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Resumo

Lesdes cartilaginosas crdnicas, como as perfuragdes septais e auriculares, sao
facilmente encontradas no consultério do otorrinolaringologista. Seu tratamento é um
desafio tanto para o médico quanto para o paciente, devido a poucas alternativas e
sucesso limitado.

Com o objetivo de diminuir a morbidade dos procedimentos cirurgicos, cada vez
mais tém sido estudados métodos alternativos para a regeneracao completa dos defeitos
cartilaginosos. O uso de terapia celular ja esta sendo utilizado em alguns casos, porém
ndo ha protocolos de lesdes cartilaginosas cronicas bem descritos na literatura médica a
fim de se obter comparagdes adequadas desses resultados.

Este trabalho tem por objetivo descrever uma lesao cartilaginosa créonica em um

modelo experimental, para estudos futuros com terapia celular.
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Abstract

Chronic cartilage lesions, like septal and auricular perforations, are easily found
at the otolaryngologist office. Its treatment is a challenge for physicians and patients,
due to few alternatives and limit success.

With the objective to decrease the surgical procedures, it's been studying
alternative methods for the total regeneration of the cartilaginous defects. The use of
cellular therapy had been used in some cases, but there are no chronic cartilaginous
protocols well written in the medical literature to compare the different results.

This paper has the objective to describe a chronic cartilaginous lesion in an

experimental model, for future studies with cellular therapy.



1. INTRODUCAO

Os defeitos de cartilagens sao muito comuns na pratica medica.

Na area da otorrinolaringologia, lesdes cartilaginosas do nariz, orelha, laringe e
traqueia causam grande desconforto para o paciente. A principal causa dessas
alteracbes é o trauma, porém, os tumores e os defeitos congénitos, cirurgicos e

infecciosos também sio encontrados.

Apesar de ainda ndo se conhecer a exata incidéncia da perfuracao septal, esta é
uma apresentacdo muito encontrada no consultério médico. A sua principal causa é
iatrogénica, porém quadros infecciosos, tumores ou abuso de drogas ilicitas também
contribuem para o seu achadol.

A cirurgia para correcdo de desvios septais (septoplastia) é um dos
procedimentos mais realizados na otorrinolaringologia. O descolamento da mucosa
septal para a correta correcao deve ser realizado sob o pericondrio e o peridsteo. Muitas
vezes, isso ndo ocorre, causando destruicao da trama vascular em uma ampla area,
resultando, com isso, defeitos necroticos.

Alguns pacientes que apresentam perfuracao septal, se queixam de formacao de
crostas, obstrugdo nasal, epistaxe, odor fétido, dor, sibildncia, anosmia, desconforto
facial, alteracdes estéticas, entre outros.

O tratamento para essa deformidade varia desde o fechamento primario, até
interposicdo de cartilagem. Ndo ha consenso entre os cirurgides a respeito da melhor
técnica. Sabe-se porém, que nenhum método apresenta resultado 100% satisfatorio. Ao
contrario, a conclusao dos mesmos sao sempre desanimadoras, principalmente naquelas

lesdes maiores de 2cm (recorréncia de 30-70% dos casos)?3.

Defeitos da cartilagem auricular também sdo encontrados na pratica diaria do
otorrinolaringologista. A principal causa dessas alteracdes sdo tumores ou traumas.

A sua correcdo devera contemplar, além do fechamento da lesdo, a correcdo
estética da mesma, uma vez que as orelhas sdao importantes unidades na composicao
harmoénica da face. Reconstrucdes dessa estrutura anatomica constituem um grande
desafio cirurgico, uma vez que se necessitam de textura, cor, tamanho e funcdo

semelhantes a regido lesada. Inicialmente, os cirurgides utilizavam areas doadoras da
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regido pré e pos-auricular. Porém, nem sempre se conseguia atingir um resultado

estético favoravel em lesdes de médio a grande tamanho*.

Defeitos cartilaginosos do septo nasal e orelha tém como principio de
reconstrucdo a reestruturacao da cartilagem e seus tecidos subjacentes, tais como o
subcutaneo e a pele.

Muitos estudos ja foram descritos para a reconstrucdo desses, com retalhos e
enxertos, mas todos demonstram altas taxas de complicagdes, principalmente a rejeicao

local e cicatrizagdo anormal da regido doadora.

A capacidade do corpo de substituir células lesadas ou mortas e de proceder ao
reparo dos tecidos apés a inflamagdo é critica para a sobrevivéncia®. O reparo dos
tecidos envolve 2 processos distintos: a regeneracdo e a substituicdo por tecido
conjuntivo (isto é, fibrose). O processo de reparo e cicatrizacio é complexo, mas é
determinada por mecanismos essencialmente similares, envolvendo a migragao,

proliferacao e diferenciacao celular.

Com o objetivo de diminuir a morbidade dos procedimentos cirturgicos, cada vez
mais tém sido estudados métodos alternativos para a regeneracdo completa dos defeitos

cartilaginosos®.

O reparo da perda ou do dano de cartilagem tem sido um desafio nos ultimos
anos. Estudos mais recentes tém sido realizados focando a engenharia tecidual e a sua
integracdo com os tecidos®.

Esforcos consideraveis tém sido realizados para melhoria a eficacia dos retalhos
e enxertos cartilaginosos dessas lesdes na area da otorrinolaringologia’.

Os melhores estudos foram realizados com engenharia tecidual implantada em
tecido subcutaneol3.1416, Entretanto, ao se analisar os estudos, percebe-se que o modelo
de terapia foi, na maioria das vezes, realizado no momento da realizagdo do defeito, ou
seja, logo apos a lesdo aguda. Pode-se questionar quanto ao resultado de alguns desses

estudos, uma vez que a angiogénese criada durante uma lesdo aguda ajuda na
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regeneracdo tecidual. Além disso, sabemos que um dos grandes problemas para a
reconstrucdo dos defeitos cartilaginosos do septo nasal e concha auricular se deve ao

carater cronico em que eles se apresentam.

