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Hustragdo da Capa: Otoendoscopia da membrana timpénica de

crianga com otite média aguda
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O teor da presente dissertacio, centrado na tematica da otite média
aguda (OMA), insere-se numa trajectoria profissional e de investigagdo
dedicada a Otorrinolaringologia e muito particularmente a Otologia.

O interesse do candidato pela Otologia despertou logo no inicio da sua
formagao como Interno da Especialidade de Otorrinolaringologia. Im-
pulsionado pelo Prof. Doutor Pais Clemente, cedo se envolveu na investi-
gacao histopatologica do ouvido. Recorda com muito agrado os tempos
em que frequentou o Instituto de Anatomia onde o Prof. Doutor Manuel
Paula Barbosa gentilmente lhe cedia ossos temporais de ratos, os quais
posteriormente processava laboratorialmente e estudava no microscépio
electronico do Instituto de Histologia e Embriologia, sob a supervisdo do
Prof. Doutor Antdnio Coimbra e posteriormente do saudoso Prof. Doutor
Miranda Magalhaes. Nesta fase, em que produziu a sua primeira publi-
cacdo cientifica (Spratley & Pais-Clemente 1989), foi construindo as
bases necessarias para enfrentar os sucessivos desafios com que se tem
deparado ao longo da sua carreira.

Alguns anos mais tarde, movido pelo interesse do estudo da
histopatologia do ouvido, teve oportunidade de estagiar no Laboratorio
de Histopatologia do Osso Temporal do Departamento de Otorrinolarin-
gologia da Universidade de Minnesota, E.U.A., sob a orientagdo do Prof.
Doutor Michael Paparella. Neste Laboratorio encontrou uma das maiores
colec¢des mundiais de ossos temporais humanos, devidamente secciona-
dos e preparados para estudo histopatologico. Foram momentos muito
proficuos, pois através da discussdo com varios investigadores vindos de
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todos os continentes, contactou com novos conceitos de Otologia, como:
0 ”’continuum” da otite média, otite média silenciosa, ou ainda a nogio de
interacgdes entre o ouvido médio ¢ ouvido interno.

Entretanto, no Servigo de Otorrinolaringologia, prosseguiu com pro-
jectos de investiga¢ao clinica no dominio da otite média. A sua ligagio,
desde o inicio, a criagdo do Sector de Otorrinolaringologia Pediatrica do
Servigo de Otorrinolaringologia do Hospital de S. Jodo, por decisdo con-
junta do Prof. Doutor Pais Clemente e do Prof. Doutor Norberto Santos,
encargo que manteve sucessivamente durante a direcgdo do Prof. Doutor
Mirio Queirds e actualmente do Prof. Doutor Alvaro Aguiar, possibilitou
o exercicio de uma pratica clinica diaria em contacto com criangas
sofrendo de otite média e avaliar as complicagdes e sequelas desta doenca
tao prevalente nessa faixa etaria.

Mais recentemente, a oportunidade de trabalhar sob a supervisio
extraordinaria do Prof. Doutor Sten Hellstrom, no Laboratorio de Otologia
do Departamento de Otorrinolaringologia da Universidade de Umes,
permitiu-lhe desenhar e executar todo o componente de investigagio no
modelo animal que constitui um dos pilares da presente dissertacao.



Introducao
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I. O OUVIDO

1.0 OUVIDO E A AUDICAO

As diferentes estruturas anatémicas que compoe o ouvido formam um
todo na transmissdo sonora ¢, emultima analise, na transdugdo do somem
estimulo auditivo discriminavel ao nivel cerebral. O ouvido externo,
com o pavilhdo auricular e o canal auditivo externo, participa na locali-
zacdo da fonte sonora e desenvolve ressonancias que intensificam a
pressdo sonora sobre a membrana timpanica (MT) na gama das frequén-
cias entre 2-7 kHz, no humano (Shaw 1974). As vibragoes provocadas na
MT apresentam um padrio complexo, que dependem da frequéncia
sonora e das condigdes do ouvido médio (von Békésy 1941; Khanna &
Tonndorf 1972; von Unge et al. 1994; Stasche ef al. 1994). A participagio
do ouvido médio nos mecanismos de transmissdo aclstica pode consi-
derar-se como um transformador de impedancia (Pickles 1987), no qual
as vibragoes da MT em harmonia com a cadeia ossicular — martelo,
bigorna e estribo — efectuam um processo de transferéncia da energia
sonora pneumatica aos fluidos cocleares. Sumariamente, este mecanis-
mo de amplificagdo inclui os seguintes fendmenos (Pickles 1992): (a) a
relag@o hidraulica que advém da area da MT ser substancialmente maior
que a da platina do estribo, originando que a energia mecanica seja
concentrada numa pequena area, (b) o efeito de alavanca dos ossiculos
que potenciam a for¢a que o estribo exerce na janela oval, (¢) o formato
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conico damembrana timpanica que faz com que o martelo se mova menos
que a periferia da membrana timpanica, resultando num incremento do
Vlgor do movimento do martelo. Na coclea do ouvido interno, a
oscilagdo do fluido perilinfatico coclear origina movimentos ondulatdrios
da membrana basilar, e deste modo estimula as células ciliadas do neuro-
epitélio do orgdo de Corti onde se efectua a transdugdo dos impulsos
vibratdrios em sinais bio-eléctricos. Este fenémeno € apenas possivel
devido as caracteristicas singulares do micro-ambiente electrofisiologico
proporcionado pelos fluidos do ouvido interno, nomeadamente a endolinfa
produzida na estria vascular da coclea. Estudos histopatologicos e
electrofisiologicos indicam que, nas duas espiras € meia que compde a
estrutura coclear, a regido basal ¢ responsavel pelo processamento dos
sonsagudos earegido apical pelos sons graves (Koenig 1949; Schucknecht
1953). Em resposta ao movimento da membrana basilar da coclea, as
células ciliadas libertam um neurotransmissor que despoleta um poten-
cial de ac¢do nas células nervosas do génglio espiral localizado no
modiolo coclear (Eybalin 1993; Trigueiros-Cunha et al. 2003). Daqui, os
impulsos nervosos passam para o sistema nervoso central, através do
nervo auditivo. No seu trajecto pela via acistica cerebral, os sinais sdo
modificados e processados em varias etapas até atingirem o cortex
auditivo no lobo temporal onde se da a integragdo sensorial auditiva
(Osen 1970; Paula-Barbosa & Sousa-Pinto 1973; Sousa Pinto 1974,
Paula-Barbosa et al. 1975; Pontes et al. 1975; Brugge & Geisler 1978).
Em todos os niveis da via auditiva ha determinados neurénios que
respondem a notas compreendidas numa gama limitada de frequéncias e
intensidades sonoras, o denominado ordenamento tonotdpico, que per-
mite que uma determinada regido coclear possua uma representacio
especifica no sistema nervoso central (Rose et al. 1960; Kiang 1980).
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2. 0 OUVIDO MEDIO

O ouvido médio, ou caixa do timpano, consiste numa cimara gasosa
de contornos irregulares localizada no interior do osso temporal (Figu-
ra 1). As suas paredes 6sseas, que actuam como uma blindagem, sdo
revestidas por uma camada mucosa composta por um epitélio respiratorio
modificado, com células ciliadas e secretoras tipo goblet, assente numa
camada subepitelial de tecido conjuntivo denominada mucoperidsseo
(Sadé 1966; Tos & Pedersen 1976; Hentzer 1984; Albiin et al. 1986; Tos
& Thomasen 2002).

Fig. 1. Microfotografia optica de secqdo horizontal de osso temporal humano
normal no plano mediomodiolar (B — bigorna; C — céclea; CAE — canal auditivo
externo; CAI — canal auditivo interno; CSL — canal semicircular lateral; F — nervo
facial; M — martelo; MT — membrana timpénica; PE —platina do estribo; S—saculo;
U — utriculo; V — vestibulo. Ampliagao original x20).

No interior desta cavidade, estdo localizados os ossiculos auditivos
Jjuntamente com os musculos e ligamentos suspensores correspondentes.
As estruturas, de natureza vascular e nervosa que atravessam este com-
partimento dispdem-se ao longo das suas paredes.
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As duas unicas aberturas do compartimento do ouvido médio corres-
pondem as seguintes estruturas (Legent ef al. 1986): anteriormente, no
protimpano, o orificio da trompa auditiva que estabelece a comunicagao
com a nasofaringe e, posteriormente, na regido do epitimpano ou atico,
encontra-se o aditus ad anirum que constitui a passagem para o antro da
mastoide, uma cavidade fechada cuja mucosa esta em continuidade com
o ouvido médio. Medialmente, no mesotimpano, encontram-se a janela
oval selada pela platina do estribo e pelo resistente ligamento anular que
fazem fronteira com o vestibulo do ouvido interno, enquanto que,
inferiormente a esta, a janela redonda e a respectiva membrana que
encerra o ouvido médio da perilinfa que banha a espira basal da escala
timpanica da coclea (Figura 2). Salienta-se, por ultimo, que a quase
totalidade da parede lateral do ouvido médio é composta pela MT,
verdadeira fronteira com o canal auditivo externo e, portanto, com o meio
ambiente que rodeia o individuo.

Fig. 2. Microfotografia dptica de secco horizontal de osso temporal humano normal
no plano da rampa basal da coclea (CAE — canal auditivo externo; CI — cardtida
interna; CSP — canal semicircular posterior; F —nervo facial; MJIR — membrana da
janela redonda; MT — membrana timpénica; NJR — nicho da janela redonda; Scala
tympani — rampa timpéanica coclear. Ampliagdo original x20).
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Refira-se que a estrutura do ouvido médio em algumas espécies de
roedores, como o Rato e o Chinchila, apresenta uma grande correspon-
déncia com a do Homem (Browning & Granich 1978; Hellstrém et al.
1982). Nestes animais, 0 ouvido médio e a mastoide encontram-se
reunidos numa cavidade Unica, denominada bulla temporalis, que €
facilmente acessivel 4 abordagem externa. Estas caracteristicas contribu-
em para transformar estas espécies em bons modelos experimentais da
otite média.

Das estruturas anteriormente referidas, a MT e a membrana da janela
redonda (MJR) merecem especial destaque no ambito da presente disser-
tagao.

2.1. Aspectos Morfofuncionais

2.1.1. A membrana timpénica

A MT, membrana tympani ou tympano primario, € uma estrutura
anatémica peculiar que separa o fundo do canal auditivo externo do
ouvido médio. Segundo Saunders & Paparella (1968), a sua descrigéo
inicial remonta a Hipocrates, circa 400 a.C.. Devido a sua localizagdo e
estrutura delicada, como se disse a MT desempenha uma missao impor-
tante nos mecanismos da audicdo, através da recepgdo, ampliagdo e
transmissdo das ondas sonoras aos ossiculos do ouvido médio (Pickles
1987) constituindo em simultdneo um fécil alvo das agressoes externas,
e.g. infecgdes ou traumatismos. A MT humana ¢ habitualmente descrita
como ligeiramente eliptica, com o didmetro vertical ao longo do mantbrio
do martelo entre 9-10.2 mm e o didmetro horizontal, menor, entre
8.2-9mm (Politzer 1898; Lim 1970; Pago 2003), a que corresponde uma
4rea que varia entre 50-73 mm? segundo diversos autores (Kirikae 1960;
Ars 1977; Paco 2003). Outros autores discordam e atribuem maiores
dimensdes ao didmetro horizontal (Kirikae 1960; Wajnberg 1987), o que
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podera resultar de métodos diferentes de medicio ou de variantes
antropoldgicas (Ars 1977). A espessura da MT humana, ao nivel dos
quadrantes inferiores, oscila entre 64-95 um (Schmidt & Hellstrom
1991). Segundo estudos de Ruah (1992) ¢ Ruah e colaboradores (1991;
1992a), a espessura tem tendéncia a diminuir com a idade, enquanto que
a posigdo da MT em relagdo ao pavimento do canal auditivo externo
forma um angulo mais agudo no recém-nascido que no adulto. No adulto,
este angulo ¢ de aproximadamente 55° (Wright 1987).

A sua participagdo activa nos diversos processos patolégicos que
afectam o ouvido médio é reconhecida (Hellstrém et al. 1988; Grote et al.
1989; Ruah et al. 1995; Eriksson et al. 2003). No individuo normal, fruto
da sua reduzida espessura e semi-transparéncia, a MT age como uma
janela virada para o ouvido médio, que permite ao observador experiente
uma apreciagdo do seu contetido. Em contrapartida, em situagdes pato-
logicas, tais como nas varias formas de otite média, as variacdes da sua
cor, transparéncia, posi¢do, integridade e mobilidade constituem auxilia-
res preciosos para o diagnostico. A importancia da determinagio da
impedancia da MT por timpanometria, como auxiliar diagndstico de
patologia do ouvido médio como a otite média com efusdo, é igualmente
reconhecida (Jerger ef al. 1974; Szucs et al.1995).

A MT compde-se de duas partes: a pars tensa ou porgio tensa e a pars

flaccida ou porgdo flacida, que diferem do ponto de vista histologico e
funcional. A descri¢do da sua estrutura, composta por trés camadas
fundamentais — a externa de epitélio queratinizante virada para o canal
auditivo externo, a lamina propria ou camada média de tecido conjuntivo
e, a interna de epitélio mucoso néo queratinizante — estd bem documen-
tada, desde ha varias décadas, em estudos de microscopia de luz (Fumagalli
1942; Filogamo 1949; Secondi 1951; Kirikae 1960; Alm ef al. 1983a;
Chole & Kodama 1989; Grote ef al. 1989; Schmidt & Hellstrém 1991),
e de microscopia electrénica (Johnson ef al. 1968; Lim 1968a, 1968b,
1970, 1995; Hentzer 1969; Shimada & Lim 1971; Kawabata & Ishii
1971; Igarashi & Kawabata 1993).
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A pars tensa constitui a maior por¢do da superficie da MT e desem-
penha as fungdes actsticas. A sua forma ¢ ligeiramente conica com 0
vértice, 0 umbo ou umbigo, dirigido medialmente para o ouvido médio.
O cabo do martelo insere-se no seu lado medial, desde o umbo até ao
bordo superior, na transi¢io com a pars flaccida. A periferia, em todo o
seuredor, a pars tensa insere-se firmemente no osso timpanico através de
um reforgo de fibras conjuntivas designado por annulus tympanicus ou
anel timpanico fibrocartilaginoso (Ars 1977; Pago 2003). No Rato, a
espessura dapars tensa oscilaentre 5-10 pm (Schmidt & Hellstrom 1991)
e a area ¢ de aproximadamente 5.5 mm?, o que representa cerca de 10%
da humana. Nio obstante as diferencas de dimensdes, a estrutura da MT
¢ na generalidade idéntica nas duas espécies (Chole & Kodama 1989;
Schmidt & Hellstrom 1991) (Figura 3).

Fig. 3. Pars tensa da
- membrana timpénica do
Rato observada em mi-
croscopia electronica de
transmissdo. Note-se o
aspecto denso do tecido
conjuntive da lamina
propria{CAE —canal au-
ditivo externo; M — mu-
. cosa; OM — ouvido mé-
dio; Q — queratindcito.
Barra= 500 nandémetros).
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Histologicamente, a camada externa da pars tensa ¢ composta por um
epitélio queratinizante estratificado com trés a cinco camadas no Homem
(Lim 1995), e duas a trés no Rato (Schmidt & Hellstrom 1991). Os
estratos mais superficiais desta camada, sofrem uma migragao centrifuga
a partir do umbo (Burnett 1877; Blake 1882; Stinson 1936; Boedts 1978;
Kakoi et al. 1996), a razdo de 0.05-0.07 mm por dia (Litton 1963; Alberti
1964). Segundo Kakoi e colaboradores (1996), o padrdo de migracao ¢
idéntico no Homem e no Rato. Alguns estudos com marcadores celulares
defendem a existéncia de centros germinativos epiteliais com alto indice
mitotico, ao nivel do umbo e também do annulus timpanico, os quais
estariam implicados no fenomeno migratorio (Litton 1963, 1968; Clawson
& Litton 1971; Boedts & Kuipers 1978; Koba 1995; Kakoi et al
1997a,b). Aparentemente, estes mesmos centros assumem uma elevada
importancianos fendmenos regenerativos da M T apds agressao, como na
reparacao de perfuragdes. Contudo, os eventos que regulam o ciclo e a
migragdo celular aindando se encontram totalmente elucidados. Sabe-se,
todavia, que as células epiteliais expressam receptores para diversos
factores de crescimento (Ma ef al. 2002). Assim o atestam diversos
estudos da cicatrizagao de perfuragdes timpanicas apos aplicagédo topica
de: epidermal growth factor (EGF) (Amoils et al. 1992), keratinocyte
growth factor (KGF) e transforming growth factor-alpha (TGF-alpha)
(Ishimoto et al. 2002), basic fibroblastic growth factor (bFGF) (Mondain
& Ryan 1994), e platelet-derived growth factor (PDGF) (Yeo et al.
2000).

A camada média conjuntiva da pars tensa, denominada lamina
propria, consiste predominantemente em fibras de colagénio dispostas
tipicamente em dois estratos principais, um externo radial e um interno
circular. O estrato de fibras radiais insere-se ao longo do cabo do martelo
¢ abre-se em leque até a sua inser¢ao periférica no sulco 6sseo do aro
timpanico (sulcus tympanicus), através do annulus (Ars 1977; Pago
2003). O estrato de fibras circulares ¢ mais exuberante na periferia da
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pars tensa, onde existem algumas interligacoes por fibrilhas com os
feixes das fibras radiais e também com outros tipos de fibras mais
escassas denominadas parabdlicas e transversas (Shimada & Lim 1971,
Kawabata & Ishii 1971; Schmidt & Hellstrom 1991; Pago 2003). Adja-
cente as camadas epiteliais o tecido conjuntivo € menos denso. Na regidao
submucosa da lamina propria existem abundantes fibroblastos, umarede
de fibras nervosas predominantemente amielinicas, € vasos sanguineos.
Estes ultimos sdo mais exuberantes nas zonas proximas do cabo do
martelo e do annulus (Schmidt & Hellstrom 1991). No Rato, a escassez
de vasos na regido intermédia da pars tensa normal, localizada entre o
martelo ¢ a periferia da MT, permite especular que a nutrigdo dessa zona
se processe de modo indirecto, provavelmente através de mecanismos de
difusdo (Albiin et al. 1985; Hellstrom et al. 2003).

Por ultimo, a camada interna mucosa, em continuidade com o restante
revestimento do ouvido médio, compde-se por um epitélio simples de
células ndo-queratinizantes, com numerosas microvilosidades.

A pars flaccida, a por¢do mais pequena da MT, foi inicialmente
descrita macroscopicamente por Schrapnell (1832), que relatou
detalhadamente a elevada elasticidade desta estrutura anatomica. No
Homem, tem uma area de 7.9 mm?, cerca de 1/9 da pars tensa (Widemar
et al. 1986). A sua espessura varia entre 30-230 pm (Lim 1968b). No
Rato, a drea de 1.1 mm? corresponde a 1/5 da pars tensa, ¢ a espessura
varia entre 30-70 um (Alm et a/.1983a; Magnuson ef al. 1997). Nesta
parte da TM também se distinguem trés camadas: queratinizante, lamina
propria e mucosa (Lim 1968b, 1970) (Figura 4.).

As principais dissemelhangas morfologicas da pars flaccida em
relacdo a pars tensa residem na estrutura da lamina propria ¢ na auséncia
de annulus ao nivel da sua insercdo na incisura éssea de Rivinus, no pélo
superior do aro timpanico (Pago 2003).
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Fig. 4. Pars flaccida da = "
membrana timpanica do _
Rato obscrvada em mi- %fj‘@» " s
croscopia electronica de
transmissdo. Note-se o
aspecto laxo dotecido con-
juntivo da lamina propria
(CAE - canal auditivo
externo; F- fibroblasto;

M - mucosa; Mast —
mastocito; OM — ouvido
médio;Q — queratindcito.
Barra = 5 micrometros).

A natureza flacida desta parte da MT ¢ favorecida pelas caracteristicas
laxas da camada média conjuntiva, composta por fibroblastos envoltos
por uma matriz intercelular rica em 4cido hialurénico e outros
proteoglicanos (Laurent ef al. 1989), e por pequenos feixes de colagénio
¢ fibras elasticas dispostos de uma forma ndo sistematizada (Lim 1970;
1995). Disperso no estroma conjuntivo, predominantemente no espago
sob o epitélio queratinizante, existe um intrincado plexo capilar vascular
e de feixes nervosos, maioritariamente mielinicos, que revelam
imunorreactividade para diversos peptideos como: neuroquinina—-A,
substancia-P, calcitonin gene related peptide (CGRP), vasoactive intes-
tinal polypeptide (VIP), encefalina, tirosina hidroxilase e neuropeptideo-
Y (Uddman et al. 1988; Goldie et al. 1989).
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Na proximidade das estruturas vasculo-nervosas, sdo observaveis
numerosos mastocitos (Alm et al. 1983a; Widemar 1985), que contras-
tam com a escassez destas células na pars tensa. Estudos precedentes tém
revelado que os mastdcitos, apos estimulagdo, podem desgranular-se,
libertando uma elevada variedade de substéncias extraordinariamente
activas que incluem histamina, serotonina, proteoglicanos, proteases,
hidrolases, leucotrienos, prostaglandinas, platelet activating factor (PAF),
e alguns tipos de cito- e quemoquinas (Ruah et al. 1995; Metcalfe et al.
1997; Malaviya & Abraham 1998). Considerando a localizagdo estraté-
gica dos mastocitos adjacente as estruturas vasculo-nervosas da pars
flaccida e do ambiente exterior, ¢ possivel especular que sirvam de
sentinelas prontas a despoletar a resposta inflamatoria contra a agressao.
Neste contexto, a pars flaccida tem conhecido um interesse crescente
como uma area que se envolve precocemente nos fendémenos inflamaté-
rios do ouvido médio (Alm et al. 1983b; Magnuson et al. 1994; Eriksson
& Hellstrom 2003; Eriksson et al. 2003).

Pele exposto anteriormente, e ressalvando alguns limites dbvios, as
semelhan¢as anatomicas, histologicas e fisiologicas entre a MT do
Homem e a do Rato, permitem extrapolar muitos dos achados experimen-
tais para a pratica clinica.

2.1.2. A membrana da janela redonda

A MIR constitui a unica estrutura membranosa que, no individuo
normal, separa o ouvido médio do ouvido interno. Localizada
anatomicamente no extremo basal da rampa timpénica da céclea, esta
fina membrana representa potencialmente a porta de entrada mais aces-
sivel a passagem de substancias toxicas da cavidade do ouvido médio
para o labirinto (Goycoolea ef al. 1980a).

O primeiro cientista a descrever detalhadamente a membrana da janela
redonda humana foi Scarpa (1772), que a denominou de fympano
secundario. Muitas das observagdes deste autor sdo ainda validas a luz
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dos conhecimentos actuais da estrutura e fungdo da MJR (Nomura 1984).
O diametro médio da MJR humana é de 1.65 mm ¢ a drea média calculada
de aproximadamente 2 mm?*(Suetal. 1982), parauma espessuré quevaria
entre 40-70 wm no individuo normal (Dean & Wolff 1934; Goycoolea et
al. 1988), sem variagoes significativas com a idade (Sahni et al. 1987).
Contrariamente a algumas espécies, como o Chinchila (Schachern ef al.
1982) e o Gato (Miriszlai & Benedeczky 1978), em que a MJR é muito
superficial e verticalizada, a MJR humana dispde-se horizontalmente e
insere-se na profundidade do nicho da janela redonda, situado na zona
posterior e inferior da parede medial da caixa do timpano (Stewart &
Belal 1981). Num estudo anatdmico em 0ssos temporais humaﬁos, aMJR
apresentava-se recoberta parcial ou totalmente por pregas mucosas em
55% dos espécimes (Stewart & Belal 1981). E possivel que estas
diferencas anatomicas possam implicar alguma variabilidade entre espé-
cies na exposi¢ao da MJR as agressdes provenientes do ouvido médio.

Os estudos ultraestruturais sobre a MJR foram efectuados em diferen-
tes animais como o Chinchila (Turato & Recchia 1968), Gato (Kawabata
& Paparella 1971; Goycoolea et al. 1987), Rato (Hellstrém et al. 1988b)
¢ também no Homem (Frank 1977; Mirislai ef al. 1983; Schachem et al.
1984). Basicamente, esta membrana compde-se de trés camadas (Figu-
ra 5).

O epitélio externo ou lateral, orientado para o ouvido médio, é
composto por uma ou duas fiadas de células epiteliais em continuidade
com o revestimento da mucosa do ouvido médio. Junto & superficie
existem “tight-junctions”, enquanto uma membrana basal bem definida
separa esta camada do tecido conjuntivo subjacente. No seu conjunto, a
camada epitelial externa é considerada como a regido determinante do
grau de permeabilidade da MJR (Goycoolea ef al. 1988). A camada
meédia conjuntiva contém fibroblastos, colagénio e fibras elasticas, vasos
sanguineos e linfaticos. A camada epitelial interna ou medial voltada para
o0 espago perilinfatico € composta por células mesoteliais ligeiramente
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Fig. 5. Membranada
janela redonda do
Rato observada em
microscopia elec-
tronica de transmis-
sd0 (EL - epitélio la-
teral; EM - epitélio
medial; OM - ouvi-
domeédio; ST -scala
tympani ou rampa
timpanica coclear;
TC - tecido conjun-
tivo, Barra = 2 mi-
crometros).

sobrepostas e unidas por “gap-junctions”. Nio existe membrana basal a
separar as camadas média e interna.

O desempenho da MJR nos mecanismos fisioldgicos da audigdo,
participando no diferencial de fase que permite a oscilagio dos fluidos
labirinticos sob a influéncia do estribo, vulgarmente denominado por
“jJogo das janelas”, ¢ aceite na generalidade (Pohlman 1938; von Békésy
1980). Constitui igualmente uma via alternativa para a energia sonora
entrar na coclea.

Em contrapartida, os aspectos relativos a sua permeabilidade e ao
papel que desempenha na patogénese de possiveis interac¢des entre o
ouvido médio e 0 ouvido interno, tém atraido o interesse da comunidade
cientifica ha véarias décadas. Nesse ambito, a permeabilidade da MJR tem
sido demonstrada experimentalmente para diversas substincias. Assim,
moléculas de baixo peso tais como, a exotoxina estafilocdcica, os ides de
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sodio* e1odo'*, e outros que ndo ultrapassam as dimensdes da peroxidase
dorabano (45.000 Daltons) atravessam facilmente a MJR intacta (Stecker
& Cody 1966; Brady et al. 1976; Goycoolea et al. 1980b; Nomura 1984),
enquanto que a albumina (67.000 Daltons) ja ndo a atravessa em condi-
¢oes normais (Brady et al. 1976). Todavia, na presenga de inflamagéo, a
dinamica da permeabilidade parece estar alterada, sendo possivel detec-
tar-se albumina e outras substancias de elevado peso molecular como a
ferritina (400.000 Daltons) na perilinfa apos a sua aplicagdo no ouvido
meédio (Goldberg et al. 1981; Nomura 1984; Goycoolea et al. 1987).
Outros trabalhos, demonstraram que apds a perfusao do nicho da janela
redonda com antibiéticos (Proud et al. 1968; Wersill et al. 1969; Smith
& Myers, 1979; Chen et al. 1999), antisépticos (Morizono & Sikora
1982), anestésicos (Rahm et al. 1959; Anniko et al. 1988), e algumas
toxinas (Goycoolea et al. 1980c; Kawauchi ef al. 1988; Lundman et al.
1992), era possivel recolher estes produtos na perilinfa e detectar lesoes
secundarias nas c€lulas ciliadas cocleares.

Ao mesmo tempo que se levantavam questdes importantes sobre a
potencial ototoxicidade da aplicagdo de gotas otoldgicas ou antisépticos
topicos em ouvidos com perfuragdo timpanica, foi-se reforcando o
conceito de que a passagem de produtos toxicos decorrentes da otite
média pode provocar hipoacusia neurossensorial (Paparella ef al. 1970a,
1972, 1980; English et al. 1973; Morizono et al. 1985), e eventualmente
hidropisia endolinfatica (Kimura 1968; Paparella et al. 1979; Meyerhoff
et al.1980; Kawauchi ef al. 1988).

O substrato histopatoldgico desta interacg@o entre o ouvido médio e o
ouvido interno, nas fases iniciais da passagem de toxinas através da MJR,
residiria na forma de labirintite serosa ou toxica, que resulta duma
irritagdo do labirinto provocada pela degradag@o dos fluidos do ouvido
interno (Paparella et al. 1981; Schucknecht 1993). Segundo Schucknecht
(1993), a labirintite serosa caracteriza-se histopatologicamente por um
precipitado fibrilar ou granular da perilinfa indicativo de alto teor
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proteico, e pela presenga de hidropisia endolinfatica. Distingue-se da
forma mais grave, denominada labirintite purulenta, por nio existir
permeagao celular oubacteriana para o compartimento labirintico e como
tal haver possibilidade de recuperag@o funcional auditiva (Paparella &
Sugiura 1967). Os diferentes tipos de labirintite podem ocorrer na
sequéncia de otite média aguda ou cronica e também aps meningite.
De acordo com Paparella e colaboradores (1972) nas situagdes de
labirintite serosa localizada & perilinfa da rampa basal da coclea, o
resultado funcional auditivo traduz-se em variagdes temporarias dos
limiares auditivos, nas frequéncias altas. A disfungdo das células ciliadas
da rampa basal pode ocorrer de forma silenciosa numa fase inicial e
* apenas mais tarde ser reconhecivel na audiometria (Paparella 1981).
Contudo, estas oscilagdes temporérias dos limiares auditivos podem, em
situa¢des mais graves de labirintite serosa, evoluir para formas de
hipoacusia neurossensorial definitiva (Paparella et al. 1988).

A partir do reconhecimento da permeabilidade da MJR aos
aminoglicosideos ¢ da sua consequente ototoxicidade (Wersill et al.
1969; Smith & Meyers, 1979), passou-se a questionar o uso indiscriminado
deste tipo de antibidticos na forma de gotas em situacdes de otite média
e perfuracdo timpanica. Em contrapartida, aproveitou-se esta mesma
ototoxicidade para abrir novos horizontes no tratamento das crises
vertiginosas incapacitantes da doenga de Méniére, através da sua admi-
nistragdo no ouvido médio e consequente efeito vestibulotdxico terapéutico
(Schucknecht 1957; Lange 1976; Beck & Schmidt 1978; Odkvist 1988;
Silverstein 1999). Alids, mais recentemente e com resultados variaveis,
tém sido testados diferentes modelos de terapéutica do ouvido interno via
perfusdo da janela redonda com diversas substincias que incluem
corticosterdides (Lefebvre & Staecker 2002), antioxidantes (Korver e al.
2002) e imunossupressores (Yang et al. 2000). Do mesmo modo, a
distribuicdo através da MJR intacta de diferentes tipos de factores de
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crescimento (Lefebvre et al. 2002; Witte & Kasperbauer 2000) e de genes
cocleares (Jero et al. 2001; Lalwani et al. 2002), ¢ actualmente conside-
rada como muito prometedora para uma futura resolugdo de lesdes
cocleares até hoje consideradas irreversiveis.

Resumidamente, a passagem de substancias através da MJR é um
fendmeno susceptivel de ser afectado por varios factores como a integri-
dade da propria membrana, a presenga e duragao de inflamacao, o peso
molecular e concentragio das substincias no ouvido médio (Juhn 1988).
A juntar a estes factores, quando as substancias toxicas cruzam a MJR e
penetram no ouvido interno, ¢ necessario que o fagam em concentragdes
suficientes para causar reacgdes imuno e bioquimicas que originem
disfungdo das células neurossensoriais cocleovestibulares. A complexi-
dade destes mecanismos explicara, pelo menos parcialmente, porque
nem todos os doentes com otite média manifestam hipoacusia
neurossensorial ou outro tipo de alteracdes do ouvido interno.

Sublinhe-se, contudo, que a passagem de substancias toxicas do
ouvido médio infectado para o ouvido interno ndao deve ser entendida
comouma fun¢do normal da MJR. Poder-se-adizer, de modo especulativo,
estar-se perante uma disfun¢do morfofuncional inerente 2 membrana,
como resultado das suas caracteristicas estruturais, da sua localizagdo e
da elevada prevaléncia da patologia do ouvido médio (Goycoolea 2001).

2.2. Otite Média Aguda

2.2.1. Definicéo e prevaléncia

A OMA, anteriormente denominada por otite média purulenta ou
supurativa, consiste numa inflamagdo do ouvido médio de etiologia
infecciosa, com um exsudato purulento, caracterizada pela instalagdo
rapida de otalgia, e por vezes febre, mal-estar geral ou otorreia (Bluestone
et al. 2002a). Uma descarga purulenta aguda através de um tubo de
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ventilagdo trans-timpénico também se inclui na definicio de OMA
(Rosenfeld & Bluestone 2003). Habitualmente a infec¢do tem uma
duragdo auto-limitada, com uma resolu¢éo em cerca de 8-10 dias.

As alteragdes histopatologicas da OMA caracterizam-se por um
espessamento da camada mucosa provocado por edema, vasodilatagdo e
infiltragdo por células caracteristicas de situagdes de inflamagdo aguda
(Michaels 1987). Se, ao contrario do curso habitual da OMA, a infecgdo
aguda se prolonga por varios dias, a mucosa pode evoluir paraum aspecto
ulcerado oupolipoide, em simultineo com o desenvolvimento subjacente
de fenomenos deremodelagdo dssea que incluem osteolise e osteoneogénse
(Schucknecht 1993; Cayé-Thomasen et al. 1999, 2002).

A OMA ¢ a segunda doenga infecciosa mais comum na crianga, logo
a seguir a vulgar constipacédo de origem virica (Jung & Hanson 1999),
pelo que representa uma das causas mais frequentes de consulta médica
nesta faixa etaria (Schappert 1992). A maioria das criangas padece de
pelo menos um episddio de OMA na sua infancia e, segundo mmformacio
actualizada (Jokki-Erkkila et al. 1998), a incidéncia desta infecgao nas
sociedades industrializadas tem vindo a crescer nas décadas mais recen-
tes. A sua incidéncia ¢ considerada maxima dos seis aos 12 meses de
idade (Sipild et al. 1987, Alho et al 1993). Em varios estudos, aincidéncia
cumulativa para o primeiro episodio de OMA foi respectivamente de
19-62% no primeiro ano de vida e de 50-84% at¢ aos trés anos de 1dade
(Klein 1981; Pukander et al. 1982, 1984; Ingvarsson et al. 1985, 1990;
Teele et al. 1989; Alho et al. 1991). No estudo denominado Greater
Boston Otitis Media Study, em que Teele e colaboradores (1989) segui-
ram prospectivamente 498 criancgas desde o seu nascimento até aos sete
anos de idade, 93% dos individuos apresentaram pelo menos um episodio
de OMA, enquanto 74% tiveram tré€s ou mais episodios.
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Algumas criangas sdo particularmente propensas a otites, “otitis-
-prone” para os anglo-saxonicos, com episddios recorrentes de OMA..
Uma definigao valida de OMA recorrente consiste num registo de trés ou
mais episodios separados e bem documentados de OMA nos seis meses
precedentes ou num total de quatro ou mais episddios ao longo de um ano
(Dowell ez al. 1998). A classificagdo de crianga propensa a otites niio é
undnime, embora grande niimero de autores a inclua na descri¢do
precedente (Klein 1984; Kalm et a/. 1986; Harsten et al. 1989; Paradise
1992; Casselbrandt ez al. 1992). Cerca de 15% das criancas até aos dois
anos de idade sofrem de OMA recorrente (Alho 1997).

Embora a maioria das criangas com OMA recuperem sem sequelas
clinicas significativas em poucos dias ou semanas, 5-25% dos casos
evoluem para otite média com efusdo persistente, também denominada
otite média secretora (Shurin e al. 1979; Schwartz ef al. 1984; Iino et al.
1993; Alho et al. 1995), caracterizada pela acumulagio de fluido ndo-
purulento de consisténcia e viscoelasticidade variaveis, durante meses ou
anos. Clinicamente a otite média com efusdo consiste numa inflamagio
com fluido no ouvido médio, sem perfuragdo da MT e que evolui sem os
sintomas ou sinais agudos tipicos da OMA (Rosenfeld & Bluestone
2003). Em concordancia com estes dados, tem sido sustentado que a
OMA representa a vertente supurativa aguda de uma entidade mais vasta
denominada otite média, na qual os fendémenos inflamatérios associados
a presenga de efusdo serosa, mucoide ou purulenta se podem sobrepor ou
evoluir entre si (Paparella & Schachern 1994). Esta dindmica continua da
otite média pode evoluir para a resolugio e cura, para otite média cronica
manifesta ou silenciosa, ou ainda para situagdes de complicacdes e
sequelas.

Para além da sua elevada morbilidade (Karma et al. 1989: Stool &
Field 1989), o impacto sdcio-econdémico da OMA é muito elevado
(Schappert 1992; Zimmerman et al. 1998). Os custos totais estimados por
cada caso diagnosticado nos E.U.A. variam entre $233 — $1330 délares
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americanos (Alsarrafetal. 1999). No total, estes valores representam um
custo anual que pode atingir os 18 bilides de ddlares americanos, somente
nos E.U.A. (Alsarraf & Gates 1999). Por aqui se pode extrapolar que as
dimensdes deste problema ao nivel da satide publica sdo, portanto,
enormes € preocupantes em todo o mundo.

2.2.2. Etiologia
i) Agentes infecciosos

Os mecanismos patogénicos da OMA resultam duma interacgio entre
factores dohospedeiro, a viruléncia do agente infectante e condicionantes
ambientais. O agente infectante, antes de invadir o ouvido médio, neces-
sita por norma de colonizar o epitélio danasofaringe e subsequentemente
invadir a mucosa da trompa auditiva (Murphy et al. 1987).

Com frequéncia, as infecgdes do tracto respiratorio superior de origem
virica precedem os episddios de OMA (Henderson et al. 1982; Sarkkinen
et al. 1985; Pitkdranta et al. 1998; Heikinen 2000), constituindo uma das
possiveis razdes para a maior incidéncia da OMA nos meses de Inverno.
Estudos virologicos de fluidos do ouvido médio recolhidos no decurso da
OMA, tém permitido detectar diversos agentes viricos como o virus
sincial respiratorio, rinovirus, adenovirus e coronavirus (Chonmaitree et
al. 1986, 2000; Arola et al. 1988; Pitkdranta et al. 1998; Monobe et al.
2003). Os mecanismos da acgao virica facilitadores da OMA resultam
aparentemente da agressdo das células epiteliais tubares e do ouvido
médio com facilitagédo da adesividade bacteriana, lesdo ciliar e interferén-
cia com o proprio sistema de defesa imunitario. Sabe-se ainda que, em
modelos animais, a presenca de virus respiratorios desempenha uma
accdo sinérgica com as bactérias patogénicas no desenvolvimento da
OMA (Tong et al. 2000).
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As trés bactérias mais frequentemente isoladas, responsaveis por 80%
dos casos de OMA, sdo porordem decrescente o Streptococcus pneumoniae
(35-60%), 0 Haemophilus influenzae (15-40%), e a Moraxella catarrhalis
(5-23%), enquanto que, tanto o Streptococcus pyogenes (estreptococo
beta-hemolitico grupo A) como o Staphylococcus aureus t€m sido
considerados nas ultimas décadas muito raros na OMA da crianga
(Luotonen et al. 1981; Lundgren & Ingvarsson 1986; Del Beccaro et al.
1992; Bluestone & Klein 1996; Gehanno et al. 2001). Segundo um estudo
multinacional efectuado por Hausdorff e co-autores (2002) os serotipos
pneumocococcicos mais frequentemente envolvidos na OMA pediatrica
incluiam os 19F e 23F, respectivamente com 13% e 25% cada; serotipos
14 e 6B com 6% a 18%; e, serotipos 6A, 19A, e 9V compreendendo 5%
a 10%. Merecem uma nota a parte os recém-nascidos ¢ os lactentes
internados em unidade de cuidados intensivos, onde a prevaléncia
bacteriana da OMA tem caracteristicas especificas. Com efeito, nestes
casos, existe um maior risco de infecgdo por bacilos entéricos Gram
negativos, pelo S. aureus e pelos estreptococos do grupo B (Karma et al.
1987a; Bluestone & Klein 1996; Tumer et al. 2002).

