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Normalizacao adotada

Esta dissertacédo esta de acordo com:

Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing
and Editing for Biomedical Publication. International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver), Updated October 2009. Disponivel no enderego eletrdnico

http://www.icmj.org.
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Resumo

A membrana timpanica tem capacidade de cicatrizar espontaneamente, apesar de
alguns individuos persistirem com a perfuragdo timpanica. O fechamento das

perfuragdes ocorre pelo avango da camada epidérmica da membrana timpanica. O

estudo teve como objetivo analisar a capacidade de migragao epitelial da membrana
timpanica do Chinchilla laniger e

relacionar a cicatrizacdo espontanea de
perfuragdes timpanicas subagudas. Duas fases compuseram o estudo. Na primeira,
a membrana timpanica do chinchila foi marcada a nanquim com um ponto e foi
medida sua movimentacao, determinando a velocidade da migracédo epitelial. Na
segunda, produziu-se uma perfuragdo subaguda da membrana timpanica, medindo-
se o tempo cicatrizacido espontanea. Foi medida a correlacido da velocidade da
migracao epitelial da membrana timpanica e do tempo de cicatrizagdo espontanea
da perfuracdo subaguda. A média das velocidades de migracao epitelial foi de
0,095+-0,02 mm/dia, ndo existindo uma velocidade tipica de migragdo. A média dos
tempos de cicatrizagdo espontanea da perfuragdo subaguda foi de 10,4+-2,7 dias.
Todas as perfuragdes timpanicas apresentaram cicatrizagao esponténea. Nao foi

encontrado correlagdo entre a velocidade de migracdo epitelial e o tempo de

cicatrizagdo esponténea da perfuragado subaguda do Chinchilla laniger.

Descritores: Perfuragdo da membrana timpanica, Cicatrizacdo de feridas, Epitélio,
Membrana timpanica, Movimento celular.
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Abstract

The tympanic membrane has the capacity of spontaneous healing, although some
individuals can persist with tympanic perforation. The healing of perforation occurs by
growth of epidermal layer of ear drum. The objective of this study was to analyse the
presence and velocity of the epithelial migration, andits relation with the
spontaneous healing of sub acute perforation. The study is composed of two parts.
First, the tympanic membrane was marked by an ink dot, and its movement was
measured, thus determining the velocity of epithelial migration. At the second phase,
a sub-acute perforation was produced in the ear drum, and spontaneous healing was
measured. The mean epithelial membrane migration velocity of Chinchilla laniger
was 0.095 +-0.02 mm/day. No typical velocity can be attributed to this movement.
The mean time for spontaneous healing of tympanic sub acute perforation was 10.04
+-2.69 days. All tympanic perforations showed spontaneous healing. Any correlation
was not observed between the rate of epithelial migration and time of spontaneous

healing of sub acute tympanic membrane perforation of Chinchilla laniger.

Keywords: Tympanic membrane perforation, Wound healing, Epithelium, Tympanic
membrane, Cell movement.
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1.1 Apresentacao do problema

A membrana timpanica (MT) é responsavel pela transmissao sonora, através
da sua capacidade vibratoéria, prote¢cado sonora a janela redonda e protegao da orelha

média a infecgbes'

A perfuracao timpanica € um problema clinico frequente, principalmente em
paises em desenvolvimento?®. A doenca pode ser, resultante de traumas, infecgdes,
tumores, ou iatrogenias®*. A maioria das perfuragbes timpanicas agudas cicatrizam
espontaneamente; ndo se conhecendo a causa da permanéncia da perfuragao
timpanica®>'> A migragdo da camada epidérmica da MT é o provavel responsavel
pela cicatrizagdo espontanea de perfuragdes timpanicas' 2.

O Chinchilla laniger € um modelo animal de alteragcdes cronicas da orelha,
principalmente, perfuragdes timpanicas; devido a semelhanga a dos humanos™. Nao

€ conhecida a velocidade de migracao epitelial deste espécime.

Apesar da MT ter capacidade de cicatrizar espontaneamente, ainda nao esta
clara a razado de, em alguns individuos, apds uma ruptura, seja de causa traumatica
ou infecciosa, essa perfuracdo persistir definitivamente. Por isso, sabendo que o
fechamento das perfuragdes se inicia pelo avanco da camada epidérmica do
timpano, justifica-se um estudo que procure correlacionar a velocidade de migragao
epitelial do timpano e a cicatrizagcao espontanea da perfuracédo. Este estudo busca
demonstrar a relagdo entre a migragao epitelial e a cicatrizacdo da perfuragao

timpanica no chinhcila.
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Objetivos

2.1 Geral
Avaliar a influéncia da velocidade de migragdo epitelial da membrana
timpanica sobre o processo de cicatrizacdo espontanea total da perfuracéo

timpanica subaguda, induzida experimentalmente, em Chinchilla laniger.

