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INTRODUCTION

Tympanic membrane (TM) perforations are holes resulting from
structural changes which are histologically characterized by epithelization of
their edges . The literature on the repair of TM perforations has focused on
two main lines of research. The first includes the healing of perforations by
means of new protein matrices that serve as a support for guided tissue
regeneration (myringoplasty) 2. The second line is aimed at inducing cell
proliferation and migration using mitogens (growth modulators) or blood flow
inducers (hemorrheological agents).

Epidermal growth factor (EGF) is a cytokine able to modulate the
proliferation of keratinocytes, fibroblasts, and epithelial and endothelial cells in
vitro and in vivo “®. Specific receptors for EGF have been detected in the TM of
animals and humans (™. Studies disagree about the effects of EGF on improving
the healing of TM perforations, with some reporting statistically significant
differences between the control and study groups "1°1V while other do not 423,

Pentoxifylline is a methylxanthine able to increase the blood flow and
oxygen tension in tissues with defective regional microcirculation and has
also been used to treat skin flaps and venous leg ulcers 41 Studies on this
subject are controversial and objective quantitative data regarding the action
of EGF and pentoxifyline on TM healing are lacking. Based on the
hypothesis that EGF and pentoxifylline increase the healing rate of TM
perforations and that the combination of EGF with pentoxifylline has a

synergistic effect, the aims of the present study were:
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a) to determine the effect of EGF and pentoxifylline alone or in
combination on the healing of subacute TM perforations in chinchillas;

b) to quantify the healing rate of subacute TM perforations in
chinchillas treated with EGF and pentoxifylline alone or in combination, and

to compare the results with a control group.

METHODS

The protocol was approved by the local Research Ethics Committee.
The experiment was carried out in accordance with the Guidelines for the
Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council) at the
Laboratory of Clinical Investigation.

Fifty chinchillas (Chinchilla lanigera) of both sex, aged 7 to 20 months
and weighing 400 to 800 g, obtained from specialized breeders (Chillan and
Achila) were studied. The animals were housed in individual cages, with free
access to food and water. Animals with external or middle ear infection,
congenital malformations or pregnant females were excluded from the study.

At this stage, all animals were submitted to TM perforations in both
ears. The animals were anesthetized by subcutaneous injection of 2%
xylazine hydrochloride (3 mg/kg) and ketamine hydrochloride (17 mg/kg).
The entire procedure was performed with an endoscope measuring 2.7 mm
in diameter at a 30° angle.

The TM area was calculated using a 0.5-mm thick silicone mold

(Xomed Surgical Products, Jacksonville) made in such a way as to cover the
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entire surface of the area. The perforation was standardized in size and
shape with a silicone mold corresponding to the lower quadrants of the TM
and to half the first silicone mold (FIGURE 1).

The perforation mold was positioned in the lower quadrants of the TM.
Myringotomy was performed around the mold using the thermal energy of an
electrode tip (90° angle and 0.3 mm in diameter) coupled to an electrical surgical
knife (EMAI® BP-100) with a power of 15 watts (FIGURE 2 — A). Five right angle
incisions were made in the remaining TM and the edges of the perforation were
medially folded and cauterized to the inner layer (FIGURE 2 — B).

The images were recorded with a videotape recorder (Panasonic Super
Drive VHS) using a microcamera (Sony® DXC — Ls1) and an endocoupler (22
mm) coupled to the endoscope. The images were imported from the video
system to a computer using a video plate (PixelView® Play TV USB Pro). A
graphics program (Autocad® R14) allowed the measurement of the entire TM
area and of the TM perforation area (FIGURE 3).

Prophylaxis against infections consisted of the oral administration of 5
mg/kg/day of enrofloxacin during the first 5 postoperative days after TM
perforation and the first 10 days of the treatment protocol.

Eight chinchillas were randomly selected for histological analysis of
both TM 30 days after the perforation procedure. The animals were again
anesthetized and their TM were dissected and analyzed histologically by
hematoxylin-eosin staining and immunohistochemistry for semiquantitative
description of the epithelium and stroma.

For dissection of the temporal bones, an interauricular incision was
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made in the skin in the dorsal portion of the bullae. A circular hole measuring
5 mm in diameter was drilled with a diamond bur (8.3 x 2.6 mm) coupled to
an electrical micromotor (405N — Dentec®). The middle ear and external
acoustic meatus were fixed in place with 10% buffered formalin, the animals
were sacrificed, and their bullae dissected. The TM were removed en bloc
from the bullae, maintaining the bony lamina, fixed in formalin for 24 h and
decalcified in 5% EDTA (ethylene diamine tetra-acetic acid) until reaching the
cut-off. A longitudinal incision was made in the line of the manubrium of the
malleus in all TM with a No. 11 scalpel blade, exposing the central portion of
the TM. The samples processed in the Laboratory of Pathology (Medical
School, University of Sao Paulo) were washed under running water,
dehydrated in six graded alcohol baths (70 to 100%), cleared in xylene and
embedded in paraffin blocks. The blocks were cut longitudinally into 4-pm
thick sections with a microtome (RM2125RT — Leica®) and the sections were
mounted on glass slides, deparaffinized, and stained. Immunohistochemistry
was performed at the Division of Pathology (Cardoso de Almeida
Laboratory), using anti-a smooth muscle actin as primary antibody which
reacts with the a-actin isoform expressed by myofibroblasts during the
contraction of healing tissue.

The slides were analyzed under a light microscope (Standard, Zeiss®)
and the following parameters were evaluated semiquantitatively epithelial
thickness, intensity of the inflammatory infiltrate, fibroblast characterization
(young or mature), inflammatory cell count in stroma (neutrophils,

macrophages and lymphocytes), vascularization, and the presence of
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myofibroblasts in stroma. These were scored from zero to three, except for
the third item, where O = absent, 1 = discrete, 2 = moderate, and 3 = marked.

After 30 days, the ears of animals whose TM perforation had shown
little or no healing (less than 10% of the first perforated area) were included
in the treatment protocol (FIGURE 4). We excluded animals with external or
middle ear infection. The ears selected were randomized in a stratified
fashion to receive pentoxifylline or not and then to receive EGF or not, and
divided into four groups: control group treated with topical distilled water,
EGF group treated with topical EGF, pentoxifylline group treated with oral
pentoxifylline, and EGF + pentoxifylline group treated with both agents.

A round absorbable gelatin sponge (Gelfoam®, Pharmacia Brazil)
shaped in the form of the TM mold was placed on the residual TM surface
and 25 pL of a solution containing either distilled water or 0.25 mg/mL EGF
(Serotec Product®, Biogen) was added with a micropipette (Acura, Socorex®,
Cral) every 72 h, 3 times, for 10 days, and the sponge was then removed
(FIGURE 5). At the same time, 20 mg/kg/day oral pentoxifylline was
administered every 12 h for 10 days.

At the end of the study, the animals were killed in a carbon dioxide
chamber where they remained for at least 10 min ‘® and then disposed of in
the hospital waste.

The outcome of treatment of TM perforations was classified as
unhealed when the difference in percent perforated area (%PA) at the
beginning and 30 days after the treatment protocol was less than 10%, as

partially healed when the difference was 10% or more, and completely
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healed when no perforation was observed 30 days after treatment.

The %PA was calculated by dividing the perforated area by the TM area,
multiplied by 100. The healing rate of the TM perforation was established as the
difference in %PA at the beginning and 30 days after treatment.

The data obtained were submitted to descriptive analysis, and the mean
and standard deviation of the %PA and healing rate of the TM perforation were
calculated for the four groups. The categorical variables were compared
between groups using Fisher's exact test and the continuous variables were
compared by one-way ANOVA. Post-hoc comparisons between groups were
made by the Bonferroni test. The level of significance was set at p £ 0.05.

Statistical analysis was performed with the STATA™ 8.0 program.

RESULTS

Of the 16 ears (eight animals) submitted to histological analysis, two
were lost during TM dissection and 14 were analyzed histologically.
Coexisting chronic and acute inflammatory characteristics of the TM were
observed in almost all cases after 30 days. Chronic features included the
migration of fibroblasts, although myofibroblasts were absent in 12 of the 14
slides analyzed (FIGURE 6). Acute inflammation was characterized by the
presence of an inflammatory infiltrate, increased vascularization and the
presence of leukocytes in 13 of the 14 slides (FGURE 7).

The initial sample consisted of 42 chinchillas (84 ears) submitted to

the standard procedure for creation of bilateral TM perforations. Within 30
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days, 38 (45.2%) ears were excluded due to healing of the perforation, scar
retraction of the TM, and infection or animal death of unknown cause during
the anesthetic procedure (FIGURE 8).

The final sample consisted of 46 (54.8%) ears whose TM perforation
had healed by less than 10% after 30 days and which were included in the
treatment protocol. During this stage, three animals were lost during the
anesthetic procedure and six ears were therefore excluded from the data
analysis. The remaining 40 (47.6%) ears were assigned as follows: 9 to the
control group, 8 to the EGF group, 13 to the pentoxifylline group, and 10 to
the EGF + pentoxifylline group.

As can be seen in FIGURE 9, complete healing of the perforation
occurred in only one (10%) ear of the EGF + pentoxifylline group. In the
same group, partial healing was observed in seven (70%) ears and no
healing in two (20%). Partial healing was also observed for eight (100%) ears
in the EGF group, five (55%) in the control group and five (38.5%) in the
pentoxifylline group. The difference observed in the distribution of the results
was statistically significant by Fisher’s exact test (p = 0.007).

Before the beginning of treatment, the mean %PA was 50% and no
significant difference was observed between groups (ANOVA, p = 0.572)
(TABLE 1). Thirty days after treatment, significant differences in the mean
%PA were observed between groups (ANOVA, p < 0.001), with the %PA
being higher than 44% in the control and pentoxifylline group and lower in the
other groups (TABLE 2). FIGURE 10 shows the %PA before and 30 days after

treatment. Pairwise comparison between groups showed a significantly higher
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mean %PA in the EGF group compared to the control (p = 0.003) and
pentoxifylline (p < 0.001) groups. No significant difference in the mean %PA
was observed between the control and pentoxifylline groups (p = 1.00), control
and EGF + pentoxifylline groups (p = 0.964), EGF and EGF + pentoxifylline
groups (p = 0.097), or pentoxifyline and EGF + pentoxifylline groups (p =
0.142).

A significant difference was observed in the mean healing rate of the
TM perforation between groups (ANOVA, p < 0.001) (TABLE 3). The mean
healing rate remained lower than 9% in the control and pentoxifylline groups,
while it was higher than 16% in the other groups. Pairwise comparison
between groups showed that the mean healing rate was significantly higher
in the EGF group than in the control (p = 0.003) and pentoxifylline (p < 0.001)
groups. The mean healing rate obtained for the EGF + pentoxifylline group
showed a tendency toward a difference when compared to the EGF group (p
= 0.101) and the pentoxifylline group (p = 0.069). No significant difference in
the mean healing rate was observed between the control and pentoxifylline
groups (p = 1.00) or between the EGF + pentoxifylline and control groups (p

= 0.874) (FIGURE 11).

DISCUSSION

Slightly more than half our initial sample showed TM perforations

whose had healed by less than 10% four weeks after the perforation

procedure. Although the rate of TM perforations reported by Amoils et al. @
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in a similar animal model was higher (84%), in the present study the ears
were strictly chosen for the treatment protocol and none of them were
reperforated when showing spontaneous healing as done by these authors.
On the other hand, Dvorak et al. *® reported a lower rate and achieved 31%
of TM perforations using the same animal model.

In a retrospective study, Griffin ®® observed that almost 70% of
traumatic TM perforations healed spontaneously within 30 days and this
healing rate decreased to 18% over the following months. Based on this fact,
a high healing rate might be expected during the first 30 days, which tends to
decrease thereafter. The chinchilla TM perforations studied here can be
considered to be subacute since care was taken to exclude ears showing
10% healing or more after 4 weeks. This approach was adopted to rule out
any measurement error and to ensure that the events observed after this
stage could be solely attributed to the treatment.

Usually, the initial treatment of traumatic TM perforations includes
clinical care, with surgical repair being proposed if spontaneous healing does
not occur after at least 3 months 2V, The major aim of the present study
was to evaluate the feasibility of an office treatment using a simple procedure
without the need for anesthesia, which could be offered to patients with
traumatic TM perforations that do not heal during the acute wound stage. The
purpose was to study the effect of healing inducers on subacute TM
perforations, taking advantage of some remaining mitogenic activity before
the need for surgical repair.

Histological analysis of the perforations after 30 days showed that the

XXIX



observation period adopted was sufficient to consider the perforations to be
subacute. In most slides, the perforations presented chronic inflammatory
activity characterized by the absence of myofibroblasts expressing a-smooth
muscle actin which should be present throughout the healing tissue 2. The
absence of myofibroblasts indicates the lack of contraction of healing tissue
and chronicity of the process. In addition, coexisting recurrent acute
inflammatory activity was observed, as demonstrated by vascularization and
the presence of an inflammatory infiltrate and neutrophils which generally
disappeared within a few days after the injury. The presence of cells of the
initial inflammatory phase suggests that the tympanic tissue analyzed
presented, in addition to chronic inflammation, outbreaks of reacutization, a
finding supporting the subacute nature of the lesion.

The present choice of a gelatin sponge was based on the need for the
use of vehicles that allow a slow and sustained release of EGF to favor its
maximum therapeutic potential ?>2®, EGF ointment with gelatin led to a two-
fold increase in the amount of granulation tissue 3 days after treatment and
showed less degradation compared to EGF applied without vehicle ®®. An
exposure time of the TM to EGF of at least 72 h was adopted to permit DNA
synthesis and maximum cell division ©.