Nas ultimas décadas, a emergéncia crescente de bactérias resistentes
aos antimicrobianos na OMA, tem constituido uma fonte de preocupa-
¢oes a nivel mundial (Baquero et al. 1997; Manninen et al. 1997; Jacobs
et al. 1998). A difusdo intercontinental de estirpes bacterianas resistentes
tem sido documentada (Mufioz et al. 1991) pelo que o problema deve ser
encarado numa escala global (Appelbaum 1994). Contudo, sabe-se hoje
que a prevaléncia dos diferentes agentes infectantes e as respectivas
sensibilidades aos antimicrobianos dependem de varios factores, entre os
quais a diversidade geografica da populagdo desempenha um papel
relevante (Baquero et al. 1997; Le Bideau et al. 1997; Jacobs ef al. 1998,
Klein 1999; Sahm et al. 2000). Neste contexto, em criancas com idade
inferior a trés anos residentes na regido francesa de Paris, as incidéncias
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de H. influenzae produtores de beta-lactamase na OMA aumentaram de
20% para 70% e as do S. pneumoniae resistentes a penicilina subiram de
7% para 70%, respectivamente entre 1987 e 1997 (Gehanno et al. 2001).
Nos E.U.A., num estudo multicéntrico englobando 1,531 colheitas
positivas para S. pneumoniae, Doern e colaboradores (2001) registaram
que as taxas de multi-resisténcia deste agente subiram 13.3% entre 1995
e 2000, sendo os maiores indices de resisténcia provenientes dos aspira-
dos do ouvido médio e dos seios perinasais, de criangas entre os 0-5 anos
de 1dade e nas amostras provenientes da regido sudoeste do pais. Mais de
80% dos casos de OMA por S. pneumoniae penicilino-resistentes devem-
se a quatro serotipos: 23F, 19F, 14 e 6B (Hausdorff et al. 2002). Sahm et
al. (2000) também encontraram uma taxa superior de patogénios resis-
tentes em1solados provenientes de doentes pertencentes a estratos etarios
mais baixos. Também recentemente (Yagupsky et al. 1998; Felmingham
et al. 2000) se verificou existirem regides onde ocorre uma relagio
proxima entre a elevada prevaléncia de H. influenzae produtores de beta-
lactamase e a taxa elevada de S. pneumoniae resistentes a penicilina, o
que sugere a possibilidade de um “sindrome de resisténcia™ regional.
Uma das razdes apontadas para as diferengas geograficas nas susceptibi-
lidades bacterianas aos antibioticos parece assentar no tipo de pratica
clinica seguida no tratamento da OMA. A titulo de exemplo diga-se que
nos paises onde o uso de antibioticos ¢ mais liberal ¢ ministrados por
vezes com finalidade duvidosa, as taxas de resisténcia bacteriana sio
maiores (Seppild etal. 1997; Orden et al. 1998; Felmingham ef al. 2002).

O diagnostico microbiolégico da OMA ¢ classicamente baseado na
cultura bacteriana do fluido aspirado do ouvido médio. Nos ultimos anos,
a utilizagdo de métodos de biologia molecular, como a amplia¢do de
genes atraveés da Polymerase Chain Reaction (PCR), tem conhecido um
grande desenvolvimento no diagnostico etiologico da infec¢do em geral
(Ibrahimetal. 1996; Tarkin et al. 2003; Numazaki etal. 2003). No dmbito
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daotite média, a sua aplicag@o tem sido descrita essencialmente em casos
de otite média com efusdo (Post et al. 1995; Jero et al. 1996; Hendolin et
al. 1997; Gok et al. 2001) e s6 mais raramente na OMA (Virolainen et al.
1994; Saukkonipi et al. 2002). Através deste método, torna-se possivel
detectar sequéncias especificas do genoma bacteriano em amostras
diminutas de fluido aspirado do ouvido médio.

Em Portugal, hd uma elevada caréncia de estudos sobre a microbiologia
da OMA. Numa pesquisa bibliografica sobre o assunto, apenas foi
encontrado um artigo que descreve a microbiologia da OMA refractéria
numa amostra de criangas daregiao de Lisboa (Monteiro et al. 1999). Das
particularidades mais relevantes deste estudo sdo de realgar a reduzida
taxa de culturas positivas para M. catarrhalis e as taxas significativas de
resisténcias bacterianas encontradas.

Do exposto pode concluir-se que o panorama bacteriologico da OMA
estd em permanente mutagdo, pelo que ¢ prioritario o conhecimento
permanentemente actualizado sobre as incidéncias das diferentes estir-
pes bacterianas e respectivas resisténcias ajustadas arealidade geografica
local, no sentido de melhor enquadrar o tratamento da OMA. Como tal,
serd previsivel que a realizagdo de miringotomias e de estudos
microbioldgicos venham a aumentar futuramente.

ii) Factores de risco

Os factores derisco associados a ocorréncia, recorréncia e persisténcia
da OMA podem-se dividir em intrinsecos e extrinsecos. Para revisdo
consultar Casselbrandt & Mandel (1999).

Os factores de risco intrinsecos, dependentes do proprio hospedeiro,
incluem: (a) a idade inferior a dois anos, (b) 0 sexo masculino, (c¢) araga
caucasiana, (d) a alergia, (e) as imunodeficiéncias, (f) as malformacgdes
craniofaciais, e (g) a predisposigdo genética. E ainda um assunto contro-
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verso o papel desempenhado pela raga (Teele et al. 1980; Casselbrant et
al. 1995), prematuridade (van Cauwenberge 1984; Alho ef al. 1990) e
antecedentes de alergia (Kraemer ez al. 1983; Pukander et al. 1984, 1985:
Alho ez al. 1990; Juntti et al. 1999; Doyle 2002) como factores predis-
ponentes da OMA.

Quanto aos factores extrinsecos ou ambientais, incluem-se: (a) as
infecgdes do tracto respiratorio superior, (b) a sazonalidade (Outono-
-Inverno), (¢) a frequéncia de infantario, (d) um agregado familiar
grande, (€) a exposi¢do ao fumo de tabaco, (f) o aleitamento exclusivo
com leite artificial e em particular se ministrado na posigdo de dectibito,
(g) ouso de chupeta, e (h) as condigdes de alojamento e socio-econdmicas
deficientes.

Refira-se que num estudo recente de Silveira e colaboradores (2003),
os factores de risco mais importantes para a ocorréncia de OMA em
criangas com idade inferior a 18 meses, na regiio do Porto, incluiam:
histéria de OMA nos primeiros seis meses de vida, exposicdo ao fumo de
tabaco, auséncia de aleitamento materno, proveniéncia de um estrato
soclo-economico mais desfavorecido e historia familiar de alergias.

A maioria dos factores de risco citados sdo causa, directa ou indirecta,
de disfungdo da trompa auditiva que como se sabe estd intimamente
envolvida na génese da otite média (Bluestone 1999).

2.2.3. Diagnostico

Para além dos aspectos sintomaticos ja mencionados que caracterizam
a OMA como a otalgia e por vezes febre, mal-estar geral ou otorreia, as
manifestagdes clinicas no lactente podem evidenciar-se através de
irritabilidade, alteragdes do sono, pelo gesto de agarrar o ouvido afectado
¢ em alguns casos por diarreia ou vomitos (Bluestone et al. 2002a).
A crianga mais crescida pode mencionar pressdo no ouvido e diminuigo
da acuidade auditiva.
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O diagnostico da OMA ¢ essencialmente realizado de acordo com os
achados da otoscopia. Nas fases iniciais da infec¢ao, ao desenvolver-se
edema ¢ eritema da mucosa do ouvido médio, evidencia-se uma
ruborizagdo ou um tom amarelo opaco da MT. Note-se que, para alguns
autores o rubor timpanico ¢ actualmente considerado um sinal pouco
consistente de OMA (Karma et al. 1993; Bluestone ez al. 2002a), enquan-
to para outros a ruborizagdo aumenta a probabilidade do diagnostico de
OMA estar correcto (Rothman et al. 2003). Com a evolugdo do processo
infeccioso, da-se a acumulagéo de exsudato purulento no ouvido médio,
que se traduz por uma membrana timpanica opaca, tensa e abaulada.
A mobilidade timpénica fica fortemente reduzida, como pode ser com-
provado pela otoscopia pneumatica ou através da timpanometria. Realce-
-se que o recurso a estes dois exames pode permitir a redugdo dos dia-
gnosticos de OMA falso-positivos em mais de 30% dos casos (Blomgren
& Pitkaranta 2003). Em alguns doentes o processo infeccioso pode
conduzir a perfuragio espontinea da MT com drenagem do conteudo
purulento. A pun¢do da MT através de timpanocentese ou miringotomia
revela uma efusdo purulenta ou mucopurulenta em cerca de 80-90% dos
casos de OMA.

Refira-se a proposito que, os estudos histopatologicos realizados em
0ssos temporais humanos por Ruah e colaboradores (1991) revelaram
que a MT sofre naturalmente variagdes com a idade na sua espessura,
celularidade, vascularizac¢do, conteudo de colagénio e elastina. Esta
particularidade evolutiva da estrutura da MT € mais evidente durante os
primeiros trés anos de vida, e tem uma correlagdo muito proxima com as
caracteristicas especificas, por vezes confusas, que a MT apresenta a
otoscopia nessa faixa etaria (Ruah et al. 1992a). Por isso o exame
otocopico exige uma aprendizagem apropriada, para se evitarem erros de
diagndstico, tanto por defeito como por excesso (Garbutt ef al. 2003).
Note-se que num estudo muito recente, em que se avaliou uma série de
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especialistas oriundos de diversos paises relativamente a acuidade
diagnostica da OMA e da otite média com efusdo, concluiu-se que o
diagnéstico de otite média com efuséo era frequentemente confundido
como OMA (Pichichero 2003).

2.2.4. Tratamento

A abordagem terapéutica da OMA tem sido largamente debatida por
varias razdes, onde avultam a utilizagdo e tipo de antibiético, a duragio
de tratamento e o recurso 4 miringotomia (van Buchem et al. 1981;
Giebink 1992; Paradise 1995; Bluestone ef al. 2002b; Hoberman et al.
2002). Segundo Garbutt e colegas (2003), o problema coloca-se logo ao
nivel mais basico do diagndstico otoscopico, pois sendo este um exame
com um cardcter eminentemente subjectivo, limita o estabelecimento de
um consenso definitivo em relagdo aos critérios clinicos para o diagnés-
tico desta infecgdo.

i) Antimicrobianos

Desde o advento dos antimicrobianos na década de 1940 que a sua
utilizagdo no tratamento da OMA se popularizou rapidamente. Estudos
dessa época revelam que este tipo de medicagdo veio permitir uma
redugdo drastica da incidéncia de complicagdes supuradas da OMA
(House 1946; Davison 1955). Como reflexo desse sucesso, a OMA
constitui actualmente o diagnéstico que mais frequentemente se associa
a prescrigdo de antibidticos na crianga nos E.U.A. (Gehanno et al. 1994;
Dagan, 1998). A utilizagdo da amoxiclina como antibi6tico de primeira
escolha no tratamento da OMA, ou do cotrimoxazol no caso do doente
alérgico a penicilina, tem sido questionada recentemente em areas
geograficas onde a taxa de bactérias resistentes é elevada (Fairbanks
2003). Nestas situagdes tem sido sugerido como opgdo inicial um
antimicrobiano resistente as beta-lactamases, de que sio exemplos a
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associa¢do amoxicilina-acido clavuldnico ou as cefalosporinas como a
cefuroxime axetil ou equivalentes (Jacobs et al. 1998). O recurso ao
ceftriaxone intramuscular devera ser reservado para situagdes graves ou
quando se suspeitar de uma falta de cumprimento da medicag@o oral
(Aronovitz 2000). Recentemente, Fairbanks (2003) advogou o uso das
novas quinolonas, gati-, levo- ¢ moxifloxacina em situagdes comprova-
das de OMA com elevada resisténcia, mediante consentimento informa-
do no caso de se tratar de uma crianga.

A duracio recomendada da medicagéo varia segundo multiplos facto-
res de acordo com as preferéncias locais, sendo pratica clinica corrente
um periodo de sete a dez dias (Jung & Hanson 1999). Contudo, dados
recentes favorecem esquemas posoldgicos de tratamento cada vez mais
curtos (Pichichero & Casey 2002).

A atitude de prescrever um tratamento antibi6tico em casos “suspei-
tos” de OMA, apenas com sintomas ligeiros ou pouco especificos, € em
algumas situagdes de otite média com efusio, resulta num receituario
desnecessario (Del Mar et al. 1997; Froom et al. 1997, 2001; Dagan
1998). Um dos efeitos adversos deste tipo de medicagdo, para além dos
custos, parece consistir, como se assinalou anteriormente, no risco de
indugfo de estirpes bacterianas com resisténcia crescente (Leibovitz et
al.1998; Jacobs, 2000). O fenomeno subjacente consistird num ciclo
vicioso em que as faléncias de um determinado tratamento conduzem ao
uso de antibioticos com espectro progressivamente mais amplo e estes,
por sua vez, determinam novos tipos de resisténcias. Com fundamento
neste pressuposto e em concordancia com evidéncia consubstanciada por
estudos clinicos “randomizados” e controlados, nos quais o efeito da
antibioterapia na OMA apresentaria um efeito praticamente marginal em
grande parte dos doentes (van Buchem 1987; Rosenfeld 1996; Damoiseaux
et al. 2000), alguns paises do Norte da Europa, por consenso, tém
advogado o uso muito selectivo de antibidticos. Sdo exemplos desta
atitude terapéutica paises como a Holanda e a Suécia, nos quais as
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recomendagdes para o tratamento inicial da OMA ndo-complicada em
criangas maiores que dois anos de idade consistem apenas em analgésicos
e vigilincia expectante (Appelman ez al. 1990; Molstad et al. 2000). Esta
atitude contrasta com a pratica corrente em paises como os E.U.A., onde
virtualmente 100% dos médicos tratam todos os casos de OMA com
antibioticos (Froom et al. 1997), o que em parte reflecte o elevado
envolvimento juridico que o acto médico implica nessa sociedade. Nao
obstante os resultados de varias meta-analises indicando que apenas uma
emcada 7 a 17 das criangas com OMA retirariam vantagens do tratamen-
to comantibioticos (Rosenfeld ez al. 1994; Del Mar et al. 1997), em vérios
centros ainda prevalece o sentimento de que muitos dos estudos incluidos
neste tipo de analise sofrem de falhas metodologicas, que limitariam a
extrac¢do de conclusoes precisas (Claessen ef al. 1992; Steele & Suskind-
Liu2000). Por outro lado, embora se reconhegam vantagens da utiliza¢io
restritiva de antibidticos na OMA - como a reducio de custos, menores
cfeitos secunddarios dos medicamentos e diminuicio dos indices de
resisténcias bacterianas - tal estratégia terapéutica parece estar associada
a uma maior incidéncia de complica¢des da OMA, nomeadamente de
mastoidites agudas como as descritas por van Zuijlen e co-autores (2001).

ii) Miringotomia

A miringotomia, ou incisdo da MT, foi possivelmente o primeiro
tratamento eficaz da OMA. Segundo uma carta de von Haller (1760), tera
sido Eli a efectuar em Paris, em 1760, o procedimento cirfirgico pioneiro
que hoje se identifica como timpanocentese, ou miringotomia. Contudo,
tera sido apenas apos a sua descri¢do por Cooper, no inicio do século
dezanove (Cooper 1802) que este procedimento foi divulgado em larga
escala. Subsequentemente, ¢ até a descoberta dos antimicrobianos cerca
de 130 anos mais tarde, a OMA foi considerada uma doenca eminente-
mente cirurgica. Durante esse periodo, a miringotomia foi um procedi-
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mento realizado com frequéncia por otorrinolaringologistas, pediatras e
até por clinicos gerais experimentados, para aliviar a otalgia intensa da
OMA através da drenagem do exsudato purulento sob pressao no ouvido
médio (Himly 1808; Meyer 1893). No entanto, perante a elevada eficacia
que os antibidticos demonstraram no tratamento da OMA, o recurso a
miringotomia por rotina tornou-se mais discutivel. Nesta matéria, traba-
lhos contemplando o impacto da miringotomia no tratamento da OMA,
tém defendido posigdes antagonicas, com defensores das vantagens da
miringotomia (Puhakka es «/. 1979; Qvamberg 1981; Karma et al
1987b) e detractores da sua utilizagdo sistematica (van Buchem et
al.1981; Engelhard ef al. 1989; Kaleida et al. 1991).

Nio obstante esta discussdo, a miringotomia na OMA mantém indica-
¢des indiscutiveis na actualidade. Segundo Bluestone & Klein (1996), a
suarealizagdo deve ser considerada sempre que se torna necessario obter
um aspirado do ouvido médio para cultura, devido a resposta insuficiente
ao tratamento, em doentes suspeitos ou com complicagdes supuradas
confirmadas, ou ainda para proporcionar um alivio imediato da otalgia
em casos de empiema do ouvido médio e distensdo da MT.

Recorde-se, por outro lado, que as indicagdes para miringotomia nao
se esgotam no tratamento de um episodio de OMA. Pelo contrario, a
miringotomia com ou sem colocacdo de tubos de ventilacdo
transtimpanicos ¢ utilizada actualmente em larga escala, sendo um dos
procedimentos cirurgicos mais frequentes no estrato etario pediatrico,
tanto no tratamento de situagdes de otite média com efusdo persistente
(Gates et al. 1987; Mandel et al. 1992) como na profilaxia da OMA
recorrente (Gebhart, 1981; Casselbrantef al. 1992; Debruyne & Degroote
1993). Como tal, a investigagdo sobre este tema ¢ desejavel. Alias, com
a emergéncia progressiva de bactérias com baixa susceptibilidade aos
antimicrobianos na OMA, condicionando quadros clinicos mais comple-
x0s e uma consequente necessidade da tipificagdo microbiologica correc-



Otite Média Aguda. Estudo Clinico na Cnanga e Experimental no Rato « 35

ta, € previsivel que a necessidade de execugdo de miringotomias nos
doentes com OMA venha a crescer em paralelo (Bitnum & Allen 1998;
Negri et al. 1994; Aronovitz 2000).

E curioso que, face ao panorama actual de multi-resisténcias bacterianas
na OMA, a inerente motivagao para um uso restritivo de antibidticos e a
consideragdo de alternativas terapéuticas, o tema da miringotomia na
OMA nio tenha sido merecedor de maior atengdo por parte dos investi-
gadores durante a ultima década.

2.2.5. Profilaxia

Varias medidas tem sido advogadas para prevenir os episddios de
OMA, contudo com taxas de sucesso muito varidvel. A cirurgia através
da miringotomia com colocagio de tubos de ventilagdo contribui para
uma diminuigdo da recorréncia da OMA em mais de 50% dos doentes
(Debruyne & Degroote 1993). Este tipo de intervencio, embora altamen-
te eficaz, comporta alguns riscos nos quais se incluem a propria anestesia
geral, a perfuragdo timpanica residual, a infec¢do, a miringosclerose, a
atrofia da membrana timpanica e muito excepcionalmente a indugio de
colesteatoma iatrogénico (Gundersen et al. 1984). A adenoidectomia
também constitui uma medida valida para diminuir a frequéncia dos
episodios de OMA, possivelmente como resultado de uma melhoria da
ventilagdo nasal e da redugdo da sobrecarga bacteriana da nasofaringe
(Paradise et al. 1990).

A profilaxia prolongada com antibiéticos, embora descrita como
eficaznaredugdo em 50% na frequéncia dos episodios de OMA (Giebink
1994), deve serreservada apenas para casos muito especificos. O risco de
seleccao de estirpes bacterianas resistentes apos o recurso a esta pratica
clinica deve ser considerado (Paradise 1995). Além disso, um estudo de
Roark & Berman (1997) mostra que o uso profilatico de amoxicilina em
dose tinica ou dupla didria ndo oferece mais proteccio do que o placebo,
0 que torna o seu uso questionavel.
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O papel da imunizacdo no tratamento profilactico da OMA ¢, todavia,
ainda pouco convincente. Observagdes clinicas sobre a imunizagdo
passiva com imunoglobulinas por via intramuscular ou endovenosa, ou
por administragdo intranasal, ndo se mostraram convincentes na preven-
¢do da OMA (Kalm et al. 1986; Jorgensen et al. 1992; Heikkinen et al.
1998). Tgualmente, a taxa de sucesso das vacinas especificas, como a
recentemente comercializada vacina conjugada heptavalente contra os
serotipos do S. pneumoniae mais comuns na OMA, tem conhecido um
impacto modesto representado por uma redugio dos episodios de OMA
em apenas 6-7% (Eskola 2000; Black ez al. 2000). Parte da limitagdo
destes resultados parece resultar do aumento de otites por serotipos nao
incluidos na vacina e de infecg¢oes por agentes como o H. influenzae nao-
tipavel e M. catarrhalis para os quais nao ha ainda vacinacio efectiva
(Russel & Mulholland 2002). Ainda no respeitante a imunizagao activa,
a vacina anti-gripal parece ser a que apresenta resultados mais favoraveis
em criangas até a presente data com uma redugdo em 30% dos cpisodios
febris de OMA durante os surtos de gripe (Belshe et al. 1998).

Estudos recentes (Fujimori ef al. 1996; Tano et al. 2002) apresentaram
resultados prometedores com a utilizagdo de estirpes de estreptococos
alfa-hemoliticos, um tipo de bactéria comensal habitual da nasofaringe,
na interferéncia in vifro com o crescimento e adesividade de bactérias
patogénicas da OMA. Falta, contudo, comprovar a eficdcia deste tipo de
profilaxia em estudos in vivo. Por outro lado, a utilizagdo de pastilhas
clasticas impregnadas com o adogante xilitol, um carbohidrato natural
com propriedades inibidoras da aderéncia e proliferagdo bacterianas, foi
descrita em estudos clinicos como responsavel pela redugdo de 30-40%
dos episodios de OMA (Huari et al. 1996), mas sem efeito significativo
nas criangas com passado clinico de OMA recorrente (Huari et al. 2000).
E ainda importante salientar a importdncia da evicgao dos factores de
risco ambientais que se associam a OMA, embora nem sempre seja facil
a sua execucdo plena bem como avaliar a sua eficicia com clareza,
atendendo ao caracter multifactorial desta doenga.
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2.2.6. Complicacdes e Sequelas

Um dos motivos principais pelo qual a OMA assume uma elevada
relevincia clinica reside no seu potencial para originar complicagdes e
sequelas. Uma complicagio inicia-se no preciso momento em que o
processo infeccioso do ouvido médio se expande para além dos limites do
mucoperidsseo e invade as estruturas vizinhas (Goycoolea & Jung 1991).
E necessario um tratamento imediato. As complicagdes dividem-se
habitualmente em: (a) intratemporais, que incluem a mastoidite aguda, a
paralisia facial, a labirintite e a petrosite, e (b) extratemporais, que
incluem a meningite, a tromboflebite do seio lateral, a hidrocefalia otitica
¢ diversos tipos de abcessos intra ¢ extracraneanos (Spratley & Pais-
Clemente 2003 no prelo).

Embora as complicagdes da OMA sejam actualmente consideradas
raras nas socicdades desenvolvidas, a sua importincia mantém-se
inalterada pela elevada morbilidade e pelo risco de serem potencialmente
fatais (Kangsanarak e al. 1993; Goldstein e al. 1998: Spratley et al. 2003
no prelo). E todavia significativo que em vérios estudos recentemente
publicados, a taxa de alguns tipos de complicagdes da OMA, nomeada-
mente da mastoidite aguda, tenha vindo a crescer nos Gltimos anos.
(Spratley et al. 2000; Bahadori et al. 2000; Ghaffar e al. 200 1; Ruiz-Diaz
et al. 2002).

Em contraste, o termo sequela aplica-se aum processo que representa
uma consequencia da doenca, mas que nio constitui uma emergéncia
médica ou cirtrgica (Dew & Shelton 1998). Entre as sequelas da otite
meédia salientam-se a perfuracio da MT, a miringosclerose e a
timpanosclerose, a atelectasia timpanica, a fixa¢do ou descontinuidade
da cadeia ossicular, o granuloma de colesterol, o desenvolvimento de
colesteatoma, a hipoacusia de conducio ¢ neurossensorial, e atrasos no
desenvolvimento cognitivo ou comportamental.
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i) Miringosclerose

Falando-se de otite média aguda e particularmente de miringotomia,
justifica-se uma abordagem discriminada da miringosclerose. Concreta-
mente, a miringosclerose consiste numa condigio patologica que afecta
a lamina propria da MT, com espessamento, hialinizagdo e eventual
calcificagio da camada de tecido conjuntivo (House & Sheehy 1960;
Tgarashi et al. 1970; Morgan 1977; Ferlito 1979). Num contexto mais
vasto, em que as lesdes esclerdticas afectama MT e também as estruturas
do ouvido médio, o termo timpanosclerose € usado correntemente.

A primeira descricio desta entidade clinica foi efectuada por
Cassebohm (1734), a que se seguiram varias descrigdes de diversos
otorrinolaringologistas como von Trolsch (1869) ¢ Politzer (1883). Jano
século vinte, os adventos da timpanoplastia (Z6llner 1956) e da insercao
de tubos de ventilagdo transtimpdnicos no tratamento da otite média
(Armstrong 1954) vieram reavivar o interesse por esta patologia.

Clinicamente, as lesdes de miringosclerose sdo visivels como man-
chas esbranquigadas na MT que surgem como sequela da OMA, da otite
média com efusio ¢ da otite média cronica (Slack et al. 1984; Pichichero
et al. 1989; Schucknecht 1993). Como ja mencionado, o seu aparecimen-
to tem sido particularmente relacionado com a miringotomia e colocagao
de tubos de ventilagio transtimpanicos. Assim, as taxas de miringosclerose
naotite média variam respectivamente entre 33-70% apds a miringotomia
com tubos de ventilacdo, 8-13% apos a miringotomia simples ou entre
0.9-15% em ouvidos ndo miringotomizados (MacKinnon 1971; Lildholt
1983 Tos et al. 1983; Slack et al. 1984; Lesser et al. 1988; Maw 1991;
Tos & Stangerup 1989).

A localizagdo preferencial das lesdes de miringosclerose ocorre nos
quadrantes inferiores da pars tensa (Moller 1981a; Lesser et al. 1988,
Parker ef al. 1990), embora em casos mais avangados possa atingir os
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outros quadrantes, assumindo uma forma em ferradura em volta do cabo
do martelo (Tos 1983; Lesser e al. 1988). Mdller (1981b), num estudo
de microscopia electronica, observou que a pars flaccida também pode
ser alvo de fendmenos de miringosclerose. Mais recentemente Mattsson
e colaboradores (1999) verificaram que no ratinho as primeiras lesdes
escleroticas surgem na pars flaccida, nove horas apos a realizagio de
miringotomia. A lesdo miringosclerotica madura assume uma configura-
¢d0 de “placa”, comuma estrutura microscopica laminar em que alternam
bandas claras e escuras, que resulta da confluéncia de varias lesdes
menores. As lesdes esclerdticas apresentam-se geralmente rodeadas de
células inflamatérias e vasos (Sorensen & True 1971).

Chang (1969) e Sorensen & True (1971) sugeriram que a histopa-
togénese do fendmeno se inicia por uma invasio fibroblastica da 1amina
propria, seguida pelo espessamento e fusdo das fibras de colagénio numa
massa homogénea, e finalmente pela deposicéo difusa intra e extracelular
de cristais de cédlcio e fosfato. Aparentemente, o processo de calcificacio
que ocorre na lamina propria da MT ¢ precedido pela degenerescéncia e
hialinizagdo do tecido conjunctivo causada pela deposi¢do de substancias
proteicas resultantes da lesdo celular (House & Sheehy 1960; Igarashi et
al. 1970; Hussl & Lim 1984). Ultraestruturalmente, ao nivel dos
fibroblastos, a lesdo celular traduz-se por fenomenos de tipo necrotico
com uma alteracdo da densidade e distor¢ido da forma do nucleo e das
mitocondrias (Chang 1969; Méller 1981b). Segundo Friedman e colabo-
radores (1980), alise dos fibroblastos e de células inflamatérias libertaria
vesiculas da matriz provenientes da membrana celular as quais, deposi-
tando-se entre as fibras de colagénio, iriam catalizar a calcificacio e deste
modo originar as denominadas calculo-esférulas. Para Mann e co-autores
(1980), estas vesiculas da matriz seriam antes lisossomas ricos em
fosfatase dcida. Uma hipotese distinta foi avangada por Hussl & Lim
(1984) que, ao encontraram vesiculas da matriz em zonas sem esclerose
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¢ granulos simples de fosfato de calcio em MTs com miringosclerose,
defendem ser os componentes degenerados do colagénio que geram a
calcificacdo. Outros investigadores, ainda, verificaram que amineralizagido
também é passivel de se desencadear no interior das proprias mitocondrias
degeneradas (Chang 1969; Schiff e al. 1980).

Recentemente, Mattsson (1997) defendeu uma tese inovadora que
associa a formagao de miringosclerose a produgao de radicais livres de
oxigénio. Os pressupostos desta teoria basearam-se em estudos experi-
mentais que, por um lado demonstravam uma maior abundéncia de
miringosclerose em MTs miringotomizadas e expostas a ambientes pro-
oxidantes que denominou por “hiperdxicos” (Hellstrom er al. 1993;
Mattsson et al. 1995), e por outro a aplicagdo de antioxidantes reduzia a
formagao de miringosclerose (Mattsson & Hellstrom 1997; Mattsson et
al. 1997).

Resumidamente, um radical livre consiste numa molécula ou atomo
com um electrao desemparelhado na sua orbita mais externa, capazes de
captarem um electrdo de outramolécula ou atomo (Halliwel & Guterridge
1989). Sdo exemplos destas espécies quimicas o radical superoxido
(O,”), oradical hidroxil (OLL") e o radical 0xido nitrico (NO°). Os radicais
livres de oxigénio formam-se primariamente durante 0s processos
oxidativos biologicos, resultantes do metabolismo aerdbico. A sua con-
centragdo aumenta na inflamacdo através da producio pelas células
fagocitarias, que se servem destes radicais toxicos no combate contra 0s
microorganismos e outros tipos de agressao (Rossi ef al. 1985). Entre os
varios efeitos ao nivel dos compostos organicos, os radicais livres sdo
capazes de iniciar a peroxidagdo lipidica, que se traduz na oxidagao de
acidos gordos polinsaturados das membranas celulares, na desnaturagao
de proteinas, em reacgdes com o ADN causando ruptura da sua sequéncia
e mutacdes, e ainda em lesao dos componentes mitocondriais (Farber ef

al. 1990; Evelson 2002). Uma reac¢io com um radical livre origina um
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novo radical intermédio numa sequéncia que tende a auto-alimentacao,
como uma reac¢ao em cadeia. Para combater os danos causados pelos
radicais livres, existem varias substdncias de defesa com potencial de
neutralizagdo ou atenuagdo desta reac¢do em cadeia, os denominados
antioxidantes. Estes dividem-se basicamente em enzimaticos e nao-
enzimaticos, conforme a estrutura do agente antioxidante. No sistema
enzimatico destacam-se a dismutase do superoxido (Freeman & Crapo,
1982; Marklund 1984), a catalase e a peroxidase do glutatido (Takahashi
et al. 1987; Chu et al. 1993). Como antioxidantes ndo-enzimaticos,
incluem-se: compostos com o grupo sulfidril como a metionina ¢ a N-
acetilcisteina (Zafarullah et al. 2003); proteinas do plasma como a
haptoglobina, a ceruloplasmina ¢ a albumina (Guterridge & Wilkins
1983); oligoelementos como o molibedénio, o cobre, o0 selénio e 0 zinco
(Chan et al. 1998); polifendis como o resveratrol, as catequinas e as
proantocianidinas (Lemos 2002; Howitz et al. 2003; McKenzie et al.
2003; Losa2003); e varias vitaminas como o Beta-caroteno (vitamina A),
0 acido ascorbico (vitamina C) e o Alfa-tocoferol (vitamina E) (Burton
etal 1982; Bendich et al. 1986). Os efeitos dos diversos antioxidantes no
organismo humano foram descritos de forma abrangente por Basu,
Temple & Garg (1999). No campo da Otologia, em particular, tem-se
desenvolvido um interesse crescente sobre o efeito dos antioxidantes na
prevencdo da lesdo coclear secundaria a exposi¢cdo ao ruido ou aos
ototoxicos (Kopke ef al. 1997; Seidman et al. 2003).

II. OBJECTIVOS

Na presente dissertagdo, centrada no vastissimo dmbito da OMA,
tentou-se compreender melhor alguns aspectos das suas repercussoes ao
nivel coclear, avaliar com diferentes métodos laboratoriais qual a sua
prevaléncia microbiologica na regido do Porto, assim como investigar
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aspectos relacionados com a cicatrizagdo timpanica e prevengao de
sequelas pos-miringotomia, para procurar responder a uma série de
questdes até agora em aberto ou ainda alvo de controvérsia.

1) Assim, com fundamento nas observagdes precedentes, parece plau-
sivel que no decurso da otite média se verifiquem fenomenos de
disfun¢do coclear manifestados por hipoacusia neurossensorial. A
maioria dos estudos publicados sobre este tema, até a presente data,
versam essencialmente sobre as sequelas auditivas no decurso da
otite média cronica ou da otite média com efusao. Os escassos
trabalhos clinicos sobre a hipoacusia neurossensorial subsequente
aOMA, tém sido dedicados as sequelas auditivas a longo prazo ou
entdo a descrigdo de casos clinicos esporadicos. De acordo com a
revisdo bibliografica efectuada, nenhum estudo avaliou de modo
controlado os limiares auditivos nas vias aérea e 0ssea no momento
do diagnostico da OMA e sua reavaliagdo sistematica aos 15 e 30
dias. Napresente dissertagao (Publicagdo I) procurou-se contribuir
para um maior aprofundamento dos conhecimentos nesta area,
através de umaanalise clinica prospectiva e controlada dos limiares
auditivos obtidos por audiometria tonal, nas vias aérea e Ossea,

numa amostra de criangas com diagndstico de OMA unilateral.

2) Assumindo-se que o componente de disfun¢ao coclear associado
a otite média tem uma das suas representagoes histopatologicas na
forma de labirintite serosa, procedeu-se ao estudo microscopico de
um extenso numero de sec¢des de ossos temporais humanos
(Publicagdo 1) em busca de sinais indicativos de interac¢do entre
o ouvido médio e o ouvido interno, que contribuissem para a inter-
pretacdo dos resultados clinicos registados durante a OMA. Mais,
sabendo-se que a labirintite serosa tem potencialmente uma origem

multifactorial, procurou-se identificar os casos com patologia
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especificado ouvido médio e ao mesmo tempo tentou-se quantificar
apresenca de sinais de hidropisia endolinfatica associadaa labirintite
serosa.

3) Tentou-se avaliar clinica e histopatologicamente os efeitos da mi-
ringotonmia na OMA e em particular os fendomenos decorrentes da
cicatrizacdo da MT. A crescente emergéncia, a nivel mundial, de
estirpes bacterianas com baixa susceptibilidade aos antimicrobianos
na OMA, tem motivado uma reavaliagdo das atitudes terapéuticas
nesta infec¢do, com uma tendéncia para o uso mais conservador de
antibidticos, que poderia proporcionar o ressurgimento de uma
polémica antiga respeitante a realizagdo mais frequente de
miringotomiana OMA. Poroutro lado, tal panorama microbiolégico
tornou exigivel um conhecimento actualizado da prevaléncia das
diversas estirpes bacterianas nas criangas com OMA no nosso Pais,
¢ mais especificamente na regido do Porto. Com a finalidade
referida, estudou-se prospectivamente (Publica¢do 11T) a evolucao
clinica, pneumatoscopica e timpanomeétrica numa amostra de cri-
ancas com diagnostico de OMA, “randomizada” em dois grupos:
respectivamente com e sem miringotomia. Os aspirados do ouvido
medio provenientes dos ouvidos miringotomizados foram dupla-
mente submetidos a analise microbiologica através de exames

culturais classicos e pelo método recentemente introduzido de
PCR.

4) Sendo reduzida a informagdo publicada em volta da miringotomia
na OMA ao nivel investigacional basico, quando comparada com
a obtida a nivel clinico, recorreu-se a este paradigma experimental.
Assim, como a literatura ¢ omissa relativamente a investigagdo das
fases precoces da cicatrizagdo, i.e. horas apos amiringotomia, tanto
para timpanos normais como no decurso da OMA, procedeu-se ao
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estudo histopatologico da cicatrizagdo da MT em diversos tipos de
condigoes inflamatorias. O interesse desta abordagem é grande se
considerarmos que a MT tem sido descrita como possuidora de
mecanismos rapidos de resposta a agressdo, como a representada
pela inoculagdo de bactérias no ouvido médio. Para tal, provocou-
se uma infecgdo unilateral do ouvido médio mediante a inoculacéo
da bhulla temporalis de ratos Sprague-Dawley com uma suspensio
de S. pneumoniae, seguida da observacao sequencial otomicros-
copica in vivo e posterior estudo por microscopia de luz e electrd-
nica das MTs devidamente seccionadas. Num dos trabalhos (Publi-
cagdo [V), procurou-se avaliar quais os efeitos que a miringotomia
induz a curto prazo na estrutura da MT durante o curso natural da
OMA, através de uma analise comparativa seriada, qualitativa e
quantitativa, de dois grupos “randomizados” de animais com
ouvidos infectados, respectivamente com e sem miringotomia.

5) Na mesma linha, outro dos objectivos da presente dissertagdo con-
sistiu na monitorizagdo experimental dos eventos precoces que
ocorrema partir das trés horas apés miringotomia em MTs infectadas,
comparando estas reacgdes com as observadas num grupo controle
com miringotomia mas sem infec¢io (Publicacdo V).

6) Por ultimo, procurou-se avaliar o efeito da aplicagiio topica do 4ci-
do ascorbico, um antioxidante potente que também desempenha
um papel fuleral na sintese do tecido conjuntivo, no desenvolvi-
mento de depositos de miringosclerose em MTs submetidas a
miringotomia (Publicagdo VI).
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Recent advances in olitis media

Audiometric thresholds in acute ofitis media
Jorge Spratley, M.D., Carla Moura, M.D., Victor Cardoso, M.D.,
Henrique Barres, M.D., Ph.D., and Manuel Pais-Clemente, M.D., Ph.D.

Oritis media (OM) 15 one of the commonest illnesses of
childhood, accounting for almost half of the antibiotics
prescribed for children under 10 years of age.' There is
controversy regarding the effects of acute otitis media
(AOM) on hearing, in relation to both long-term re-
sults> and sensorineural hearing loss (SNHL).** Several
histopathologic®” and electrophysiologic® studies suggest
the interaction of pathologic events between the middle
and inner ear structures in OM.

The present study was undertaken to evaluate pure-
tone hearing thresholds (conventional air and bone au-
diometry), on a selected group of 5- to 15-year—olds with
unilateral AOM; to examine bone conduction features as
indicators of inner ear function; and to compare clinical
findings with audiometric evolution.