2.2 Especificos
* Mensurar a velocidade de migragao epitelial da MT do Chinchilla laniger;
* Auvaliar a relagéo entre a relagéo entre a velocidade de migragao epitelial
e o indice e o tempo de cicatrizagao total da perfuragdo timpanica

subagudas, induzidas experimentalmente, em Chinchilla laniger.
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3.1 Membrana timpanica

A MT separa a orelha média da orelha externa, auxiliando a transmissao da
pressao sonora da orelha externa a janela oval; protegdo sonora da janela redonda;
e protecdo da orelha média contra infecgdes'.

Anatomicamente, a MT é dividida em duas partes: a tensa, de maior
extensao, e a flacida, menor e mais delgada. A divisdo, entre as duas partes, é feita
pelos ligamentos timpanomaleolares anterior e posterior, que se encontram
concentricamente na apéfise curta do martelo. A MT é inserida na profundidade da
porcado Ossea do conduto auditivo externo por uma faixa circular de tecido
conjuntivo, o ligamento de Gerlach™.

A parte tensa da MT, fibroelastica, responsavel pela transmissao sonora
para os ossiculos com ampliagcdo sonora, € constituida de trés camadas':

1. A camada mais interna, mucosa, € relacionada ao ouvido médio,
constituida por epitélio simples, pavimentoso a cubdide, derivado do
endoderma;

2. A média é uma camada delgada, denominada lamina prépria, é
composta: de elementos mesodérmicos; fibras colagenas (que confere as
caracteristicas vibratorias especiais); fibroblastos; e fibras elasticas- de
orientagao radial e circular, formando arcos do ligamento de Gerlach ao
cabo do martelo ou do ligamento ao seu lado oposto, fibras circulares ao
redor do umbo e, na periferia, fibras parabdlicas anteriores e posteriores,

fibras arciformes ou semilunares;
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3. A camada externa é composta de epiderme delgada, originaria do
ectoderma, sendo a provavel responsavel pela migragao epitelial.
A localizagdo de maxima vibracado ocorre nos quadrantes postero-superior e
pdstero-inferior da parte tensa da MT'.
A parte flacida da MT localiza-se no segmento de Rivinus e é formada por
apenas duas camadas: a externa e interna, ndo existindo a camada média. Esta

regido ndo tem fungéo vibratoéria.

3.2 Migragao epitelial

A migragdo epitelial da MT foi sugerida, desde o século XIX, pela
capacidade autolimpante do conduto auditivo externo' 2. A migragdo da camada
superficial do extrato cérneo, camada epidérmica da MT, € um mecanismo para a
remoc¢ao da queratina e cerume, além da provavel responsabilidade da cicatrizacao
espontanea de perfuracdes timpanicas''2. Atividade mitética da MT é exacerbada
na parte tensa da MT, proxima ao anulo timpanico e ao manubrio do martelo''"8,

A migragdo da camada superficial do extrato corneo representa um
mecanismo para a remoc¢ao da queratina, cerume e corpos estranhos da MT e
conduto auditivo externo, resultando em fungéo vibratéria normal'®,

O fenbmeno da migracéo epitelial foi descrito, usando discos de papel em
volta do martelo, como um movimento em diregdo pdstero-superior da MT*. A tinta
nanquim foi utilizada para determinar o sentido do movimento da migracéo, dire¢cao

anterior para posterior na MT e lateralmente no conduto'.
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A migragdo da camada epitelial foi mensurada em 0,07 mm por dia na MT
humana, observando o umbus, como ponto central deste movimento'. O tempo de
percusso do umbus a insergao periférica da MT em cobaia, Guinea pig, durou 13

dias®.

3.3 Perfuragao timpanica

A perfuragéo timpanica provoca, normalmente, otorreia cronica e deficiéncia
auditiva'. As infecgdes causadoras de perfuragdo timpanicas sdo mais comuns em
paises em desenvolvimento, criancas, além de pessoas de classe social mais baixa
dos paises desenvolvidos. A causa traumatica inclui agressodes, explosdes, traumas
penetrantes e barotrauma. As causas iatrogénicas comuns sdo cirurgia otologica:
miringotomia, timpanotomia, colocagéo de tubos de ventilagdo, estapedotomias?®.

Perfuragdes agudas traumaticas sdo associadas a perda auditiva condutiva
inicial, diferenca aéreo-6ssea entre 13 e 32 decibéis (dB), geralmente com
cicatrizacdo espontanea, ndo determinando sequela auditiva?'?>2. Nos casos de
perfuracdo da MT, a perda auditiva ocorre por diminuigdo da area util de vibracdo da
MT. Uma perfuragdo de MT, de 0 até 25% do total desta area, pode causar uma
perda de 12dB; perfurac¢des de 26 a 50% podem causar até 22dB; e de 50 a 95% da

area, as perdas podem ser de 28dB%.