The outcome of treatment of TM perforations differed between groups.
Partially and/or completely healed perforations were twice more frequent in
the EGF and EGF + pentoxifylline groups compared to the other groups,
whereas unhealed perforations were more frequent in the control and

pentoxifylline groups. Our data cannot be compared with those reported by
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Amoils et al. 1@, Lee et al. ¥ and Dvorak 2 who treated supposedly chronic
TM perforations using two treatment groups (with and without EGF) and
taking into account only completely healed perforations. However, we agree
with Amoils et al. @ and Lee et al. ) that the chance of healing is higher for
ears treated with EGF than for untreated controls.

The mean and standard deviation of the %PA were similar between
groups before treatment, ensuring that the TM perforations were nearly the
same size at this stage. A significant difference in the mean and standard
deviation of the %PA was observed between groups 30 days after treatment,
demonstrating that the drugs affected perforation healing in different
manners. EGF at the dose scheme used resulted in a 30.3% healing rate of
TM perforations over 30 days. This percentage was 1.8 times higher than in
the EGF + pentoxifylline group, 3.5 times higher than in control ears, and 8.4
times higher than in ears treated with pentoxifylline.

Since each healing rate was analyzed after 30 days, considering that
the %PA was 50% of the entire TM area in all groups before treatment and
assuming that the healing rate remains unchanged, healing would be
complete after 1.5 month in the EGF group, 3 months in the EGF +
pentoxifylline group, 5.5 months in untreated ears, and 12.5 months in the
pentoxifylline group.

Studies disagree about the effects of EGF on improving healing of
chronic TM perforations. Amoils et al. ™ and Lee et al. Y observed that
complete healing of perforations was 3 to 4 times higher in EGF-treated ears

than in controls. However, in a similar study Dvorak et al. 2, analyzing the
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effect of long-term EGF treatment, found no difference in the perforation
closure rate between groups. Part of this discrepancy might be due the
mechanical trauma and bleeding induced in the TM during repeated changes
of the gelatin sponge, more than six times per ear, which might have
contributed in part to the higher healing rate in the control group observed in
the last study.

Although EGF has not been released for human use, Ramsay et al. ¥
carried out a clinical trial using EGF to treat patients with chronic otitis media
and observed a similar healing of TM perforations in the study and placebo
groups. Part of these results might be due to the small doses employed and
the short time of exposure to EGF.

The proposal to combine EGF and pentoxifylline was based on the
fact that every tissue needs a certain oxygen tension and blood supply for
mitosis and cell replication and that hypoxia and endotoxins suppress these
events ¢, We hypothesized that the addition of a blood flow inducer such as
pentoxifylline would increase the mitogenic action of EGF on TM healing.
However, we did not find any further advantage of the use of pentoxifylline on
the treatment of chinchilla TM perforations. On the contrary, our data showed
lower healing rates in the groups receiving pentoxifylline. The healing rate
was almost 2 times lower in the EGF + pentoxifylline group than in the EGF
group, and 4.5 times lower in the pentoxifylline group than in the EGF +
pentoxifylline group, showing a tendency toward a significant difference by
the post-hoc test and suggesting that pentoxifylline probably interferes

negatively with the action of EGF. Studies shows that the cellular effects of
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pentoxifylline, in special phosphodiesterase inhibition, are not restricted to
erythrocytes. Intracellular elevation of cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) levels have been reported on fbroblasts and keratinocytes cultures
treated with pentoxifylline, which results in an inhibition of cell proliferation
probably through down-regulation of cytokines and nuclear transcription

factors %829,

Our data are not comparable to those reported by Jull et al. 7,
because they studied the effects of pentoxifylline for treating chronic skin
ulcers. However, our initial expectation with the possible benefits of the
pentoxifylline was much higher since we tested a drug for the treatment of
TM perforations which, according to these authors, was 41% more effective
than placebo in the healing of venous leg ulcers. The good results reported
by Jull et al. (2002) *” might be attributed in part to the previously unknown
anti-inflammatory and antifibrogenic effects of pentoxifylline recently reported
by other authors ©%3Y. According to Stosic-Gruijicic et al. ©® and Raetsch et

al. @b

, pentoxifylline is able to decrease proinflammatory and profibrogenic
cytokines which may down-regulate the expression of growth factors, partially
reducing cell proliferation.

The present results are not directly comparable to those reported by

Lim et al. ©?

, since these authors used pentoxifylline to treat acute TM
perforations in guinea pigs, which have a great chance of spontaneous
healing, a fact that might compromise the experimental analysis of the

isolated effect of the drug. Nevertheless, like these authors we did not

observe additional improvement in the healing rate of TM perforations with
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the use of pentoxifylline.

We conclude that EGF helped in the wound healing of subacute TM
perforations in chinchillas but the same was not observed for pentoxifylline.
The combination of pentoxifylline with EGF had no synergistic effect on the
healing of these perforations. The healing rate of subacute TM perforations
over a 30-day period was 30.3% for the EGF group, 3.6% for the
pentoxifylline group, 16.5% for ears treated with EGF + pentoxifylline, and

8.7% for untreated controls.
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FIGURE LEGENDS
FIGURE 1. Tympanic membrane silicone mold (left) and perforation silicone

mold (right)

FIGURE 2. Myringotomy performed around the mold using an electrode
coupled to an electrical surgical knife (A) and the edges of the perforation

being folded and cauterized to the inner layer (B).

FIGURE 3. The graphics program used to measure the tympanic membrane

area (blue line) and the tympanic membrane perforation area (green line).

FIGURE 4. Tympanic membrane perforation seen at the day (A) and 30 days
after (B) the perforation procedure which showed less than 10% healing and

was included in the treatment protocol.

FIGURE 5. Gelatin sponge placed on the tympanic membrane surface (A)

and the micropipette tip used to add the topical solutions (B).

FIGURE 6. Tympanic membrane (TM) stroma did not expressing (left) and
expressing myofibroblasts (oval dot line) (right) containing a-smooth muscle actin
detected by immunohistochemistry, suggesting on the right wound contraction

and healing in only two of the 14 TM specimens and on the left chronic wound.

FIGURE 7. Subacute inflammatory stages of the tympanic membrane healing
process detected by hematoxylin-eosin staining, showing subepithelial
swelling (arrow) (A) and enlarged blood vessel in the stroma which was filled

with interstitial leukocytes (B).
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FIGURE 8. Number and percentage of ears excluded 30 days after the

tympanic membrane perforation procedure.

FIGURE 9. Outcome of treatment observed in tympanic membrane

perforations.

FIGURE 10. Percent perforated area before and 30 days after treatment.

FIGURE 11. Mean and standard error of the healing rate of tympanic

membrane perforations observed among groups.
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TABLES

Table 1: Comparison of percent perforated area between groups before treatment

%PA Control EGF Pentoxifyline EGF + pentoxifylline p
Mean 52.9 48.3 52.6 51.5
Standard
deviation 7.7 6.2 8.1 7.1
0.572
Minimum 41.1 40.1 39.1 38.6
Maximum 65.1 59.2 68.2 62.7

%PA: percent perforated area; EGF: epidermal growth factor; p: level of
significance (ANOVA)

Table 2: Comparison of percent perforated area between groups 30 days after

treatment
%PA Control EGF Pentoxifyline  EGF + pentoxifylline p
Mean 44.2 18.1 48.9 34.9
Standard
deviation 12.6 9.1 15.1 16.8
. <0.001
Minimum 16.6 8.4 16.4 0.05
Maximum 61.6 30.4 69.1 55.9

%PA: percent perforated area; EGF: epidermal growth factor; p: level of
significance (ANOVA)
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Table 3: Comparison of healing rate of tympanic membrane perforations between
groups

Healing rate  Control EGF  Pentoxifyline EGF + pentoxifylline p

mean 8.7 30.3 3.6 16.5
minimum -0.9 15.1 -13.9 0.09 <0.001
maximum 27.8 40.4 27.1 49.7

EGF: epidermal growth factor; p: level of significance (ANOVA)
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RESUMO

Ramalho JRO. Cicatrizacdo de perfuragcbes subagudas de membrana
timpanica de chinchilas tratadas com fator de crescimento epitelial e
pentoxifilina [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2005. 88p.

Introducédo: O fator de crescimento epitelial € uma citocina capaz de
modular a proliferacdo de células epiteliais e endoteliais in vitro e in vivo. A
pentoxifilina € uma metilxantina que tem sido usada para tratar enxertos de
pele e Ulceras venosas cutaneas. A literatura sobre o tema é controversa e
carece de quantificacdo objetiva das ac6es dos dois farmacos. Este estudo
teve 0s seguintes objetivos: determinar o efeito do fator de crescimento
epitelial e da pentoxifilina utilizados de forma isolada e em associagdo na
cicatrizacdo de perfuragbes subagudas de membranas timpanicas e
guantificar o percentual de cicatrizagdo quando da utilizacdo destes
farmacos isolados ou associados, comparando os resultados obtidos com o
observado em um grupo controle. Métodos: Cinquenta chinchilas foram
submetidas a procedimento para criar perfuracdo de membrana timpanica
em ambas as orelhas, 8 animais foram submetidos a andlise histol6gica
apos 30 dias e os demais 42, aqueles dos quais pelo menos uma orelha
apresentou cicatrizacao inferior a 10%, foram distribuidos em quatro grupos:
controle, fator de crescimento epitelial, pentoxifilina ou fator de crescimento
epitelial associado a pentoxifilina. Resultados: A andlise histologica
evidenciou que o periodo de observacdo adotado foi suficiente para
considerarmos subagudas as perfuracbes de membrana timpanica. O
percentual de cicatrizagdo de perfuragcbes subagudas de membrana
timpanica no periodo de 30 dias mostrou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (ANOVA; p < 0,001) e foi de 30,3% no grupo
tratado com fator de crescimento epitelial, de 3,6% no grupo que recebeu
pentoxifilina, de 16,5% no grupo tratado com fator de crescimento epitelial
associado a pentoxifiina e de 8,7% na auséncia de tratamento.
Conclusdes: O fator de crescimento epitelial auxiliou o processo de
cicatrizacdo de perfuragbes subagudas de membranas timpéanicas de
chinchilas, o que nédo se observou com a pentoxifilina. A associacdo da
pentoxifilina com o fator de crescimento epitelial ndo potencializou seu efeito.

Descritores: Orelha média, membrana timpéanica, timpanoplastia,
miringoplastia, chinchila, cicatrizagdo de feridas, fator de
crescimento epidérmico, pentoxifilina, perfuracdo de membrana

timpanica.



SUMMARY

Ramalho JRO. Healing of subacute tympanic membrane perforations in
chinchillas treated with epidermal growth factor and pentoxifylline [thesis].

Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2005. 88p.

Introduction: EGF is a cytokine able to modulate the proliferation of
epithelial and endothelial cells in vitro and in vivo. Pentoxifylline is a
methylxanthine that has been used to treat skin flaps and venous leg ulcers.
Studies on this subject are controversial and objective quantitative data
regarding the action of EGF and pentoxifylline on the TM healing are lacking.
The aims of the present study were to determine the effect of epidermal
growth factor (EGF) and pentoxifylline and to quantify the healing rate of
subacute tympanic membrane (TM) perforations treated with these drugs in
combination or alone, and to compare the results with a control group.
Methods: We studied 50 chinchillas submitted to TM perforation; eight were
select for histological analysis after 30 days and among the others 42 those
shown little or no healing were distributed into four groups: control, EGF,
pentoxifylline or EGF with pentoxifylline. Results: Histological analysis
showed that the observation period adopted was sufficient to consider the
TM perforations to be subacute. The healing rate of subacute TM
perforations over a 30-day period showed significant difference between the
groups (ANOVA; p < 0.001) and was 30.3% for the EGF group, 3.6% for the
pentoxifylline group, 16.5% for ears treated with EGF with pentoxifylline and
8.7% for untreated controls. Conclusion: EGF helps in the healing of
subacute TM perforations in chinchillas but the same was not observed for
pentoxifylline. The combination of both drugs had no synergistic effect on the
healing of these perforations.

Descriptors: Middle ear, tympanic membrane, tympanoplasty, myringoplasty,
chinchilla, wound healing, epidermal growth factor,
pentoxifylline, tympanic membrane perforation.
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A membrana timpanica (MT) participa ativamente das doencas da
orelha média, refletindo-as por meio de bolsas de retracdo, perfuracdes,
efusdo e timpanoesclerose’. As perfuracdes sdo orificios decorrentes de
alteracdes estruturais do tecido timpanico, caracterizando-se histologicamente
por epitelizacdo dos seus bordos*®. Nas perfuracbes cronicas, o epitélio
escamoso estratificado que compbe a camada externa prolonga-se
medialmente, alcanca o epitélio cuboidal simples da camada interna e
estabelece uma juncéo escamo-cubica®.

A infeccdo é a causa mais frequente de perfuragcdo da MT e sua
prevaléncia atinge de 1% a 3% da populacdo norte-americana’. As perfuracdes
cronicas originam-se geralmente de infec¢Ges recorrentes, que provavelmente
interferem no processo fisioldgico de cicatrizacdo por inibicdo da atividade
mitogénica local e pela grande concentracdo de proteases ativas®. O trauma
representa a segunda maior causa de perfuracdes, com prevaléncia de 0,6%
entre norte-americanos®. A taxa de cicatrizacdo espontanea, apds perfuracéo
traumatica da MT, varia de 78,7% a 88%°'’. A probabilidade de cicatrizagéo
espontanea diminui com o aumento da perfuragcéo, na presenca de infeccdes
associadas, na faixa etaria acima dos 50 anos e nos traumas cujos

mecanismos incluam necrose tecidual extensa®’ %2,
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As manifestacdes audiol6gicas podem incluir perda auditiva condutiva
com intervalo entre via aérea e via 6ssea de 14 dB a 40 dB, zumbido,

4513 O tratamento das perfuracbes visa

plenitude auricular e otorréia
cicatrizar o tecido timpanico para prevenir infecgdes e restaurar a audicdo. A
literatura sobre o tema tem focado duas principais linhas de pesquisa
cientifica. A primeira inclui a cicatrizacao das perfuracdes por meio de novas
matrizes protéicas que promovam suporte e sirvam de guia para o tecido em
regeneracdo (miringoplastia)'**®. A segunda visa induzir a proliferacdo e
migragdo celular por meio de mitégenos (fatores moduladores de
crescimento) ou indutores do fluxo sanguineo (agentes hemorreolégicos).

