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CAE = conduto auditivo externo

CCB = Centro de Ciéncias Biologicas
CEEA = Comité de Etica em Experimentac&o Animal do
daPa = decaPascal

EGE = fator de crescimento epidérmico
FA = fascia autéloga

FGF = fator de crescimento de fibroblasto
MAE = meato acustico externo

MB = membrana de biopolimero

MF = fechada

MP = perfurada

MT = membrana do timpano

oD = orelha direita

OE = orelha esquerda

UFPE = Universidade Federal de Pernambuco
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Perfuracdes da membrana do timpano prejudicam a fung¢édo do aparelho auditivo e nas suas
formas cronicas é necessario tratamento cirargico corretivo. O tratamento cirdrgico
habitualmente empregado é a miringoplastia que é feita com a utilizagdo de um enxerto livre de
material bioldgico ou sintético. Um novo material biolégico, um biopolimero, obtido por sintese
a partir de acucares do melago da cana-de-aclcar polimerizados, desenvolvido na UFRPE e
UFPE, foi empregado como enxerto livre em 10 orelhas com perfuracédo cronica, e comparado
com enxerto de fascia homologa utilizada em perfuragdo da orelha contra lateral de roedores,
cada animal foi o controle de si mesmo. No estudo foram utilizados 10 roedores Chinchilla
laniger, machos, com peso médio de 500g, sem sinais de infec¢édo e provenientes de um Unico
fornecedor. Os animais foram operados na unidade de micro cirurgia e evoluiram no biotério de
experimentacdo no Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE. Sob anestesia geral com
Ketamina, 25mg/kg de peso, por via intramuscular, as orelhas externas foram examinadas por
meio de otomicroscopia e a fun¢éo de mobilidade da membrana do timpano foi avaliada por
meio de curvas de imitanciometria, classificadas nos tipos A, B e C, obtidas no pré-operatério
com um impedanciémetro da marca MAICO, modelo MA630. ApGs 0 exame de timpanometria,
sob controle de assepsia a anti-sepsia dos condutos auditivos externos foi feita com solugéo de
povidona-iodo, instilada nos meatos acusticos externos e aspirada sob a infusdo de solucao
salina estéril. As membranas do timpano foram perfuradas por meio de eletrocauterizagéo,
utilizando-se uma alga circular de 0,3mm. Quatro semanas ap0s as perfuracdes, as orelhas
foram tratadas sob anestesia geral com ketamina, obedecendo principios de assepsia e anti-
sepsia. As bordas epitelizadas das perfuragcbes foram retiradas e sobre a superficie cruenta,
em uma orelha foi aplicado um enxerto de membrana de biopolimero e na orelha contra lateral
um enxerto de fascia homologa, com a mesma dimenséo. Para fixar os enxertos foi colocado
nos condutos auditivos externos um fragmento de Gelfoam. As orelhas foram examinadas
semanalmente por meio de otoscopia e na oitava semana foram feitas curvas de
imitanciometria, obedecendo os mesmos critérios adotados no pré-operatério. As curvas de
timpanometria de todos os animais obtidas no pré-operatorio foram do tipo A. Por meio do
exame otoscopico foi identificado que as perfuragcdes estavam fechadas em nove orelhas
tratadas com enxerto de biopolimero e em oito com enxerto de fascia homdloga. As curvas de
timpanometria no pos-operatoério foram do tipo A em oito orelhas tratadas com o enxerto de
biopolimero e em sete tratadas com enxerto de fascia homéloga. Em duas orelhas, uma tratada
com enxerto de biopolimero e a outra com fascia homologa o padréo de curva obtida foi do tipo
C. O teste exato de Fisher aplicado aos resultados obtidos, ndo expressou diferenca estatistica
significante entre os dois modelos. A membrana do biopolimero apresentou-se semelhante a
fascia homdéloga como enxerto livre no tratamento de perfuragbes crénicas da membrana

timpanica de Chinchilla laniger.