3.4 Cicatrizagcao do timpano
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A cicatrizacdo espontanea da perfuragcao timpanica, deriva de um avango da
camada epidérmica, formando uma unido entre as margens do defeito timpanico,
servindo de guia para a proliferagdo celular das camadas média e interna da MT?2>;
apo6s perfuracao da parte tensa da membrana, a retragcdo das bordas da lesdo tem
inicio imediato. Em 48h, a hipertrofia do epitélio, o crescimento das bordas e das
paredes da perfuracao, sédo visualizados. O provavel mecanismo da cronificagao é a
ocorréncia de uma falha do crescimento epitelial, resultando em uma fistulizacédo das
camadas da MT, por epitelizagéo das bordas da perfuragéo®.

O provavel mecanismo da cronificacdo da perfuragdo é a ocorréncia de uma
falha do crescimento epitelial, resultando em uma fistula crbnica, caracterizada pela
epitelizacdo de suas bordas??’. Estudos demonstram, que a cicatrizagéo total da
perfuracdo inicia com o avango da camada epidérmica, formando uma ponte entre
as margens do defeito, guiando a proliferacéo celular das camadas média e interna
da MT*%; a cicatrizagdo da camada fibrosa é secundaria, dependendo da
distribuicdo vascular®.

O reparo destas perfuracbes é estudado em duas correntes: a primeira
explica que as matrizes proteicas servem de guia para o tecido de cicatrizacdo na
MT"?8; a segunda, é mantida pela proliferagdo celular, através dos moduladores de
crescimento e de fluxo sanguineo®°.

O mecanismo normal de cicatrizacdao pode ser dividido em: hemostasia,
inflamacéao, proliferacdo, remodelacdo e contragdo. Inicialmente, ha acido das
plaquetas junto aos debris celulares, formando trombos e vasoconstricgao,
promovendo hemostasia. Segue-se extravasamento de neutrdfilos, citocinas e

macrofagos nas bordas da ferida, promovendo a prevengdo de infecgédo, e a
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transformacgao da matriz de fibrina, iniciando a proliferagao de fibroblasto e colageno.
O tecido de granulagéo servird como matriz de epitelizagdo'. O inicio da cicatrizagdo
da MT é igual ao do tecido cutaneo, diferindo as fases proliferativa e migratéria®"*.

No manejo da perfuragédo timpanica aguda € indicada apenas a inspegao,
evitando a manipulagao da orelha, durante as duas primeiras semanas pos- trauma,
devido ao risco aumentado de contaminagdo, exceto na existéncia de material
contaminado no conduto auditivo externo ou infecgdo otoldgica ativa. Gotas
otoldégicas antibidticas ndo s&do necessarias, podendo favorecer infecgbes
oportunistas®.

A cicatrizacdo esponténea das perfuragbes traumaticas agudas apresenta
indices elevados®'%%°, A cicatrizagdo espontanea apresentou correlagdo positiva com
a idade do paciente, e correlagdo negativa com perfuragdes maiores de 50% da MT,
presencga de otorréia, manipulagdo do conduto auditivo por lavagem (introducéo de
liquido por seringa) em perfuragbes agudas, e lesdo por instrumento penetrante e
persisténcia deste no conduto auditivo externo. A localizagado da perfuragdo na MT
nao mostrou diferenca na cicatrizagao®.

No caso de perfuragbes cronicas, a opgao cirurgica € a terapéutica de
escolha, buscando a restauracédo da barreira formada pela MT, entre a orelha média
e externa, a resolugédo dos quadros infecciosos e a protegédo das janelas redonda e
oval, restabelecimento da capacidade vibratéria, com esperada melhora do limites

auditivos?’.

3.5 Chichilla laniger
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A MT tem similaridades entre as espécies da classe mamaria, sendo a
humana mais espessa®*.

Chinchilla é o nome genérico dos mamiferos roedores da familia
Chinchillidae, nativa da Cordilheira dos Andes, no Chile; significando literalmente
"Chincha Pequena"; chincha € o nome dos nativos dos Andes, que utilizavam o pelo
deste animal para compor pecas do seu vestuario, no periodo em que 0s
conquistadores espanhodis chegaram a esta regido (Figura 1)*.

O primeiro registro escrito deste animal surge no século XVI, quando um
padre espanhol descreve as Chinchillas no seu livro sobre os animais da cordilheira
dos Andes. Este animal sofreu exterminio, para retirada de sua pele, chegando a
restar apenas 14 espécimes. No inicio do ultimo século, um criador conseguiu

reproduzir a espécie em cativeiro®.

Figura 1. Chinchilla laniger
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A semelhanca da MT e da orelha externa, do Chinchilla e do homem, foi
descrita em estudo experimental; apos esta publicagdo, o Chinchilla laniger tornou-
se um modelo de perfuragdes cronicas da MT™.

O Chinchilla apresenta um conduto auditivo externo curto e largo, facilitando
a visualizacdo da MT, aproximadamente 8mm de diametro; difere da humana, pela
menor espessura e menor didmetro. Estruturalmente, a diferenga estd na menor
quantidade de fibras circulares, pertencentes a lamina prépria da camada média,
deste animal®?**3%-%_As curvas timpanométricas, também mostram similaridade.

