte ratos Wistar foram submetidos a perfuracées
traumaticas da MT nas orelhas direitas (OD) e orelhas esquerdas (OE), sendo
aplicado AL a 100% nas perfuracdes da OD e a OE foi utilizada como controle. Os
animais foram avaliados otomicroscopicamente do 7° ao 16° dias e analisados
estatisticamente quanto ao desfecho da lesdo. Trés animais foram a Obito durante o
periodo de observacao, restando 17 para analise final. Os percentuais de fechamento
da lesdo, embora tenham aumentado significativamente até o 16°dia, ndo diferiram
entre os grupos tratamento e controle em nenhum dos dias observados (7°, 9°, 12°,
14° e 16°). Desta forma, ndo houve evidéncia estatisticamente significante de que o
acido linoleico interfira no indice e na velocidade de cicatrizacdo da perfuracéo

timpanica.



Palavras-chave: Perfuracdo da Membrana Timpanica. Acido Linoleico. Cicatrizac&o.
Ratos Wistar.



ABSTRACT

Perforation of the tympanic membrane (TM) is a situation frequently
encountered in daily otorhinolaryngology practice. In some cases, especially those
caused by thermal aggression or infections, the mechanisms of closure of the
perforation may fail, with the consequent occurrence of stable chronic perforations.
This has led to studies carried out in order to demonstrate the beneficial effect of
topical application of substances to the healing process of tympanic perforations.
Large numbers of pro-inflammatory mediators are synthesized and released at the site
of a tissue lesion, where they act in order to reestablish the morphofunctional integrity
of the tissue. Among these substances are the prostaglandins, leukotrienes and
thromboxanes, which are derivatives or arachidonic acid, a polyunsaturated fatty acid
which in tum derives from linoleic acid (LA). Several studies have shown that the
administration of certain types of fatty acids, LA in particular, can increase the tissue
reactions involved in the wound healing process in animals and humans. Since TM
perforation is actually a wound, tissue responses are expected to occur under the
influence of the same mediators involved in the healing of a common wound. On this
basis, the objective of the present study was to demonstrate the effect of topical
application of a fatty acid, LA, on the extent and rate of closure of traumatic
perforations induced in rats. This was an experimental analytical and prospective study
carried out at the Nucleus of Experimental surgery of UFPE. Twenty Wistar rats were
submitted to traumatic perforation of the TM in the right (RE) and in the left (LE) ear
and 100% LA was applied to the RE, with the LE being used as control. The animals
were evaluated by otomicroscopy from the 7th to the 16th day and data regarding
lesion outcome were analyzed statistically. Three animals died during the observation
period, with 17 rats being left for final analysis. The percentage of lesion closure,
although increasing significantly up to the 16th day, did not differ between the treated
and control groups on any of the days observed (7th, 9th, 12th, 14th, and 16th). Thus,
there was no statistically significant evidence that LA affects the extent and rate of

healing of tympanic perforations.

Keywords: Tympanic Membrane. Linoleic Acid. Hound Healing. Rats Wistar.
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1 INTRODUCAO

A membrana timpéanica (MT) € uma estrutura extremamente delicada, situada
no fundo do conduto auditivo externo (CAE), que tem por fungdes isolar e proteger a
orelha média (OM) e transmitir, a cadeia ossicular e a orelha interna, a energia
sonora. Trés camadas formam, tanto no humano como em diversos animais, a
estrutura histologica da MT: uma camada externa, de epitélio escamoso
queratinizado, uma interna de epitélio mucoso pavimentar e, entre as duas, uma
camada intermediaria de tecido conectivo contendo fibrécitos e fibras colagenas
radiais e circulares. Para manter as propriedades biomecanicas da MT, as células da
camada externa, a medida que véao-se reproduzindo e amadurecendo, realizam um
movimento migratdrio centrifugo a partir do manubrio e, particularmente, do umbo do
martelo em direcdo a periferia da membrana e, em seguida, em dire¢cdo ao meato
acustico externo, por onde sao eliminadas por descamacao.

Uma situacdo muito freqiientemente encontrada na prética clinica diaria do
otorrinolaringologista é a perfuracdo desta membrana, com interrupcdo da
continuidade das trés camadas, que pode ser causada por trauma direto por objetos
introduzidos no conduto auditivo externo (CAE), barotrauma ou por infeccéo. Tendo a
MT uma enorme capacidade de se regenerar, essas perfuracdes costumam fechar
espontaneamente ao cabo de alguns dias na grande maioria dos casos.* Entretanto,
em alguns poucos casos, principalmente, nagueles causados por agressfes térmicas
ou infeccBes, os mecanismos de fechamento da perfuracdo pode falhar, dando
origem a perfuracées cronicas estaveis'® e isso tem justificado alguns estudos feitos
com a intencdo de demonstrar o efeito benéfico da aplicacdo topica de algumas
substancias sobre o processo de cicatrizagdo de perfuracdes timpanicas.>*

A sequiéncia de eventos patoldgicos envolvidos no processo de cicatriza¢ao
das feridas tem sido extensamente estudada desde a primeira metade do século XX.
Esse processo se desenvolve em estagios bem definidos, porém, em parte,
superpostos, incluindo inflamacédo, migracdo celular, angiogénese, sintese de matriz
extracelular, contracdo e re-epitelizacdo,>® eventos estes que acontecem em trés
fases fundamentais: inflamatéria, proliferativa e de remodelamento.’

Indmeros mediadores pro-inflamatorios sdo sintetizados e liberados no local

5-16
,

de uma lesédo tecidua atuando seja na proliferagdo seja na migracao de

determinados tipos celulares, que concorrem para a fagocitose de elementos
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estranhos e limpeza da ferida, bem como para o restabelecimento da integridade
morfofuncional do tecido. Entre essas substancias, estdo as prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos, que sao derivados do acido araquidénico (AA), um acido
graxo poliinsaturado derivado, por sua vez do acido linoleico (AL).

Acidos graxos s&0 compostos organicos presentes nas membranas celulares,
constituintes dos fosfolipidios,” e sdo precursores de alguns desses

mediadores,>®9121518

tendo sido conduzidos alguns trabalhos que mostraram que a
administracdo de certos tipos de &acidos graxos, particularmente, o AL, podem
incrementar as reacoes teciduais envolvidas nos processos de cicatrizagao de feridas
em animais e em humanos.>***%2!

