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RESUMO

O presente estudo objetiva avaliar a sensibilidade da otomicroscopia no diagnéstico
de miringoesclerose em modelo experimental com ratos. Otite média foi induzida
com a inoculagdo transtimpanica de Streptococcus pneumoniae na orelha média
direita dos ratos. Foram utilizados 25 ratos Wistar pesando 200-400g. Estes foram
examinados através de otomicroscopia quinzenalmente e apds 8 semanas
sacrificados, tendo suas bulas timpanicas retiradas e preparadas para estudo
histopatologico. Na otomicroscopia, os resultados encontrados foram: normal,
opacificacio leve e opacificagao intensa, enquanto que, a histologia, consideramos 5
fases no processo de cicatrizagao: grau 1 (exsudagdo), grau 2 (granulagio), grau 3
(tibrose), grau 4 (hialinizacao) e grau 5 (metaplasia). A presenca de miringoesclerose
foi considerada na otomicroscopia e histologia, respectivamente, como opacifica¢ao
intensa e grau 4 ou 5. As alteracbes encontradas nas membranas timpanicas dos
ratos por otomicroscopia foram comparadas com as alteragdes histologicas.
Obtivemos como resultado uma concordancia significativa entre os métodos
otomicroscopicos e histopatoloégicos (p= 0,290) , demonstrando ter a
otomicroscopia boa especificidade ( 78%) e sensibilidade ( 80%) em rela¢do ao

diagnostico de miringoesclerose.



ABSTRACT

The present study evaluates the acuracy of the otomicroscopy in the diagnosis of
myringosclerosis in rats. Otitis media was induced by transtympanic inoculation of
Streptococcus pnenmoniae into the right middle ear of 25 Wistar rats weighting 200 to
400 g. They were submitted to otomicroscopy every two weeks, and, after 8 weeks,
they were sacrificed for hystologic studies of their tympanic membranes. At
otomicroscopy, the following aspects could be distinguished: normal, mild
opacification and severe opacification. At hystologic specimens, five stages of the
inflamatory process were considered: stages 1 (exsudation), 2 (granulation), 3
(fibrosis), 4 (hialinization), and 5 (metaplasia). Myringosclerosis was considered to
be present at otomicroscopy and hystology in the cases of severe opacification and
stages 4 or 5, respectivelly. The abnormalities found on the rats’ tympanic
membranes were compared with the hystologic data, showing an agreement
between the two methods, and demonstrating that otomicroscopy has good

specificity and sensitivity for the diagnosis of myringosclerosis.



INTRODUCAO

A timpanoesclerose ¢ o termo usado para descrever uma alteracao
histologica que ocorre na mucosa da orelha média (OM) e mastéide caracterizada
por hialinizagdo, calcificacio e/ou ossificacio'. Foi descrita pela primeira vez por
Von Troéltsch em 1873, relatando um processo patologico caracterizado por rigidez
da mucosa da OM? Posteriormente, Zollner, em 1955, introduziu o termo
timpanoesclerose’.

A timpanoesclerose é o estagio final de um processo originado a partir de
inflamagdo aguda, cronica ou recorrente da lamina prépria da OM. Durante a
inflamagao aguda, a lamina prépria torna-se edematosa e infiltrada por células
inflamatérias. Estas mudancas sao reversiveis, podendo, portanto, nenhuma
sequela ocorrer com a resolu¢do do processo infeccioso. Porém, em alguns casos,
sobretudo quando o processo inflamatorio se tornar cronico ou recidivante, pode
ocorrer um infiltrado progressivo de fibroblastos, causando um aumento de fibras
colagenas que origina uma formacao pobre em células e em vasos sangtliineos, que
sofre a seguir degeneracio hialina e deposicdes calcareas !, podendo haver mesmo
formagio de cartilagem e/ou de tecido 6sseo . Estas alteracdes podem trazer
prejuizos funcionais para a unidade timpano-ossicular, causando perda auditiva
condutiva e repercutindo nas decisoes cirurgicas durante as timpanoplastias.

Quando a timpanoesclerose atinge a membrana timpanica (MT), ela pode
ser diagnosticada a otoscopia, tomando um aspecto de placas brancas com
extensdo variavel®
Modelos experimentais tém sido utilizados para indugao de timpanoesclerose desde
1971. Esses modelos costumam ser estudados com base na otoscopia,

otomicroscopia e histopatologia. As vantagens da avaliacio otomicroscopica da MT



em relacdo ao estudo histolégico sio a facilidade e rapidez com que ¢ feita, os
menores custos envolvidos e a nao necessidade de sacrificio do animal. Entretanto,
nao sabemos até que ponto os achados otomicroscopicos podem ser confiaveis na
identificacao da miringoesclerose. A falta de uma correlagao entre a otomicroscopia
e a confirmagdo histolégica, por razdes Obvias, podem levar a conclusoes
inadequadas nos estudos que envolvam a indugao de miringoesclerose em modelos
experimentais. Nenhum trabalho da literatura de pesquisa atentou para a correlagao
detalhada, em cada animal, dos dois achados. Este estudo, portanto, se propde a
avaliar o grau de correlagdo entre o aspecto otomicroscopico e os achados

histopatolégicos da MT de ratos que sofreram indugao de miringoesclerose.



OBJETIVOS

2.1 Geral
¢ Determinar a sensibilidade do exame otomicroscopico na identificacdo
de dreas de miringoesclerose em ratos submetidos a inoculagao da OM

com Streptococcus pneunoniae.