O modelo de perfuracdo timpanica criada no Chinchilla, estruturalmente
semelhante ao humano, mostrou na margem um tecido conjuntivo, coberto por
camada fina de epitélio escamoso, com contato medial a face mucosa, além de
hiperplasia e hipertrofia destas camadas™.

Em Chinchillas, o tratamento clinico e cirurgico das perfuragdes foi realizado
em diversos ensaios experimentais. O fechamento das perfuracbes crénicas foi
comparado, empregando-se o uso do enxerto autégeno e a membrana de
biopolimero em chinchilas*'. O estimulo a cicatrizagdo da perfuracdo com o uso o
estimulo do fator de crescimento epidérmico foi empregado’®; também, o uso do fator
de crescimento de fibroblasto induzindo o fechamento das perfuragdes*.

A eficacia n&o cirurgica do uso de derivados de plaquetas para tratamento
de perfuracdo cronica da MT em chinchila ndo foi observada*. O AlloDerm®
(AlloDerm® Regenerative Tissue Matrix, LifeCell Corporation) foi utilizado como
enxerto no tratamento da PT*#4°. O uso da celulose biossintética em perfuracao

traumatica de MT em Chinchilla laniger foi testado com sucesso*.
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4.1 Populagao e local do estudo

Foram incluidos no estudo 10 espécimes machos de Chinchilla laniger,
pesando 350 a 500 gramas, com seis meses a um ano de idade, sem sinais de
infeccdo, procedentes do biotério de experimentacdo no Nucleo de Cirurgia
Experimental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob supervisdo
veterinaria de acordo com normas institucionais.

Durante os meses de junho e julho de 2009, periodo do experimento, os
animais permaneceram em gaiolas individuais, com piso forrado por maravalha, com
iluminagao artificial durante 12h diarias e em ambiente aclimatado. Os chinchilas
recebiam racado especifica, constituida por: uva-passa, ameixa, milho, semente de
girassol, aveia, alfafa e arroz integral. Foi utilizado suplemento alimentar para
Chinchilla laniger e agua ad libitum. Visando reduzir o estresse dos animais em
cativeiro, disponibilizou-se pé de calcario para banho, segundo orientagdo dos
criadores. Apos o estudo, os espécimes seguiram para cuidados de criadores

particulares, ndo houve sacrificio de nenhum animal.

4.2 Desenho do estudo

Estudo experimental, prospectivo e analitico.

4.3 Seleg¢ao da amostra

Um total de 10 animais tiveram suas orelhas estudadas em duas fases:
% 1?2 fase: Usada para determinar a velocidade de migragao epitelial da MT;
s 2°fase: Usada para avaliar a cicatrizagdo espontanea total da perfuragéao

timpanica subaguda, induzida experimentalmente.
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4 4 Procedimentos técnicos

4.4.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados previamente a todos os procedimentos
cirurgicos sobre a MT. Utilizou-se ketamina na dosagem de 25mg/Kg, administrado
na coxa direita, e thiobarbital na dose de 25mg/Kg na coxa esquerda, ambos por via
intramuscular. Os animais apos o procedimento anestésico, foram colocados na
mesa cirurgica, em decubito lateral, com a cabecga posicionada na direcdo oposta do

pesquisador.

4.4.2 Determinacéo da velocidade de migragao epitelial da MT

4.4.2.1 Marcagéo da membrana timpéanica (dia 0)

As MT (n=20) dos animais foram marcadas a tinta nanquim azul (ponto),
anteriormente ao umbus. Foi realizada a fratura da proeminéncia éssea existente na
parede postero-superior do conduto auditivo externo, a altura do anulo timpanico
com a introdugdo e abertura do espéculo aural auto-estatico de Holmgreen. Foi
usada fita milimetrada em todos os procedimentos da 1° fase.

A imagem obtida da MT incluia: o umbus, o manubrio do martelo, o anulo
timpanico (porgao inferior), o ponto marcado, e a fita milimetrada (Figura 2); esta
removida apos o registro fotografico em todos os procedimentos (Apéndice 1).

A fita milimetrada colocada em contato com o timpano visou padronizar as
medidas observadas na MT, pois a magnificacdo, promovida pelo microscopio e
captada pela camera fotografica digital, variavam.

Padronizou-se a medida de 1 mm, em todos os registros fotograficos.

Considerou-se, esta etapa de procedimento, o dia 0 do experimento.
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4.4.2.2 Avaliagdo da migragéo epitelial (dia 7)

Decorridos sete dias da marcagéao (dia 7 do experimento), foi realizada nova
avaliacédo de cada orelha (n=20).

As duas imagens, dia 0 e dia 7, foram comparadas mensurando-se a
distdncia do ponto marcado ao umbus, definindo seu deslocamento na MT e,
consequentemente, a velocidade de migracao epitelial.

A determinagcdo da velocidade de migracao epitelial, primeira fase do
experimento, foi realizada através da observagcdo da mudanca de localizacdo do
ponto marcado na MT (dia 0 e dia 7); calculando-se a velocidade deste

deslocamento em relagao ao umbus.