Methods

The study sample was selected from 968 children with
AOM treated at the outpatient clinic of the Department
of Orolaryngology, Hospital S. Jodo, University of Opor-
to Medical School, between September 1994 and Febru-
ary 1995. A diagnosis of AOM was considered when the
child had suggestive findings on pneumatic otoscopy and
at least one of the following acute symptoms or signs:
otalgia, hearing loss, fever, irritability, vomiting, diarrhea,
or other upper respiratory infection. Positive otoscopic
findings consisted of: distinct redness, outward bulging,
and decreased mobility of the tympanic membrane.

Only rthose patients between 5 and 15 years old with
unilateral AOM, an intact tympanic membrane, and no
previous history of AOM were included in the study.
The normal contralateral ear was used as a control. A flat
tympanogram (EVE-II Tympanometer) on the affected
ear, and a normal tympanogram on the contralateral ear
helped to confirm the diagnosis.

On days 0, 15, and 30, all selected patients under-
went routine otomicroscopy (Zeiss-Universal 52), pneu-
matic otoscopy, and conventional pure-tone audiomerry
(air conduction: 0,125, 0.250, 0.5, 1. 2, 4, 6, 8 kHz;
bone conduction: 0.250, 0.5, 1, 4, 6, 8 kHz) performed
in a double-walled silent chamber with a Hortmann
CAS540CD audiometer, calibrated by standard methods
(ANSI §3.6, 1989; ANSI S 3.26, 1981). Each patient was
treated for a 10-day period with a combination of amoxi-
cillin/clavulanic acid (50 mg/kg t.i.d.), nasal saline wash-
es, and 5 days of ibuprofen (20 mg/kg t.1.d.).

The staustical significance of the results was tested
using the chi-square test, and Mann-Whitney (2 groups)

or Kruska-Wallis (more than 2 groups) test for unpaired
samples, as appropriate. Means of differences between the
AOM ear and the control ear were compared using the
Student’s t-test for paired samples. Results are presented
as the mean * standard deviation,

Results

From a rotal of 968 observed cases, 39 (4%) fulfilled the
selection criteria. Seven patients discontinued the follow-
up program without notice, and were considered drop
outs, leaving 32 patients that completed the study. There
was a slight predominance of males (56.3%). The age dis-
tribution (Fig. 1) shows that 25 (81.3%) cases fell into the
5- to 9-year-old range. The average was 7.7 + 2.7 years.
Left ear cases were slightly more common (56.2%).

All patients presented with otalgia that subsided after
1.3 (* 0.5) days. Complaints of hearing loss persisted for
a mean of 8.3 days (minimum 3 days, maximum 16 days).
No patients presented vestibular symptoms. Four cases
exhibited minor adverse effects from the medication
(vomiting 2, loose stools 2), that did not justify discontin-
uance of therapy. Two patients needed extra observation
on day 2 due to the appearance of otorrhea. The subse-
quent otoscopy on day 15 showed healed tympanic
membranes. During scheduled follow up examinations,
11 ears (34%) presented with otitis media with effusion
(OME) on day 15, and 2 ears (6%) on day 30.

The audiometric analysis revealed a continuous im-
provement on all three observation days, using both air
conduction (AC) and bone conduction (BC) on the af-

{lmue- - 68.3%
[ |Dfemales - 43.7% ]

] [ 7 8 9 10 11 12 13 14 18
years
Figure 1 Age and sex distribution (n = 32)
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Table 1 Mean and 5D of air and bone conduction hearing thresholds (dB hearing loss) on the AOM ear
Frequency kHz
0.125 0.250 05 1 Z 4 6 8
Air
Day 0 28 +9.4 273+9.6 267194 26497 209 %55 2671109 294+ 106 306+124
Day 15 18.8 + 4.6 18.0+49 18.0+ 5.1 180 6.3 145+53 172273 192 +67 211274
Day 30 148 +43 142+ 46 141 + 6.1 130251 97152 13+£51 133+47 14556
Bone
Day 0 —_ 3.1+54 3.6+59 45+ 6.1 71zte61 128+95 153+ 103 153 %103
Day 15 = 23+42 3itag 34+63 51260 84 +63 B9 +6.3 89163
Day 30 — 17 E30 1.7+3.9 1.4+44 32+49 50+38 56+4.1 58+4.6

fected ear. A downward slope of the mean BC was no-
ticed above 4 kHz (Table 1). On the fist audiogram, all
the patients showed poorer thresholds in the AOM ear
than in the control ear, with a few exhibiting a pro-
nounced difference. Although the magnitude of the in-
teraural difference between the threshold means was vari-
able, its presence was consistent and therefore statistically
significant throughout the studied frequency ranges
(0.125 to 8 kHz). The difference was, however, less evi-
dent at 2 kHz. This was still true on day 15 and on day
30 for some frequencies. The mnteraural difference of the
mean BC thresholds was more prominent at frequencies
4, 6, and 8 kHz (Table 2). When considering the interau-
ral AC differences, 41.8 percent of the patients had a val-
ue between 10 and 20 dB, in at least one frequency, and
38 percent had a difference greater than 20 dB. On day
15, the gap between the mean BC and AC thresholds
was considerably reduced. However, 11 patients (34%)
presented with otitis media with effusion (OME). On day
30, only 2 patients (6%) persisted with effusion. As a rule,

the mean AC threshold was worse on the first and subse-
quent examinartions in those cases that showed OME on
day 15 (Table 3).

Discussion

Selecting unilateral AOM cases made it possible to use
the normal contralateral ear as a control, thus reducing
interindividual variables such as genetics, sex, ototoxic ef-
fects of medication, and environmental factors.

Children 5 to 15 years old have a relatively high
prevalence of AOM,” and are at the same time able to co-
operate in behavioral examinations such as pure-tone au-
diometry. The test-retest variability of this examination is
generally considered to be + 5 dB at any frequency." The
reliability of the test could increase the difficulty to obtain
significant differences when studying a small sample.
However, the use of the contralateral ear as a control
added power to the statistical analysis performed.

The therapeutic regimen selected for this study was
Justified by the reported good results for AOM (including

Table 2 Mean, SD and statistical significance (p, Students t-fest for paired samples) of the interaural differences in oir and bone conduction thresholds

(dB hearing loss) between OM and non-OM ears

Frequency kHz
0.125 0.250 0.5 ! 2 4 6 8
Air
Day 0 15388 148 £9.1 158 +49.1 1724748 113+66 167 £ 108 17.0 £ 108 180+ 122
(p<.00001) (p<.00001) (p< .00001) (p< 00001 (p< 00001 (p< O0001)  (p< 00001)  (p =< .00001)
Day 15 64164 63154 69+ 5.0 94 152 641 46 Q.5 1530 4.1 £5.1 9.2E50
(p< 00001)  (p< 00001) (p=.00001) (p<.00001) (p<.00001) (p=.00001) (p<00001) (p<.00001)
Day 30 39150 38+ 48 45+5.1 69+ 45 21 +3534 o+ l2 52+41 4841
(p = 0003) (p = .0002) (p=0001)  (p<.HuL) p=00 (p < 00001 (p < .00001)  (p < .00001)
Bone
Day 0 = 23+ 44 1.3+44 o el T Jgtin 25 K3 Mo +02 1o 492
(p = .005) (p=.115) (p = .002) (p = 00N (p < O0O001) {p < .0ty (p = 00001
Day 15 = 1.1 230 L4%43 L1 50 k7 L5658 -3 5346 33146
(p = 047) {p = 068) (= .227) (p = 018} (p < 00001 (p < 00001)  (p < 00001}
Day 30 === 14126 0.6 1 4.0 14 £30 24134 25205 2HLd 25%£28
(p = 005) p=017) (p= 035 (p= U007 {pe 0000ID (p < 00001 (p < .00001)
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Toble 3 Mean and 5D for air cond
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hearing thresholds on ears p ing OM with effusion (OME) on day 15 and those without OME [non-OME] on the same day
Frequency kHz
2125 0.250 0.5 1 2 4 & 8
Air

Day 0 non-OME 248 6.4 236t 64 226t 6.0 219 6.0 188 £ 47 23194 262+10.0 269%122
OME 3M1+114 345+108 345+99 350+9.7 250+45 336%105 355493 377196
(p=.013) (p=.002) (p=.0003) (p=0002) (p=:003) (p=.006 (p=.007 (p=.003)

Day 15 non-OME  17.1 £ 4.1 162+ 44 15736 150+ 45 13.1 £ 49 152+ 638 167 £ 6.0 183168
OME 21840 214139 223147 236155 17.3+52 20970 24154 264+55
(p=.006) (p=.002) (p=0006 (p=0003) (p=037) (p=.038) (p=.003 (p=.0004)

Day 30 non-OME 133 %37 12434 112242 11.0£3.7 77t41 9.545.0 117148 124 £ 46
OME 177141 177247 19587 16.8+ 5.1 13.6 + 5.0 145+ 35 164123 186 £50
(P=007)  (p=002) (p=.0004) (=002 (p=.002) (=.006 (=004 (p=.002)

those with involvement of beta-lactamase-producing bac-
teria). It also permitted us to standardize the possible ad-
verse effects of medication. Although this was not the
main objective of the study, the present results confirmed
the effectiveness of the therapy used, with a quick recov-
ery from symptoms.

The proportion of cases with residual OME on day
30 (6%) 1s close to that observed in other studies.! The pa-
tients evidencing OME on day 15 had significantly poorer
mean thresholds at all frequencies on day 0, compared
with those ears without OME on day 15. Although the
present data were obtained in a small cohort of patients,
this fact could have clinical importance in that it might
predict a higher risk of OME in patients with a poorer au-
diogram on day 0. In contrast to others,** this study re-
vealed poorer thresholds using high frequency BC (4, 6,
and 8 kHz) when considering cither the interaural differ-
ences, or the means of the AOM ears. The present find-
ings are consistent with other studies that found evidence
of SNHL in different types of AOM. 21213

The deterioration in BC above 4 kHz may be attnb-
uted to the effect of Carhart’s notch™ or to the short
term levels of concentration in younger children. How-
ever, one cannot ignore the fact that this temiporary
threshold shift may also correspond to SNHL due to re-
versible inner ear dysfunction. This hypothesis seems very
attractive since the hook of the cochlea (responsible for
high frequency range) is separated from the middle ear
space by the semipermeable round window membrane.

The present study might have had broader clinical
relevance if extended high frequency audiometry could
have been used.®

The authors thank Margarida Tavares for her invaluable help in sta-
tistical processing and M. Angelo Amorim for audiclogic assistance.
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ABSTRACT

Sections from 1500 human temporal bones (TB), were analyzed for a nonspecific histologic
indicator, eosinophilic staining, correlations with diverse pathologic findings in the inner ear and for
suggested etiopathogenesis. Excluding temporal bones with undocumented periods between death and
fixation, purulent labyrinthitis or hemorrhage, or artifactual lesions, 1151 were selected. These were
screened for serous labyrinthine fluid that stained eosinophilic, grouped according to presence (343
TB) or absence (808 TB) of otitis media, then subgrouped by types of otitis media, or by normality
(692 TB) or presence of other conditions (116 TB) for those without otitis media. Neurosensory epi-
thelia in inner ears was graded good, fair, poor, or bad. Two observers noted locations of endolym-
phatic hydrops. Serous labyrinthine fluid was evaluated in 96 TB, and also pathologic findings in the
round window membrane, oval window, cochlear aqueduct, internal auditory canal, and modiolus.

Chi-square test showed no progression in serous precipitate over post-mortem time before
fixation, but statistically significant degeneration in the organ of Corti. In bones with otitis media,
[7.2% showed serous labyrinthine fluid, while 3.9% bones with normal middle ears showed serous
fluid. Labyrinthine fluids in 60 TB stained lightly eosinophilic, 95% of that only in the basal tum, The
scala tympani was the most frequent location for serous fluid in the cochlea.

Serous labyrinthitis was found to be most common in the presence of otitis media, especially
in children: The 59 TB with otitis media showed 27 pathologic RWM, mostly thickened, hypervascu-
lar, and inflamed; 52 of these 59 showed eosinophilic staining in the first turn of scala tympani.

(Key words: Labyrinthitis, serous, hydrops)

INTRODUCTION

Labyrinthine fluids can be subjected to biochemical changes in a sequence of toxic-infectious
events occurring in the middle ear and meninges. Potential pathways to the inner ear have been dis-
cussed in several studies, which have described evidence of otogenic contamination through the round
window membrane (RWM)' or the oval window (OW),® and bony erosion of the otic capsule.’

Meningo%enic routes have been suggested as affecting labyrinthine fluids through the cochlear
aqueduct (CAY' or the internal auditory canal and modiolus (IAC).”'° The endolymphatic sac and
duct and the subarcuate fossa have been proposed’ as passage ways, as has direct effect from the
bloodstream,'" but these mechanisms are not yet well explained.

When toxins reach the labyrinthine spaces without associated inflammatory cellular invasion,
a diagnosis of serous (toxic) labyrinthitis can be established. The severity and possible recovery of
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cochlear and/or vestibular symptoms varies, according to the extent of the pathologic event.'”> This is
not the case in purulent labyrinthitis, where no recovery of function is usually possible.

The histopathologic hallmarks of serous labyrinthitis have been described”'? as: non-
progressive endolymphatic hydrops, eosinophilic labyrinthine fluids (considered to indicate increased
proteinaceous content), and serofibrinous strands in the labyrinthine spaces.

Biochemical changes in labyrinthine fluids, however, as indicated by eosin affinity, do not oc-
cur only in pathologic sequences that foliow toxic infection. They have also been suggested to appear
following subarachnoid hemorrhage,'* with tumoars that occlude the internal audltory canal,”™'" tran-
siently in fetal temporal bones maturation, "7 in otherwise normal tempcral bones,'® and consequent to
post-mortem cellular autolysis and artifactual mampulanon

The main purpose of the present histopathologic analysis of human temporal bones (TB) is to
correlate findings in the inner ear with diverse pathologic conditions, in order to hypothesize possible
etiopathogeneses for the appearance of cosinophilic staining in the labyrinth,

MATERIALS AND METHODS

1500 TB fixed in 10% formalin, were embedded in celloidin, and sectioned at thicknesses of
20p. Every tenth section was stained with hematoxylin and eosin in the usual fashion and observed
under light microscopy. TB were excluded from the study if there was an absence of data for the pe-
riod between death and fixation of the bone, if features of purulent labyrinthitis or labyrinthine hemor-
thage were seen, if there were labyrinthine lesions resulting from harvesting of the TB during autopsy
or if there were products of hazards encountered during processing of bone, such as fractures or bub-
bles. The selected 1151 TB were carefully screened to detect cases with serous fluid in the labyrinth
that showed eosinophilic staining.

Age, sex, cause of death, length of time between death and autopsy, pathologic conditions in
the middle ear, and presence or absence of hydrops were noted for each of these 1151 TB. Groups of
bones with pathologic conditions in the middle ear were divided into a group of 343 TB with otitis
media (OM) and a group of 808 TB without OM. The group with OM included all cases showing evi-
dence of inflammation in the middle ear. It was subdivided into 181 TB with acute purulent otitis me-
dia (POM) that showed effusion with pelymorphonuclear neutrophils and mucosal hyperplasia, 17 TB
with serous otitis media (SOM) that showed effusion without inflammatory cells, and 145 TB with
chronic otitis media (COM) that showed thickened middle ear mucosa with a subepithelial layer with
increased fibrous tissue and mononuclear leucocytic infiltration. The group without OM included 116
TB cases in which other conditions such as hemotympanum, persistence of embryonic mesenchyme,
and neoplastic disease of the middle ear were observed, and 692 TB had normal middle ears.

Preservation of neurosensory epithelia in inner ears was graded as good, fair, poor, or bad, in
the four categories of Fernandez.'® Presence and location of endolymphatic hydrops was noted by at
least two observers. No attempt was made to grade the degree of hydrops. The 96 TB positive for ser-
ous fluid in the labyrinth were further evaluated according to location, quality, and quantity of fluid.
The TB were also evaluated for pathologic findings in the RWM, OW, CA, 1AC and otic capsule.

All data were statistically analyzed using a chi-square test.

RESULTS

From the 1151 TB, 8.3% (96 TB) demonstrated positive eosinophilic labyrinthine fluid. The
remaining 1055 TB were used as controls. The 96 TB came from 77 donors, what implies 19 of these
donors with bilateral positivity. There was, however, no correlation between an increase in incidence
of bilateral serous fluid and increases in post-mortem time before fixation of the bone. Distribution by
sex showed 65 TB from males and 31 TB from females; males predominated to a corresponding de-
gree in this collection of TB. Concerning distribution by age, serous labyrinthine fluid was present in
33% of all fetal bones (6 TB), 21% from children below 10 years (36 TB), 7% trom 11 to 20 years (6
TB), 10% from 21 to 30 years (8 TB), 11% from 31 to 40 years (8 TB), 5% from 41 to 50 years (5
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TB). 4% from 51 to 60 years (10 TB), and 3% from donors above 60 years of age (17 TB).

Statistical analysis to see whether there was an increasing trend in serous precipitate correlated
with increases in post-mortem time before fixation of the bone was undertaken in two ways. First, all
1151 TB were divided into hourly post-mortem intervals from one to 48 hours; this proved there was
no consistent pattern of progressive increase in serous precipitate correlated with this parameter. Sec-
ond, all 1151 TB were divided into roughly equal groups, those fixed before ten hours had elapsed
post-mortem (590 TB), and those fixed after ten hours or more (561 TB). Although a small increase
(7% to 10%) was seen in the second group over the first group, the chi-square test proved this differ-
ence to be not statistically significant (p > 0.05). The degree of preservation of the organ of Corti in
the 96 TB was statistically analyzed to detect any difference in groups fixed before (40 TB) or after
ten hours post-mortem (56 TB). The status of organs of Corti under 10 hours included 6 classified as
good, 16 as fair, 4 as poor, and 14 as bad. Organs of Corti harvested over 10 hours were classified as 1
good, 14 fair, 15 poor and 26 bad. The ditferences on the organ of Corti's degeneration associated with
increase in post-mortem time was shown by the chi-square test to be statistically significant (p <0.05).

The incidence of TB with OM presenting serous fluid in the labyrinth was 59 (17,2%). They
were distributed as follows: 37 (20,4%) showed POM, 19 (13,1%) showed COM, three (17.6%)
showed SOM. Of the group with pathologic conditions other than OM, eight showed hemorrhage in
the middle ear (17.3% of those presenting blood in the middle ear), two exhibited primary carcinoma
in the middle ear (66% of all middle ear carcinoma) and 27 (3.9%) showed normal histologic charac-
teristics in the middle ear and serous labyrinthitis (the majority of these subjects had some type of
terminal cancer).

When compared with the 27 TB normal middle ear group, the 69 TB with abnormal middle
ear findings (OM + ather cond.) showed a significant assaciation to serous labyrinthitis (p < 0.005;
4.36 < OR < 7.11). This was also significant when compared subgroups of OM and normals (POM: p
<0.005,3.62 <OR < 11.09; COM: p < 0,005, .92 <OR < 7.17; SOM: p<0.05, 1.13 < OR < 21.32).

The various types of labyrinthine fluid found were classified into two categories of quantity
and three categories of quality, Of the 96 TB with cosinophilic staining of inner ear fluids, 60 TB
(63%) showed a film of fluid on surfaces of scalae and 36 TB (37%) showed massive fluid, where
scalac were completely filled with fluid. Labyrinthine fluids were also qualified as faint (56 TB, 58%)
when fluid appeared as light and pink, reticular (33 TB, 34%) when fluid contained serofibrinous
strands, and homogenous (7 TB, 8%) when fluid appeared strongly eosinophilic.

The most frequent location for serous fluid (87 TB, 91%) was the cochlear scala tympani. Of
the 66 TB showing predominant fluid in the cochlear hook near the RWM, (33 POM, 16 COM, 3
SOM, 7 other conditions and 7 normals) 28 TB showed fluid exclusively there. One temporal bone
showed fluid just in the second turn, 21 in the first and second turns, and 37 in all turns.

The scala vestibuli presented eosinophilic staining in 58 TB, seven with fluid in the first turn,
15 in the first and second, and 36 in all cochlear turns. 39 TB that presented fluid in the scala media,
six with fluid in the first turn, one in the first and second turns, one in the third turn, and 31 had fluid
in all cochlear turns. The presence of serous fluid could also be elicited in the vestibular division of
the inner ear, with the following distribution: vestibule in 45 TB, saccule in 41 TB, utricle in 21 TB
and 15 TB in the perilymph of semicircular canals.

We investigated possible pathways between the middle and inner ears. Under light micros-
copy, 30 TB presented signs of pathological changes in the RWM, ranging from hyperplasia and
metaplasia of the outer cellular layer to thickening of the membrane with increased size of vessels and
increased infiltration by inflammatory cells. Only four TB showed evidence that the pathway may
have been the OW: three cases had subluxation of the stapedial footplate and ane had a microfissure in
the annular ligament.

Of the 66 TB that showed predominant eosinophilic staining in the scala tympani near the
RWM. 52 had OM (24 with pathologic conditions of the RWM [Fig. 1,2,3], and seven with pathologic
conditions of the CA) and 14 had no OM but had other pathologic findings: 12 had pathologic condi-
tions of the CA, and three had pathologic conditions of the RWM, (two had middle ear carcinoma, and
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one had hemotympanum. This represents that when compared to normal RWM on light microscopy,
the finding of a pathologic RWM is significatively associated with the presence of serous fluid near
the RWM {p = 0.002, 1.97 < OR < 41.6). Of the few bones with erosion of the lateral semicircular ca-
nal, only one showed serous precipitate. In the others, the crosion was sealed with fibrous and/or osse-

aus tissue.

Fig. 1. Section through the basal turn of the coch-
lea with purulent effusion in the round window
niche (RWN). Reticular focal precipitate (P) can be
seen in the scala tympani (ST) of the cochlea.
Magnification 28x.

Fig. 2. Section through the basal turn of the coch-
lea from a patient with chronic otitis media, show-
ing the round window niche (RWN) filled with pu-
rulent fluid and granulation tissue, thickened round
window membrane (RWM), and faint focal eosi-
nophilic serous precipitate in the scala tympani
(ST) of the basal turn. Magnification 28x.

Fig. 3. Section passing through- the level of the
round window membrane, from an 86-year-old pa-
tient with cholesteatomatous chronic otitis media.
Note the presence of reticular focal eosinophilic
serous precipitate in the scala tympani (ST).
Chronic inflammatory granulation tissue (G) fills
the RWN and covers the RWM. The opening of the
cochlear aqueduct (CA) is filled with fluid. Note
keratinous lamellae from cholesteatoma in the mid-
dle car (arrow). Magnification 28x.

Fig. 4. Midmodiolar horizontal section from the
left temporal bone of a patient having a voluminous
acoustic neuroma (AN) of the internal auditory ca-
nal. Note presence of faint, diffuse, eosinophilic
serous fluid filling all the perilymphatic spaces of
the cochlea and also of the vestibule. Note evidence
of endolymphatic hydrops of the saccule (S), de-
generation of ganglion cells (arrows). Magnifica-
tion 28x.

In the cochlear aqueduct meshwork, two TB contained pus and 17 TB contained red blood
cells. 21 TB had very narrow cochlear aqueducts precluding the evaluation of their contents, and 56
TB had normal cochlear aqueducts. 43 TB had pathologic conditions in the 1AC, but only 24 TB of
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these were delinitely intracranial conditions (16 had subarachnoid hemorrhage], three had meningitis,
and five had wmors - four neurinomas [Fig. 4] and one metastatic rhabdomyosarcoma). The remain-
ing 19 of these 43 TB were mostly infant bones that had blood in the internal auditory canal, generally
considered an irrelevant histopathological finding at that age, with no clinical correlations. Only seven
TB of the group with intracranial pathology had modiolar pathological changes such as pus or infiltra-
tion of extravascular red bloed cells along modiolar spaces. Most TB with serous labyrinthitis showed
no clear involvement of the endolymphatic duct or sac in its pathogenesis.

Finally, an investigation was carried out to determine whether those TB with serous fluid also
showed significant increases in endolymphatic hydrops. A significant association was found (p =
0.005; 1.55 < OR < 4.40). Cochlear hydrops was found in 25 TB with serous labyrinthitis: 15 apically,
two in just the first and second turns, four in the second and third turns, and four in all turns. All but
two TB with hydrops showed involvement of the apical tum. Two TB had saccular hydrops. No cor-
relation was shown between specific location of serous fluid within the scalae and specific sites with
hydrops.

DISCUSSION

Serous labyrinthitis has been a controversial subject to deal with histopathologically because
of the multiplicity of etiologies and the frequently short course of the clinical event. This makes it dif-
ficult to relate clinical findings in TB and also makes it difficult to argue for cause-and-effect relation-
ships. It is easier to find cause-and-effect relationships for purulent labyrinthitis, where inflammatory
cells can be detected crossing biological barriers. [n serous labyrinthitis, one can only detect disease
on the one hand, and serous fluid on the other. The very strict criteria used here in selecting the 96 TB
with serous labyrinthitis, in which any bone presenting eosinophilic staining of the labyrinthine spaces
had (o be evaluated as positive by two different observers before it could be selected, gave a final per-
centage of 8.3% TB positive for serous labyrinthitis {out of 1151 TB), a number approximating the
7% found by Silverstein et al.* In our study there was a decreasing percentage of histological serous
labyrinthitis with increase in age, that may just be related to the greater number of older TB donors in
the collection. Serous fluid was more prominent in cochlear than vestibular areas, which may signify
that vestibular structures are more pratected from exogenous aggressions.

The authors were curious about the possibility whether serous fluid in the labyrinth could be
correlated with increases in post-mortem time elapsed before fixation of the TB. This proved to be
statistically not significant. On the other hand there was a statistically significant correlation between
degeneration of the organ of Corti and increases in postmortem time. This led to the conclusion that
the presence of serous fluid in opposition with the status of neurosensory epithelia is not dependent on
postmortem degeneration. The previous statement precluded our planned evaluation of the influence
of such serous fluid on the organ of Corti. The greatest degrees of degeneration of the organ of Corti,
however, were confined to the basal turn of the cochlea, the same site where the majority of TB also
demonstrated any serous fluid.

The basal turn of the scala tympani was by far the most frequent location with serous fluid.
This might be expected because of its proximity to two of the most important pathways to the inner.
ear, the RWM and the CA.

The significant number of TB with pathologic RWM and serous fluid in the adjacent scala
lymp4m when compared under light mlcroscopy Lo those with normal RWM, agrees with previous
studies” that found the RWM to be a primary pathway from middle to inner ear. The oval window ap-
peared to play a role only when its structure was disrupted by traumatic lesions. Because of its anat-
omic location in the hypotympanum and its structure as a potential semipermeable barrier'®, the RWM
is much more likely to be a passageway. A recent structural study™, demonstrated that middle ear in-
flammatory conditions (SOM and POM) can cause alterations in the RWM ultrastrugture, that may
interfere with its permeability. These ultrastructural alterations may sometimes be undetectable on
light microscopy.
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The relatively smaller percentage of TB with COM than with POM that also demonstrated eo-
sinophilic staining may have two explanations. First, as pointed out by Schachern et al.”" in studies of
the permeability of feline RWM to horseradish peroxidase, the permeability of the RWM is reduced in
persistent (chronic) otitis media. Second, in very aggressive COM cases, progression of the disease to
the inner ear is associated with diapedesis of inflammatary cells, which moves these cases into classi-
fication as purulent labyrinthitis (excluded from the present study).

There were fewer temporal bones with both mcnmqms and serous labyrinthitis than might
have been expected according to Nadol™ or Weidermann et al.>* In our series, the more frequent com-
plication of meningitis in the inner ear was not serous but purulent labyrinthitis. It is our impression
that in meningeal pathologic conditions such as subarachnoid hemarrhage, the main route for the inner
ear was the cochlear aqueduct, and only in some cases had the pathway been the internal auditory ca-
nal and modiolus. This latter route can not be excluded, however, because human modiolar compo-
nents are separaled from the scalae (tympani and vestibuli) only by areolar tissue and thin bony lami-
nae, very weak barriers o the passage of blood serum in subarachnoid hemorrhagic cases and of ex-
travascular hlund into the modiolus. Channels in the osseous spiral laminae, described by Schuknecht
and El Seifi,™ may also be responslblu ton passage of serum from the modiolus to the scala tympani.

According to Silverstein et al.,'® obstructions in the IAC, such as acoustic neuromas, can give
rise to eosinophilic staining of perilymph attributed to leakage of protein from vessels surrounding
perilymphatic spaces, afier compression of the internal auditory artery. This hypothesis seems very
attractive, but we were unable to confirm it using just histopathological analysis.

So far as we know, this is the first study to present positive statistical correlation between ser-
ous labyrinthitis and endolymphatic hydrops. Our findings of predominantly cochlear and apical hy-
drops agree with the statement by Schuknecht and McNeil® that endolymphatic hydrops tollows irri-
tation of the inner ear and is more severe in the pars inferior of the labyrinth, possibly because Reiss-
ner's membrane and the saccular wall are more yielding than the walls of the utricle and of the semi-
circular canals. Also, the pars superior is more protected from access through two of the main portals
to the inner ear, the round mndow and the cochlear aqueduct. The presence of hydrops may be, as
some authors have suggested,” related to increases in proteinaceous content and other chemical
changes in labyrinthine fluids, which alter the osmotic and chemical gradients between endolymph
and perilymph across Reissner's membrane. Further, the presence of hydrops may be responsible for
the temporary sensorineural threshold shifts during otitis media, verified by some authors™" and at-
tributed to toxins passing through the round window. It was not possible in this study to demonstrate
correlation between locations of fluid in scalae and sites that showed hydrops.

OF these 96 carcfully selected cases, 69 had middle ear pathology while 27 had pathology
clsewhere, especially intracranially, The majority of cases, 59, showed different forms of otitis media.
Serous labyrinthitis was much maore prevalent in children, especially infants, than in adults. These
lindings suggest that serous labyrinthitis is most common in the presence of otitis media and espe-
cially in young children. The most common location of serous labyrinthitis was the adjacent scala
tympani of the lower basal turn, 4 site not measured by routine audiology. The most important passage
of entry was the round window membrane. These findings support the results of other studies in which
sensorineural hearing loss (either temporary threshold shift [TTS] or permanent threshold shift [PTS])
has been demonstrated on subjects secondary to otitis media.”
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MIRINGOTOMIA NA OTITE MEDIA AGUDA DA CRIANCA
ESTUDO CLINICO E ANALISE MICROBIOLOGICA PELO METODO PCR
MYRINGOTOMY IN ACUTE OTITIS MEDIA IN CHILDREN - CLINICAL
AND LABORATORIAL STUDY BY POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR

Jorge Spratley*, Anders Sjésted**, Fernanda Cotta®**, Nuno Lunet****, Cecilic Pereira®, Telme Feliciano®, Manvel Peis Clemente*

RESUMO:
Obijectivos/Hipéteses:
A ofite média aguda {OMA) & uma dos patologias mais frequentes da infancia. A prevaléncia dos agenles infectantes apresenta variabilidades
eogréficas que & importante reconhecer. O inferesse da miringotomia, aulrora indicada por rofing no tratamento dest afecgdo, tem sido alvo
ge controvérsia em casos de OMA ndo-complicada. Os abiectivos deste estudo consistiram na avaliogao clinica da essociaca da miringotomia
@ anfibioterapia no tratomento da OMA e na cndlise microbiclégica dos agentes isolados comparande métodos de cultura cléssicos e andlise
por Polymerase Chain Reaction PCR).
Desenho/Local:
Estuda clinico e laboralorial prospectivo e controlada, realizado em hospital central universitéria [Hospital de 5. oo, Porta).
Pacientes e Métodos:
Recrutamento cansecutivo de criangas entre 1 e 6 anos de idode com diagnéstico de OMA. Selecedo alternada para um dos seguintes grupos
terapéuficos: MIR[n=31] - miringotomia associade o amexicilina/éc.clavulanico x10 dies; NaoMIR[n=29) - amoxicilina/éc. clavulanico x10 dias.
Preenchimento de diérios domiciliarios. Reavaliagdo clinica e fimg étrica aos 14 e 28 dias. Estudo dos aspirados do ouvido médio por méto
dos cullurais e PCR
Resultados:
Amastra com 53% criancas do ssxo masculino e média de idades de 3318 meses. Durante o5 14 dias iniciais o grupe MIR registou significati-
vamente menos casos com olalgia/irritabilidade e mais casos com oferreia. Acs 28 dias ndo se verificaram diferencas significativas entre os dois
grupes, ndo obstante uma tendencia do grupo MIR parc um maior nimero de casos com closcopia e fimpancmetria normais. lsalaram-se pafogé
neos em 68% dos culluras efectiadas: 5. pneumonice (32.3%), H. influenzce (16.1%), S. cureus [16.1%), S. pyogenes (12.9%) e M, cuiorr!':&is
|6.5%). A toxa de idenfificagGo bacteriana por PCR foi superior ds culluras canvencionais
Conclusges:
A miringolomia quando indicada no fratemento da OMA associo-se o um alivio mais precoce da otalgic. Centudo o presente estude ndo revelou
outras vantagens da associagdo de miringolomia o frolamento antibistico na OMA néo<omplicado. O S. pneumenice persiste como o agenle
mais frequentemente isolade na OMA e @ mélodo de andlise PCR revelouse altamente sensivel na identificacao bacteriana
PALAVRAS-CHAVE:
Olite média; Miringotomia; Crianca; Microbiclogia; PCR.

Acute ofilis media (AOM)] is one of the most frequent diseases of childhood. Various infectious agents may be involved and their prevalence appears
1o be dependent from geographic factors. Myri once a commen lreatment in non<omplicated AOM has been questioned after the infro-
duction of effective antimicrobicls. The present siudy cimed to evaluate the clinical effects of associoting myringolomy to oral antibictics in AOM
as well os to study the bacteriol aspirates by Polymerase Chain Reaction [PCR) against classical microbiclogical cubures.

Design/Setting:
Prospective clinical and leberatorial study undertaken in an academic tertiary referral hospital in Porto, North of Portugal.

Patients and Methods:
Children between 1 and 6 years old presenting with AOM were consecutively enrolled. Pafients were sequentiolly selected in an alternate fashion
to ane of the following treatment groups: MIR [n=31) - myringotomy and orol amoxicillin/clavulanate; Non-MIR [n=29) - oral amoxicillin/clavu-
lanate only. Parents were given diaries for daily completion of home. Checkups were scheduled ot doys 14 and 28, Middle ear aspirates were
analyzed by PCR and classical cultures.

Results:
The mean age of participants was 33+ 18 months with 53% of boys. During the first 14 days the MIR group reported significantly less cases with
olalgia and intake of cnalgesics but a greater number of reports of otorrhea. At day 28 na significant dif\zrenws were noticed between groups
despite a slight trend towards more normal oloscopic and tympanometric findings. in the MIR group. Cubtures were positive in 8% of cases:
5. pneumoniae 32.3%), H. influenzae (16.1%), 5. aureus (16.1%), 5. pyogenes [12.9%| and M. catarrhalis (6 5%). The rates of bacteria ident-
fied by PCR were superior lo cultures.

Conclusions:
The present study indicates that myringolemy reduces the extent of otalgia but appears 1o give no further advantages lo antibiotics alone in the
treatment of non-complicated AOM. As such the use of myringotomy should be reserved for specific situations of AOM as complications or

h the microbiological di is is required. 5. pneumoniae was the agent most frequently isolated by far ond PCR proved to be o very
sensifive method for bacterial idenfification.
KEY-WORDS:
Ofitis media; Myringotomy; Children; Microbiclogy; PCR.

) Servico de Otarrinoloringalogia, Hospital 5. Jodo, Foculdade de Medicina do Porto
**  Deporiment of Clinical Micrabiology, University Haspital Umed, Suécia

***  Laberatério de Patologia Clinica - Microbislogia, Hospital 5. Jodo

##4% Sarvigo da Higiene & Epidemiologia, Faculdade de Medicina do Porto

251



96 « Jarge L Spratley

JORGE SPRATLEY, ANDERS SJOSTEDT, FERNANDA COTTA, NUNO LUNET, CECILIA PEREIRA,

TELMA FELICIANO, MANUEL PAIS-CLEMENTE

INTRODUCAO

A ofite média constitui uma das afecgdes
mais frequentes da inféncia. Indicativos apon-
tam para que cerca de 70% das criangas
desenvolvam pelo menos um episédio de olite
média aguda (OMA) durante os primeiros dois
anos de vida'. Os nimeros elevam-se para 84%
das criancas se for considerada a faixa etéria
até aos 3 anos de idade®. Os custos financei-
ros gerados séo elevadissimos, tendo side gas-
tos nos EUA somente durante 1989 cerca de
3,5 bilides de délares, em tratamentos médicos
e cirbrgicos desta patologia®. Estudos epide-
miolégicos revelaram um aumento na incidén-
cia da OMA de aproximadamente 40% entre
1982 e 1990%, o que coloca esta infeccdo
como um dos problemas de saide piblica com
maior impacto na actualidade.

No passado a realizagdo de miringotomia
era recomendada como medida de rofina ne
tratamento da OMA. Com o advento de antimi-
crobianos de eficacia crescente, o recurso a
miringotomia em casos de OMA nao-compli-
cada decaiu, originando controvérsias entre os
defensores®** e os detractores da sua utiliza-
cE0™,

Mais recentemente, a emergéncia progressi-
va de estirpes bacterianas resistentes isoladas
em aspirados do ouvido médio™'**, veio aler-
far para uma utilizagdo mais racienal dos
antibioticos na OMA''42 Assim, desenvolveu-
se a necessidade de um conhecimento mais
apurado sobre a prevaléncia regional dos
agentes infectantes da OMA, cujas variabili-
dades geogrdficas sdo reconhecidas®.

Estariam pois abertas as possibilidades para
um eventual ressurgimento da miringotomia no
ambito da OMA™,

Estudos actuais, realizados com amostras
de fluidos do ouvido médio em criangas porta-
doras de ofite média com efusdo [OME), reve-
laram uma maior sensibilidade e especificida-
de das técnicas de detecgdo microbioldgica
pelo método da Polymerase Chain Reaction
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[PCR) quando comparadas com a microbiolo-
gia convencional®*. Com a metedologia PCR
tornase possivel efectuar o reconhecimento
bacteriano ao nivel molecular, através da iden-
tificagdio de sequéncias especificas de segmen-
tos do genoma DNA, em amostras de volume
diminuto®.

Os obijectivos do presente estudo consisti-
ram por um lado na andlise microbiolégica
convencional e PCR dos agentes infectantes da
OMA numa amostra pedidtrica da cidade do
Porto e por outro na avaliagdo dos efeitos clini-
cos da associagd@o da miringotomia & antibio-
terapia no tratamento da OMA.

PACIENTES E METODOS

Pacientes

Elegeram-se para o presente estudo prospec:
tive, criangas com idades ¢ompreendidas entre
os 1 e 6 anos, observadas consecutivamente
num periodo de urgéncia semanal do Servico de
ORL do Hospital de $. Jodio com diagnéstico de
OMA unilateral, entre Janeiro 1999 e Junho
2001. Todas as criancas foram referenciadas a
ORL apés observagdo no Servigo de Urgéncia
de Pediatria. Definiuse OMA na presenga de
otalgia, irritabilidade e febre associados a evi-
déncia ofoscopica de abaulamento e rubor ou
palidez fimpdnicos. Excluiram-se criangas com
malformacées craniofaciais, imunodeficiéncias,
histéria de antibioterapia nos seis dias prece-
dentes ou presenca de otorreia espontanea. O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica
do Hospital de S. Jodo, Porto [Proj. n®59), e
incluiv apenas criangas cujos pais ou represen-
tantes legais assinaram um consentimento infor-
mado.

