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Biocompatible Introduction: Several biomaterials can be used in ear surgery to pack the middle ear or sup-
materials; port the graft. The absorbable gelatin sponge is the most widely used, but it may produce
Otologic surgical fibrosis and impair ventilation of the middle ear.

procedures; Objective: This experimental study aimed to investigate the inflammatory effects of the
Gelatine sponge sugarcane biopolymer sponge (BP) in the rat middle ear compared with absorbable gelatin
absorbable; ’ sponge (AGS).
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Methods: Prospective experimental study design. Thirty adult female Wistar rats were al-
located to receive the BP sponge into the right ear and AGS into the left ear. Animals were
randomly killed at 4 and 12 weeks post-procedure. Qualitative histological assessments were
performed to evaluate the inflammatory reaction in the tympanic bullae.

Results: The BP sponge caused inflammation more intense and persistent than AGS. The BP
was not absorbed during the experiment. Fibrosis was observed only in the ears with AGS.
There were thickening of the mucosa and neoangiogenesis in the group of AGS.

Conclusion: Despite inflammation, the BP sponge produced less fibrosis and neoangiogenesis com-
pared to AGS. The sponge BP appeared to be a non-absorbable biomaterial in the middle ear.
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Editora Ltda. All rights reserved.

Materiais de suporte na orelha média: comparacdo entre a esponja de gelatina absorvivel
e a esponja do biopolimero da cana-de-agucar em ratos

Resumo

Introducdo: Existem diversos biomateriais que podem ser utilizados na cirurgia otoldgica
para preencher a cavidade da orelha média ou dar suporte a enxertos. A esponja de gela-
tina absorvivel é a mais utilizada, mas pode provocar fibrose e prejudicar a ventilacao
da orelha média.
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Objetivo: Investigar os efeitos da reacdo inflamatéria provocada pela esponja do bio-
polimero da cana-de-aclcar (BP) comparada a esponja de gelatina absorvivel (EGA) na

Materiais e métodos: Estudo experimental prospectivo. A esponja do BP foi implantada
na orelha direita e a EGA na orelha esquerda de 30 ratos Wistar fémeas. Os animais foram
sacrificados com 4 e 12 semanas apds o procedimento. Avaliacao histoldgica qualitativa

Resultados: A esponja do BP provocou exsudato inflamatoério mais intenso e persistente
que a EGA. O BP nao foi absorvido durante o tempo de observacao. Traves de fibrose
foram observadas apenas nos ouvidos com a EGA. Houve espessamento da mucosa e neo-

Conclusdo: Apesar da reacdo inflamatodria, a esponja do BP provocou menos fibrose e
neoangiogénese quando comparada a EGA. A esponja do BP comportou-se como um bio-

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier

0 biopolimero da cana-de-aclicar é uma macromolécula
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mucosa da orelha média de ratos.
foi realizada para verificar a reacao inflamatdria na bula timpanica.
angiogénese no grupo da EGA.
material ndo absorvivel na orelha média.
Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
Introducao

As cirurgias otologicas sao comuns na pratica diaria do
otorrinolaringologista, sendo as timpanoplastias e timpa-
nomastoidectomias as mais frequentes. Na grande maioria
das técnicas empregadas, faz-se necessario, além de um
material de enxerto para o fechamento da perfuracao da
membrana timpanica (MT), outro material para suporte ou
preenchimento da cavidade da orelha média. O material de
suporte deve ser indcuo para o paciente, biocompativel e
incapaz de provocar qualquer reacao da mucosa que com-
prometa a ventilacdo da orelha média.! Idealmente, deve
ser moldavel a cavidade timpanica e manter o enxerto es-
tavel a médio prazo.! O material pode ser absorvido ou nao
pelo organismo apos a cicatrizacao.

Varios tipos de materiais de suporte podem ser usados na
timpanoplastia e timpanomastoidectomia. Ha materiais nao
absorviveis que necessitam de uma cirurgia revisional para
remové-los, como o silicone. Os materiais absorviveis podem
ser produzidos a partir do acido hialurénico, materiais sinté-
ticos, materiais alternativos (plantas) ou gelatina. Em todo o
mundo, o material mais usado para oferecer estabilidade ao
enxerto timpanico é uma esponja hemostatica de gelatina
absorvivel, derivada da derme de porco. Contudo, trabalhos
na literatura surgem questionando seu uso na otologia. Foi
encontrada fibrose importante da submucosa da orelha mé-
dia de ratos em contato com essa esponja hemostatica.Z Um
estudo comparou trés substancias: Nasopore® (membrana
de poliuretano), Sepragel® (polimero de acido hialurénico) e
Gelfoam® (esponja hemostatica absorvivel), todas inoculadas
na bula timpanica dos ratos. Apos trés dias, foi encontrada
maior reacao inflamatoria no grupo do Gelfoam,® comparado
aos outros, e apds 20 dias houve maior grau de fibrose e es-
pessamento subepitelial neste grupo.3