2.2 Especifico
¢ Comparar o aspecto das membranas timpanicas consideradas normais
ou patolégicas ao exame otomicroscopico com os achados do exame
histologico das mesmas.
¢ Comparar, em termos de localizacao e intensidade, as areas de esclerose
identificadas na MT a otomicroscopia com as areas de miringoesclerose

percebidas ao exame histopatologico.



LITERATURA

3.1 Patologia

Em 1873, Von Troltsch descreveu um processo patolégico com
consideravel rigidez da membrana mucosa da OM e, eventualmente, degeneracao
calcarea ou 6ssea’. Mudangas similares foram reportadas por Walb (1878), que
encontrou, na OM, neoformacio de tecido conectivo com degeneracio hialina’.
Depois do final do século poucos trabalhos mostraram qualquer interesse neste
quadro patolégico, até que Zollner, em 1956, publicou nove casos encontrados
durante cirurgias de timpanoplastia®. Neste trabalho o termo timpanoesclerose foi
introduzido.

O quadro histolégico predominante da timpanoesclerose ¢ uma
neoformacao de colageno na lamina propria da OM, que se torna pobre em célula e
sofre, em seguida, hialinizacio" """

Depésitos calcareos nessa matriz de colageno foram primeiramente
descritos por House; Sheehy (1960) e Zollner (1963),

Ainda em 1961, Harris descreveu duas fases no desenvolvimento da
timpanoesclerose: mucosite esclerosante e mucoperiostite osteoplastica'®

Por meio de estudos de microscopia eletronica do material
timpanoesclerotico nao descalcificado, mudangas degenerativas na lamina propria,
com analise detalhada dos dep6sitos calcireos foram descritas .

A timpanoesclerose possui uma matriz organica na qual o processo de
calcificagdo se da de modo semelhante ao que ocorre em outros tecidos

patologicamente  calcificados, como a arteriosclerose'’. Os locais mais



freqiientemente envolvidos sao a membrana timpanica (MT), epitimpano, pregas
mucosas, musculos, tenddes e ligamentos suspensores.

Em 2002, Russell, descreve, como caracteristicas histologicas basicas da
timpanoesclerose, um aumento das fibras colagenas bem como degeneracao hialina

na lamina propria.

3.2 Incidéncia

Varios trabalhos procuraram estudar a incidéncia da timpanoesclerose.
Sheehy e House (1962) encontraram timpanoesclerose em 33% de 227 casos
cirurgicos, durante timpanoplastias. A miringoesclerose ocorreu na MT em 83%
dos casos e no epitimpano em 37%, havendo fixacio ossicular'.

Em 1988, Austin encontrou timpanoesclerose em 32 % de 1000 orelhas
médias operadas para tratamento de diversos tipos de infecgio'’.

Bhaya et al (1993) estudaram 319 ossos temporais de individuos portadores
de otite média cronica e encontraram timpanoesclerose em 14 %, sendo que a MT
estava acometida em 89 %; o epitimpano, em 9 %; o mesotimpano, em 15,5 %; o
protimpano em 4,5 % e; a mastéide, em 2 %", Para Asiri et al (1999), entre 775
casos com otite média cronica, a timpanoesclerose foi encontrada em 90 (11,6 %),
dos quais, 50 % acometia apenas a MT; 27 %, apenas a orelha média e; 18 %,

ambos®.

3.3. Aspectos clinico-cirurgicos

House; Sheehy (1960) descrevem as maneiras de se lidar com a
timpanoesclerose encontrada intraoperatoriamente nas timpanoplastias e destacam
os cuidados devidos durante a sua remogao e as possiveis complicagoes dessa
manipulacio’,

Alguns autores chegam a considerar a timpanoesclerose como uma contra-

indicagio de timpanoplastia™.



Em 1962, Sheehy; House mais uma vez detalham as repercussodess
cirurgicas trazidas pela presenca da timpanoesclerose na orelha média em 227
casos de otite média cronica. Neste estudo, eles comentam que houve suspeita pré-
operatéria de miringoesclerose que nio foi confirmada cirurgicamente em 4 casos .

Austin (1980) descreve as técnicas de reconstru¢ao ossicular para cada um
dos tipos de envolvimento timpano-ossicular pela timpanoesclerose'’.As placas de
miringoesclerose que envolvem, ao mesmo tempo, o cabo do martelo e o anulus
timpanicums  ou promontoério podem reduzir significativamente a mobilidade
timpanica com conseqiiente déficit auditivo™.

Asiri et al (1999) comentam que o diagndstico da miringoesclerose pode

. . . . . Q
ser facilmente feito por meio de otomicroscopia'

2.4. Modelo experimental

Apesar destes estudos citados e de tantos outros, ha consenso entre os
autores em que a histopatogénese da timpanoesclerose nio ¢ totalmente

- - SR 14,15,21-25
esclarecida merecendo ser alvo de investigacdo constante .

O primeiro estudo de indugao experimental de timpanoesclerose foi feito
em 1971 por Hybasek, com cobaia®. Desde entio, varios outros trabalhos tém-se

utilizado de modelos experimentais diversos'>*" >’

, a maior parte deles utilizando
ratos.

Em 1982 foi feita uma descricao detalhada da anatomia da OM do rato e
suas estruturas foram descritas como facilmente acessadas por meio da
otomicroscopia, justificando a utilizagdo deste animal para experimentos
envolvendo a MT e a OM™.

