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Melatonin; yet. Recent studies have shown that free oxygen radicals are important in the formation of
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Total antioxidant directly with Reactive Oxygen Species and controls free radical-mediated tissue damage.
status Objective: To demonstrate the possible preventative effects of melatonin and Vitamin C on

tympanosclerosis in rats by using histopathology and determination of total antioxidant status
total antioxidant status.

Methods: Standard myringotomy and standard injury were performed in the middle ear of
24 rats. The animals were divided into three groups: Group 1 received melatonin, Group 2
received vitamin C, and Group 3 received saline solution.

Results: The mean values of total antioxidant status were similar in the all study groups before
the treatment period. The mean values of total antioxidant status were significantly higher in
the melatonin and vitamin C groups compared to control group but vitamin C with melatonin
groups were similar after the treatment period (p <0.001). Minimum and maximum wall thick-
nesses were lower in the melatonin and vitamin C groups compared to the control group but
the differences were insignificant.
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Conclusion: Melatonin increases total antioxidant status level and might have some effect on
tympanosclerosis that develops after myringotomy.

© 2016 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Efeito do tratamento com melatonina e vitamina C na timpanoesclerose induzida
experimentalmente: estudo em ratos

Resumo

Introdugdo: A etiopatogénese da timpanoesclerose (TE) ndo foi ainda totalmente esclare-
cida. Estudos recentes tém demonstrado que os radicais livres de oxigénio sdo importantes
na formacao de TE. Melatonina e vitamina C sdao conhecidas por serem poderosos antioxidan-
tes, interagir diretamente com espécies reativas de oxigénio (ROS) e controlar danos em tecidos
mediados por radicais livres.

Objetivo: Demonstrar os possiveis efeitos preventivos da melatonina e da vitamina C na TE em
ratos com histopatologia e determinacao da capacidade antioxidante total (CAT).

Método: Miringotomias padronizadas foram feitas na orelha média de 24 ratos. Os animais
foram divididos em trés grupos: o Grupo 1 recebeu melatonina, o Grupo 2 vitamina C e o grupo
3 solucao salina.

Resultados: Os valores médios de CAT foram semelhantes em todos os grupos de estudo antes
do periodo de tratamento. Os valores médios de CAT foram significativamente maiores nos
grupos que receberam melatonina e vitamina C em comparacao com o grupo de controle,
mas os grupos vitamina C e melatonina foram semelhantes apo6s o periodo de tratamento
(p<0,001). As espessuras minimas e maximas de parede foram menores nos grupos melatonina
e vitamina C, em comparacao com o grupo controle, mas as diferencas nao foram significativas.
Conclusdo: A melatonina aumenta os niveis de CAT e pode ter algum efeito sobre a TE que se
desenvolve apds a miringotomia.

© 2016 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A timpanoesclerose (TE) é uma condicdo que pode afetar
tanto a membrana timpanica quanto a mucosa da orelha
média. E caracterizada histologicamente por um aumento
nas fibras de colageno, diminuicdo da vascularizacdo
e formacao de células, hialinizacdo, calcificacdo e
degeneracao da camada de colageno."? ATE é normalmente
identificada como manchas brancas, quer na mucosa da ore-
lha média ou na membrana timpanica (MT). Inicialmente
A TE se manifesta como massas de material timpanoes-
clerdtico semelhantes a queijo e com o tempo tornam-se
semelhantes a 0sso e endurecem.® A etiopatogenia da TE
ainda nao foi totalmente compreendida. Estudos recentes
tém demonstrado que os radicais livres de oxigénio sao
importante na formacao da TE na MT submetida a trauma
e agentes antioxidantes diminuem ou previnem a miringos-
clerose e a TE ap6s miringotomia experimental.*~’

A melatonina (N-acetil-metoxitriptamina), uma indola-
mina derivada de triptofano, € produzida principalmente
na glandula pineal de mamiferos, mas também é produzida
em outros 6rgaos.® Tem sido demonstrado que age como
um potente anti-inflamatério, antioxidante e eliminador
de radicais livres, protege contra varias espécies de radi-
cais. Varios estudos tém demonstrado que, devido a essas

caracteristicas, a melatonina diminui a esclerose.’~'" A vita-
mina C é conhecida por ser um poderoso antioxidante,
interagir diretamente com espécies reativas de oxigénio
(ERO) e por controlar danos teciduais mediados por radicais
livres.'?

O objetivo deste estudo foi investigar e comparar os
possiveis efeitos preventivos de melatonina e vitamina C
na TE em ratos submetidos a miringotomia da MT e uma
lesdo padrao na orelha média, por histopatologia e pela
determinacdo da capacidade antioxidante total (CAT).