A mucosa da orelha média é muito reativa. Tonnaer
et al. inocularam varias substancias por via transtimpanica
(bactéria, hemocianina, carvao ativo ou soro fisioldgico) na
bula timpanica de ratos.# Os autores concluiram que com
qualquer das substancias testadas (exceto o soro fisiologi-
co), ao atingir a cavidade da orelha média, é possivel indu-
zir-se a otite média aguda. A dificuldade em se conseguir
um material biocompativel com o minimo de dano a mucosa
impulsiona o desenvolvimento de novos biomateriais.

produzida pela bactéria Zoogloea SP quando cultivada em
um meio de cultura rico em melaco da cana-de-ac(car.?
Este polimero tem-se mostrado biocompativel na forma de
membranas em varios estudos ja realizados em diferentes
areas.% Silva DB et al.” realizaram pesquisa experimental
usando o biopolimero como enxerto timpanico fixado na
face externa da perfuracao da MT e observaram fechamen-
to da perfuracao timpanica na maioria das amostras estu-
dadas. Mayer DLB et al.8 analisaram a reacdo inflamatéria
da membrana do biopolimero da cana-de-acucar dentro da
orelha média de ratos. Houve exsudato e espessamento da
mucosa, mas com regressao ao longo do tempo.

A membrana do biopolimero da cana-de-aclcar é uma
estrutura laminar nao porosa que foi testada experimental-
mente com o objetivo de substituir ou fixar o enxerto na
cirurgia para fechamento da perfuracao da MT. Ja a esponja
do biopolimero da cana-de-aglicar é um material poroso e
denso. Em contato com a agua, apresenta pouca expansibi-
lidade, tornando-se friavel. Esse tipo de material poderia
ser usado como suporte para o enxerto ou mesmo como pre-
enchimento da cavidade timpanica e canal auditivo. Este
estudo pretende avaliar a reacao inflamatoéria causada pelo
biopolimero da cana-de-acGcar em forma de esponja em
contado com a mucosa da orelha média comparada a espon-
ja de gelatina absorvivel, comercialmente conhecida como
Gelfoam®. A resposta inflamatoria precoce sera analisada
através da caracterizacdo do exsudato e edema da submu-
cosa. A resposta tardia da inflamacao sera avaliada, pela
neoangiogénese e fibrose, além do exsudato crénico.

Materiais e métodos

No presente estudo foram utilizados 30 ratos albinos
(Rattus norvegicus albinus), fémeas, sadias, da linhagem
Wistar, pesando de 211 a 290 g (média de 247,25 g), com
cerca de quatro meses de idade. Como critério de exclusdo
foi considerada qualquer alteracdo na orelha média ou alte-
racao na membrana timpanica (perfuracao ou miringoscle-
rose extensa).

Os animais selecionados foram operados e acompanha-
dos no Nucleo de Cirurgia Experimental. Os animais foram



Middle ear packing materials: comparison between absorbable hemostatic gelatine sponge and sugarcane BP sponge in rats 239

mantidos no biotério, com refrigeracao constante e tem-
peratura ambiente controlada de 22°C (x 2°C), em gaiolas
coletivas com piso de serragem com cinco animais antes
do experimento, e gaiolas individuais ap6s o experimento.
O local oferecia iluminacao programada a cada 12 horas.
Os animais foram alimentados com racao industrializada do
tipo Labina® ad libitum.

Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental, controlado, analitico
e prospectivo.

Procedimentos

Os ratos foram submetidos a anestesia geral para o proce-
dimento, utilizando-se: cloridrato de cetamina (5 mg/100 g
de peso) via intramuscular, cloridrato de xilazina (2 mg/100
g de peso) via intramuscular, e atropina (0,16 mL/100 g de
peso) via subcutanea. A antibioticoprofilaxia foi feita com
cefalotina (1,3 mg/100 g de peso) via intramuscular.

Arbitrariamente, todas as orelhas do lado direito forma-
ram o grupo da esponja do biopolimero da cana-de-acucar
(BP), e as orelhas do lado esquerdo dos mesmos ratos o gru-
po da esponja de gelatina absorvivel, Gelfoam® (GF).

Todos os animais foram submetidos a otomicroscopia com
microscopio cirtrgico (marca D.F. Vasconcelos® de coluna,
modelo MC-M31). Apds a otomicroscopia com aumento de
10x, os ratos incluidos foram submetidos a cirurgia otoldgica.