Como a MT é de fato uma ferida, envolvendo dois tipos de epitélio - mucoso e
escamoso - e tecido conectivo (da camada intermediaria) € de se esperar que as
respostas teciduais ocorram sob influéncia dos mesmos mediadores envolvidos em
uma ferida comum. Dessa forma, este trabalho foi desenvolvido com a intencéao de
demonstrar o efeito da aplicacdo topica de um acido graxo, o AL, no indice e na

velocidade de fechamento de perfuracdes traumaticas realizadas em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito da aplicacdo tépica de acido linoleico a 100% sobre o

processo de cicatrizacao de perfuracdo timpanica traumatica em ratos.
2.2 Objetivos Especificos
Comparar o indice e a velocidade de fechamento de perfuracdes timpanicas

traumaticas em ratos tratadas com aplicacao tépica de acido linoleico a 100%, com 0s
de perfuracdes nao tratadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A histéria da atuacdo meédica sobre 0 processo cicatricial de feridas cutaneas
evoluiu em quatro fases. Na primeira fase, que se estendeu pelos primeiros séculos
da Era Cristd, era de expectacéo e interferéncia minima; a segunda fase, evidente na
Idade Média, caracterizou-se por atitudes agressivas, como aplicacdo de odleo
fervente ou metais incandescentes, e pela crenca de que a secrecdo purulenta era
benéfica para a cicatrizacdo; na terceira fase, iniciada na segunda metade do século
XIV, valorizava-se a limpeza da ferida e a aproximagcao dos bordos, nascendo os
conceitos de assepsia e anti-sepsia; e, finalmente, na quarta época, a partir do inicio
de século XX, com o avan¢o dos conhecimentos sobre metabologia cirdrgica,
bioquimica e nutricdo, passou-se a tentar intervir na biologia molecular e na sintese de
proteinas envolvidas nos processos inflamatérios e cicatriciais.>®

Definiu-se, nesta fase, que a cicatriza¢do é um evento biolégico complexo que
envolve inflamacdo, quimiotaxia e migracdo, proliferacdo e diferenciacédo celular,
sintese de matriz extracelular, angiogénese, contracdo, remodelacdo tecidual e
re-epitelizacdo®, desenrolando-se em trés fases: inflamatéria, onde ha invaséo da
area lesada por células de resposta imunoldgica; proliferativa, em que ocorre sintese
e deposicao de componentes da matriz extracelular; e fase de remodelacao, quando
ocorre reestruturacdo da matriz e restabelecimento da funcéo tissular.’

No inicio do processo, a derme € pouco envolvida e o tecido subdérmico reage
mais forte e precocemente. A lesdo do tecido ativa uma cascata de resposta imune,
desencadeando uma reacéo inflamatoria que requer interacbes complexas ente uma
grande variedade de células. A area danificada é preenchida por um coagulo
contendo plaguetas (liberam importantes fatores para a regulagéo e manutencao de
varios eventos fundamentais ao processo inflamatorio/cicatricial), plasma, fatores
sub-endoteliais, neutrofilos, e mondcitos (esses dois ultimos, atraidos pela quimiotaxia
exercida por fatores liberados pelas células teciduais lesadas). Nesse material,
proliferam fibroblastos, principais responséveis pela deposicdo da matriz, e células
endoteliais, envolvidas na angiogénese. Os miofibroblastos surgem nas etapas finais
do processo, sendo os responsaveis pela contracdo da ferida, que contribui para a
aproximacéo dos bordos.>®%2
A re-epitelizacdo ocorre com o avanco do epitélio sobre o tecido de granulagéo

criado por essas reacdes subdérmicas, que serve de suporte para a proliferacdo das
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células mais superficiais.?

Vérios fatores, exdgenos ou enddgenos, podem influenciar negativamente na
eficiéncia do processo cicatricial, tais como mau estado nutricional e imunoldgico,
doencas como diabetes e insuficiéncias organicas, niveis séricos e teciduais baixos
de zinco, vitaminas A, C, E e de complexo B, utilizacdo de drogas como
anti-inflamatérios (hormonais ou ndo hormonais), imunossupressores ou
quimioterapicos, infeccdo local, corpos estranhos, presenca de tecidos desvitalizados,
entre outros.”

Por outro lado, inUmeras substancias séo sintetizadas e liberadas por diversos
tipos de células no local da lesdo, os mediadores da inflamacdo, que sao
responsaveis pela modulacdo e regulacdo dos fendmenos biolégicos que ocorrem
durante o processo de inflamacéo e cicatrizacdo, como migracao, transmigracao e
proliferacdo celular. Entre esses fatores, estdo o fator de crescimento epidérmico
(FCE), fator de transformacéo do crescimento-beta (TGF-B), fator de crescimento
derivado das plaquetas (FCDP), fator de crescimento de fibroblastos (FCF),
prostaglandinas, tromboxanos, entre outros.®®

Os &cidos graxos séo acidos organicos com dois a 24 atomos de carbono, um
grupo carboxila tnico e uma cauda hidrocarbonada n&o polar que lhes confere, assim
como a todos os lipidios, a sua natureza oleosa e gordurosa, insoltvel em agua.'’ Nos
tecidos dos mamiferos, existem quatro familias de acidos graxos: sédo as familias dos
acidos palmitico, estearico, linolénico e linoleico. Desses acidos derivam outros
compostos por meio de dessaturacdo que sao classificados como &cidos graxos
poliinsaturados (AGPI). As duas primeiras familias podem ser sintetizadas
endogenamente, enquanto que as duas Uultimas (acidos linolénico e linoleico)
necessitam ser obtidas na dieta, sendo esses acidos conhecidos como acidos graxos
essenciais (AGE).'"** Essas duas familias sdo também conhecidas como n-3 e n-6
respectivamente, sendo essa diferenciacéo determinada pela distancia entre o radical
metila terminal e a primeira dupla ligacdo da molécula. Os principais representantes
da familia n-3 sdo o préprio &cido linolénico e seu derivados acidos eicosapentaendico
e docosahexaenoico, enquanto que a familia n-6 é principalmente representada pelo
AL e pelo produto da sua converséo, o acido araquidénico (AA). Essa conversao e
feita via Acido linolénico e acido dihomo-linolénico.?*

Os AGPI sdo os maiores componentes dos lipidios estruturais das membranas

celulares e, embora sejam também usados em geral pelo organismo como fontes
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energeéticas, exercem ali um papel fundamental na estabilidade, fluidez e integridade
dessas membranas.>*"%*

A dieta do homem ocidental moderno é rica em acidos graxos da familia n-6,
portanto, em AL, e pobre em n-3.1°> O AL esta presente em grande quantidade na
maioria dos 6leos vegetais, sendo o0 Oleo da semente girassol um dos mais ricos
nesse tipo de AGE."’

O AA é um importante precursor, por acdo da enzima ciclooxigenase, de
eicosandides, que incluem diversos compostos de 20 atomos de carbono, entre os
quais as prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e outros &cidos graxos
hidroxi.®***®

Segundo Van Dorp®, o interesse pela acdo dos AGE na integridade
morfofuncional dos tecidos, bem como sobre o processo inflamatério surgiu na
primeira metade do século XX, quando foram relatadas véarias alteracbes em ratos
alimentados com dieta sem gorduras, como retardo de crescimento, descamacao
acentuada da pele dos pés e da cauda, aumento importante da permeabilidade da
pele a agua e esterilidade, sendo esses efeitos totalmente eliminados quando se
adicionavam certos acidos graxos na dieta.