Método

Normas internacionais para o cuidado de animais de labora-
torio foram seguidas e o protocolo do estudo foi aprovado
pelo comité de ética local responsavel.

Manutencéao dos animais

Este estudo foi feito em conformidade com as diretrizes para
a experimentacao animal da Universidade de Gaziosman-
pasa. Todos os cuidados e procedimentos em animais foram
feitos. Vinte e quatro ratos do tipo Wistar-Albino, com 250-
300g, foram observados durante 15 dias no laboratério de
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cuidados com os animais. Qualquer animal que apresentasse
sinais de infeccao na orelha externa ou média e possibilidade
de doencas subjacentes foi excluido do estudo. Os animais
foram alojados em uma sala mantida a 23 +3°C, com 12h
de luz e 12 h de escuridao, com 13-18 mudancas de ar por
hora.

Procedimentos operacionais e desenho do estudo

Todas as intervengdes foram feitas em condicoes estéreis.
Apds anestesia com cloridrato de cetamina por via intra-
muscular a uma dose de 30 mg/kg, a miringotomia foi feita
de forma semelhante em ambas as orelhas dos ratos sob
um otomicroscépio, por meio de um espéculo aural, com
orientacao radial no quadrante posterossuperior das MT, com
uma incisao de 3 a 4 milimetros. Subsequentemente, uma
lesdo padrédo foi feita na orelha média. Eles foram dividi-
dos em trés grupos (Grupos 1, 2 e 3). Oito ratos (Grupo 1)
receberam 5 mg/kg de melatonina por meio de gavagem oro-
gastrica; oito (Grupo 2) receberam 75mg/kg de vitamina C
por meio de gavagem orogastrica; e oito (Grupo 3) rece-
beram solucao salina (NaCl a 0,9%) por meio de gavagem
orogastrica, com duracao de 10 dias. A quantidade de suple-
mento de melatonina e vitamina C foi determinada com base
na literatura.® "

Andlise bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas da veia da cauda dos
ratos no primeiro dia, no momento da anestesia, antes da
miringotomia e no 28° dia por via intracardiaca novamente,
quando foram anestesiados antes do sacrificio.

Capacidade antioxidante total (CAT)

Os niveis da capacidade antioxidante total foram medidos
com kits comercialmente disponiveis (Rel Assay). O novo
método automatizado é baseado no branqueamento da cor
caracteristica de um cation radical ABTS mais estavel (acido
2,2’ -azino-bis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato]) por antio-
xidantes. O método colorimétrico do kit comercial baseia-se
em 660 nm de absorbancia. Os resultados foram expressos
como equivalente Trolox em mmol/L.

Coleta de tecido e andlise histopatolégica

No 28° dia, todos os animais foram sacrificados sem dor,
apos a administracao de dose elevada (80 mg/kg) de pen-
tobarbital por via intraperitoneal. Os ossos temporais dos
animais foram removidos e contados e a cavidade da ore-
lha média, da membrana timpanica e dos canais auditivos
externos foi isolada. Os espécimes foram fixados em formol
a 4% e entao descalcificados com 0,1 mol/L de acido etile-
nodiamino tetra-acético (EDTA). Apds o processamento dos
tecidos e a conservacdo em blocos de parafina, os espéci-
mes foram cortados para obterem-se amostras de 3 um de
espessura. Coloracao de hematoxilina-eosina (H&E) e tricro-
mica de Masson foram usadas na avaliacao histopatologica. A
espessura da lamina propria da orelha média foi medida por
um ocular graduado, com um microscépio optico Olympus
BX53. Exsudados nao foram incluidos na espessura de lamina
propria. Quando disponivel, a espessura da membrana tim-
panica foi medida por meio da mesma técnica.

Analise estatistica

Foram feitas com o programa SPSS para Windows versao 15
(SPSS, Chicago, IL, EUA). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi
usado para avaliar se a distribuicao das variaveis era nor-
mal. O teste t de Student ou o teste U de Mann Whitney foi
usado para comparar variaveis continuas entre os dois gru-
pos. As variaveis continuas foram apresentadas como média
(desvio padrao [DP]) ou como mediana (intervalo interquar-
til [11Q]). Um valor de p menor do que 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

Resultados

Os valores médios da CAT eram semelhantes em todos os gru-
pos de estudo antes do periodo de tratamento. Os valores
médios de CAT foram significativamente maiores nos gru-
pos de melatonina e vitamina C, em comparacao com o
grupo de controle, mas os grupos de melatonina e vitamina
C com foram semelhantes ap6s o periodo de tratamento
(p<0,001) (tabela 1). As espessuras minima e maxima da
parede foram menores nos grupos de melatonina e vitamina
C, em comparacao com o grupo controle, mas as diferencas
nao foram significantes. As espessuras minima e maxima
da parede foram semelhantes nos grupos de melatonina e
vitamina C (tabela 1) (figs. 1 e 2).