Cirurgia otolégica

0 procedimento foi realizado em bancada cirdrgica com to-
dos os cuidados de assepsia e antissepsia. Apds anestesia
e tricotomia da regiao retroauricular e cervical, foi feita
uma incisdo ventrolateral de 2 cm com bisturi frio de lami-
na n°15, distante 0,5 cm da implantacao da orelha exter-
na (fig. 1). Afastou-se, entao, o plano muscular para evitar
traumas desnecessarios, visualizando-se, assim, o tendao
de insercao do musculo digastrico na base do cranio. Nes-
ta posicao, profundamente, situa-se a porcao posterior da
bula timpanica (fig. 2). Apds a exposicao retroauricular, a
bula timpanica foi perfurada delicadamente com a ponta da
agulha 40 x 1,20 mm. Em seguida, com a pinca tipo jacaré,
houve a introducao do material correspondente. No mesmo
rato, foi colocado, no lado direito, o biopolimero, e no lado
esquerdo, o Gelfoam®, de tamanhos padronizados em 5 mm
de comprimento e 1 mm de espessura (fig. 3). Apos a intro-
ducao dos materiais, o plano muscular foi reposicionado e a
pele foi suturada com fio nailon 4-0. Todas as cirurgias foram
realizadas pelo mesmo pesquisador, para evitar variacoes da
técnica. Apos 15 dias, a pele do rato expulsou naturalmente
o fio de sutura, nao tendo sido necessario remové-lo.

Os ratos operados foram divididos em dois subgrupos,
apos sorteio aleatoério: Tempo T1 - sacrificados com quatro
semanas; e Tempo T2 - sacrificados com 12 semanas apos a
cirurgia. No tempo estipulado, os animais foram submetidos
a eutanasia de maneira indolor, através da administracéo in-
traperitonial de tiopental sodico seguido de dose letal deste
barbiturico por injecao intracardiaca. Apos a eutanasia, fo-
ram removidas suas bulas timpanicas para estudo.

Figura 1 Rato Wistar em decubito lateral. Incisdo cirtrgica
na regiao retroauricular da orelha esquerda. A, anterior; P,
posterior.

Figura 2 Exposicao do local onde esta situada a bula timpani-
ca, profundamente a musculatura cervical no lado esquerdo do
rato. A, anterior; P, posterior; S, superior; |, inferior.

i."n |

Figura 3 Materiais estudados. GF, Gelfoam® (esponja de
gelatina absorvivel); BP, esponja do biopolimero da
cana-de-acUcar.
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Preparo e analise histologica

As bulas timpanicas foram isoladas e preparadas para o es-
tudo histologico. A fixacao foi realizada através de formali-
na tamponada a 10% e a descalcificacdo em acido nitrico a
5%, durante 24 horas. A fim de se obter melhor fixacao, foi
feita uma abertura de 2 mm na porcao posterior da bula
timpanica para entrada do formol tamponado. O material
foi desidratado, em série crescente de etanol a 70%, 80%,
90% e 100%, uma hora cada; em seguida, foi submetido a
processo de clarificacao em xilol e incluido em parafina. Ja
incluidas em blocos de parafinas, as pecas foram levadas
para corte de 5 pm de espessura em microtomo (Spencer
AO) com intervalo de 50 pm. Os cortes foram feitos em
plano transversal ao da MT.

Em seguida, o material foi submetido a coloracao com
Hematoxilina-Eosina (HE). Apds todas as laminas serem
processadas, foram selecionadas aquelas cujo corte situ-
ava-se na altura do final do cabo do martelo, correspon-
dente ao mesotimpano, e o corte na altura do processo
longo da bigorna correspondente ao epitimpano. Os cortes
selecionados foram submetidos a analise qualitativa por
um patologista experiente. Na analise, foram observados
a morfologia da mucosa e da MT das bulas, o tipo e a in-
tensidade da reacao inflamatoéria, a presenca de fibrose e
o comportamento do biopolimero comparado com o Gel-
foam®.

A descricao dos achados histolégicos foi subdividida de
acordo com os seguintes parametros: espessamento da MT
ou mucosa, o tipo celular do infiltrado inflamatoério, a neo-
vascularizacao e a fibrose da submucosa.

O espessamento da MT foi classificado em ausente,
leve, moderado ou intenso. A intensidade do processo in-
flamatorio foi descrita a partir da observacao da celulari-
dade no exsudato e da extensao do processo pela cavidade
da bula timpanica. A intensidade da atividade inflamatoria
foi assim classificada: nula - auséncia de sinais inflamato-
rios; leve - exsudato com infiltracao celular em pequena
quantidade, reacao envolvendo até 1/3 da luz da bula tim-
panica (epitimpano ou mesotimpano); moderada - exsuda-
to com infiltracao celular em quantidade moderada, rea-
cao envolvendo entre 1/3 e 2/3 da luz da bula (epitimpano
e mesotimpano); intensa - exsudato com infiltracao celular
em grande quantidade, reacao envolvendo mais que 2/3 da
luz da bula com sinais de necrose.