Apesar de os primeiros trabalhos sobre o assunto demonstrarem controvérsia e
incerteza a respeito da acao das gorduras sobre a integridade morfofuncional dos
tecidos,® inimeros trabalhos foram depois conduzidos confirmando essas e outras
acOes dos AGE ou de seus derivados.

Um trabalho feito com 184 ratos alimentados com dieta livre de gorduras
mostrou que a privacdo de gordura na dieta causou as alteracbes anteriormente
comentadas. No estudo em questao, a adicao de AA na dieta foi mais eficaz do que o
AL na normalizacdo da taxa de crescimento e na cura da descamac&o epidérmica.?®

Autores induziram hiperpermeabilidade cutidnea em ratos por meio de dieta
desprovida de AGE. Depois, corrigiram rapidamente essa alteracdo na funcéo de
barreira por meio da aplicacéo tépica de 6leo de semente de girassol.?’

No mesmo ano, esse mesmo grupo de pesquisadores comparou, N0 mesmo
modelo experimental, a acdo de diversos acidos graxos, mostrando que apenas 0s
acidos linolénico e linoleico (ambos da familia n-6) foram eficazes na reducéo da
perda de agua pela pele dos animais e que isso ocorria ja apds quatro dias de

aplicacao topica.?®
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No ano seguinte, demonstrou que o AL atua na permeabilidade cutanea, mas
ndo na descamacéao epidérmica (ambos, sintomas da privacao de gordura na dieta). O
efeito sobre a propriedade de barreira esteve presente mesmo quando a sintese de
prostaglandinas era inibida pela administracdo de prostaglandinas, demonstrando um
efeito direto do AL sobre a integridade da pele.™

Outros dados interessantes podem ser tirados desse Ultimo estudo. Foi
demonstrado que o AL, quando aplicado topicamente, ndo tem nenhum efeito sobre
os niveis de AA na lecitina da pele. E, quando aplicado por via intraperitoneal, também
repara a funcdo de barreira, mas, assim como no tratamento topico, ndo produz
nenhum efeito na descamacgdo. J& o AA, administrado intraperitonealmente,
rapidamente corrigiu a descamacao, mas nédo reduziu a permeabilidade cutanea. Foi
também feita aplicacédo topica diaria de prostaglandinas E; e E; (PGE; e PGEy) na
pele dos ratos deficientes em AGE, sem que nenhum efeito sobre a permeabilidade
cutanea fosse observado. Desse importante trabalho, depreende-se que, apesar de
serem intimamente relacionados, o AL e o AA tém funcdes distintas, o AL tem papel
na integridade da barreira cutanea e o AA, na homeostase da pele e que parece haver
um pré-requisito natural para o AL na pele do rato pelo qual a funcdo de barreira é
mantida ou restaurada, ficando, assim, evidente que a funcdo de barreira promovida
pelo AL ndo envolve a sua conversdo a AA ou prostaglandinas. Finalmente, uma vez
gue o AL nao elevou os niveis de AA na pele, postula-se que o AL tépico s6é
convertido em AA ap0s ser absorvido pela corrente sanglinea e que, s6 depois disso,
este voltaria, em pequenas concentracdes, para a pele e que isso poderia explicar
porque a aplicacdo tépica de AL ndo apresenta os mesmos efeitos obtidos com o AA
na descamacao epidérmica.™®

Ainda com relacdo a acdo da PGE2 no comportamento biolégico da pele, em
um trabalho anterior, Ziboh e Hsia?® aplicaram topicamente esta prostaglandina na
pele de ratos deficientes em AGE e, ap6s duas semanas, lograram curar a
descamacdao epidérmica, mas ndo houve alteragéo da composicéo dos acidos graxos
na pele dos animais. J& a injecdo intraperitoneal dessa substancia ndo causou
nenhum efeito apreciavel nas lesbes descamativas.

A acéo da peroxidacdo dos AGPI sobre componentes do sistema imune e
sobre a fluidez da membrana celular foi demonstrada em dois experimentos com

tecidos cultivados.*®
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Foi demonstrado que dois metabdlitos do AL, os &cidos
9-hidroxioctadecadiendico e 13- hidroxioctadecadiendico sdo produzidos sob a acéo
do FCE e estdo envolvidos na inducdo da sintese de DNA em fibroblastos de
camundongo e, concluem, portanto, o AL deve ser considerado como um fator
importante para a mitogénese nos fibroblastos, desde que estimulado pelo FCE.*? Um
outro estudo anterior j& havia evidenciado que o FCE estimula células do camundongo
a liberar e converter o AA a metabdlitos (prostaglandinas) que atuam como
importantes mediadores intracelulares da mitogénese e que, além disso, esses
metabdlitos potencializam a sintese de DNA induzida pelo FCE.®

Nao evidenciou uma grande resposta inflamatéria, com forte acimulo de
polimorfonucleares e macrofagos, no subcutaneo de ratos, induzida pela injecéo de
acido 9- hidroxioctadecadiendico, mas o mesmo efeito ndo foi obtido com a injecao de
AL, inferindo os autores que parece nao haver conversdo de AL exdgeno a este
metabdlito.**

Definidas essas propriedades dos AGE, outras pesquisas foram conduzidas
estudando o valor desses compostos ou de seus metabolitos no processo de
cicatrizacdo das feridas. Autores como Hartop e Prottey”®, sugeriam que o AL
melhorava a quimiotaxia dos polimorfonucleares apds uma lesao tecidual e outros
trabalhos® demonstraram uma associacéo entre a producdo de PGE2 e a modulacéo
da proliferacédo de queratindcitos em cultura. Mas foi a partir da década de 1990 que
tais estudos passaram a proliferar. Em trabalho de revisdo, comentam que as
plaquetas liberam, no local de uma lesdo tecidual, fatores que atuam na
transformacao do AL em AA, precursor, como ja foi referido, das prostaglandinas e
tromboxanos, importantes mediadores da resposta inflamatéria.®

Em um trabalho realizado em 1999, produziram-se feridas em tecido epitelial
intestinal de ratos cultivado e perceberam uma maior migracao celular quando se
adicionava varios acidos graxos das familias n-3 (eicosapentaendico e linolénico) e
n-6 (linoleico, linolénicoe araquiddnico) no meio de cultura, mostrando que os AGPI
dessas familias sdo capazes de estimular in vitro o crescimento de células epiteliais.**

Além do crescimento celular, outros eventos durante a cicatrizacao de feridas,
como angiogénese e sintese de matriz celular, sofreram a influéncia da aplicacéo
topica de PGE2, melhorando o fechamento de feridas em tecido cultivado de vias
aéreas, efeito este inibido pela introducdo de indometacina (inibicor da

ciclooxigenase) no meio de cultura.®
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Autores compararam o comportamento evolutivo da ferida de pele de 96
camundongos divididos em quatro grupos tratados, cada um, com aplicac¢ao topica de:
AL, acido oléico, acido linolénico e veiculo (grupo controle). Os animais tratados com
AL e acido oléico apresentaram uma cicatrizacao significativamente mais rapida do
gue os outros grupos. Os autores comentam que a liberacdo de mediadores do AA
representa um passo crucial no inicio do processo cicatricial e no reparo do tecido e
gue o prolongamento da fase inflamatoria pode resultar em atraso no tempo de reparo
final do tecido.’