Tratamento

A entrada todas as criancas foram randomi-
zadas afravés duma seleccdo consecutiva de
forma alternada para uma das seguintes gru-
pos terapéuticos: amoxicilina + dcido clavulénico
associado a miringotomia {MIR); ou amoxicilina
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+ acido clavulanico (Nao-MIR). A dose de anti-
bidtico prescrita foi de 50mg,/Kg/dia divididas
8/8hr, 7 dias. Deixou-se ao critério dos pais o
uso de analgésicos/antipiréticos, de acordo
com a sinfomatologia apresentada pelas criancas.
A miringotomia foi realizada com microlanceta
radialmente no quadrante antero-inferior da
membrana fimpénica, sob controle microscopi-
co (Carl Zeiss OPMI 9-FC, Germany). Nas
criangas com idade superior a dois anos, efec-
tuou-se anestesia tdpica da membrana timpani-
ca com soluto de Bonain [cocaina, mentol e
fenal). Procedeu-se & aspiragdo do fluido do
owvido médio através de aspirador/colector
asséptico Juhn Tym-Tap® (Xomed Surgical
Products, Jacksonville, FL,USA).

Bacteriologia

Apds a colheita, as amostras foram pronta-
mente transportadas ao Laboratério de Micro-
biologia do Hospital de S. Jodo. Ai, de forma
asséptica em cdmara de fluxo laminar:

a) Retirou-se parte do aspirado para estudo
Gram e inoculagdo em agar sangue e
agar chocolate com incubagdio aerdbica
a 350C em 5% de CO2 durante 48 horas.
A identificacdo das bactérias isoladas se-
guiu técnicas padronizadas? e na pesquisa
da sensibilidade cos antimicrobianos
usou-se o método de Kirby-Baver com di-
lvigéo em disco™. Testaram-se os seguintes
discos antibiéticos {Oxoid, Hampshire, Ingla-
terra): oxacilina, amoxicilina/écido clavu-

lanico, eritromicing, cotrimoxazol, tetraci-
clina e cloranfenicol. A produc@o de beta-
lactamase foi pesquisada pelo método
cromogénico com discos de nitrocefina®
{Oxoid, Hampshire, Inglaterral.

b) Entretanto, o restante fluido de cada amostra
foi imediatamente numerado, congelado
e preservado a 800C negativos no Servico
de Microbiologia da Faculdade de Medi-
cina do Porto. Posteriormente estes espé-
cimes foram transportados por via aérea,
congeladas em gelo seco, para andlise
PCR no Departamento de Microbiologia
Clinica da Universidade de Umed, Suécia.
Os resultados das culturas bacterianas foram
vedados ao conhecimento dos responsaveis
pela execugdo técnica da andlise PCR, A
andlise PCR foi orientada apenas para a
defecgdo dos trés agentes considerados
mais frequentes na OMA?: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae e
Moraxella catarrhalis (Tab.1).

METODOS PCR

Estirpes bacterianas. Incluiram-se as
seguintes eslirpes bacterianas e fingicas,
Candida albicans (CCUG 35723|, Bordetella
parapertussis (ATCC 15237), Haemophilus
parainflvenzae (NTCC 7857), Streptococcus
sanguis [ATCC 10556), Streptococcus oralis
(ATCC 10557), Streptococcus intermedius
[ATCC 27335), Streptococcus const (CCUG

Primer | Gene Sequéncia (5°*3°) Tamanho do Fragmentio
Hi-6F P& GCTTGGTCTCCATACTTAA 152bp

Hi-6R P& TTGAGCAGCACCATTGC

Mc-5F NadR GTCGCACGCCAACAC 193bp

Mc-5R NadR GTCGTATGAGCGGTAAT

Sply3 Autolysin AGCCTAATCGTGACTAAGA 321bp

Sp-ly4 Autolysin CCCAGGCACCATTATCA

Hba3 Human B-actin | TGGGCCTCGTCGCCCACATA 176bp

Hba5 Human B-actin - | ATGGATGATGATATCGCCGCG

Tabela 1. Primers usados para a

Go PCR de b

na otite média aguda
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9569), Streptococcus mutans (CCUG 11877),
Streptococcus agalactiae (CCUG 4208), Stre-
plococcus pneumoniae (CCUG 3114), Mora-
xella catarrhalis (CCUG 18284), Haemophilus
inflenzae (CCUG 23969, CCUG 2394¢),
Bordetella bronchioseptica (CCUG 219),
Neisseria sicca (CCUG 23929) e Neisseria
Jactamica ([CCUG 5853). Para testar a especi-
ficidade do PCR, preparou-se DNA a partir de
107 bactérias pertencentes a cada estirpe, de
acordo com lbrahim et al®. Usou-se o volume
de um microlitro para andlise PCR. Na avalio-
cdo dos indices de detecgio, dilviramse as
bactérias em 1/10 e preparou-se o DNA como
previamente reportado na literatura™. A partir
de cada dilvicao, utilizou-se um microlitro para
PCR. O nomero final de bactérias foi decidido
por contagem dos agentes viaveis.

Extrac¢do de DNA. Seguivse o método da
silica anteriormente descrito por lbrahim et alf***,
Adicionou-se 300pL de esputo: NALC a 700pL L6-
tampéo modificado de modo a aumentar o volu-
me da amostra (120g GuSCN (Tiocianato de
Guanidina), 47ml 0,1M TrisHCL pH 6,4, 22ml
0,27M EDTA pH:8,0, 3,69 TritonX100J*,
Juntaram-se 5pL de Glassmilk® [Bio-101, La Jolla,
CA, USA) e submeteu-se a amostra a um vortice e
deixouse & temperatura ambiente durante 10
minutos. Seguidamente centrifugou-se a 14.000x
g durante 15 segundos e efectuaram-se duas lava-
gens em | mLde L24amp@o25 (120g GuSCN em
100mlL 0,1M TrisHCL pH 6,4), duas vezes em
1mL de 70% EtOH e finalmente uma vez em Tml
de acefona. Deixouse secar a gota de DNA-
Glassmilk durante 10 minutos a 56°C, suspen-
deu-se de novo em 30 pl TE4ampéo (TrisEDTA) e
eluiuse durante 10 minutos a 560C.

Apbs centrifugagdo colheu-se o DNA tendo-se
usado um microlitro para PCR.

Optimizagdo do PCR. O PCR foi opti-
mizado usando o MODDE 3,0 (Umetri, AB,
Sweden). A optimiza¢do foi efectuada para os
cinco pardmetros varidveis dos pares de
primers separados, [primer], [MgCI2], [Taq],
[dNTP] e temperatura.
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PCR. C procedimento PCR foi realizado
num volume fotal de 25pL. A mistura da reac-
¢dio continha, na concentracdo final, 1 unidade
Tag DNA-polimerase e 1xJag tampdo [20mM
(NH4|2504, 75mM TrisHCL pH 9,0, 0.01%
(w/v) Tween) (Advanced Biotechnologies Inc.,
London, UK), 0.8uM de cada primer (Tab.1),
uma mistura de trifosfatos de deoxinucleosideo
[Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden| numa
concentracdo de 250pM, e 4mM MgCle.

Procedev-se & amplificacdo num cycler tér-
mico de DNA [Progene, Techne Lid,,
Cambridge, UK), com uma desnaturagdo  ini-
cial @ 94°C durante 3 minutos, seguido de 30
ciclos, cada consistindo em desnaturagdo a
94°C durante 30 segundos, annealing a 62°C
durante 30 segundos e extensdo 72°C por 60
segundos.

Para os primers Hba/Hba 5 usou-se uma
temperatura de annealing de 60°C. Apés 30
ciclos, e uma extensdo final a 72°C durante 7
minutos, submeteuse Spl da mistura da
reaccdo PCR a electroforese em 4% agarose
gel NuSieve® {FMC BioProducts, Rockland, ME,
USA]. Apés coloragdo com brometo de efidio a
1% visualizaram=se os produtos amplificados
com luz UV.

AVALIACAO CLINICA

Na admisséo ao estudo, os pais preencheram
um pequeno questiondrio, visando a avaliagao
de histéria clinica pregressa, nomeadamente
no respeitante a antecedentes otolégicos. Con-
siderou-se como critério de OMA recorrente
toda a crianca com historial de pelo menos trés
episodios de OMA nos seis meses precedentes
ou um némero igual a quatro ou mais episodios
de OMA durante o ano anterior.

Foram também distribuides dois didrios
para preenchimento domiciliario relativos aos
sintomas da crianga (especial defalhe na avalio-
cdo da duragdo de otalgia/irritabilidade, otor-
reia, febre ou vémitos|, adesdo ao fratamento,
medicacdo com analgésicos e eventuais
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reacgdes adversas, e cuja entrega foi efectua-
da nas visitas de controle clinico escaladas
respectivamente para o 142 e 282 dias. Nestas
visitas efectuaram-se também otomicroscopia e
timpanometria com classificagdo dos tragados
em A, Ci, Cz e B®,

ANALISE ESTATISTICA

As proporgdes foram comparadas utilizan-
do o teste do Chiquadrado ou a prova exacta
de Fisher quando adequado, para um nivel de
significéncia de P <0.05.

RESULTADOS

Popula¢do do Estudo

Foram incluidos no presente estudo 60 cri-
angas. Rejeitaram-se 21 casos referenciados:
oito sofriam de OME serosa ou mucosa, seis
ndo aparentavam evidéncia de ofite média,
cinco estavam sob efeito de antibiéticos, dois
tinham otorreia com perfuragdo timpdnica
espontdnea. Em duas situagdes houve recusa
paterna no consentimento. A média das idades
foi de 3318 meses e registou-se um ligeiro
predominio de rapazes (53%). O ouvido esquer-
do foi mais frequentemente afectado (58%). Em
31 doentes {52%] foi efectuada miringotomia com
colheita de aspirade para cultura microbiolégi-
ca, dos quais apenas 28 foram submetidos a
estudo PCR (Fig.1).

As criangas pertencentes aos dois grupos
do estudo, respectivamente MIR e Nao-MIR,
estavam distribuidas homogeneamente (Tab.2).
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FIG. 1 - ANAUSE POR PCR DOS ASPIRADOS DO OUVIDO MEDIO DE
CRIANCAS COM OTITE AGUDA.
LINHAS 3-30: AMOSTRAS DE 28 INDIVIDUOS.
. LINHAS 1,31 REPRESENTAM MARCADORES DE PESO MOLECULAR
E A LINHA 2 UM CONTROLE NEGATIVO.
LINHAS 32-34: CONTROLES POSITIVOS;
32 M. CATARRHALIS,
33 5. PNEUMONIAE
34 H. INFLUENZAE
AMOSTRAS ANALISADAS NAS LINHAS 4,5 E 21
CONSIDERADAS POSITIVAS PARA M. CATARRHALIS,
10-12,15,16,18,20,24,29 POSITIVAS PARA 5. PNEUMONIAE
E 8,13,18-21,27 POSITIVAS PARA H. INFLUENIAE

Bactérias Patogénicas

Isclaram-se patogéneos em 68% das cultu-
ras efectuadas (Tab.3). Por ordem decrescente
defectaram-se: 32.3% S. pneumoniae, 16.1%
H. influenzae, 16,1% S. aureus, 12.9% S. pyo-
genes e 6.5% M. catarrhalis. Dez culturas reve-
laram-se negativas.

A proporgdo de agentes identificados iso-
lodamente cu em associogdo, para cada um
dos métodos laboratoriais usados no estudo, &
apresentada na Tabela 3. Em frés amostras,
cujas culturas desenvolveram dois S. pneumo-
nige e um S. aureus ndo foi realizado PCR.
Consequentemente, registou-se uma taxa de
identificagéo bacteriana pela técnica PCR com-
parativamente s culturas convencionais de
113% para S. pneumoniae, 140% para H.
influenzae e 150% para M. catarrhalis.

Relativamente s estirpes bacterianas isola-
das em cultura, verificou-se produgéo de Beta-
lactamases respectivamente em 2/5 dos H.
influenzae e na totalidade das M. catarrhalis,

Né&o-MIR (n=29) MIR (n=31) P
Sexo (% masculino) 51.7 54.8 0.99
Idade, anos (média + sd) 2614 3118 0.37
Quvido (% esquerdo) 44.8 71.0 0.07
OMA Recorrente (%) 53.6 60.0 0.82
(OMA recorrente: > 3 episodios OMA nos 6 meses precedentes)
Tabela 2. Comparagdo entre os dados demograficos dos grupos néo-miri izade ¢ miring: izad
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Cultura PCR
(n=31) (n=28)
N (Isol+Mix) % N (Isol+Mix) %
S. pneumoniae 10 (8+2) 32.3 9 (7+2) 32.1
H. influenzae 5(2+3) 16.1 7 (4+3) 25.0
S. aureus 5(3+2) 16.1 NT —
S. pyogenes 4 (2+2) 12.9 NT —
M. catarrhalis 2 (1+1) 6.5 3(2+1) 10.7
Negativo 10 323 9 —
TABELA 3. BACTERIOLOGIA DO FLUIDO DO OUVIDO MEDIO EM CRIANGAS COM OTITE MEDIA AGUDA
(Isol: espéci isolados; Mix: PCR: Poly Chain i i da apenas para S.pneumoniae,

enquanto 50% dos S. pneumoniae apresenta-
vam algum tipo de resisténcia aos antibidticos

(Tab.4).

Avaliagao Clinica

Primeira visita de controle (142 dia):

A totalidade dos doentes apresentou-se nesta
visita com os diarios preenchidos. A maioria
melhorou clinicamente, independentemente da
modalidade terapéutica seguida. Trés casos
[5%), um MIR e dois ndo-MIR, desenvolveram
diarreia discrefa (<3 dejecgdes/dia) que néo
obrigou a modificar a terapéutica. O grupo de
criangas MIR submetidas a antibiético + mirin-
gotomia registou nos didrios significativamente
menos situagdes de otalgia/irritabilidade
(P <0.001) e mais casos com oforreia em rela-
¢fio aos tratados apenas com antibidtico
(P <0.0001); j& no respeitante & ocorréncia de
vomitos ou febre as diferengas nao foram signi-
ficativas (Tab.5). Somente um Néao-MIR desen-
volveu oforreia e apenas por um dia enquanto
os casos de MIR que registaram supuragdo, esta
manteve-se 1.4+0.71 dias {Min. 1 e Max. 3).

Do ponto de vista ctoscopico, todas as mi-
ringotomias apresentaram-se encerradas. Em
78% dos ouvidos havia sinais de persisténcia
de efusdo no ouvido médio sem diferencas sig-
nificativas entre os dois grupes do estudo.
Nenhum caso apresentava critérios de OMA
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o gins
H.influenzae e M.catarrhalis; NT: ndo tesrado)

persistente. Obtiveram-se tragados timpanomé-
tricos tipo A ou Ci em apenas 22% dos casos,
igualmente sem diferencas inter-grupos do estu-

do (Tab.4).

Segunda visita de controle (28° dia):

Dois doentes (3%), um de cada grupo res-
pectivamente, ndo compareceram para esta
reavaliagdo. Relativamente aos pardmetros
clinicos analisados, ndo se detectaram diferen-
cas significativas entre as duas modalidades
terapéuticas, ndio obstante se ter verificado
uma tendéncio ligeiramente superior para
recidiva de otalgia no grupo de doentes Néo-
MR (Tob.5).

Assuminde o conjunto dos doentes, durante
este segundo periodo enfre o 14° e 282 dias,
31% dos casos registaram informacdo de ofal-
gia homolateral ac ouvido inicialmente trata-
do, 19% tiveram febre, e 5% apresentaram
respectivamente otorreia e/ou vémitos. Do
ponto de vista ofoscopico, aos 28 dias, 52%
dos ouvidos tinham normalizado e 41% ainda
apresentavam sinais de efusdo no ouvido mé-
dio. Em 7% (N=4) dos casos observaram-se
critérios de ofite média aguda, corresponden-
do respectivamente a trés ouvidos NGo-MIR e
um MIR. Em 57% dos fimpanogramas o tragado
era tipo A ou Ci e nos restantes C: ou B. A
comparagdo dos resultados da ofoscopia e tim-
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§ pneumoniae| H influenzae | S aureus S pyogenes | M catarrhalis
Oxacilina 2/10 2/5 5/5 0 2/2
Amoxic./Ac.clav. 0 0 0 0 0
Eritromicina 3/10 0 2/5 2/4 0
Cotrimoxazol 2/10 0 3/5 2/4 0
Tetraciclina 2/10 0 0 2/4 0
Cloranfenicol 0 0 0 0 0
TABELA 4. RESISTENCIAS AOS ANTIMICROBIANOS
Sintomas 12 Periodo (1-14 dias) 22 Periodo (14-28 dias)
Nao-MIR MIR Nao-MIR MIR
(n=29) (h=31) (n=28) (n=30)
N (%) N (%) P N (%) N (%) P
Otalgia 24(82.8) | 11(35.5) | <0.001 | 11(39.3) | 7(23.3) 0.30
Otorreia 1(3.4) | 25(80.6] | <0.0001 | 1(3.4) 2(67) 1.00
Febre 17 (58.6) | 11(35.5) 0.13 6121.4) | 5(0167) 0.90
Vémitos 10 (34.5] | 9 (29.0) 0.86 2(7.1) 13.3) 0.61
TABELA 5. FNDPORGAO DE CRIANCAS COM SINTOMAS DURANTE O PRIMEIRO E SEGUNDO PERIODO DO ESTUDO.
14 dias 28 dias
N&o-MIR |  MIR P | Néo-MIR | MR P
(n=29) (n=31) (n=28) (n=30)
Otoscopia N(%) N(%) N{%) N(%)
Normal 5 (17.2) 8 (25.8) 13 (46.4) 17 (56.7)
0.62 0.61
OME+OMA 24+0 (82.4) | 23+0 (74.2) 1243 (53.6) | 1241 (43.3)
Timpanograma
A+Cl 7(24.0) | 6(19.9 15 (53.6) | 18 (60.0)
0.89 0.82
C2+8B 22 (75.9) 25 (80.¢) 13 (46.4) 12 (40.0)

TABELA 6. RESULTADOS DA OTQSCOPIA E TIMPANOMETRIA AOS 142 E 282 DIAS
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panometria enfre os dois grupos ndo mostrou
diferencas significativas (Tab.6), embora o grupo
MIR tenha revelade tendéncia para mais ofos-
copigs normais & menos casos de recidiva de
OMA aos 28 dias.

Finalmente, independentemente da opgéo fe-
rapéutica seguida, a faxa de otoscopias anormais
aos 28 dias foi de 66% (N=22) nas criangas com
antecedentes de OMA recorrente comparativa-
mente com apenas 25% (N=6] nas criancas sem
passado de OMA recorrente (P <0.003).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo prospecti-
vo indicam que a associagdo da miringofomia
& antibioterapia na OMA n@o-complicada con-
duz a uma resolucde mais rapida da ofalgia,
ndo resultando noutros beneficios significativos
de natureza clinica e timpanométrica. Paralela-
mente, o método de andlise PCR revelou uma
elevada sensibilidade para a detecg@o dos
agentes infectantes estudados, quando compa-
rado com as culturas, tendo o S. pneumoniae
aparecido come agente predominante no con-
junto das bactérias identificadas.

O estudo da microbiologia das vias aéreas
e respectivas sensibilidades aos antimicro-
bianos tem conhecido um grande impulso em
Portugal em anos recentes, permitindo identi-
ficar indices moderados de resisténcia aos
anlibiéticos relativamente a outros paises
mediterrdnicos'®'* % E interessante que alguns
destes estudos®** tenham apontado para taxas
de resisténcia do S. pneumoniae e H. influen-
zae mais elevadas no Sul, seguidas da regido
Norte e menores na regido Centro de Portugal.

J& no que respeita & microbiologia da OMA
este tipo de investigagdo tem escasseado, res-
salvando-se o trabalho efectuado em Lisboa por
Monteiro et al.®® num grupo de 46 criangas
com OMA refractaria & antibioterapia nos
quais se isolaram 37% S. pneumoniae (42%
penicilinoresistentes), 33% H. influenzae (27%
produtores de B-lactamases), 9% S. aureus e

2% M. catarrhalis. Nessa série as amostras pro-
vieram de miringotomia bilateral em 30% dos
doentes, tendo sido revelado existir concordan-
cia entre os agentes isolados em cada ouvido.

Em contraste, na presente investigagao
procurou-se retratar a microbiologia da OMA em
criancas sem exposicdo a antibiéticos nos dias
precedentes & miringofomia, tentando-se evitar
deste mado qualquer indugdo prévia de resistén-
cias. Assim, denfro dos agentes aerdbicos mais
frequentemente implicados na OMA, o 5. pneu-
moniae (32,2%) destacouse como a bactéria
mais frequentemente isolada na OMA da cri-
anca na regido do Porto. E significativo que
metade dos pneumococos tenham revelado
algum tipo de resisténcia para o conjunto de
antimicrobianos testados. Em 30% dos casos iso-
lados verificouse resisténcia @ eritromicina, um
indice elevado comparado com outros registos
em Portugal'** mas aquém dos 68,5% reporta-
dos recentemente em Franga®™, o que poderd
reflectir um consumo crescente de macrélidos no
nosso Pais. Taxas de 20% de resisténcia foram
identificadas respectivamente para oxaciling,
cotrimoxazol e fetraciclina. Nomeadamente, os
indices de S. pneumoniae resistentes & penicilina
(oxacilina) no presente estudo sdo relevantes,
considerando que esta bactéria era em anos
recentes quase universalmente sensivel a esfa
classe de antibisticos. Contudo, a nossa taxa de
S. pneumoniae pouco susceptiveis a penicilina
ndo difere de outras séries contemporéneas em
Portugal >, mas quedam-se aquém dos 42% de
Monteiro et al.** ou dos valores alarmantes de
70% e 90% descritos respectivamente nas vi-
zinhas Franga® e Espanha™.

Seguiu-se o H. influenzae (16,1%), em 2/5
dos casos produtores de Befa-lactamases sendo
estes coincidentes com os ndo-susceptiveis
oxacilina. Todos os isolados revelaram-se sus-
ceptiveis a amoxicilina/ac.clavulanico, valor
préximo dos escassos 0,2% de resisténcias
recentemente descritos em culturas deste
agente obtidas a partir das vias aéreas supe-
riores*.
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J& a frequéncia de isolamento de M.
catarrhalis (6,5%) foi reduzida. E interessante
que fanto a presente investigac@o como o estu-
do de Monteiro et al.**, apontem para uma
baixa prevaléncia de M. catarrhalis na OMA
infantil em Portugal. Aligs, ao contrério do
panorama dos E.U.A.*, esta bactéria parece
ser pouco prevalente na OMA em outros pais-
es europeus como a Franca™. Contudo néo
deixam de ser curiosas estas baixas incidén-
cias no nosso Pais, atendendo a que num
extenso estudo microbiolégico da nasofaringe
em criangas sauddveis frequentadoras de
infantérios da zona de Lisboa realizado por De
Lencastre et al.'?, se tenham verificado 54% de
portadores de M. catarrhalis (98% Blactamase
positivos), contra 72% portadores de H.
influenzae (20% B-lactamase positivos| e 47%
de S. pneumonioe (43% com algum tipo de
resisténcia). Talvez o valor diagnéstico contro-
verso das colheitas nasofaringeas como méto-
do para inferir qual o agente causal da
OMA'" djude a explicar esta disparidade.

Parece interessante salientar no presente
estudo os 12,9% de positividade obtidos para
S. pyogenes que, tendo sido um agente alto-
mente prevalente na OMA e suas compli-
cagdes no passado’, é considerado um achado
raro em séries de OMA contempordneas* ',
Contudo, os nossos valores aproximam-se dos
14% num estudo recente de Brook e Gober®
realizado em aspirados de criangas com OMA
e perfuragdo timpénica espontdnea. Investiga-
¢Go recente realizada por Melo-Cristino et al.®
indica uma elevada prevaléncia de S. pyo-
genes resistentes aos macrélidos em Portugal,
o que se confirmou na presente série com
metade de isolados resistentes & eritromicina
contraponde-se a uma sensibilidade generali-
zada & oxacilina. Relativamente ao S. aureus,
a sua percentagem no nosso estudo excedeu
os 9-10% previamente reportados por alguns
autores™*, situando-se préxima dos 17%
descritos por Karma et al.*” Sendo esta Gltima
bactéria um comensal habitual do canal auditi-

vo externo, ndo é de excluir a possibilidade
que em alguns destes casos tenha existido con-
taminagdo durante a colheita. Todavia, para
confirmar esta hipétese feria sido necessério
efectuar zaragatoas do canal audifive externo
previamente @ miringotomia.

No tocante aos 32% de culturas negativas
encontradas na presente investigacdo, trata-se
de um valor comparavel ao descrito noutras
Séries:ﬂ?_ﬂid}‘

Seguindo as recomendacdes de um consen-
so internacional sobre infeccées em
Otorrinolaringologia®, bem como os resultados
de um estudo multicéntrico recente sobre sus-
ceptibilidade de bactérias causadoras de
infecgGes respiratérias em Portugal”, optou-se
pela  prescricdo  de amoxicilina/acido
clavulénico aos doentes do nosso estudo.
Atendendo as sensibilidades dos varios
agentes isolados na presente série, em que &
posteriori ndo se deteciaram resisténcias in
vitro quer ao cloranfenicol ou 4
amoxicilina/acido clavulanico, a escolha reve-
lou-se apropriada para o tratamento da OMA
pediatrica na populagdo estudada. Contudo,
tal ndo significa que esta associacdio antibiot-
ca seja a escolha Onica para o fratamento da
OMA na regido do Porfo, mas apenas a me-
lhor dentro dos antibiéticos testados.

De acordo com Brook et al?, o envolvimen-
to de bactérias anaerdbicas na OMA ocorre
em aproximadamente 28% dos casos. O pre-
sente estudo debrugou-se apenas sobre as bac-
terias cerdbicas. Refere-se contudo, que a
maioria das estirpes anaerébicas isolados na
OMA sdo sensiveis & associacdo amoxicili-
na/éc. clavuldnico que foi utilizada no pre-
sente protocolo de tratamento.

A andlise por PCR consiste na amplificacdo
de pequenas amostras de material genéfico, e
por isso a viabilidode do agente ndo & con-
siderado como um requisito essencial & sua
identificagdo. Deste modo, a utilizacdo desta
técnica laboratorial tem conhecido a sua maior
aplicagdo em ofologia na defecgdo de frag-
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mentos de DNA bacteriano em situagdes de
OME persistente, nas quais as culturas bacteri-
anas sdo raramente positivas. Prova disto
mesmo constituem os trabalhos pioneiros de
Post et al.*® e mais recentemente de Gok et
al.”, que comparande culturas aerébicas e
andlise PCR em casos de OME obtiveram um
aumento de resultados positives de 28,9%
para 77,3% e de 24,3% para 94,5% respecti-
vamente em cada um dos estudos. Na presente
investigac@io, procedeu-se & andlise de fluidos
aspirados em criancas com OMA, onde a con-
centracdio de bactérias vidveis & supostamente
elevada e consequentemente as expectativas
de culturas positivas sdo alfas & partida.
Mesmo assim a técnica PCR demonstrou-se
mais sensivel que o exame cultural na identifi-
cacdo de algumas bactérias, com resultados
positivos em alguns casos que haviam revelado
culturas negativas. Estes achados suportam um
estudo prévio de Virolainen et al.” que revelou
um indice de sensibilidade de 155% do PCR
relativamente as culturas, para defecgdo de S.
pneumoniae em aspirados de OMA. Sublinhe-
-se que, para cada uma das hrés estirpes bac-
terianas escrutinadas no presente estudo PCR,
todos os casos com culturas positivas foram-no
igualmente na andlise PCR, reflectinde a
especificidade deste dltimo tipo de exame. E
previsivel que no futura a utilizagdo de tecno-
logia PCR se venha a tornar progressivamente
mais popular no diagnéstico bacteriolégico da
OMA, i@ que a sua alta sensibilidade aliada &
implementag@o de "kits" comerciais de facil
manuseamento, venham a permitir uma
obtencdio de resultados em poucas horas®.

Atendendo que nenhuma das criangas regis-
fou sinais ofoscépicos de OMA aos 14 dias,
somos levados a considerar que as situagdes
de OMA diagnosticadas aos 28 dias se trato-
ram de recidivas e ndo persisténcia da infec-
¢do.

E interessante que Schwartz et al.*' tenham
defectado que 57% das recidivas de OMA
ocorrem na primeira semand apéds suspensdo

do tratamente antibidtico. Alias este grupo de
autores reportou na década de citenta®, em
que as resisténcias aos antibidticos eram subs-
tancialmente inferiores ds actuais, que a taxa
de ofite média com efusdo persistente apds
OMA era respectivamente de 50% aos 10-14
dias e 29% aos 30 dias. Estes valores séo sen-
sivelmente inferiores aos do presente série,
tanto para o grupo MIR como para o grupo
Nao-MIR.

A auséncia de complicagdes da miringoto-
mia sob anestesia local na amostra pedidirica
estudada & indicativa que, em situagdes espect-
ficas de OMA como casos refractérios ou na
presenca de complicagdes supuradas, este fipo
de intervencdo constitui uma alternativa valida
& miringefomia sob anestesia geral. Por outro
lado, segunde um estudo recenfe em modelo
animal, a membrana timpénica apresenta uma
elevada capacidade de regeneracdo apds mi-
ringotomia no decurso da OMA®. A presente
investigagdo & concordante com as conclusdes
desse trabalho, |G que a totalidade das inci-
sdes nas membranas timpdnicas se encontra-
vam encerradas na otoscopia dos 14 dias.

Verificou-se no presente estudo que uma
taxa de 17% dos doentes referenciados &
urgéncia de ORL com suspeita de OMA ndo
viu confirmado esse diagnéstico e foram assim
excluidos. Estes dades reforgam a importdancia
de uma otoscopia cuidadosa como um dos
aspectos primordiais do diagnostico da OMA
e o consequente interesse em diminuir diag-
nésticos excessivos, por vezes frequentes no
Servico de Urgéncia, de modo a que a tera-
péutica desta afecgéio seja o menos possivel
baseada em achados vagos. De acordo com
Gonzélez Vallejo et al.*, nunca serd de mais
salientar a importancia de que se reveste o
ensino aos estudantes de medicina e internos
de especialidade das regras da ofoscopia e
como interpretar adequadamente as suas
observagdes.

Recentemente, a execugdo de miringotomia
na OMA tem sido defendida come o Gnico méto-
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do eficoz para identificar os agentes infectantes
e aferir sobre a eficacia real dos antimicro-
bianos, numa era em que as susceptibilidades
bacterianas estdo em constante mutacdo’. Para
além destas vantagens, alguns estudos clinicos
em paises nérdicos forneceram indicativos que a
antibioterapia quande complementada com
miringotomia se associava a uma recuperacdo
mais répida da OMA e reduzia o nimere de cri-
ancas que posteriormente  desenvolviam
OME**_ Inclusivamente, uma conferéncia de
consenso Finlandés propés indicagdes clarge-
das para a execucdo da miringotomia na
OMA®. Em confraste, o nosso estudo ndo per-
mifiu confirmar nem uma recuperacdo mais rapi-
da da OMA nem um nimero significativamente
inferior de casos com OME residual no grupo de
ouvidos submetido @ miringotomic. A Gnica van-
tagem em termos estatisticos da associagdo da
MIR ac tratamento antibidtico na presente série
residiv num alivio mais precoce da otalgia/irri-
tabilidade das criangas. Estes achades aproxi-
mam-se aos obtidos nos estudos de Kaleida et
al.® e de Engelhard et al."

Por dltimo, os resultados do presente estudo
realcam a importancia do historial de OMA
recorrente, como um dos maiores condicio-
nantfes do insucesso terapéutico a médio prazo
(28° di). Parece assim cada vez mais evidente
que este fipo de crianga constitui por si sé um
universo & parte na problematica da infecgdo
ofolégica, na qual os factores de risco a que
estdo expostas desempenham cerfamente um
papel preponderante. Além do mais, indica-
tivos recentes apontam para que as situagdes
de OMA recorrentes se estejam a tornar cada
vez mais comuns”. Parece interessante especu-
lar, ndo obstante este estudo ndo fer sido dese-
nhado para festar grupos especificos de OMA
recorrente, que a miringotomia na OMA
poderé fer um dos seus interesses exactamente
neste tipo especifico de doentes. Estudos ante-
riores sobre esta tematica revelaram-se contra-
ditérios®®#, ficando esta hipétese em aberto
para investigagdes futuras.

CONCLUSOES

O presente estudo aponia para um interesse
limitado da ulilizagdo da miringotomia como
complemento & antibioterapia na OMA néo-
complicada. A Gnica vantagem significativa
associou-se & redugdo mais precoce da otalgia.
Conludo, eslas conclusdes ndo implicam que a
miringofomia nunca deva ser utilizada no trate-
mento destes doentes. Pelo contrério, a sua uti-
lizagGo deve ser sempre considerada na
iminéncia de complicag®es supuradas ou quan-
do se pretende um diagnéstico microbiclégico
consistente. Foi deste modo possivel avaliar que
o 5. pneumeniae é destacadamente o agente
isolado com maior frequéncia na OMA pedia-
trica na regido do Porto, seguido do H. influen-
zae e uma frequéncia muito reduzida da M.
cafarrhalis. A relevancia atingida pelo S. pyo-
genes foi superior ao descrito em séries recen-
tes. Infelizmente, os indices de resisténcia aos
antimicrobianos revelaram-se elevados a exem-
plo da tendéncia presente na maioria dos pai-
ses da Europa meridional, constituindo mais um
alerta sobre a atitude a seguir no fratamento da
OMA na actualidade. Finalmente, a analise PCR
dos fluidos aspirados revelou-se mais sensivel
que as culturas cléssicas na idenfificagdo dos
agentes infectantes.
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Myringotomy Delays the Tympanic
Membrane Recovery in Acute Otitis Media:
A Study in the Rat Model

Jorge Spratley, MD; Sten Hellstrim, MD, PhD; Per-Olof Eriksson, MD; Manuel Pais-Clemente, MD, PhD

Background/Hypothesis: Acute otitis media is a
major cause of visits to pediatric health care providers.
Myringotomy in uncomplicated acute otitis mediais de-
batable today. The study addressed this problem
through the otomicroscopic and histopathological ob-
servations of the events occurring in the tympanic
membrane during the first week after myringotomy.
Study Design: Randomized study in an experimental
animal model. Mefhods: Under anesthesia, the left mid-
dle ear of 36 Sprague-Dawley rats was inoculated with
Streplococcus pnewmontiae {ype 3. Forty-eight hours
later, at day 0, four animals were immediately killed
and the remaining animals were randomly assigned
into a myringotomy group (n = 16, myringotomy on the
left ear) and a non-myringotomy group (n = 16, otomi-
croscopy without myringetomy). Otomicroscopy and
killings were performed in series of four animals from
each group at days 1, 2, 4, and 7 after myringotomy.
Tympanic membranes were collected after fixation and
processed for light and electron microscopy. Results: All
inoculated ears showed a manifest acute otitis media at
day 0. An intense infiltration by inflammatery cells and
edema distorted severely the tympanic membrane
structure. These findings decreased the following days.
However, inflammation as evaluated by the thickness
and the eytoarchitecture of the tympanic membrane
layers, recovered significantly faster in the membranes
in the non-myringotomy group. At day 7, all tympanic
membranes in the myringotomy group were closed by a
hypertrophic keratinizing epithclium and a remodecling
connective tissue layer, whereas the animals in the non-
myringotomy group had a residual edema in the lamina
propria. Conclusions: The present infectious model in-
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duced an intense inflammatory reaction within the en-
tire structure of the tympanic membrane. Myringotomy
provoked a delayed recovery from the inflammatory
process within the tympanic membrane. Therefore, if
applicable to human conditions, the use of myringot-
omy in the management of acute otitis media should be
restricted to sclected cases of acute otitis media. Key
Words:  Otitis media, tympanic membrane, myringot.
omy, rat, Streptococcus pneunioniae.

Laryngoscope, 112:1474-1481, 2002

INTRODUCTION

Acute otitis media (ACM) persists as one of the most
frequent infections of childheod,* being second only to the
common cold as a reason for visits to pediatric health care
providers.” An extensive U.S. survey indicated a growing
incidence of acute ear infections, with an increase of al-
most 40% between 1982 and 1990 Furthermore, the risk
of complications is not negligible and might be increasing
among certain communities.® Streptococeus prueumoniae is
the bacterium most frequently involved in AOM, and the
emergence of penicillin-resistant strains has been a cause
of major concern.®

In the past, myringotomy was a couunenly recom-
mended procedure for the treatment of AOM, granting
middle ear pressure alleviation with immediate pain re-
lief, on the ane hand, and allowing microbiological harvest
and identification on the other. However, the advantages
of routine myringotomy in uncomplicared AOM hecame a
matter of debate as a result of the progressive introduction
of efficient antimicrobial treatment. Various clinieal re-
ports have provided evidence cither in faver of myringot-
omy®7 or against®® such a systematic practice. Despite
this controversy, absolute clinical indications for myrin-
gotomy in AOM today still stand in special clinical situa-
tions." Therefore, further investigation around this sub-
jeet is desirable.

Previous reports were dedicated to the medium-
and long-range aspects of tympanic membrane (TM) re-
covery [ollowing myringotomy in provoked middle ear in-
flammation in animal models. However, to our knowledge,
the events that oceur during the first days that follow the
incision of the acutely inflamed TM have not been re-
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ported to date. The present study aimed to fill this gap by
means of an atomicroscapie and lustopathologieal investi-
gation of the early TM findings resulting from myringat-
omy during the course of AOM.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

Thirty-six healthy adult Sprague-Dawley rats (weight, 250~
300 g) were used in the study. The research protocol and animal
housing conditions were in accordance with the University of
Umed (Umed, Sweden) Ethical Committee for Animal Studies
Under general anesthesia by use of methohexital (Brietal, Eli
Lilly and Company, Indianapelis, IN} administered through a tail
vein, all animals had their normal status of the TM checked
under the otomicroscope. Throngh a ventral skin neck incision,
the left-side tympanic bulla was exposed and punctured with a
sealpel, and the middle ear cavity was entirely filled (approxi-
mately 50 mL) with an inoculum of Todd-Hewitt broth containing
5 % 107 colony-forming units icfu)/mL & preumoniae type 3 bac-
teria. The right-side bulla was left intact. The animals were kept
in the same standard housing environment. Two days later (des-
ignated as day 0, all rats had developed typical signs of AOM in
the inoculated ears, as confirmed by otamicrosespy under Brietal
anesthesia. Before initiating the myringotemies, four animals
chosen at random ware immediately killed and their tympanic
membranes collected for microscopic analysis. The remaining
rats were randomly assigned to one of two groups of 16 anunals
each: In one group ithe “MYR group™, the left ear of the animals
was treated with a myringotemy occupying the posterior superior
guadrant of the pars tensa, which was performed with a sterile
microlancet; in the other group (the “non-MYR group”), the tym-
panic membranes were left untouched, No aspiration of pus from
the middle ear cavity was performed. Thereafter, stomicroscopy
and killings with the animals under an overdose of intraperito-
neal pentobarbital (Pentobarbitaluatrium, Apoteksbolaget AB,
Stackholin, Sweden) were perforiued sequentially in series of four
animals from each group ondays 1, 2,4, and 7, as scheduled, Half
the number of the animals killed at every time juterval had the
tympanic membranes processed for plastic embedding, and the
other half, for paraffin embedding.