0 infiltrado inflamatério também foi analisado quanto
a celularidade: se havia maior quantidade de linfocitos e
plasmocitos, foi enquadrado como crénico com infiltrado
linfomononuclear (LMN); se havia maior quantidade de
neutrofilos, o infiltrado era agudo e classificado como po-
limorfonuclear (PMN); se havia tanto LMN quanto PLM, era
classificado como um exsudato subagudo.

A neoangiogénese ocorre a partir de vasos pré-exis-
tentes. Na resposta tardia da inflamacao ha vasodilatacao
e aumento da permeabilidade vascular e degradacao da
membrana basal, com migracao das células endoteliais em
direcado ao estimulo angiogénico. A presenca ou nao desse
comportamento da inflamacao da mucosa foi avaliado.

Afibrose também fez parte da fase tardia da inflamacéao
e caracterizou-se pela presenca de fibroblastos e deposi-
cao de colageno na matriz extracelular. A fibrose subepite-
lial da bula foi classificada em leve, moderada e intensa,

dependendo da extensao do processo na bula timpanica.

Na avaliacao do grau de absorcao do material, na bula
timpanica foi considerado se havia algum sinal de perma-
néncia do mesmo nas laminas estudadas.

Analise estatistica

Os dados obtidos sao categoricos e apresentados de forma
descritiva e analitica, tendo sido agrupados em tabelas. Na
analise estatistica comparativa foi verificado se havia di-
ferenca entre os biomaterais. Também houve comparacao
dos dados entre os tempos T1 e T2 para cada grupo sepa-
radamente. Foi aplicado o teste Exato de Fisher, devido ao
nimero pequeno de observacdes. Foram considerados es-
tatisticamente significantes os resultados cujos niveis des-
critivos (valores de p) foram < 0,05. Os calculos estatisticos
foram realizados no software SPSS for Windows versao 18.0
- Statistical Package for the Social Sciences.

Consideracdes éticas

Esta pesquisa seguiu os principios que regem o Codigo de
Etica experimental e as leis de protecdo dos animais, de
acordo com as normas vigentes no Brasil. Especialmente a
Lei n° 9.605 - art. 32 e o Decreto n° 3.179 - art. 17, de
21/09/1999, que tratam da questao do uso de animais para
fins cientificos. Além disso, teve aprovacao integral do Co-
mité de Etica para Uso de Animais, no qual esta registrado
sob o protocolo n° 23076020776/2010-48. Inclusive, concor-
dando com o fato de que a morte dos animais utilizados
neste estudo justifica-se por nao existirem recursos alterna-
tivos para a realizacdo do procedimento cientifico. A utili-
zacao de anestesia geral antes de quaisquer procedimentos
teve como finalidade evitar a dor e reduzir o estresse dos
animais. Houve acompanhamento dos veterinarios respon-
saveis do Nucleo de Cirurgia Experimental durante o expe-
rimento.

Resultados

Do total dos 30 ratos do estudo, foram selecionados alea-
toriamente 15 deles para o grupo T1 e 15 para o grupo
T2. No grupo T1 houve uma perda de dois animais por
complicacoes anestésicas no transoperatorio. Dos 13 ra-
tos operados, seis foram perdidos por problemas como
infeccao secundaria bilateral ou falha no processamento
histotécnico. Dos sete que sobraram, dois apresentaram
otite unilateral (lado esquerdo) e permaneceram no
estudo. Assim, ao final do primeiro més de observacao
do experimento, obtivemos sete orelhas do lado direito
(grupo BP) e cinco orelhas do lado esquerdo (grupo do
GF).

Nos 15 ratos sacrificados no tempo T2, duas orelhas
do lado esquerdo foram excluidas por infeccao secun-
daria, e outras duas pela baixa qualidade do processa-
mento histotécnico. No grupo do GF ficaram 11 orelhas.
As 36 orelhas analisadas ficaram assim distribuidas: T1-
sete no grupo do BP e cinco no grupo do GF; T2 - 15 no
grupo do BP e 11 no grupo do GF.

A descricao dos achados histologicos foi subdividida
de acordo com os seguintes parametros: espessamento
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da MT e da mucosa, o tipo celular do infiltrado infla-
matorio, neovascularizacao e a intensidade da fibrose
da submucosa. Com o objetivo apenas de caracterizar
a amostra estudada, apresentamos as frequéncias ab-
solutas (N) e relativas (percentuais) das classes de cada
variavel qualitativa nas tabelas 1 e 2.