A timpanoplastia representa o recurso cirdrgico mais utilizado no
reparo de perfuragbes cronicas de MT. Enxertos autdlogos de fascia
temporal e de pericondrio de cartilagem tragal sdo os mais em voga’!’'8,
Estudos retrospectivos e prospectivos de pacientes submetidos a
miringoplastia mostram que o sucesso de pega dos enxertos varia de 75% a
97%, independente da técnica e do tipo de matriz usada'’?. Mesmo em
caso de disfuncéo tubaria associada, os resultados cirirgicos sdo bons em
73% dos casos, ndo constituindo contra-indicacdo para o procedimento®.
Também nao existe relacdo entre a pega do enxerto e a area ou o grau de
pneumatizacdo da mastéide?.

Nas ultimas décadas, a biotecnologia recombinante permitiu a sintese
em larga escala de fatores de crescimento (FC), habitualmente encontrados

no soro e em tecidos. Estas citocinas, moduladoras do crescimento celular

em culturas de células in vitro®*?, tém sido usadas em estudos experimentais
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e ensaios clinicos na cicatrizacao de tecidos e sédo op¢des promissoras no
reparo de perfuracdes de MT®26-3¢,

O fator de crescimento epitelial (FCE) é uma destas citocinas, capaz de
modular a proliferacdo e quimiotaxia de células epiteliais, endoteliais,
fibroblastos e queratindcitos®*®’. Receptores especificos para o FCE foram
detectados na MT de animais e de humanos®*“°. Estudos experimentais e
ensaios clinicos investigaram a eficacia do FCE em promover a cicatrizacao
de perfuracbes de MT. Alguns observaram diferenca estatisticamente

31,32,38

significante entre os grupos controle e de estudo 42,

, enguanto outros néo

Os agentes hemorreoldgicos sdo farmacos capazes de intensificar a
perfusdo e a cicatrizacdo em tecidos isquémicos. A pentoxifiina € uma
metilxantina com estas propriedades. E capaz de promover o aumento do
fluxo sanguineo e da tensdo de oxigénio em tecidos com microcirculacao
periférica deficitaria®**°, aumentando as chances de cicatrizacdo de Ulceras
venosas de perna*. Contudo, o Unico estudo experimental em perfuracdes
de MT ndo conseguiu mostrar beneficios com o uso da pentoxifilina®”.

A literatura sobre o tema € controversa e carece de quantificacao
objetiva das ac¢des do FCE e da pentoxifilina na cicatrizacao de perfuracdes de
MT. Delineamos este estudo experimental para testar as seguintes hipéteses:

a) O FCE e a pentoxifilina aumentam o percentual de cicatrizagao de
perfuracdes de MT.

b) A associacdo do FCE com a pentoxifilina tem efeito sinérgico e

potencializa o percentual de cicatrizacdo de perfuracdes de MT.
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Este estudo teve os seguintes objetivos:

a) Determinar o efeito do fator de crescimento epitelial e da
pentoxifilina utilizados de forma isolada e em associacdo na cicatrizacao de
perfuracdes subagudas de membranas timpanicas de chinchilas.

b) Quantificar o percentual de cicatrizacdo observado em perfuracdes
subagudas de membranas timpéanicas de chinchilas quando da utilizagéo de
fator de crescimento epitelial e pentoxifilina isolados ou associados,

comparando os resultados obtidos com o observado em um grupo controle.
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3.1 Histologia da Membrana Timpanica

Lim“® analisou a pars tensa de 20 MT humanas obtidas de cadaveres
e observou que o epitélio escamoso estratificado é composto pelas camadas
cérnea, granular, Malpighiana e basal; o estroma pelas camadas
subepidérmica, de fibra radial, de fibra circular e submucosa; e o epitélio
cuboidal por camada Unica de células com microvilosidades. Segundo este
autor, a MT possui de oito a 10 mm de diametro e de 30 a 90 mm de espessura.

Govaerts et al.* avaliaram MT de cadéaveres com éareas de atrofia e
de neotimpano. Os autores citam que a reducdo abrupta da espessura
tecidual na area cicatrizada ocorre a custa de adelgacamento do estroma,

com espessura total da MT de 35 mm (epitélio escamoso 20 mm, estroma 15

mm e epitélio cuboidal menor que 1 mm).

Masaki et al.>®

, em estudo experimental com chinchilas, observaram que
a pars tensa da MT possui trés porcdes bem definidas: epiderme, com vérias
camadas de epitélio escamoso queratinizado e membrana basal; estroma,
porcdo mais espessa composta principalmente por fibras colagenas radiais e
fibras circulares escassas; e epitélio cuboidal com camada simples de células.

Vrettakos et al.>’ descreveram a anatomia da orelha média de 12

chinchilas adultas e observaram MT disposta paralelamente a parede medial
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do meato acustico externo (MAE), com diametro médio dorso-ventral de 8,3
mm e rostro-caudal de 8,5 mm, com circunferéncia média de 26,5 mm e area
média de 60,4 mm?.

Amoils et al.***? analisaram MT de chinchilas e relataram que as
mesmas possuem em média 64 mm de espessura da pars tensa (o epitélio
escamoso com 9 mm, o estroma com 49 mm e o epitélio cuboidal com 6 mm

de espessura).

1.3 em estudo descritivo de 60 orelhas de 30 chinchilas neonatas,

Hsueta
observaram que a espessura da MT em sete por¢bes da mesma tem média
geral de 24 mm, semelhante a observada pelo mesmo autor para animais

adultos, o mesmo acontece com o didmetro timpanico médio que foi de 8,5 mm.

3.2 Cicatrizacéo Tecidual Espontéanea

Mclntire e Benitez'? realizaram perfuraces traumaticas em 36 MT
de gatos e observaram que o tempo para cicatrizagcdo espontanea das
mesmas € proporcional ao tamanho da perfuracdo. As perfuracbes que
correspondem a 50% da area total da MT cicatrizam por completo em
tempo médio de 38 dias.

Reijnen e Kuijpers® observaram, apds perfuracfes traumaticas em
gatos e camundongos, atividade mitética mais intensa no anulus, no cabo do
martelo e nas pregas maleares, sendo escassa na por¢ao central da pars
tensa. Citam que a atividade proliferativa do epitélio esta associada as areas

de maior vascularizacdo e que estas areas se modificam. Uma semana apoés
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a perfuracdo, nova rede vascular se forma circundando a area perfurada,
fato que coincide temporalmente com o aumento da atividade mitética local.
Segundo os autores, as perfuracdes pequenas cicatrizam entre 10 e 14 dias
e as totais em cinco semanas.

Griffin®, em estudo retrospectivo de 227 perfuracdes traumaticas em
humanos, mostrou que 40% daquelas com tamanho entre 50% e 75% da
area total da MT ndo cicatrizam espontaneamente. Observou ainda que
cerca de 70% de todas as perfuracdes traumaticas agudas cicatrizam
espontaneamente em 30 dias, independente do mecanismo de trauma,
percentual este que cai para 18% nos meses subseqtientes.

Stenfors et al.>®

realizaram perfuracdes traumaticas riniformes centrais e
marginais nos quadrantes posteriores da MT de gatos e ratos. Observaram
cicatrizagao total entre nove e 11 dias nos ratos e de 12 a 14 dias nos gatos.

Na tentativa de determinar os mecanismos celulares e fatores
responsaveis pela falha na cicatrizagdo tecidual, Bankey et al.*® estudaram
os efeitos da hip6xia e de endotoxinas sobre a proliferacao de fibroblastos.
Observaram supressao significante no indice de proliferacédo de fibroblastos
nos meios de cultura submetidos a hipéxia e as endotoxinas.

Amoils et al.>* descreveram modelo experimental de perfuracdo de
MT em 19 chinchilas e apés seis semanas observaram auséncia de
cicatrizacdo em 84% das orelhas.

Kristensen™, em revis&o sistemética de 500 artigos sobre perfuracées

traumaticas em humanos, observou uma média de cicatrizagdo espontanea

de MT de 80%. Este percentual cai para 39% quando 0 mecanismo
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patogénico da perfuracdo é térmico. Segundo o autor, 0o tempo para
cicatrizacdo espontanea varia de uma a seis semanas.

Martin®’ e Werner e Grose®, em artigos de revisdo, relataram que a
cicatrizagdo envolve uma sequéncia de eventos coordenados, didaticamente
divididos em trés fases: infiltracdo celular nos primeiros trés dias (fase
inflamatoria), deposicdo de tecido de granulacdo de trés a dez dias (fase
proliferativa) e remodelacdo que se inicia apds 10 dias, podendo durar meses.
Segundo os autores, toda lesdo tecidual é sucedida por formacgdo de coagulo e
degranulacdo das plaquetas que sado reservatorios de citocinas e de FC. Estes
agentes quimiotaticos recrutam células inflamatorias circulantes que atingem o
sitio da lesdo em poucos minutos. Os neutréfilos sdo os primeiros a chegar,
seguidos dos mondcitos e linfocitos, e desaparecem em poucos dias fagocitados
pelos macréfagos teciduais. Estas células inflamatérias também liberam citocinas
e FC implicados na fase proliferativa da cicatrizac&o, caracterizada pela migracao
e proliferacao de queratindcitos e fibroblastos. Estes adquirem fenétipo contratil e
transformam-se em miofibroblastos, fundamentais na contracdo da lesdo em
cicatrizacdo. A cicatrizacdo da ferida sinaliza a fase de remodelagcdo, com
reducdo na proliferacdo e equilibrio entre a sintese e degradacdo de
componentes da matriz extracelular pela acéo de proteases e colagenases.

Valtonen et al.>® compararam o tempo de cicatrizacdo espontanea de
perfuracdes realizadas nos quadrantes inferiores da MT de 18 chinchilas.
Observaram que o tempo médio para cicatrizacdo espontanea de
perfuragdes feitas com bisturi a frio € menor do que com laser de diéxido de

carbono (COy), sendo de 10 e 22 dias, respectivamente. Relataram que a
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paténcia média das perfuracfes riniformes € maior que a das circulares,
sendo de 26 e 11 dias, respectivamente.

Lorena et al.*®, em artigo de revis&o, relataram que os miofibroblastos
sdo os principais envolvidos na sintese da matriz extracelular. Segundo os
autores, na fase de granulacdo uma elevada proporcdo destas células
expressa a-actina de musculo liso. Apds epitelizacdo total do tecido a
contracdo cessa, 0os miofibroblastos contendo a-actina desaparecem por

apoptose e a celularidade diminui, surgindo fibroblastos maduros.

3.3 Caracterizacao das Perfuracdes de Membrana Timpanica

Taylor e McMinn®® compararam MT de cobaias submetidas &
perfuracdo experimental com perfuragdes cronicas de MT humana. Nestas
observaram hiperplasia epitelial e atividade mitética intensa na camada
epitelial basal e no tecido conectivo dos bordos da perfuragcdo. Sugerem que
a falta de cicatrizacdo espontanea ndo se deve a auséncia de mitose e sim
ao desequilibrio entre mecanismos de proliferacdo e remodelacéo.

Somers et al.®* estudaram as MT de 30 pacientes consecutivos
submetidos a miringoplastia por otite média crbénica simples (OMCS).
Observaram hiperplasia epitelial e hiperqueratose caracterizada por oito ou
mais camadas celulares em 83% dos casos, com espessura média das MT
de 0,11 mm a meio caminho entre o anulus e a perfuragdo. A juncéo
escamo-cubica foi encontrada nos bordos da perfuracdo em 67% dos casos,

medial aos bordos em 30% dos casos e lateral a estes em apenas 3%.
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3.4 Modelos Experimentais de Perfuracdo de Membrana Timpanica

Os modelos experimentais de perfuracdo de MT podem ser divididos
em trés tipos de acordo com a metodologia empregada: uso de substancias
inibidoras da cicatrizacdo (glutaraldeido, mitomicina C, hidrocortisona),
animais geneticamente modificados (com disfuncéo do processo cicatricial) e
modelos cirargicos.

Amoils et al.*?

descreveram modelo cirargico experimental em orelhas
de 19 chinchilas submetidas a perfuracdo circular com algca térmica,
escarificacdo do epitélio cuboidal, incisdes radiais e inversdo medial dos
bordos, induzindo a formacao de anel epitelial fibroso. Apds seis semanas,
observaram perfuracao da MT em 84% dos casos.

Spandow e Hellstrdém® perfuraram os quadrantes posterior e superior
da MT de ratos, apés o qué 21 orelhas foram tratadas com 20 nm de
hidrocortisona tépica a 2% (grupo de estudo) e 11 orelhas com agua
destilada (grupo controle). Observaram cicatrizagdo total em 100% das
orelhas do grupo controle, entre nove e dezessete dias, e perfuragcdo nao
cicatrizada ap6s 90 dias em 33% das orelhas do grupo de estudo.