Plastic Embedding

Immediately after death the animals were decapitated, and
each tympanic bulla was widely opened and filled with a fixative
solution composed of 3% glutaraldehyde in a 0.075-mol/L sodiuu
cacodylare buffer (pH 7.4) with 4% polyvinylpyrrolidone and 0.02
mol/l, CaCl, added. Afrer further immersion of the temporal
bones in the same 4°C refrigerated fixative for at least 24 Lours,
the tympanic membranes and the adjacent external ear canal
skin were dissected free from their insertion in the tympanic
hone. The pars tensa (PT and the pars flaceida (PF) were split
apart with a sharp microknife, and specimens were ringed in the
same cacodylate buffer and postfixed overnight in 1% OsQ,. After
further rinsing, the tissues were dehydrated with inereasing con-
centrations of ethanol and embedded in a plastic resin (Polybed,
Polysciences Inc., Warrington, PA). Semithin (1 mm) and ultra-
thin (70 mn) horizontal sections perpendicular to the handle of
the malleus were cut on an ultramicretome (Reichert Ultracut S,
Leica, Austria). For light microscopy studies (Zeiss Axiophot,
Gottingen, Germany} the specimens were stained with teludine
blue. The ultrathin sections were contrasted with uranyl acetate
and lead ecitrate and examined in an electron microscope (Jeol

-1200EX, Tokyo, Japan).
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Paraffin Embedding

After decapitation and opening of the bullae, the heads were
put inte a solution of 4% buffered formalin in physiological saline
(pH 7.0} and fixed by microwave oven irradiation (Miele M-696,
Giitersloly, Germany) set at 700 W until reaching 45°C, as previ-
ously reported.’” After this procedure, the temporal bones were
transferred to 0.1 mol/T, phosphate buffered saline (pH 7.35) and
further bnmersed at 4°C for 24 howrs. Tymponic membranes
were dissected oul under the stereomicroscope, dehydrated in
upgraded concentrations of aleohol to xylene, and embedded in
paraffin. Sections of 4 mm were cut parpendicular to the handle
of the malleus, placed on albumin-coated slides, and left at room
temperature until dried for routine hematoxylin-eosin staining.

Moerphometrie Analysis

The measurements of TM thickness were performed in
three standardized segments at two different levels of both supe-
rior quadrants of the PT and the PF. For this purpase, a scale
micrometer was adapted to the binocular light microscope under
an cil immersion objective at X100 magnification, The thickness
values are expressed as mean + SD for each quadrant. Results
were analyzed with the Student ¢ test for differences between the
mean values of two groups as independent samples,

RESULTS

Qtomicroscopic Observations

At dav 0, all inoculated ears presented tympanic
membranes indicating fully developed AOM, manifested
by reddened and extremely bulging tvmpanic membranes.
In approximately 75% of the cases, a fibrin-like exudate
partially covered the TM surface as well as the congested
external auditory canal (EAC) walls. Three cases (two
from the MYR group and one from the non-MYR group)
showed an abundance of purulent secretions accumulat-
ing in the EAC indicating spontanecus perforations of the
tympanic membranes. On incision of the tympanic mem-
branes, purulent secretions escaped from the middle ear
cavity. At day I, the presence of pus in the EAC precluded
the visualization of the TM surfaces in the incized group,
whereas the non-MYR eardrums maintained a highly in-
flamed status. At day 2, all myringotomies were patent
but the amount of otorrhea had diminished considerably.
The PF in each vase appeared to be retracted and opales-
cent. In the group of non-touched tympanic membranes
the otomicroscopic landmarks were slightly more distinet,
despite the persistence of inflammation and an intense
vasodilation, both in the PT and in the PF. At day 4, all
myringetomized tympanic membranes were still opaque
and two tympanic membranes depicted a vellow discolor-
ation suggesting the persistence of effusion material
within the middle ear cavity, mainly medial to the PF. At
this time, three-fourths of the perforations were sealed by
a ernst of apparently dried secretions and surrounded by
dilated vessels. In comparison, three-fourths of the nonin-
cised membranes had returned to a neutral position indi-
eating a resolution of the purulent middle ear effusion.
Scattered debris, possibly related to keratin desquama-
tion, gave a cobblestone appearance to the PT. Dilated
vessels persisted along the malleus handle and the annu-
lus region. By day 7, all perforations had healed and a sear
remained in the posterosuperior quadrant. Dilated vessels
were still visible along the handle of the malleus and in

Spratley et al.. Myringotomy in Acute Otitis Media
1475



Otite Média Aguda. Estudo Clinico na Crianga e Experimental no Rato = 113

the annulus region emerging to the henled myringotomy
area. However, inflammation had elearly abated in the
nonperforated quadrant and in the PF. On the other hand,
the non-MYR eardrums had regained an almost normal
otomicroscopic appearance, yet with a slight lack of
brightness and transparency.

Structural Observations

Pars tensa. On day 0 (Fig. 1A, B), the inflammatory
reaction indueed by the S. pneumoniae inceulum caused
an extensive disarrangement of all layers of the PT. The
infiltration of polymorphonuclear neutrephils led to dis-
torted zones of the external epidermal layer forming pus-
filled blebs. These blebs seemed to spontaneously rupture,
leaving the denuded, dense collagenous laver as the sole
cantinuous support of the eentral regions of the PT. Ves-
sels were maximally dilated in the lamina propria of the
malleolar and annular regions. The muecosal layer was
difficult to distinguish from the abundant purulent secre-
tions filling the middle ear cavities.

At day 1 after myringotomy, the borders of the inei-
sion were already partially lined by a layer of activated
keratinocytes intermingled with polymarphonuclear neu-
trophils, predominantly on the side of the handle of the
mallens. Pus was seen across the perforation. The lamina
propria was intensely infiltrated by polymorphonuclear
neutrophils, vacuolated macrophages, and lymphocytes.
In the non-MYR group the PT was still thickened because
of the extensive inflammation, but the three basic layers
started to become distinet again in the entire extension of
the eardrum. Inflammatory cells were organized like pal-
isades amid the middle laver fibers.

On day 2, the edges of the myringotomy opening
started to approach each other throngh proliferating ker-
atinoeytes underlying a thick aggregate of keratin and
inflammatory cells. The thickness of bath the perforated
and nontouched quadrants were greatly incraased be-
cause of a thickening of all three TM layers (Fig. 24, B). In
comparison, the thickness of the nonperforated tympanic
membranes was decreasing, although edema and cellular
inflammatary activity were still present (Fig. 2C, D).

On day 4, two perforations were closed by a crust of a
substance, apparently composed of keratin mixed with
pus and fibrin. Keratinoeytes, along with capillaries, were
seen in the advancing front of the perforation border (Fig.
3A and B). One myringotomy was healed with a triple-
layered structure. Within the lamina propria of the spec-
imen a distorted connective tissue was seen in connection
with keratin eysts, which were surrounded by large mac-
rophages. The fourth perforation was closing at a slower
pace. In the non-MYR group (Fig. 3C, D), the infection had
abated significantly and the PT was comparatively thin-
ner. Engerged fibroblasts and some residual monenuclear
inflammatory cells occurred in the vicinity of dilated ves-
sels within the loose connective tissue over the malleus.
Signs of inflammatory-induced osteoneogenesis were ob-
served in the malleus handle. The mucosa still had a
cuboid appearance, and keratin debris covered the epider-
mal layer.

By day 7, all myringotomies were healed. The exter-
nal epidermal layer constituted a continuous sheet but
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Fig. 1. Light micrograph of a semithin section from an infected
tympanic membrane (TM) before myringotomy, at day 0 (toluidine
blue stain). (A) Survey picture depicting a severely inflamed TM.
MEC = middle ear cavity; EAC = external auditory canal (original
magnification x30). (B) Detail of image shown in (A) (box). Denuded
layer of dense connective tissue fibers keeping the integrity of the
TM (arrows) is evident. Karatinizing layer (k) (original magnification
x220).

was still thick and active, showing various rows of en-
larged keratinocytes with indentations in the basal lam-
ina and prominent nuclei. A blanket of keratin covered the
previously perforated area. Remodeling activity persisted
within the thickened lamina propria of the traumatized
quadrant through the presence of activated fibroblasts,
macrophages, and oceasional mast cells among whirls of
connective tissue fibers and residual edema (Fig. 44, B).
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Fig. 2. Light micrographs of semithin
sections from tympanic membranes at
day 2 (toluidine blue stain). (A) Survey
picture of a myringotomized TM showing
an healing perforation (original magnifi-
cation %30). (B) Detail of image shown in
(A) (box). Keratin spurs are evident on
the active borders of the perforation (ar-
rows). Hypertrophic keratinizing layer (k)
(original magnification x220). (C) Survey
picture of a non-myringotomized TM
(original magnification %30). (D) Detail of
image shown in (C). (box). Compare
smaller TM thickness with that shown in
(B). Purulent fluid in middle ear cavity
(star) is evident (original magnification
x220).

In the light and electron microscopes a few myringoscle-
rotic lesions could be confirmed between the connective
tissue layer fibers, mainly at the nonperforated anterasu-
perior quadrant. In the non-MYR group (Fig. 4C, D), each
PT, although slightly thickened because of persisting di-
lated fibroblasts and residual edema in the lamina pro-
pria, had returned to an almost normal appearance. No
myringosclerotic lesions were visualized in this group. The
statistical significance of the differences in thickness be-
tween the MYR and non-MYR groups, as measured on the
antercsuperior and posterosuperior quadrants of PT
throughout the study, are depicted in Figure 5.

Pars flaccida. The 8. pnenmoniae inoculum alse
induced a pronounced inflammatory reaction in the PF, as
observed at day 0. The PF was approximately 4.5 times
increased in overall thickness, resulting from a reaction
within all the three layers. The epidermal layer showed as
many as six rows of swollen and keratohyalin granule—
filled cells. The lamina propria exhibited an acute inflam-
matory cell invasion with great amounts of polymerpho-
nuclear neutrophils and macrophages. Mast cells were
highly deprived of granules. Vessels were dilated, and
extravasenlar erythrocytes could also be observed between
swollen fibroblasts. The epithelium facing the middle ear
cavity was composed of tall, colunnar, intensely granu-
lated goblet-like cells. Microvilli could be detected on the
cell surfaces. An increased number of ciliated cells was
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also apparent. Areas of the disrupted mucosal lining acted
as gateways to the passage of inflammatory cells directly
into the middle ear cavity.

The inflammatory features tended te diminish over
time in both groups. The deerease in eellular infiltration
and PF thickness paralleled each other from day 0 until
day 7, in both groups (Fig. 5). At day 7, sparse myringo-
sclerotic lesions in the proximity of fibroblasts and mac-
rophages were detected in the submucosal region in the
MYR group only (Fig. 6).

DISCUSSION

The early respense of the rat TM after myringotomy
in a § prewmoniaze—induced AOM animal model was se-
quentially evaluated. The current report follows a series of
studies performed at our laboratory'™'7 that were related
to the early stages of the TM response alter provoked
inflammation.

The present investigation indicates that myringot-
omy in AOM does not lead to a faster recovery af the
inflammatory process within the TM structure. Moreover,
when compared with infected non-myringotomized ears, it
even retards this recovery. These effects were detected in
both the PT and the PF, although statistical significance
was found only in the PT. It was also apparent that the
three layers, which compose the TM structure, were in-
tensely affected by the inflammatory response either in
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the combat against infection or in response to the addi-
tinnal stress caused by myringotomy.

Our results support those in a previous investigation
by Magnuson et al,,'# in which the effects of myringotomy
in AOM during a longer range of time were studied. [t was
coneluded that the combination of infection and myringot-

omy causes more long-lasting changes in the TM structure
than infection alone. Such structural changes were mostly
related to the connective tissue layer, and extrapolations
were considered about spots of TM weakness and the
associated risk of development of retraction pockets. The
present study shows that a distortion of the collagenous
layer, seen as whirls of fibers and fibroblasts oriented with
their axes of length nonparallel ta the TM surface, is
detectable early after myringotomy. The denuded, dense
collagenous fiber layer remains in AOM and will alone
resist all the forces generated across the TM during infec-
tion, if not spontaneously ruptured. It appears that the
incision of this thin remaining layer is per ze responsible
for the vast dizsarrangement of the entire lamina propria.
Itis also evident that in the absence of such a continnous
scaffold, the external keratinizing squamous epithelium
faces increased difficulties in progressing to a restifutio ad
integrim in comparison with the more linear advance-
ment of the keratinocytes in the non-MYR group. Inter-
estingly, recurrent AOM is reported to be capable of de-
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Fig. 3. Light micrographs of samithin
sections from tympanic membranes at
day 4 (toluidine blue stain). (A) Survey
picture of a myringetomized TM show-
ing a closed perforation (original mag-
nification x30). (B) Detail of image
shown in (A) (box). The gap of the per-
foration is bridged by a matrix of kera-
tin and inflammatory and epithelial
cells (long arrows). Keratinocyte layer
) is evident (original magnification
x220). (C) Survey picture of a non-
myringotomized TM representing the
fast, spontaneous recovery from acute
ofitis media (original magnification
x30). (D) Detail of image shown in (A)
{box). Dilated vessels adjacent to a
handle of the malleus showing areas of
osteonsogenesis (m) are evident, as is
the cuboid epithelium in mucosa layer
{small arrows) (original magnification
x220).

laying the natural maturation of normal elastic fibers in
the pediatriec TM and ta proveke the destruction of exist-
ing ones, as shown by Ruah et al. in a human temporal
bone study.

The finding that a considerable mumber of perfora-
tions in infected ears closed early after myringotomy re-
inforces the strong capacity of the rat TM to heal in AOM.
In fact, it seems to close faster in AOM than the 8- to
11-day period reported earlier for noninflamed tympanic
membranes.!! One may assume that it is inflammatory
cells or substances that contribute to this faster healing
Such a quick pattern of closure could be compared with
the fate of spontaneous TM perforations observed in chil-
dren recovering from AOM.™ If our results could be trans-
ferable to human conditions, cold-knife myringotomy in
AOM should be regarded mainly as a short-term drainage
procedure for hyperacute situations because the duration
of middle ear aeration appears to be limited.

It is possible that the use of CO, laser in assisting
myringotomy may extend the duration of middle ear aer-
ation in AOM, as previcusly reported in patients with
nonacute middle ear conditions®™ as well as in studies
with normal animals.*'** However, it appears that CO,
laser-assisted myringotomy is technically more challeng-
ing in patients with AOM, because of the increase in
thickness and bulging of the acutely inflamed tympanie

Spratley et al.: Myringotomy in Acute Otitis Media



116 « jorge £ Spratiey

Fig. 4. Light micrographs of semithin
sections of tympanic membranes at da.
7 (toluidine blue stain). (A) Survey pictur:
of a myringotomized TM showing a thick
injured quadrant (original magnification
%30). (B) Detail of image shown in (A
(box). The interrupted dense collagen fi-
bers (arrow) and distorted middle con-
nective tissue layer (asterisk) are evident,
as is the keratinocyte layer (k) (original
magnification X220). (C) Survey picture
of a non-myringetomized TM (original
magnification x30). (D) Detail of image
shown in (A) (box). The reduced thick-
ness of the TM and the preserved dense
collagenous fibers (arrows) are evident
(original magnification x220).

membranes.®® Furthermore, in a recent otomicrascopic
study in normal chinchillas by Valtonen et al,*? at 7
waeks, lancet myringotomy was nssocinted with less re-
sidual thickening of the TM, less visibility of the myrin-
gotomy site, and less tympanosclerosis when compared
with CO, laser-assisted myringotomy. As such, further
histopathological research is necessary to clarify the ef-
[eets on the TM [rom CO, laser—assisted myringotomy in
the course of AOM.

In our study, myringosclerotic deposits were found
only in the MYR group, but in both the PT and the PF.
These findings add further evidence to the postulation of
Mattsson et al,' that a single episode of a bacterial
infection in the middle ear cavity alone is not sufficient ta
provoke the development of sclerotic lesions in the rat TIM.
In that study, in which myringosclercsis formation was
evaluated at 1 and 3 months after TM perforation, a
particular emphasis was put on the possible influence of
oxygen-free radicals in the wounded area. It is attractive
to accept this hypothesis because the topical application of
substances with scavenger properties onto myringoto-
mized tympanic membranes decreased the development of
myringoselerosis. ***% It is conceivable that the radicals
created by the shear stresses on the collagen fibers during
myringotomy®® could act in conjunction with those
oxygen-derived free radicals released by the eencurrent
infection. Mareover, a possible influence of an immunalog-
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ically mediated process cannot be excluded. Thus, Schiff et
al.®” claimed that the myringosclerosis might be triggered
by the exposure of damaged collagen to the intense immu-
nologically active cell infiltrate. The presence of macre-
phages, being great producers of toxic superoxide radicals,?®
cbserved in the vicinity of the sclerotic lesions in cur present
study could support the previeus assumptions.

Arecent Swedish Consensus recommendation for the
treatment of AOM advacates watehful waiting and with-
holding of any antibictics in AOM during the first 48
hours, if the child is older than 2 years of age® The
reconunendation rested on evidence-based science and, as
amatter of fact, extensive clinical studies have shown that
more than 80% of AOM episodes are self-resolving.” Qur
investigation in an animal model also showed that middle
ear infection can resolve spontaneously within approxi-
mately a week despite the strong purulent process present
at the earlier stages of AOM. Hermansson et al."" noticed
a similar recovery of infection in the 8. pnewmoniae—
infected ears during a comparative study in which puru-
lent otitis media had been caused by various bacteria.
These results show that the acutely inflamed TM pos-
sesses a pronounced potential for repair in response to
infection. Furthermore, according to the present findings,
it could be inferred that myringotomy does not accelerate
the cure from infection but, in contrast, delays the recov-
ery of inflammation within the TM.
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Fig. 5. Mean thickness (in micrometers) and standard deviations of myringotomized tympanic membranes (solid circle) versus non-
myringotomized tympanic membranes (solid triangle) in acute otitis media at days 1, 2, 4, and 7 of study. Values for day O represent
measurements of TM thickness before myringotomies were initiated, * = P <.001.

CONCLUSION

The transbullar inoculation of 107 cfu/ml. 8. prew-
moniae caused an intense AOM in the rat. This AOM
tended to be self-limited, and myringotemy did not accel-
erate this process. Furthermore, the rat TM showed a

Fig. o El=ctron micrograph of a mynngotomized TM depicting
multilamellar mynngosclerotic lesions (arrows) becoming confluent
in the submucosal region of pars flaccida at day 7. Bar = 1 um.
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great capaeity for healing in AOM as represented by an
early closure of the myringotomy incision. However, struc-
tural changes were chserved in all layers of the TM at the
early stages after myringatomy. These alterations were
mostly noticeable as a changed structure of the lamina
propria concomitant with the appaarance of myringescle-
rotic deposits. Transferred to clinical conditions, the re-
sults of the present study suggest contention concerning a
liberal use of myringotomy in uncomplicated AOM.
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a study in an acule ofitis media model Acta Otolaryngol 20025 122: 479-487.

Myringotomy (Myr) is ane of the most frequently performed surgical procedures in children. However, events occurring
in the early phases, i.e. o matter of hours, following Myr in the acute otitis media (AQM)Y model have nol been deseribed.
The aim of the present study was 10 evaluate the early otomicroscopic and histopathologic reactions of the tympanic
membrane ¢I'M) after Myr during the course of AOM (AOM-Myr). The [t tympanic bulla from 36 healthy
Sprague—Dawley rats was inoculated with Streptococcus pneumoniae type 3. Forty-eight h later, at Day 0, 4 randomized
animals were immediately sacrificed and the remaining animals were treated with bilateral Myr. Gtomicroscopy and
sacrifices were performed in series of 4 animals at 3, 6.9, 12, 24 and 48 h. and 4 and 7 duys. The AOM-Myr TMs were
compured to non-infected Myr TMs (non-AOM-Myr). The TMs were then dissected free and routinely processed for light
and electron microscopy. AOM developed in all inoculated ears at Day 0. Tn the pars tensa of the AOM-Myr TMs the
reaction of the keratinoeyte layer of the perforation border was already evident at 6 h. The lamina propria exhibited a
strong inflammatory reaction, which became more organized from 12 h onwards. AL Day 4 the perforations were dosed
in three-guarters of cases. At Day 7 all perforations were healed with a distorted scar. In the non-AOM Myr TMs a
strong degranulation of mast cells and edema were found in the pars flaceida wt 6 h. A Keratin spur at the perforation
border was not seen until 24 h. All perforations were patent on Day 7 and myringosclerotic deposits were abundant in
these TMs. The infected TMs regencrated faster and closed their perforations at an carlier stage. These findings favor the
hypathesis that there is a low risk of chranic perforations when myringotomizing AOM TMs. Key words: healing,
myringolomy, otilis media, rat, (ympanic membrane.

INTRODUCTION

Myringotomy is one of the most frequently per-
formed surgical procedures in the pediatric patient,
cither with or without the insertion of ventilation
tubes. The advantages of myringotomy in acute otitis
media (AOM) include alleviation of otalgia by means
of a decrease in middle ear pressure and simultaneous
aeration as well as the fuct that it allows the harvest-
ing of Muid for bacteriologicul analysis. However,
alter the introduction ol efficient antimicrobial treat-
menls, the benelits of routine myringetomy in non-
complicated AOM have been questioned (1, 2).
Streplococeus pneumaoniace remains a major patho-

The tympanic membrane (TM) ol the rat shares
structural similarities with the TM in humans (7). It
has been demonstrated previously that the rat TM
reacts dynamically to the inoculation of various bac-
teria destined to provoke inflammatory conditions in
the middle car (8, 9). More recently, our rescarch
team has been dedicated to investigating the cvents
occurring in the TM, and in particular in the pars
Naceida (PF), during the early hours that follow the
initiation of otitis media (10, 11). Such studies indi-
cate that the inflammatory mechanisms involved in
the development of AOM are histopathologically de-
tectuble very soon alter bacterial challenge, which
may apen future avenues for medical intervention.

Against this background, the purposc of the
present otomicroscopic and histopathological study
was to investigate the carly inflammatory events that
are cvoked by myringotomy in S. pncumoniac-in-

gen responsible for middle car infection globally. In
iing
oceurrence of drug-resistant S. pneumoniac strains
has been a reason for major cancern (3, 4), prompt-
ing a reconsideration of policies regarding a more

contrast to the recent past, the current iner

rational use of antibiotics in AOM (5) and a possible
renaissance in myringotomy (4, 6). The cffects of
myringotomy in AOM should thus be further
elucidated.

* A preliminary report on this subject was presented as a poster at
the 2001 Annual Meeting of the American Academy of Otolaryn-
gology—Head and Neck Surgery, Denver, CO, USA.

© 2002 Taylor & Francis. ISSN 0001-6489

fected TMs und Lo compare these reactions (o those
in non-infected myringotomized TM controls,

MATERIALS AND METHODS

Thirty-six healthy, adult Sprague-Dawley rats,
weighing ~300 g, were used lor this study. The
research project and animal housing conditions were
approved hy the University of Umed Ethical Com-
mittee for Animal Studics (AR3/97).
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All rats were anesthetized, hy injecting hexobarbi-
tal sodium (Brictal; Eli Lilly and Company, Tndiana-
palis, IN) into a tail vein, and the normal status of
their TMs was checked under an otomicroscope. The
left tympanic bulla was accessed via a ventral neck
incision and opened with a scalpel. The middle car
cavily was then [illed (=50 HI) with a suspension
containing an inoculum of viable log-phase S. pneu-
moniae type 3 al a dose ol 107 colony-forming units/
ml. The right bulla was lelt untouched to be used as
a control. Two days later, denominated Day 0, ani-
mals were re-anesthetized with Brietal and their ears
were checked under the otomicroscope. All nocu-
lated cars had developed signs of manifest AOM.
Four randomized animals were immediately sacrificed
and their TMs harvested. The remaining animals
were subjected Lo bilateral myringotomy. The TM
incisions, made with a sterile microlancel, were stan-
dardized in size and occupied almost the entire poste-
rior superior quadrant of the pars tensa (PT). At 3, 6,
9. 12, 24 and 48 h, and 4 and 7 days, 4 randomized
animals were anesthetized on each occasion with an
overdose ol pentobarbital sodium (Pentobarbitalna-
trium; Apoteksholaget AB, Stockholm, Sweden), had
their TM status checked under the otomicroscope
and were then promptly sacrificed.

Hall the animals killed at each time point had their
TMs processed for plastic embedding and the other
half for paraffin embedding.

Plastic embedding

The animals were decapitated and each tympanic
bulla was widely opened and filled with a fixative
solution composed ol 3% glutaraldehyde in a 75 mM
sodivm  cacedylate  bufler (pH  7.4) wilh 4%
polyvinylpyrrolidone and 2 mM CaCl, added, The
heads were further immersed in the same fixative for
24 h a1 4°C. The TMs, in continuity with the adjacent
external ear canal skin, were then dissected out. The
PT was divided from the PF using a sharp mi-
crolancet and specimens were briefly rinsed in the
same cacodylate buffer and post-fixed overnight in
1% OsQ,. Alter another rinse in buffer, the lissues
were dehydrated in increasing concentrations of etha-
nol and embedded in a plastic resin (Polybed®; Poly-
sciences Inc., Warrington, PA).

For light microscopy (Axiophot, Zeiss, Germany),
0.5 Hm-thick scctions were cut at right-angles to the
handle of the malleus on an ultramicrotome (R eichert
Ultracut S; Leica, Austria) and stained with toluidine
blue. For electron microscopy (1200EX: JEOL,
Tokyo, Japan) ultrathin sections (70 nm) were con-
trasted with uranyl acetate and lead citrate,

Paraffin emibedding

Immediately alter decapilation and opening of the
bullae, the heads were put into a fixative solution of
4% buffered formalin in physiological saline (pH 7.0)
and irradiated up to 45°C in a microwave oven
(M-696; Micle, Giitersloh, Germany) set at 700 W, as
reported clsewhere (12). Subscguently, the temporal
bones were transferred to 100 mM  phosphate-
bulftered saline (PBS) (pH 7.35) and further immersed
at 4°C for 24 h. The TMs were then dissected out
under a stereomicroscope, dehydrated in increasing
concentrations of alcohol to xylene and embedded in
paraffin. Scctions (4 Hm) were cut perpendicular to
the handle of the malleus, placed on albumin-coated
slides to dry al room temperature and then stained
with hematoxylin—eosin or saved for future immuno-
histoechemical studies.

RESULTS

TMs in S, pneumoniae-infected ears with
myringotomy (n = 32)

(romicroscopic observations. At myringotomy, all
cars had developed typical signs of AOM, as indi-
caled by bulging and discolored TMs. In the majority
of cars a scrofibrinous exudate was accumulating in
the external auditory canal (EAC). However, a spon-
taneous TM perforation was conlirmed in only three
cars. Upon incision, pus flowed from the middle ear
cavily.

Between 3 and 24 h aller myringotomy the status
of the TMs was difficult to ascertain, as abundant
puralent sceretions filled the EAC. At 48 h the perfo-
rations were all patent and the EACs were partially
dried up. The TMs were visible again and vasodila-
tion was discerned. All PFs looked retracted, with
Muid in the attic.

Al Day 4 u yellowish crust covered the perforation
in three-quarters of cases. In one TM a small perfora-
tion persisted. The inflammatory reaction seemed to
have diminished but hypervascularily was observed,
in particular at the quadrant of incision. A yellow
discoloration of the TMs suggested the persistence of
effusion in the middle ear cavity.

At Day 7 all perforations had healed and scar
formation in the posterior superior quadrant re-
mained. Signs ol inflammation had definitely abated.
Dilated vessels [rom the handle of the malleus and
the annulus emerged 1o the wounded quadrant. The
transparency of the TMs was still diminished and no
myringosclerotic lesions could be visualized. The PF
showed a few dilated vessels but the previously de-
scribed yellow discoloration had disappeared.
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Histological observations. At Day 0, prior to the
myringotomies, the TMs showed a very intense in-
flammatory reaction. The thickness of the PF was
increased approximately four te five times compared
Lo normal PFs. The external keratinizing epithelium
was arranged in six rows ol keratohyalin granule-
filled keratinocytes, which were covered by abundant
strata ol keratin debris. The edematous lamina pro-
pria showed a profuse infiltration of polymorphonu-
clear neutrophils (PMNs), extravascular crythrocytes
and vacuolated macrophages. The mast cells were not
casy to distingnish. In some arcas the inner mucosal
epithelium was missing, whereas in other arcas the
cpithelium was constructed in a mono- or double-lay-
ered fashion, with cuboidal and sometimes columnar
goblet-like [eatures. Sporadic cilialed cells were also
observed. Gaps in belween the mucosal epithelial
cells apparently acted as gateways lor PMN perme-
alion into a pus-filled middle ear space.

The inflammation looked even more dramaltic in
the PT. Owing to massive leukocyte infiltration,
mostly of PMNs, the keratinizing layer in certain
arcas had lost its adherence to the fibrous layer and
had “exploded™ like blebs of pus into the EAC,
Ieaving arcas of denuded collagen. Residual hyperac-
tive keratinocytes, characterized by a dilated, pale
cytoplasm, occurred mainly at the annulus-EAC
transition and to a lesser degree in the manubrial
region. The basal lamina was thickened and showed
indentations, with keratinocytes lorming “‘rete pegs”.
The loose connective lissue in the manubrial and
annular regions showed remarkably dilated vesscls,
with adhering PMNs and diapedesis. As in the PF,

eac

(b}

the mucosal lining ol the PT showed extensive dam-
age and the contiguous middle ear cavity was [illed
with inflammatory cells.

Al 3 h post-myringotomy, very intense inflamma-
tion persisted in both the PF and PT. The borders of
the incision were rough and retracted, and inflamma-
tory cells were seen across the perforation. The an-
nulus arca showed the most active keratinoeytes.

AL 6 h the PF appeared less edematous. Tn the PT
the keratinoeyte layer close to the malleus handle had
increased in thickness, whereas the underlying stroma
was still very disorganized.

At 9 h the fibroblasts in the PF became more
distinguishable, displaying a rounded shape. How-
cver, no mast cells were observed at this stage. In the
mucosal layer an increasing number of goblet cells
occurred. Concomitantly, the PT keralinocyles ap-
peared 1o progress aclively over the dense collage-
nous fibers of the lamina propria, which acted like a
scallold. The manubrial border of the perforation
was the most active and the keratinocyte front ad-
vanced towards the cdge of the myringotomy inci-
sion. Macrophages, PMNs and small lymphocytes
continued to intensely infiltrate the richly vascular-
ized connective tissue layer.

Al 12 h the structure of the PF looked somewhat
denser. The lamina propria was still densely packed
with inflammatery cells (Fig. 1a). In the manubrial
region of the PT, the leukocyles were arranged in
palisades within the connective tissue layer. The epi-
dermal layer continued Lo be strongly activated and
showed deep indentations in the basal lamina (Figs
2a and 2h).

Fig. 1. Light micrographs of sectioned, plastic-embedded and toluidine blue-stained PF from the AOM group. Original
magnification x 160; bar = 100 Hm. (a) 12 h after myringotomy. The stroma of the PF is packed with inflammatary cells.
The epidermal layer is thickened and the inner epithelial lining is composed of cylindrical goblel-like cells. (b) 24 h after
myringotomy. The PF remains extremely thickened by the massive invasion of inflammatory cells in the lamina propria. but
also because of thickening of the epithelial layers. enc = external auditory canal.
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Fig. 2. Light micrographs of scctioned. plastic-embedded and toluidine blue-stained TMs (PT) from the AOM group: (o,
h) 12 h and (¢, d) 4 days after myringotomy. (@) The perforation horder is thickened and has started to proliferate (arrow).
Original magnilication x 40; bar = 100 Hm. (b) Detail of (¢) depicting the thickened keratinocyle layer showing indentations
(arrows) towards the connective tissue layer. The latter is infiltrated by inflammatory cells and shows dilated blood vessels
(arrowhieads). The perforation barder is covered by pus (asterisk). Original magnilication x 160; bar =200 Hm. (c) The
pertoration has closed and is already showing the original triple-layer structure {arrews). Original magnification x40,
har =100 Bm. {d) Detail of {¢). The epidermal layer (arrows) has partially thinned out. Nole the ongoing reorganization of
the underlying lamina propria and the presence ol abundant vessels (arrewheads). Original magnilication x 160); bar = 100

Wm. eac = external auditory canal; m = handle of the malleus.

At 24 h the cell infiltrate of the PF was reduced
(Fig. 154). In parallel the inflammation was slowly
decreasing in the PT, in which an increased thickness
in both the perforated and non-touched quadrants
tended to persist. The keratinocytes of the manubrial
area still exhibited an active appearance in compari-
son to those of the annulus region. In the non-perfo-
rated regions, the triple-layer structure of the PT was
regained in all specimens. Purulent sccretions still
crossed the perforation,

At 48 h the fibroblasts in the PF appeared spindle-
like in shape and mast cells exhibiting scarce cyto-
plasmic grunules were seen in the subepidermal space.
The recovering mucosal epithelium was losing its
goblet-like appearance. In the PT, the thickened per-

foration edges exhibited typical keratin spurs, sup-
ported by a PMN-rich matrix. The manubrial border
of the perloration was still comparalively thicker.
Al Day 4 the inflammatory process in the PF had
abated  significantly  despite  lymphocyles  and
macrophages still remaining, along with dilated ves-
sels, In the PT, three perforations were closed, Of
these, two were scaled hy an aggregate of kerati-
nocytes plus fibrin and inflammatory cells topped by
keratin debris, whercas the third specimen already
displayed a distinct triple-layer arrangement (Figs 2¢
and 2d). Bath the perforated and non-injured quad-
rants remained thickened, although the thickening
vas more pronounced in the former. Dilated capil-
laries oceurred in the vicinity of the myringotomized
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area, The connective tissue layer was rich in mononu-
clear inflammatory cells as well as swollen fibroblasts.
No myringosclerotic lesions were observed.

At Day 7 the epidermal and mucosal layers of the
PF had rcturned to a normal status, whercas the
connective tissuc layer was still slightly hypervascu-
lar, with swollen fibroblasts. Mast cells were still
partially deprived of granules. In the submucosal
region a few deposils of myringosclerosis could be
detected. All perlorations of the PTs had healed and
the scarred quadrant had regained its ordinary triple-
layer structure. However, the thickened lamina pro-
pria persisted and showed collagen fibers aligned at
random whercas the outer keratinizing layer still
looked hypertrophic. In comparison, the untouched
quadrant was less thickened and exhibited a few
scattered myringosclerotic lesions amongst the con-
nective lssue [ibers,

T'Ms in non-infected myringotomized ears (n = 32)

Otomicroscopic observations. Al myringolomy 28
right TMs were normal, with the exception of 6 cases
(19%) which had developed effusion in the right
middle ear (5 mucoidal, 1 purulent). These ears were
excluded [rom [urther evaluation. Therelore, only
two right TMs were evaluated at cach of the time
points 3, 6 and 9 h.

Between 3 and 9 h, increased vascularity of the PF,
along the handle of the malleus and in the annulus
region was noticed. At 12 h, hall the PFs were
retracted and yellowish, with an accumulation of
fluid in the attic. Early evidence of myringosclerosis,
visible as Laint whilish deposits, was seen around the

eac

umbo region. At 24 h, [luid had developed in the allic
in three-quarters of cases. Myringosclerosis [orma-
tion had progressed along the handle of the malleus
and ¢lose to the annular region in all specimens. Al
48 h, effusion material was present in the allic,
medial to the PF. Al Day 4, all myringotomy inci-
sions had been slightly reduced in size by a develop-
ing rim of keratin. The sclerotic lesions appeared
enhanced in whiteness. The PFs had normalized. By
Day 7 all perforations were still patent, although the
diameters had been reduced in size to less than one-
quarter ol the initial dimensions. Capilluries emerging
from the manubrial and annular vessels were direct-
ing inta the perforatien area. Dense myringosclerotic
lesions formed a continuous horseshoc-shaped ring
udjacent to the handle of the malleus and annulus.
No olomicroscopic signs of myringosclerosis could be
detected in the PF.

Histological observations. At 3 h, a slight edema,
vasodilation and wvery occasional PMNs were ob-
served in the loose connective tissue of the PF in half
of the specimens.

AL 6 h, an intense edema had developed in the
stroma of the PF concomitant with degranulated
masl cells and a few remaining PMNs (Fig. 3a). With
the exception of a slight vasodilatation and edema in
ity centermost region, the PT still showed no reaction.

ALY h, a filamentous substance, apparently [ibrin,
had started to accumulate in the stroma of the PF, as
seen at the electron microscopic level, The PT contin-
ued to show little if any reaction, except for a few
PMNs seen underneath the epidermal laver in prox-
imity to dilated vessels of the mulleus handle region.

eac

ta)

(b)

Fig. 3. Light micrographs of sectioned, plastic-embedded and toluidine blue-stained PF from the non-AOM group. Onginal
magnification > 160; bar = 100 km. () 6 h after myringotomy. The PF is extremely thickened due to massive edema. Only
a lew inflammatory cells have escaped from the vessels. Mast cells are degranulated. () 24 h aller myringotomy, The edema
is reduced but has been substituted by a pronounced invasion of inflammatary cells. The thickness of the auter epidermal

laver is normal. eac = external auditory canal.
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Fig. 4. Light micrographs ol sectioned, plastic-embedded and toluidine blue-stuined TMs (PT) from the non-AOM group:
(a. h) 12 h and (¢, d) 7 days alter myringotomy. (@) The TM is very thin and the perforation borders remain non-active
(arrews). Original magnification x 40; bar = 200 Hm. (b) Detail of (a) showing the manubrial border ol the perloration and
the retracted remnants of the TM (arrow). Original magnification x 160; bar = 100 Hm. (¢) The perforation is still open. The
myringotomy borders are extremely thickened (arrows). Original magnilication x40; bar =200 Hm. (d) Detail of (¢)
showing the manubrial border of the perforation. Nate the proliferating keratinocyte layer and the incipient keratin spur
(solid arrow) which has [ormed. Amongst the cell-rich lamina propria lie the remnants of the original dense collagenous
layer (spen arrow). Original magnification x 160; bar = 100 Hm. eac = external auditory canal; m = handle of the malleus.

At 12 h, the invasion of leukocytes had intensified
and was dispersed throughout the whole thickness of
the lamina propria of the PF. Mast cell degranulation
wis generalized and the deposition of the [ilamentous
substance had augmented. The external kerutinizing
layer wus thickened and the mucosal epithelial cells
had changed [rom fat te cubeidal. In the PT, very
accasional PMNs permeated in the direction of the
wounded areca. The perforation horders persisted
in almost total quicscence (Figs 4a and 4h).
Myringosclerosis was observed in onc specimen. Al
the ultrastructural level myringosclerotic deposits
with a spicule appearance occurred between the colla-
gen fibers,

At 24 h intense inflammation persisted in the PF
(Fig. 3h). The filamentous substance observed earlier

could no longer be distinguished, Faint myringoscle-
rotic deposits were now visible in the submucosal
region. In the PT, the cpidermal layer was slightly
increased in thickness both at the annulus and in the
manubrial regions. The non-touched quadrant was
slightly thickened, mainly due to the keratinizing and
connective tissue layers, and myringosclerosis was
now evident in all cases, although in small amounts.

At 48 h the overall thickness of the PF was re-
duced, with fewer inflammatory changes. In contrast,
in the PT the inflammation of the lamina propria was
greater than hefore. The keratinocytes rcached the
manubrial border of the perforation whereas on the
annular side an incipient keratin spur was formed in
addition. The mucosal layer of the TM appeared
unuffected. Sclerotic deposits appeared denser within
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the lamina propria, Ultrastructurally these lesions
constituted rounded multilayer structures, sometimes
confluent, with a dense core. At Day 4 the in-
creased vascularity, initially restricted to the subepi-
dermal area of the PF, was now also observed in
the submucosal region. Mast cells had regained
some granules. The edema of the connective tissue
layer had abated whereas engorged fibroblasts still
denoted aclivity. In the PT active keralinocyles
formed the rim of the perforation. The degree of
myringosclerosis had increased.

By Day 7 the PF appeured normal, except lor the
presence of some active fibroblasts and a still
slightly increased vascularity. Sparse myringoscle-
rotic deposits were seen in the submucosal region.
In the PT intense keratinocyte activity in the vicin-
ity of the perforation borders scemed to promote
fast closure of the incision (Figs 4c and 4d). The
conneclive tissue layer was inlilirated by leukocytes,
predominantly small, rounded lymphocytes and
macrophages. Swollen [ibroblasts as well as tertuous
capillaries, which almost reached the tip of the hy-
pertrophic border, were scen. Myringosclerotic de-
posits were abundant in the lamina propria of (he
PT, mostly in the nen-perforated quadrant (Fig. 5).

