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Is there any effect of coenzyme Q10 on prevention of
myringosclerosis? Experimental study with rats

A coenzima Q10 produz efeito sobre a prevencdo da miringoesclerose? Estudo experimental com ratos
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ecent studies have shown that the formation of myringosclerosis could be reduced by the
application of antioxidant enzymes and elements. Objective: The aim of this study was to investigate
the effectiveness of coenzyme Q10 on the prevention of experimentally induced myringosclerosis.
Method: Forty-eight healthy female wistar albino rats were bilaterally myringotomized and divided
into four groups randomly. Group A received no treatment, group B was administered oral coenzyme
Q10. Group C was treated with topical saline solution, group D received topically coenzyme Q10. On
the 15" day of treatment, tympanic membranes were examined by otomicroscopy. Myringosclerotic
lesions were documented semiquantitatively by using 4-point scale. After harvesting tympanic
membranes were evaluated histopathologically. Results: In group D (topical coenzyme Q10), we
observed otitis within the first four days of the study and this group was excluded from the study.
Regarding otomicroscopic examinations, there were no significant differences among groups in
myringosclerosis formation (p = 0.241). When group A (non treatment) compared to groups B and
C regarding histopathologic examination, the results demonstrated statistical significant differences
(p=0.004; p<0.00D), respectively. There was no statisticaly significant difference between groups B
and C (p=0.160). Conclusion: Oral administration of coenzyme Q10 did not reduce myringosclerosis
formation in myringotomized rats.

tympanic membrane.
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membrana timpanica. studos recentes demonstram que a formacao de miringoesclerose pode ser reduzida pela apli-

cacio de enzimas e elementos antioxidantes. Objetivo: Investigar a eficicia da coenzima Q10 na
prevencao de miringoesclerose experimentalmente induzida. Método: Quarenta e oito ratas Wistar
albinas saudaveis sofreram miringotomia e foram divididas aleatoriamente em quatro grupos. O
Grupo A nio recebeu tratamento algum; o Grupo B recebeu coenzima Q10 por via oral; o Grupo
C foi tratado com soro fisiolégico topico; e o Grupo D recebeu coenzima Q10 tépica. No 15° dia
de tratamento, as membranas timpanicas foram examinadas por otomicroscopia. As lesdes mirin-
goesclerdticas foram documentadas de forma semiquantitativa por meio de uma escala de quatro
pontos. Apos a coleta, as membranas timpanicas foram avaliadas por histopatologia. Resultados: No
grupo D (coenzima Q10 tépica) foi observada a ocorréncia de otite nos primeiros quatro dias do
estudo, o que levou a sua exclusio do estudo. O exame de otomicroscopia nao revelou diferencas
significativas entre grupos em termos de formacio de miringoesclerose (p = 0,241). Diferencas es-
tatisticamente significativas foram observada quando os exames histopatologicos do grupo A foram
comparados aos dos grupos B e C (p = 0,004; p < 0,001, respectivamente). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos B e C (p = 0,160). Conclusio: A administra¢cao oral de coenzima Q10
ndo reduziu a formacio de miringoesclerose nos ratos submetidos 2 miringotomia.
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INTRODUCAO

METODO

A timpanosclerose € um processo degenerativo da
camada de tecido conjuntivo que afeta tanto a membrana
timpanica (MT) como a mucosa do ouvido médio'?. A
localizacao mais comum da timpanosclerose ¢ a MT, na
chamada miringoesclerose (ME)'. E caracterizada pela
hialinizacio e calcificacio da camada de coligeno em
certas areas da MT*°. Histologicamente, ha um aumento
das fibras de coligeno devido a infiltracio progressiva
de fibroblastos, a degeneracio hialina e a deposicao ex-
tracelular de cilcio na lamina propria**. Ela se manifesta
como uma lesao de forma semicircular ou de ferradura
com manchas brancas normalmente nos quadrantes an-
terior e posterior da MT®. A miringoesclerose (ME) é uma
sequela comum em pacientes com otite média recorrente,
otite média supurativa, otite média cronica e insercao de
tubo de ventilacio®>. Apesar da morfologia da ME ja ter
sido bem descrita, a exata etiologia e a patogenia ainda
carecem de melhor compreensao. Varias hipéteses foram
propostas para a etiologia da ME, incluindo espécies
reativas de oxigénio, sensibilidade imunolégica, lesao
mecanica, distarbio metabdlico e reacdo inflamatéria®”.