Por meio da inoculacao transtimpanica de Streptococcus pyogenes na OM de
ratos, associada a administracao parenteral de vitamina D;, conseguiu-se induzir a
formacao de timpanoesclerose e estudar alguns aspectos da sua patogenese.

Posteriormente, este mesmo modelo experimental foi utilizado para estudar os

efeitos de um antagonista do calcio no processo de desenvolvimento da



timpanoesclerose. Os achados otoscopicos, entretanto, nao sio comentados nestes
trabalhos®.

Wielinga et al (1988) consideram que o modelo experimental de
timpanoesclerose induzida em ratos tem alta reprodutibilidade e praticidade, sendo
adequado para estudos histologicos desse tipo de processo patolégico. Os autores
mostram, ainda, que a estrutura da parte tensa da MT do rato é semelhante a dos
humanos, com trés camadas muito finas. Neste trabalho, os autores chegam a
acompanhar as alteracdes produzidas por obstrucao definitiva da tuba auditiva
durante até dois anos. Descrevem as alteracdes otoscopicas como pequenos pontos
brancos que se formam a partir das primeiras semanas e vao aumentando em
numero e tamanho até formar, em alguns casos, grandes placas. Entretanto, nao ¢
feita uma correlacao entre os diferentes aspectos otoscépicos e a histopatologia.
Finalmente, especulam sobre a possibilidade de a retragao da MT poder atuar como
um gatilho no desencadeamento do processo timpanoesclerético™.

Em 1988 outro estudo experimental demonstrou que o rato é o melhor
animal para a indugdo de otite média aguda e secretora, pelas similaridades
anatoOmicas e patoldgicas deste modelo com a OM de criangas. Estas patologias
foram induzidas em 29 ratos e os resultados foram avaliados com base no aspecto
otomicroscépico das membranas™.

Mattsson et al (1997) estudaram a eficacia da aplicagio de anti-radicais
livtes na prevencido da miringoesclerose induzida, desta feita, por simples
perfuracdo da MT. Analisam as alteragoes otomicroscopicas e histologicas, mas nao
fazem nenhuma correlacio precisa entre um aspecto e outro’’.Os mesmos autores
em 1998, compararam a indu¢do de miringoesclerose por meio da inoculacdo
bacteriana na OM e por meio de perfuragiao timpanica em ratos. Neste trabalho, os
resultados mostram, entre outras coisas, que a miringoesclerose nao ocorre em otite
média aguda curada espontaneamente e que a miringoesclerose nao pode ser
diagnosticada por otomicroscopia®’.

Perfuracao da MT foi novamente utilizada num modelo experimental para

induzir miringoesclerose e estudar os efeitos da aplicacao tépica de acido ascoérbico



na prevencao deste processo. Os autores descrevem detalhadamente o aspecto
otomicroscopico das membranas, referindo as areas de miringoesclerose como
pontos esbranquicados que posteriormente se confluiam para tomar uma forma em
terradura no quadrante antero-superior. Porém novamente nao correlacionam estas
imagens com os achados histolégicos™.

Forséni Flodin (2001) induziu otite média aguda em ratos, estudando o
papel dos macréfagos na patogénese da miringoesclerose®. Em seguida (2002), este
autor, usou o mesmo modelo para analisar o papel de mediadores inflamatérios na
miringoesclerose, que foi induzida em 30% dos ratos”. Em nenhum desses dois
trabalhos foi tentada uma correlacio entre os aspectos otomicroscoOpicos e
histopatologicos.

Russell; Giles (2002), da mesma forma que procedeu Wielinga (1988),
induziram timpanoesclerose em ratos por meio da obstrucao definitiva da tuba
auditiva, com o objetivo de observar as etapas de formacio da placa de
timpanoesclerose por meio de microscopia 6ptica e eletronica. Apesar de terem
sido feitas otomicroscopias a cada 48 horas, os aspectos desta avaliacio também
nao foram comentados e todos os animais foram sacrificados para o estudo
histolégico.'>.

Em 2003 , estudo experimental induziu otite média aguda em ratos, e as
reagoes na MT foram avaliadas por meio de otomicroscopia ,0 aparecimento de
placas de miringoesclerose nao foi relatado, mas a presenca de timpanoesclerose na

mucosa da OM foi descrita por meio de exame histolégico™.



METODOS

4.1 Area de Estudo

Nucleo de cirurgia experimental da Universidade Federal de
Pernambuco(UFPE): local onde foi realizado todo o trabalho com os animais,
desde a sua prepara¢io, inoculagdo, otomicroscopias, até o sacrificio dos mesmos
para o estudo histologico.

Departamento de Anatomia Patologica da UFPE e Departamento de
Biologia Celular do Centro de Pesquisa Ageu Magalhies: locais onde foram feitas a

preparacao e analise das laminas.
4.2 Populagao de estudo

Vinte e cinco ratos Wistar, sadios, pesando entre 200-400g, adultos

jovens, adquiridos no Biotério do Centro de Pesquisa Ageu Magalhaes.
4.3 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo experimental, onde o pesquisador cria as condi¢oes
artificiais, perfeitamente controladas, para estudar um determinado grupo.
Longitudinal, prospectivo, como todo estudo experimental , e possivel de analise

estatistica.