Para compararmos os grupos com relacao aos achados
histoldgicos foi aplicado o teste Exato de Fisher, devido
ao nimero pequeno de observacoes. Para efeito de ana-
lise estatistica, os resultados histologicos classificados
como ausente ou leve foram agrupados e comparados ao
resultado agrupado dos dados classificados como mode-
rado ou intenso.

A analise estatistica dos dados se encontram nas ta-
belas 3 e 4, que compararam os biomateriais entre si.

Nao houve diferencas estatisticas entre os parame-
tros analisados quando foi comparado o resultado no

tempo T1 e T2 apenas do BP, assim como quando houve
essa comparacao entre os tempos, dentro do grupo do
GF.

Em relacao a presenca do material implantado, apods
trés meses do experimento, o BP foi visualizado em to-
das as bulas timpanicas. O GF foi visualizado em apenas
uma. Foi observado neoformacao 6ssea em duas bulas
com GF e em trés com BP.

O padrao de resposta fibrogénica foi distinto entre
os dois grupos. Nos implantes de BP, a fibrose, quando
era observada, apresentava-se, na maioria dos casos, de
leve intensidade; enquanto nos implantes de GF, a fi-
brose presente apresentava em alguns casos a formacao
de aderéncias fibrosas, com preenchimento de espacos
aéreos. Estas aderéncias foram observadas tanto no gru-
po apo6s um més de experimento, quanto no apos trés
meses.

Tabela 1 Achados histologicos na bula timpanica dos ratos apés um més do experimento (T1)

ﬁ;:i?;gicos E.Mu E.MT LMN PMN Neoangio Fibrose

BP (n=7)
Ausente 1(14,28%) 3 (42,86%) 1(14,28%) -
Leve 3 (42,86%) 4 (57,14%) 1(14,28%) 1(14,28%) 6 (85,71%) 5 (71,43%)
Moderada - 4 (57,14%) 3 (42,86%) - 2 (28,57%)
Intensa 3 (42,86%) - 2 (28,57%) 3 (42,86%) - -

GF (n =5)
Ausente 2 (40,0%) 3 (60,0%) . 5 (100%) . .
Leve 1(20,0%) . 4 (80,0%) 4 (80,0%) 1(20,0%)
Moderada 1(20,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 3 (60,0%)
Intenso 1(20,0%) 1.(20,0%) . - 1(20,0%)

BP, bipolimero; GF, Gelfoam®; E.Mu, espessamento da mucosa; E.MT, espessamento da membrana timpanica; LMN, infiltrado
linfomononuclear; PMN, infiltrado polimorfonuclear; Neoangio, neoangiogénese.

Tabela 2 Achados histologicos na bula timpanica dos ratos apos trés meses do experimento (T2)

"?icsrt‘zfg’;cos E.Mu E.MT LMN PMN Neoangio Fibrose
BP (n = 15)
Ausente 1.(6,66%) 8 (53,33%) - 5 (33,33%) 1(6,66%)
Leve 5 (33,33%) 5 (33,33%) - 1.(6,66%) 8 (53,33%) 8 (53,33%)
Moderada 4 (26,66%) 1(6,66%) 12 (80,0%) 6 (40,0%) 2 (13,33%) 5 (33,33%)
Intensa 5 (33,33%) 1.(6,66%) 3 (20,0%) 8 (53,33%) - 1(6,66%)
GF (n = 11)
Ausente 1(9,09%) 5 (45,45%) - 9 (81,81%) - -
Leve 1(9,09%) 3 (27,27%) 7 (63,63%) 1(9,09%) 3 (27,27%) 4 (36,36%)
Moderada 3 (27,27%) 3 (27,27%) 4 (36,36%) 7 (63,63%) 3 (27,27%)
Intense 6 (54,54%) - - 1(9,09%) 1(9,09%) 4 (36,36%)

BP, bipolimero; GF, Gelfoam®; E.Mu, espessamento da mucosa; E.MT, espessamento da membrana timpanica; LMN, infiltrado linfomono-
nuclear; PMN, infiltrado polimorfonuclear; Neoangio, neoangiogénese.
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Tabela 3 Comparison between groups of biomaterials in rela-
tion to histological findings in the tympanic bulla of rats after
1 month of experiment (T1)

Achados Grupo - T1

histologicos BP (n = 7) GF (n = 5) p-valor

E.Mu
Ausente/Leve 4 (57,1%) 3 (60,0%) > 0,999
Moderado/Intenso 3 (42,9%) 2 (40,0%)

E.MT
Ausente/Leve 7 (100%) 3 (60,0%) 0,152
Moderado/Intenso 0 (0%) 2 (40,0%)

LMN
Ausente/Leve 1 (14,3%) 4 (80,0%) 0,062
Moderado/Intenso 6 (85,7%) 1 (20,0%)

PMN
Ausente/Leve 1 (14,3%) 5 (100%) 0,0152
Moderado/Intenso 6 (85,7%) 0 (0%)

Neoangio
Ausente/Leve 7 (100%) 4 (80,0%) 0,417
Moderado/Intenso 0 (0%) 1 (20,0%)

Fibrose
Ausente/Leve 5 (71,4%) 1 (20,0%) 0,234
Moderado/Intenso 2 (28,6%) 4 (80,0%)

a Estatisticamente significante (p < 0,05).