UNITERMOS: Biocompatibilidade, Biopolimero, miringoplastia, ImitAnciometria Chinchilla

laniger.
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Perforations of the eardrum membrane impair the function of the hearing apparatus and in their
chronic forms require corrective surgical treatment. The surgical treatment usually employed is
myringoplasty, which is performed using a free graft of biological or synthetic material. A new
biological material, a biopolymer, obtained from the polymerized sugars of sugar-cane
molasses, developed at the UFRPE and UFPE, was used as a free graft in 10 ears with chronic
perforations and compared with a homologous fascia graft used in the perforation of the
contralateral ear of rodents, each animal being its own control. In this study 10 Chinchilla laniger
male rodents from a single supplier, with an average weight of 500 g and no signs of infection
were used. The animals were operated on in the microsurgery unit and continued their growth in
the experimental bioterium of UFPE’s Center of Experimental Surgery. Under intramuscular
general anesthesia with Ketamine, 25 mg/kg of weight, the external ears were examined by
means of otomicroscopy and the motility function of the eardrum membrane was assessed
using tympanometry curves classified as types A, B and C, obtained preoperatively with an
tympanometry (make, MAICO, model, MA630). Following the tympanometry examination,
asepsis and antisepsis was carried out using a povidona iodine solution in the external auditory
conduits, followed by instillation and aspiration of sterile saline solution. The eardrum
membranes were perforated by electrocautery, using a 0.3-mm circular loop. Four weeks after
the perforations the ears were treated under general anesthesia with ketamine in accordance
with the principles of asepsis and antisepsis. The epithelialized edges of the perforations were
removed and a biopolymer membrane graft was placed on the bloody surface and a
homologous fascia graft of the same size was likewise placed on the contralateral ear. A
fragment of Gelfoam was placed on the external auditory conduits to secure the grafts. The ears
were examined on a weekly basis by means of otoscopy and in the eighth week tympanometry
curves were obtained, applying the same criteria adopted preoperatively. The tympanometry
curves obtained from all the animals preoperatively were type A. By means of otoscopy it was
found that the perforations were closed in nine of the ears treated with the biopolymer graft and
in eight of those treated with the homologous fascia graft. The postoperative tympanometry
curves were type A in eight of the ears treated with the biopolymer graft and in seven of those
treated with the homologous fascia graft. In two ears, one treated with the biopolymer graft and
the other with the homologous fascia graft, the curve pattern obtained was type C. Fisher’s
Exact test applied to the results obtained revealed no statistically significant differences
between the two models. The biopolymer membrane proved to be similar to the homologous
fascia as a free graft in the treatment of chronic perforations of the eardrum membrane of the

Chinchilla laniger.

KEY WORDS: Biocompatibility, Biopolymer, Myringoplasty, Tympanometry, Chinchilla laniger.
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Os enxertos e préteses de origem bioldgica e sintética séo amplamente
utilizados em todas as especialidades cirargicas. Provavelmente o
desenvolvimento de novos materiais com melhor biocompatibilidade e
plasticidade funcional permitiram a utilizacdo de proteses para reconstrucao
funcional de 6rgdos e sistemas. A alta tecnologia utilizada para o
desenvolvimento desses produtos eleva o seu custo, limitando o uso clinico de
rotina’™.

O biopolimero de cana-de-acucar € um polissacarideo extracelular
obtido por sintese bacteriana, a partir de melagco de cana-de-agucar,
desenvolvido no laboratério de Microbiologia Industrial da Estacdo
Experimental de Cana-de-AcUcar de Carpina / Universidade Rural de
Pernambuco, a partir de 1990. Em 2001, pesquisadores do Nucleo de Cirurgia
Experimental da Universidade Federal de Pernambuco promoveram uma série
de ensaios quimicos com o objetivo de adequar o biopolimero para diferentes
aplicacées na area de satde*”.

A primeira referéncia da aplicagdo do biopolimero como material
biocompativel foi em estudo experimental, quando foram utilizadas membranas
de biopolimero in natura, como curativos para o tratamento de feridas
acidentais em caes. Os curativos ndo desenvolveram toxicidade e
apresentaram boa biocompatibilidade. A conduta resultou no aumento de
tecido de granulagdo, controle da infeccdo e diminuicdo do tempo de
cicatrizag&o®.

O biopolimero ap6s a sua purificagdo pode ser transformado em

membranas estaveis. Em estudos experimentais as membranas apresentaram
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baixa toxicidade, biocompatibilidade e caracteristicas fisico-quimicas, que
atendem as especificidades morfofuncionais de diferentes tecidos, permitindo a
sua aplicacdo como enxerto biolégico”®.