Tabela 1 Capacidade antioxidante total e espessura da parede nos grupos de estudo
Controle Vitamina C (n = 8) Melatonina (n = 8) p
(n =8
CAT antes do tratamento (mmoL Trolox Eq/L)? 2,97 +£0,86 2,51+0,39 3,20+ 0,91 0,199
CAT depois do tratamento (mmoL Trolox Eq/L)? 2,51+0,64 5,68 +0,28 5,46 +0,23 < 0,001¢
Espessura minima da parede® 2,35 2,0 (1,0-6,9) 2,0 (1,25-3,6) 0,946
(1,25-4,5)
Espessura maxima da parede? 38 +27 33+26 32+17 0,847

CAT, capacidade antioxidante total.
@ Valores sao apresentados como média + desvio padrao.

b Valores sao apresentados como mediana e intervalo interquartil (Q1-Q3).
¢ Houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e o grupo de melatonina (p <0,001) e entre o grupo controle
com o grupo da vitamina C (p<0,001), mas o grupo da vitamina C foi similar ao grupo da melatonina.
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Figura 1 Auséncia de timpanoesclerose significativa (seta)
nesta amostra do grupo controle; com otite média moderada
(lado esquerdo da seta). Coloracdo: H&E, aumento 100x.

Figura 2 Timpanoesclerose leve (seta) e otite média leve
(abaixoda seta) sao demonstradas em uma amostra do grupo
melatonina. Coloracao: H&E, aumento 100x.

Discussao

Nosso estudo demonstrou que a administracao sistémica de
melatonina reduziu ou inibiu a formacao de TE, agiu como
um eliminador de radicais livres em ratos submetidos a
miringotomia e lesao padrao na orelha média. Tanto quanto
sabemos, este é o primeiro estudo na literatura para avaliar
a eficacia da melatonina na prevencao de TE.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sao moléculas con-
tendo oxigénio, produzidas durante o metabolismo normal
em condicdes aerdbicas. ERO incluem um anion radi-
cal superoxido (O, e-), peroxido de hidrogénio (H,0,),
radical hidroxila (eOH) e oxigénio singleto (10,)."* Esses
radicais de oxigénio sdo consideravelmente reativos e tém a
capacidade de causar destruicao celular irreversivel. Os sis-
temas antioxidantes contém mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos contra os efeitos nocivos dos produtos endoé-
genos ERO." O sistema enzimatico envolve a superéxido
dismutase (SOD), a catalase (CA) e a glutationa peroxidase
(GSH-Px). O acido ascérbico, a glutationa, o B-caroteno, os
tocoferois e o acido Urico podem ser incluidos como sistemas
de defesa nao enzimaticos.'® A formacéo e a eliminacao de

radicais livres de oxigénio estao em um equilibrio conhecido
como balango oxidativo. Enquanto o equilibrio oxidativo é
mantido, radicais livres de oxigénio ndo prejudicam o orga-
nismo. Quando o equilibrio oxidativo é corrompido, os niveis
de radicais livres de oxigénio aumentam e ocorrem danos
aos tecidos; essa ultima situacdo € chamada de estresse
oxidativo."”” E possivel medir, um por um, os pardmetros
de antioxidantes no soro. Os parametros antioxidantes tém
efeitos aditivos, portanto os valores individuais podem nao
refletir completamente a capacidade antioxidante total.
Portanto, a medicdo da CAT é o procedimento mais ade-
quado para avaliar o estado antioxidante.'®

A timpanoesclerose é causada por otite média aguda
recorrente, tratamento de otite média com efusdao com
insercdo de tubo de ventilacdo na MT, otite média cro-
nica, reacao imunoldgica de hipersensibilidade, tendéncia
genética ou trauma. Estudos recentes tém investigado a
formacdo de miringosclerose apds miringotomia e apon-
tado uma relacao entre o desenvolvimento de TE e ERO."43
Quando comparada com 10% no ar ambiente, a concentracao
de cerca de 5% de oxigénio na cavidade da orelha média é
muito mais baixa do que a do ar ambiente. A miringotomia
leva a um aumento da concentracdo de oxigénio na cavidade
da orelha média, resulta em uma condicao relativamente
hiperodxica.' A hiperoxigenacao provoca a formacao de ERO
e, dessa forma, poderia causar o processo inflamatorio. O
aumento de ERO e a deficiéncia dos mecanismos de defesa
antioxidante causam danos ao tecido, que incluem fibrose,
degeneracao hialina, acumulacdo e agregacao de calcio e
fosforo, formam depositos esclerdticos. Ja foi demonstrado
que os eliminadores de ERO diminuem a resposta inflama-
toria, o que também diminui a formacao de aderéncias.*”
Portanto, pode-se levantar a hipotese de que o tratamento
antioxidante reduz a formacao e reformacao da TE.