A coenzima Q10 (CoQ10) € um poderoso antioxidan-
te intracelular regeneravel e bioenergético'™!!. Esta presente
em todas as células e € sintetizada endogenamente, além de
através da ingestao de alimentos''?. Age como um portador
de elétrons e prétons na cadeia respiratoria mitocondrial e
€ necessaria na producao de ATPY. Protege fosfolipidios e
proteinas da membrana mitocondrial contra a peroxidacao
e protege o DNA contra o dano oxidativo que acompanha
a peroxidacao de lipides'. A CoQ10 age como um antio-
xidante, apoiando a regeneracao de outros antioxidantes,
influenciando a estabilidade, fluidez e permeabilidade das
membranas, estimulando o crescimento celular e inibindo
a apoptose celular'?. Estd presente no corpo na forma
reduzida (ubiquinol) como oxidada (ubiquinona)®. Sua
forma reduzida, o ubiquinol, também € um antioxidante'®.
Quando as membranas celulares sao oxidadas, o ubiquinol
¢é o primeiro antioxidante a ser consumido'. Além disso, a
formacao de lipidios oxidados e o consumo de a-tocoferol
sdo suprimidos na presenca de ubiquinol.

Estudos recentes demonstram que a formacio de
ME apds miringotomia experimental pode ser reduzida
com a aplicacao de enzimas e elementos antioxidantes'?.
A luz destes estudos, consideramos que a ME também
poderia ser reduzida ou prevenida com a aplicacao do
antioxidante CoQ10.

O presente estudo pretende investigar o possivel
efeito preventivo da CoQ10 sobre o desenvolvimento de
ME na MT de ratos submetidos a miringotomia avaliados
por otomicroscopia e histopatologia. Pelo que sabemos,
este € o primeiro estudo desenhado para avaliar os efeitos
preventivos da administracao tépica e oral de CoQ10 sobre
o desenvolvimento da ME.

Desenho experimental

O presente estudo recebeu aprovacio do Comité
de Etica em Pesquisa com Animais (protocolo 31/03/2010-
60/308) e foi conduzido em conformidade com as diretrizes
para experimentacio com animais do Laboratorio de Zoo-
tecnia da Escola de Medicina. Os animais foram mantidos
em gaiolas normais com acesso livre a alimentos e dgua a
uma temperatura de 20 a 22°C e sob iluminacao artificial
por 12 horas didrias. Foi fornecida racio em pellets (2700
ME Kcal/kg, 23% HP) e dgua a vontade. Houve um periodo
de quarentena e aclimatacao de uma semana.

Quarenta e oito ratas Wistar albinas com peso mé-
dio de 220 gramas foram utilizadas no estudo. Os animais
que apresentaram infec¢do externa ou de ouvido médio,
aderéncias, perfuracdes ou retracoes da MT durante o
exame por otomicroscopia foram excluidos do estudo.
As ratas foram anestesiadas com cloridrato de quetamina
(50 mg/kg, intramuscular). A miringotomia foi executada
bilateralmente no quadrante superior posterior da MT com
o uso de espéculo auricular sob otomicroscopia (Opmi 1,
Zeiss, Alemanha). Nio foi observado sangramento intra-
timpanico durante o procedimento.