4.4.2.3 Perfuragdo da membrana timpanica (dia 7)

No dia 7, apds a captagao da imagem, realizou-se uma perfuracédo da MT,
localizada no quadrante antero-inferior, com o auxilio de estilete incandescente
(n=20). Os animais receberam uma dose de antibiotico profilatico (cefalotina 100mg/

Kg) em dose unica (Figura 3).

4.4.2.4 Avaliagdo da perfuragdo timpanica - fechamento
Catorze (n=14) orelhas foram submetidas a avaliagéo nos dias 14, 17, 21 e
28 dias, ou até cicatrizagdo espontanea total (fechamento completo da perfuragéo).

Trés animais morreram nesta fase do experimento.
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Figura 2. Aspecto da MT do chinchila. U- umbus, FM- fita milimetrada, AT— anulo timpanico, PN-

ponto marcado a tinta, CAE- conduto auditivo externo.
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Figura 3. Aspecto da perfuragéo timpanica subguda experimental no chinhcila. MT- membrana

timpanica, U- umbus, B- borda da perfuragdo, CAE- conduto auditivo externo.
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4.5 Material empregado para microscopia e aquisigao de imagens

Todos os procedimentos foram realizados sob microscopia, utilizando um
microscopio cirurgico D.F.Vasconcelos ® modelo FC 250; e uma camera fotografica

digital OLYMPUS ® 4 megapixels, modelo C-765 Ultra Zoom, 10 X optical zoom.

4.6 Procedimentos analiticos

Para calculo da relagao, entre a velocidade da migragao epitelial e o tempo
de cicatrizagao espontanea total da perfuracao, foi empregada a correlagao linear de
Pearson (coeficiente de correlagdo), pois avalia duas variaveis de um mesmo
individuo (a velocidade de migragao epitelial e o tempo de cicatrizagdo espontanea
total da perfuragdo subaguda induzida).

A evidéncia obtida na correlacao linear de Person, foi corroborada por um

teste t bicaudal.

4.7 Procedimentos éticos

Esta pesquisa foi aprovada e seguiu os principios que regem o coédigo de
ética experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as normas
vigentes no Brasil, Lei 9.605 - art.32 e Decreto numero 3.179-art. 17, de 21/09/1999
que trata da questdo e normas para pratica cientifica de vivissec¢ao de animais.

O Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da UFPE (CCB-UFPE) estabeleceu aprovacgdo integral em parecer
concedido em 10 de marco de 2009, oficio n°119/09, processo 23076.001455/2009

(Anexo 1).
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A mensuragao da migragao epitelial, primeira fase do experimento, avaliou
20 orelhas (n=20). As imagens obtidas foram estudados no software FastStone
Image Viewe®r 3.8, mensurando-se a distédncia do ponto marcado ao umbus. As
imagens obtidas no dia 0 e dia sete foram comparadas, a diferenga foi igual ao
deslocamento do ponto sobre a MT. Os dados das duas imagens foram
normatizados, com o uso do software Microsoft Excel ®, e colocados em forma de

tabela.

Tabela 1. Deslocamento do ponto marcado na MT, dia 0-dia 7.

Deslocamento total (mm)

Orelhas
Chinchilla Direita Esquerda
1 0,749 0,773
2 0,599 1,422
3 0 1,166
4 1,599 0,424
5 0,500 0,057
6 0,500 0,045
7 0,281 0,399
8 0,285 0,935
9 2,472 0,833
10 0,199 1,200

A migracao epitelial ocorreu em todas as MT, exceto uma. A média do
deslocamento do ponto foi de 0,7425mm em 7 dias, seus valores variaram de 0 e
2,472mm em 7 dias (Tabela 1).

A velocidade de migracgao epitelial mensurada no chinchila, apresentou uma
média de 0,095153, erro padrao 0,0218, variando de 0 até 0,35317mm/dia (Tabela

2).
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Tabela 2. Velocidades de deslocamento do ponto marcado na MT

Velocidade média (mm/dia)

Orelhas

Chinchilla Direita Esquerda
1 0,10714 0,01105
2 0,08571 0,20317
3 0 0,16667
4 0,22857 0,06061
5 0,07143 0,00824
6 0,07143 0,06531
7 0,04018 0,05714
8 0,04082 0,01337
9 0,35317 0,11905
10 0,02857 0,17143
Média 0,095153

Erro Padrido da Média 0,021829

Na analise do tempo de cicatrizagdo espontinea total da perfuragao,
segunda fase, foi realizada a perfuracao timpanica experimental. As reavaliacbes
demonstraram tempo de cicatrizacdo espontanea total de 10,07, erro padrdo de

2,79, variando de 7 a 21 dias (n=14) (tabela 3).