. realizaram perfuracdo de 80% da area das MT de 14

Truy et a
caes. As orelhas foram tratadas com glutaraldeido a 2% ou ndo receberam
tratamento. Os autores observaram, entre a 32 e a 142 semana, cicatrizacao
total em 100% das orelhas que néo receberam tratamento e em 43% das
tratadas, diferenca estatisticamente significante. Observaram 57% de

perfuracdes nao cicatrizadas, ap0s 15 semanas, nas orelhas que receberam

glutaraldeido.
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Vrabec® comparou o tempo para cicatrizacdo total de perfuracées
agudas dos quadrantes posteriores das MT de 24 ratos, divididos em trés
grupos: a) controle, b) diabetes tipo |1 (insulinopenia induzida por
estreptozotocina) e c) diabetes tipo 1l (modificados geneticamente e com
obesidade, hiperglicemia e resisténcia a insulina). O tempo médio para
cicatrizacao total foi de oito, nove e 11 dias nos grupos a, b e c, respectivamente.
A comparagcdo entre 0s grupos mostrou diferenca estatisticamente
significante, com maior tempo para cicatrizacado das perfuracdes nos ratos
com diabetes tipo IlI.

O'Reilly et al.®® realizaram perfuracéo total na MT de 24 ratos tratados
com 0,2 mg/ml de mitomicina C (grupo de estudo) ou agua destilada (grupo
controle). Observaram cicatrizacao total em 100% das perfuracdes do grupo
controle em 14 dias e em 92,5% das perfuracdes do grupo de estudo 44 dias

apos o procedimento, diferenca significante no retardo da cicatrizacdo para

este ultimo.

3.5 Fatores de Crescimento

Os FC sao polipeptideos e mediadores bioldgicos, liberados pelo
sangue ou tecido, capazes de modular a proliferacdo celular ao se ligarem a
receptores especificos de membrana. Isto dispara uma cascata enzimética
de eventos intracelulares que pode resultar em diferenciagcdo e migracéo
celular, sintese de componentes da matriz extracelular e angiogénese. O

estimulo pode ser excitatério ou inibitério, a depender do contexto das
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demais moléculas sinalizadoras. O gradiente de concentracdo dos FC
aumenta progressivamente e, uma vez alcancada a concentracdo tecidual
minima, as células alvo ativadas entram em mitose®*33,

Bennett e Schultz® e Werner e Grose® relataram que os FC liberados
pela degranulacdo das plaguetas e responsaveis pela quimiotaxia de
neutréfilos, mondcitos e linfocitos durante a fase inflamatéria da cicatrizacao
incluem: fator de crescimento derivado de plaqueta (FCDP), fator de
crescimento insulina simile (FCIS), FCE e fator de crescimento
transformador beta (FCT-b). Segundo os autores, ao atingirem o tecido em
cicatrizacdo, essas células tornam-se fontes importantes de fator de
crescimento transformador alfa (FCT-a), FCT-b, fator de crescimento
derivado de macréfago (FCDM), fator de crescimento de fibroblasto (FCF),
fator de crescimento epitelial ligado a heparina (FCELH) e citocinas,
responsaveis por deflagrar a fase proliferativa da cicatrizacdo, com aumento
da celularidade local as custas de fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais. Estas liberam FCIS, FCF, FCT-a, FCT-b, FCDP e fator de
crescimento de queratinécitos (FCQ) que mantém o estimulo proliferativo, a
sintese de componentes da matriz extracelular e a neoformacéo vascular.

Werner e Grose® descreveram que as cinco principais familias de FC

sdo: FCE, FCDP, FCIS, FCT-b e FCF. A familia do FCE inclui nove
membros, entre eles: FCE, FCT-a, FCELH, amfirregulina, epirregulina,

betacelulina, neurregulinas, epigen e proteinas codificadas por poxvirus.
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3.5.1 Fator de crescimento epitelial

Savage et al.®

isolaram pela primeira vez o FCE em glandulas
submandibulares de camundongos adultos e descreveram-no como um
polipeptideo com 53 aminoé&cidos, cadeia simples e peso molecular de
6045 Da.

1.°” e Cohen e Carpenter® detectaram na urina humana

Starkey et a
uma citocina com propriedades imunoldgicas e bioldégicas semelhantes as do
FCE de camundongos. Esta estimula o crescimento de cultura de
fibroblastos humanos e de células epiteliais de cérnea e promove a abertura
prematura de palpebra de camundongos neonatos. Apesar da similaridade
biolégica, as propriedades fisicas e quimicas sao diferentes. O FCE humano
apresenta peso molecular discretamente menor, carga negativa maior e
aminoacidos diferentes do FCE de camundongo. Ambos competem pelo
mesmo receptor de superficie celular e anticorpos contra o FCE de
camundongos reagem de forma cruzada contra o FCE humano.

Hom?, em artigo de revisdo, observou que apesar de sua diversidade
estrutural o FCE possui atividade biolégica semelhante entre as diferentes
espécies de mamiferos. E produzido por macréfagos, plaquetas e células
epiteliais, induz a proliferacdo e quimiotaxia de células epiteliais, endoteliais,

fibroblastos e queratinécitos e a sintese de glicosaminoglicanos.



REVISAO DA LITERATURA - 17

3.5.2 Bases para terapia com fatores de crescimento

Aharonov et al.®

compararam os tempos de exposicdo ao FCE
necessarios para que ocorra: divisdo celular, ligacao aos seus receptores e
modulacdo para menos dos mesmos. Observaram que, ap0s quatro horas, a
cultura de fibroblastos incubada com 60 ng/ml de FCE de camundongos tem
receptores de superficie celular com 85% menos capacidade de ligacdo a
esta citocina, fato que ocorre por reducdo na expressao dos receptores e
ndo por menor afinidade dos mesmos. O pico de sintese de &cido
desoxirribonucléico (DNA) maximo ocorre apés 22 horas de exposicdo e a
divisdo celular apés trés dias, demonstrando a necessidade de exposicao
continua ao FCE para que haja resposta biologica plena.

Buckley et al.?*® testaram o FCE de camundongos, em veiculo de
liberacéo lenta, implantado no subcutédneo de ratos. Cada animal recebeu
dois discos de esponja de polivinil contendo pilulas de colesterol,
metilcelulose e lactose com 10 ng/d ou 20 ny/d de FCE e duas esponjas
placebo. A anéalise mostrou que o sistema de liberacao lenta promove maior
extensdo e organizacao do tecido de granulacdo no sétimo dia, quantidade
de coldgeno formada 41% maior, percentual de DNA na é&rea em
cicatrizacdo 100% maior e histologicamente maior celularidade e
angiogénese do que o placebo.

.%” realizaram incisdo seguida de sutura da pele do dorso

Brown et a
de ratos e observaram que o tratamento com dose Unica de 10 ng de FCE
nao promove aumento na forca de tensdo das suturas em relacdo ao grupo

gue nao recebe tratamento. Observaram que 50 ng de FCE veiculado em
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500 ni de solucdo tamponada, trés vezes ao dia, por cinco dias, aumenta em
35% a forca de tensdo das suturas em relagdo ao grupo controle. A
quantidade residual de FCE marcado com iodo 125 (I**®), 24 horas apéds a
incisdo, foi de 22% quando veiculado em soro fisiolégico, 23% em acido
hialurénico, 37% em lipossomos lamelares simples e 62% em lipossomos
multilamelares, diferenca estatisticamente significantemente para este
tltimo. O tratamento com dose Unica de 5 ng de FCE veiculado em

lipossomos multilamelares promoveu 200% de aumento na forca de tensao
das suturas em relagcédo ao grupo controle sete e 14 dias apés a inciséo.

Brown et al.*®

, em ensaio clinico duplo-cego placebo-controlado e
randomizado com 12 pacientes auto-pareados, compararam a eficacia do
tratamento tépico com FCE e placebo sobre o percentual de cicatrizacao de
areas doadoras de enxerto de pele. Cada paciente apresentava duas areas
doadoras que foram tratadas com creme contendo 10 ng/ml de FCE ou
placebo. O tempo médio para ocorréncia de 75% a 100% de cicatrizacdo da
area doadora foi 1,5 dias menor para o FCE do que para o placebo,
diferenca que se mostrou estatisticamente significante.

Okumura et al.®® estudaram o efeito do FCE na cicatrizac&o de feridas
abertas na pele do dorso de ratos. Relataram que o FCE tdpico isolado ndo
contribui para cicatrizacdo, porém quando associado aos inibidores de
proteases (nafamostate ou mesilato de gabexate) ou a gelatina (colageno
termodesnaturado) acelera o percentual de cicatrizacéo de feridas abertas. A

guantidade de tecido de granulacdo formada foi significantemente maior nos

grupos que receberam FCE associado aos inibidores de proteases (trés vezes
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maior) ou a gelatina (duas vezes maior) do que no tratado com FCE isolado. A
taxa de degradacdo do FCE marcado com I foi significantemente menor nos
grupos em que este foi associado aos inibidores de proteases ou a gelatina.
Bennett e Schultz® testaram a hipétese de tecidos em fase de
cicatrizacdo conterem pequenas quantidades de FC ativos. Compararam
culturas de fibroblastos humanos divididas em quatro grupos que receberam
0S seguintes tratamentos: soro sanguineo, soro coletado de ferida cirdrgica
em cicatrizacdo aguda (cicatrizacdo por primeira intencdo), soro de feridas
abertas (cicatrizagdo por segunda intencdo) ou soro de feridas em
cicatrizacdo cronica. A sintese de DNA nas culturas tratadas com soro de
ferida em cicatrizacdo aguda € duas a trés vezes maior do que nas tratadas
com soro sanguineo, é baixa nas feridas abertas e ausente nas feridas
cronicas. Segundo os autores tais fatos ocorreram nao por auséncia de FC,
gue estdo presentes em baixa quantidade nas feridas em cicatrizacéo
cronica, mais sim pela grande quantidade de proteases ativas, 125 vezes

maior do que o observado no soro de feridas em cicatrizagcdo aguda.

3.5.3 Expressao dos fatores de crescimento na membrana timpéanica
O’Daniel et al.® foram os primeiros a pesquisar a expressédo de
receptores para o FCE em MT de porcos. Usaram auto-radiografia, FCE néo
marcado e FCE marcado com [°. Observaram que todas as camadas da
MT possuem receptores especificos de alta afinidade para esta citocina,
sendo a densidade de receptores duas vezes maior no epitélio escamoso

estratificado do que a soma da densidade das demais camadas.
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Mondain e Ryan® compararam a expressdo do FCE em MT integras
de cobaias com aquela de MT submetidas a perfuracdo no quadrante
postero-superior. Nas primeiras, o FCE esta4 presente principalmente no
anulus, nas células epiteliais basais e no estroma. Trinta e seis horas apos a
perfuracdo, o FCE passa a ser detectado nos bordos da perfuracdo e sua
expressdao aumenta no anulus, nas células epiteliais basais e nos
polimorfonucleares. O pico maximo de expressdo desta citocina ocorre trés
dias ap6s a perfuracdo, com declinio apés cinco dias.

Somers et al.** compararam a express&o de receptores para o FCE e
para o FCT-b em MT de pacientes com OMCS, submetidos a timpanoplastia
total, com MT normais de cadaveres removidas na integra nas primeiras 12
horas ap6s a morte. A imunorreatividade para receptores do FCE é intensa
nas MT normais e nas perfuradas, mesmo quando se considera a expressao
nos bordos da perfuracdo. A reacdo é mais intensa na membrana basal e na
camada basal do epitélio escamoso estratificado e diminui gradualmente em
direcdo as camadas mais superficiais. Pouca ou nenhuma reatividade é
observada no estroma. J& a imunorreatividade para receptores do FCT-b é
nitidamente diferente entre os grupos, sendo escassa ou ausente nas MT
normais e intensamente positiva nas MT perfuradas, em especial no estroma

dos bordos das perfuracoes.
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3.5.4 Tratamento de perfuragcbes de membrana timpéanica com fator de
crescimento epitelial

O'Daniel et al.®

realizaram perfuracdo nos quadrantes posteriores da
MT de gatos e estas foram tratadas com 20 pg de FCE diluidos em 200 pl de
soro fisiolégico ou com 200 pl de soro fisioldgico puro, até cicatrizacéo total ou
a eutandsia dos animais. As MT tratadas com FCE apresentaram
histologicamente mais hiperplasia do estroma e do epitélio escamoso
estratificado do que as demais. Num segundo experimento, oito MT foram
submetidas a perfuracao total e divididas em quatro grupos que receberam os
seguintes tratamentos: dose Unica de 125 ng de FCE em 500 ni de hidrogel,
500 m de hidrogel, dose unica de 50 nmg de FCE em 500 m de esponja de
gelatina e 500 m de esponja. O percentual de area cicatrizada apos seis dias
foi de 95% para as MT tratadas com FCE em hidrogel ou em esponja de

gelatina e de 85% para as MT tratadas com hidrogel ou esponja puros.

Amoils et al.3!

realizaram perfuracdes de cerca de 50% na MT de 16
chinchilas. As perfuragbes de MT que ndo cicatrizaram de seis a oito
semanas foram submetidas a remocédo do anel epitelial fibroso, recobertas
com papel e esponja de gelatina e tratadas com de 25 ni de solugdo com 1
mg/ml de FCE ou 25 ni de soro fisioldgico, trés doses em dias alternados.
ApGs oito semanas, 0s autores observaram cicatrizagdo total das
perfuracdes em 81% das orelhas tratadas e em 25% das orelhas controle.
Lee et al.** usaram o mesmo protocolo experimental de Amolis et al.*!,

porém sem remocao do anel epitelial fiboroso dos bordos da perfuracdo e

aplicaram o FCE sobre a esponja de gelatina posicionada em contato direto
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com a MT. As orelhas de 15 chinchilas foram tratadas com a mesma
concentracéo e dosagem citada por Amolis et al.**. Houve cicatrizac&o total
das perfuracbes em 80% das orelhas tratadas e em 20% das orelhas
controle. Num segundo experimento com 16 chinchilas, concentracbes 50%
e 75% menores do que a anterior foram testadas. As perfuracdes foram
tratadas com 25 m de solugdo com 0,5 mg/ml de FCE ou 25 ni de solugéo
com 0,25 mg/ml de FCE. Os autores observaram cicatrizagao total em 75%
e 87% das orelhas tratadas, respectivamente.