Ainda nao ha na literatura, protocolo em animais experimentais para a
caracterizacdo de uma lesdo cartilaginosa cronica. Além disso, em uma situac¢do ideal, a
terapia para fechamento de defeitos cartilaginosos deveria ser realizada sob as
condi¢des mais reais possiveis. Entretanto, estudos na regido septal, na laringe ou no
joelho sdo tecnicamente dificeis num modelo experimental devido a sua dificil
localizagcdo e abordagem cirdrgica. Na procura de uma localizagdo adequada para a

descricdo e andlise, a regido auricular é de facil acesso e visualizagao.

Desta forma, com o objetivo de facilitar futuros estudos de métodos alternativos
para a regeneracdo cartilaginosa, um estudo desse porte ajudaria na andlise mais
fidedigna dessas alteracdes cronicas, sem a intervencdo dos processos cicatriciais
agudos. Deseja-se, com isso, criar um protocolo de lesdo cartilaginosa cronica em um

modelo animal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Embriologia e Anatomia da Orelha Externa

Todos os tecidos do embrido sdo originarios de trés estruturas basicas: o

ectoderma, o mesoderma e o endoderma.

O ectoderma é o revestimento externo do qual se originard a pele e seus
anexos. 0 mesoderma originara todo o tecido conjuntivo, musculos, ossos, cartilagens e

vasos sanguineos. O endoderma originara as mucosas.

Os arcos branquiais sdo arcos mesodérmicos que se formam na regido cefalica
do embrido. Externamente sdao cobertos pelo ectoderma e, internamente pelo
endoderma. Nos mamiferos, os arcos branquiais se modificam para sistemas de

comunicag¢ao, como o auditivo e o fonatdrio (orelhas externa e média e laringe).

O pavilhao auditivo é formado pela fusdao de seis tubérculos mesenquimais,
trés originados do 1° arco branquial e trés do 2°. Os do primeiro arco originam, apenas,
o tragus e a parte ascendente da hélix, e os do segundo originam o restante do pavilhdo

auditivo.

O pavilhdo auditivo possui uma anatomia peculiar que se repete em todos os

seres humanos, mas com individualidade prépria&.
A orelha externa é constituida pelo pavilhdo auricular, canal auditivo externo e
porgao epitelial da membrana timpanica.

O pavilhdo auricular apresenta esqueleto cartilaginoso de forma caracteristica,
revestido de pele. Na estrutura cartilaginosa, pode-se identificar os seguintes

acidentes: hélice, anti-hélice, trago, antitrago, concha, fossa triangular e 16bulo®.

O suprimento vascular da orelha externa é derivado de ramos das artérias

temporal superficial e retroauricular, ambos provenientes da carétida externa.

O suprimento venoso ocorre pela veia retroauricular, a qual drena para o

sistema jugular externo.

A drenagem linfatica se da primariamente para linfonodos da regido

preauricular, infrauricular e mastoideo.
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A orelha externa é inervada pelo sistema espinhal e craniano. Eles incluem o
nervo grande auricular (C2-3), o nervo auriculotemporal (V3), o nervo occipital menor

(C2-3) e ramos do nervo vago (X)*.

O genoma do rato foi completamente sequenciado e assemelha-se em 80%

homogéneo ao genoma humano. Especialmente em envolvimento na audigao1011,

2.2 A Histologia do Tecido Cartilaginoso

A cartilagem é um tecido conjuntivo Unico, idealmente preparado para servir
como absorvedor elastico de choques e é resistente ao desgaste. E encontrada

principalmente no nariz, nos anéis traqueais, na orelha externa e na epiglote.

Existem 3 tipos de tecido cartilaginoso: hialina (a mais abundante do corpo). A
fibrosa (suporta altas pressdes e estd mais concentrada nos discos intervertebrais) e a
elastica (pequena quantidade de colageno e grande quantidade de fibra elastica).

Ndo possui suprimento sanguineo e nem apresenta drenagem linfatica ou
inervacao.

A cartilagem hialina compde-se de agua, proteoglicanas, colageno do tipo 2 e

condrocitos, e cada qual desempenha funcdes especificas.

A agua e a proteoglicanas conferem a cartilagem hialina seu turgor e
elasticidade, exercendo um papel importante na limita¢do da fric¢ao.
Ja os condrocitos, sintetizam e digerem enzimaticamente a matriz, variando de

semanas a anos, proteoglicanas e colageno tipo 2 respectivamente.

As fibras de colageno sao arranjadas em arcos, de modo que, proximo a
superficie, se posicionam em uma orientacdo horizontal - permitindo que a cartilagem

resista a estresses de tragdo e cargas verticais!2.

2.3 A Cicatrizacao da Cartilagem

A capacidade do corpo de substituir células lesadas ou mortas e de proceder ao

reparo dos tecidos apés inflamacao é critica para a sobrevivéncia.
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A cartilagem é um tecido altamente diferenciado e, portanto, tem uma

capacidade limitada para auto-regeneragdol314,

Defeitos compostos da cartilagem resultam em lesdes da camada subcondral,
causando ruptura dos vasos sanguineos e consequente formag¢ao de hematoma no local
do dano. Nesses casos, uma resposta cicatricial é iniciada que resulta na formacao de
reparo fibrocartilaginoso. Entretanto, esse tecido apresenta mecanismos de reparo
inferior comparado com a cartilagem hialina primaria: é desorganizada e contém

grande quantidade de colageno tipo I, suscetivel a ruptural>16.

A destruicao tecidual, com lesdao das células parenquimatosas e do arcabouco
de estroma, ocorre na inflamacdo necrotizante e constitui uma caracteristica
fundamental da inflamacgdo crénica. Em consequéncia, o reparo nao pode ser efetuado
exclusivamente através da regeneracdo das células parenquimatosas, mesmo naqueles
6rgdos cujas células tém capacidade de regeneracdo. Por conseguinte, ocorrem
tentativas de reparo da lesdo tecidual através da substituicdo das células
parenquimatosas nao-regeneradas por tecido conjuntivo, o qual, com o decorrer do
tempo, produz fibrose e formagdo de cicatriz. Esse processo é constituido de quatro
componentes: 1. Angiogénese; 2. Migracao e proliferacdo de fibroblastos; 3. Deposi¢do
de Material Extra-Celular (MEC); 4. Maturacdo e organizacdo do tecido fibroso

(remodelamento)?2.