Tabela 3. Tempo para a cicatrizagdo espontanea total da perfuragdo subaguda

Cicatrizagdo espontanea total da perfuragdo timpanica (dias)

Chinchillas Orelhas
Direita Esquerda
1 7 7
2 7 10
3 21 21
4 10 10
6 7 7
7 8 8
8 10 14

Média 10,07 dias, erro padrao da média 2,79
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A velocidade de migracao epitelial e o tempo de cicatrizagdo espontanea
total da perfuragcdo subaguda, foi estudada através da correlagao linear de Pearson,
indice de 0,004, este valor evidencia a auséncia da correlagao entre as variaveis.
Valores foram agrupados em diagrama de dispersao, facilitando a visualizagdo dos
dados. Esta assertiva foi corroborada por um teste t bicaudal, com nivel de rejei¢ao
0,01 (1%), indicando confiabilidade no teste realizado, mostrando que as duas

variaveis sao independentes (Grafico1). (migracéo epitelial)
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Grafico 1. Disposicao da relagido: deslocamento do
ponto (dia 0 — dia 7) e tempo para cicatrizagdo
espontanea total da perfuracéo (dias).
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Grande parte das perfuragdbes da membrana timpanica sdo decorrentes de
traumas ou infecgbes®*’. Quando a perfuragdo ocorre, as fungcdes da MT sao
prejudicadas, como protegédo contra infecgées da orelha média e suas estruturas, e
transmissdo sonora'*’.

A maioria das perfuragdes timpanicas cicatriza espontaneamente, sem
sequelas funcionais®'®%*. O mecanismo fundamental na cicatrizacdo da MT ¢é o
avanco da camada externa do timpano??°; a auséncia desta reparagdo espontanea,
seria decorrente de uma falha do crescimento epitelial?®, porém a razdo de algumas
membranas nao cicatrizarem, cronificando a perfuracéo, € desconhecida.

A falha da migragao epitelial seria a causa esperada da cronificacédo das
perfuracdes timpanicas. Buscando responder esta questao, procurou-se identificar a
influéncia da velocidade desta migragao epitelial sobre a cicatrizagdo espontanea
total de perfuracdes timpanicas na orelha do chinchila.

Inicialmente, determinou-se a velocidade migracéo epitelial no Chinchilla
laniger 0,095+-0,021 mm/dia, sendo o primeiro modelo de migragdo epitelial
estudado nesta espécime; resultado maior do que o mensurado na orelha humana
0,07mm/dia’. Apenas uma orelha (n=20) ndo apresentou o fendmeno da migragao.

O modelo por ser inédito, ainda esta a prova e pode nao corresponder ao
ideal.

O numero de animais utilizados no experimento seria um fator limitador na
expressao deste dado (10 chinchilas), pois uma amostra maior aumentaria o grau de
confianga na analise dos dados (correlagao entre as variaveis testadas). O numero
restrito de animais justifica-se pelas questdes éticas, dificuldade de manuseio dos

animais e seu alto custo.
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A aplicacdo da tinta nanquim no mesmo ponto de todas as MT foi um
procedimento dificil, devido a precisdo do ato e a dimensdo da orelha,
convencionamos um ponto no quadrante antero-inferior. A localizacdo do ponto
marcado sobre os diferentes quadrantes da MT poderia modificar o resultado obtido.

Na mensuragcdo dos dados, a utilizagdo de imagens digitais e medidas
computadorizadas, diminuiu a influéncia da observagédo humana.

O Chinchilla laniger foi escolhido para o estudo, por ser um espécime animal
consagrado no estudo da otite média cronica®. As semelhancgas entre as orelhas e o
timpano, do homem e do chinchila, justificam esta assertiva'™ 3* %4 Porém, sua
labilidade, seu manutencdo e seu custo sao fatores limitadores para seu uso
experimental’4146,

O intervalo de observacao das orelhas foi padronizado em 7 dias, pois nao
podiamos acompanhar diariamente os animais, em virtude dos procedimentos
serem realizados sob anestesia geral, e o chinchila é, bastante, sensivel ao
estresse.

A relagdo entre a migracao epitelial e a cicatrizagdo espontanea total da
perfuragdo subaguda do timpano, néo foi encontrada. Identificou-se nesta amostra,
a inexisténcia da correlagao entre as duas variaveis testadas; o teste de Pearson,
0,004, demonstrou este dado, corroborado por um teste t com significancia de 0,01,
isto &, independéncia das variaveis.

A inexisténcia de correlagdo entre a migragao epitelial e a cicatrizagao
espontanea total da MT perfurada apresentada por este estudo, apresenta hipoteses

e criticas diversas.
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A auséncia de estudos prévios, experimentais ou clinicos, da correlacao
entre a migragcado epitelial e a cicatrizagdo espontéanea, dificulta a confecgdo de
parametros, ou mesmo a analise comparativa entre estudos.

O tamanho da perfuracdo timpanica pode ser relacionado como fonte de
erro neste estudo experimental. A totalidade da perfuragcdo pode ser relacionada a
migracgao epitelial, além do local desta leséo ter influéncia sobre esta variavel ou o
tempo de cicatrizagdo espontanea. A perfuragdao, do nosso estudo, contemplou o
quadrante antero-inferior da MT, local marcado para a fase de mensuragao da
migracao epitelial.