Discussao

0 uso de biomateriais na cirurgia otoldgica é uma pratica
comum na otorrinolaringologia. Apds a introducao, na dé-
cada de 50, por Zollner e Wullstein dos materiais de pre-
enchimento na cavidade timpanica, o uso dos biomateriais
tem-se expandido.®'? A depender da indicacdo e técnica
cirlrgica proposta ao paciente, materiais foram desenvolvi-
dos para serem usados como implantes na substituicao dos
ossiculos da orelha média, como selantes da janela oval,
materiais para hemostasia, tubos de ventilacao, materiais
de suporte para o enxerto e material de preenchimento da
cavidade timpanica ou canal auditivo externo.! Os materiais
de suporte e preenchimento sao indicados na maioria das
timpanoplastias e mastoidectomias.

0 Gelfoam® é o biomaterial absorvivel mais utilizado atu-
almente nas cirurgias otoldgicas. Inicialmente, essa esponja
foi usada como agente hemostatico na neurocirurgia. A ca-
pacidade de expansao do material em contato com fluidos e
sua absorcdo pelo organismo em médio prazo o fizeram ga-
nhar espaco em varias areas cirtrgicas. Em 1951, Blaine G'"
publicou seu uso nao apenas como agente hemostatico, mas
também como substituto de tecidos destruidos. Desde a dé-
cada de 1950 que o Gelfoam® é usado nas diversas cirurgias
otologicas, mas a partir da década de 1960 foram atribuidos
a ele efeitos deletérios na orelha média. Schuknecht HF12,13
observou, em dois estudos, perda auditiva apos cirurgia de

Tabela 4 Comparacao dos grupos de biomateriais em relacao
aos achados histologicos na bula timpanica do rato apos trés
meses de experimento (T2)

Achados Grupo - T2
histologicos BP (n = _ PR
(n=15) GF (n=11)

E.Mu
Ausente/Leve 6 (40,0%) 2 (18,2%) 0,234
Moderado/Intenso 9 (60,0%) 9 (81,8%)

E.MT
Ausente/Leve 13 (86,7%) 8 (72,7%) 0,620
Moderado/Intenso 2 (13,3%) 3 (27,3%)

LMN
Ausente/Leve 0 (0%) 7 (63,6%) 0,0012
Moderado/Intenso 15 (100%) 4 (36,4%)

PMN
Ausente/Leve 1(6,7%) 10 (90,9%) 0,0012
Moderado/Intenso 14 (93,3%) 1(9,1%)

Neoangio
Ausente/Leve 13 (86,7%) 3 (27,3%) 0,0042
Moderado/Intenso 2 (13,3%) 8 (72,7%)

Fibrose
Ausente/Leve 9 (60,0%) 4 (36,4%) 0,234
Moderado/Intenso 6 (40,0%) 7 (63,6%)

a Estatisticamente significante (p < 0,05).

estapedectomia e concluiu que essa falha foi secundaria ao
uso de Gelfoam® na janela oval.

A mucosa da orelha média e a MT, quando em contato
com algum material danoso, sofrem edema e hiperplasia su-
bepitelial evidenciados pelo espessamento histologico. No
presente estudo foi observado tanto no tempo T1 quanto
no tempo T2 do experimento que nenhum dos biomateriais
provocou um espessamento importante da MT. Laurent C et
al.’ também nao observaram alteracées da MT em cirurgias
experimentais utilizando GF.

A MT é formada por trés camadas, e a mais interna é
contigua com a mucosa da bula timpanica, sofrendo, inclu-
sive, as mesmas injurias e com resposta inflamatoria se-
melhante. Mayer DLB et al.8 observaram um espessamento
importante da MT apods inoculacao de material através de
uma perfuracdo timpanica. Os autores observaram que este
achado resultou nao apenas da presenca do material, mas
da propria manipulacao da MT, e concluiram que a metodo-
logia para colocacao do material na cirurgia experimental
da bula timpanica pode influenciar nos resultados.® Por isso,
nosso estudo utilizou a via retrobular ja descrita por outros
autores, que nao causa nenhum dano a MT.