4.4 Periodo de referéncia: coleta



Agosto de 2002 a dezembro de 2002 (Desde a etapa de inoculagdo da
bactéria na orelha média dos ratos a preparagio das laminas para estudo
histolégico).

4.5 Método de coleta

Os 25 animais foram mantidos num mesmo local, Nucleo de Cirurgia
Experimental, mantidos em gaiolas individuais com piso de serragem de madeira

de pinho, iluminagao artificial, temperatura ambiente e alimentados com racdo

padrio Rhoster®. Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% por
injecao intra-peritoneal, apés o que foram colocados sobre a bancada cirurgica, em
decubito lateral esquerdo, de modo a expor a orelha direita para o pesquisador.

Os ratos foram examinados por otomicroscopia, utilizando-se um
microscopio cirurgico marca D.F. Vasconcelos, de coluna, modelo MC-M31. Nao
foi utilizado espéculo auricular. Utilizando-se uma seringa descartavel de 1ml
ref.1196 marca Kramer , foi inoculada, na orelha média direita de cada espécime,
por via transtimpanica, 0,1 ml de solugio contendo 107 unidades formadoras de
colonias (UFC) de Streptococcus pnenmoniae tipo 3, apés o que os animais foram
devolvidos as suas respectivas gaiolas’ .

Por um periodo de 8 semanas, foram realizadas, por dois examinadores
simultaneamente, otomicroscopias quinzenais em todos os ratos, sob anestesia
geral, realizada da mesma forma descrita acima. Ap6s 1 semana todos os ratos
apresentaram otite ¢ na ultima otomicroscopia, as membranas timpanicas foram
fotografadas com camera digital marca Sony, modelo MVC-FD73, acoplada ao
sistema de divisao de raios do microscopio. Além de fotografadas as membranas,
eram anotadas e desenhadas as alteragcdes encontradas pelos examinadores. Apos
isto, os ratos foram sacrificados com dose letal de hidrato de cloral®*’.

Apbs o sacrificio dos ratos as bulas timpanicas foram retiradas, isolando-
se das mesmas a MT juntamente com o conduto auditivo externo. As pegas foram

fixadas em formaldeido a 10% e descalcificadas em acido nitrico a 7,5 %. No



processo pos-fixacao as bulas foram colocadas na estufa por 40 minutos em alcool
absoluto e 20 minutos em alcool-xilol e, posteriormente colocadas no xilol fora da

estufa, para entdo, agora desidratadas, serem emblocadas em parafina (50 minutos).
O material foi entdo seccionado com cortes sempre axiais de 4um de espessura,

com intervalos de 50um, interessando toda a MT, e corado com hematoxilina e
eosina, para ser, entao, examinado sob microscopia éptica.

Todos os procedimentos que poderiam trazer sofrimento para os animais,
como inoculacao intratimpanica do Streptococcus pneumoniae, otomicroscopia € o
sacrificio para a retirada do material, foram realizados sob anestesia geral com
hidrato de cloral a 10% intra-peritoneal e apdés todos os cuidados de assepsia e

antissepsia.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram descritos sob forma de freqiiéncias absolutas e relativas
conforme as categorias estudadas. Para a comparacio entre os diagnosticos
otoscopicos e histolégicos, o teste de McNemar foi empregado, visto que eram os
mesmos individuos avaliados em duas oportunidades.

A avaliacdo de concordancia entre os diagnodsticos pelas referidas técnicas
foi feita pela determinacgao do indice Kappa atribuindo-se os seguintes escores para
o nivel de concordancia 0-20 (fraca), 20-40 (sofrivel), 40-60 (regular), 60-80 (boa),
80-100 (6tima)*.

A determinacdao da acuracia (sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) e valor preditivo negativo(VPN)) foi realizada reunindo-se os
diagnosticos otoscopicos normal (N) e leve(L) em uma categoria e o intenso (I) em
outra; e o diagnoéstico histolégico reunindo-se o N e o grau < 3 em uma categoria e

o grau > 3 na outra.



4.7. Defini¢do das alteragdes encontradas

4.7.1. Otomicroscopia

A otomicroscopia, foram definidos os seguintes tipos de aspecto:

a.

MT normal — Definida como uma membrana timpanica delgada
e transparente;

Opacificagdo leve — Definida como uma perda leve da
transparéncia da MT, podendo ocorrer difusamente ou como
areas isoladas;

Opacificagao intensa — Definida como uma perda total da
transparéncia, com nitido espessamento da MT, difusamente ou

em areas isoladas.

4.7.2. Histopatologia

Ao exame histolégico, foram caracterizadas as fases do processo

inflamatoério que culminou com a miringoesclerose, sendo definidas 5 fases:

a.

Fase 1 - de exsudagdo, caracterizada pelo infiltrado
polimorfonuclear intenso;

Fase 2 - de granulagio, caracterizada por intensa
neovascularizagio e presenca de elementos do sistema
mononuclear macrofagico (fibroblastos, linfocitos, macréfagos);
Fase 3 — de fibrose, caracterizada pela grande proliferacao de
fibroblastos e formacgao de fibras colagenas, com diminui¢do da
vascularizacao;

Fase 4 - de hialinizagdo, caracterizada pela diminui¢ao do
numero de fibroblastos, que siao substituidos pelas fibras

colagenas, que agora se fundem, formando placas;
g bl b b



e. Fase 5 — de calcificacdo, caracterizada pela deposiciao do calcio e
tésforo, dando a matriz de colageno um aspecto semelhante a

. . , 1
cartilagem ou tecido Osseot.