A migracao epitelial pode nao estar relacionada a cicatrizagdo espontanea
da MT, isto é, o avango das pontes epiteliais da cicatrizacdo de uma perfuragao

timpanica nao teria relagdo com a migragao epitelial normal.
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Neste estudo, a velocidade da migragao epitelial na membrana do timpano
do Chinchilla laniger foi de 0,095 mm/dia.
Nao foi observada, correlagdo entre a velocidade da migragao epitelial e a

taxa de cicatrizagdo espontanea total da perfuragdo timpanica subaguda na

membrana timpanica do Chinchilla laniger.
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Apéndice

Apéndice 1. Mensuragdes da distancia do umbus ao ponto marcado na MT,

dialOedia7
Tmm = cm dist cm Tmm =cm dist cm

dia 7 dia7
C1 od 2 3,5 25 25
C1 oe 2.8 4,3 24 3,5
C2 od 2 8 25 8,5
C2 oe 2,5 2 1,8 4
C3 od 1 1,3 1 1,3
C3 oe 1,2 3,8 1,5 3
C4 od 1 1,2 2,5 7
C4 oe 1,1 1 3 4
C5 od 3 0,5 1,5 1
C5 oe 2 0,5 2,6 0,5
C6 od 1,2 3 1,5 3
C6 oe 2,5 4 3,5 4
C7 od 2 1,5 3,2 1,5
C7 oe 2 2,7 2 3,5
C8 od 1,4 2,2 2,8 5,2
C8 oe 2,9 1,8 1,4 1
C9 od 1,2 3,5 2,7 1,2
C9 oe 1,2 1,2 3 0,5
C10 Od 1 ,2 1 2
C10 Oe 0,5 1,1 1 1
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Anexo 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Animais

Anexo 2. Artigo formatado conforme Otology & Neurotology, Lippicott Williams &
Wilkins sera submetido para avaliagédo do Conselho Editorial
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Influence of epithelial migration in spontaneous healing of tympanic
perforation in Chinchilla laniger

Viana Pereira C', Caldas Neto SS', Leao RAS', Vasconcelos C', Viana Pereira L2
' Federal University of Pernambuco. ? Federal University of Alagoas. Recife,
Brazil

Hypothesis

The epithelial migration of tympanic membrane (TM) has been suggested
since the 19th century for the self cleaning capacity of the external auditory canal

(EAC)'.

Tympanic perforation is a frequent clinical problem especially in developing
countries??, as a result of trauma, infections, tumors or iatrogenic causes**®’. Most
acute perforations heals spontaneously although the reason why this tympanic

damage does not close in some TM is unknown?3°56.7:8.9.10,

The Chinchilla laniger is the model animal for chronic ear changes, especially
perforations, due to its similarity to human ears', but the pattern of epithelial

migration of its TM was not yet described.

This capacity for spontaneous healing was probably influenced by the
epithelial migration, which is not uniform for all membranes. This fact justifies a study
aiming to correlate epithelial migration velocity of the eardrum to the rate and speed

of total spontaneous healing of tympanic perforations.

This research has been approved by the Center for Biological Sciences Ethics

Committee for Animal Experiments of the Federal University of Pernambuco (CEEA-
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UFPE), according to principles guiding the code of ethics for experiments as well as

animal protection laws instituted by Brazilian legislation for scientific research.

Methods

This is an experimental, nonrandomized, prospective study. This study was
conduced from June 2009 to August 2009, at Federal University of Pernambuco. Ten
male specimens of Chinchilla laniger, weighing 350 to 500 grams, aged six months to
a year were enrolled in the study; specimens with pathological alterations of the TM
were excluded.

The animals were anesthetized before the start of the experiments by an
intramuscular application of ketamine (25mg/kg) and thiobarbital (25mg/kg). All
procedures were performed under microscopy and captured in digital images.

The experiment was divided into two phases; Phase 1 was a determination of
the speed of tympanic membrane epithelial migration, and Phase 2 was an
evaluation of the spontaneous healing of the induced subacute tympanic perforation.

During the first phase, 20 ears (n=20) were marked with blue nankin ink dot at
the TM, anterior to the umbus (day 0) and re-evaluated on the 7th day. A self-
retaining aural Holmgren speculum was introduced. A measuring tape was put over
the TM surface in all Phase 1 procedures, in order to standardize the captured
images and to calculate the distance between the umbus and the ink dot.

The two images, captured on Day 0 and on Day 7 were compared by

measuring the distance from the ink marked dot to the NT to the umbus, thus
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establishing its displacement in the TM, and determining the velocity of epithelial
migration.

During Phase 2 of the experiment, a perforation was made on the animals TM,
anteroinferior quadrant, with an incandescent knife (n=20). The animals received a
one time dosage of prophylactic antibiotics (cephalotine, 100 mg/kg). Fourteen ears
(n=14) were evaluated on days 14, 17, 21 and 28 or until full healing of the

perforation.

Background

The part tense, fibro-elastic, of TM area is responsible for transmitting sound. The

external epidermal layer of Tm is related to the epithelial migration phenomenon'>"3.