Dvorak et al.*

testaram a hipétese de que perfuragcbes de MT
apresentam maior percentual de cicatrizac&o total em chinchilas submetidas a
tratamento prolongado com FCE. Das 102 orelhas submetidas a perfuragao
de MT semelhante ao descrito por Amolis et al.*!, 32 orelhas apresentaram
perfuracdes ndo cicatrizadas apds oito semanas, 20 foram descartadas por

Obito e 50 por cicatrizacdo. As orelhas foram tratadas por seis semanas com

trés doses semanais de 50 m de solugéo contendo 0,25 mg/ml de FCE ou 50

m de soro fisiol6gico. Estas foram aplicadas sobre esponja de gelatina em
contato direto com a MT como descrito por Lee et al.*?>. Houve cicatrizag8o
total em 100% das orelhas tratadas e em 80% das orelhas controle, com
tempo médio de cicatrizacao de 3,4 e 3,3 semanas, respectivamente.

Ramsay et al.* testaram o FCE em ensaio clinico com 16 pacientes com
OMCS e um com perfuracdo apés trauma. As perfuracbes foram recobertas
com papel e esponja de gelatina e tratadas com duas aplicagbes de 0,5 ml de
solucdo contendo 0,25 mg/ml de FCE ou 0,5 ml de soro fisiolégico por uma

semana. Ap6s 30 dias de seguimento o cédigo placebo-vero foi quebrado,
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sendo oferecida aos pacientes com perfuracbes néo cicatrizadas a
possibilidade de tratamento com FCE ou miringoplastia. Oito pacientes
receberam tratamento adicional. Os autores observaram cicatrizagéo total em
um paciente do grupo controle e em nenhum do grupo de estudo. Nos grupos
de estudo e controle o tamanho percentual das perfuracdes foi 7,7% e 14,9%
antes do tratamento, 7,4% e 12,2% depois do tratamento e a diminuicéo
média no tamanho das perfuracdes foi de 0,3% e 2,7%, respectivamente. Ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Chauvin et al.” distribuiram as MT de sete cobaias, com 90% de area
perfurada, em quatro grupos de tratamento: 1 mg de acido hialurbnico
diluido em 0,1 ml de vasocidina, 0,4 ng de FCF em 0,1 ml de vasocidina, 1
ng de FCE em 0,1 ml de vasocidina e 0,1 ml de vasocidina (controle). As MT
foram tratadas uma vez por semana até que ocorresse cicatrizacdo ou por
32 dias, tempo esperado para realizar a eutanasia. Houve cicatrizacao total
das perfuracdes em 100% das orelhas tratadas com &cido hialurdénico e FCE
apos 21 dias. As orelhas tratadas com FCF e as do grupo controle tiveram
86% e 64% de cicatrizacdo apés 32 dias. Os trés grupos de tratamento
cicatrizaram mais rapido que o controle.

Gineri et al.”

realizaram perfuracdo no quadrante péstero-superior
da MT de 30 ratos aleatoriamente divididos em quatro grupos de tratamento:
10 ni de solugdo contendo &cido hialurénico a 1%, 400 ng/ml de FCE, 2 mg/ml
de mitomicina C ou que nao recebeu tratamento. As MT foram tratadas

diariamente até cicatrizacdo total ou eutanasia. O tempo médio para cicatrizacao

total foi de 8,8 dias no grupo tratado com &cido hialurénico, 7,4 dias com
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FCE e 15 dias nas MT que nao receberam tratamento. O grupo mitomicina C
ndo apresentou cicatrizacdo apos 60 dias de observacdo. O tempo para
cicatrizacao foi menor para orelhas tratadas com acido hialurénico e FCE em

comparagao com as orelhas nao tratadas.

3.6 Drogas Indutoras do Fluxo Sanguineo

Os farmacos hemorreolédgicos tém sido classicamente usados para
intensificar a perfuséo e a cicatrizacdo em tecidos isquémicos. A pentoxifilina
€ uma metilxantina com estas propriedades. Apesar de amplamente usada
pelos beneficios comprovados como droga vasodilatadora periférica, ganhou
interesse pela descoberta de efeitos farmacologicos antiinflamatério e
imunomodulador, antes desconhecidos "7+,

Ward e Clissold®®, em artigo de revisdo, citam que os efeitos
farmacodindmicos priméarios da pentoxifilina incluem o aumento do fluxo
sanguineo e da tensdo de oxigénio tecidual por modificacdo das
caracteristicas hemorreoldgicas do sangue. A pentoxifilina atua como inibidor
ndo especifico da fosfodiesterase, enzima celular que converte o adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) em adenosina monofosfato (AMP). O aumento da
deformidade eritrocitaria induzida pelo farmaco ocorre por aumento do
adenosina trifosfato (ATP) e de outros nucleotideos ciclicos. A redugédo na
viscosidade sanguinea e plasmatica ocorre por diminuicdo na concentracédo

de fibrinogénio plasmético, tanto por aumento da atividade fibrinolitica como

por diminuicdo na producdo de fibrinogénio. A inibicdo da agregacéo
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plaquetaria ocorre por estimulo da endoperoxidade que converte o &cido
aracdbnico em prostaciclina (anti-agregante plaguetario) na parede dos vasos
e por aumento do AMPc que inibe a ciclo-oxigenase diminuindo a sintese de
tromboxano A2 e prostaglandinas (indutores da agregacao plaquetéria).

Nemiroff* investigou a viabilidade de retalhos cutaneos
confeccionados na pele do dorso de 60 ratos tratados com oxigénio
hiperbarico associado ou ndo a pentoxifilina. Os ratos foram divididos em
qguatro grupos: a) controle que recebeu soro fisiolégico, b) pentoxifilina, c)
oxigénio hiperbarico e d) pentoxifilina com oxigénio hiperbarico. A
pentoxifilina foi administrada nos grupos b e d na dose de 20mg/kg/d, por via
intra-peritoneal, 24, 12 e uma hora antes da confecc¢éo do retalho e a cada
12 horas nos sete dias que sucederam o mesmo. O soro fisioldgico intra-
peritoneal foi administrado na mesma seqiéncia nos grupos a e c. O
oxigénio hiperbérico a 100% foi usado nos grupos c e d durante duas horas,
a cada oito horas nos primeiros dois dias apés a confeccéo do retalho e a
cada 12 horas nos quatro dias seguintes. Os autores observaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos quanto ao comprimento médio
de retalho viavel. Este foi menor no grupo que recebeu soro fisioldgico,
semelhante nos grupos que receberam pentoxifilina e oxigénio hiperbérico
isoladamente e maior no grupo que recebeu a associacdo dos dois ultimos
tratamentos.

Berman e Duncan’? trataram com pentoxifilina culturas de fibroblastos
obtidos a partir da derme humana normal. Observaram inibicdo dose-

dependente da sintese de fibroblastos, reducdo da producdo de colageno,
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fibronectina e glicosaminoglicanos (componentes da matriz extracelular) e
aumento significantemente da producéo de colagenase.

Armstrong et al.**, em estudo clinico cruzado duplo-cego com 10
porcos, avaliaram a perfusédo e a viabilidade de retalhos miocutdaneos nos
flancos. Os porcos foram divididos em dois grupos que receberam: a) 400
mg de pentoxifilina, por via oral a cada oito horas por uma semana antes e
depois da confeccao do retalho, sendo, apdés uma semana de “wash-out”,
repetida a mesma posologia com placebo; b) o mesmo tratamento em ordem
inversa. Trinta minutos apés o procedimento, a perfusdo e o fluxo sanguineo
medidos no retalho mostraram-se maiores nos animais tratados com
pentoxifilina do que com placebo. A drea média de necrose no sétimo dia de
pos-operatdrio foi 39,7 cm? para o placebo e 30,1 cm? para a pentoxifilina.

Gilhar et al.”

realizaram estudo experimental in vitro e in vivo e
demonstraram que a pentoxifilina inibe de modo dose-dependente a
proliferacdo de queratindcitos em cultura de pele normal nas primeiras 48 a
96 horas de tratamento. A aplicacao topica da pentoxifilina em enxertos de
pele normal de camundongos reduziu significantemente a espessura da
epiderme e a taxa proliferativa dos enxertos, demonstrando seu efeito
antiinflamatoério.

Lim et al.*’ avaliaram os efeitos da pentoxifilina em perfuracdes agudas
de MT. Cinquenta cobaias adultas foram submetidas a perfuracdo com area
de 1 mm por 2 mm nos quadrantes anteriores ao martelo em 98 orelhas e nos

guadrantes posteriores em duas orelhas. Os animais receberam, por 14 dias,

soro fisiologico ou pentoxifilina na dose de 20 mg/kg, por via intra-peritoneal, a
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cada 12 horas. Nenhuma diferenca foi observada entre os dois grupos quanto
ao numero de perfuracbes cicatrizadas ou quanto ao tamanho das
perfuracdes residuais apds o periodo de observacéo.

Jull et al.*® realizaram revisdo sistemética com o objetivo de quantificar
os efeitos da pentoxifilina no tratamento de Ulceras venosas de perna e
compara-los ao placebo ou a outras terapias. Dos 18 estudos levantados,
apenas nove se encaixaram nos critérios de ensaios clinicos randomizados. A
andlise dos ensaios que compararam a pentoxifilina com o placebo, com ou
sem terapia complementar, mostrou que essa é mais efetiva quando se

considera a cicatrizagdo total ou a melhora significante da Ulcera.

|74 |75

Stosic-Grujicic et al.”” e Raetsch et al.”” investigaram os efeitos da
pentoxifilina sobre mediadores pré-inflamatérios teciduais e observaram que
a mesma reduz significantemente a quantidade média de citocinas pro-
inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (FNT) e o interferon gama
(INF-g), a quantidade de pré-colageno tipo | e de fatores fibrinogénicos,
como o FCT-b e o fator de crescimento do tecido conectivo (FCTC),

sugerindo modulagéo para menos na producao dos mesmos.
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O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP) sob protocolo de pesquisa n’ 853/04 (Anexo A). O estudo
experimental foi realizado em concordancia com o manual sobre cuidados e

usos de animais de laboratério’®.

4.1 Material
4.1.1 Selegédo dos animais

Foram estudadas chinchilas (C. lanigera) obtidas a partir de criadores
especializados®” e mantidas pelo préprio criador. Os animais foram alojados
em gaiolas individuais e receberam agua a vontade, racdo peletizada uma
vez ao dia e uma porcao de alfafa trés vezes por semana.

O experimento foi realizado no Laboratério de Investigacdo Médica
(LIM — 32) da FMUSP. A pesquisa foi financiada por verba de Auxilio a
Pesquisa, aprovada pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de

S&o Paulo (FAPESP), processo n’02/08285-0 (Anexo B).

) CHILLAN — Criacéo de Chinchilas, Reprodutores e Matrizes, e ACHILA — Associagao
Brasileira de Criadores de Chinchilas
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4.1.1.1 Critérios de selecéo

Foram inicialmente selecionados 50 animais adultos jovens e
saudaveis, de ambos 0s sexos, com idade entre sete e vinte meses e peso
entre 400 g e 800 g. Excluimos animais com infec¢do da orelha externa ou
média, fémeas gestantes e portadores de malformacgdes congénitas.

Todos os animais foram submetidos a procedimento para criar

perfuracées de MT em ambas as orelhas.

4.2 Métodos
4.2.1 Preparagédo dos animais

Cada animal selecionado foi identificado com dispositivo numerado
grampeado na orelha externa. Os animais foram mantidos em jejum por 12

horas previamente a cada procedimento anestésico.

4.2.2 Protocolo anestésico

A inducdo anestésica foi feita com o animal sob contencéo e colocado
em decubito ventral. A pele do dorso toracico foi tracionada e 0os anestésicos
foram aplicados por via subcutanea utilizando-se agulha e seringa de
insulina. A anestesia geral foi induzida com xilazina a 2% (3 mg/kg) seguida

de quetamina (17 mg/kg).
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4.2.3 Protocolo cirurgico

Os animais foram posicionados sobre a mesa cirdrgica, em decubito
lateral direito ou esquerdo a depender da orelha sob intervencdo e
recobertos por campo estéril.

O procedimento foi realizado do inicio ao término sob visédo
endoscopica, utilizando-se endoscépio rigido com angulo de visao de 30° e
2,7 mm de diametro®.

A area total da MT foi calculada usando um molde de silicone de 0,5
mm de espessura®, confeccionado no formato da membrana de forma a

recobrir toda a superficie da mesma (Figura 1).

Figura 1 - Molde de silicone posicionado sobre a MT e ocupando toda sua superficie
(seta)

A perfuragao foi padronizada para todos os animais em formato e em

tamanho, correspondendo a 50% da area total da MT. A padronizacéao foi

@ Endoview®
® Xomed Surgical Products® - Jacksonville
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feita a partir da confeccdo de um segundo molde, em formato semi-eliptico,
correspondendo a metade da area total do primeiro molde de silicone

(Figura 2).

o
(- 1 2
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Figura 2 - Molde de silicone equivalente a area total da MT (a esquerda) e molde de
perfuracédo (a direita)

Um eletrodo reto, com ponta tipo agulha e 0,3 mm de diametro, foi
angulado 90° na sua extremidade distal e recoberto com fita isolante
liquida®, deixando ativa apenas a sua ponta.

O molde de perfuracdo foi posicionado sobre os quadrantes
inferiores da MT (Figura 3). A miringotomia foi realizada nos limites do
molde utilizando-se a energia térmica do eletrodo acoplado ao bisturi
eletronico® ajustado em 15 W de poténcia (Figura 4). A MT remanescente
foi submetida a cinco incisbes perpendiculares ao anulus. As ilhas de
tecido tiveram seus bordos medializados e cauterizados de encontro a

camada interna (Figura 5).