As ratas foram separadas aleatoriamente em qua-
tro grupos, cada um com 12 animais. O grupo A serviu
de controle, ndo recebendo tratamento algum. No grupo
B, os animais receberam 100 mg/kg/dia de CoQ10 por
agulha de alimentacao. Os sujeitos do grupo C receberam
aplicacao topica de 0,1 ml de soro fisiologico em ambos
os ouvidos. O grupo D recebeu 100 mg/kg/dia de CoQ10
(GNC 50 mg capsula gelatinosa diluida em 0,2 ml de soro
fisiologico) topicos em ambos os ouvidos. O soro fisiol6-
gico e a CoQ10 diluida em soro fisiologico foram pingados
no meato acustico externo com o uso de uma seringa. O
medicamento foi administrado diariamente por 15 dias. A
dose do suplemento de CoQ10 foi determinada segundo a
literatura'. Duas membranas timpanicas de outro rato foram
usadas na comparaciao entre as membranas timpanicas dos
grupos de estudo e a MT saudavel intacta’. As membranas
timpanicas das ratas anestesiadas foram examinadas por
otomicroscopia no 15° dia apés o tratamento. A situacio
das membranas timpanicas foi avaliada e as lesdes mirin-
goesclerdticas documentadas de forma semiquantitativa
por meio de uma escala de quatro pontos: (0) auséncia de
placas miringoesclercticas visiveis; (1) ME ocasional com
halo esbranquicado ao redor do timpano; (2) ME moderada
com alo esbranquicado ao redor do timpano e linha bran-
ca ao lado do manubrio do martelo e ao longo do anel; e
(3) ME grave com dep6sitos esbranquicados confluentes
formando padriao em ferradura®.

Avaliacao histopatologica
No 15¢, as ratas foram sacrificadas com pentobar-
bital (80 mg/kg, injecdo intraperitoneal). A MT e seu anel
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foram removidos conjuntamente. As pecas foram fixadas
em formol 10% e descalcificadas em solucdo de 6xido
nitrico 7%. As pecas foram entio incluidas em parafina.
Apos processamento de rotina, as pecas foram cortadas
em secoes de 4 pm de espessura. Os cortes foram prepa-
rados no nivel da pars tensa onde foi feita a miringotomia
e corados com hematoxilina-eosina e azul de toluidina.
O azul de toluidina foi usado para avaliar as mudancas
esclerdticas no tecido conjuntivo da lamina prépria. No
microscopio Optico, as pecas coradas foram avaliadas por
um patologista cegado em termos de grau de esclerose,
hialinizacdo e intensidade da proliferacio de fibroblastos
na lamina propria e espessura da MT. Os dados foram do-
cumentados e comparados a2 MT da rata normal por meio
da escala de cinco pontos de 0 (normal) a 4. Os grupos
foram comparados segundo os achados da otomicroscopia
e exames histopatologicos.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita com o uso do Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) 11.5 (SPSS Inc., Chicago,
IL, United States). Os dados foram expressos em media-
nas (minimo-maximo) para dados ordinais e nimero de
casos e percentuais para varidveis nominais. As diferencas
medianas entre grupos foram analisadas pelo teste de
Kruskal Wallis. Quando o p-valor pelo teste de Kruskal
Wallis denotou significancia estatistica, foi usado o teste
de comparacoes multiplas de Conover para identificar
qual grupo se diferenciava dos demais. Dados nominais
foram avaliados pelo teste do Qui-quadrado de Pearson
ou pelo teste exato de Fisher, quando adequado. O nivel
de significancia estatistica foi firmado em 5%.

RESULTADOS

Grupo excluido por causa de otite e obitos

Duas ratas (1/B,1/C) foram a 6bito por conta de
causas naturais ao fim do estudo. No grupo D (t6pico),
foram observados casos de otite durante os primeiros
quatro dias do estudo, o que levou a sua exclusio do
estudo. Cinco ouvidos (2/A, 1/B, 2/C) e mais um ouvido
(1/C) foram identificados nos exames por otomicroscopia
e histopatologia respectivamente como tendo otite média
e foram excluidos do estudo. Consequentemente, um total
de seis ouvidos e o grupo D (topico) foram excluidos do
estudo por causa de otite.