O processo de reparo comega logo no inicio da inflamac¢do. Algumas vezes,
dentro de apenas 24 horas apo6s a lesao, se ndo houver resolugdo, os fibroblastos e as
células endoteliais vasculares comecam a proliferar para formar (em 3-5 dias) um tipo
especializado de tecido, que constitui a marca da cicatrizacdo, denominado tecido de
cicatrizagdo. O termo deriva do seu aspecto granular, da coloragdo résea e da

consisténcia amolecida.

A substituicdo do tecido de granulagdo por uma cicatriz envolve transi¢cdes na
composicdo do MEC. Alguns dos fatores de crescimento que estimulam a sintese de
colageno e de outras moléculas do tecido conjuntivo também modulam a sintese e a
ativacdo das metaloproteinases, enzimas cuja acdo consiste em degradar esses
componentes do MEC. O resultado final entre a sintese versus a degradacao do MEC
consiste num remodelamento do arcabouco do tecido conjuntivo - importante

caracteristica da inflamacgao cronica e do reparo de feridas®.
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2.4 A Cicatrizagao Cartilaginosa em Animais Experimentais

Ha poucos livros que descrevem a anatomia da orelha externa dos animais.
Devido a pouca importancia da orelha externa no processo evolutivo dessas espécies,

pouco € o interesse por esse 6rgao.

Entretanto, alguns autores iniciaram o estudo da capacidade regenerativa da

orelhas de alguns animais.

O primeiro autor a realizar uma lesao cartilaginosa em um animal foi
Markelova, em 1953, sendo descrito por Vorontsova e Liosner em 1960. Estes,
descreveram altera¢cdes macroscépicas de diferentes dias apds lesdes nas orelhas de

coelhos?7.

Logo apos, Joseph e Dyson descreveram as alteragdes histopatolégicas em um
defeito composto realizado em orelhas de coelhos. Nenhum apresentou fechamento

completo, porém todos apresentaram diminuicao da lesdo por contragdo cicatricialls.

Em 1972, Goss e Grimes foram os primeiros autores a descreverem lesdes
completas (pele anterior, cartilagem e pele posterior) em orelhas de coelhos. Apos 6

semanas, nenhuma lesdo apresentou fechamento completo de suas bordas??.

Também em 1972, Skoog e autores descreveram o carater regenerador do
pericondrio ao se visualizar completa recuperacdo de lesées em orelhas de coelhos

ap6s remocao somente do tecido cartilaginoso, mantendo o pericondrio e pele?0,

Em todos os estudos vistos acima, o coelho foi o animal de escolha, uma vez

que a capacidade regenerativa desse animal é reconhecida em seus d6rgaos.

Em 1975, Goss e Grimes realizaram lesdes, semelhantes as dos coelhos, em
ovelhas e cachorros, porém nao encontraram resultados satisfatdrios, alegando a falta

de tecido epidérmico desses animais?21.

Em 1985, Patsy Williams-Boyce e ]. C. Daniel realizaram lesdes em orelhas de
diversos animais (coelhos, chinchilas, vacas, porcos, ratos, macacos, ovelhas,
cachorros) para analisar as diferentes formas de regeneracdo de cada espécie. Destas,
os melhores resultados foram os coelhos (70% de fechamento), chinchilas (60%),
vacas (67%) e porcos (67%). Os ratos apresentaram 20% de fechamento das lesoes.
Nesse estudo, os autores concluiram que ndo apenas os coelhos apresentam o

fendbmeno de regeneracdo tecidual. Eles também afirmaram que, apesar da taxa de
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recuperacao dos ratos nao ser excelente, apresenta reacao tecidual limitrofe na analise
histolégica. Concordaram também com o estudo de Goss, ao perceber que cachorros e

ovelhas ndo apresentam nenhuma regeneracao tecidual?2.

2.5 Justificativa

Tendo em vista a necessidade do estudo de novas formas de recuperacdo e
regeneracdo de tecido cartilaginoso e que a tendéncia atual é atingir um reparo
tecidual cartilaginoso sem o efeito fibrocartilaginoso recém relatado, faz-se necessario

o estudo continuo de técnicas em engenharia tecidual em animais experimentais.

Varios foram os animais ja estudados. Porém, todos ja relatados sdo de dificil
aquisicao e cuidado e, além de tudo, muito onerosos para qualquer estudo. Além disso,
de todos os estudos realizados com o objetivo de novas terapéuticas na regeneracdo
cartilaginosa, nenhum descreveu alternativas em lesdes cronicas, mas em agudas,

aumentando assim, o viés de confusaio.

Os ratos sao animais muito utilizados para estudos médicos, uma vez que seu
genoma ja foi totalmente decodificado e é muito semelhante ao do ser humano, é

relativamente barato e apresenta pouca chance de infec¢do e morte.

Ainda ndo ha na literatura, descricdo de um protocolo de lesdo cartilaginosa

cronica nesse animal.

Uma vez que as lesdes cartilaginosas de dificil terapéutica nos humanos sao
lesbes cronicas e nao ha na literatura protocolo para o problema semelhante a esse,

optamos por desenhar esse dano em ratos.
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3. OBJETIVO

3.1 Geral

Descrever uma lesao cartilaginosa cronica em um modelo animal.

3.2 Especificos
Determinar o tamanho minimo para a manutencao da lesao.

Descrever alteracdes histopatoldgicas de cada tamanho de lesao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
Delineamento
Trata-se de um estudo experimental, controlado, cegado e realizado em modelo

animal.

Amostra

Foram utilizados 5 ratos albinos da espécie Wistar, machos, isogénicos, pesando
entre 250 e 300g.

Os animais foram adquiridos no biotério da PUCRS, dispostos em gaiolas
individuais e receberam agua e racao ad libidum.

Foi respeitado ciclo biolégico claro/escuro de 12 horas.

A manipulagcdo dos animais foi realizada somente pelo pesquisador e pelo
bioterista, em ambiente silencioso e com temperatura controlada de 22°C.

O experimento foi realizado no Laboratério de Microcirurgia da Faculdade de
Medicina da PUCRS.

O calculo amostral foi definido a partir de estudos em reparagdo cartilaginosa

de ratos.