The epithelial migration phenomenon has been researched since the 19"
century due to CAE self cleaning characteristics'?; migration of the corneal extract
superficial layer is responsible for removal of keratin and cerumen from the TM and
from external auditory canal thus maintaining its vibratory function*'®. Mitotic activity
at the TM is exacerbated in the MT tensa area, near the tympanic annulus and the
manubrium of the malleus’'>"®,

The epithelial migration was described by using paper discs around the
malleus as a movement towards posterosuperior direction of TM?. The direction of
the migration in animal models was determined by using nankin ink, from anterior to
posterior in the MT and laterally in the external auditory canal ".

The interest to find out the workings, or the answer, of the TM in situations of
acute or subacute perforations is a concern due to the risk of a chronic tympanic

perforation.
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Spontaneous healing of the tympanic perforation is due to the advancement of
an epidermal layer which leads to bonding of the margins of the tympanic fault thus
serving as a guide for the proliferation of the TM middle and inner cellular layers'’;
this process begins immediately after perforation of the area tensa of the MT along
with retraction of the shoulders of the injury. In 48 hours, epithelial hypertrophy and a
growth on the perforation’s shoulders and walls can be seen. Probable mechanism
for the chronic state is failure of epithelial growth resulting in a fistula of the MT layer
by a re-epithelization of the perforation’s shoulders™.

Many authors described great indices of spontaneous healing in acute
tympanic perforation’?°. The location of perforation in the TM was not shown to
affect healing®.

Although the healing process of tympanic perforations is a well studied subject
either in animals and humans, it is not quite well established why some does not
heal. Although, epithelial advancement is the first step to heal a tympanic perforation,
it is reasonable to imagine that this process could be influenced by the rate of
epithelial migration.

The chronic TP model created in the chinchilla was structurally similar to the
human, showing a margin of conjunctive tissue covered by a thin layer of squamous

epithelium, resulting in a medial contact with the mucous face™".

Results
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Epithelial migration occurred in all TMs, except one. Average displacement
from the ink dot was 0,742mm in 7 days, with amounts varying from 0 to 2,472mm in
7 days (Table 1). The measured epithelial migration was 0,095 mm/day, standard

error 0,021, varying from 0 to 0,353 mm/day (Table 2).

Table 1. Ink dot displacement, 0-7 day.

Displacement (mm)
Ear

Chinchilla Right
0,749
0,599
0
1,599
0,500
0,500
0,281
0,285
2,472
0,199

©O© 00N O WN -

RN
o

This experiment measured, for the first time in the literature, the epithelial
migration velocity of the TM in the chinchilla; the migration of the human ear is 0,07
mm/day®. The transit time from the umbus to peripheral insertion of the TM in a

guinea pig lasted an average of 13 days'®.
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Tabela 2. Velocity of ink dot (epithelial migration) displacement.

Velocity — epithelial migration (mm/dia)

Ear
Chinchilla Right

—_

0,10714
0,08571
0
0,22857
0,07143
0,07143
0,04018
0,04082
0,35317
0,02857

Mean 0,095153
Standard erro 0,021829

© 00N O~ WN

—_
o

At Phase 2, all TM showed complete spontaneous healing, with perforations
closing on an average of 10,07 days, standard error 2,79, varying from 7 to 21 days
(n=14).

The relationship between the epithelial migration velocity and the time to total
spontaneous healing of subacute tympanic perforations was studied using Pearson
linear correlation, 0,004. This correlation was grouped in a scatter diagram, pointing
out a lack of correlation among the variables. This assertion was corroborated by a
two-tailed t test with a rejection level of 0,01 (1%).

The absence of a correlation between the epithelial migration rate and the
perforation healing observed in this study may reveal that the cellular migration of the
epidermal layer of the TM follows principles other than those leading the
advancement of epidermis in the perforation margins. However, some aspects must

be considered related to the experimental model used.
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First, the size of perforation, involving only one quadrant, may have been too
small. If we have made a subtotal perforation, perhaps the rate of spontaneous
healing could be different, with some cases of permanent perforation that could be
related to the epithelial migration velocity.

Secondly, as there is no previous study of epithelial migration in chinchila, this
animal model is still to be proved as an ideal one''. It is important to state that the
chinchilla was chosen for this experiment because its ear size was more adequate
for the technical procedures than other animals used, as rats or gerbils. Maybe,
further studies describing more precisely the epithelial migration in chinchilla could
allow in the future new attempts to relate this parameter with TM healing.

Finally, the sample size, due to ethics and financial restrictions, as well as to
the characteristic fragility of the specimen may have been insufficient to prove our

hypothesis.

Conclusions

In this study, we were able to observe that the epithelial migration occurs in the
TM of the Chinchilla laniger and total spontaneous healing of tympanic perforations
occurs in all ears. The mean epithelial membrane migration velocity of Chinchilla
laniger was 0.095 mm/day. Any correlation was found between epithelial migration
speed and time of total spontaneous healing of the subacute tympanic perforation at

TM of Chinchilla laniger.
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