A membrana do timpano, do ponto de vista histologico, esta constituida
por uma superficie externa, coberta por uma epiderme delgada, originaria do
ectoderma, uma superficie interna, constituida por epitélio simples de
pavimentoso a cubdide, derivado do endoderma. Interposta, entre as duas
camadas epiteliais, encontra-se uma delgada camada de elementos
mesodérmicos, incluindo fibras de colageno, fibras elsticas e fibroblastos®.

No homem como no Chinchilla laniger, histologicamente a membrana do
timpano apresenta a mesma estrutura histologica®.

Do ponto de vista fisiolégico a membrana timpanica é uma estrutura
simples que apresenta fungBes basicas no que concerne a transmissdo da
pressdo sonora a janela oval e a protecdo sonora da janela redonda, além de
importante protecdo da orelha média contra infeccdo™.

A perfuracdo crénica da membrana do timpano é uma entidade clinica
de ocorréncia frequiente, podendo levar a uma perda auditiva condutiva ou a
infeccdo recorrente. As perfuragcdes podem ocorrer por trauma, infeccdes
agudas ou crdnicas da orelha média, como também, em decorréncia ao uso de
tubo de ventilacdo. As perfuragbes agudas podem curar espontaneamente,
enquanto que nas perfuragdes cronicas, ocorre falha de crescimento epitelial
resultando em uma fistula cronica. Quando as perfuracbes se tornam cronicas
€ necessario o tratamento cirdrgico adequado para o fechamento das

mesmas??,
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Com base nos dados de citotoxicidade, biocompatibilidade e das

8 a membrana foi utilizada

caracteristicas fisica e quimica do biopolimero®”
como uma alternativa de enxerto livre no tratamento de perfuragdes cronicas

da membrana do timpano em Chinchilla laniger.



22

LITERATURA



23

A perfuragdo cronica da MT ocorre em 1% da populagcdo mundial, e as
principais causas sao infecgBes persistentes da orelha média e perfuracfes

T3 Nesses casos é necessario restaurar a

trauméticas extensas da M
integridade fisica e funcional da MT. Com o objetivo de definir um enxerto
adequado, os otologistas vém desenvolvendo técnicas, com o proposito de
avaliar as vantagens e desvantagens de diferentes materiais™?.

Com base nos principios e conceitos da cirurgia otologica atual, pode-se
dizer que a histdria da timpanoplastia teve inicio em 1950 e Willlstein (1953),
descreveu pela primeira vez o termo timpanoplastia citando técnicas cirurgicas
para reconstru¢cdo do mecanismo de audicdo da orelha média, que tinha sido
prejudicado ou destruido por uma doenca cronica®®.

Varias sdo as técnicas utilizadas para fechamento da perfuragédo crénica
das membranas timpéanicas e a indicacdo destas depende da localizacdo e
extensdo da fistula. A miringoplastia € um procedimento usado quando nao ha
necessidade de penetrar na orelha média. O procedimento deve ser limitado a
pacientes que satisfacam os seguintes critérios: MT transllcida, perfuracdo
central relativamente pequena da MT, nenhuma suspeita ou presenca de
doenca da orelha média e audicdo dentro dos limites da normalidade™®.

Quando essas condicdes ndo sdo conhecidas, esta indicado a
timpanoplastia a qual ndo ha um consenso na sua classificagdo, sendo
considerado timpanoplastia do tipo | como sinonimia de miringoplastia®®.

O termo timpanoplastia foi definido pela American Academy of

Ophthalmology and Otolaryngology’s Comitee on Conservation of Hearing,
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como “Uma operacdo para erradicar a doenga na orelha média e para
reconstruir o mecanismo de audicdo sem a cirurgia da mastoide, com ou sem
enxerto de MT"*°,

Apesar das cirurgias tecnicamente bem planejadas, a falta de
microscépio cirdrgico, técnicas de esterilizacdo e a auséncia de antibidticos,
possivelmente causavam danos iatrogénicos e infecgbes. A introdugdo do
microscépico cirargico por Karl Zeiss e um instrumental especializado e
delicado em cirurgia otologica, facilitaram a cirurgia da orelha média e
estimularam muitos cirurgibes inovadores a desenvolverem novos
procedimentos cirdrgicos com o uso de enxertos para reparo de perfuragéo da
MT incluindo enxertos homdlogos e heterélogos®. Como exemplo de materiais
homodlogos usados em timpanoplastia inclui-se dura-mater, fascia temporal,
ossiculos, membranas de cérneas, fascia do musculo reto abdominal, gordura
e como enxertos heterélogos, celulose biossintética®*®.