Como, até a fase 3, as alteracoes vistas sao ainda reversiveis, consideramos
como miringoesclerose apenas aquele material que apresenta em pelo menos um

dos cortes o aspecto de fase 4 ou 5.

4.8 Variaveis

Neste estudo, a variavel dependente foi a timpanoesclerose e a variavel

independente foi a inoculacao de bactéria da OM.

4.9 Consideracoes éticas

Essa pesquisa seguiu os principios que regem o cédigo de ética experimental
e as leis de protegao dos animais, de acordo com as normas vigentes no Brasil,
especialmente a Lei 9.605- art. 32 ¢ Decreto 3.179- art. 17, de 21/09/1999, que
trata da questao do uso de animais para fins cientificos. Teve aprovagao integral do
Comité de Ftica em Experimentacio Animal do Centro de Ciéncias Biolégicas da
UFPE, inclusive concordando que o sacrificio destes animais neste estudo justifica-
se pelo fato de ndo existirem recursos alternativos para a realizagio do

procedimento cientifico®.



RESULTADOS

Tabela 1. Distribuicao dos animais conforme otoscopia.

Diagnostico (Classificagio) n %
Normal 4 16,0
Leve 13 52,0
Intensa 8 32,0
Total 25 100,0

Tabela 2. Distribui¢ao dos animais conforme histologia.

Diagnostico (Classificagio) n %

Normal 4 16,0
<3 15 60,0
>3 6 240
Total 25 100,0

Tabela 3. Concordancia entre os diagndsticos otoscopicos e histolégicos.

Histologico
>3 <3 Normal
Intenso 4 5 0
Otoscopico Leve 1 10 1
Normal 0 1 3
Total 5 16 4
Comparagao: Teste de McNemar: p=0,290
Indice Kappa 0,46
Tabela 4. Acuracia.
Histologico
>3 <3 ou Normal
Otoscopico Intenso 4 5
Leve/Normal 1 15
Medidas de associacio e intervalo de confianca de 95%
Sensibilidade: 80,0% (29,9 —98,9)
Especificidade: 75,0% (50,6 — 90,4)
VPP: 44.4% (15,3 - 77,3)

VPN: 93,8% (67,7 —99.8)



Tabela 5 — Localizacao

Coincide N32o coincide
n % n %
17 68,0 8 32,0

Tabela 6 — Miringoesclerose

Histologico
_l’_ J—
: 4 4
Otoscopia B N 15
Medidas de associagio e intervalo de confianca de 95%
Sensibilidade: 66,7% (24,1 —94)
Especificidade: 78,9% (53,9-93)
VPP: 50% (17,4 — 82,0)

VPN: 88,0%  (62,3-97,9)



DISCUSSAO

A timpanoesclerose tem sido motivo de inimeros estudos na literatura,
pois sua ocorréncia pode causar déficit funcional auditivo™, bem como dificuldades
técnicas durante a realizacio de timpanoplastias™>*'*"". E um processo patolégico
bastante prevalente em nosso meio, pois acompanha, com muita freqiiéncia, as
infeccdes agudas e, sobretudo, cronicas da mucosa da OM'*". Sua etiologia e
patogénese nio siao totalmente esclarecidas e uma melhor compreensao destes
aspectos podera trazer possibilidades futuras de tratamentos preventivos.

Por isso, sao extremamente importantes os trabalhos experimentais que
busquem definir melhor todas as etapas patolégicas do desenvolvimento da
timpanoesclerose, os fatores histoquimicos e as alteracbes moleculares envolvidas.
Alguns desses trabalhos podem utilizar a avaliagdo otomicroscépica e/ ou
histopatolégica para estudar a incidéncia e a dinamica da formagio da
timpanoesclerose em animais, frente a um possivel fator etiolégico ou terapéutico.
Mann, por exemplo, em 19806, estuda a incidéncia da timpanoesclerose induzida
pela inoculacao de Streptococcus pnenmoniae na OM de ratos, associada a
administracdo parenteral de altas doses de vitamina Dj, analisando, assim, uma
hipétese etioldgica ja evidente na pratica clinica™.

Outro trabalho experimental que estudou uma outra possibilidade
etiopatogénica foi o de Wielinga et al, que, em 1988, correlacionaram o
aparecimento da miringoesclerose com a retragao da MT causada por obstru¢ido
permanente da tuba auditiva®. Ja Mattsson et al (1998) avaliaram o papel da
miringotomia na génese da miringoesclerose”. Em 2002, Russell; Giles tentaram
estabelecer a correlagiao etiopatogénica entre a otite média secretora (induzida por

meio de obstrugdo da tuba auditiva) e a progressio do processo



timpanoesclerético'”. Tonnaer et al (2003) procuram comparar o desenvolvimento
da miringoesclerose frente a estimulos antigénicos e nio-antigénicos™".