No mesmo ano, realizaram feridas no dorso de 18 carneiros. Em cada animal
fez duas feridas, sendo uma tratada com gaze embebida em 6leo de semente de
girassol contendo AL a 65 % e outra tratada com gaze vaselinada. As feridas tratadas
com AL cicatrizaram mais rapidamente do que as feridas que serviram como controle.
Houve também maior formacdo de tecido de granulacdo, matriz extracelular e
proliferacdo de miofibroblastos.*

Mais recentemente, Zimmer et al.*°

utilizaram extrato de certo tipo de grilo, com
alto teor de AL, em feridas de ratos e também notaram uma cicatriza¢cdo mais rapida.

Em humanos, um estudo multicéntrico duplo-cego com 100 pacientes
portadores de Ulceras cutaneas crbnicas revelou que, até a quarta semana, daqueles
tratados topicamente com AL, 90,4 % cicatrizaram, enquanto que, entre os tratados
com placebo, apenas 1,5 % tiveram a mesma evolucao.?°

A membrana timpanica (MT), localizada no fundo do conduto auditivo externo
(CAE), separa este ultimo da orelha média (OM). Ela tem uma estrutura histolégica
extremamente delicada, composta por trés camadas: a camada mais lateral é
constituida por um epitélio escamoso queratinizado que é continuo com a pele do
CAE; a camada mais interna pertence a OM, da qual constitui a parede lateral, e é
formada por um delicado epitélio mucoso com uma so fileira de células, que se
continua com a mucosa de revestimento da caixa do timpano, ossiculos e células da
mastoéide; finalmente, entre essas duas, existe uma camada intermediaria de tecido
conjuntivo, com fibrécitos e fibras colagenas radiais e circulares. Esta arquitetura
confere a MT propriedades fisicas de grande importancia para a sua funcdo de
transmissdo e amplificacdo da energia sonora. Aderido a MT esta o cabo do martelo,
cuia extremidade inferior (0 umbo) situa-se no centro da membrana, e que recebe as
vibracdes desta e as transmite por intermédio dos outros componentes da cadeia

ossicular, a orelha interna.**
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A pele € um o6rgdo dindmico, que se mantém em permanente estado de
renovacao, com células basais que se reproduzem formando estratos superpostos
cujas células mais superficiais morrem e sdo eliminadas por descamacao.** No caso
da MT, o epitélio da camada externa, a medida que se vai proliferando, exibe um
movimento migratorio centrifugo a partir do umbo (centro germinativo) em diregéo a
periferia e, dai, no sentido do meato acustico externo e s6 entdo se estratifica e
descarna. Dessa forma, diferente de outras regides da pele, o revestimento cutaneo
da MT e da porcdo mais interna do CAE nunca chega a formar estratos e isso
assegura a delicadeza estrutural da membrana e as suas caracteristicas
biomecéanicas, além de impedir a formacao de tampdes de material descamado no
interior do conduto.**** Essa migrac&o superficial pode ser apreciada no homem, mas
também em animais de experimentacéo®=**' diferindo-se pelo sentido da migracéo e
pela localizagéo do centro germinativo.

A perfuracdo da MT € uma ocorréncia comum na pratica clinica diéaria do
otorrinolaringologista, podendo ser causada por trauma ou por infeccdo.t®®
Independentemente da causa da perfuracdo, quando esta é aguda, normalmente
ocorre fechamento espontaneo da mesma em poucos dias, podendo, entretanto, em
poucos casos, haver falha na cicatrizagdo, com evolucdo para uma lesdo crénica e
estavel. 13 Segundo Kristensen', que, em 1992, realizou um extenso trabalho de
revisdo sobre perfuracdo timpanica em humanos, teoricamente, dois fatores podem
levar e uma falha no fechamento espontaneo de uma perfuracdo: necrose das
margens e infeccdo. Entre os diversos estudos por ele revisados, percebeu que as
perfuracdes causadas por agressdo térmica ou quimica sdo as que apresentam
menor indice de fechamento espontaneo, apesar de, mesmo nesses casos, esses

indices serem altos. Bogar et al.®®

acrescentam o tamanho excessivo da perfuragao
aos fatores que reduzem a taxa de cicatrizacgao.

Em trabalhos experimentais, houve quem percebesse uma relacdo entre o
tamanho da perfuracdo e os resultados quanto ao seu fechamento, como Leite, que
trabalhou com 10 gatos®®, mas ha também quem n&o encontre nenhuma influéncia

.3 trabalhando com 50

desse fator no processo cicatricial da MT, como Wang et a
ratos nos quais fizeram varios tipos de perfuragdes. Outro fator importante encontrado
por um autor foi a ressec¢ao ou ndo do anulo timpéanico no momento da realizacao da
perfuracao, tendo sido observada uma dificuldade maior quando aquela estrutura era

removida de forma segmentar (em perfuracfes parciais) ou total (em perfuracdes
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completas).®
Apesar de raras descricdes em contrario®°é consenso que a cicatrizacdo da
perfuracéo timpanica se da primeiramente pelo fechamento da camada externa, que é

3,4,36,41

seguido por um avanco do tecido conjuntivo e da mucosa e que existe intima

relacdo de processo com a migracéo do epitélio externo da MT.333>3¢

Autores propuseram fechar perfuragdes traumaticas realizadas em 24 ratos
com enxerto de veia e notaram que, apesar de 0s enxertos nao terem "pegado”, todas
as perfuracdes fecharam, concluindo-se que a veia apenas fornecera uma ponte para
a migracéo espontanea do epitélio.*? Essa ponte parece funcionar como um esqueleto
vetorial que, unindo as margens externas da perfuracdo, orienta a regeneragdo do
epitélio escamoso para o lado oposto e previne 0 seu movimento em direcéo ao lado
interno mucoso da MT, conceito este defendido por diversos autores.>**?