Amoils, Jackler & Melo, em 1992, desenvolveram um meétodo de
fechamento da MT usando Fator de Crescimento Epidérmico (EGE), como
estimulo no reparo da perfuracdo crénica em Chinchilla®®, a seguir Kato &
Jackler, em 1996, com a mesma intengdo usaram o Fator de Crescimento de
Fibroblasto (FGF), induzindo o fechamento da perfuracdo da MT, encontrando
uma resposta bioldgica com eritema e espessamento da MT semelhante a uma
reacdo inflamatoria. Essa aparéncia foi similar a observada nos estagios iniciais
ap6s timpanoplastia com enxerto autélogo em humanos®’.

Soumekh et al, em 1994, avaliaram a eficicia ndo cirirgica do uso de

derivados de plaquetas para tratamento de perfuracdo cronica da MT em
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Chinchilla e observaram que nao houve eficacia no tratamento de perfuracéo
cronica de MT*,

Downey, Campeaux & Silva, em 2003, estudaram a efetividade do
AlloDerm® que é um enxerto dérmico acelular, processado do banco de pele
de cadaver. Os elementos celulares do enxerto sdo removidos, porém sao
preservados o colageno, a matriz de elastina e o complexo da membrana
basal. Esses enxertos sdo tratados com agentes que previnem alguma
transmiss&o viral quando implantados®®. Saadat et al, em 2001, incluiram em
um estudo de sete pacientes com perfuragdo central traumatica o uso do
biomaterial AlloDerm®, para miringoplastia e definiram que o produto confere
um resultado positivo com as vantagens de fechamento completo das margens
da perfuracdo e consideram ainda a facilidade de aquisicdo e preparacdo do
produto™®.

Diniz, em 2001, utilizou celulose biossintética em perfuracéo trauméatica
de MT em Chinchilla laniger e observou que o material € in6cuo e proporciona
baixa incidéncia de infeccdo™.

Na escolha do material para o enxerto deve-se considerar além do
resultado plastico, a resposta funcional da membrana restaurada. Além da area
de superficie da MT, devem ser levadas em conta sua massa e rigidez.
Membranas espessas e pesadas vibram pobremente e ndo conduzem
eficientemente o som, especialmente nas freqiiéncias médias e altas®. Este
fato tem importancia clinica na escolha de material de enxertos.

Em 1991, Metz foi o primeiro a aplicar o conceito de impedancia acustica
em audiologia clinica, que consiste em medir a oposi¢cdo do fluxo de energia

acuUstica dentro do sistema de transmissdo na orelha média®®.
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O volume equivalente do meato acustico externo € uma das medidas da
timpanometria, sendo convencionalmente subtraido das medidas de admitancia
totais para fornecer uma estimativa da admitancia da orelha média. Pode ser
obtido com a introdugé@o de uma pressao de ar relativamente alta (+200 daPa)
ou baixa (-200 daPa) no meato acuUstico externo. Nestas pressdes, a
impedancia da orelha média e membrana timpénica, para propdsitos clinicos, é
alta e a admitancia € virtualmente zero. Assim, a imitancia € medida apenas
pelo volume de ar colocado no meato acustico externo entre a ponta da sonda
e a membrana timpanica. O volume equivalente do meato acustico externo, em
individuos com membrana timpéanica integra, esta na faixa de 0,3mL a 1,0mL
em criancas e 0,65mL a 1,75mL em adultos®.

Em estudo de timpanometria multifrequencial e a histopatologia das
doencas da orelha média, produzida em Chinchillas, Margolis, Schachem &
Fulton, concluiram que os resultados encontrados, sugerem que existe relagéo
sistemética entre padrdes timpanométricos e doencas da orelha média®®. Em
outro trabalho comparativo de timpanometria de banda larga em Chinchillas e
humanos, mostraram uma similaridade em curvas timpanométricas no que se
refere a admitancia em baixas frequéncias < 2kHz, pois acima desta, a
interacdo entre a impedéancia do canal da orelha externa e a orelha média fica
dificil de ser avaliado, devido a complexidade acustica do canal, que nao
permite uma calibracdo acurada acima desta fregiiéncia®.

Amoils et al, escolheram o Chinchillas laniger, como modelo animal,
para perfuracdes cronicas da MT, nesses animais o didmetro da membrana é

de 6 a 9mm, préxima a de humanos?.
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3.1 Geral

Avaliar o tratamento de perfuracdes da membrana timpanica por meio
de miringoplastia com membrana de biopolimero e fascia autdloga em

Chinchilla laniger.