Exame por otomicroscopia

Todas as perfuracoes de MT nos quatro grupos
cicatrizaram. A Tabela 1 resume os resultados dos exames
por otomicroscopia. A andlise estatistica dos exames por
otomicroscopia nao revelaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos em termos de formacio de
ME (p = 0,241). As comparacdes das medianas oriundas

das avaliacoes por otomicroscopia e histopatologia siao
demonstradas na Tabela 2.

Tabela 1. Exame por otomicroscopia das lesdes escleroticas.

Escala de miringoesclerose (pontos)

Grupos Ouvidos
1 2 3
A (sem tratamento) 22 3 8 11 0
B (CoQ10 oral) 21 1 6 14 0
C (soro fisiolégico) 19 3 3 9 4

CoQ10: Coenzima Q10.

Tabela 2. Comparagao das medianas dos exames por
otomicroscopia e histopatologia.

Grupos e ouvidos Otomicroscopia Histopatologia

A (sem tratamento) 22 1,5 (0-2) 1(0-4)
B (CoQ10 oral) 21 2 (0-2) 2 (0-4
C (soro fisiologico) 19 2 (0-3) 3 (1-4)
p-valor 241 < 0,001

Dados expressos em medianas (minimo-maximo); CoQ10: Coenzima
Q10.

Exame histopatolégico

As membranas timpanicas normais eram delgadas
e livres de células inflamatérias (Figura 1). Houve exten-
sas lesdes esclerdticas e intensa presenca de fibroblastos
na lamina propria e aumento da espessura da MT nos
grupos B (oral) e C (soro fisiologico) (Figuras 2 e 3).
As membranas timpanicas do grupo A (sem tratamento)
eram mais delgadas que as do grupo B e C. A atividade
de fibroblastos na lamina propria e as lesoes esclerdticas
eram também menos acentuadas neste grupo. Os achados
histopatolégicos por grupo sao demonstrados na Tabela 3.
A comparacao dos achados histopatolégicos do grupo A
em relaciao aos grupos B e C suscitou diferencas estatis-
ticas (p = 0,004; p < 0,001, respectivamente). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos B e C (p = 0,160).

Figura 1. Aparéncia de membrana timpanica normal (0 pontos na
escala) do grupo A (hematoxilina e eosina, ampliagcdo original x100).
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Figura 2. Membrana timpanica avaliada com 4 pontos na escala,
pertencente ao grupo B; Pode-se observar proliferacao de fibroblastos,
aumento acentuado da espessura da membrana e mudancas
escleréticas (azul de toluidina, ampliacdo original x200).

Figura 3. Membrana timpanica avaliada com 2 pontos na escala,
pertencente ao grupo C; Pode-se observar placa moderadamente
espessada e esclerdtica (azul de toluidina, ampliacéo original x200).

Tabela 3. Achados histopatolégicos das membranas timpanicas.

Escala histopatolégica

Grupos Ouvidos
0 1 2 3 4
A (sem tratamento) 22 1 12 6 2 1
B (CoQ10 oral) 21 3 8 8 2
C (soro fisioldgico) 19 0 4 10 3
CoQ10: Coenzima Q10.
DISCUSSAO

Estudos recentes enfatizam que radicais livres deri-
vados do oxigénio, lesdes mecanicas e doencas inflamatoé-
rias podem ser os principais fatores na formacao da ME®.
Mattsson et al.” observaram que lesdes de ME ocorriam
em maior nimero com o aumento das concentracoes de
oxigénio quando ratos submetidos 2 miringotomia eram
expostos a diferentes concentracoes de oxigénio, sugerin-
do que o mecanismo envolvido poderia estar relacionado
a formacao de radicais de oxigénio. A miringotomia per-
mite a passagem do ar ambiente pela cavidade do ouvido
médio, resultando em condico relativamente hiperéxica.
Esta condic¢ao levaria a um aumento na oxigenac¢ao dos
tecidos, provocando aumento na producio de radicais
livres derivados do oxigénio, o que poderia deflagrar
dano tecidual irreversivel, fibrose e degeneracao hialina,
como visto na ME’.