Outros estudos procuram compreender a dinamica etiopatogénica da
timpanoesclerose, caracterizando as alteracOes histolégicas e ultraestruturais dessa
entidade. F o caso dos trabalhos de Forséni Flodin (2001), que detalhou a atuacio
dos macrofagos durante todas as fases do processo inflamatério, desde a etapa
supurativa até a etapa de reparagdo, quando tomam caracteristicas de
osteoclastos.Como também em 2002, estudou a presencga de macréfagos, linfécitos
T e B, interleucina 06, fator de inducao da 6xido nitrico sintetase (INOS) e MHC
classe I’

Ha ainda aqueles trabalhos que objetivam encontrar algum efeito benéfico
de substancias no sentido de impedir a progressao da doenca timpanoesclerética.
Como ¢ o caso do estudo em que é demonstrada, a capacidade de um antagonista
do calcio de obstruir a deposicao deste elemento na matriz extracelular da mucosa
inflamada®, e em outro que avalia o efeito preventivo de anti-radicais livres sobre o
desenvolvimento da miringoesclerose™. J4 Spratley et al (2001) mostram claramente
a eficacia da aplicagdo topica de 4acido ascorbico em membranas de ratos
perfuradas™. O préprio trabalho de Forséni Flodin (2002), j4 comentado, abre
janelas para a possibilidade de se interferir na dinamica da timpanoesclerose por
meio de drogas anti-inflamatérias™

Finalmente, ha os trabalhos que se destinam apenas a apresentacio ou
discussio de um modelo experimental **>>*>*%,

A utiliza¢ao de ratos em modelo experimental tem contribuido bastante, na
medida que torna possivel a inducao de otite média e timpanoesclerose. A alta
reprodutibilidade destes trabalhos oferece, portanto, possibilidade de estudo dos
efeitos das drogas, re-aeracao da OM, comportamento evolutivo da lesao e estudos
histolégicos em qualquer estagio da doenga™. A despeito de a funcio de algumas
estruturas da OM, como o musculo tensor do timpano e a tuba auditiva, serem
ainda pobremente compreendidas, como também algumas condi¢des patologicas

como o colesteatoma e otite média secretora, onde a patogénese é desconhecida. A



maior parte da nossa compreensio vem de trabalhos experimentais. Como a
anatomia da OM difere apreciavelmente de uma espécie para a outra, a selecao da
espécie influenciara consideravelmente o resultado™.

Trabalhos como o de Hermansson (1988) demonstraram que é possivel
induzir otite na OM de ratos e comentam a similaridade das mudancas ocorridas
em resposta a infecgao bacteriana com aquelas encontradas na otite média em
criancas”. Os ratos demonstraram ser adequados em estudos experimentais de
otite média, sio de valor na pesquisa otolégica por muitas razoes. Por exemplo as
estruturas do ouvido médio sio facilmente acessadas™. A OM do rato ¢
caracterizada por ter uma bula pequena e tuba de eustaquio horizontal,
correspondendo a das criancas, que ¢ mais curta e mais horizontal que a dos
adultos™.

Diversos trabalhos experimentais utilizam a otomicroscopia como forma

iaca : 2 s 15,23,26,27,30,32
de avaliagio do processo timpanoesclerético'>>>%*""

porém nenhum deles
procura fazer uma correlacio precisa entre as alteragoes encontradas nesta
avaliagdo com os achados da histopatologia, nio havendo, portanto, nenhum
trabalho que demonstre a confiabilidade das imagens vistas a otomicroscopia, ou
seja a acuracia deste exame.

Hermansson et al (1988) utilizam a otomicroscopia para avaliacao de otite
média aguda induzida em ratos. Entretanto, niao realizam uma confirmacio
histologica dos achados otoscépicos, podendo deixar passar desapercebida a
presenca de outros tipos de processos patolégicos, como a timpanoesclerose™.

A otomicroscopia a facilmente realizada sob anestesia geral, nao causando
nenhum sofrimento ao animal e dispensando o sacrificio do mesmo.
Evidentemente, a simples observacio otomicroscopica da MT nao é capaz de
tornecer qualquer dado a respeito das alteragoes histoestruturais ou histoquimicas
presentes no processo timpanoesclerotico, aspectos estes fundamentais para a
formulagio de varias hipoteses etiopatogénicas ou fisiopatoldgicas. . claro também
que a otomicroscopia s6 permite a identificacao da timpanoesclerose ocorrida na

MT (miringoesclerose). Ja foi demonstrado no homem que a timpanoesclerose



pode ocorrer apenas no interior da orelha média, poupando a MT'*". Desta forma,
trabalhos realizados usando a otomicroscopia como método isolado de avaliacao da
timpanoesclerose, podem eventualmente subestimar a incidéncia da
timpanoesclerose, por nao conseguir identificar placas que nao envolvam a MT.

Entretanto, para aqueles trabalhos dirigidos a introdu¢ao de novos
modelos experimentais, bem como aqueles destinados a estabelecer analises
comparativas tipo caso-controle, a otomicroscopia pode-se prestar muito bem.
Também nos estudos cronologicos da progressio da timpanoesclerose a
otomicroscopia isolada pode satisfazer plenamente as necessidades metodoldgicas.
Mas, para isso, é essencial que as imagens observadas a0 exame otomicroscopico da
MT tenham boas especificidade, sensibilidade e acuracia, sob pena, por razdes
6bvias, de se fazerem interpretagdes equivocadas da presenca ou auséncia da
miringoesclerose.

A miringoesclerose é em geral uma alteracdo facil de ser identificada a
otomicroscopia como placas brancas na MT", totalmente opacas, que contrastam
nitidamente com as areas normais, que possuem uma transparéncia bastante
expressiva. Todavia, imagens otomicroscopicas de areas com aspecto intermediario
da MT sao bastante comuns, normalmente aceitas como normais, nao tendo sido
encontrado na literatura nenhum estudo histologico dessas areas. No rato,
sobretudo, pelo tamanho reduzido da MT, os aspectos podem-se confundir. Uma
opacificagao total da MT pode, por exemplo, representar um processo edematoso
agudo ou subagudo ou um processo reparativo com ou sem timpanoesclerose.