@ Quimatic®
®  EmAI BP-100®



METODOS - 33

Figura 3 - Molde de perfuracdo posicionado sobre os quadrantes inferiores da MT
(seta)

Figura 4 - Miringotomia realizada nos limites do molde com eletrodo de ponta angulada

Figura 5 - Medializacao e cauterizacdo dos bordos da MT apds miringotomia
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4.2.4 Documentacao das perfuracdes de membrana timpéanica

A documentacdo das imagens foi feita durante todo procedimento
para criar a perfuracdo da MT, imediatamente antes do inicio do tratamento
e 30 dias apés o mesmo.

As imagens foram obtidas usando micro-camera® e endocoupler
(22 mm) acoplado ao endoscépio, e foram gravadas em fitas de video
usando aparelho de video!” (Figura 6). O sistema de video-captura através
de placa® foi usado para aquisicéo das imagens, que foram importadas para
um programa grafico®. Este permitiu a sobreposicdo de figuras geométricas
as mesmas e o0 célculo da area total da MT e da perfuracdo, que foram

expressas em unidades quadradas (u?) (Figura 7).

Figura 6 - Sistema de video-imagem usado na captura das imagens

©® sony DXC - Ls1®

() panasonic Super Drive — VHS®
® " pixelView Play TV USB Pro®
© Autocad R14™



METODOS - 35

i

Figura 7 - Calculo das areas da MT (azul) e da perfuracéo (verde) em u?

4.2.5 Pés-operatorio

Apés o procedimento, os animais ficaram em observacdo por uma
hora, sob colchdo térmico para controle da hipotermia. Foram devolvidos
para suas gaiolas apGs bem acordados e com débito urinério presente. Nao
foi realizada administracéo de analgésicos no periodo pds-operatorio.

A profilaxia contra infec¢des foi feita com enrofloxacina (comprimido
de 50 mg). O antibiético foi triturado e diluido em 10 ml de agua filtrada para
se obter solugdo concentrada de 5 mg/ml. A administracdo foi feita nos
primeiros cinco dias de pos-operatério, por via oral, na dose de 5 mg/kg/d.
Esta administracdo profilatica foi repetida durante o protocolo de tratamento

das perfuragdes, nos primeiros dez dias de tratamento.
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4.2.6 Protocolo de analise histolégica

Oito chinchilas foram aleatoriamente selecionadas para analise
histolégica de ambas as MT 30 dias apdés o procedimento de perfuracao,
sendo novamente anestesiadas e submetidas a disseccdo de suas MT.
Estas foram analisadas histologicamente através de coloracdo pela
hematoxilina-eosina (HE) e de imuno-histoquimica (IH), para descricao semi-

guantitativa do epitélio e do estroma.

4.2.6.1 Procedimento de retirada do material

Os animais foram colocados em decubito ventral e submetidos a
incisdo inter-auricular na pele da regiao correspondente a por¢édo dorsal das
bulas dos ossos temporais, via de acesso cirdrgico utilizada para abertura
das orelhas médias. As bulas foram expostas apds disseccao do tecido
subcutaneo e afastamento dos musculos e fascias subadjacentes. A
abertura das bulas foi feita usando uma broca de diamante com 8,3 mm de
comprimento e 2,6 mm de diametro®™® acoplada a micro-motor elétrico®?
para criar um orificio circular de cerca de 5 mm de diametro. As orelhas
médias e meatos acusticos externos foram preenchidos com formol
tamponado a 10% para fixacdo do tecido in loco. Os animais foram

sacrificados e suas bulas dissecadas e imersas no formol.

19 1SO-N" 040 — Meisinger®
@D 405N — Dentec®
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4.2.6.2 Técnica de preparo do material

Pela técnica de micro-dissecc¢do, as MT foram desinseridas das bulas
na integra, mantendo-se a lamina éssea delgada na qual se inseriam. Cada
amostra, devidamente identificada, foi fixada em formol tamponado por 24
horas, sendo em seguida descalcificada por imersdo em solugdo contendo
etileno diamino tetra acetato (EDTA) a 5%, sempre num volume 40 vezes
maior que o do tecido com troca a cada trés dias até completar duas
semanas, tempo necessario para que o tecido atinja o ponto de corte.

Todas as amostras foram processadas por técnico do Laboratério de
Histologia do Departamento de Patologia da FMUSP. Um corte longitudinal foi
feito, em todas as MT, na linha do manubrio do martelo, seguindo o diametro
cranio-caudal, com uma lamina reta n11, expondo os bordos da perfuracéo
ou sua porcao central. As amostras foram lavadas em agua corrente por 18
horas, desidratadas em seis banhos gradativos de &lcool a 70% e a 100%,
diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina para inclusdo em blocos. As
pecas foram submetidas a cortes longitudinais ao plano coronal com 4 mm de
espessura, usando um micrétomo?. Estes foram transferidos para laminas
de vidro, colocados em estufa a 60'C por uma hora para secagem,
desparafinados e hidratados com banhos sucessivos de xilol, alcool e agua
num processo inverso ao anterior (Anexo C). Em seguida as laminas foram

submetidas a coloracéo.

(12 RM2125RT - Leica®
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4.2.6.3 Estudo imuno-histoquimico

Este tipo de estudo utilizou o anticorpo primario anti-actina-a de
musculo liso™ que reage com a isoforma a da actina de musculo liso
expressa por miofibroblastos durante a contragéo de todo tecido em fase de
cicatrizacd0>. A IH foi realizada pela Divisdo de Patologia do Laboratério

Cardoso de Almeida (Anexo E).

4.2.6.4 Avaliacédo histolégica das laminas

Os cortes histologicos corados foram observados por um patologista
do Laboratério Cardoso de Almeida que utilizou microscépio 6ptico®™. As
laminas foram examinadas inicialmente em aumento panoramico para
identificacdo de todos os campos e a seguir em aumentos de 200 e 400X.
As andlises semi-quantitativas determinaram o0s seguintes parametros

morfolégicos do epitélio e do estroma da MT:

a) espessura do epitélio;

b) intensidade do infiltrado inflamatério;

c) caracterizacao dos fibroblastos (jovens ou maduros);

d) contagem de células inflamatérias no estroma (presenca de
neutréfilos, macréfagos e linfocitos);

e) vascularizacao;

f) presenca de miofibroblastos no estroma.

@3 Clone 1A4 da classe IgG2a— Dako®
@4 Standard — Zeiss®
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Estes parametros, com excecao do item “c”, foram categorizados
em escala de zero a trés cruzes (0 a 3+), sendo 0+ = ausente, 1+ = leve,

2+ = moderado e 3+ = acentuado.

4.2.7 Protocolo de tratamento
4.2.7.1 Critérios de inclusao e exclusao

Decorridos 30 dias, os animais dos quais pelo menos uma orelha
apresentou cicatrizacdo inferior a 10% do percentual de area perfurada
(%AP) inicial foram incluidos no protocolo de tratamento (Figura 8). Foram

excluidas as orelhas com infeccao.

e

Figura 8 - MT perfurada no dia (A) e 30 dias (B) ap6s o procedimento de perfuracéo,
cicatrizacdo inferior a 10%
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4.2.7.2 Grupos de estudo
As orelhas selecionadas para esta fase foram, sob aleatorizacao
estratificada, inicialmente alocadas para receber ou ndo pentoxifilina e depois
para receber ou ndo FCE. Constituiram-se os seguintes grupos de estudo:
a) Grupo controle: submetido a administracdo topica de agua
destilada;
b) Grupo FCE: submetido a administracdo topica de FCE;
c) Grupo pentoxifilina: submetido a administracéo de pentoxifilina por
via oral e 4gua destilada topica;
d) Grupo FCE + pentoxifilina: submetido a administracdo topica de

FCE e pentoxifilina por via oral.

4.2.7.3 Tratamento das perfuracdes de membrana timpanica

O FCE™ foi reconstituido no frasco original usando 0,5 ml de agua
destilada e foi centrifugado® por 60 segundos na velocidade de 13000 rpm.
O conteudo foi dividido em oito aliquotas mantidas a menos 20°C, conforme
orientacdo do fabricante. Imediatamente antes da aplicacdo, a aliquota foi
descongelada a temperatura ambiente e diluida em agua destilada de forma
a se obter solucdo de FCE na concentracao de 0,25 mg/ml.

A pentoxifilina (dragea de 400 mg) foi triturada e diluida usando 20 ml de
agua destilada para se obter solu¢cdo com concentracgao final de 20 mg/ml.

Os animais selecionados para tratamento foram anestesiados e, sob

visdo endoscépica, um fragmento de esponja estéril de gelatina

@9 Serotec Product® — Biogen Ltda.

19 Centrifuge 5415D — Eppendorf AQ®
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absorvivel®” confectionado de acordo com o molde da MT, foi posicionado
de forma a ocupar toda a superficie remanescente da mesma (Figura 9).

As solucdes tépicas contendo 25 m de agua destilada ou 25 m de
FCE foram aplicadas sobre a esponja usando micropipeta de volume fixo de
25 nm® (Figura 10). Cada orelha foi submetida a trés aplicacdes, uma a
cada 72 horas, e dez dias apés a aplicacao inicial a esponja foi removida. A
administracao da pentoxifilina foi feita na dose de 20 mg/kg/d, por via oral, a
cada 12 horas, por dez dias consecutivos, durante o mesmo periodo em que

foram aplicadas as solucdes tépicas.

Figura 9 - Esponja de gelatina (seta) sendo colocada sobre a MT remanescente

@7 Gelfoam® — Pharmacia Brasil Ltda.
@8 Acura — Socorex® — Cral Ltda.
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Figura 10 - Ponteira da micropipeta (seta) usada na aplicacdo das solucdes tOpicas

4.3 Eutanésia
A eutanasia foi feita com os animais alojados em uma camara de
CO,, por periodo n&o inferior a dez minutos’’. Apés a morte, os animais

foram desprezados em lixo hospitalar.

4.4 Variaveis Mensuradas
4.4.1 Efeito final do tratamento na cicatrizagdo da membrana timpanica

O efeito final do tratamento sobre as MT foi classificado em:

a) cicatrizacdo ausente: quando o %AP de MT no inicio e 30 dias
apos o tratamento apresentou diferenca inferior a 10% da area inicial;

b) cicatrizacéo parcial: quando o %AP de MT no inicio e 30 dias apés
o tratamento apresentou diferenca igual ou superior a 10% da area inicial,
sem cicatrizagao total;

C) cicatrizagao total: quando ndo se observou perfuracéo apos 30 dias.
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4.4.2 Percentual de area perfurada de membrana timpénica antes e

depois do tratamento

A area perfurada foi calculada em %, dividida pela area total da MT
também calculada em u? e multiplicada por 100 para determinarmos o %AP
(Figura 11). Esta variavel foi mensurada em cada orelha no inicio do

protocolo de tratamento e 30 dias apds 0 mesmo.

area perfurada (u’) x 100

%AP =
area total da MT(u?)

L 1

Figura 11 - Calculo do %AP

4.4.3 Percentual de cicatrizagcédo da perfuracdo de membrana timpéanica
Do %AP da MT no inicio do tratamento, subtraiu-se o %AP 30 dias
apos o inicio do tratamento, determinando-se o percentual de cicatrizacao da

perfuracdo de MT em um més (Figura 12).

Percentual de % AP o, AP 30 dias

pzﬁﬂggﬂzdﬁ 3 no inicio apos o tratamento

L

Figura 12 - Calculo do percentual de cicatrizacao da perfuracdo de MT
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4.5 Anadlise Estatistica

O célculo do tamanho da amostra foi realizado com o auxilio de
programa estatistico’®, empregando dados obtidos em estudo-piloto
realizado com 18 animais. Assumimos um erro do tipo | de 5%, um erro do
tipo Il de 20% e consideramos significante uma diferenca no percentual de
cicatrizacao entre os grupos de pelo menos 50%.

Os dados obtidos no estudo foram digitados em uma planilha
eletronica®. Inicialmente foi feita a checagem de consisténcia dos dados
para correcdo de erros de digitacao. As variaveis qualitativas foram descritas
por meio de sua freqiéncia e as quantitativas por meio de suas médias e
desvios-padrédo. A comparagao entre os grupos com relagédo ao efeito final
do tratamento na cicatrizacdo da MT foi feita por meio do teste exato de
Fisher. A comparacdo das médias dos varios grupos foi realizada pela
analise de variancia com um fator (“one-way” ANOVA), com comparacao
“post-hoc” dos grupos dois a dois pelo teste de Bonferroni. Admitiu-se nivel
de significancia estatistica de p £ 0,05. A analise estatistica foi realizada com

uso de programa estatistico®?.