Critérios de Exclusido

Nao ha critérios de exclusao no estudo

4.2 METODOS

Preparac¢ao dos animais
Cada animal selecionado foi disposto em uma gaiola individual e devidamente

identificada.

Protocolo anestésico
A inducdo anestésica foi realizada com o animal sob contencdo e em decubito

dorsal. Os anestésicos foram aplicados por via intraperitoneal, utilizando seringa e
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agulha de insulina. Foram administrados 0,2mg de clorpromazina associado a 0,8mg de

quetamina (4mg/kg).

Protocolo cirurgico

Os animais foram dispostos em decubito ventral (figura 1).

Figura 1.

Foi posicionado o microscopio 6ptico (D. F. Vasconcelos ®) na orelha direita

para a realiza¢do da primeira lesdo seguida, logo apds, pela orelha esquerda.

Foram escolhidos 5 tamanhos diferentes de lesdes (2mm, 4mm, 6mm, 8mm e

10mm). Em cada orelha, uma lesdo era realizada. Ao total, foram realizadas 10 lesdes.

Para obter- se um conjunto de lesdes com menor viés de afericao, foi definido

que a média da soma das duas lesdes de cada animal deveria ser igual.

Sendo assim,

Rato 1: lesdo na orelha direita de 2mm e orelha esquerda de 10mm
Rato 2: lesdo na orelha direita de 4mm e orelha esquerda de 8mm
Rato 3: lesdo na orelha direita de 6mm e orelha esquerda de 6mm
Rato 4: lesdo na orelha direita de 4mm e orelha esquerda de 8mm

Rato 5: lesdo na orelha direita de 2mm e orelha esquerda de 10mm
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Média das lesoes

Ratos OD (mm) OE (mm)
(mm)
1 2 10 6
2 4 8 6
3 6 6 6
4 4 8 6
5 2 10 6

As lesdes eram realizadas com bisturi de bidpsia punch (Colplast ®) especificas
para cada tamanho. O defeito era sempre completo, sendo removida a pele (anterior e
posterior) e o tecido conjuntivo.

A localizagdo de cada lesdo era determinada pelo seu centro, a 0,5cm do bordo

livre da orelha do animal (figura 2).

Nao foi necessario o uso de eletrocautério. Nos casos de maiores sangramentos,

apenas uma compressdo com gaze era suficiente.

Protocolo de P6s-operatodrio

Apo6s o procedimento, cada animal ficava em observacao por uma hora. Foram
devolvidos para a gaiola quando bem acordados e com débito urinario presente.

A analgesia pés-operatoria era realizada com paracetamol gotas (1gota/Kg),

diluido em agua.

Protocolo de avaliacao

A cada 24 horas, durante 28 dias, os animais eram novamente anestesiados,
porém com doses menores a da primeira indugdo, a fim de se obter registro fotografico
de cada lesao.

Os animais eram novamente posicionados em decubito ventral e uma régua era

colocada para posterior analise da dimensao da lesao (figura 2).
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Figura 2.

As imagens eram captadas pela camera digital Sony DSLRA580L 18-55mm F3.5-
5.6 Lens® sempre no mesmo horario do dia para se evitar mudancas de iluminacao.

Todos os animais eram posicionados em uma caixa confeccionada pelo autor
(50cm3), com fundo azul escuro para a aquisicdo de imagens semelhantes e facilitar a

digitalizacdo fotografica posteriormente (figuras 3 e 4).

Figura 3.
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Figura 4.

Os registros fotograficos eram entdo salvos em um banco de dados, separados

de acordo com o dia e lado da leséo.

Apébs 28 dias (280 registros fotograficos), os animais eram novamente
anestesiados. As orelhas eram ressecadas e enviadas em frascos separados para

posterior analise histoldgica.

Nenhum rato necessitou de eutanasia. Todos foram disponibilizados para

outros estudos em andamento no Laboratorio de Microcirurgia.

Protocolo de avaliacao histolégica

Cada lesdo enviada em Formalina tamponada a 10%, processada em por técnica
histolégica convencional em cortes de Smicrometros e corada por Hematoxilina-Eosina
(HE).

Dois observadores experientes e sem conhecimento do tamanho ou lado de

cada lamina examinada fizeram a analise histoldgica.
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As laminas foram avaliadas por patologistas do Servi¢o de Patologia do Hospital
Sao Lucas da PUCRS através da microscopia dptica. Inicialmente foi utilizado pequeno
aumento (40X) para identificacdo de todos os campos e a seguir em aumentos de 100 e
400 vezes.

Foram observados os seguintes critérios morfoldgicos: hiperplasia epitelial,

infiltrado inflamatério, proliferacao de fibroblastos, edema reacional e angiogénese.

Para uma comparacgao histolégica mais adequada das alteracdes das orelhas
lesadas, uma vez que nao ha descricio da anatomia normal da orelha do rato, foi

analisada uma orelha sem lesao.

Protocolo de Analise de Imagem Digital
Cada imagem fotografica foi inserida no programa Adobe Photoshop CS6
Extended® e ampliada em 100 vezes (figura 5).

Arquivo Editar Imagem Camada Tipo Selecionar Filtro 3D Visualizar Janela Ajuda C D | @ <« [ & (Carregado) sex 11:12 Caroline Berg Q
Adobe Photoshop CS6

2

¥ Suavizacio de Serréhado

* DSCO1601JPG @ 100% (RGE/8*)
Cor

=] =

T

=

Ajustes

Adicionar um ajuste

ullig

100% v Doc: 114M/11,4M

Figufé 5.

Com a utilizagdo da ferramenta lagco, cada lesdo era demarcada em sua borda

interna e recortada. Depois, salva em um banco de dados (figuras 6, 7 e 8).
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>hotoshop Arquivo Editar Imagem Camada Tipo Selecionar Filtro 3D Visualizar Janela Ajuda C D | = « [ (& Carregado) sex 11:14 Caroline Ber
Adobe Photoshop CS6
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Figufa 8.

Com as 280 imagens devidamente selecionadas, uma nova analise digital,
cegada, era realizada no programa Image Pro plus 4.5.1 Mediacybernetics Bethesda
Rockfield, EUA, para determinar a area, perimetro, area/box (razdao entre a area do
objeto e o quadro que circunda o mesmo) e box x/y (razao entre a largura e a altura do
quadrado que circunda o objeto).