Um trabalho realizado com 16 cobaias em que se procedeu a perfuracoes
timpéanicas traumaticas mostrou que a lesdo da MT aumentava a ja intensa atividade
mitética no centro germinativo, aumentando a velocidade de migracdo e o nimero de
células migrantes. Foi percebido, ainda, que o fechamento da perfuracéo se dava de
baixo para cima, mesmo sentido da migracdo epitelial na cobaia, e que esse
fechamento era deflagrado quando as células com grande atividade, migradas a partir
do centro germinativo localizado na regiao justa-timpanica inferior do CAE, atingiam a
margem inferior da perfuracdo.®*® No caso da MT de ratos, um trabalho recente
mostrou dois centros germinativos, na regido do cabo do martelo e proximo ao anulo
timpanico.*’Reeve® em 1977, analisou histologicamente 204 cobaias em que realizou
uma grande perfuragcédo timpanica, das quais 71% fecharam espontaneamente. Ele
observou diferentes padrbes de evolucdo histologica, sendo que o comportamento
mais tipico foi o da proliferacdo inicial do epitélio escamoso estratificado migrando
sobre cole¢des de cera, coagulo, células inflamatérias e restos celulares em direcao a
margem oposta da perfuracdo, sem nenhum suporte de tecido de granulacdo. Nos
animais em que houve cronificacdo da perfuracéo, notou-se um avanco do epitélio
escamoso ndo no sentido acima descrito, mas em torno do bordo da perfuragéo, sobre
o tecido conectivo interrompido, acabando por fundir-se com as células do epitélio
mucoso, formando uma zona de inibicé&o por contato, o que foi também constatado por

outro autor.>3

41
l.

Por microscopio oOptica e eletrénica foi observado por Stenfors et al.” que as

perfuracdes causadas em ratos e em gatos cicatrizavam em trés estagios: primeiro, o
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epitélio escamoso das margens exibiam intensa producéo de queratina, que avangava
no sentido de formar uma ponte sobre o defeito da MT; depois, a perfuracdo era de
fato fechada por proliferacdo do epitélio escamoso segundo o caminho da ponte de
queratina; sO entdo a estrutura trilaminar da membrana era restabelecida. Esse
avanco do epitélio sem nenhum tecido celular de suporte, em uma estrutura que
possui ar em ambas as superficies (externa e interna), segundo esses e outros
autores, faz do fechamento da perfuracdo timpanica um fenébmeno Unico em
cicatrizacdo de feridas.>**

O papel da queratina como ponte para a migracao celular também foi mostrado
por Giineri et al.® em ratos, num estudo em que perfuraram as membranas de 30
animais. Ficou evidenciado que, apds o trauma agudo, uma reacdo exsudativa
composta por fluido intersticial, linfa e coagulos ocorre nas margens da perfuracéo,
apos o que se forma uma crosta que protege o tecido subjacente, prevenindo a sua
desidratacéo e fornecendo um meio ideal para a migracao celular e para o processo
de cicatrizacdo. Ao cabo de poucos dias, uma Obvia proliferacdo ocorre na camada
externa da MT com um excesso de producédo de queratina, que € considerada a chave
para o direcionamento da cicatrizagcdo para o centro da perfuracdo, primeiro pelo
tecido epitelial e, em seguida, pelo conjuntivo.

Também trabalhando com animais, Johnson et al.*® perfuraram a MT de 30
cobaias e obtiveram resultados semelhantes: no principio houve uma projecdo de
estrato cérneo seguido por um pacote de células epidérmicas nucleadas, sem (mais
uma vez) nenhum tecido de suporte, mas que apresentava um infiltrado
polimorfonuclear no seu aspecto mediai e era seguido de perto pelo tecido conjuntivo
com vasos neoformados. O trabalho também evidenciou que o avancgo epidérmico se
dava no sentido infero-superior, como descrito anteriormente.

Para avaliar a qualidade das MT cicatrizadas ap0s uma perfuracdo, em 2005,

Rahman et al.

avaliaram, por meio de interferometria Optica, a tensdo de
membranas recém cicatrizadas de 10 ratos e de 10 camundongos e nao perceberam
nenhuma diferenca em relacdo as membranas ndo perfuradas até uma faixa de
variacdo de pressao de -350 a +350 da PA. No exame histolégico das membranas
cicatrizadas, encontraram um espessamento importante da MT as custas de
fibroblastos e de matriz extra-celular até a 4* semana.

Com base nos conhecimentos adquiridos sobre o0s mediadores

pré-inflamatdérios que atuam sobre os diversos fenbmenos envolvidos na cicatrizacéo
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das feridas, alguns trabalhos tém sido realizados tentando identificar compostos que,
aplicados topicamente, possam influenciar na velocidade de cicatrizagdo das
perfuracdes timpanicas.

Em 1989, por exemplo, Stenfors® aplicou, com intervalos de dois a trés dias,
acido hialurénico (AH), um fator que sabidamente atua estimulando a proliferacédo de
fibroblastos, em perfuragdes cronicas pequenas (menores do que um quadrante) de
15 pacientes adultos, tendo conseguido fechar 14 delas. O autor postula que o AH
possa ter servido, por sua viscosidade, como lubrificante das margens, e, por sua
acao metabolica, como acelerador da cicatrizagéo.

Dois anos depois, 50 ratos tiveram suas membranas timpéanicas perfuradas e
foram divididos em quatro grupos: um recebeu aplicacao topica diaria de fibronectina
(um estimulante da proliferacéo epitelial), outro recebeu AH a 1%, um terceiro recebeu
solucéo salina tamponada e o quarto n&do recebeu qualquer tipo de tratamento. 50 %
dos ratos tratados com AH fecharam antes que os demais e, no computo geral, a
velocidade de cicatrizacdo nesse foi grosseiramente estimada em 60% maior que a
dos demais. Nenhum dos outros grupos tratados mostrou diferenca no tempo de
fechamento em relag@o ao grupo controle. Os achados histolégicos no grupo do AH
mostraram uma processo cicatricial que, em consonancia com os demais estudos,
comecgou com a cobertura da perfuragédo por uma lamina de AH e queratina, dentro da
qual o epitélio escamoso avancava (formando uma ponte entre os bordos), sempre
seguido pelo tecido conectivo. Nos animais tratados com solucdo salina ou com
fibronectina, houve uma proliferacdo epitelial mais exuberante, sobre um leito com
muito tecido de granulacao, e dirigindo-se para o lado da OM, ao contrario do grupo
tratado com AH, que exibiu um padrdo de migracdo mais rapido e mais orientado no
sentido do bordo oposto da perfuracéo.*

Ja Amadasun®, em 2002, tratou 30 pacientes com perfuracdes traumaticas de
diversas causas, sendo seis deles por meio da colocacéo de papel celofane sobre a
perfuracao, 15 por meio de colocacao de pomada de gentamicina sobre a perfuracéo
e nove nos quais foi colocada pomada de gentamicina apenas no terco distai do CAE,
sem tocar a MT. O indice de fechamento dessas perfuracdes foi de 50 %, 86,7 % e
77,8 %, respectivamente, sem diferenca estatistica importante entre os dois ultimos,
concluindo o autor que o melhor tratamento é a limpeza e a prevencéo da infeccao.