@9 Graph Pad Stat Mate ™ — vers&o 2.0
@9 Microsoft Excel™
@) STATA™ — versao 8.0
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5.1 Andlise Histoldgica

Das 16 orelhas (oito animais) submetidas a andlise histologica, duas
foram perdidas durante a disseccdo da MT e 14 foram efetivamente
avaliadas histologicamente. A andlise histoldgica das laminas mostrou na
quase totalidade dos casos que as MT apOs 30 dias apresentavam
caracteristicas inflamatérias cronicas e agudas coexistentes. Dentre as
caracteristicas cronicas, identificamos a migracdo de fibroblastos, porém
com miofibroblastos ausentes na maioria das laminas (Figura 13) com
excecdo de duas (Figura 14). As caracteristicas agudas observadas em
algumas laminas foram presenca de infiltrado inflamatorio, aumento de
vascularizacdo e presenca de leucocitos, em especial os neutréfilos

(Figuras 15 e 16) (Tabela 1).
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Figura 13 - Estroma da MT ndo corado pela imuno-histoquimica, sugerindo leséo
cronica pela auséncia de miofibroblastos (reacdo de IH anti-actina-a de
musculo liso, aumento aproximado de 200X)

Figura 14 - Miofibroblastos corados em tons de cobre (elipse), no estroma da MT,
indicando cicatrizacdo e perfil contratil do tecido (reacdo de IH anti-
actina-a de musculo liso, aumento aproximado de 200X)
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Epitélio escamoso

Figura 15 - Processo inflamatorio na MT com edema infra-epitelial e destacamento
do epitélio do estroma subjacente (seta) (coloracdo pela HE, aumento
aproximado de 200X)

Figura 16 - Processo inflamatério subagudo na MT com vaso capilar ectésico,
leucécitos marginais e intersticiais (coloracdo pela HE, aumento
aproximado de 200X)
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Tabela1l- Anélise histologica das perfuracdes de MT

_8 o '8 § " n 18

g . f2 T 8z & 2 8 5 §
g < 22 £ 85 8 © S 5 &
£ = 8% & 8§ & 3 £ g 3

» = = e =z - = 8

t T S >

130D 50% 3+ 2+ M 3+ 2+ 0 0 3+
14 OD 0% 2+ 2+ M 2+ 2+ 0 0 3+
190D 30% 1+ 1+ M 0 1+ 0 o 1+
19 OE 30% 2+ 2+ J 0 2+ 1+ 0 2+
22 OD 50% 1+ 2+ J O 3+ 0 0 2+
22 OE 50% 3+ 1+ J O 1+ 0 0 1+
230D 50% 2+ 2+ M 0 1+ 2+ 0 1+
23 OE 50% 1+ 1+ M 1+ 0 1+ 0 2+
24 OD 30% 3+ 1+ M 0 1+ 1+ 0 2+
24 OE 10% 2+ 1+ M 0 1+ 0 0 2+
250D 50% 2+ 1+ J O 1+ 0 0 2+
25 OE 50% 3+ 1+ J 0 1+ 1+ 0 2+
26 OD 40% 2+ 2+ J 0 2+ 0 0 2+
26 OE 50% 1+ 2+ J O 2+ 0 0 2+

%AP: percentual de area perfurada; OD: orelha direita; OE: orelha esquerda; J: jovens;
M: maduros

5.2 Anadlise do Tratamento
A amostra inicial foi constituida por 42 animais (84 orelhas) submetidos a
procedimento padronizado para criacao de perfuracéo bilateral de MT.
Decorridos 30 dias do procedimento para perfuracdo da MT, 38
orelhas (45,2%) foram excluidas por cicatrizacdo parcial ou total da
perfuracdo, por retragdo cicatricial excessiva com MT residual escassa e

infeccao, ou por 6bito dos animais durante a inducdo anestésica (Grafico 1).
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Gréafico 1 - Numero e percentagem de orelhas excluidas 30 dias apés a

perfuracéo
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A amostra final foi constituida pelas 46 (54,8%) das orelhas iniciais
gue possuiam perfuracdo de MT com cicatrizacdo inferior a 10% apos 30
dias e foram incluidas no protocolo de tratamento. Durante esta etapa, trés
animais foram perdidos por ébito na indugdo anestésica e, portanto, seis
orelhas foram excluidas da analise dos dados. As 40 orelhas restantes foram
distribuidas entre os grupos de tratamento da seguinte maneira: nove no
grupo controle, oito no grupo FCE, 13 no grupo pentoxifilina e 10 no grupo

FCE + pentoxifilina.
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5.2.1 Efeito final do tratamento

Como podemos observar no Grafico 2, houve cicatrizacdo total da
perfuracdo em apenas uma (10%) orelha do grupo FCE + pentoxifilina.
Neste mesmo grupo observamos cicatrizagcédo parcial em sete (70%) orelhas
e auséncia de cicatrizagcdo em duas (20%) orelhas. As oito (100%) orelhas
do grupo FCE apresentaram cicatrizacéo parcial, 0 que aconteceu em cinco
(55%) orelhas do grupo-controle e em cinco (38,5%) orelhas do grupo
pentoxifilina. A diferenga observada na distribuicdo dos resultados mostrou-

se estatisticamente significante (p = 0,007).

Gréfico 2 - Efeito final do tratamento sobre as perfuracdes de MT
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5.2.2 Percentual de éarea perfurada de membrana timpanica antes e
depois do tratamento

No inicio do tratamento, 0s quatro grupos nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre as médias dos %AP da MT (ANOVA;
p = 0,572; Tabela 2). Como podemos observar os grupos estudados

apresentaram nesta etapa %AP da MT médio de cerca de 50%.

Tabela 2 - %AP de MT no inicio do tratamento

%AP Controle FCE pentoxifilina FCE. " p
pentoxifilina
Média 52,9 48,3 52,6 51,5
Desvio padréo 1,7 6,2 8,1 7,1
0,572
Minimo 41,1 40,1 39,1 38,6
Méximo 65,1 59,2 68,2 62,7

%AP: percentual de area perfurada; FCE: fator de crescimento epitelial;
p: nivel de significancia (ANOVA)

Trinta dias ap6s o tratamento, 0s quatro grupos apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre as médias dos %AP
(ANOVA; p < 0,001) (Tabela 3). Como podemos observar, enquanto as
médias dos %AP nos grupos controle e pentoxifilina mantiveram-se acima
de 44%, os demais grupos apresentaram médias bem inferiores. O
Grafico 3 mostra o %AP antes e 30 dias apdés o tratamento nos quatro

grupos de estudo.
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Tabela 3 - % AP de MT 30 dias ap0s o tratamento

%AP Controle FCE pentoxifilina FCE. " p
pentoxifilina
Média 44,2 18,1 48,9 34,9
Desvio Padréo 12,6 91 15,1 16,8
Minimo 16,6 8,4 16,4 0,05 <0001
Maximo 61,6 30,4 69,1 55,9

%AP: percentual de area perfurada; FCE: fator de crescimento epitelial; p: nivel de
significancia (ANOVA)

Gréfico 3 - %AP antes e depois do tratamento nos quatro grupos de
estudo
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As comparacfes entre 0s grupos, dois a dois, mostraram que a média
do %AP apds o tratamento no grupo FCE foi significantemente menor do
gue nos grupos controle (p = 0,003) e pentoxifilina (p < 0,001). Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre as médias dos %AP quando
comparados 0s grupos controle e pentoxifilina (p = 1,00); controle e FCE +
pentoxifiina (p = 0,964); FCE e FCE + pentoxifiina (p = 0,097); e

pentoxifilina e FCE + pentoxifilina (p = 0,142).
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5.2.3 Percentual de cicatrizacdo da perfuracdo de membrana timpanica

Os quatro grupos de estudo apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre as médias dos percentuais de cicatrizacdo das perfuracbes
de MT (ANOVA; p < 0,001) (Tabela 4). Como podemos observar, o
percentual de cicatrizacdo médio manteve-se abaixo de 9% nos grupos

controle e pentoxifilina e acima de 16% nos grupos FCE e FCE + pentoxifilina.

Tabela 4 - Percentual de cicatrizacdo das perfuracdes de MT

Percentual de FCE +

i L Controle FCE Pentoxifilina . p
cicatrizagao pentoxifilina
Média 8,7 30,3 3,6 16,5
Minimo -0,9 15,1 -13,9 0,09 <0,001
Maximo 27,8 40,4 27,1 49,7

FCE: fator de crescimento epitelial; p: nivel de significancia (ANOVA)

As comparagOes dos grupos de estudo, dois a dois, mostraram que o
grupo FCE apresentou percentual de cicatrizacdo médio da perfuracao
significantemente maior do que a observada nos grupos controle (p = 0,003)
e pentoxifilina (p < 0,001). O percentual de cicatriza¢cdo médio no grupo FCE
+ pentoxifilina apresentou tendéncia a diferengca quando comparado aos
grupos FCE (p = 0,101) e pentoxifilina (p = 0,069). Nao houve diferenca
estatisticamente significante no percentual de cicatrizagcdo médio quando
comparados 0s grupos controle e pentoxifilina (p = 1,00), idem para os

grupos FCE + pentoxifilina e controle (p = 0,874) (Gréfico 4).
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Gréfico 4 -

Percentual de cicatrizacdo médio das perfuracbes de MT
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A escolha das chinchilas neste estudo experimental se deu apoés
tentativas frustradas de criar perfuragcbes de MT em cobaias. Percebemos
logo que essas possuiam anatomia favoravel das orelhas externa e média,
meato acustico externo largo com aproximadamente 4 mm de didametro e MT
grande, conforme descrevem Amoils et al.>%.

Além disto, estudos sobre a histologia da MT mostram diferencas
sutis entre a espécie humana e as chinchilas. Masaki et al.°, Amoils et al.*
e Hsu et al.>® descrevem que a MT das chinchilas apresenta espessura e
diametro menores, fibras musculares circulares escassas no estroma, porém
com estrutura histolégica de camadas semelhante a humana como descrito
por Lim* e Govaerts et al.*.

Tendo em vista que as chinchilas estudadas foram provenientes da
mesma linhagem, assumimos que as mesmas eram geneticamente iguais.
Suas orelhas foram estudadas como estruturas independentes e néo
emparelhadas em cada animal.

Todo o procedimento sobre as MT das chinchilas foi realizado sob visao
endoscopica com ética de 30°. Esta adaptacdo ocorreu apds tentativas de usar

0 espéculo auricular e a visdo microscopica, quando vimos que o endoscépio

permite visualizacéo simultdnea de toda superficie da MT e do MAE adjacente.
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Adotamos um modelo experimental de perfuracdo de MT
semelhante ao proposto por Amoils et al.’®> pelos resultados

62-65 usam

encorajadores do mesmo. Alguns modelos experimentais
substancias inibidoras da cicatrizagdo ou animais geneticamente
modificados e permitem a criacdo de perfuracdes de MT, porém num
percentual inferior ao modelo cirGrgico descrito por Amoils et al.®?.
Realizamos uma perfuracdo em formato semi-eliptico nos quadrantes
inferiores para abranger a regido central da MT que, segundo Reijnen e
Kuijpers®*, é pouco vascularizada e, portanto, menos propensa a
cicatrizacdo espontanea. Os bordos das perfuragcdes foram
medializados, rebatidos de encontro a camada interna e cauterizados
sem escarificacdo prévia para minimizar o sangramento na MT e
diminuir a tendéncia a cicatrizacdo espontanea que, durante estudo
piloto, mostrou-se diretamente proporcional ao sangramento, o0 que
concorda com Valtonen et al.®®.

Pouco mais da metade de nossa amostra inicial apresentou
perfuracdes de MT com cicatrizagao inferior a 10% quatro semanas ap6s
o procedimento de perfuracdo. Apesar do percentual de perfuracdes de
MT descrito por Amoils et al.>? ter sido maior (84%), em nossa amostra
as orelhas foram rigorosamente selecionadas para tratamento e em
nenhuma delas foi repetido o procedimento de perfuracdo, ao contrario

.Y obtiveram 31% de

do ocorrido com aquele autor. Dvorak et a
perfuracées de MT usando modelo experimental semelhante ao descrito

por Amoils et al.*2,
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Tivemos duas orelhas excluidas por retracdo excessiva dos bordos da
perfuracdo e MT residual escassa. Apesar de nao haver relato semelhante
nos demais estudos experimentais com perfuracdo de MT, acreditamos que
isto possa ser atribuido a infeccdo associada da orelha média e ou a energia
térmica usada na perfuracdo. Segundo Griffin®, quando o mecanismo causal
da perfuracéo trauméatica de MT envolve energia térmica pode haver necrose
progressiva do tecido adjacente aumentando a area perfurada inicial.

As perfuracdes realizadas em MT de chinchilas neste estudo podem
ser consideradas subagudas ja que apos 30 dias de observacdo tomamos o
cuidado de excluir as orelhas com um percentual de cicatrizagao igual ou
maior que 10%. Este critério foi adotado para cobrir qualquer margem de
erro da medicdo e garantir que os eventos observados apés este periodo
possam ser atribuidos apenas a intervencao em questao.

O tratamento inicial das perfuracdes traumaticas de MT é a
observacéo clinica, estando indicada corre¢do cirlrgica apenas nos casos
em que nao se observar cicatrizacdo espontanea apo6s periodo minimo de
trés meses®®. O objetivo inicial do presente estudo foi avaliar a
possibilidade de um tratamento clinico ambulatorial que, por meio de um
procedimento simples e sem a necessidade de anestesia, possa ser
oferecido a pacientes com perfuracdes traumaticas nao cicatrizadas em
sua fase aguda. Deste modo, optamos por estudar o efeito de substancias
indutoras de cicatrizagcdo numa fase subaguda da perfuracdo, aproveitando
uma possivel atividade mitética residual antes que a perfuracédo venha a ter

indicacao cirurgica.
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A andlise histolégica das perfuracdes apds 30 dias evidenciou que o
tempo de observacao adotado foi suficiente para considerarmos as mesmas
subagudas. Na maioria das laminas as perfuracbes mostraram atividade
inflamatéria cronica, caracterizada pela auséncia de miofibroblastos que
expressassem a-actina de musculo liso e que devem estar presentes em
todo tecido em cicatrizacdo. A auséncia destas células indica auséncia de
contracdo do tecido em cicatrizacdo e sinaliza cronicidade™. Por outro lado,
observamos também nas laminas atividade inflamatéria aguda coexistente
com os elementos cronicos, evidenciada pela vascularizacao e pelo infiltrado
inflamatério com a presenca de neutrdfilos que em geral desaparecem
poucos dias apls a lesdo. Estes achados sugerem que o tecido timpéanico
analisado apresentava inflamac&o cronica com surtos de reagudizacdo, o
gue fala a favor de lesdo subaguda.