Apesar de nao haver diferenca estatistica, o grupo do
GF no tempo T2 apresentou o maior percentual da muco-
sa da bula timpanica com espessamento intenso (81,85%).
A tendéncia do espessamento da mucosa secundario ao GF
apresentar-se mais intenso era esperado, visto que outros
estudos experimentais demonstraram esse comportamento.
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Krupala JL et al." encontraram espessamento com inflama-
cao da mucosa em nove de dez animais em que foi utilizado
GF como material de suporte. Jang CH et al.'® encontra-
ram importante espessamento da mucosa na comparac¢ao do
GF com o material Interceed®. Em seu estudo, realizou-se
miringotomia com escarificacao da mucosa antes do proce-
dimento, e apds trés semanas os achados histologicos evi-
denciaram aderéncias e espessamento da mucosa em sete
de dez orelhas com GF.'® Bahadir et al.'” encontraram es-
pessamento moderado da mucosa ao inocular Gelfoam®, via
transtimpanica, em ratos, apos oito semanas de observacao.
Quando houve escarificacao da mucosa em contato com o
GF, os autores encontraram um espessamento da mucosa
muito mais importante, com seis ratos de grau moderado e
quatro de grau intenso, do total de dez ratos.

0 infiltrado inflamatério esteve presente em todos os
casos, mas houve diferenca quanto a celularidade do pro-
cesso. Nas orelhas preenchidas pelo BP houve maior reacao
inflamatoria, com presenca de infiltrado tanto polimorfo-
nuclear (PMN) quanto linfomononuclear (LMN). O infiltrado
PMN estava presente ao redor da esponja do BP e o infil-
trado LMN na mucosa subjacente. Ja nas orelhas com GF, o
infiltrado LMN correspondeu a maioria dos casos e nao houve
presenca de exsudato PMN, com diferenca estatisticamente
significativa entre os biomateriais.

Aintensidade do exsudato também foi diferente entre os
grupos, ja que 85,7% do exsudato do BP foram considerados
moderados a intensos no inicio do experimento, ao contra-
rio do GF, que provocou reacao inflamatoria leve ou ausente
na maioria dos casos. A reacao inflamatoria provocada pela
esponja do BP permaneceu diferente do GF, no decorrer
do experimento. Em T2, a tabela 4 revela que, na grande
maioria casos, o BP manteve uma resposta inflamatoria mo-
derada a intensa tanto no exsudato PMN quanto no LMN, en-
quanto o grupo de orelhas do GF apresentou reacao leve ou
ausente, com diferenca estatisticamente significativa. Nao
houve modificacao da intensidade inflamatoria no decorrer
do tempo, o grupo do BP permaneceu com a reacao mais
intensa e o grupo do GF com a reacao mais leve.

O BP, em outros estudos, também induziu uma resposta
inflamatéria importante. Em forma de membrana, na bula
timpanica de ratos, o BP provocou exsudato subagudo clas-
sificado como moderado a intenso, em 33,3% dos casos.®
Como substituto vascular, o BP induziu reacao inflamatoéria
com presenca de neutrdfilos, linfdcitos e fibrose.'® No teci-
do subaponeurotico, o BP foi testado como sling pubovagi-
nal.' Houve relato de intensa reacdo inflamatoria com pre-
senca de PMN e células gigantes ao redor do biomaterial.!®
No presente estudo, o infiltrado inflamatorio revelou-se im-
portante, principalmente no permeio da esponja; na regiao
da bula, contralateral ao BP, ndao havia exsudato. Resta-nos
compreender até que ponto essa reacao inflamatoéria per-
sistente pode prejudicar a ventilacao e cicatrizacao da bula
timpanica.

A degradacao do BP apresentou-se mais lenta que a do
GF, o que também contribuiu para a permanéncia do estimulo
imunoldgico. A composicao quimica do BP foi definida como
um polissacarideo celuldsico, composto por diferentes bases
monomeéricas, a saber: glicose 87,57%; xilose 8,58%; ribo-
se 1,68%; acido glucurdnico 0,83%; manose 0,82%; arabinose
0,37%; galactose 0,13%; fucose 0,01%; ramnose 0,01%.5 Apesar
de, teoricamente, todos esses elementos serem facilmente

degradados no organismo, nos experimentos in vivo, a reacao
inflamatoria intensa e a visualizacdo da esponja do BP apos
trés meses da cirurgia apontam para uma certa dificuldade,
nao observada na esponja derivada da derme do porco. Uma
possibilidade seria a origem vegetal do BP, em contraste com a
origem animal do GF. Ou mesmo uma dificuldade imunolégica
da espécie roedora. A permanéncia do BP no organismo pode
ter aplicabilidade em outras situacdes, ou mesmo tornar-se um
material de suporte nao absorvivel. Outros estudos biomolecu-
lares podem ser realizados no futuro para avaliar melhor esse
comportamento.