3.2 Especificos

¢ Definir por meio de otomicroscopia a frequiéncia de fechamento total
da perfuragdo da MT apés miringoplastia com membrana de
biopolimero e fascia autdloga;

% Comparar por meio da timpanometria a fungcdo da MT antes e apds

miringoplastia com membrana de biopolimero e fascia autéloga.



29

MATERIAL E METODO
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Esta pesquisa foi aprovada e seguiu os principios que regem o cédigo
de ética experimental e as leis de protecdo aos animais de acordo com as
normas vigentes no Brasil especialmente a Lei 9.605 - art.32 e Decreto nimero
3.179-art. 17, de 21/09/1999 que trata da questdo e normas para pratica
cientifica de vivisseccdo de animais. O Comité de Etica em Experimentacéo
Animal do Centro de Ciéncias Bioldégicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEEA-UFPE) estabeleceu aprovacdo integral em parecer
concedido em 26 de julho de 2005 (Anexo 1).

Foram estudados dez Chinchillas laniger machos, pesando 500 a 600
gramas e com seis meses a um ano de idade, sem sinais de infeccéo,
procedentes de um Unico criatério. Os animais foram mantidos no biotério de
experimentacdo no Nucleo de Cirurgia Experimental. Durante todas as fases do
experimento, permaneceram em gaiolas individuais, com piso de maravalhas,
iluminacgé&o artificial de 12/12 horas e em ambiente aclimatado.

Os animais foram alimentados com uma racgéo constituida em partes de:
uva passa, milho, semente de girassol, aveia, alfafa, arroz integral, suplemento
alimentar para Chinchilla laniger preparado pelo fornecedor e 4gua ad libitum.
Para reduzir o estresse dos animais em cativeiro disponibilizou-se p6 de

marmore para banho, segundo orientacéo dos criadores.
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4.1 Timpanometria

Os animais foram anestesiados com ketamina na dosagem de 25mg/Kg,
administrado na coxa direita, e thiobarbital na dose de 25mg/Kg na coxa
esquerda, por via intramuscular respectivamente. Antes de realizar a
perfuracdo da MT foi feito o teste de mobilidade das membranas esquerda e
direita, através da imitanciometria com impedancidmetro MAICO MAG630,
Figura 1, com a finalidade de obtencdo das curvas pré-operatéria, para

comparar com as curvas no pos-operatério 60 dias apés a cirurgia.

Figura 1. Timpanometria pré-operat6ria com impedancidémetro MAICO MA630
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As curvas timpanométricas foram classificadas como: tipo A (com pico
entre -100 e +100 mmH,0, caracteristica de normalidade), tipo B (curva plana,
caracteristica de presenca de fluido na orelha média) ou tipo C (com pico
abaixo de -100 mmH,0O, caracteristica de desequilibrio de pressdo na orelha

média).

4.2 Perfuragdo da MT

Logo ap6s a timpanometria os animais foram colocados na mesa
cirurgica, em decubito lateral, e cabeca flexionada na direcdo oposta do
pesquisador.

Para os procedimentos cirargicos foi utilizado um microscépio cirdrgico
D.F.Vasconcelos ® modelo FC 250, equipado com lente ocular com aumento
de 12,5 vezes e lente objetiva com 250mm de distancia focal, acoplado a uma
camera digital e a uma micro-camera de video conectada a um micro-
computador com placa de captura de video para registro das imagens.

A assepsia utilizada obedeceu a rotina em microcirurgia otologica. A
anti-sepsia foi realizada com solugdo de povidona-iodo instilada nos meatos
acusticos externos e retirada por meio de infusdo e aspiracdo de solucao
salina. Para melhor visualizacdo da MT foi necessario fraturar a proeminéncia
Ossea existente na parede poéstero-superior do canal, a altura do anulus
timpénico com a introducdo adequada do espéculo aural auto-estatico de
Holmgreen, Figura 2. Sob microscopia, foram realizadas perfuracdes simétricas

em todas as orelhas no quadrante (antero-superior) da membrana do timpano

com termo-cautério usando-se uma alca circular com 0,3mm de diametro.
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Figura 2. Espéculo aural auto-estatico de Holmgreen

Em intervalos de sete dias, os animais foram anestesiados nas mesmas
condi¢cdes do tempo operatorio, para observagdo das perfuracoes, através de
oto-endoscopio Endoview 0°. A documentagdo fotogréfica foi registrada com 15

e 30 dias apos a perfuragcdo da MT, como mostram as Figuras 3, 4 e 5.