A escolha da esponja de gelatina ocorreu pela necessidade do uso de
um sistema de liberacédo continua do FCE para permitir potencial terapéutico
maximo?%"% A esponja diminui a degradacdo do FCE e aumenta a
guantidade de tecido de granulacdo quando comparada ao FCE aplicado
sem sistema de liberacdo. O tempo de exposicdo da MT ao FCE, de pelo
menos 72 horas, foi adotado para permitir a sintese de DNA e a divisao
celular de forma a atingir uma densidade celular maxima?>.

O efeito final do tratamento sobre as perfuracbes de MT foi
diferente entre os grupos. A cicatrizacao parcial e/ou total foi duas vezes
mais frequente nos grupos FCE e FCE + pentoxifilina, enquanto a auséncia

de cicatrizacdo foi mais freqiente nos grupos controle e pentoxifilina.
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Nossos achados nédo podem ser diretamente comparados aos de outros

autores313241

, pois 0s mesmos trataram perfuracdes consideradas cronicas,
usaram dois grupos de estudo (com ou sem FCE) e consideraram como
desfecho apenas a cicatrizacdo total das mesmas. Contudo, podemos
concordar com Amoils et al.3! e Lee et al.*> quando estes dizem que a
probabilidade de cicatrizacao é maior quando se utiliza o FCE.

A média do %AP de MT e seu desvio-padrdo antes do tratamento
foram semelhantes entre os grupos, assegurando que as perfuragcdes de MT
possuiam aproximadamente o mesmo tamanho inicial. A média do %AP de
MT 30 dias apds o tratamento foi estatisticamente diferente entre os grupos,
mostrando que os farmacos influenciaram de modo diverso na cicatrizagao
das perfuracgdes.

O FCE no esquema posolégico administrado permitiu um percentual
de cicatrizacdo das perfuracdes de MT em chinchilas de 30,3% de area da
MT em 30 dias. Esta percentual foi 1,8 vezes maior do que no grupo FCE +
pentoxifilina, 3,5 vezes maior que no grupo controle e 8,4 vezes maior que
no grupo pentoxifilina.

Lembrando que as observacdes foram feitas apés intervalo de tempo
de 30 dias nos quatro grupos de estudo, considerando que as perfuracdes
representavam inicialmente cerca de 50% da area total da MT e supondo
que este ritmo cicatricial se mantenha continuo, a cicatrizacdo estaria
completa 1,5 meses apds o inicio do tratamento no grupo FCE, em trés
meses no grupo FCE + pentoxifilina, em 5,5 meses sem qualquer tratamento

e em 12,5 meses no grupo pentoxifilina.
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Alguns autores mostram que o FCE é capaz de encurtar o tempo de
cicatrizagao total de perfuracdes agudas de MT de gatos, cobaias e ratos em
relacdo ao grupo controle, sugerindo que o tratamento é mais rapido. Apesar
de ndo termos usado o mesmo modelo experimental destes autores, pois
tratamos perfuracfes subagudas, nossos resultados sdo semelhantes ja que
observamos que a associacdo do FCE intensificou o ritmo de cicatrizacéo
nos grupos que o utilizaram37% ",

Os estudos experimentais que testam o FCE em perfuracdes de MT
cosideradas cronicas mostram resultados conflitantes. Amoils et al.®! e
Lee et al.* observaram que o percentual de cicatrizacdo total das
perfuracdes de MT foi trés a quatro vezes maior no grupo que recebeu

FCE do que no grupo controle, enquanto Dvorak et al.*!

nao conseguem
reproduzir estes resultados. Parte desta discrepancia pode ser decorrente
do trauma mecanico e do sangramento induzidos na MT durante as trocas
repetidas da esponja de gelatina, mais de seis vezes por orelha, o que
pode ter contribuido em parte para o elevado percentual de cicatrizacao
total das perfuracbes de MT no grupo controle no estudo deste ultimo
autor.

Apesar do FCE néo ser um farmaco liberado para uso em humanos,
Ramsay et al.*? realizaram um ensaio clinico em que pacientes com OMCS
foram tratados com FCE, porém ndo observaram diferenca entre a
cicatrizagdo média das perfuracbes dos grupos de estudo e placebo. E

possivel que parte deste resultado se deva as pequenas doses empregadas

e ao curto tempo de exposicao.
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A proposta de associar o FCE e a pentoxifilina foi fundamentada no
fato de que em todo e qualquer tecido a oxigenacéo e a vascularizagdo sao
fundamentais para que ocorram mitose e replicacao celular, e que a andxia e
as endoxinas suprimem estes eventos>®.

Nossa idéia inicial foi associar um indutor de fluxo sanguineo para
potencializar a agcdo mitogénica do FCE na cicatrizagcdo da MT. Contudo,
ndo observamos beneficio maior com o uso da pentoxifilina em perfuracdes
de MT em chinchilas. Pelo contrario, observamos menores percentuais de
cicatrizagdo da MT nos grupos que receberam a pentoxifilina. Este
percentual foi cerca de duas vezes menor no grupo FCE + pentoxifilina
guando comparado ao grupo FCE e 4,5 vezes menor no grupo pentoxifilina
guando comparado ao grupo FCE + pentoxifilina, com tendéncia a uma
diferenca estatisticamente significante pelo teste “post-hoc” e sugerindo que
a pentoxifilina provavelmente interfere negativamente na acdo do FCE.
Publicacdes demonstram que os efeitos da pentoxifilina, em especial a
inibicdo da fosfodiesterase, ndo sdo restritos aos eritrocitos. O aumento nas
concentraces intra-celulares do AMPc também ocorre em outros tipos
celulares como fibroblastos e queratinécitos, sé que com efeito anti-
proliferativo por provavel blogueio no mecanismo de a¢éo de citocinas e de

fatores de transcricdo nuclear’®",

Nossos resultados néo sdo comparaveis aos observados por Jull et al.*®,
pois estes estudaram os efeitos da pentoxifilina em Ulceras crénicas de pele.

Entretanto, nossa expectativa inicial com o beneficio da pentoxifilina era bem

maior jA& que estavamos testando um farmaco, que segundo os autores,
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mostrou-se 41% mais efetivo que o placebo na cicatrizacdo de Ulceras
cutaneas de pele. E possivel que os bons resultados observados na
cicatrizacdo de Ulceras possam ser atribuidos em parte aos efeitos
antiinflamatorio e anti-fibrogénico do farmaco’® . A pentoxifilina é capaz de
reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatorias e de fatores indutores da
fibrinogénese, o que poderia em parte modular para menos a expressao de

citocinas, limitando a proliferacéo celular’".

Nossos resultados ndo sdo diretamente comparaveis aos de Lim et al.*,
pois estes usaram a pentoxifiina em um modelo experimental de
perfuracoes agudas de MT em cobaias, com grande potencial de
cicatrizacdo espontanea, o que em parte interfere na observacdo da acéo
isolada do farmaco. Contudo, assim como esses autores, ndo observamos

beneficio adicional com o uso da pentoxifilina sobre o percentual de MT

cicatrizadas.
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a) O fator de crescimento epitelial auxiliou o processo de cicatrizagcéo
de perfuracdes subagudas de membranas timpéanicas de chinchilas, o que
nao se observou com a pentoxifilina. A associacdo da pentoxifilina com o
fator de crescimento epitelial ndo potencializou seu efeito.

b) O percentual de cicatrizacdo das perfuracbes de membrana
timpéanica no periodo de 30 dias foi de 30,3% no grupo tratado com fator de
crescimento epitelial, de 3,6% no grupo que recebeu pentoxifilina, de 16,5%
no grupo tratado com fator de crescimento epitelial associado a pentoxifilina

e de 8,7% na auséncia de tratamento.
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Anexo A - Aprovacgdo da Comis&o de Etica

EC
S
APROVA;A"O

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paule, em sessdo de
13.10.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 853/04, intitulado:
“Efeito do fator de crescimento epitelisl e da pentoxifilina na
cicatrizagiio de perfuragdes traumdticas persistentes da membrana
timpdnica - estudo experimental em chinchilas” apresentado pelo
Departamento de OFTALMOLOGIA E OTORRINOLARINGOLOGIA.

Cabe ao pesquisader elaborar e apresentar a

CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do
Conselhe Nacional de Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c”).
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Anexo B - Aprovacao FAPESP

A FAPESP

FUNDAGAO DE AMPAROC A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

Processo: 02/08285-0
Séo Paulo, 2 6 NOV 2002

limo(a). Sr(a).
Prof(a). Dr(a). Ricardo Ferreira Bento

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos a V. Sa que esta Fundacgéo, com base no parecer de nossa
assessoria, aprovou no processo acima referido, a concesséo de auxilio.

O Termo de Outorga, com as condigcbes financeiras aprovadas, esta sendo
preparado, cabendo-nos informar que alguns itens orgamentarios podem néo ter sido
aprovados ou aprovados com valores inferiores aos solicitados.

Cabe ressaltar que, apés a assinatura do contrato, solicitagbes de aditivos ao
orgamento aprovado somente s&@o analisadas se encaminhadas juntamentecom os relatérios
cientificos previstos. Solicitagbes encaminhadas fora dessas ocasides apenas sao
analisadas, em carater excepcional, se ficar demonstrado que os itens e valores
orgamentarios em questéo nao poderiam ter sido previstos no momento da assinatura do
termo de outorga ou da apresentacao dos relatérios cientificos anteriores.

A assinatura do Termo de Outorga e aceitagdo do auxilio equivale ao
reconheclm nto, por parte do pesguisador responsavel, de ous 08 TecUISOS. qgnmaziarlos ;ael@--
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A FAPESP

FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

Formuldrio para parecer Inicial de Assessoria Cientifica
Auxilio a Pesquisa

(Este formulanio esta disponivel em meio eletrdnico no enderego saturne.fapesp.br
Processo | 02 / 08285 - OR

IDENTIFICACAQ
Solicitante; Ricardo Ferreira Bento y

APRECIACAO GERAL DA PROPOSTA

Na atualidade o fechamento de perfuragdes de membranas timpanicas € realizado geralmente por
meto de técnicas cirlirgicas; os materiais matis utilizados para este fechamento sdo tecidos
autégenos, geralmente fascia do misculo temporal ¢ mais raramente enxertos homdlogos e
heterdlogos .

Com o advento de novos conhecimentos relacionados & biologia celular torna-se indispensavel
a busca de métodos menos agressivos.

Assim, a possibilidade de se utilizar Fator de Crescimento Epitelial por aplicagbes tdpicas e se
possivel ativadas por farmacos, pode trazer progressos que resultern em menores custos € menos
desconforto aos pacientes. Assim o objetivo da presente proposta esta plenamente justificavel e o
organograma bem elaborado, sem necessidade de modificagBes; estas poderde ocorrer no
desenvolver da pesquisa por razdes técnicas.

1, II ;el
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Pégina 2

PROJETO

Os objetivos do projeto estdo bem definidos? Comente.

Esto bem definidos ¢ bem justificados.

Andlise da originalidade ¢ da importincia da contribuigdo pretendida para a drea de conhecimento
em que se insere.

E um trabalho original e que podera trazer contribuigio no plano assistencial.

Analise da fundamentagdo cientifica e dos métodos empregados.
Bem fundamentado.

Procedimentos adequados.
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Anexo C - Técnica de preparo das pecas para corte histolégico

Processo Substéncia Tempo Frequéncia
Fixacao formol a 10% 24 horas 1vez
e~ troca da solucéao
0
Descalcificagéo EDTA a 5% 2 semanas 2 cada 3 dias
Lavagem agua corrente 18 horas 1vez
alcool a 70% 1 hora 1 vez
Desidratacao alcool a 95% 2 horas 2 vezes
alcool a 100% 2 horas 3 vezes
Diafanizacao xilol 2 horas 3 vezes
Incluséo parafina a 60°C 2 horas 3 vezes
Cortes (4mm) - - -
Secagem em
estufa a 60 C Bl 1vez
xilol 20 minutos 2 vezes
Desparafinacéo o) & 1007,
P 1o 95%, 80% e 30 segundos 1 vez cada
e hidratacéo
70%
agua corrente 2 minutos 1vez
Coloracéao ou
imuno- — — -
histoquimica
agua corrente 2 minutos 1vez
Parafinacéao e el & 90,
desidr tg ~ 80%, 95% e 30 segundos 1 vez cada
esidratacao 100%
xilol 30 segundos 4 vezes

Montagem com
laminula e
Entellan
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Anexo D - Coloragéo pela hematoxilina e eosina

Substancia tempo
Hematoxilina de Harris 10 minutos
Agua corrente 10 minutos
Eosina 5 minutos

Agua corrente
Desidratacdo em alcool a 70%
Diafaniza¢ao em xilol

Montagem em resina

10 segundos
30 segundos

1 minuto
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Anexo E - Estudo imuno-histoquimico

Processo Substancia Tempo Frequéncia
calor imido em .
Recuperacao panela a vapor 60 minutos 1 vez
antigénica tampéo citrato .
21mMol pH 6,0 10 minutos 1vez
Blogueio da agua oxigenada 5 minutos 4 vezes
peroxidase
endégena agua corrente 10 minutos 1 vez
anticorpo anti- _ B
actina-a de masculo | Incubacdo a
liso (1:200) 37°C por 30
. albumina de soro | Minutos e a 1vez
Diluicdo do bovino 1% 4°C por 18
i imari . - hor
anticorpo primario azida sédica 0,1% oras
lavagem em soro
fisiologico 3 minutos 3 vezes
tamponado
antlcorp 0 30 minutos a
secundario 370C 1vez
incubacao biotinilado
- 30 minutos a
streptavidina-HRP 370C 1vez
100mg% de
diaminobenzidina
Revelacdo com tetrahidroclorido 5 minutos a e
cromégeno agua oxigenada 1ml 37°C
dimetilsulfoxido 1ml
~ hematoxilina de .
Contra-coloragéo Harris 1 minuto 1vez
Dllferenma(;a(_) em | hidroxido de amonio 10 segundos 2 vezes
agua amonical 0,5%
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