DISCUSSION

The present investigation mapped the carly inflam-
matory reactions of the TM in a S. pneumoniae-in-
duced AOM model, from 3 h to 7 days alter
myringolomy. The TM response to myringolomy
was strongly affected by the presence of inlectivn.
The differences from the non-infected myringoto-
mized TMs could be distinguished within 3-6 h
fellowing the TM incision. As such, the TMs in
AOM showed an almost immediate reaction in the
PT, in particular in the epidermal layer, which
seemed to promete faster closure of the perforation.
In contrast, the non-AOM TMs showed a delayed
response in the PT secondary to inflammatory reac-
tions in the PF. However, these PF  reactions
seemed Lo be triggered through degranulation of
mast cells, Furthermore, the non-infected TMs de-
veloped myringosclerotic deposits earlier and more
extensively.

The course of TM healing following myringotomy
in various non-infectious conditions has heen stud-
ied in different species, c.g. guinca-pig (13, 14), cat
(15-17), mouse (16, 18), hamster (18) and rat (17,
19, 20). These previous studies emphasized the im-
portance of proliferation of the squamous keratiniz-
ing epithelium in the closure of the perforation. Tn
contrast Lo wound healing in the skin, the occur-
rence of an underlying granulation tissue was con-

sidered to be of secondary interest. In our study,
the faster healing observed in the AOM specimens
scemed to result not only from rapid activation of
the keratinoeyte layer, with [ormation of a keratin
spur, but also from the underlying bed of an in-
tenscly inflamed conncctive tissue which scemed to
play a key role of support.

Cur lindings conlirm the earlier observations of
Magnuson et al. (21) that the TM perforations in
AOM tend to close [aster. In the present study, the
perforation border started to proliferate a matter of
hours after myringotomy, in contrast e 1-2 days
in the non-infected TMs. Transferred to the clinical
situation, this strong capacity for rapid healing in
AOM, despite the concomitant collagen fiber disar-
rangement, implics a low risk of occurrence of
residual perforations. However, one should also
consider that the patency of the myringotomy open-
ing and consequent benelits of middle ear aeration
will he short-lived.

Fig. 5, Electron micrograph showing detail of a non-AOM
PT 7 days after myringotomy. There are frequent
myringosclerotic deposils between the collagenous fibers
(arrows). Bar = | lm. eac = external auditory canal; mec =
middle ear cavity.
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Whal causes the strong capacily lor regeneration
observed in the AOM TMs? One conceivable reason
is the already ongoing intensc inflammation, which
may induce the release of various substances, includ-
ing “‘growth factors”, that could trigger the healing
reaction. Moreover, the topical application of bacte-
rial derivatives, c.g. non-viable Staphylococcus au-
reus, its cell wall or cell wall peptidoglycans (22), has
been shown Lo accelerate the healing ol cutancous

wounds. It is tempting to assume that a similar
mechunism  could explain our [lindings in the
myringotomized AOM animals.

In a recent study on auditory epithelial migration,
Kakoi and Anniko (20) focused on the germinative
centers of the keratinizing cpithelium in the rat TM.
Accordingly, two major arcas should be considered:
onc located in the annulus and the other in the
vicinity of the malleus handle. The shupe and orienla-
tion assumed by the keratinocytes in these regions
were regarded as a strong indicator of activily and
migration. Such cellular features were clearly distin-
guished in our AOM myringolomized specimens, in
which an carly, strong reaction was monitored in the
annulus keratinocytes followed by, at 12-24 h, a later
predominance of the manubrial keratinocytes, A sim-
ilar pattern of keratinocyte activity oceurred in the
non-infected TMs but at a later time. This type of
centrifugal closure of the perforations fits the deserip-
tion of Makino et al. (23) regarding the healing of
human traumatic TM  perforations. Likewise, the
pus-filled blebs that occurred on the TM surface,
carly during manifest AOM, may be of clinical inter-
est. Such blebs may conceal the true thickness ol the
TM. Thus, when myringotomy is considered and the
inflamed TM is punctured by an inexperienced sur-
geon or when otomicroscopy is not available, the
rupture of these superficial blebs could easily mimic
penetration into the middle ear space.

Mast cells are ubiquitously distributed in the PF in
both rats (24) and humans (25). The capacity of the
PF to react carly to various stimuli (11, 26, 27) could
be related to these mast cells, which harbor granules
rich in various mediators and connective tissue-de-
grading enzymes (28). The PF mast cells in the non-
infected TMs reacted very early and distinctly to
myringotomy, and seemed to act as a trigger lor
subsequent inflammatory events. It is possible that
interference with this mechanism may have conse-
quences  for the healing of traumatic TM
perforations.

In the present study, the occurrence of myringo-
sclerosis in the PT of the AOM specimens was less
evident than in the non-infected ears. These Nindings
agree with the long-term results of Malttsson et al.
(29) who reported different extensions of deposits

when comparing infected and non-infected myringo-
tomized TMs. It seems plausible thal the infection-in-
duced inflammation of the connective tissue layer
iterferes with the process of myringosclerosis forma-
tion. Furthermore, the development of myringoscle-
non-infected  perforated TMs has been
associated with exposure to a hyperoxic environment
(30). As such, the presence ol pus filling the middle
car cavity and covering the perforation edges may
reduce the exposure of these structures to the relative
hyperoxic atmosphere and thus contribute to the

rosis in

diminished occurrence ol myringosclerosis.

Grote et al. (8) described the reaction of rat TM to
S. aurcus infection to be almost restricted to the
regions of loose connective tissuc, i.c. the PF and the
manubrial and annular arcas of the PT. In the
present S. pneumoniac model, the infectious process
appeared lo be more aggressive and involved Lhe
entire extension of the TM., However, similar to the
S. aureus model, gaps in the mucosal cell lining were
frequently observed, allowing [ree passage of inflam-
matory cells from the TM into the middle ear cavity.
The common occurrence of this process at carly
stages of the study further suggests that an active role
is played by the TM in the dynamics of the middle
car defense system.

CONCLUSIONS

The TM reaction to myringotomy was remarkably
distinct in AOM and non-intected specimens. These
differences were alrcady noticcable within a few
hours after myringotomy. In AOM, the early re-
sponse of the PT keratinocyte layer, supported by a
highly inflamed lamina propria, contributed to laster
healing of the TM incision. In contrast, the PT
reaction in the non-infected TMs was greatly delayed
and the first signs ol inflammution seemed (o oceur in
the PF via degranulation ol mast cells. If applicable
to clinical practice, the findings ol the present study
would appear to indicate that myringotomy in AOM
is associated with a low risk of persistent perloration,
but that the duration of middle ear aeralion is also
short,
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TOPICAL ASCORBIC ACID REDUCES MYRINGOSCLEROSIS IN
PERFORATED TYMPANIC MEMBRANES

A STUDY IN THE RAT

JORGE E. SPRATLEY, MD
PorTto, PORTUGAL
CECILIA K. MATTSSON, MD, PHD
TUMEA, SWEDEN

STEN O. HELLSTROM, MD, PHD
UMEA, SWEDEN
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Myringosclerosis, a common finding after myringotomy, has been recently associated with an increased production of oxygen
free radicals. Ascorbic acid’s proposed actions include collagen synthesis, antioxidation, and free radical scavenging. The effects of
topical ascorbic acid on healing tympanic membranes were studied. Particular attention was given to detecting the presence of
myringosclerosis. Twelve Sprague-Dawley rats were bilaterally myringotomized. Their ears were randemized into group A, which
received topical ascorbic acid in Gelfoam, group B, which received topical saline solution in Gelfoam, and group C, which received
no treatment. The tympanic membranes were harvested on day 13, after routine otomicroscopy. Under light microscopy, the connec-
tive tissue layer of the untouched side of the pars tensa was distinctly thicker in group A than in group B or group C. At this level, the
extent of sclerotic lesions was significantly less in the ascorbic acid-treated group. It is inferred that topical ascorbic acid reduces the
occurrence of myringosclerosis following tympanic membrane perforations in the rat.

KEY WORDS — ascorbic acid, myringosclerosis, myringotomy, rat, tympanic membrane, vitamin C.

INTRODUCTION

Anintact and vibrating tympanic membrane (TM)
is of the utmost importance for the normal physiol-
ogy of hearing. Its movement is hampered by lesions
of sclerotic material, as seen after ventilation tube
placement. Previous animal experiments suggest an
intimate relationship between the formation of my-
ringosclerosis (MyS) and an increased concentration
of oxygen in the environment of the wound follow-
ing myringotomy.! Further, the development of scle-
rotic lesions could be prevented by topical applica-
tion of oxygen free radical scavengers.2

Ascorbic acid (AscA), synonymous with vitamin
C, participates in roles in health maintenance as di-
verse as leukocyte activity,>* nonheme iron absorp-
tion,* eye defense from ultraviolet light, and possi-
ble protection against cancer.” The ability of this
molecule to protect against free radical-mediated tis-
sue damage is well acknowledged.®# Furthermore,
the effect of AscA on wound healing has been exten-
sively studied in different structures — for example,
the colon,'® comea,'! skin,'? and gingiva.!® Ascor-
bicacid seems to actively participate in different steps
of the synthesis and formation of connective tissue,
such as collagen gene expression and hydroxylation

with an increased secretion of collagen in parallel
with an augmented production of some of the matrix
glycoproteins. 4

Inrecent years, an increasing interest has focused
on the possibility of interfering with the healing of
TM perforations through topical application of bio-
active substances.13-17 Although a few studies were
published in the Japanese literature regarding the me-
tabolism of AscA in the ear during chronic inflam-
mation,'®1? to our knowledge there is a lack of re-
ports focusing on the use of AscA on the healing TM.

The purpose of the present investigation was 1o
study the effects of topical application of AscA after
myringotomy, with particular attention to the devel-
opment of MyS.

MATERIAL AND METHODS

Twelve healthy male Sprague-Dawley rats, of the
same age and weighing 250 to 300 g, were used for
the study. All animals were kept under standard labo-
ratory conditions and were given pellets and water
ad libitum without any vitamin reswiction. The re-
search protocol was in compliance with the Institu-
tional Committee for the Care and Use of Labora-

From the Department of Otorhinolaryngology, University Hospital of Umed, Ume4, Sweden (Spratley, Hellstrtm, Mattsson), and the Depart-
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the Swedish Medical R esearch Council No, 06738, the Swedish Society for Medical Research, the Medical Faculty of Ume4 University, and the
Comiss#o de Fomento da Investigagio em Cuidados de Saide do Ministério da Saude de Portupal.
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Fig 1. Schematic drawing represents rat tympanic mem-
brane and slandardized area of perforation (shaded), lev-
els of sectioning (horizontal lines), and spots selected
for measurements {intersections).

tory Animals of the Univesity of Umed. For all of
the procedures, the rats were anesthetized intrave-
nously with a short-acting barbiturate, methohexital
sodium (Brietal; Eli-Lilly and Company, Indianapo-
lis, Ind), via a tail vein. Under the otomicroscope, a
perforation, standardized in size, occupying almost
the entire superior rear quadrant of the TM, was made
with a myringotomy lancet through an ear speculum.

Each ear was randomized to receive one of the
following topical treatments immediately after the
myringotomy (day 0): 1) group A (9 ears), which had
covering of the perforation with a rounded pledget
of Gelfoam (The Upjohn Co, Kalamazoo, Mich)
soaked in a solution of 28-mmol/L AscA (CeH30s)
in sterile water (pH 3); 2) group B (9 ears), in which
the perforation was covered with Gelfoam scaked in
sodium chloride 9 g/L; and 3) group C (6 ears), in
which the perforation was left untouched.

The TM status was routinely evaluated under the
otomicroscope by 2 observers simultaneously on days
1,3,5,7,10,and 13. The findings were documented
on standardized protoccl sheets. On days 1 and 3,
group A and B ears received an additional topical
treatment, through instillation of drops containing
AscA and saline solution, respectively, over the resi-
dues of Gelfoam, through an ear speculum. Thirteen
days after the myringotomy, the animals were pain-
lessly sacrificed with an intraperitoneal overdose of
pentobarbital sodium (Pentobarbitalnatrium, Apotek-
sbolaget, Stockholm, Sweden) and decapitated. The
tympanic bulla was immediately dissected free,
opened, and filled with a fixative solution contain-
ing 3% glutaraldehyde in 75-mmol/L sodium cacody-
late buffer (pH 7.4) with 4% polyvinylpyrrolidone
and 2-mmol/L calcium chloride added. After immer-
sion in the fixative at 4°C for 24 hours, the TMs were
dissected out in toto in continuity with the adjacent
external ear canal skin under a stereomicroscope. Af-
ter a briefrinsing in cacodylate buffer, the pars tensa

and pars flaccida were separated from each other with
a sharp scalpel and post-fixed overnight in 1% os-
miumtetroxide, The specimens were then dehydrated
in increasing concentrations of ethanol and embed-
ded in an epoxy resin (Polybed; Polysciences Inc,
Warrington, Pa). Forlight microscopy, semithin sec-
tions (1 Lum) were cut perpendicular to the handle of
the malleus, collected, and stained with toluidine
blue. Sections were prepared from 3 standardized lev-
els of the upper quadrants of the pars tensa and from
2 levels of the pars flaccida. Under a light micro-
scope equipped with an eyepiece micrometer scale,
the distance from the handle of the malleus to the
annulus was divided into 4 equal parts, in which the
pars tensa thickness was measured (Fig 1). Eachsec-
tion of the pars flaccida was also dividedinto 4 parts,
and the thickness was measured. A semiquantitative
analysis of myringosclerotic deposits was performed
on each section in a blinded manner with a 4-point
scale: no visible MyS, occasional MyS, moderate
MyS, and severe MyS. For transmission electron
microscopic observations, ultrathin sections were cut
and contrasted with uranyl acetate and lead citrate.
The statistical significance of the results was tested
with the %2 test, and with the 2-tailed Fisher exact
test (2 groups) or the Kruskal-Wallis test (more than
2 groups) for unpaired samples.

RESULTS

Otomicroscopy. On day 1 after myringotomy, di-
lated vessels in the annular region, in the anterior
and posterior tympanomalleolar folds, and extend-
ing along the handle of the malleus were noticed in
all TMs. The vascular reaction was most intense in
group A. White, chalky spots in the pars tensa could
be distinguished in most of the nontreated controls
andin a few of the saline-treated TMs. The sclerosis
pattern occwrred mainly on the noninjured side of
the region around the umbo.

On day 3, an increase in vessel caliber was ob-
served to be still more enhanced in the group A,
AscA-treated TMs. A bulging yellow pars flaccida,
representing the presence of effusion in the epitym-
panum, affected 2 of 3, 1 of 3, and 1 of 3 cases in
groups A, B, and C, respectively. In 1 TM of group
A, faint, whitish deposits of MyS were detected, and
in all cases in groups B and C, whitish lesions were
seen extending along the handle of the malleus.

On day 5, reactions at the borders of the perfora-
tions were observed. On TMs devoid of scaffolding,
a spur of keratin, originating from the anterior-supe-
rior region of the myringotomy rim, was noticed. Two
TMs of group A had spontaneously lost the Gelfoam
pledget, and their perforation rims showed intense
signs of keratin production together with a dark yel-
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Fig 2. Schematic drawing depicts
otomicroscopic distribution of
myringosclerotic deposits on day
13, according to different treat-
ment methods (groups A, B, and
C). Note that myringosclerosis is
located in anterior quadrant, and
area of healed perforation is rep-
resented in posterior-superior
quadrant. Numbers show number
of eardrums with myringosclero-
sis per number of eardrums in
group.

Ascorbic Acid (2/9)
Group A

low color to this area. In groups B and C, the scle-
rotic lesions continued to increase in intensity and
became more widespread along the handle of the
malleus and also in the annulus region, still prefer-
entially in the nonperforated quadrant. Two cases in
group A were now also affected by MyS.

Postmyringotomy day 7 was characterized by a
peak of vascular exuberance. For the first time, very
thin capillaries, originating as branches from the an-
nular and malleolar vessels, were noticed reaching
the border of the perforation. The intensity of this
vascular pattemn was more evidentin group A thanin
groups B and C. All perforations were reduced to
less than half of their original size. An elevated cir-
cular rim of Keratin was present in those cases with-
out Gelfoam, and in the remaining cases, the gelatin
sponge seemed 1o be deeply incorporated in the TM
tissue.

On day 10, the numbers of closed perforations
were 70of 9,6 0f 9, and 3 of 6 in groups A, B, and C,
respectively. The differences were not significant.

By day 13, all TMs were closed except for 1 in
group A. This particular case was less than 10% of
its initial size and exhibited an intense keratiniza-
tion. In all other TMs, the area of the healed perfora-
tion was opaque — more markedly in groups A and
B than in group C. The vascular reaction had almost
vanished, although some capillaries could yet be de-
tected in the vicinity of the traumatized area. The
MyS deposits in group C, the nontreated cases, were

TABLE 1. LIGHT MICROSCOPIC EVIDENCE OF
MYRINGOSCLEROSIS IN PARS TENSA

Myringosclerosis

Group None CQccasional Moderate  Severe
A (ascorbic

acid; n=9) 6 1 2
B (saline solution;

n=29) 1 s 3
C (no treatment;

n=6) 1 5

Saline Solution (9/9)
Group B

No Treatment (6/6)
Group C

confluent, forming a horseshoe-shaped pattern. This
feature was less intense in the saline group and faint
or nonexistent in the AscA-treated TMs (Fig 2). Only
2 cases in group A showed any signs of MyS, and
then in small amounts. In the pars flaccida, no MyS
could be observed with the otomicroscope.

Light Microscopy. The amount of MyS in the pars
tensa is depictedin Table 1. The most extensive MyS
in the pars tensa specimens was found in the untreated
ears (Fig 3). The MyS occurred predominantly in the
region adjacent to the handle of the malleus, but also
near the annular region. The MyS deposits were
sometimes confluent and could be observed in the
middle layer on both sides of the handle of the mal-
leus, although they were more pronounced on the non-
injured side, Similar findings were present in the TMs
of the saline group (Fig 4). In contrast, only 3 speci-
mens treated with AscA showed any light micro-
scopic evidence of MyS, and then with few and scat-
tered deposits. The occurrence of MyS deposits was
significantly different between groups A (3/6)and B
(9/0; p < .01) and between groups A (3/6) and C (9/
0; p <.03), but the difference between groups B and
C was not significant.

A significant variability in the TM thickness of
the anterior-superior quadrants could also be distin-
guished (Table 2). The AscA-treated TMs were the
most thickened (Fig 5). The thickening of the AscA
TMs seemed mainly to be due to a swollen middle
connective tissue layer. This layer showed an in-
creased number of fibroblasts characterized by an
increased nucleus-cytoplasm ratio, suggesting aug-
mented metabolic activity. The reaction in the middle
layer was slight in the saline group and negligible in
the nontreated TMs.

The epithelial layers, both keratinizing and muco-
sal, appeared normal, except in the area previously
perforated, in which single or double layers of kera-
tinocytes with signs of an increased production of
keratin, visible nuclei, and “pseudopodia” facing the
basal lamina could be observed. Anincreased amount
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Fig 3. Light micrographs of pars tensa left untouched after myringotomy. mec — middle ear cavity. A) Survey micrograph
(toluidine blue, original x30). eac — External auditory canal. B) Detail ofboxed area in A (toluidine blue, original x550). Note
extensive sclerotic lesions in lamina propria (arrows).

of keratin debris was detected inside the external au-
ditory canal in group A.

In the majority of group A and B cases, islands of
Gelfoam still persisted on the TM, undergoing a pro-
cess of degradation. This process was accompanied
by a foreign body—type reaction in which a glossy,
structureless substance was being digested in the pres-
ence of macrophages, giant multinucleated cells,
some mast cells, and fibroblasts, along withincreased
vascular proliferation. The inmer mucosal layer cells
were flat and, in some cases, slightly cuboidal.

The pars flaccida was quite similar in appearance
in all groups. The outer keratinocyte layer looked
thicker than in the pars tensa. The lamina propria
was well developed, with a random distribution of
collagen and elastic fibers in between fibroblasts and
rare macrophages. Adjacent to the epidermal layer,
mast cells could be seen in proximity to the capillar-
ies and nerve fibers. Occasional MyS lesions were
noticedin 3 of 9, 7 of 9, and 4 of 6 cases in groups A,
B, and C, respectively. The sclerotic deposits were

-

A Y

predominantly located close to the inner epithelial
layer. The inner epithelium was flat, but was some-
times interrupted by ciliated mucosal cells. No inter-
group differences could be detected in the thickness
of the pars flaccida (Table 2).

Electron Microscopy. The MyS lesions in the pars
tensa were localized in between the collagen fibers
of the lamina propria. They were distributed among
both fiber layers: the inner layer with circular fibers
and the outer layer with radiating fibers. The major-
ity of deposits were, howevet, inthe latter layer. These
lesions varied from granular, electron~dense depos-
its with an imregular surface to confluences of mere
rounded, globular, multilamellar structures (Fig 6).

In the pars flaccida, the MyS lesions, mostly of the
round, multilamellar type, were predominantly lo-
cated in the submucosal region.

DISCUSSION

In the present investigation, topical AscA appli-
cation to the perforated TM of the rat was associated
with a significant reduction of MyS in the pars tensa.

10u mec

B

Fig 4. Light micrographs of pars tensa treated with topical application of saline solution after myringotomy. A) Survey micro-
graph (toluidine blue, original x30). B) Detail of boxed area in A (toluidine blue, original x350). Note abundant sclerotic

lesions in lamina propria (arrows).
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TABLE 2. TYMPANIC MEMBRANE THICKNESS AT DIFFERENT LEVELS OF ANTERIOR-SUPERICR QUADRANT OF
PARS TENSA AND OF PARS FLACCIDA

Anterior-Superior Quadrant of Pars Tensa Pars Flaccida
Group 1st Level 2nd Level 3rd Level Ist Level 2nd Level
A (ascorbic acid; n = 9) 226193 2761132 3611146 6741193 57.8+155
B (saline solution; n = 9) 103 4.0 10.7¢ 3.0 118+ 2.7 6231148 493 +11.1
C (no treatment; n = §) 74120 102+ 37 108+ 24 66.2 1153 51.7t 9.0
p=.0007 p=.0012 p=.0002 p=.868 p= 426

Data ate mean  SD in micrometers.

There are several explanations as to how AscA
could prevent MyS. In the absence of adequate en-
dogenous AscA, hydroxylated collagen tends not to
accumulate within the cytoplasmic vacuoles of cells,
consequently becoming more sensitive to degrada-
tion.?® However, this degradation did not seem to o¢-
curin the present study, as increased extracellular con-
nective tissue was detected, along with signs of an
enhanced fibroblastic activity. Previous studies?!22
suggested that sclerosis preferentially occwrred in
areas in which the connective tissue was more dense.
QOur results in part seem to confirm this hypothesis,
as the MyS deposits in the pars tensa predominated
inthe saline-treated and nontreated cases that showed
a thinner connective tissue layer. However,in the pars
flaccida, where the connective tissue is typically more
lax, we could still find MyS deposits in all groups.
That the 2 distinct effects of AscA — increase of
collagen and reduction of MyS — are coincidental
cannot be excluded.

A connection between the low pH of the AscA so-
lution used and the reduction of MyS deposits might
also be considered. In an earier report,” an acidic
environment was associated with a reduction of scle-
rotic deposits in the TM.

An increased oxygen concentration in ears with
traumatized TMs has been shown to increase the ex-

tent of MyS deposits.! Furthermore, data strongly
support the importance of inflammation with produc-
tion of oxygen free radicals in the pathogenesis of
MyS.24 This sequence was shown to be arrested in
the presence of free radical scavengers in the injured
tissue. Thus, the role of AscA as an antioxidant in
the prevention of MyS is the most attractive hypoth-
esis of all. However, a synergistic effect of the Gel-
foam scaffolding onthe prevention of MyS hasto be
considered, as this might protect the middle ear from
anincreased oxygen tension. This effectis likely, as
the noncovered TMs showed the most intense de-
posits.

Also, according to Monboisse and Borel, 2 super-
oxide anion is capable of fragmenting collagen with
secondary liberation of small peptides containing hy-
droxyproline. Ascorbic acid could play a role in pre-
venting this sequence by protecting collagen from
hydroxyl radicals in the presence of oxygen '

In the present study, the regions in the vicinity of
the annulus and along the malleus handle were the
preferential sites of MyS deposits. One may specu-
late that this localization might be due to a higher
saturation of scluble oxygen in these richly vascu-
larized areas, which, together with the shear stresses
created on the fibers by myringotomy,?¢ could lead
to increased production of oxygen free radicals.

B10u

Fig 5. Light micrographs of pars tensa treated with topical application of ascorbic acid after myringotomy. A) Survey micro-
graph (toluidine blue, original x30). B) Detail of boxed area in A (toluidine blue, original x550). Note increased thickness of

lamina propria and absence of sclerotic lesions.
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Fig 6. Electron micrograph of pars tensa from specimen
treated with saline solution depicts 2 different types of
myringosclerotic lesions encountered: rounded, multi-
lamellar lesions with confluent characteristics (dark ar-
rows) and granular, electron-dense structures with spiked
surface (open arrows). mec — middle ear cavity.

During wound healing, an excess of iron ions acts
negatively,2” apparently through the activation of free
radicals that interact with fibroblast cell membranes,
impairing the synthesis of collagen. According to Vax-
man et al,?® reporting the healing of skin sutures in
humans, the supplementation of AscA leads to a de-
creased iron content in the tissue and a subsequent
improvement in healing. Mattsson et al2 obtained a
reduction of MyS with the iron chelator desferrioxa-
mine. Consequently, the decrease iniron ions affect-
ing the free radical cascade may also be another bene-
ficial effect of AscA in the present model.

Nitric oxide promotes endothelium-dependent va-
sodilation. The bicactivity of this molecule is par-
tially dependent on its interaction with superoxide.
Ascorbic acid and superoxide dismutase, acting as
scavengers of superoxide radicals, indirectly preserve
the activity of nitric oxide 2 Recently, the potentia-
tion of nitric oxide synthesis in endothelial cells by
the action of L-AscA was also demonstrated.?® Both
effects might be related to the enhanced vascularity
observed otomicroscopically in the AscA-treated
TMs compared to the saline-treated and nontreated
TMs.

The noninjured anterior quadrant reacted consis-
tently, like a mirror image of the injured side, to the
various treatment methods. The decision to restrict
the measurements of thickness to the nonperforated
side of the TM was justified by the presence of re-
maining Gelfoam in the area previously perforated,
creating unreliable measurements.

In the present study, the rat was used 1o investi-
gate the influence of AscA on healing TM perfora-
tions. Unlike humans, rats are able to endogenously
synthesize AscA. Thus, no dietary variations of the
AscA content should influence the results. This al-
lowed us to conclude that topical supplementation
of AscA was responsible for the effects noted. That
AscA exerts effects in nondeprived animals has been
shown in rabbits kept under standard nutrition, in
which an additional administration of AscA was as-
sociated with increased tensile swength of a colonic
anastomosis. 1% Similarly, oral lesions in guinea pigs
showed enhanced healing following daily intake of
AscA above the standard requirements, in compari-
son to controls fed a standard, nondeprived diet. 1

From this investigation, itis concluded that AscA
strongly diminishes the occurrence of MyS in the
healed TM after a myringotomny. These observations
open different avenues for future studies to evaluate
the possible mechanisms involved, long-term effects,
and clinical applications of AscA.
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1. INTERACCOES ENTRE O OUVIDO MEDIO E O
OUVIDO INTERNO

1. LABIRINTITE SEROSA

A extraordinaria sensibilidade dos receptores neuroepiteliais do 6rgdo
de Cort1 exige uma homeostase muito fina, para a qual contribui a
estabilidade da composi¢do dos fluidos labirinticos envolventes. Este
equilibrio pode ser alterado em consequéncia de varios tipos de agressdes
nas quais se incluem as medicagdes ototdxicas e os processos inflamato-
rios da vizinhanga como a otite média e a meningite. E conhecido que
certas formas de otite média podem reflectir-se dramaticamente na
fisiopatologia do ouvido interno (Turner & Fraser 1928; Paparella &
Sugiura 1967), enquanto que noutros casos as alteracdes funcionais
cocleares assumem formas mais subtis (Paparella ef al. 1970a, 1972,
1984).

No principio do século passado, Fraser (1914) diagnosticou 216 casos
de labirintite purulenta otogénica, que constituiam aproximadamente
1.5% dos casos de otite média observados clinicamente por esse autor.
Anos mais tarde, Mysel (1942) registou uma redu¢édo na incidéncia de
complicagdes labirinticas, em aproximadamente sete vezes, apos a intro-
dugdo dos antibidticos no armamentario terapéutico. Contudo, num
estudo realizado na Polonia por Sekula (citado por Miodonski 1958), de
1945 a 1954, a percentagem de casos de labirintite em doentes com otite
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média variava entre 4.7-16%. A este propoOsito, refira-se que a maioria
dos casos contabilizados nestas séries representavam situagdes severas
de labirintite com surdez e vertigem incapacitantes, em que muitos dos
doentes apresentavam, concomitantemente, outras complicagdes supu-

radas da otite média.

No decurso da OMA, paralelamente as endo e exotoxinas e outros
produtos de lise bacteriana (Iino ef al. 1987), coexistem no fluido do
ouvido médio varias substancias com potencial ototoxico, que incluem
diversos mediadores da inflamag¢do como a histamina, lisozima,
prostaglandinas, leucotrienos (Bernstein et al. 1979; Juhn ef al. 1980,
1992; Jung 1988, McCormick et al. 2003), varios tipos de interleuquinas
(Sato et al. 1999) e radicais livres de oxigénio (Forseni & Hultcrantz
2002). Conhecendo-se o potencial que estes produtos tém de atravessar
aMIJR, oudeactuar como facilitadores da permeabilidade dessa membra-
na, ¢ possivel especular-se que existindo OMA haja risco potencial de
labirintite (Goycoolea 2001). Ora, quando os espagos do ouvido interno
sdo invadidos por toxinas sem a presenga de bactérias ou células inflama-
torias, ¢ provavel a ocorréncia de labirintite serosa. Se tal acontecer, a
altera¢do do equilibrio bioquimico dos fluidos labirinticos dai resultante
¢ susceptivel de provocar disfuncio dos receptores cocleares e vestibu-
lares, com graus variaveis de hipoacusia ¢ vertigem. A severidade e
eventual recuperagio da funcdo cocleo-vestibular estardo dependentes
da extensdo do processo patologico subjacente (Paparella et al. 1972).

Demonstrou-se na publicagdo Il que dos 1151 ossos temporais huma-
nos estudados, 96 casos (8.3%) apresentavam evidéncia histopatologica
de labirintite serosa. Destes, 69 dadores (72%) tinham patologia do
ouvido médio. O fluido seroso era mais proeminente no compartimento
coclear que no vestibular, localizando-se em 91% dos casos na rampa
timpanica adjacente a MJR. No total, 20% dos ossos temporais com
OMA evidenciavam um precipitado eosinofilico dos fluidos labirinticos
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indicativo de labirintite serosa. Note-se que a elevada prevaléncia das
interacgdes entre o ouvido médio e o ouvido interno ja havia sido
destacada por Paparella ¢ colaboradores (1972), numa investigacio
englobando 344 ossos temporais humanos, na qual verificaram que 82%
dos ouvidos com OMA apresentavam alteragdes histopatologicas da
rampa timpanica da coclea, sendo 19% classificados como labirintite
serosa pura, 1.e. sem infiltrado celular.

Como se referiu anteriormente, a MJR tem uma permeabilidade
selectiva que resulta da interac¢@o dindmica entre a propria membrana e
a substincia que a tenta atravessar. As propricdades que determinam a
passagem de uma determinada substancia sdo as suas dimensdes, confi-
guracao, lipossolubilidade e carga eléctrica (Goycoolea et al. 1988).
Estudos histopatolégicos demonstraram que, no decurso da OMA, aMJR
sofre transformagdes similares as do mucoperidsseo do ouvido médio
(Goycoolea 1979, 1980a). Sobre as condigdes da propria membrana,
sabe-se por exemplo que nas fases iniciais de inflamacio a sua
permeabilidade parece estar aumentada (Goycoolea et al. 1980b; Nomura
1984; Schachem et al. 1987; Ikeda et al. 1988), enquanto que o seu
espessamento na otite média cronica leva a uma redugdo da sua
permeabilidade com efeitos virtualmente protectores (Nomura 1984;
Schachern et al. 1987; Lundman et al. 1992).

Druss em 1929, fundamentado em observagdes pessoais € nos traba-
Ihos pioneiros de Wittmaack (1926), sublinhou a relativa fragilidade da
MIR comparativamente ao resistente ligamento anular da janela oval,
com implica¢des no que respeita a possivel porta de entrada do ouvido
medio para o ouvido interno. Do mesmo modo, os resultados da presente
investigagdo (Publica¢do IT) indicam que a janela oval s6 muito raramen-
te participara na génese da labirintite serosa e tal apenas acontece nos
casos em que a integridade mecanica do ligamento anular esteja pertur-
bada, como anteriormente foi salientado por Saijo & Kimura (1984).
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Alas, Goycoolea e colaboradores (1980a) num estudo sobre as janelas
oval e redonda, ndo detectaram solugdes de continuidade na articulagao
estapedovestibular em diferentes fases da otite média experimental.
Outras hipotéticas vias de interac¢do entre o ouvido médio e o ouvido
interno incluem a absor¢ao das substancias pelo mucoperiosseo do
ouvido médio ou através de comunicag@o por passagem por minusculas
comunicag¢oes linfaticas (Bortnick & Proud 1965; Lim & Hussl 1975;
Arnold 1976; Sakagami ef al. 1990).

Scgundo Goycoolea (1992), a permeabilidade da MJR deve ser
encarada mais como um acidente do que uma func¢do normal desta
estrutura. Este postulado ¢ merecedor de realce, atendendo a que as
modificagdes histopatologicas apresentadas pela MJR no decurso da
otite média tém sido descritas como progressivas, semelhantes as altera-
¢Oes observadas no mucoperiosseo do ouvido médio (Goycoolea et al.
1980a). Neste ambito, Sahni ¢ colaboradores (1987) efectuaram um
estudo em ossos temporais humanos no qual verificaram que a MJR nos
doentes com otite média se encontrava espessada, atingindo um maximo
de espessura na otite média cronica. Por seu lado, numa investigagao
animal executada por Johansson e co-investigadores (1993), a espessura
da MJR, comparativamente ao normal, apresentou um aumento em cerca
de seis vezes na OMA ¢ duas vezes na otite média com efusdo.
Ultraestruturalmente, este aumento de espessura da MJR deve-se em
parte a metaplasia do epitélio da camada externa e a presenca de células
inflamatorias do espago subepitelial (Hellstrom et al. 1988a; Johansson
etal. 1993). Para Yoon & Hellstrom (2002), o aumento de densidade dos
fibroblastos e do conteudo de elastina na regido proxima a camada
mesotelial interna, contribuiriam de forma relevante para a limitagdo da
permeabilidade da MJR no periodo que se segue 8 OMA. Alias, estudos
de difusdo experimentais demonstraram uma menor permeabilidade da
MIJR a alguns marcadores no decurso da otite média cronica (Schachern
et al. 1987), ou nas fases de resolugdo da OMA (lkeda et al. 1990).
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Considerando os resultados da presente investigagdo (Publicagdo IT)
verifica-se a existéncia de uma complementaridade com os estudos
anteriormente mencionados, Ja que a frequéncia com que se detectaram
fenémenos de labirintite serosa nos ouvido com otite média cronica foi
comparativamente inferior a dos ossos temporais portadores de OMA .
Portanto, verificando-se que as alteragdes morfologicas induzidas por
diversos agressores parecem ser igualmente responsaveis por alteragdes
da dindmica da permeabilidade, ¢ admissivel invocar-se a existéncia de
mecanismos de defesa intrinsecos a propria MJR (Goycoolea 1992).

Com efeito, da sinopse dos trabalhos entretanto publicados, entre 0s
quais se contam os que constituem esta dissertagio (Publicagoes I e IT),
sdo inameros os dados que sustentam a evidéncia de interacgdes entre o
ouvido médio e o ouvido interno, sendo licito pensar-se na labirintite
serosa como a complicagdo mais frequente da otite média, e da OMA em
particular. Contudo, dado o cardcter frequentemente reversivel das reper-
cussoes auditivas desta entidade clinica (Publicagdo I) e a sobreposicio
de fenomenos de hipoacusia de condugdo tipicos da OMA, fazem com
que o seu diagnostico passe frequentemente desapercebido na pratica
clinicadiaria. Ndo raramente, a suspeita diagndstica surge apenas quando
se verificam fendomenos simultineos de disfung¢do vestibular com um
quadro clinico de vertigem. Contudo, como se verificou na presente in-
vestigacdo (Publicagao IT), 0 diagndstico histopatologico de envolvimento
do compartimento vestibular por fenémenos de labirintite serosa, asso-
ciados 8 OMA, ¢é substancialmente menor do que o manifestado ao nivel
coclear. Daqui também decorre que a labirintite serosa nio € necessari-
amente um fendémeno difuso, podendo, em vez disso, surgir centrado na
rampa timpénica da espira basal coclear (Publicagio II).

Partindo do conjunto destes estudos ¢ possivel por outro lado especu-
lar-se que o risco de utilizagdo de tratamentos topicos do ouvido com
gotas otologicas com antibidticos em doentes com perfuragio timpénica
e otite média cronica, nos quais o nicho da janela redonda se encontra
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habitualmente preenchido por tecido de granulagido, comportarda um
menor risco de ototoxicidade do que anteriormente temido (Schachern et
al. 1987, Goycoolea 2001).

A anilise histopatologica da labirintite serosa em 0ssos temporais
humanos, basecada em grande parte na detec¢do de uma coloracao
cosinofilica dos fluidos labirinticos indicativa de alteragdes no seu
contetido proteico, exigia previamente a resposta a uma questdo técnica
ainda em aberto: até que ponto possiveis artefactos post-mortem poderi-
am influenciar a presenga desse mesmo precipitado eosinofilico? Na
Publicagao II verificou-se pela primeira vez, através de dois métodos
distintos, ndo haver relagdo entre o tempo que decorreu até a fixagao
laboratorial do osso temporal e a presenga de sinais de labirintite serosa.
Este resultado conferiu um maior poder as correlagdes que se estabelece-
ram entre os fendomenos de labirintite serosa ¢ a patologia da vizinhanga.

E interessante que se tenha registado, proporcionalmente, um maior
numero de dadores com labirintite serosanos estratos etarios mais baixos.
Tal facto podera dever-se amaior incidéncia de patologia otologicaaguda
nessas idades.

Nio obstante o cerne da presente dissertagdo ser a OMA e as suas
interacgdes com o ouvido interno, em especial a sua importancia no
desencadear da labirintite serosa, ndo sera despropositado dedicar-se
algumas linhas a labirintite com ponto de partida meningeo. Alas, as
interac¢oes entre o ouvido médio e ouvido interno e destas regides com
0s espac¢os meningeos sdo alvo de um renovado interesse na actualidade.
Atente-se nas recentes descrigoes de casos de meningite otogénica
associada ao emprego de determinados implantes cocleares (Arnold et al.
2002).