No presente trabalho, portanto, procurou-se relacionar os achados
otomicroscopicos com as alteracdes encontradas na avaliagao histolégica da MT.
Utilizou-se o rato como animal de experimentacdo por este apresentar muitas
vantagens praticas e semelhangas anatomicas e patologicas com a OM humana,
como referem varios autores, e também por ser o animal mais utilizado na literatura
para este fim***,

A técnica de indugao da timpanoesclerose por meio da inoculacdo

transtimpanica da OM com o Streptococcus pneumoniae foi também escolhida pela sua



simplicidade, assim como foi também a escolha do método anestésico. S6 a orelha
direita de cada animal foi inoculada para que, durante as otomicroscopias, a orelha
esquerda pudesse servir de parametro de comparagido para a identificacdo das
alteragoes encontradas no lado em estudo. Foram feitas otomicroscopias
quinzenais por um periodo de 8 semanas porque alguns aspectos da MT podem
variar conforme a evolu¢ao do processo inflamatorio. Algumas alteragoes das
membranas que surgiam no inicio, demonstravam posteriormente ser decorrentes
da inflamacao aguda e desapareciam em pouco tempo, para dar lugar, depois, a
uma MT normal. As 8 semanas foram escolhidas para o sacrificio dos animais
porque, na maior parte dos trabalhos, as alteragoes histolégicas compativeis com a
timpanoesclerose ja podiam ser vistas ap6s este periodo.

O método do exame histologico utilizado, a microscopia Optica com
coloracao com hematoxilina-eosina(HE) , permite facilmente a identificagao de
todas as fases do processo inflamatério que culmina com a timpanoesclerose. Esta
¢ definida na literatura como uma degeneracao hialina que ocorre na matriz do
colageno que se forma durante o processo de repara¢io, na qual podem-se
depositar cristais de célcio e fosforo"**'"""'** Porém, nem sempre esses depésitos
ocorrem,  podendo o  processo  timpanoesclerdtico  caracterizar-se
fundamentalmente pela hialinizacdo do tecido colageno neoformado na lamina
propria.

Assim, no presente trabalho, o processo inflamatério/reparativo foi
graduado didaticamente em cinco fases: de supuragdo, granulaciao, esclerose,
hialinizacao e calcificagdo. Para efeito de analise estatistica, separamos estas fases
em dois aspectos histologicos: com miringoesclerose (quando, em pelo menos um
corte se identificavam as fases 4 ou 5) e sem miringoesclerose (quando sé se
percebiam alteragoes tipicas das fases 1, 2 ou 3). ) As figuras 1 a 11 mostram o
aspecto histolégico da MT normal e das diferentes fases evolutivas do processo

inflamatério/reparativo.



Fig. 1-HE, 10X: Note-se a MT normal (cabegas de seta ), os ossiculos (setas ), a orelha média (OM)

e o conduto auditivo externo (CAE).




Fig. 3 — HE, 50X: Outro corte, ao nivel do cabo do martelo (m), de uma MT normal
(cabega de seta ). CAE — conduto auditivo externo; OM — orelha média.

Fig. 4 — HE, 100X: Mucosa da OM na fase exsudativa do processo inflamatério (1), com intenso
infiltrado polimorfonuclear e superficie mucosa (cabeca de seta )



Fig. 5 — HE, 50X: MT mostrando area em fase de granulagao (2), com infiltrado polimorfonuclear e
grande neoformagio vascular (¥*¥*), coexistindo com fase de fibrose (3). As cabegas de seta mostram
a superficie cutanea da MT.

Fig. 6 — HE, 10X: Fase de fibrose (3) espessando de forma importante a MT (cabegas de seta). CAE
— conduto auditivo externo; OM — orelha



Fig. 7 — HE, 50X: Detalhe da mesma pega acima. Aspecto tipico da fase 3, com proliferagio de
fibroblastos e presenga de fibras coligenas com arrumagio fibrilar.

Fig. 8 — HE, 10X: MT espessada, coexistindo as fases 3 e 4. Nas dreas de fase 4, percebem-se placas de
tecido conjuntivo denso avascular na espessura da MT.



Fig. 9 — HE, 50X: Detalhe da peca anterior, mostrando menor quantidade de fibroblastos e presenga de
areas de hialinizagao do coldgeno, que perde a sua organizacio fibrilar e torna-se homogéneo (setas).

Fig. 10 — HE, 10X: MT em fase de calcificacio (%). Note-se a coloragio mais arroxeada do tecido,
denotando a presenca de depdsitos de calcio no material.



Fig. 11 — HE, 50X: No detalhe da figura anterior, vemos a coexisténcia das fases 4 ¢ 5. Nesta ultima,
percebem-se os desenhos que caracterizam o tecido 6sseo e a transformagio morfologica dos fibroblastos

em osteoblastos.

Os achados da otomicroscopia, apesar de bastante variados, puderam ser
classificados em trés grupos: normal (quando a transparéncia era preservada, igual
a da orelha esquerda), opacificagdo leve ¢ opacificagdo intensa. Foram
fotografadas, anotadas e desenhadas as alteracbes encontradas para que, na ocasiao
da avaliacio histologica, se pudesse analisar as areas especificas consideradas
alteradas e as areas tidas como normais, nas suas exatas localizacGes na MT. Para
que isso fosse possivel, todas as bulas timpanicas foram emblocadas em uma
mesma posi¢ao e cortadas seguindo sempre a mesma orientacao (axial). As figuras

12 a 17 mostram diferentes aspectos encontrados a otomicroscopia.