No estudo com 30 ratos, que sofreram perfuracdo timpanica e foram feitas

aplicacoes locais diarias de AH, FCE e mitomicina-C (um agente inibidor de mitoses e
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qgue inibe principalmente a proliferacdo de fibroblastos) e houve uma reducdo do
tempo de fechamento tanto para o grupo do AH quanto para o do FCE, bem como um
prolongamento para o grupo da mitomicina-C, em relacéo a um grupo controle.?
Mais recentemente autores realizaram perfuracbes em membranas de 20
ratos, que foram divididos em dois grupos: em 10 ratos foi introduzido na perfuracéo
um fragmento de matriz de alginato e, nos outros 10, o mesmo material, embebido em
FCE foi usado. Todas as membranas dos dois grupos fecharam. Porém as do grupo
com FCE fecharam mais rapidamente. E em 2006, 0 mesmo grupo apresentou 0s
resultados da aplicacéo topica de TGF-B em perfuracdes trauméticas de ratos, ndo
havendo diferenca em relagcdo ao controle quando a aplicacdo era feita em dose
Gnica, mas percebendo-se uma diminui¢cdo no tempo de cicatrizacdo com a aplicacéo

repetida do composto.*°
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Local de Estudo

Nucleo de Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco,
onde foi realizado o trabalho com o0s animais, desde seu armazenamento,

alimentacdo, preparacao e otomicroscopia.

4.2 Desenho de Estudo

Trata-se de um estudo experimental, onde o pesquisador cria condicfes

artificiais para estudar um determinado grupo longitudinal, analitico e prospectivo.

4.3 Periodo de Referéncia

Os dados foram coletados de outubro de 2005 a setembro de 2006.

4.4 Populacéo de Estudo

Trinta e seis ratos Wistar albinos sadios, pesando entre 200 e 400g, adultos
jovens, com trés meses de idade, foram adquiridos no bioterio dos Departamentos de
Bioquimica e Farmacia da Universidade de Pernambuco, sendo adotados como
critério de excluséo a presenca de alguma alteracdo como OMA ou opacificacdo da
membrana timpanica em pelo menos uma das orelhas. Dos trinta e seis animais
obtidos para o estudo, dezesseis foram excluidos por preencherem o critério de
exclusdo e trés morreram durante os dezesseis dias de acompanhamento, sendo

realizadas as analises em dezessete animais.

4.5 Método

Os animais foram mantidos em um mesmo local, no Nucleo de Cirurgia
Experimental, em gaiolas individuais com piso de serragem de madeira de pinho,
iluminacgao artificial, temperatura ambiente, ciclo dia e noite natural e alimentagcdo com

agua e racao. Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral a 10%, 0,5ml para
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cada I0Og por injecdo intra-peritonial, apds o que foram colocados sobre a bancada
cirdrgica, em decubito lateral de modo a expor a orelha direita para o pesquisador.

Sob otomicroscopia, utilizando-se um microscopio cirargico marca D.
Vasconcelos, de coluna, modelo MC-M 31, foi utilizado especulo auricular e realizada
perfuracado traumética timpodnica, cerca de 30% da superficie da pars tensa com
microestilete para cirurgia otoldgica super aquecido, marca Factory, com a finalidade
de tornar a perfuracéo estavel retardando sua cicatrizacdo. Utilizando uma seringa
descartavel de 1mlref 1196, marca Kramer, foi aplicado 0,1ml de AL (minimum 100% -
LI376, 259 - SIGMA) na OD de cada rato. A mesma metodologia foi realizada na OE
(grupo controle), porém néao foi aplicado o AL.

Feito o procedimento nas duas orelhas, os animais foram devolvidos as suas
respectivas gaiolas. Por um periodo de 16 dias foram realizadas otomicroscopias no
7°,9°, 12°, 14° e 16° dias nos ratos nos quais néo ocorreu fechamento da membrana
timpéanica, sob anestesia, da forma descrita acima. Eram anotadas as alteragdes
encontradas pelos examinadores (pesquisador e médico colaborador). Nao havendo
fechamento da membrana timpanica na OD era reaplicado o AL. Apds o 16° dia os

ratos foram sacrificados com dose letal de hidrato de cloral.

4.6 Andlise Estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva para apresentacao dos resultados obtidos.
O software utilizado foi o Excel 2000. A apresentacdo das variaveis mensuradas foi
feita através de tabelas e gréficos. A fim de verificar diferencas entre os grupos,
tratamento e controle quanto a eficiéncia do medicamento foi aplicado o teste exato de

Fisher, sendo todas as conclusdes tomadas ao nivel de significancia de 5%.

4.7 Consideracdes Eticas

Esta pesquisa seguiu os principios que regem o Cédigo de Etica Experimental
e as leis de protecdo aos animais, de acordo com as normas vigentes no Brasil,
especialmente a Lei n° 9.605, Art. 32 e Decreto-lei n° 3.179, Art. 17, de 21 de
setembro de 1999, com aprovacio integral do Comité de Etica em Experimentacio
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE, Oficio n° 031/06 (ANEXO A),

inclusive concordando que o sacrificio desses animais neste estudo justifica-se pelo
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fato de n&o existirem recursos alternativos para a realizacdo do procedimento
cientifico.

Toda intervencédo realizada que pudesse implicar sofrimento ao animal foi
realizada sob anestesia geral, com o cuidado de adequada assepsia e antissepsia.

Os animais foram obtidos de um mesmo fornecedor (Biotério dos
Departamentos de Farmécia e Bioguimica) e mantidos no Biotério do Nucleo de
Cirurgia Experimental da UFPE, em gaiolas individuais com piso em serragem de
madeira de pinho, com controle ambiental adequado para luz e temperatura e

receberam os cuidados necessarios de veterinario.

Figura 1 — Ratos wistar

Fonte: o autor

Figura 2 — Instrumentos para miringotomia: espéculo de ouvido, microgancho,
ponta de aspirador, microestiliete com ponta reta
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5 RESULTADOS

Iniciamos o estudo com um total de 36 ratos, dos quais 16 foram excluidos por
apresentarem alteracdo na MT ou OM (critérios de exclusdo). Dos 20 ratos
selecionados, 3 foram a 6bito durante o tempo de acompanhamento, permanecendo
17 animais até o final da coleta dos dados.