Em 1920, Fraser & Dickie publicaram uma revisao da literatura sobre
a incidéncia da labirintite secundaria 4 meningite epidémica, encontran-
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do taxas entre 4-37.5%. Zuckerman (1933) referiu uma incidéncia de
surdez profunda de 3,8% de 230 criangas com meningite meningocdcica,
enquanto que para Sell e colaboradores (1972) essaincidéncia ascenderia
a 35% dos doentes com meningite por H. influenzae. Ja para Nadol
(1978), a meningite bacteriana estaria associada a um risco de surdez
neurossensorial em 21% dos sobreviventes. Na série estudada por este
ultimo autor, a maioria dos casos apresentava um tipo de surdez
neurossensorial com caracter irreversivel, resultado da labirintite puru-
lenta, enquanto que nos casos com surdez parcial ou temporaria o
mecanismo de envolvimento seria aparentemente por labirintite serosa.
Curiosamente, as meningites viricas, ditas “assépticas”, ndo revelaram
qualquer comprometimento auditivo. E interessante que num estudo
anterior de Liebman e colegas (1969), ja se tivesse mencionado a
possibilidade de, em alguns casos, haver uma reversibilidade da hipo-
acusia consequente a meningite bacteriana.

As principais vias de comunicagio entre o ouvido interno e o compar-
timento meningeo sao por um lado o aqueduto coclear e por outro o canal
auditivo interno através do modiolo (Crowe 1928; Perlman & Lindsay
1939; Asher & Sando 1981; Schucknecht & El-Seifi 1963). Na Publica-
¢do I, detectaram-se fenomenos de labirintite serosa em pacientes com
patologia meningea variada, embora em reduzido nimero. Note-se que,
na colec¢do de ossos temporais da Universidade de Minnesota objecto do
presente trabalho (Publicacdo 1I), a grande maioria dos dadores com
meningite purulenta e sinais de propagagdo infecciosa para o ouvido
interno, apresentam sinais histopatolégicos graves de labirintite purulen-

tae so raramente labirintite serosa (observagdes pessoais nao publicadas).

Como ¢€ sabido, estudos prévios referem a ocorréncia de hidropisia
endolinftica secundariamente a otite média (Paparella et al. 1983).
Segundo Schucknecht & McNeill (1966), a hidropisia endolinfatica da
labirintite serosa ndo ¢ reversivel, mas como também nio possui um
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caracter progressivo, habitualmente ndo provoca vertigem. As primeiras
descrigdes de hidropisia endolinfatica em associag@o a otite média, feitas
a partir de observagdes levadas a cabo em modelos animais, foram
efectuadas por Wittmaack (1956) e Kimura (1968). Noutro estudo
(Meyerhoff et al. 1980), 45% dos ouvidos com OMA induzida experi-
mentalmente apresentavam hidropisia endolinfatica, maioritariamente
na regido apical coclear. Embora a hidropisia endolinfatica tenha sido
observada no Homem na auséncia de labirintite (Sando ef al. 1976),
especificamente em casos conotados com doenga de Méniére, a sua
ocorréncia histopatologica parece ser mais frequente nos 0ssos temporais
com labirintite, seja do tipo otogénico ou meningogénico (Lindsay 1968,
Paparella & Sugiura 1967). A evidéncia da associac¢do entre otite media
e hidropisia endolinfatica surge valorizada apos estudos animais e
humanos (Paparella et al. 1979, 1983). Por exemplo, Kawauchi e asso-
ciados (1988) verificaram que a instilagio de endotoxina de Salmonella
typhimuriumno ouvido médio de chinchilas, para além de originar lesoes
histopatologicas ao nivel da estria vascular e células ciliadas cocleares,
se associava ao desenvolvimento de hidropisia endolinfatica em cerca de
70% dos casos.

Namesma linha detectaram-se, no presente estudo, sinais de hidropisia
endolinfatica em 26% dos casos com labirintite serosa, representando
uma taxa significativamente maior do que nos ouvidos sem evidéncia
histopatoldgica de labirintite serosa (Publicacdo 11). Num estudo prece-
dente, Paparella e co-autores (1979) descreveram hidropisia endolinfatica
em 39% dos ossos temporais com otite média, e por 1sso estabeleceram
uma correlagdo causal, em particular entre situagdes de otite média
silenciosa ou sub-clinica ¢ hidropisia endolinfatica. Evidéncia clinico-
patologica mais detalhada, da associagdo entre a otite média e sindrome
de Meéniére, foi posteriormente objecto de uma outra publicagao do
mesmo grupo (Paparella ef al. 1983).
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2. REPERCUSSOES AUDITIVAS

Como se disse, a otite média cursa com um quadro sintomatologico
rico, sendo causa de diversas sequelas, entre as quais avulta a hipoacusia.
A hipoacusia de condugdo ¢ aceite pela generalidade dos autores e sdo
varios os investigadores que apresentam evidéncia, clinica ¢ experimen-
tal, da coexisténcia de disfungao coclear e consequente hipoacusia
neurossensorial nesta condigdo patologica (Paparella et al. 1970a; English
et al. 1973; Aviel et al. 1982; Morizono et al. 1985; Vartiainen &
Karjailanen 1987). Na maioria dos estudos, a deterioragdo dos limiares
auditivos na via ossea foi utilizada como indicativo do envolvimento
coclear. Na sequéncia das experiéncias pioneiras de electrofisiologia
coclear em animais com OMA efectuadas por Morizono e co-autores
(1985), Spandow e colegas (1989) demonstraram através de medigdes
por potenciais evocados auditivos, que a inoculagdo de endotoxina de
Escherichia coli numa concentragdo de 0.0lmg/ml na MJR do Rato
causava hipoacusia neurossensorial temporaria, enquanto uma concen-
tragdo cem vezes superior originava uma surdez irreversivel. Numa outra
investigagdo sobre a otite média induzida imunologicamente (Gloddek ef
al. 1992), foi estabelecida uma correlagio entre os niveis de interleuquina-
2 no ouvido médio ¢ a sua difusdo para a perilinfa com a diminuigéo da
amplitude e aumento das laténcias nos tragados de potenciais evocados.

Porém, a maioria dos trabalhos clinicos tem sido dedicada essencial-
mente as sequelas auditivas da otite média cronica (Gardenghi 1955;
Paparella er al. 1972, 1980, 1984; English et al. 1973; Moore & Best
1980; Dumich & Harner 1983; Walby et al. 1983; Vartiainen & Karjalainen
1987; Tos 1988; Browning & Gatehouse 1989; MacAndie & O’Reilly
1999; Papp et al. 2003) ou da otite média com efusdo em criangas (Arnold
et al. 1977; Moore & Best 1980; Aviel ef al. 1982; Hellstréom ef al. 1985;
Yamashita ef al. 1985; Lopponen et al. 1992; Mutlu ef al. 1998). Mais
especificamente, no que diz respeito a hipoacusia neurossensorial susci-
tada pela presenca de otite média cronica supurada, Paparella e colegas
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(1984) efectuaram um vasto estudo multicéntrico englobando os dados
audiométricos de 1082 ouvidos com otite média cronica, tendo mencio-
nado um envolvimento coclear igual ou superior a 15 dB em 42% dos
casos, 0 que corresponderia a um risco oito vezes superior aos dos
controlos do mesmo estrato etario. Em estudos precedentes, a incidéncia
da hipoacusia neurossensorial na otite média cronica variou entre os 34%
e 92% dos casos estudados (Gardenghi 1955; Frickhinger 1957; Paparella
etal. 1970a; English et al. 1973; Rice 1978). Na tentativa de explicar este
tipo de fendmeno, diversas teorias tém sido avangadas. Com efeito,
refere-se a passagem de toxinas do ouvido médio para o ouvido interno
(Paparella 1984), bem como os efeitos colaterais do tratamento topico
com farmacos ototéxicos — comum nos doentes com otite média cronica
(Tanaka & Motomura 1981) — até a possibilidade do agravamento do
limiar da via 6ssea nao ser mais que um reflexo da hipoacusia de trans-
missdo através deum fendmeno semelhante ao efeito de Carhart observavel
na otosclerose (Carhart & Haynes 1949; Walby et al. 1983; Browning &
Gatehouse 1989). Diga-se relativamente a esta illtima hipotese que, para
Dumich & Harner (1983), a fixac@o da cadeia ossicular e do estribo em
particular nao deverao ser responsabilizados pelo né de Carhart na otite
média cronica, ja que na sua série de doentes os niveis do atingimento na
via Ossea eram 0s mesmos apos a cirurgia. Alids, numa outra investigagao
que incidiu em 161 doentes com otite média cronica unilateral, Levine e
co-autores (1989) verificaram hipoacusia neuros-sensorial estatistica-
mente significativa nos ouvidos doentes, fornecendo indicagdes que os
ouvidos com patologia mais marcada no ouvido médio teriam mais
propensao para hipoacusia neurossensorial. Contudo, no doente comum,
a perda auditiva neurossensorial parece ter um significado clinico discre-
to (Browning & Gatehouse 1989).

Por outro lado, as taxas de hipoacusia neurossensorial relacionada
com a otite média com efusio variam entre 9% e 40%, de acordo com
diversas séries (Frickhinger 1957; Amold et al. 1977; Harada et al. 1990;
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Lopponen et al. 1992; Mutlu er al. 1998). Para Kobayashi e co-inves-
tigadores (1988), a deterioracdo audiométrica na via Ossea que surge
associada a otite média com cfusdo, pode atingir qualquer gama de
frequéncias e habitualmente reverte com o tratamento. Estes dados estdo
em contradigdo com as afirmagdes de Arnold e colegas (1977) e Aviel &
Ostfeld (1982), para os quais a hipoacusia neurossensorial ndo reverte na
maioria dos casos, mesmo apos a colocagdo de tubos de ventilacio
transtimpdnicos. Mutlu e colegas (1998), notaram que os casos com
alteragoes irreversiveis dos limiares auditivos constituiam uma minoria,
enquanto os ouvidos que apresentavam flutuagdes temporarias recupera-
ram completamente com o tratamento.

Paralelamente, embora os mecanismos fisiopatolégicos que regem o
possivel desenvolvimento de hipoacusia neurossensorial na OMA sejam
a priori comuns aos acima descritos, a investigacdo sobre as variagdes
dos limiares da conducdo 6ssea na OMA tem sido escassa ¢ motivo de
alguma controvérsia (Hulka 1941; Munker 1981; Paparella et al. 1984;
Morizono ef al. 1985; Tos 1988; Karma ef al. 1989; Sorri et al. 1995).
Note-se que, até a presente data, a maioria destes estudos foram planea-
dos tendo em vista a detec¢do de sequelas a longo prazo e ndo sobre os
efeitos imediatos da OMA nos limiares auditivos.

Assim, alguns autores como Tos (1988) invocam que, sendo a incidén-
cia de OMA tdo elevada na crianga, a surdez neurossensorial deveria ter
uma maior prevaléncia na idade pré-escolar do que € habitualmente
mencionada. Esta assercdo fo1 baseadana analise de uma série de criangas
com 8-12 anos de idade possuidoras de um passado reconhecido de
OMA, na qual o referido investigador (Tos 1988) nao detectou indicado-
res audiométricos significativos de surdez neurossensorial residual. Mais
dados contraditorios foram apresentados por outros autores (Jeppsson et
al. 1973; Rahko et al. 1989), que também ndo detectaram evidéncia de
hipoacusia neurossensorial significativa nas formas nao-complicadas de
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OMA ou com o scu tratamento, mesmo em situagdes recorrentes. Num
outro artigo do mesmo grupo (Karma ef al. 1989), concluiu-se que o
efeito da OMA nos limiares audiométricos da via ossea, entre 0.5 e 4 kHz,
era quase ncgligenciavel a longo prazo. Ja outros autores identificaram
diminuigdo dos limiares auditivos da via ossea, indicando hipoacusia
neurossensorial, em séries de criangas com OMA (Hulka 1971; Miinker
1981). Recentemente, lkui ¢ colaboradores (1999) publicaram os resul-
tados duma série de onze doentes adultos com evidéncia de hipoacusia
neurossensorial durante a OMA, nos quais registaram uma taxa de
recuperagao audiomeétrica em 83% dos casos. Também Sugiushi e
colegas (1998) descreveram hipoacusia neurossensorial em doentes com
OMA, referindo uma taxa de reversibilidade em 4/5 dos doentes apds o
tratamento. Em sintonia com estes trabalhos, ha varios casos clinicos
publicados em que se alude a hipoacusia neurossensorial em doentes com
OMA (Fearrington & Weider 1991; Margolis & Nelson 1993; Okonska
et al. 1995; Kanazawa et al. 2000).

Um dos aspectos que se salienta neste trabalho (Publicagdo 1) ¢ a
vertente prospectiva e controlada da avaliagdo audiométrica, com as
medi¢des efectuadas logo no momento do diagnéstico da OMA enos 15
e 30 dias subsequentes. Este facto permitiu verificar que os limiares
auditivos, tanto da via aérea como da via Ossea, estavam significativa-
mente degradados durante a OMA, de forma mais evidente entre 4-8 kHz,
e que este comprometimento dos limiares era geralmente temporario
apresentando uma tendéncia para a normalizacio nas fases da convales-
cenca (Temporary Thresholds Shifi). E interessante que estudos publica-
dos por outros autores tenham revelado que em adolescentes com
passado de OMA havia deterioragdo dos limiares auditivos para frequén-
cias altas alargadas (8-20 kHz), dos limiares dos reflexos acusticos por
impedancimetria de banda larga e dos niveis de resposta das otoemissdes
acusticas evocadas por um clique (Margolis et al. 1993, 2000; Hunter et
al. 1996; Ryding ef al. 2002). Estes estudos sugerem que a mecénica do
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ouvido médio nas criangas com passado de OMA esta afectada e a fungio
coclear provavelmente também. Note-se que, inclusivamente o proprio
grupo finlandés (Karma et al. 1989; Rahko ef al. 1989, 1995) que no
passado se havia revelado céptico sobre as sequelas auditivas da OMA,
veio rever a sua posi¢do numa publicagdo mais recente (Laitila et al.
1997) afirmando que a OMA recorrente pode realmente resultar num
prejuizo da audigdo nas altas frequéncias, relacionado com o nimero de
episodios precedentes.

Resumidamente, os dados que se apresentam na Publicagdo I sio
sugestivos do agravamento audiométrico da via ossea, situagdo a ser
encarada como uma ocorréncia comum no decurso da OMA, em especial
na gama das frequéncias altas. Aparentemente, na maioria dos casos, este
fenomeno desenrola-se de forma transitoria. Contudo, algumas questdes
permanecem em aberto: Serd que estas flutuagdes da audi¢do, muitas
vezes discretas, se associam a uma fragilizagdo das células ciliadas
cocleares e as tormam mais susceptiveis a degenerescéncia espontinca
prematura anos mais tarde? Ou, serd que potencia o risco de surdez apos
a exposi¢io ao ruido ou aos ototoxicos?

A juntar a estas consideragdes, sera igualmente pertinente salientar
que de acordo com a sua localizagéo anatomica, as células ciliadas do
orgio de Corti situadas na rampa basal da coclea sdo as mais expostas as
agressdes provenientes do ouvido médio (Publicagdo I), o que, conse-
quentemente, se traduzira num componente audiométrico de hipoacusia
neurossensorial com predominio nas altas frequéncias (Publicagdo 1) ou
aindamais especificamente na audiometria para frequéncias altas alargadas
(Margolis ef al. 1993, 2000; Laitila ef al. 1997; Ryding et al. 2002).
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IT. A MIRINGOTOMIA NA OMA

Uma discussdo sobre a miringotomia na OMA pode parecer, pelo
menos a primeira vista, o reavivar de um topico antigo, ja que muito se
escreveu sobre este assunto hd algumas décadas e bastante pouco em anos
recentes. Embora os antibidticos tenham reduzido as indicagdes para a
sua utilizagdo rotineira, a miringotomia ainda é uma intervengio frequen-
te em idade pediatrica e para a qual existem indicagdes formais. O
consenso sobre o seu interesse ou ndo na OMA néo-complicadaaindando
foi obtido e, considerando a presente emergéncia de bactérias com
multiplas resisténcias aos antimicrobianos, ¢ de prever um ressurgimento
da sua utilizagdo mais frequente no futuro. A titulo de exemplo, ainda
muito recentemente Pichichero (2000) assumiu que para se avaliar
correctamente a eficacia antibiotica na OMA - um problema tao actual —
orecurso amiringotomias seriadas ¢ indispensavel; defende so assim ser
possivel avaliara erradicacdo do agente infeccioso, realizando o denomi-
nado teste de sensibilidade in vivo, e deste modo aferir qual a actividade
real do antimicrobiano em questio.

Por outro lado, a execugdo da miringotomia na OMA ¢ indiscutivel
sempre que se enfrenta o risco potencial ou declarado de uma complica-

¢do, no qual se incluem as situagdes de labirintite.

1.0 RATO COMO MODELO DA MIRINGOTOMIA NA
OMA

O estudo histopatolégico da dinamica da cicatrizagdo timpanica pos-
miringotomia, por razdes de indole ética, nio € possivel ser efectuado no
Homem. Ao longo dos anos, aindugdo experimental da OMA para estudo
histopatologico tem sido desenvolvida preferencialmente através da
mnoculacdo do ouvido médio com diversos tipos de bactérias viaveis em
diversas espécies animais como o Chinchila (Friedman 1955; Giebink et
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al. 1976; Chung et al. 1994; Ehrlich et al. 2002), o Gerbil da Mongolia
(Fulghum et al. 1982), o Gato (Hueb et al. 1996), e o Rato (Hermansson
et al. 1988, 1990, 1996; Grote et al. 1989; Magnusson ef al. 1994, 1996,
1997; Zeevi et al. 1996; Forseni 2000; Hellstrom et al. 2000; Cayé-
Thomasen et al. 2001, 2002; Westman & Melhus 2002).

Outros métodos utilizados para induzir inflamagdo aguda no ouvido
médio incluem a inoculagdo de bactérias ndo-viaveis (Lowell ez al. 1980;
Ripley-Petzoldt ef al. 1988a; Sato 1997, 1999), de virus (Giebink et al.
1980; Lim et al. 1988; Ripley-Petzoldt et al. 1988b; Chung et al. 1993;
Suzuki & Bakaletz 1994), ¢ de mediadores inflamatérios, antigénios
bacterianos, exotoxinas ou endotoxinas (Nonomura et /. 1987, DeMaria
et al. 1984; Ripley-Petzoldt ef al. 1988b; Krekorian ef al. 1990; Rhee et
al. 1993; Leake ef al. 1994; Fujioka et al. 1994). Outros investigadores
desenvolveram modelos alternativos de otite média através de métodos
como a inoculagdo da nasofaringe com bactérias e colonizagao secunda-
ria viatrompa de auditiva (van der Ven et al. 1999; Eriksson & Hellstrom
2003), amediagio imunologica(Tachibana et al. 1985; Jung et al. 1988b;
Jewett et al. 1999;), através da obstrucdo da trompa auditiva (Goycoolea
et al. 1979, Stenfors et al. 1981; Tos et al. 1984; Jin et al. 1991; Hueb et
al. 1996; Piltcher et al. 2002), ou ainda pela sec¢do do palato (Paparella
et al. 1970b; Widemar et al. 1986; Jecker et al. 1996).

De todos estes modelos experimentais, sem divida um dos mais
consistentemente testados e a que mais vezes se recorre actualmente em
estudos clinicos ¢ histopatologicos da OMA, tem sido o Rato da estirpe
Sprague-Dawley no qual se procede a inoculagio intrabular de bactérias
viaveis através de uma abordagem transcervical (Hellstrom ez al. 1988b,
2000; Hermansson et al. 1988, 1990, 1996; Johansson ef al. 1993;
Magnusson et al. 1994, 1996, 1997; Melhus et al. 1994; Mattsson et al,
1998; Westman et al. 1999, Forseni 2000; Caye-Thomasen et al. 2001,
2002). Justamente por se tratar de um modelo com uma alta eficacia e
reprodutibilidade, rotinizado nos laboratérios onde se levaram a cabo os
experimentos aqui relatados, a ele se recorreu.
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Para mais, as ja mencionadas semelhangas morfologicas entre a MT
do Rato e do Homem, favorecem a sua utilizacdo experimental e dai
serem mais consistentes as extrapolagdes que se efectuam bem como
possiveis aplicagdes com eventual interesse clinico. Por esta mesma
razao, varios autores tém utilizado a MT do Rato como um modelo de
estudo da cicatrizagdo apds miringotomia, tanto espontaneamente
(Stenfors et al. 1981; Soderberg et al 1984, 1985; Mattsson et al. 1998;
Magnuson et al. 1996), como apos a aplicacao topica de substincias que
vao desde a heparina exodgena (Hellstrom & Spandow 1994),
corticosteroides (Spandow et al. 1990), acido hialurénico (Laurent et al.
1988), diversos factores de crescimento (Mondain ef al. 1991; Amoils ef
al. 1992; Fina et al. 1993), até a utilizagdo de células estaminais
embrionarias (von Unge et al. 2003).

2. A MIRINGOTOMIA COMO ABORDAGEM PARA O
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DA OMA

Uma dissertagdo em que se pretende investigar algumas vertentes da
miringotomiana OMA, ficaria mcompleta sem uma discusséo, ainda que
sumaria, sobre um dos componentes em que a miringotomia é geralmente
aceite como tendo grande utilidade: a analise microbioldgica dos agentes
infectantes durante a OMA.

Como abordado anteriormente, em consequéncia da permanente
mutagdo das resisténcias bacterianas tem-se imposto cada vez mais a
necessidade de um conhecimento actualizado das prevaléncias dos
agentes infecciosos na OMA, parimetro que deve ser regularmente
aferido em diferentes areas geograficas. Tal ndo tem acontecido em
Portugal, pelo menos com a consisténcia desejavel.

Actualmente, na maioria dos paises, a terapéutica antibiotica mantém-
se na primeira linha do tratamento de um episodio de OMA ndo compli-
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cada. A selecgdo do antimicrobiano ¢ feita, a maior parte das vezes, de
modo empirico devido a dificuldade em se obterem culturas. Além disso,
embora a maioria dos investigadores que se dedicam a este assunto
indiquem o S. pneumoniae, o H. influenzae e a M. catarrhalis como os
agentes patogénicos mais frequentes da OMA, aprevaléncia das resistén-
cias ndo ¢ na generalidade bem conhecida (Berman 1995). Esta situa¢io
parece ser inteiramente aplicavel ao panorama portugués. Ora, estando
provado que a erradicagdo dos agentes patogénicos do ouvido médio e o
resultado clinico apds o tratamento sdo piores na presenga de agentes
pouco susceptiveis aos antimicrobianos (Gehanno et al. 1995; Dagan et
al. 1996), ¢ urgente um aprofundamento dos conhecimentos nesta maté-
ria. Perante este cenario, desenvolveu-se um estudo (Publicagdo I1I) que
pretendeu analisar a prevaléncia bacteriana na OMA pediatrica na regido
do Porto. Isolaram-se patogéneos em 68% das culturas efectuadas. Por
ordem decrescente detectaram-se: 32% S. pneumoniae, 16.1% H.
influenzae, 16.1% S. aureus, 12.9% S. pyogenes e 6.5% M. catarrhalis.
Dez culturas revelaram-se negativas. Comparativamente ao exame cul-
tural, a analise PCR garantiu um elevado grau de especificidade permi-
tindo ao mesmo tempo aumentar a sensibilidade do diagnostico
microbioldgico, com taxas de identificagdo bacteriana superiores para
todas as estirpes bacterianas testadas. Estes achados suportam um estudo
prévio que revelou um indice de sensibilidade de 155% do PCR relativa-
mente as culturas, para detec¢@o de S. pneumoniae em aspirados de OMA
(Virolainen et al. 1994).

Os problemas que se verificam com a emergéncia de bactérias com
baixa susceptibilidade aos antimicrobianos na OMA iniciaram-se na
décadade 1970 comos H. influenzae e M. catarrhalis produtores de beta-
-lactamases e prolongaram-se na década de 1980 com o recrudescimento
de estirpes de S. pneumoniae multi-resistentes. A partir de 1990, o
aumento sustentado das resisténcias nas estirpes bacterianas infectantes
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das vias a¢reas passou a constituir um problema clinico comumna pratica
diaria em todo o mundo. Actualmente, nos E.U.A., cerca de 25% dos §.
pneumoniae sdo resistentes a penicilina e respectivamente 25% dos H.
influenzae e 90% das M. catarrhalis produzem beta-lactamases (Klein
2002), o que se reflecte claramente na abordagem terapéutica da OMA.
Como prova da relevancia clinica deste tema na actualidade, varios
grupos de vigilancia multinacionais tém sido criados nos ultimos anos
com a finalidade de monitorizar a taxas de resisténcias bacterianas
(Jacobs ef al. 1998; Sahm et al. 2000; Felmingham et al. 2000).

Jacobs e colegas (1998), num estudo multicéntrico sobre a microbio-
logia da OMA pediatrica em 917 espécimes colhidos (80% por timpa-
nocentese, 15% por colheita de otorreia pos-perfuragdo da MT e 2%
provenientes de otorreia pos-tubo ventilagdo) nos E.U.A, e na Europa
Central ¢ Europa Oriental, obtiveram 62% de culturas positivas. No total,
as percentagens de agentes isolados foram 30% S. preumoniae (30% e
10% resistentes respectivamente a penicilina e amoxicilina/acido
clavulanico), 17% H. influenzae (30% beta-lactamase positivos), 7%
S. pyogenes, 4% M. catarrhalis (100% beta-lactamase positivos) € em
3% culturas mistas destas bactérias. As diferengas na distribuigao geo-
grafica dos diferentes microrganismos e suas susceptibilidades aos
antimicrobianos eram significativas. Do mesmo modo, a probabilidade
de isolamento de um agente resistente diminuiu com o aumento da idade
da crianga. Ainda neste estudo, verificou-se que nas regides da Europa
Central ¢ Europa Oriental as resisténcias do S. pneumoniae no ouvido
médio coincidiram com as encontradas em culturas provenientes da
nasofaringe.

Por seu lado, Felmingham e co-autores (2002), num outro estudo
multicéntrico sobre a susceptibilidade global do S. preumoniae em 25
paises, verificaram uma resisténcia global a penicilina de 22.1%, com os
indices mais baixo na Holanda (0%) ¢ os mais altos na Coreia do Sul
(71.5%), Franca (46.2%) e Espanha (42.1%). A resisténcia a eritromicina
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ocorreu em 31.1%, com as taxas mais baixas na Suécia (4.7%) e as mais
elevadas na Coreia do Sul (87.6%), Franga (57.6%), Hungria (55.6%) ¢
[talia (42.9%). Com base nestes resultados, € possivel concluir-se que
presentemente decorre uma verdadeira pandemia de S. preumoniae
resistentes aos antibioticos, localizando-se os focos principais nas regi-
Oes asiaticas de Hong-Kong e Coreia, nos paises da Europa Ocidental e
do Sul, e também nos E.U.A e México.

Alias, numa extensa investigag¢do prévia deste mesmo autor e seus
colaboradores sobre infectantes respiratorios, no Ambito do denominado
Alexander Project (Felmingham et al. 2000), os dados apontam para uma
resisténcia do S. pneumoniae 4 penicilina superior a 50% em Franga e
Espanha, e superior a 20% em Portugal (20.3%), Irlanda, Eslovaquia e
Hungria. Uma das conclusdes deste estudo foi que Portugal parece
constituiractualmente um centroreconhecido de S. pneumoniae penicilino-
resistentes na Europa Ocidental, embora ainda com proporgdes bastante
inferiores as da vizinha Espanha. Ainda nesse trabalho, reportado a
amostras colhidas no ano de 1997, a emergéncia de S. pneumoniae
resistentes a eritromicina ja era considerado um problema sério em varias
localidades — Toulouse, Barcelona, Luvaina, Génova e Hong-Kong — ¢
revelava-se inferior a 10% em Portugal. Comparativamente a estes
estudos, a presente investigagiio (Publicacdo I1I) revelou que nos isola-
dos da OMA, ataxade S. pneumoniae resistentes aos macrolidos cresceu
substancialmente em Portugal e encontra-se actualmente num nivel
proximo dos 30%, enquanto que as resisténcias a penicilina rondam os
20%. B de salientar, ainda, que comparativamente ao estudo de
Felmingham e colaboradores (2000), os resultados obtidos na presente
dissertagdo (Publicagdo I1T) também tenham revelado um aumento nas
taxas de produgdo de beta-lactamases nas culturas de H. influenzae de
respectivamente 12.6% para cerca de 40%, enquanto os valores globais
para a M. catarrhalis produtoras de beta-lactamases coincidiram acima
dos 90%. Noutros estudos efectuados em Portugal sobre a bacteriologia
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danasofaringe em criangas (De Lencastre ef al. 1999) e de infectantes das
vias respiratorias inferiores (Melo-Cristino ef al. 2001), as taxas de
S. pneumoniae resistentes a penicilina variaram entre 24-24.7%, e as
proporg¢des de H. influenzae e M.catarrhalis produtoras de beta-lactamases
variaram respectivamente entre 8.1-20% e 81.6-96%. Sabe-se hoje que
a presenca de resisténcias a penicilina por parte do S. pneumoniae, para
além de originar um desafio terapéutico, constitui um indicativo de
resisténcia a outros antimicrobianos, nomeadamente outras penicilinas,
macrolidos, tetraciclina e ao cotrimoxazol (Sahm et al. 2000; Doem et al.
2001). Segundo Baquero (1999), as taxas de S. pneumoniae resistentes
aos macrolidos em alguns paises como a Italia e a Bélgica, que ultrapas-
sam os indices de resisténcia a penicilina, aparentam uma relagao directa
com a prescri¢do abundante desta classe de antimicrobianos.

No passado, a M. catarrhalis era considerada como uma bactéria
comensal da nasofaringe, com pouco potencial para causar otite média
(Coffey et al. 1967; Long et al. 1983). Mais recentemente, a sua
importincia tem vindo a crescer em algumas regides do globo, onde as
taxas de isolamento de M. catarrhalis na OMA tém sido descritas com
variagdes entre 0s 22-27%, catapultando esta bactéria para o terceiro
lugar dos infectantes do ouvido médio (Kovatch e al. 1983; Bluestone et
al. 1992; Kilpi et al. 2001). Porém, contrariamente aos dados apresenta-
dos por esses investigadores, a prevaléncia de culturas positivas para
M. catarrhalis nos aspirados do ouvido médio no presente estudo foi
reduzida, tal como demonstram respectivamente as taxas de 6.5% de
culturas positivas ou de 10.7% se for considerada a analise PCR (Publi-
cagdo III). Note-se que, no seu artigo sobre a prevaléncia bacteriana na
OMA refractaria em Lisboa, Monteiro ¢ colegas (1999) obtiveram uma
taxa ainda mais baixa, com apenas 2.1% de culturas positivas para
M. catarrhalis.
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Refira-se ainda que, o isolamento do S. pyogenes na OMA tem sido
regularmente referido como muito baixo nos tltimos dez anos (Gehanno
etal. 1997), a0 invés do que sucedia na era pré-antibidtica, época em que
a sua prevaléncia e a associagdo a complicagdes supuradas da OMA era
muito elevada (Bjuggren & Tuneval 1967). Ao contréario desta tendéncia
dos ultimos anos, na presente investigagdo (Publicacdo IIT) surpreendeu
a taxa de isolamento de 12.9%, bastante superior ao recentemente
descrito para esta bactéria. Assinale-se que, no Porto, numa série de
criangas com mastoidite aguda pos OMA o S. pyogenes foi 0 agente mais
frequentemente isolado juntamente com o S. pneumoniae (Spratley et al.
2000). Estes dados microbioldgicos integram-se nos resultados de um
outro estudo apresentado recentemente sobre a prevaléncia bacteriana na
OMA pediatrica em Italia (Marchisio ef al. 2003), onde as taxas de
S. pyogenes foram igualmente elevadas (18.9% com 32% de resisténcias
aos macrolidos) e as de M. catarrhalis foram ainda mais baixas (1.7%),
que as registadas no Porto (Publicagdo IIT). Registe-se paralelamente que
também na vizinha Espanha, a incidéncia de culturas positivas para
M. catarrhalis na OMA também tem sido muito baixa (del Castillo et al.
1994). Estas investigagdes mostram haver um elevado grau de semelhan-
¢a entre a bacteriologia da OMA em Portugal e nestes dois paises da
Europa meridional, em contraste com a Europa do Norte e E.U.A.

Finalmente, uma nota breve sobre a actual questdo relacionada com
formagdo de biofilme no ouvido médio. Contrariamente a um conceito
passado, que considerava a otite média com efusio como um fenémeno
estéril, estudos com tecnologia de diagnéstico molecular por PCR vieram
sugerir o contrario (Post et al.1995; Aul et al. 1998). Segundo estes
investigadores ¢ possivel a presenga de bactérias viaveis em comunida-
des complexas na superficie da mucosa do ouvido médio, denominadas
por biofilme. Mais recentemente, a investigagio da mucosa do ouvido de
espécimes animais com otite média, através de microscopia electronica
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de varredura e Laser confocal (Ehrlich et al. 2002), favoreceu essa mesma
teoria o que certamente desempenhara um papel importante no entendi-
mento futuro da patogénese da otite média com efusdo e no seu relacio-
namento com a OMA.

3. MIRINGOTOMIA NA OTITE MEDIA AGUDA NAO-
-COMPLICADA?

A miringotomia ¢ um dos actos cirtrgicos mais frequentemente
realizados na crianga. Na actualidade, a maioria das suas indicagOes
associam-se ao tratamento da otite média com efusdo, complementada ou
nido com a inser¢do de tubos de ventilagdo transtimpanicos e
adenoidectomia.

A evidéncia fornecida por diversos estudos clinicos, relativamente a
eficacia da miringotomia na OMA, tem sido diversa ao longo dos anos.
Assim, Roddey e colegas (1966) compararam as otoscopias e audiometrias
ao0s 2, 10, 30 e 60 dias entre dois grupos de criangas com OMA tratadas
com antibioticos ou antibioticos associados a miringotomia. O uso da
miringotomia apenas se verificou ser significativamente eficaz no alivio
mais precoce da otalgia, embora tenham notado uma tendéncia para um
nimero menor de pacientes com efuso residual do ouvido médio no
grupo miringotomizado. Herberts e o seu grupo (1971), aos dez dias de
tratamento, nio detectaram diferengas na persisténcia de efusdo no
ouvido médio pos-OMA, entre grupos tratados com antibioticos isolada-
mente ou em associagdo a miringotomia. Por seu turno, Lorentzen &
Haugsten (1977) obtiveram um sucesso terapéutico idéntico, com 88%
de curas, tanto com miringotomia isoladamente, como com miringotomia
associada A penicilina V ou com o antibidtico simplesmente. Num
trabalho ndo “randomizado” de Puhakka e associados (1979), aos trinta
dias de tratamento, 90% das criangas do grupo tratado com antibidticos
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¢ miringotomia com aspiragdo estavam curadas contra 71% das tratadas
unicamente com antibidtico, concluindo-se que a miringotomia acelera
a recuperagdo da OMA. Qvarnberg & Palva (1980) defenderam uma
opinido idéntica apés o estudo prospectivo de 248 criangas, no qual
verificaram que no grupo tratado com antibidtico e miringotomia a cura
era a regra, enquanto em 10% das criangas tratadas com antibidtico
1solado adoenga assumia umaevolugio prolongada. Por suavez, Schwartz
¢ colaboradores (1984), numa série nio “randomizada” de 776 criangas
nao detectaram vantagens na associa¢do da miringotomia ao tratamento
antibiotico, relativamente ao alivio da otalgia ou a persisténcia de efusio
noouvidomédio apéds dez dias de tratamento. Note-se, contudo, que neste
estudo os autores utilizaram diversos tipos de antibioticos e o fluido do
ouvido médio ndo foi aspirado. Mais recentemente, num estudo
“randomizado” duplamente cego de Engelhard e co-investigadores (1989),
as criangas estudadas foram divididos em trés grupos com as seguintes
opgOes terap€uticas: amoxicilina/acido clavulanico isoladamente,
amoxicilina/acido clavulanico mais miringotomia e miringotomia mais
placebo. A recuperagdo otoscopica da OMA registou-se em 60% dos
doentes com antibiotico, com ou sem miringotomia, enquanto apenas
23% das criangas com miringotomia e placebo recuperaram. Por isso,
estes investigadores concluiram que a associagdo da miringotomia a
antibioterapia com amoxicilina/acido clavulinico, aparentemente nio
traz beneficios quanto a persisténcia de infec¢do apos o tratamento ou a
presenca de efusdo residual do ouvido médio. Finalmente, Kaleida e
colaboradores (1991) dividiram aleatoriamente uma série de criangas
com OMA para tratamento com amoxicilina isoladamente, amoxicilina
mais miringotomia e miringotomia mais placebo. A avaliagio incluiu
otoscopia, timpanometria e reflexos acusticos. O grupo tratado com
miringotomia e placebo foi o que registou mais faléncias terapéuticas,
enquanto a taxa de sucesso foi semelhante nos outros dois grupos. Os
autores demonstraram a eficicia da amoxicilina no tratamento da OMA
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e, paralelamente, desaconselharam o uso rotineiro da miringotomia no
tratamento da OMA.

Comparativamente a estes estudos, os resultados da mvestigagao
clinica incluidos na Publicagdo 11l desta dissertagdo, indicam que a inica
vantagem oferecida pela miringotomia consiste num alivio mais rapido
da otalgia, o que foi inferido a partir dos registos de um menor consumo
de analgésicos e duma diminui¢do do quadro de irritabilidade da crianga.
Conclui-se, nesse mesmo estudo, que comparativamente a terapéutica
isolada com amoxicilina/acido clavulanico, aassociagdo damiringotomia
ao antibiotico ndo acelera a cura da OMA, nem previne a acumulagdo de
efusdo no ouvido apos a infecgao.

Ora, quando analisados conjuntamente, os resultados mencionados na
Publicacdo IV realcam a nivel experimental as consideragdes atras
aduzidas e permitem ir ainda mais longe, ja que, ao nivel da estrutura da
MT, a realizagdo de miringotomia no decurso da OMA contribuiu para
atrasar aresolugdo dos fendmenos inflamatorios no periodo de convales-
cenga precoce da infecgao, o que contrastou com a forma expedita como
se processou a recuperagdo espontanea nas MTs controlos com OMA e
sem miringotomia. Alids, é interessante mencionar o facto destes resul-
tados serem complementares de um estudo de Magnuson e colaboradores
(1996), em que os efeitos da miringotomia na OMA foram analisados a
longo prazo. Esses investigadores observaram histopatologicamente
que, seis e doze meses apos a incisdo timpanica, as MTs submetidas a
miringotomia durante a infec¢@o se mantinham mais espessadas e com
uma desorganizagio da estrutura da camada conjuntiva, em comparacao
com as MTs ndo miringotomizadas. Por tudo quanto se disse, ndo restam
davidas que a combinagao de infec¢do e miringotomia causa alteragoes
duradouras na estrutura da MT. Note-se que estas alteragdes estruturais
da MT sdo visualizaveis logo nas primeiras fases, horas ou escassos dias,
da recuperacgdo pds-miringotomia como se vislumbra interpretando os
dados incluidos nesta dissertagao (Publicagées IV e V). Transpostos para
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a pratica clinica diaria, o conjunto de dados referidos credibiliza o ponto
de vista dos que defendem dever ser a utilizagdo da miringotomia na
OMA um acto de excepgdo, evitando-se o0 seu uso sistematico em situa-
¢oes de OMA ndo-complicada. Todavia, tal ndo significa que o recurso
amiringotomiana OMA deva ser sempre evitado. Pelo contrario, a mirin-
gotomia estd formalmente indicada na presenca de complicagoes supu-
radas, em casos refractarios ao tratamento médico, para analise microbio-
logica do agente infectante, e eventualmente em doentes com otalgia
intensa (Bluestone & Klein 1996).