O uso das varidveis area e perimetro determina, quantitativamente, as
alteracdes de cada dia em cada tamanho diferente de lesao.

Uma vez que as imagens de cada lesdo nao apresentam bordas regulares, foram
escolhidas as variaveis area/box e box x/y para evitar, também, possiveis erros de
medida e comparar com os achados da area e do perimetro.

Com os dados de cada lesao devidamente datados, foi realizada a analise

estatistica.

4.3 Analise Estatistica
Foi realizada Regressao Linear com analise de covariancia entre os diferentes
tamanhos de lesdes.

O nivel de significancia utilizado foi p=0,05 e poder estatistico de 95%..
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Os dados obtidos na pesquisa foram digitados em uma planilha eletronica
(Microsoft Office Excel 2010, Microsoft Corporate, Redmond, EUA), checados quanto a
consisténcia dos dados a fim de corrigir possiveis erros de digitacao.

As analises histologicas foram somente descritivas.

4.4 Aspectos éticos

0 projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Pontificia Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS) sob o protocolo de pesquisa n°
11/00264.

A pesquisa foi realizada com base nas normas do Colégio Brasileiro de
Experimenta¢cdo Animal (COBEA)?23.

Também seguiu a Lei nimero 11.794, de 8 de outubro de 2008, que estabelece

normas para o uso cientifico de animais?24.
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5. RESULTADOS

Andlise Macroscépica das Lesoes

Nenhuma lesdo fechou seus bordos.

Ao se analisar macroscopicamente, as lesdes de Z2mm foram de dificil
identificacao, devido a seu pequeno tamanho. Nos 3 primeiros dias seguidos a lesao,
estas apresentaram uma crosta local - que ndo foi removida para evitar qualquer
alteragdo no processo de cicatrizacao- dificultando a visualiza¢do do orificio. No 28° dia,
porém, elas permaneceram abertas, sem mudanga do seu tamanho original.

As lesdes de 10mm apresentaram reacao tecidual importante no 8° e 10° dia,
orelha esquerda dos ratos 1 e 5 respectivamente, apresentando necrose de suas bordas

(figura 9).

Figura 9.

Em um rato (rato 4 orelha esquerda), a lesio de 8mm apresentou necrose de
sua borda no 12¢ dia. No outro rato com a mesmo tamanho (rato 2 orelha esquerda),
visualizou-se uma hiperemia reacional durante os 7 primeiros dias apds a lesdo que foi
diminuindo com o passar dos dias.

As perfuragdes de 4mm e 6mm se mantiveram estaveis durante todo o processo

de analise, sem alteracao de sua forma ou cor.
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Analise Histologica

Na analise histologica da orelha normal, foi visualizada uma linha central de 3-4
condrocitos e anexos - tecido conjuntivo, musculo e cartilagem. O padrao da cartilagem
da orelha do rato é de maneira sesamoide, ndo apresentando um tecido unico

caracteristico encontrado nos humanos (figura 10).

Figura 10. Andlise histolégica da orelha normal do rato (HE 5x).

Todas as 10 orelhas foram enviadas para andlise histologica apos 28 dias de
lesdo. O padrao histoldgico foi semelhante em todas as lesoes.

Foram visualizadas linhas centrais de condrocitos e discreta hiperplasia
epitelial.

0 edema de conjuntiva era minimo em todas as lesdes.

Todas as laminas apresentavam discreta proliferacdo de fibroblastos e pouca
reacao inflamatoéria local.

Em todas as orelhas, as bordas eram limpas, sem evidéncia de infecc¢ao.



-30 -

Nas lesdes de 8mm e 10mm, visualizou-se um padrao necrético nas bordas
teciduais externas das orelhas dos ratos, compativel com a andlise macroscépica das
mesmas. Entretanto, os bordos ainda eram limpos e apresentavam caracteristicas
histoldégicas semelhantes a do outros tamanhos.

A angiogénese foi considerada praticamente ausente, devido a seu pequeno

achado nas laminas.

Nao houve diferencas nas caracteristicas histolégicas entre as lesdes (figuras 11,
12,13,14 e 15).

Figura 11. Andlise histologica orelha com lesdo de 10mm (HE 5x).
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Figura 12. Analise histologica orelha com lesdo de 8mm (HE 5x).

Figura 13. Andlise histolégica orelha com lesdo de 6mm (HE 5x).
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Figura 14. Analise histologica orelha com lesdo de 4mm (HE 5x).

Figura 15. Anadlise histolégica orelha com lesdo de 2mm (HE 5x).
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Analise Imagem Digital.

Foram estudados 4 parametros para a quantificacdo das lesdes: area, area/box,
box x/y e perimetro. Essas variagdes sao determinadas pelo programa Image Pro plus
4.5.1 Mediacybernetics Bethesda Rockfield, EUA.

As lesdes de 8mm e 10mm foram removidas da analise digital, uma vez que elas
apresentaram necrose de suas bordas, perdendo assim o padrdo de recorte no programa
do Photoshop.

Com isso, foram realizadas as analises das les6es de 2mm, 4mmm e 6mm.

Area
Na analise das alteracdes das areas de cada lesdao durante os 28 dias, nao foi
identificada diferenca estatistica das mesmas (p= 0,187, p= 0,198 e p=0,156 nas lesdes de

2mm, 4mm e 6mm respectivamente).
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Perimetro
Apesar do p ser significativo nas lesdes de 2mm e 6mm (p=0,025 e p=0,088),
essas ndo apresentam efeito estatistico devido ao intervalo de confianca inespecifico (-

0,67 a-0,05€e-1,26 a 1,69, respectivamente).

25
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1,0 |
015 ; \/\/_/\’\/\/\/\/\/\
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0 4 8 12 16 20 24 28
Seguimento (dias)
Area/box

Da mesma forma, ao se analisar a diferenca da area/box de cada lesdo, nao
encontramos diferenca estatistica entre as lesoes (p= 0,006, p= 0,135, p= 0,072 nas lesoes
de 2Zmm, 4mm e 6mm respectivamente).