Todos os animais, 17 ratos, apresentaram a otomicroscopia fechamento da
perfuracdo da OD até o 16° dia de observacao (grupo tratamento) e apenas um animal
nao apresentou fechamento da perfuracao da OE (grupo controle). A distribuicdo dos
exames otomicroscoépicos de cada animal até o 16° dia podem ser visto no quadro 1
(ANEXO B).

Na tabela 1 observamos a distribuicdo dos animais estudados do 7° ao 16° dia
de coleta quanto ao desfecho da lesdo (fechamento ou ndo fechamento da
perfuracdo) e podemos verificar que os percentuais de fechamento da les&o nédo
diferem entre os grupos tratamento e controle em nenhum dos dias observados (7°,
9° 12°,14° e 16°).

Tabela 1 — Distribuicdo dos animais do 7° ao 16° dia de coleta quanto ao desfecho da leséo
(fechamento ou ndo fechamento)

Rissiilicdos Tratamento Confrole p-valor
N Yo N Yo

Até o 7° dia

Fechou 2 11.8 ! 5.9

Ndo fechou 15 88,2 16 94,1 1,000

Até o 9° dia

Fechou 6 35,3 6 35,3

Ndo fechou 11 64,7 11 64,7 1,000

Até o 12° dia

Fechou 16 94,1 12 70,6

Nd&o fechou 1 5,9 5 29.4 0,175

Até o 14° dia

Fechou 16 94,] 15 88,2

Nd&o fechou 1 5,9 2 11,8 1,000

Até o 16° dia

Fechou 17 100,0 16 94,1

N&o fechou 0 0.0 1 5.9 1,000

Fonte: o autor
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Analisando a velocidade de fechamento das perfuracbes nos dois grupos
(tabela 1, gréfico 1), verificamos que houve um numero crescente de fechamento das
perfuracdes nos dois grupos do 7° ao 16° dias, porém sem diferenca estatisticamente
significante, ndo havendo, dessa forma evidéncia de que o AL interfira no tempo e na

velocidade de cicatrizacao.
Gréfico 1 — Percentual de fechamento das perfuracdes do 7° ao 16°dia de coleta no grupo tratamento
(OD) e grupo controle (OE)

Percentual de Fechamento

120,0 —— Tratamento
Controle

100,0

80,0

x60,0

40,0

20,0

0,0
Até o 7°dia Até 0 9°dia Até o0 12°dia Até o 14°dia Até o 16°dia

Fonte: o autor
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6 DISCUSSAO

Sabendo que o AL é um dos componentes essenciais das membranas
celulares e que ele esta envolvido no binbmio inflamacgéao/cicatrizacéo, seja de forma
direta ou atraves de sua converséo em AA e, por conseguinte, em

eicosanéides,G-Q,lz15-18,19,24,26,28

e, com base nos estudos que evidenciaram uma nitida
atuacdo da aplicacdo tépica do AL em feridas de animais 5,21,30 ouemhumanos,® é
bastante plausivel imaginar que este composto pudesse ter algum efeito sobre o
mecanismo de fechamento da membrana timpanica. Essa hipétese era fortalecida
pela existéncia de varios trabalhos mostrando os efeitos benéficos da aplicacao tépica
de outros mediadores inflamatdrios sobre membranas timpanicas perfuradas, tanto

344546 como em humanos.?*

em animais

E verdade que alguns estudos mostraram que o AL tem uma acgdo mais
pronunciada na manutencdo e restabelecimento da funcdo de barreira
(permeabilidade) da pele e menos importante na recuperacéao da integridade fisica da

13,19,26,29

mesma, porém, trés importantes publicacBes recentes, uma em feridas

%2130y stificam a

cutaneas cronicas de humanos e trés em feridas de pele de animais
procura de um eventual efeito da aplicacdo tépica de AL sobre perfuracdes
timpanicas.

Os resultados encontrados no presente estudo (tabela 1), entretanto, néo
revelaram nenhuma diferenca que fosse estatisticamente significante no indice de
fechamento das perfuracdes timpéanicas nem na velocidade de cicatrizacao entre as
orelhas tratadas com AL e as orelhas do grupo controle. Alguns preceitos
determinados pela literatura podem explicar essa auséncia de efeito, como veremos
adiante.

Os trabalhos que demonstraram haver alguma acdo do AL no processo
cicatricial foram realizados com feridas comuns.>?%?*° Ora, a literatura mostra que a
perfuracdo timpéanica nédo se trata de uma ferida cutanea comum, visto que ndo possui
um tecido subdérmico de sustentacdo para o crescimento epitelial e que, nela, o
fechamento se faz inicialmente pela proliferacdo de células escamosas por migracao

33-37

a partir de um centro germinativo®”'e, sé entéo, ocorre avanc¢o do tecido conjuntivo

3,4,36,41

na forma de tecido de granulacéo. 0 AL ja teve comprovada sua agdo como

precursor de mediadores inflamatérios que agem estimulando a proliferacdo de

9,16,28

polimorfonucleares, fibroblastos e matriz extracelular e a angiogénese, etapas
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muito importantes na formagé&o do tecido de sustentagao para o crescimento epitelial
superficial em feridas comuns, o que nédo é o caso das perfuracdes timpanicas. Além
disso, outro trabalho revelou que o AL aplicado topicamente ndo parece se converter
em AA imediatamente, sendo necessaria para isso a sua absor¢cao para a corrente
sanglinea, retornando os seus metabdlitos entdo para o local da ferida em
concentracdes insuficientes para exercer qualquer efeito.***® Por isso, enquanto a
aplicacao tépica dos metabolitos do AL pode demonstrar algum efeito sobre o

crescimento epitelial 3142

0 AL em si nao foi capaz disso.
Mesmo assim, os estudos feitos com a aplicacéo tépica de AH, um composto
com conhecida acéo sobre a proliferacéo de fibroblastos, em perfuracfes timpanicas

3445 ou em humanos®**

de animais mostraram nitidamente uma aceleracdo da
cicatrizacdo. Esse efeito foi evidente também quando se aplicou TGF-B*°, outro
composto com atuacdo sobre as células de resposta inflamatéria, mas sem acéo
sobre a migracao/proliferacdo epitelial. E possivel, como admitem alguns autores
desses estudos,>* que esses compostos tenham apenas servido de ponte vetorial
para o avanco do epitélio sobre o intervalo entre os bordos da perfuracdo, do mesmo
modo como afirmam Mclntire e Benitez,** com a aplicacdo de fragmento de veia sobre
a perfuracdo. Talvez os proprios cuidados com assepsia, que sdo uma tdnica dos
estudos experimentais, tenham sido suficientes para garantir um bom indice de
fechamento dessas perfuragées, como demonstrado por Amadasun.** Ja os trabalhos
feitos com FCE e com a fibronectina, que tém acédo comprovada sobre o crescimento
epitelial, podem, sim, ter demonstrado com mais certeza a agdo metabdlica desses
compostos sobre o mecanismo de cicatrizagdo da MT.3*4%