De realgar ainda o facto de se ter demonstrado neste trabalho (Publi-
cagao IV) que o Rato possui uma elevada capacidade de resolugao
espontanea da OMA, o que esta em sintonia com os dados existentes na
literatura. Segundo Hermansson e co-autores (1990), a fase aguda da
OMA no Rato comega a declinar ao quarto dia apds a inoculagdo
bacteriana. Num outro estudo de OMA experimental por S. aureus, Grote
e colaboradores (1989) registaram um declinio da inflamagéo ao nivel da
MT logo ao terceiro dia apos o inicio da infec¢do. Note-se, contudo, que
a cura espontanea da OMA parece ser também elevada no Homem,
podendo atingir 18% e 48% respectivamente nas infec¢des por
S. pneumoniae € H. influenzae (Howie & Ploussard 1972). Segundo uma
meta-analise efectuada por Rosenfeld e colaboradores (1994), relativa a
eficacia dos antibidticos no tratamento da OMA, a taxa de resolugio
clinica completa do episodio infeccioso sem recurso aos antibidticos foi
de 73%, aos 7 a 14 dias. Este tipo de evidéncia, complementado com
dados de investigagdo clinica, tem favorecido uma corrente terapéutica
que advoga uma atitude de vigilancia atenta, apenas com tratamento
sintomatico da OMA, e recurso a antibioterapia apenas se a infecgdo nio
regredir espontaneamente nos dias subsequentes (van Buchem 1987; Del
Mar et al. 1997; Molstad et al. 2000; Damoiseaux et al. 2000; Hoberman
et al. 2002). Note-se, contudo, que este tipo de abordagem terapéutica
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tem sido essencialmente defendido em paises com um baixo indice de
resisténcias bacterianas ¢ com sistemas de saude que permitem uma
avaliagdo clinica sequencial das criangas, sem encargos financeiros
adicionais para o agregado familiar do doente.

4. FENOMENOS PRECOCES DA CICATRIZACAO DA
MEMBRANA TIMPANICA

A agressdo provocaumareacgdo dos tecidos envolvidos, despoletando
uma cascata de fenémenos celulares e bioquimicos que conduzem a
cicatrizagdo da ferida. Este fendmeno regenerativo envolve proliferacao
¢ movimentagdo das células dos tecidos em questdo, sendo a lesdo inicial
o estimulo que desencadeia a transformagao do comportamento celular.
A sequéncia desta resposta complexa, detalhadamente relatada por Witte
& Barbul (1997), pode ser dividida basicamente em trés fases, que se vao
sobrepondo consecutivamente: hemostase ¢ inflamagao, proliferagao, e
maturagdo ou remodelacao.

A capacidade de cicatrizagao da MT é reconhecida desde longa data,
como atestado numa publicagdo de Roosa (1873) em que se afirma que
o potencial regenerador da M T ¢ superior a qualquer outra membrana do
corpo humano. Desde entdo foram numerosos os estudos e muitas as
questdes desvendadas neste dominio (Kristensen 1992). Nao obstante a
cicatrizagdo das perfuragdes timpénicas ser convencional no que respeita
aos fenomenos hemostaticos e a cadeia de fenomenos inflamatorios, as
suas fases de proliferagdo e migracdo sdo distintas das de outros tecidos,
como resultado do modo complexo como a MT se encontra suspensa no
ar. Assim, enquanto na pele e na maioria das outras estruturas se
desenvolve uma cama de tecido de granulagdo que serve de plataforma
a proliferagdo do epitélio adjacente, os fenomenos de reparagdo das
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lesdes da MT tém que se desenrolar na auséncia de um suporte, como se
da construgdo de uma ponte se tratasse (Stenfors 1980).

Em estudos precedentes sobre os aspectos citologicos da cicatrizagido
da MT em modelos animais ndo infectados, foram defendidas opinides
divergentes. Os trabalhos pioneiros em cobaios (Taylor & McMinn 1965,
1967; McMinn & Taylor 1966) sugeriam um encerramento inicial das
perfuragoes da pars tensa, tal como acontece na pele e na maioria dos
outros tecidos, com um ponto de partida na camada conjuntiva através da
formacao de tecido de granulagdo e s6 posterior cobertura epitelial por
migra¢ao do epitélio queratinizante. Mais tarde, outros autores discorda-
ram destas observacoes, defendendo que areparagio cicatricial da MT se
inicia pela formagdo de uma ponte de epitélio queratinizante sobre o
defeito, inicialmente sem qualquer suporte, ¢ s6 secundariamente apoi-
ado por tecido de granulacdo (McIntire & Benitez 1970; Reijnen &
Kuijpers 1971; Stenfors et al. 1980, 1981; Séderberg et al. 1984, 1985).
Aposumestudo experimental de microperfuragdes timpanicas em cobaios,
Clawson & Litton (1971) afirmaram que o traumatismo estimulava os
centros de geragdo epitclial a produzir queratinocitos, que avancariam
centripetamente em toda a circunferéncia da perfuracdo, até ao seu
encerramento. Deste modo, ao contrario dapele onde se dduma estimulagio
maxima no centro dalesdo, naMT aestimulagio teria um ponto de partida
mais periférico, ja que as c¢lulas da camada proliferativa basal eventual-
mente estardo ausentes nos bordos da perfuragao (Mclntire & Benitez
1970; Reeve 1977; Boedts 1978; Olsen & Stenfors 1993). Segundo
Johnson & Hawke (1987), o primeiro contacto entre os bordos opostos da
perfuracao ¢ um fendmeno passivo, efectuado através dos espordes de
queratina. Para O’Donoghue (1983), segundo uma investigagdo efectu-
ada em MTs tratadas com tubos de ventilagdo, a capacidade proliferativa
estariadispersa por variasregidoes daMT, em lugar de se encontrar restrita
a um centro germinativo epitelial localizado. Noutros estudos em que se
procedeu a imunolocalizacio in situ de F-actina, uma proteina contractil
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do cito-esqueleto, importante na cinética celular, foi revelado que o
estrato basal da camada epitelial externa da MT é rico nesta proteina, o
que faz pressupor que este estrato também desempenhara um papel na
migracdo epitelial (Boden er al. 1986; Weinberger et al. 1988). No que
diz respeito ao papel desempenhado pela mucosa na dindmica da cicatri-
zacdo timpanica, as opinides divergem. Para Weinberger e colegas
(1988) a camada medial mucosa da MT seria das primeiras estruturas a
encerrar a perfuragdo, enquanto que Smallman e co-autores (1989)
demonstraram que a mucosa desempenharia um papel muito pouco
significativo neste contexto.

Na presente investigagdo (Publicagdo V) constatou-se que nas MTs
com OMA e também, de forma nitidamente mais lenta, nas MTs ndo-
infectadas, os bordos da incis@o de miringotomia apresentaram sinais de
estimulagdo em toda a sua circunferéncia e contribuiram para um encer-
ramento centripeto relativamente ao cerne da perfuragio, tal como
descrito por Clawson & Litton (1971). Contudo, os nossos resultados
permitem ir mais longe e afirmar a existéncia, antes das 24 horas pos-
miringotomia, dum predominio da proliferagio do bordo da perfuragéo
adjacente ao cabo do martelo. Esta proliferagio assimétrica dos bordos da
incisdo traduz-se num vector mais potente de regeneragdo de tipo
centrifugo (i.e. do cabo do martelo para o annulus), neste caso relativa-
mente ao centro da propria MT. Alias, este tipo de predominio centrifugo
observado na cicatrizagdo da incisdo de miringotomia no Rato, enquadra-
se no padrao da cicatrizagdo observado em perfura¢bes timpanicas
humanas traumaticas (Christiansen 1984; Makino ef al. 1990). Na linha
dos trabalhos em cobaios efectuados por Clawson & Litton (1985, 1987),
¢ ainda possivel pressupor a partir da presente dissertagdo que o vector
predominante de encerramento da perfuragdo, com predominio da cica-
trizagdo da regido do cabo do martelo em direcglo ao annulus, siga as
linhas de migrag¢do epitelial normal da MT do Rato demonstradas por
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Kakoi e co-investigadores (1996). Alias, Reeve (1977) ja havia sugerido
que, na auséncia de complicagdes secundarias, a falha de reordenagao dos
fragmentos timpénicos constitul a Uinica razao responsavel por uma
cicatrizacdo deficiente e consequentemente pelo desenvolvimento de
perfuragdes cronicas em cobaios.

Nesta dissertacio (Publica¢do V), ao compararem-se as fases preco-
ces dacicatrizagdo de incisOes de miringotomia em MTs infectadas e ndo-
infectadas, comprova-se que o avango do epitélio queratinizante e do
respectivo espordo de queratina se processa, de facto, como se de uma
testa de ponte se tratasse. Todavia, ficou igualmente claro que, para que
este fenomeno decorra de forma harmoniosa, o epitélio precisa de ser
sustentado em simultineo pela proliferacdo do tecido conjuntivo
subjacente, e ndo apenas secundariamente como VAarios autores tem
defendido (McIntire & Benitez 1970; Reijnen & Kuijpers 1971; Stenfors
etal. 1980; Smallman et al. 1989). Alias, parece perfeitamente l6gico que
assim acontega, pois os fenomenos de angiogénese — necessarios a todo
o tipo de cicatrizagdo — ocorrem apenas no interior da lamina propria
(Hellstrom et al. 2003). Nao menos interessante foi ter-se verificado
neste trabalho (Publicagdo V) que as perfuragdes das MT dos ouvidos
com OMA tenham encerrado muito mais precoce e exuberantemente do
que nas MTs ndo infectadas. Tal parece estar intimamente associado as
altera¢Ges varias que a infec¢@o provoca na MT, com hipertrofia ao nivel
da camada queratinizante e também da lamina propria conjuntiva. Com
efeito, ¢ possivel que a inflamagdo resultante da OMA, através da
presenca de um intenso infiltrado celular associado a libertagao de
diversos mediadores e de factores de crescimento, contribua para o encer-
ramento mais acelerado das incisdes de miringotomia. De modo seme-
lhante, verificou-se que em feridas cutineas onde se efectuou a aplicagéo
topica de bactérias ndo-viaveis, da sua parede citoplasmatica ou simples-
mente de peptidoglicanos da propria parede celular ocorria facilitagdo do
processo da cicatrizagio (Levenson et al.1996; Imegwu et al. 1997).
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Pode-se assim afirmar que o presente estudo (Publicacao V) contraria
uma corrente que atribui a presen¢a de infeccdo a causa frequente de
faléncia do encerramento de perfuragdes timpénicas agudas (Henry
1945; Griffin 1979; Gladstone et a/.1995). Alias, em sintonia com 0s
resultados da presente dissertacdo, € interessante que outros autores ja
houvessem mencionado ser a OMA, em determinadas circunstancias,
estimuladora da cicatrizagdo secundaria de perfuragdes timpanicas cro-
nicas (Stinson 1936; Derlacki 1953; Dragovich 1962). Os resultados
agora apresentados (Publicagoes Ve VI), sao de molde a poder inferir-se
que a miringotomia no decurso da OMA se associa a um risco extrema-
mentereduzido de degenerar numa perfuragio cronica. Em contrapartida,
a rapidez com que o encerramento da incisdo se processa implicara
necessariamente um periodo muito curto de arejamento do ouvido médio,
0 que em parte podera explicar a auséncia de diferengas entre a evolucio
da OMA nos ouvidos miringotomizados e os ouvidos ndo-miringo-
tomizados (Publicagdes 11l e IV).

Valera a pena notar que Gillman e colegas (1963), referindo-se a
cicatrizagdo cutinea, haviam sugerido ha ja varios anos a possivel
influéncia que as células da camada epidérmica podem exercer no
comportamento celular do tecido conjuntivo e vice-versa. Os conheci-
mentos actuais sobre factores de crescimento e os elementos de regulagio
da expressao de diversos genes durante a cicatrizagdo (Sayo ef al. 2002;
Wearing & Sherratt 2000; Werner ef al. 1992) tém vindo a sustentar esta
hipotese. Segundo McMinn & Taylor (1966), ao contrario da epiderme,
na cicatrizagdo da MT o epitélio que recobre o tecido de granulagio, nio
mostraria tendéncia para o invadir e produzir indentagdes (refe pegs).
Estes achados estdo em sintonia com 0s que aqui se apresentam relativa-
mente a reaccao cicatricial nos bordos da incisdo de miringotomia nas
MTs controlo ndo infectadas (Publicacdo V), que assumiu uma forma
tardia, pouco exuberante ¢ sem formagdo de refe pegs. Ja nas MTs
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infectadas a reacgdo foi extremamente vigorosa com uma grande prolife-
ra¢do dos queratinocitos e do tecido conjuntivo subjacente, visualizando-
se zonas de clara projeccdo do estrato basal da camada queratinizante
para o interior do tecido conjuntivo, com formagdo de rete pegs.

Nio menos importante em termos histopatologicos foram os dados
colhidos neste trabalho quanto a dinamica do encerramento das perfura-
¢Oes timpénicas no Rato, que, de facto, tém inicio escassas horas apos a
agressio (Publicagdo V), ao contrario dos quatro dias inicialmente
referidos por Clawson & Litton no seu estudo em cobaios (1971). E
também curioso que McMinn & Taylor (1966), num outro artigo sobre
a citologia da reparacgio de perfuragdes timpanicas experimentais, tam-
bém em cobaios, tivessem mencionado nao ter sido capazes de detectar
qualquer papel dos mastdcitos na cicatrizagdo timpanica. 15 possivel que
esta afirmacdo, ndo corroborada pelos achados da presente investigacio
(Publicagdo V) — em que observou uma desgranulagdo mastocitria
macica na pars flaccida das MTs nao infectadas logo as seis horas apos
miringotomia - resulte tdo-somente do facto dos seus autores ndo terem
dedicado qualquer atenc¢do a referida pars flaccida. Note-se que esta
regidao da MT temsido alvo, de ha alguns anos a esta parte, de um interesse
crescente como area activamente envolvida nos fendmenos inflamatori-
os do ouvido médio (Alm ef al. 1983b; Magnuson et al. 1994; Eriksson
& Hellstrom 2001b; Eriksson ef al. 2003). Para mais, num estudo recente
de Cayé-Thomasen & Tos (1996), encontraram-se mastécitos a infiltrar
o quadrante antero-superior da pars tensa na proximidade de possiveis
perfuragdes timpanicas cicatrizadas, em fases tardias de OMA experi-
mental. Com base nos presentes resultados experimentais, ¢ licito esta-
belecer homologias clinicas e eventualmente formular-se recomenda-
¢Oes relativamente a precaugdes na administragio de produtos ou medi-
camentos com potencial inibitorio da desgranulagdo mastocitaria, em
doentes com perfuragdes timpanicas traumaticas ou nas fases imediatas
pos-timpanoplastia (Cole ef al. 2001; Schoch 2003).
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ITI. MIRINGOSCLEROSE. OCORRENCIA APOS
MIRINGOTOMIA E SUA PREVENCAO

A patogenese da miringosclerose ainda ndo estd suficientemente
esclarecida. Vérias teorias tém sido propostas para explicar este fenomeno,
0 que atesta o relativo desconhecimento ainda existente. Para alguns
autores, trata-se simplesmente do resultado final da cura da inflamagao
(Sheehy & House 1962; Igarashi et al. 1970; Ferlito 1979). Nio se podem
negligenciar, porém, outras teorias quanto a causa da miringosclerose tais
como as que defendem seruma consequéncia da disfungao dos lisosssomas
e do metabolismo do calcio (Mann ef al. 1980, 1986, 1987), e causas
imunologicas (Morgan 1977; Schiff et al. 1980; Yazawa et al. 1985;
Bhaya et al. 1993). Na realidade, Schiff e colegas (1980) e Yazawa e co-
autores (1985) demonstraram ser possivel induzir experimentalmente a
formac¢ao de miringosclerose em cobaios, através dainjecgao endovenosa
de anticorpos anti-componentes do tecido conjuntivo da lamina propria
timpéanica.

Diversos autores tém, por outro lado, contraposto uma teoria mecéni-
ca. Neste ambito, Tos e colaboradores (1983) consideram que a miringos-
clerose resulta da limitagdo dos movimentos da MT que promove a
hiperplasia fibrosa, a hialinizagdo ¢ a calcificacdo timpénica. Curiosa-
mente, Gibb & Pang (1994) denominaram estes fendmenos por “teoria da
inércia”. Ja para Wielinga e colegas (1988), a retracgdo timpanica conse-
quente a exposi¢do prolongada a pressdes negativas, seria um factor
importante no desencadeamento e sustenta¢io da formacdo de miringos-
clerose. Segundo Lesser e colaboradores (1988), a incisdo da miringotomia
e o tubo de ventilagdo resultariam num desequilibrio da dindmica
timpénica com a gera¢do de fenomenos de stress localizado em regides
criticas das fibras de colagénio da lamina propria. Finalmente refere-se
que outras hipoteses explicativas da génese da miringosclerose, tais
como a hemorragia associada a miringotomia ou o traumatismo da
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aspiragao do fluido do ouvido médio, nio tém sido consensuais (McRae
et al. 1989; Parker ef al. 1990; Dawes et al. 1991).

Baseados em dados obtidos num estudo histopatologico efectuado em
0ssos temporais humanos, Bhaya e o seu grupo (1993) adiantaram ser a
presenca de inflamagdo e de uma camada de colagénio densa e bem
diferenciadarequisitos para se desencadear a formagdo de miringosclerose.
Numa actualizagdo publicada recentemente por Tos (2000), foi igual-
mente imputado um papel fulcral a inflamagéo da lamina propria nos
fenémenos iniciais da génese da miringosclerose. Segundo este mesmo
autor, esta seria uma das razoes porque a colocagdo repetida de tubos de
ventilagdo em pacientes com membranas atroficas se associaria a um
muito menor indice de miringosclerose do que em criangas com MT
espessadas.

Ha escassos anos atras, Mattsson (1997) defendeu uma tese inovadora
que associa a formagao de miringosclerose a produgdo de radicais livres
de oxigenio. Esta teoria fundamenta-se em estudos nos quais se compro-
vou que as MTs miringotomizadas experimentalmente, quando expostas
a ambientes “hiperoxicos” apresentavam mais lesoes escleroticas
(Mattsson et al. 1995), e, quando submetidas a aplicacdo topica de
antioxidantes a formacgao de miringosclerose ficava atenuada (Mattsson
etal. 1997).

Na Publicacdao V observou-se que, como consequéncia da miringo-
tomia, a formagdao de depositos de miringosclerose na pars tensa é
detectavel mais precoce e abundantemente nos ouvidos nao infectados do
que nos ouvidos com OMA. Paralelamente (Publicagdo IV), evidenciou-
se que ao longo dos primeiros dias apos o termo de uma OMA, as MTs
previamente submetidas a miringotomia apresentavam depositos de
esclerose mais abundantes quando comparadas com as MTs ndo
miringotomizadas. Nestas, a produgio de miringosclerose era escassa ou
ate inexistente em alguns casos. Num estudo anterior, Mattsson ¢ colegas
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(1998) haviam referido resultados semelhantes aos 30 e 90 dias apds a
miringotomia. Numa outra publicagcdo do mesmo grupo (Mattsson et al.
1999), o desenvolvimento de miringosclerose resultante da miringotomia
em MTs nao infectadas, foi detectada ultraestruturalmente na pars
Jlaccida nove horas apds a incisdo timpéanica. Os resultados da presente
dissertacdo (Publica¢oes IV ¢ V) também revelaram formagido de
miringosclerose ao nivel da pars flaccida das MTs miringotomizadas.
Terdo estas observagoes a ver com o facto da miringotomia provocar uma
alteragdo da composicdo gasosa do ouvido médio dada a relativa
“hiperoxia” que acarreta (Felding ef al. 1987)? Ora, esta concentragdo
elevada de oxigénio tem sido associada a formagdo de miringosclerose,
através da producdo de radicais livres (Hellstrom et al. 1993; Mattsson et
al. 1995). Emboraa timpanosclerose e a miringosclerose sejam observiveis
clinicamente como resultado da otite média recorrente, mesmo sem
perfuragdo timpanica (Sheehy & House 1962; Maller 1981), os resulta-
dos incluidos nesta dissertagdo (Publicagdo IV) mostram ndo haver
inducdo expressiva de miringosclerose quando se analisa um episodio
1solado de OMA. Sabe-se que ainflamagao conduz a produgio de radicais
livres de oxigénio (Rossi et al. 1985), mas para que tal seja traduzivel na
formagdo de miringosclerose durante a OMA, serdo eventualmente
necessarios episodios repetidos de inflamagao (Mattsson ef al. 1998).
A analise conjunta destes dados leva a que se possa especular serem
a “hiperéxia” e o stress mecdnico originado pelo trauma da miringotomia
ao nivel das fibras do tecido conjuntivo os factores que desempenham o
papel mais relevante na génese da miringosclerose. Quiga um papel mais
importante do que a propria infec¢do encarada de forma isolada. Esta
suposi¢do enquadra-se na hipotese tedrica avangada por Lesser e co-
autores (1988) em que, relativamente a génese da miringosclerose
associada a colocagdo de tubos de ventilag@o trans-timpanicos, o compo-
nente do stress sobre as fibras conjuntivas ¢ altamente valorizado. E
natural que a propria textura do tecido conjuntivo, que se encontra
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alterada pela infecgdo durante a OMA, também desempenhe um papel na
génese damiringosclerose. Segundo um estudo histopatologico em ossos
temporais, no qual a presenca de miringosclerose era menos frequente na
OMA do que na otite média com efusao ou na otite média cronica, Bhaya
e colegas (1993) propuseram que a formagio de miringosclerose seria
mais comum nas situagdes em que a camada fibrosa da lamina propria
esta bem diferenciada. Seria este aspecto, associado 4 menor exposigao
do ouvido médio a niveis elevados de oxigénio nos casos com OMA
submetidos a miringotomia — devido a presenga do conteudo purulento
na caixa do timpano e nos bordos da incisdo timpanica — que podera ter
contribuido paraamenorincidéncia de miringosclerose nestes espécimes
comparativamente as MTs miringotomizadas sem infec¢@o subjacente.
Por tudo quanto se disse, parece prudente ndo excluir a hipétese da
histogénese damiringosclerose, em vez de resultar de um factor etiologico
unico, ser um fenomeno multifactorial necessitando para que ocorra da
sua ac¢ao conjugada.

Motivado pela nova teoria que associa a génese miringosclerose a
produgio de radicais livres de oxigénio, procurou-se avaliar experimen-
talmente qual o efeito da aplicagdo topica de acido ascorbico sobre MTs
miringotomizadas. Como ¢ conhecido, o 4cido ascorbico ou vitamina C,
¢ um antioxidante ndo-enzimatico potente (Bendich et al.1986; Halliwell
& Gutterridge 1989), ndo toxico e que desempenha um papel relevante
na sintese do tecido conjuntivo (Pasquali-Ronchetti et al. 1996). O resul-
tado da aplicagdo de acido ascorbico na MT perfurada do Rato, compa-
rativamente com MTs controlo tratadas com soro fisiologico ou sem
qualquer tratamento, resultou numa redugéo significativa da ocorréncia
de depositos de miringosclerose (Publicagdo VI). Curiosamente, na
sequénciados estudos de Mattsson e colaboradores (Mattsson & Hellstrom
1997; Mattsson et al. 1997) e também da publicagdo VI da presente
dissertagdo, outros investigadores tem desenvolvido estudos cujas con-
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clusdes favorecem o interesse da aplicagdo topica de produtos antioxidantes
na prevengdo de miringosclerose em MTs miringotomizadas. Neste
contexto, Ozcan e co-autores (2002a) num estudo “randomizado” em 40
MTs do Rato, verificaram que a aplica¢o topica de N-acetilcisteina apos
a miringotomia se associava a uma redugdo significativa de fenémenos
de miringosclerose, comparativamente a membranas ndo tratadas ou
submetidas aaplicagdo de soro fisiologico topico. O efeito do antioxidante
na preveng¢ao da miringosclerose nio foi distinto entre o grupo com uma
aplicagdo tnica e o grupo com aplicagdes sequenciais didrias ao longo de
doze dias. Similarmente ao acontecido nos resultados da presente disser-
tacdo (Publicagdo V1), as MTs submetidas ao tratamento com antioxidante
por Ozcan e colegas (2002a) apresentavam uma lamina propria mais
espessada. Num outro trabalho experimental animal realizado por
autores ja mencionados (Ozcan et al. 2002b), a aplicagdo topica de
N-acetilcisteina em MTs miringotomizadas associou-se a uma redugao
dos niveis dos radicais 6xido nitrico e malonildialdeido. Muito recente-
mente, Felding e colegas (2003) registaram o primeiro ensaio clinico
sobre a aplicacao topica de um antioxidante em MTs miringotomizadas
com colocagdo de tubos de ventilagdo transtimpanicos. Segundo este
estudo duplamente cego e controlado em criangas, a aplicagio topica de
N-acetilcisteina resultou numa redugdo significativa da incidéncia de
miringosclerose e na taxa de reinsercao de tubos. Diga-se, a este respeito,
que o conhecimento actual dos efeitos da administragdo sistémica de
antioxidantes na prevengio da miringosclerose ¢ ainda controverso, pois
se a administragao de selénio por via intraperitoneal revelou resultados
positivos (Gorur ef al. 2002), ja a injecgdo de fenspiride pela mesma via
foi ineficaz, ao contrario do efeito obtido com a sua aplicagio topica
(Mattsson & Hellstrom 1997).

Ainda umas palavras sobre uma questio pouco consensual que se
prende com a influéncia da miringosclerose na audigdo. Assim, contra-
riamente as situagdes de timpanosclerose com fixa¢do da cadeia ossicular
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que se associam claramente a hipoacusia, ndo ¢ totalmente claro que a
miringosclerose afecte a audi¢do de forma significativa (Moller 1981;
Skinner et al. 1988). Segundo Tos & Stangerup (1989), os limiares
auditivos nos ouvidos com miringosclerose sdo afectados em <0.5 dB.
Registe-se que este mesmo investigador e colaboradores (Tos et al.
1983), ndo haviam detectado diferencas significativas na audiometria
tonal entre ouvidos com e sem miringosclerose. Por outro lado, num
estudo mais recente com audiometria com frequéncias altas alargadas
(8.000a20.000 Hz) em criangas com passado de otite média e miringotomia
com tubos de ventilagdo, Hunter e colegas (1995) verificaram que 0s
limiares auditivos médios eram 25 dB piores em ouvidos com
miringosclerose recobrindo mais de 75% da superficie da MT, quando
comparados com ouvidos afectados em 25% ou menos da MT. Nesse
estudo a histdria recente de otite média também se associava a redugdo
da acuidade auditiva para altas-frequéncias. Ora, este aspecto assume
particular relevancia segundo Dobbie & Berlin (1979), pois a hipoacusia
ligeira com uma atenuagio do sinal sonoro tdo subtil como 0s 20dB, como
frequentemente acontece associada a otite média e as suas sequelas,
condiciona uma distor¢do ou auséncia da captagiao da informagdo do
discurso falado. Num outro estudo, de Eimas & Clarkson (1986), de-
monstrou-se que o desempenho auditivo no reconhecimento do discurso
falado era pior em criangas com passado de otite média quando compa-
rado com grupos de criangas sem passado de otites. Esta observagio esta
possivelmente relacionada com os resultados da investigacéo feita por
Welsh e colaboradores (1983), segundo os quais a hipoacusia associada
a patologia do ouvido médio nas fases iniciais da vida, momento critico
para o desenvolvimento da comunicagdo, pode condicionar deficiéncias
narepresentacdo dos codigos dalinguagem e disturbios no processamento
auditivo a nivel central.
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A presente dissertagdo € dedicada a otite média aguda (OMA), uma
das afeccdes mais frequentes do estrato etario pediatrico. Entre as
diversas complicagdes e sequelas descritas contam-se a labirintite com
disfungdo coclear e a miringosclerose. Nas tltimas décadas as bactérias
responsaveis pela OMA t€m demonstrado um aumento progressivo de
resisténcias aos antimicrobianos, exigindo uma actualizagdo permanente
por parte da comunidade médica e motivando um repensar das estratégias
diagnésticas e terapéuticas. Como tal € legitimo esperar-se um ressurgi-
mento da utilizagdo da miringotomia na OMA, pelo que a investiga¢io
dos aspectos relacionados com a cicatrizagdo da membrana timpanica
(MT) e aprevengao de sequelas pés-miringotomia se revestem de grande
actualidade.

Osresultados obtidos nos trabalhos incluidos na dissertagao permitem
concluir,

+ Através da avaliagdo audiométrica prospectiva de uma série de
criangas com OMA unilateral, que:

1) A OMA origina uma diminuic¢io da acuidade auditiva na audio-
metria por via ossea.

2) Este tipo de hipoacusia ¢ mais evidente nas frequéncias altas e
assume geralmente um caracter temporario.
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3) O grau de atingimento auditivo inicial € superior nos casos que
permanecem mais tempo com inflamagao no ouvido médio.

» Mediante a observagdo histopatologica de 1151 ossos temporais
humanos, que:

4) A presenga de coloragdo eosinofilica nos fluidos do ouvido
interno, indicativa de labirintite serosa, ¢ independente de
fenémenos artefactuais post-mortem.

5) O diagndstico histologico de labirintite serosa é frequente nos
ouvidos com otite média, sendo mais comum na OMA do que na
otite média cronica.

6) Embora possa assumir um caracter difuso, a localizagio predo-
minante dos fenémenos de labirintite serosa da-se na regido da
rampa timpanica da espirabasal coclear adjacente a membrana da
janela redonda.

7) A labirintite serosa associa-se de forma significativa a presenca
de sinais tipicos de hidropisia endolinfatica.

* Com a avaliagdo clinica e microbiologica de uma série de criangas

com OMA submetidas a miringotomia, que:

8) A miringotomia apresenta um interesse limitado quando utili-
zada como complemento da terapéutica antibidtica na OMA
nao-complicada, contribuindo apenas para uma redugdo mais
precoce da otalgia.
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9) O S. pneumoniae ¢ destacadamente o agente bacteriano mais
frequentemente isolado na OMA pediétrica no Porto, seguido do
H. influenzae. As taxas de culturas positivas para o S. pyogenes
sdo superiores e para a M. catarrhalis inferiores as descritas
noutros paises.

10) Os indices de resisténcias aos antimicrobianos das bactérias do
ouvido medio sdo elevados mas ainda assim inferiores as de
outros paises da Europa Mediterranica.

11) O teste pelo método PCR permite uma elevada especificidade e
uma maior sensibilidade que as culturas classicas na identifica-
¢do bacteriana da OMA.

* Recorrendo a um modelo de miringotomia na OMA experimental no
Rato, que:

12) A evolucdo na OMA nesta espécie tende a ser auto-limitada. A
miringotomia retarda a resolucgéo da inflamagdo na MT e produz
alteragdes importantes na estrutura conjuntiva dalamina propria.

13) A velocidade com que a cicatrizagdo da incisdo de miringotomia
se desenvolve na OMA ¢ superior a da MT ndo-infectada, o que
implica um risco reduzido de perfuragdo residual mas também
um periodo curto de arejamento do ouvido médio.

14) A dindmica da reaccdo da MT a miringotomia € histopato-
logicamente detectavel logo nas primeiras horas apos a incisio.
Nas MTs infectadas a resposta € precoce na pars fensa através
duma estimulagdo intensa da camada queratinizante e do tecido
conjuntivo da lamina propria. Nas MTs ndo-infectadas areacgio
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inicial surge na pars flaccida, com uma desgranulagio intensa
dos mastocitos, e os sinais regenerativos na pars tensa sao mais
tardios.

15) As perfura¢des da MT no Rato encerram-se através da regenera-
¢ao activa dos bordos da perfuragdo em toda a sua circunferéncia,
mas existe um vector predominante da cicatrizagdo seguindouma
orientagao do cabo do martelo para o annulus.

16) O desenvolvimento de miringosclerose € superior nas MTs
miringotomizadas do que nas MTs infectadas sem miringotomia.

» Aplicando topicamente acido ascérbico em MTs perfuradas do
Rato, que:

17) A ocorréncia de miringosclerose é fortemente reduzida apos a
aplicagdo do antioxidante acido ascorbico comparativamente
com a utiliza¢do de placebo ou com a auséncia de tratamento.



Summary and Conclusions
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This thesis, focused on the wide subject of acute otitis media (AOM),
deals with new insights on several topics which include the interactions
between middle ear and inner ear, evaluation of the microbiological
prevalence in the Porto region, and investigation of diverse aspects
related to healing of the tympanic membrane (TM) and prevention of
post-myringotomy sequelae. The aim is to raise the debate around these
1ssues in order to contribute to the elucidation of several questions still
unanswered.

The data obtained lead to the conclusions,

* Through prospective audiometric evaluation of a series of pediatric
patients diagnosed with AOM, that:

1) AOM provokes hearing loss measured in bone conduction audi-

ometry.

2) This type of threshold shift is more evident in the high-frequency
ranges and most times is temporary.

3) The initial degree of hearing loss is greater in the ears that show
a more prolonged course of inflammation of the middle ear.
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« Via the histopathological study of 1151 human temporal bones, that:

4) The presence of eosinophilic staining of the inner ear fluids,
indicative of serous labyrinthitis, is independent of post-mortem
artifacts.

5) The histopathologic findings of serous labyrinthitis are common
in human temporal bones with otitis media and are more frequent
in AOM than in chronic suppurative otitis media.

6) Despite the sometimes diffuse presentation of serous labyrinthi-
tis, the predominant location where serous fluid is found is the
scala tympani of the basal turn of the cochlea adjacent to the
round window membrane.

7) Serous labyrinthitis is significantly associated with the occur-
rence of endolymphatic hydrops.

» According to a clinical and microbiological evaluation of a series of
children with AOM treated with antibiotics and with or without
myringotomy, that:

8) Perfoming myringotomy as an adjunct to antibiotic treatment of
uncomplicated AOM is of limited interest. The only significant
advantage seems to be earlier alleviation of otalgia.

9) S. pneumoniae is currently the bacterium most frequently isolated
in pediatric AOM in Porto, followed by H. influenzae. Compared
to other countries, higher rates of incidence of infection with
S. pyogenes and lower rates of M. catarrhalis were found,
respectively.
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10) Current rates of infection with bacteria with low-susceptibilty to
the antimicrobials are high, but this is still less prevalent than in
other Southern European countries.

11) Polymerase Chain Reaction (PCR) tests give a high degree of
specificity and a greater sensibility than classic cultures in the
identification of bacterial strains in AOM.

* By way of an experimental animal model for AOM and myrin-
gotomy, that:

12) The natural history of AOM tends to be self-limited in the Rat.
Myringotomy delays the recovery of the inflammatory event in the
TM and causes considerable damage to the structure of the lamina
propria.

13) The healing of the myringotomy incision in AOM is faster than in
non-infected TMs, which implies a lower risk of permanent
perforations of the TM, albeit the period of aeration of middle ear
is also short.

14) The dynamics of reaction in the TM following myringotomy are
histopathologically perceptible few hours after the aggression. In
TMs with AOM there is an early response from the keratinizing
layer and from the connective tissue of the lamina propria. In the
non-infected TMs, the earlier reactions are observable in the pars
Sflaccida through an intense degranulation of mast-cells whereas
the regeneration process in the pars tensa has a later start.



216 = Jorge E Spratley

15) The perforations of the Rat TM heal through an active regeneration
of the whole circumference of the perforation borders but follow
a predominant vector directed from the malleus to the annulus
region.

16) Myringosclerosis tends to occur more frequently in myringotomized
than in infected non-myringotomized TMs.

» Through the topical application of ascorbic acid in miringotomized
TMs in rats, that:

17) The development of myringosclerosis, a very common finding
after myringotomy, is dramatically reduced by local treatment
with the antioxidant ascorbic acid in comparison with placebo-
treated or untreated myringotomized TMs.



Résumé et Conclusions
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Nous avons essayé, dans ce travail qui s’inscrit dans le trés vaste cadre
de I’otite moyenne aigué (OMA), de mieux comprendre quelques uns des
aspects de ses répercussions au niveau cochléaire, d’évaluer a partir de
différentes méthodes de laboratoires quelle prédominance microbiologique
elle adans la région de Porto, et d’étudier les aspects liés a la cicatrisation
de la membrane tympanique (MT) et a la prévention des séquelles post-
myringotomie, afin d’essayer de répondre a une série de questions encore
ouvertes ou étant encore 1’objet de controverses.

Lesrésultats des travaux inclus dans cette dissertation nous permettent
de conclure,

» & partir de I’évaluation audiométrique prospective d’une série
d’enfants ayant une OMA unilatérale, que:

1) ’OMA est a I’origine d’une diminution de 1’acuité auditive en
audiomeétrie par voie osseuse.

2) ce type d’hypoacousie est plus évident dans les hautes fréquences
et est généralement temporaire.

3) le degré de surdité initiale est plus important dans les cas présen-

tant plus longtemps une inflammation de I’oreille moyenne.
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» grice a I’analyse histopathologique de 1151 os temporaux humains,
que :

4) la présence de coloration oesinophilique dans les fluides de
oreille interne, signe d’une labyrinthite séreuse, est indépen-
dante de phénomeénes artefactuels posi-mortem.

5) les signes de labyrinthite séreuse sont fréquemment visibles dans
les oreilles avec une otite moyenne, ce phénoméne étant plus
fréquent dans I’OMA que dans I’otite moyenne chronique.

6) bien que pouvant revétir un caractére diffus, les phénoménes de
labyrinthite séreuse prédominent dans la région de la rampe
tympanique dulimagon basal cochléaire adjacente a lamembrane
de la fenétre ronde.

7) la labyrinthite séreuse est associée d’une fagon significative a la
présence de signes typiques d’hydrops endolymphatique.

* au moyen de I’évaluation clinique et microbiologique d’enfants
ayant une OMA et soumis a une myringotomie, que

8) la myringotomie présente un intérét limité lorsqu’elle est utilisée
en complément 4 la thérapeutique par antibiotique de I’OMA non
compliquée. Cependant, elle est indiquée en présence de compli-
cations potentielles ou lorsque I’on veut un diagnostic
microbiologique.

9) S. pneumoniae est ’agent bactérien le plus fréquemment isolé
dans I’OMA pédiatrique de Porto, suivi par H. influenzae. Pour
ce qui est de S. pyogenes et M. catarrhalis, les taux de cultures
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positives sont respectivement supérieurs et inférieurs a ceux
décrits dans d’autres pays.

10) la résistance aux antimicrobiens des bactéries de I’oreille moyenne
est élevée mais elle estcependant encore inférieure a celle d’autres
pays de I’Europe méditerranéenne.

11) I’analyse par la méthode PCR permet d’atteindre, dans 1’identifi-
cation bactérienne de I’'OMA, une grande spécificité et une plus
grande sensibilité que les cultures classiques.

* Enrecourant aun modéle de myringotomie, dans I’OMA expérimen-
tale chez la souris, que

12) I’évolution de I’OMA dans cette espéce tend a s’auto-limiter. La
myringotomie n’accélere pas ce processus et produit des altéra-
tions importantes dans la structure de la MT.

13) la rapidité de cicatrisation de I’incision de la myringotomie dans
I’OMA est supérieure a celle de la MT non infectée, ce qui
implique un risque réduit de perforation résiduelle mais aussi une
période courte d’aération de I’oreille moyenne.

14) la dynamique de la réaction de la MT a la myringotomie est
histopathologiquement détectable dés les premiéres heures aprés
I’incision: Dans les MT infectées, la réponse est précoce grace a
une stimulation intense de la couche kératinisante et du tissu
conjonctif de la pars tensa. Dans les M T non infectées, la réaction
initiale surgit dans la pars flaccida, avec une dégranulation
intense des mastocytes, et les signes régénératifs de la pars tensa
sont plus tardifs
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15)les perforations de la MT du souris se ferment a partir de la
régénération active de toute la circonférence de ses bords, mais
sous la prédominance d’un vecteur orient¢ de la manche du

marteaux vers ’annulus

16) La myringosclérose se développe plus fréquemment dans les MTs
myringotomizées que dans les MTs infectées sans myringotomie

» par I’application topique d’acide ascorbique dans des MT perforées
de la souris, que:

17)’apparition de myringosclérose est fortement réduite aprés appli-
cation de 1’antioxydant acide ascorbique en comparaison avec
’utilisation du placebo ou avec I’absence de traitement.
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