Apesar do p < 0,05 nas lesdes de 2mm e 6mm, nao obtivemos um intervalo de
confianga estatisticamente significativos (-0,05 a -0,001, -0,002 a 0,000 e -0,003 a 0,000,

nas lesdes de 2Zmm, 4mm e 6mm respectivamente).
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Na analise box x/y, ndo encontramos resultados significativos entre as lesdes
(p=0,147, p=0,126 e p=0,172, nas lesdes de 2mm, 4mm e 6mm respectivamente).
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6. DISCUSSAO

Os defeitos cartilaginosos sao achados frequentes no consultério médico,
principalmente na area da otorrinolaringologia. As perfuragcdes septais e defeitos
auriculares sdo problemas que causam diversos prejuizos aos pacientes e grande

desconforto aos médicos devido a sua dificil terapéutica.

Muitos cirurgides vém buscando solu¢des alternativas para a sua correcao, com
o uso de retalhos, enxertos e material externo, porém todos apresentam muitas

complicac¢des e resultados insatisfatorios.

A utilizacdo de algumas terapias alternativas -como as células-tronco e
engenharia tecidual- vem sendo discutida, porém poucos sdo os protocolos

estabelecidos para seu uso25:26,

O objetivo inicial do presente estudo foi descrever uma lesdo cartilaginosa
crénica em um animal para, no futuro, utilizd-lo como modelo padronizado nas terapias

alternativas.

O modelo animal escolhido foi o rato, uma vez que seu genoma estad 100%
codificado e se assemelha muito a dos seres humanos. Além disso, a anatomia da orelha
deste animal é muito semelhante a dos humanos, caracterizado por pele, cartilagem e
tecido conjuntivo.

Outro fator importante, e ndo menos essencial, é o fato de que este animal é de
facil aquisicado e cuidado, apresenta excelente capacidade de cicatrizacdo e poucas

chances de infeccao e morte.

Os animais desta pesquisa eram geneticamente iguais, do mesmo sexo e peso,

evitando qualquer risco de viés de afericao.

O tempo de avaliagdo - 28 dias- foi baseado por outros estudos que analisaram
a cicatrizacdo de feridas em diferentes animais®1314151618 Estes variaram de 2 semanas

a 6 meses. Devido a necessidade do uso de anestésico para permanecerem em decubito
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ventral para fotografia padronizada, ndo podiamos realizar esse procedimento por
muito tempo, uma vez que estdvamos sujeitos a desenvolver uma sindrome de
dependéncia nos animais. Ainda ndo ha na literatura estudo demonstrando o tempo de
fechamento de feridas em ratos. Com isso, estabelecemos o periodo de 4 semanas para
sua analise.

A andlise fotografica diaria foi determinada para identificar a velocidade de
cicatrizagdo das lesdes, principalmente nas de Zmm. Como ndo ha na literatura
protocolo semelhante para este estudo, decidimos evitar o maior niumero de viés
possivel e o controle fotografico diario nos proporcionou tal éxito. As doses anestésicas
eram muito inferiores a da primeira indu¢do e nenhum animal foi ao 6bito durante o

estudo. Acreditamos entao que o método foi seguro.

A escolha pelo tamanho das lesdes ocorreu de forma aleatéria. HA um estudo
descrevendo perfuracdes de diversos animais entre 2 a 10mm, dependendo do tamanho
das orelhas de cada espécie?2. Decidimos realizar diferentes tamanhos (2mm, 4mm,
6mm, 8mm, 10mm) para se obter uma analise da resposta de cada um em um mesmo
animal.

Cada orelha do rato recebia um tamanho especifico de lesao, sendo a média das
duas lesdes igual a 6, fazendo com que todos os animais apresentassem o mesmo

estimulo de cicatrizagdo tecidual.

A hipétese dos autores seria de que as lesdes de menor tamanho fechariam.
Entretanto, esse achado nao ocorreu.

Todas as lesdes permaneceram abertas, com regeneracdo epidérmica de suas
bordas. Uma das hipo6teses seria a auséncia de fibroblastos nos tecidos. Talvez o aspecto
que mais claramente diferencia a cicatrizacdo primdaria da secundaria seja o fen6meno
de contragdo da ferida, que ocorre em grandes feridas de superficie. Os grandes defeitos
na pele de coelhos sdo reduzidos em 5 a 10% de seu tamanho original em cerca de 6
semanas, em grande parte por contracdo. A contragdo tem sido atribuida, pelo menos em
parte, a presenca de miofibroblastos>.

Outra possibilidade para a ndo cicatrizacdo e regeneracao dessas feridas seria a
falta de tecido gerada pela perfuracdo. Quando ndo ha uma solucdo de continuidade

entre os tecidos, a capacidade regenerativa é muito limitada e insuficiente.
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Como visto anteriormente, para que se ocorra a cicatrizacdo, é necessaria a
angiogénese, os fibroblastos, a deposicdo de MEC e o remodelamento. Em nenhuma das

laminas histoldgicas foi identificado esse processo.

Ao se comparar nosso estudo com o de referéncia?2, notamos uma discordancia
entre as conclusdes do fechamento das perfuracdes. O Unico estudo que realizou
avaliacdo semelhante com o mesmo animal refere uma taxa de cicatrizagao de 20%?22.
Todavia, no nosso estudo, nenhum rato apresentou regeneracdo. Podemos tentar
explicar essa diferenca pelo fato de que a espécie de ratos utilizado naquele estudo foi
diferente do nosso. Em 2006, Metcalfe e col. demonstraram alteracdo de regeneracao de
orelhas entre ratos da espécie MRL/Mp] e C57BL /62728,

Ainda ndo ha na literatura, estudo demonstrando a regeneracao em orelhas de

ratos da espécie Wistar.

Ao se analisar cada tamanho de lesdo, encontramos dados reveladores:

1. Nas lesdes de 2mm, a sua andlise é dificultada pelo seu tamanho
pequeno. A crosta formada logo apds a perfuracao impede também o
acompanhamento da sua regeneracdo. Por essas caracteristicas, os
autores ndo recomendam esse tamanho para a sua padronizagao.