A melatonina é um potente antioxidante e eliminador de
radicais livres.” Os efeitos antioxidantes diretos e indire-
tos da melatonina ja foram relatados. A melatonina tem um
efeito antioxidante indireto com a inducao das atividades da
SOD e GSH-Px. Ao eliminar os radicais livres derivados de oxi-
génio, tais como hidroxil e peroxil, a melatonina demonstra
seu efeito antioxidante direto.' Além disso, a melatonina
impede a esclerose ao inibir a agregacao e a secrecao de
plaquetas, a sintese das prostaglandinas e a proliferacao
de fibroblastos.?® Rosa et al.?' relataram que a melatonina
reduz a destruicao e a fibrose causadas por estresse oxida-
tivo por meio da elevacao das enzimas antioxidantes, como
a SOD e GSH-Px, em ratos cirroticos. Koc et al."" avalia-
ram os efeitos da melatonina sobre o estresse oxidativo e a
aderéncia em ratos apos laparotomia lesao padrao no corno
uterino direito. O grupo que recebeu melatonina apresentou
menos aderéncias, maior atividade de SOD e de CA e niveis
baixos de malondialdeido (MDA). Outro estudo mostrou que
a melatonina impede a aderéncia peritoneal pela reducao
do estresse oxidativo.’

Um tratamento curativo para a miringoesclerose (ME) e
TE ainda nao foi identificado. Varios antioxidantes tém sido
usados no tratamento e foi comprovado que eles reduzem
a ME.”" Emir et al.?? afirmaram que o extrato de ginkgo
biloba, que tem efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios,
reduziu ou inibiu a ME em ratos submetidos a miringoto-
mia. Dundar et al.'> usaram &cido ascérbico em orelhas
de ratos submetidos a miringotomia e mostraram que o
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acido ascorbico reduziu a ocorréncia de ME, tanto nos
exames por otomicroscopia quanto nos histopatoldgicos.
Karlidag et al.?® avaliaram estresse oxidativo e TE em 65
pacientes submetidos a timpanoplastia ou timpanoplastia
com mastoidectomia. Nos pacientes com niveis de TE, os
niveis encontrados foram elevados e a atividade de CA era
baixa, em comparacao com os pacientes sem TE, enquanto
nenhuma diferenca na atividade da SOD foi encontrada
entre os grupos. Kazikdas et al.> demonstraram que o alfa-
-tocoferol reduz o estresse oxidativo e ME, por meio de
analises bioguimicas, otomicroscopicas, timpanométricas e
histopatologicas.

No presente estudo, o efeito da melatonina e da vita-
mina C em TE foi avaliado na mucosa da orelha de ratos
submetidos a miringotomia e com lesao na orelha média
com histopatologia e determinacao do estado oxidativo com
a medicao dos niveis de CAT. Neste estudo, demonstrou-se
que os valores médios de CAT eram semelhantes em todos os
grupos de estudo antes do periodo de tratamento. Os valores
médios de CAT foram significativamente maiores nos gru-
pos de melatonina e vitamina C, quando comparados com o
grupo controle, mas os grupos da vitamina C e da melato-
nina foram semelhantes apos o periodo de tratamento. As
espessuras minima e maxima da parede foram menores nos
grupos de melatonina e vitamina C, em comparacao com o
grupo controle, mas as diferencas nao foram significantes. As
espessuras minima e maxima da parede foram semelhantes
nos grupos melatonina e vitamina C.

Conclusao

A administracdo de melatonina aumenta o nivel de CAT e
pode ter algum efeito na TE que se desenvolve apos a mirin-
gotomia, mas essas observacdes nao sao estatisticamente
significativas. No entanto, outros estudos experimentais
com um nUumero maior de individuos, com melatonina e/ou
vitamina C em doses elevadas e por varios periodos de
tempo, devem ser feitos para apoiar os efeitos da melato-
nina e/ou vitamina C em TE induzida por miringotomia.
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