Fig. 12 — Aspecto normal da MT direita a otomicroscopia. Véem-se a parte tensa (pt), a parte
flacida (pf) e a impressio do cabo do martelo (m).

Fig. 13 — Aspecto otomicroscopico considerado como opacificagio leve. Note-se que, tanto
anteriormente, quanto posteriormente ao cabo do martelo (m) hd uma perda da transparéncia
da MT (**), quando comparada com a por¢io infetior da mesma (cabega de seta).



Fig. 14 — Opacificagio leve segmentar (¥) da MT, postetior ao cabo do martelo (m).
Compare-se com a parte anterior normal (seta).

Fig. 15 — Opacificacio intensa segmentar (cabegas de seta) localizada postero-superiormente
ao martelo. Compare-se com o restante da MT, normal (¥).



Fig. 16 — Outro aspecto de opacifica¢io intensa segmentar (**) tomando a metade superior da
MT. Logo abaixo, vé-se a MT com transparéncia normal (cabegas de seta).

Fig. 17 — Opacificagio intensa difusa, com perda total da transparéncia de toda a MT,
quase ndo se podendo distinguir o cabo do martelo (m).



Os resultados deste trabalho mostraram uma concordancia quando
comparamos os achados otomicroscopicos com os histopatologicos (ver tabela 3).
O teste de McNemar foi utilizado com o objetivo de verificar se houve ou nio
mudancga com os dois métodos diagnosticos, obtivemos neste caso um resultado de
p=0,290 indicando que nao houve mudanca significativa. O indice de Kappa ¢é
também um indice de concordancia e foi utilizado para expressar a confiabilidade
do teste. O resultado obtido (46%) indica uma concordancia regular entre os
métodos diagndsticos. Isto ocorreu provavelmente devido a grande variabilidade
dos achados. Considerando como miringoesclerose a presenca de opacificagao
intensa no exame otomicroscopico e grau 4 ou 5 (hialinizagdo ou metaplasia) no
exame histopatolégico e auséncia de miringoesclerose, o exame normal ou
opacificacao leve no exame otomicroscopico e até o grau 3 (fibrose) no exame
histopatologico, procuramos estudar a acuracia dos resultados obtidos neste estudo
(ver tabela 4). Através deste teste obtivemos a sensibilidade de 80%, considerada
boa , 0 que mostra que a otomicroscopia tanto quanto o exame histopatolégico,
sao métodos capazes de predizer se a miringoesclerose esta realmente presente
naqueles casos considerados positivos, ou seja, mostra a propor¢ao de positivos
verdadeiros. Em relagdo a especificidade dos métodos diagnoésticos, o resultado
obtido (78%), demonstra que tanto a otomicroscopia quanto a histopatologia sio
bons para predizer a propor¢ao dos negativos verdadeiros. Procuramos avaliar nao
s6 a presenca da miringoesclerose, mas também a concordancia em termos de
localizagao entre os dois métodos diagnosticos. Na tabela 5 observa-se que houve
uma coincidéncia na localizagio do achado da otomicroscopia com o da
histopatologia em 68%. Mais um resultado que refor¢a a concordancia do método
otomicroscopico com o histopatolégico. Consideramos neste estudo, baseados na

literatura consultada, miringoesclerose, os achados de opacificagio intensa a



otomicroscopia e grau 4 ou 5 a histopatologia. A presenca ou nio de
miringoesclerose nos exames otomicroscopicos e histopatologicos foi comparada e
os resultados estdo descritos na tabela 6. Os resultados mostraram que estes exames
tem uma especificidade boa , ou seja, eles se prestam para afastar a presenca de

miringoesclerose naqueles casos onde ela realmente nao existe.



CONCLUSOES

Foi observada concordancia  significativa entre os métodos
otomicroscopicos e histopatolégicos no diagndstico de miringoesclerose.
A otomicroscopia pode ser utilizada como método diagndstico para

estudo da miringoesclerose com boa especificidade.
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ANEXO

ANEXO 1

déd

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
_ €CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Recife, 24 de margo de 2003

Oficio n® 122/2003

Da Comissio de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Ao Prof, Silvio da Silva Caldas
Departamento de Cirurgia da UFPE

Prezada Professora,

Apos o recebimento de seu projeto de pesquisa intitulado “Influéncia da Hipercalcemia
na indugiio de timpanosclerose em ratos: estudo experimental em ratos da espécie Wistar™ os
membros da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) analisaram os aspectos relativos aos
protocolos experimentais adotados. = -

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagdo
Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratcry Ammals as quais sdo adotadas como critérios de avaliagio e
Jjulgamento pela CEEA-UFPE. T

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 - art. 32 ¢ Decieto
3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questic do uso de anmimais para fins cientificos,
ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, fealizado no presente tiabalho,
justifica-se pelo fato de ndo existirem recursos alternativos para a realizagio do procedimento
cientifico.

Diante do exposto, emitimos um parccer favoravel aos protocolas expernmentais icaizzados,

Profa_% FAT Lara[da S. Andrade da Costa

Coordenadora da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da UFPL:

Atenciosamente,