Muitos estudos experimentais tentaram evitar o
desenvolvimento da ME por meio da aplicacio de agen-
tes quelantes de radicais livres por via topica ou sistémi-
ca®>71516 Foi relatado que a aplicagio topica de agentes
como 4cido ascorbico’®, N-acetilcisteina'®, cobre-zinco
superoxido dismutase mais catalase e deferoxamina ini-
biu o desenvolvimento de ME°. Por outro lado, estudos
anteriores também observaram que a administracao
sistémica de L-carnitina'’, selénio’®, éster fenetil do dcido
cafeico’®, vitamina E (alfa-tocofero)? e gingko biloba’
foram eficazes na prevencio da formacio de ME. Além
disso, Polat et al." demonstraram que a aplicacao topica e
intramuscular de vitamina E reduz a formacio de ME e das
espécies reativas de oxigénio na MT. Consequentemente,
os achados publicados tém corroborado a hipotese de
que a formacao de espécies reativas de oxigénio contribui
significativamente para o desenvolvimento de ME"",

Foi identificado que o desenvolvimento de ME
apo6s miringotomia pode ser retardado com medicamentos
anti-inflamatorios como dexametasona ou fenspirida topi-
ca®. Alguns agentes que reduziram o desenvolvimento de
ME tém propriedades antioxidantes e anti-inflamat6rias>7:1°.

No grupo D foi observada a ocorréncia de otite, fato
nao descrito em outros estudos com animais em que houve
aplicaciao de agentes topicos" >, Acreditamos que uma
possivel irritacio quimica causada pela aplicacio topica
de CoQ10 possa ter causado inflamacao das membranas
timpanicas dos animais incluidos em nosso estudo.
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Mattsson et al.® relataram que a observacao de ME
a otomicroscopia nao corroborou plenamente os achados
da microscopia Optica.

Ainda que virios agentes tenham comprovada efica-
cia na prevencao de ME em estudos experimentais, nao hd
achados objetivos e padronizados para a avaliacio histo-
patologica da ME?. Utilizamos uma escala de cinco pontos
(de 0 a 4) para avaliar o grau de esclerose, hialinizacao,
intensidade da proliferacao de fibroblastos e espessura da
MT. Alguns estudos indicaram que a reducao da evolucao
da ME levou a um aumento indesejavel da MT devido ao
aumento no numero de fibroblastos no exame histopato-
logico>>1°. Contrariamente a estes estudos, alguns autores
observaram uma relacao positiva entre espessura de MT
e grau de ME**717. Nossos resultados foram semelhantes
aos da literatura.

A CoQ10 € uma molécula hidrofobica relativamente
grande. Portanto, sua absorcao tecidual € frequentemente
lenta e limitada'. Tecidos com exigéncias energéticas
maiores, como coracio, rins, figado e muisculos esquelé-
ticos, contém altos teores de CoQ10'. Foi sugerido que
ha possivel discrepancia entre as concentracdes extra e
intracelulares de CoQ10™.

CONCLUSAO

Na presente pesquisa, identificamos que a adminis-
tracao sistémica de CoQ10 por 15 dias em ratas submetidas
a miringotomia nao evitou o desenvolvimento de miringo-
esclerose. Neste contexto, a ineficicia devido a dosagem
e duracao de aplicacio de CoQ10 pode ser reavaliada.
Apesar de nao termos medido os niveis plasmaticos de
CoQ10, confirmamos que a dosagem e a duracao da admi-
nistracao de CoQ10 preconizadas neste estudo resultaram
em eficiente efeito antioxidante segundo a literatura'-'#181,

Considerando a ineficicia da CoQ10 sobre a ME,
especulamos que a CoQ10 tem mecanismo de acdo ainda
nao esclarecido sobre o desenvolvimento de ME.
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