Particularmente, o trabalho de Helstrom et al.* demonstrou que a fibronectina
causou um crescimento epitelial importante, porém, em direcédo ao lado mediai da MT,
contornando e revestindo o bordo da perfuracéo, por sobre o tecido conjuntivo da
camada intermediaria da MT. Ao que parece, ap0s uma perfuracdo timpanica, duas
tendéncias se conflitam: aquela que segue o mecanismo habitual de cicatrizacdo de
uma ferida, com a epitelizagdo ocorrendo sobre uma camada de tecido conjuntivo (o
gue, no caso da MT, representa a epitelizacdo dos bordos da perfuracéo, claramente
prejudicial ao fechamento), e aquela que segue o mecanismo unico da MT, com o
avanco do epitélio em direcdo ao bordo oposto da perfuragdo. A tendéncia que
predominar vai definir o destino daquela perfuracdo, sendo que, em condi¢des

normais, em guase todos os casos, 0 que vai predominar € o segundo mecanismo, o



35

que explica o grande indice de fechamento espontaneo das perfuracbes observado na
pratica.

Um outro fator importante a ser levado em considera¢do quando da analise dos
resultados do estudo presente é o modelo experimental.

O rato como modelo animal tem sido utilizado por varios pesquisadores para
estudos de doencas da orelha média e como modelo para o estudo da cicatrizacdo da

membrana timpanica.®#37 414346

o referido animal apresenta algumas vantagens,
como a facil avaliacdo da MT através da otomicroscopia e estrutura da MT e OM
semelhantes & humana.

Dos 36 animais obtidos inicialmente para nosso estudo, 16 (44,4%) deles foram
excluidos por apresentarem, em pelo menos uma das orelhas, alteracdo de MT ou

OM, achado semelhante ao encontrado por Becker e Fukuda* e Leal et al.*®

que
relataram a ocorréncia de 44,8% e 34%, respectivamente, de alteracdo da MT em pelo
menos uma das orelhas na selecdo dos animais da mesma espécie. Sendo o rato um
animal, com tendéncia a infeccdo natural na OM, € importante o cuidado na criacéo
em biotérios bem preparados e na sele¢do dos animais para pesquisas otoldgicas.

A realizacdo de perfuracdo da MT através de cauterizacdo teve o intuito de
torna-las perfuracées mais estaveis, ja que, como descrito anteriormente por outros

autores,1?

as perfuracdes por agressdes térmicas podem dificultar ou retardar o
tempo de cicatrizacdo. Dessa forma permitiria melhor avaliacdo da possivel diferenca
da velocidade de cicatrizacdo de uma orelha (com uso do AL) em relacdo a orelha
controle (cicatrizacdo espontanea). Estudos realizados por diversos autores® "
demonstraram que perfuragdes timpanicas agudas em ratos (sem cauterizacdo dos
bordos) cicatrizam em um temo muito curto, de até uma semana, na maioria dos
casos.

Esse modelo seguiu, portanto, aquele usado por Helstrom et al.* que
conseguiram um bom efeito com a aplicacdo de AH. Entretanto, ndo existe nenhum
outro trabalho que se tenha utilizado do AL em membranas timpanicas de ratos. Foi
escolhida a concentracdo de 100 % para a substancia empregada apdés verificada
auséncia de lesdes causticas apoés a aplicacao topica na MT integra dos ratos em um
estudo piloto realizado previamente. O uso do AL puro permitiu entdo a observacgao do
seu efeito sobre as membranas perfuradas sem a interferéncia de outros compostos
gue porventura viessem a integrar a sua férmula. Tal cuidado ndo tomado, por

exemplo, por outros estudos que utilizaram o AL em feridas cutaneas.’®?** Todavia,



36

a frequéncia e a forma de aplicacao foi decidida de forma empirica, com base nos
estudos anteriormente realizados com outras substancias, podendo ndo ser as mais
adequadas para o AL. Assim, outros trabalhos podem ser necessarios para atestar a
ineficacia desse acido graxo sobre o indice e a velocidade de fechamento da

perfuracao timpanica.
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7 CONCLUSAO

A aplicacéo topica de AL nao alterou de maneira significante o indice ou a

velocidade de fechamento de perfuracdes timpéanicas agudas de ratos.
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS DA UFPE

ANEXOS

ANEXO A

Universidadc Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelzon Chaves, s/n

50670-420 / Recife - PE - Brasil

fores: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350 \

www.ccb.ufpe.br
Oficio n® 031/06 Recife, 10 de julho de 2006

Da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Nelson Costa Rego Caldas
Departamento de Cirurgia - UFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuce (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de

) pesquisa intitulado “Efeito do uso tépico do acido linoléico em perfuragdes traumaticas da

! membrana timpanica em ratos”.

: Concluimos que os procedimentos descritos para a utihizacao experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugendas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas intermnacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o adotadas como critérios de
avaliagao e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 9.605 ~
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,

4, . .
'%’.‘ WWMM
' Presidente CEEA

urre

CCB: Integrar para desenvolver



ANEXO B — AVALIACAO OTOMICROSCOPICA

Quadro 1 — Avaliacdo Otomicroscépica
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DIAS 7° 9° 12° 14° 16°
LADO | D E D E D E D E D E
RATO

1 OB [TO

2 A A A A OB|TO

3 A A F A F F FECHADO

4 A A A A F A F | F | FECHADO
5 A A A A F F FECHADO

6 F F F F FECHADO

7 A A A F F F FECHADO

8 A A A A F F FECHADO

9 A A A A A A A | F | F | F
10 A A F F FECHADO

11 A A A A F A F [ A | F | A
12 A A A F F F FECHADO

13 A A A F F F FECHADO

14 A A F F F F FECHADO

15 A A A A F A F | F | FECHADO
16 A A F A F F FECHADO

17 A A OBITO | | |
18 F A F A F F FECHADO

19 A A A A F A F [ A [ oBITO
20 A A A A F F FECHADO

A: Aberto; F: Fechado; OD: Orelha direita; OE: Orelha esquerda.
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ANEXO C — NORMAS ADOTADAS PARA DISSERTACAO

COMITE DE ETICA

Normas adotadas para dissertagcao

Esta dissertacao seguiu as normas estabelecidas pelo Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas, que sdo denominadas Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomed Journals, e conhecidas como o Estudo de
Vancouver. Atualmente mais de 500periédicos em todo o0 mundo seguem essas
normas, podendo ser localizados na Internet no

endereco<http://www.cma.ca/publications/XXX/uniform.htm>.


http://www.cma.ca/publications/XXX/uniform.htm