2. Nas lesoes de 8mm e 10mm, a partir do 3° dia de pds-operatorio, ja
se visualizava mudancga na coloragdo das bordas externas da orelha.
A partir do 15° dia, as orelhas ja apresentavam necrose tecidual.
Metade das perfuragdes realizadas com 8mm apresentou retracao e
necrose local. Todas as lesdes com 10mm apresentaram necrose
tecidual em sua forma aguda. Assim, esses tamanhos também nao sao
ideais para a terapia de reconstrugao local.

3. Nos tamanhos 4mm e 6mm, o padrao de lesdo se estabilizou, sem
hiperemia reacional ou necrose das suas bordas, sendo tamanhos

aceitaveis para futuros estudos.
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Na anadlise quantitativa do nosso estudo, ndo houve diferenca estatistica entre as
lesdoes de 2Zmm, 4mm e 6mm.

Podemos identificar pelos graficos de area e perimetro que as lesdes
permaneceram constantemente abertas, identificando uma reacdo de contracao pouco

significativa.

Uma vez que as lesdes ndao eram simétricas, foi utilizada também a analise do
area/box e box x/y. Nessa situacdo, também ndo houve diferenca estatistica entre as

lesdes, reafirmando os achados do grafico da area e perimetro.

Algumas lesdes apresentaram p<0,05, porém esses ndo puderam ser
considerados, ja que o intervalo de confian¢a nao foi estatisticamente significativo, nao

apresentando, assim, poder para uma conclusdo mais enfatica.
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7.CONCLUSAO

Foi descrita uma lesdo cartilaginosa cronica em orelhas de ratos

Wistar com bisturi de bidpsia punch.

Nao ha lesdo minima para a manutencao da lesdo. Punchs de 2mm,
4mm, 6mm, 8mm e 10mm mantém-se sempre abertas. Entretanto, os

tamanhos ideais para futuros estudos sao os de 4mm e 6mm.

Ndo ha diferencas na histologia entre os diferentes tamanhos de

lesoes.
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A. ATA DE APRESENTACAO DE DISSERTACAO

;3'%& l FAMED  pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
N ‘ ‘ FACULDADE DE MEDICINA

M PUCRS POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE

ATA DE APRESENTAGCAO DE DISSERTACAO N° 323

Aos quinze dias do més de margo do ano de dois mil e treze, no Curso de
Mestrado em Medicina e Ciéncias da Salde, drea de concentracdo em Clinica
Cirdrgica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul foi
concluido o processo de avaliagdo da dissertagdo intitulada "DESCRICAO DE
UMA LESAO CARTILAGINOSA CRONICA EM UM MODELO ANIMAL” de
autoria da pos-graduanda Caroline Berg sob a orientagdo do Professor
Doutor Jefferson Luis Braga da Silva. A comissdo examinadora foi
constituida pelos professores: Dr. Luiz Carlos Bodanese (PUCRS), Dr.
Henrique Sarubbi Fillmann (PUCRS), Dr. Gerson Schulz Maahs (HCPA) e Dr.
Gustavo Franco Carvalhal, suplente (PUCRS). A aluna foi APROVADA. Para
constar, lavrou-se esta ata que deverd ser anexada a documentacdo exigida
para posterior expedigdo do diploma. A presente ata foi assinada pela
Coordenadora do Programa de Pds-Graduacdo em Medicina e Ciéncias da
Saude. Porto Alegre, aos quinze dias do més de marco do ano de dois mil e

treze.

Moy, (- AT

Prof. Dra. Magda Lahorgue Nunes
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B. ARTIGO

Descri¢cao de uma Lesao Cartilaginosa Cronica em um Modelo Animal
Berg, Caroline; Silva, Jefferson LB; Silva, Vinicius D ;Prates, Thomas DB

Introducao

Os defeitos de cartilagens sdo muito comuns na pratica médica, especialmente
na area da otorrinolaringologia. Perfuracdes septais e defeitos da cartilagem auricular
sdo grandes desafios tanto para o paciente quanto para o médico. O seu tratamento
ainda é desafiador, uma vez que poucas sdo as técnicas bem estabelecidas e livres de
complicagdes.

O estudo de novas terapias para defeitos cartilaginosos vem sendo abordado
entre os cirurgides. Tratamentos com células-tronco ou engenharia tecidual sao
abordagens possiveis a serem realizadas. Entretanto, os estudos realizados com essa
nova terapéutica descrevem lesdes agudas como modelo de lesdo, ndo sendo assim o
melhor método de avaliacao.

Ainda ndo foram descritos muitas lesGes cartilaginosas cronicas.

Em animais experimentais, os ratos Wistar sdo um dos melhores animais para
terapia, uma vez que todo seu genoma ja foi identificado e se assemelha com o do ser
humano.

O objetivo desse trabalho é descrever uma lesdo cartilaginosa cronica em
orelhas de ratos Wistar.

Material e Métodos

Este é um estudo experimental, controlado e cegado. O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia Catélica do Rio Grande
do Sul (PUCRS) sob o protocolo de pesquisan® 11/00264.

A pesquisa foi realizada com base nas normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).

Foram utilizados 5 ratos albinos da espécie Wistar, machos, isogénicos, pesando
entre 250 e 300g. Os animais foram adquiridos no biotério da PUCRS, dispostos em
gaiolas individuais e receberam agua e racao ad libidum. A inducao anestésica foi
realizada com o animal sob contencdo e em decubito dorsal. Os anestésicos foram
aplicados por via intraperitoneal, utilizando seringa e agulha de insulina. Foram
administrados 0,2mg de clorpromazina associado a 0,8mg de quetamina (4mg/kg).

Em cada orelha foram realizadas lesdes com bisturi punch de tamanhos de
2mm, 4mm, 6mm, 8mm e 10mm. Todos os animais receberam analgesia p6s-operatdéria
paracetamol gotas (1gota/Kg), diluido em agua.

Apés, por 28 dias, foram tiradas fotografias com camera digital Sony
DSLRAS580L 18-55mm F3.5-5.6 Lens® de cada lesdo. Os registros fotograficos foram
salvos em um banco de dados, separados de acordo com o dia e lado da lesao.