A
Figura 3. Perfuracdo apresentando bordas epitelizadas (A)
15 dias apds a perfuragao
Figura 4. Perfuracdo apresentando bordas epitelizadas (A) A
30 dias ap6s a perfuragdo

A

Figura 5. Epitelizagcao permanente das bordas livres da perfuragéo (A).

34
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4.3 Miringoplastias

Quatro semanas apos as perfuragdes, todos 0s animais apresentavam a
otomicroscopia as membranas timpéanicas com perfuracdes estaveis. Os
animais foram submetidos a anestesia geral nas mesmas condigdes anteriores.
Ao exame otoscépico das membranas timpanicas, as perfuracdes
apresentavam bordas espessas e foram consideradas lesdes cronicas. Sob
condicbes de assepsia e anti-sepsia um fragmento de 1xlcm da bainha
anterior de reto abdominal foi retirado, tratado e desidratado em &lcool etilico,
para o enxerto autélogo. Foram retiradas as bordas epitelizadas das
perfuracbes das membranas do timpano, deixando-as com a superficie
cruenta. Sobre as membranas timpéanicas foram colocados um fragmento de
membrana de biopolimero, de formato circular, com diametro de 5.0mm e
0.1mm de espessura, Figura 6, recobrindo as bordas da ferida, na orelha
direita, Figura 7. Na orelha contra-lateral foi realizada o mesmo procedimento
utilizando-se a fascia autdloga, Figura 8. Para fixar os enxertos, foi colocado
um pequeno fragmento 3mm de esponja de gelatina absorvivel (Gelfoam,The
Upjohn Co., Kalamazoo, Mich.) sobre os mesmos.

Para evitar erros de registro foi destinada a orelha esquerda para a
miringoplastia com a fascia autdloga. Esta orelha serviu de controle do
processo de cicatrizacdo da perfuracdo, da orelha contra lateral que recebeu
como enxerto a membrana de biopolimero.

Os animais foram recolocados em suas gaiolas, permaneceram no
biotério de experimentacdo e semanalmente examinados por meio de

otomicroscopia até a oitava semana poOs-operatoria. Nestes momentos
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procurava-se observar, por transparéncia, o avango centripeto da borda da
perfuracdo timpanica sob o enxerto utilizado, com o objetivo de se definir o

tempo da cicatrizacdo completa da membrana.

Figura 6. Fragmento de MBP, utilizado na miringoplastia de perfuracdes da
membrana timpanica

Figura 7. Tempo cirdrgico mostrando a MBP aplicada como enxerto livre
sobre a perfuragdo, P da membrana timpéanica, MT
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Figura 8. Fragmento de fascia aut6loga, aplicada como enxerto livre sobre uma
perfuracdo da membrana timpanica, procedimento classico em cirurgia otolégica,
miringoplastia.

Apés dois meses da miringoplastia, sob anestesia geral a mobilidade
das membranas foi avaliada por meio da timpanometria nas mesmas condi¢des
do pré-operatério. Em seguida os animais foram mortos com uma overdose de
thiobarbital, seguindo-se entdo uma cuidadosa retirada da MT incluindo o
anulus sob micro dissecc¢ao, (Figuras 9), para estudo histoldgico. Durante esta
etapa, antes do procedimento de retirada da MT, para uma maior estabilidade
das membranas foram instiladas trés gotas de formaldeido 2% em glicerina em
cada orelha. Depois de retirados, os espécimes foram colocados em um
Becker de 10mL com o mesmo fixador e colocado em estufa a 37° C por uma
hora, para complementar a fixacdo. Em seguida os espécimes foram
processados incluidos em parafina, cortados com 5u de espessura, montados
e corados com Hematoxilina eosina e tricbmico de Gomory para estudo

histopatoldgico.
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Figura 9. Retirada da membrana do timpano, MT incluindo o anulus,
sob otomicroscopia.