Apesar da presenca do exsudato inflamatorio persisten-
te, a esponja do BP parece nao induzir o processo de neo-
vascularizacao e fibrose na mesma proporcao que a esponja
de GF. Na tabela 4 observa-se que a neovascularizacao foi
ausente ou leve em 86,7% nas bulas com BP, e mostrou-se
moderada a intensa em 72,7% no grupo do GF, com dife-
renca estatisticamente significativa. A neovascularizacao
ocorre como proliferacdo do endotélio na presenca de um
estimulo inflamatorio. A reacdo imunoldgica provocada pelo
GF permitiu a dilatacao dos vasos com formacao de novas
tramas vasculares, que provavelmente apontam para uma
organizacao do processo inflamatorio. Essa neovasculariza-
cao intensa nas orelhas com GF pode estar relacionada a
uma maior taxa de fibrose em um tempo tardio. Afinal, em
nosso resultado e na literatura, ha maior tendéncia a fibrose
na orelha média exposta ao GF.

Nos resultados descritivos foram evidenciadas traves de
fibrose que atravessavam a cavidade da bula timpanica, nao
apenas fibrose na submucosa do grupo do GF. Na década
de 1980, otologistas na Suécia encontraram aderéncias com
traves de tecido conjuntivo na orelha média em reopera-
¢cOes de timpanoplastia e nas cirurgias programadas de re-
visdo de mastoidecomias - second look.20 Houve a suspeita
de que a esponja hemostatica utilizada como suporte pode-
ria ser a causa dessas alteracoes. Em cirurgia experimental
com ratos, os pesquisadores suecos encontraram retracao
da MT com sinéquias e fibrose na orelha média na presenca
do Gelfoam® apds dois meses.20 Também observaram neo-
formacédo dssea e espessamento submucoso tanto no pro-
montorio quando no hipotimpano decorridos trés meses do
experimento.20 Hellstrom et al. concluiram que o Gelfoam®
poderia estar envolvido no insucesso de algumas cirurgias
otoldgicas.20

A presenca de fibrose moderada ou intensa em 80% e
63,6% nos periodos T1 e T2, respectivamente,é compativel
com a literatura, em estudos com GF. Sao encontradas pro-
porcoes como quase 90% dos casos com fibrose moderada a
severa.3:16:20-22 Em outros estudos, chega-se a 60% de obser-
vacao de fibrose, como também ha trabalhos que s6 obser-
vam essa alteracdo em 20% dos casos com GF.2:15:17

A capacidade de causar fibrose endotelial faz com que
o GF seja amplamente utilizado como microparticula para
embolizacdo em procedimentos de hemodinamica.23 Con-
tudo, a fibrose é indesejada na cirurgia da orelha média.
Para um bom funcionamento, a cavidade timpanica deve
estar bem aerada e os ossiculos livres para vibrarem. O sur-
gimento de aderéncias, fibrose da mucosa ou a presenca
de exsudato crénico prejudica a transmissao sonora e pode
causar infeccdo secundaria ou retracao do neotimpano. O
biomaterial ideal ndo deveria provocar reacao inflamatoéria
que resultasse no aumento do tecido conectivo.
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A esponja de BP nao causou fibrose importante, contu-
do houve exsudato inflamatoério que poderia comprometer
a cicatrizacdo na cirurgia otologica. Nao ha, até os dias de
hoje, descrito ou relato de biomaterial ideal para uso em
contato com a mucosa da orelha média, ja que a mesma
¢ hiper-responsiva a qualquer estimulo.”# Contudo, alguns
autores questionam a forma de usar o material de suporte
ou preenchimento. A quantidade do material empregado,
a preservacao da mucosa e o uso de gotas de corticoide
no transoperatorio parecem favorecer um melhor resulta-
do.17,24,25

O BP é um polimero derivado da cana-de-agUcar, uma bio-
massa abundante no Brasil, de baixo custo aquisitivo, com
capacidade de modificacao de seu estado natural para gel,
membrana ou esponja apenas através de fendmenos fisicos,
sem adicao de produtos quimicamente ativos. Ele é biocom-
pativel in vitro, mas ainda carece de mais estudos para ga-
rantir um resultado final satisfatorio na cirurgia otoldgica.

Conclusao

A esponja do biopolimero da cana-de-aglicar provocou
reacao inflamatéria com exsudato mais intenso quando
comparada a esponja de gelatina absorvivel. Houve pouca
neovascularizacao e leve fibrose no grupo da esponja do
biopolimero da cana-de-aglicar em comparacao a esponja
de gelatina absorvivel. Estudos posteriores poderao elucidar
se esse comportamento do biopolimero da cana-de-acUcar
pode ser favoravel na cirurgia otoldgica.
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