Apoés essa fase (280 registros fotograficos), cada orelha era ressecada e enviada
em frascos com Formalina tamponada a 10%. As orelhas eram processadas por técnica
histolégica convencional em cortes de 5micrometros e corada por Hematoxilina-Eosina
(HE). Dois observadores experientes e sem conhecimento do tamanho ou lado de cada
lamina fizeram a analise histologica.

Cada imagem fotografica foi inserida no programa Adobe Photoshop CS6
Extended® e ampliada em 100 vezes. Com as 280 imagens devidamente selecionadas,
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uma nova analise digital, cegada, era realizada no programa Image Pro plus 4.5.1
Mediacybernetics Bethesda Rockfield, EUA, para determinar a area, area/box, box x/y e
perimetro.

Com os dados de cada lesdo devidamente datados, foi realizada regressao linear
com andlise de covaridncia entre os diferentes tamanhos. O nivel de significancia
utilizado foi p=0,05 e poder estatistico de 95%.

Os dados obtidos na pesquisa foram digitados em uma planilha eletronica
(Microsoft Office Excel 2010, Microsoft Corporate, Redmond, EUA), checados quanto a
consisténcia dos dados a fim de corrigir possiveis erros de digitacao.

Resultados:

Nenhuma lesdo fechou completamente seus bordos apds 28 dias. As lesdes de
10mm apresentaram necrose da parte distal das orelhas no 8 e 10 dia (ratos 1 e 5
respectivamente).

Uma lesdo de 8mm apresentou necrose da borda externa no 12 dia (rato 4-
orelha esquerda).

As lesdes de 6mm e 4mm se mantiveram estaveis durantes todo o processo e
analise, sem alteracao de sua forma, cor ou tamanho.

As lesdes de 2mm, apesar de ndo fecharem seus bordos, apresentaram crostas
com dificil visualizagdo macroscépica do orificio.

Na andlise histologica, ndo se visualizou diferencas entre os diferentes
tamanhos de lesdes. Foram visualizadas linhas centrais de condrocitos e discreta
hiperplasia epitelial. O edema de conjuntiva era minimo em todas as lesdes. Todas as
laminas apresentavam discreta proliferacao de fibroblastos e pouca rea¢do local. Nao
havia evidencia de infec¢do local. A angiogénese foi considerada ausente, devido ao seu
pequeno achado nas laminas. Nas orelhas de 10mm e 8mm, visualizou-se um padrao
necrotico nas bordas teciduais externas.

Discussao:

Os defeitos cartilaginosos sdao achados muito encontrados no consultério
médico, principalmente na area da otorrinolaringologia. As perfuragcdes septais e
defeitos auriculares sao problemas que causam diversos prejuizos aos pacientes e
grande desconforto aos médicos devido a sua dificil terapéutica.

A utilizacdo de algumas terapias alternativas -como as células-tronco e
engenharia tecidual- vem sendo discutida, porém poucos sdao os protocolos
estabelecidos para seu uso.

O objetivo inicial do presente estudo foi descrever uma lesdo cartilaginosa
crénica em um animal para, no futuro, utilizd-lo como modelo padronizado nas terapias
alternativas.

O modelo animal escolhido foi o rato, uma vez que seu genoma estad 100%
codificado e se assemelha muito a dos seres humanos. Além disso, a anatomia da orelha
deste animal é muito semelhante a dos humanos, caracterizado por pele, cartilagem e
tecido conjuntivo.

Outro fator importante, e ndo menos essencial, é o fato de que este animal é de
facil aquisicdo e cuidado, apresenta excelente capacidade de cicatrizagdo e poucas
chances de infeccao e morte.

A hipotese dos autores seria de que as lesdes de menor tamanho fechariam.
Entretanto, esse achado nao ocorreu.
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Todas as lesdes permaneceram abertas, com regeneracdo epidérmica de suas
bordas. Uma das hipéteses, seria a auséncia de fibroblastos nos tecidos. Talvez o aspecto
que mais claramente diferencia a cicatrizacdo primaria da secundaria seja o fend6meno
de contrac¢do da ferida, que ocorre em grandes feridas de superficie. Os grandes defeitos
na pele de coelhos sdao reduzidos em 5 a 10% de seu tamanho original em cerca de 6
semanas, em grande parte por contracdo. A contragdo tem sido atribuida, pelo menos em
parte, a presenca de miofibroblastos.

Outra possibilidade para a nao cicatrizacdo e regeneracdo dessas feridas seria a
falta de tecido gerada pela perfuracdao. Quando ndo ha uma solugdo de continuidade
entre os tecidos, a capacidade regenerativa é muito limitada e insuficiente.

Como visto anteriormente, para que se ocorra a cicatrizacdo, é necessaria a
angiogénese, os fibroblastos, a deposicdo de MEC e o remodelamento. Em nenhuma das
laminas histoldgicas foi identificado esse processo.

Ao se comparar nosso estudo com os de referéncia, notamos uma discordancia
entre as conclusdes do fechamento das perfuracdes. O uUnico estudo que realizou
avaliacdo semelhante com o mesmo animal, refere uma taxa de cicatrizacdo de 20%.
Williams-Boyce, P. Daniel Jr, JC. Comparision of ear tissue regeneration in mammals. .
Anat 1986, 149, 55-63 Todavia, no nosso estudo, nenhum rato apresentou regeneracao.
Podemos tentar explicar essa diferenca pelo fato de que a espécie de ratos utilizado
naquele estudo foi diferente do nosso. Em 2006, Metcalfe e col. demonstraram alteracao
de regeneracdo de orelhas entre ratos da espécie MRL/Mp] e C57BL/6. Metcalfe AD,
willis H, Beare A, Ferguson MW]. Characterizing regeneration in the mammalian
external ear. J]. Anat 2006 209, pp 439-446. Ainda ndo ha na literatura, estudo
demonstrando a regeneracao em orelhas de ratos da espécie Wistar.

Conclusao:

Foi descrita uma lesdo cartilaginosa cronica em um modelo animal. A lesdo é
realizada com bisturi de biépsia punch em ratos Wistar. Ndo ha lesio minima para a
manutencdo da lesdo: Punchs de 2mm, 4mm, 6mm, 8mm e 10mm mantém-se sempre
abertas. Entretanto, podemos afirmar que, para os autores, os tamanhos ideais para
futuros estudos sao os de 4mm e 6mm.