4.4 Andlise estatistica

As orelhas tratadas com enxerto livre de membrana de biopolimero e
fascia autéloga, orelha direita e esquerda respectivamente, foram examinadas
por meio de oto-microscopia e timpanometria, e aos resultados, foi aplicado o

teste exato de Fischer.
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RESULTADOS
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5.1 Exame otoscoOpico apdés miringoplastia

Na primeira semana sob otomicroscopia, havia esponja de gelatina
absorvivel, Gelfoam, no conduto auditivo externo de todos 0s animais,

impedindo a visualizagdo da MT em ambas orelhas, Figura 10.

Figura 10. Gelfoam, no CAE impedindo a visualizagdo da MT na
primeira semana.

Na quarta semana ap0s a miringoplastia, em cada animal, foi observado
que as perfuragbes haviam fechado completamente, em nove animais com
enxerto de membrana de biopolimero (BP) e oito animais com o enxerto de FA,
e assim permaneceram até a 8% semana como demonstrado nas Figuras 11 e
12, nas tabelas 1 e 2 e no grafico 1. Na oitava semana a membrana do timpano
permanecia com a perfuracdo em duas orelhas esquerdas, dos animais
namero oito e dez, com fascia (FA) e no animal nimero nove, a membrana do
timpano permanecia aberta na orelha direita, onde foi usado o enxerto com BP

Tabela 1.
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Figura 11. Observa-se a membrana do timpano cicatrizada na
42 semana do pés-operatdrio com enxerto de FA

Figura 12. Membrana timpanica na 82 semana apdés o tratamento
com enxerto livre de membrana de biopolimero, MBP
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Tabela 1. Exame otoscOpico semanal das orelhas tratadas com enxerto de fascia autéloga e com biopolimero

Semana
Animal 12 28 32 42 ha 62 72 82
BP FA BP FA BP FA BP FA BP FA BP FA BP FA BP FA
1 * * P P F F F F F F F F F F F F
2 * * P P F F F F F F F F F F F F
3 * * P P F P F F F F F F F F F F
4 * * P P P F F F F F F F F F F F
5 * * P P P P F F F F F F F F F F
6 * * F P P F F F F F F F F F F F
7 * * P F F F F F F F F F F F F F
8 * * P P P F F P F P F P F P F P
9 * * P P F F P F P F P F P F P F
10 * * P P P P F P F P F P F P F P

FA= fascia aut6loga; BP= biopolimero; P = MT perfurada; F= MF fechada; (*) Membrana do timpano nao visualizada

Tabela 2. Tempo de fechamento das perfuragfes timpanicas apés miringoplastia

Tempo em

Tipo de enxerto

semana

Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao

BP

%

n

FA

%

valor de p (*)

23

38.

43

9
1

10,0
90,0

50,0
50,0

90,0
10,0

8
2

10,0
90,0

70,0
30,0

80,0
20,0

1,000

0,650

1,000

(*) Teste Exato de Fisher. Na oitava semana os resultados foram idénticos aos encontrados na quarta

semana, tabela 1.

O Teste exato de Fisher aplicado aos dados da tabela 2 mostrou que

ndo houve diferenca entre os dois grupos.
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mBP
FA

2°Semana 3° Semana 4°Semana 5°Semana 6°Semana 7°Semana 8° Semana

Grafico 1. Representagdo do numero de perfuragbes da membrana do timpano
cicatrizadas a partir da segunda até a oitava semana pés-operatoria.

5.2 Histologia da Membrana do Timpano ap6s a Cicatrizacéo

Na Figura 13 observa-se a camada externa da MT constituida de um
epitélio estratificado de origem exodérmica. Uma camada interna constituida de
um epitélio cubdide pavimentoso de origem endodérmica e uma camada

central de origem mesodérmica constituida de fibroblasto e fibras colagenas.

Figura 13. Fotomicrografia de membrana do timpano de Chinchilla
laniger, oito semanas apds miringoplastia com enxerto livre de
biopolimero, mostrando espessamento da camada média (B), interna (A)
e externa (C). Aumento de 400X.
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5.3 Andlise funcional — Timpanometria

Os timpanogramas realizados no pré-operatério dos Chinchillas
mostraram uma curva caracterizada por um pico préximo da pressado zero
daPascal, Figura 14, semelhante as curvas obtidas em humanos com orelhas

sadias. Curva do tipo A.
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Figura 14.Timpanograma da orelha direita (OD) e da orelha esquerda
(OE) no pré-operatério de Cinchilla na freqiiéncia baixa de 500Hz

As alteracdes timpanométricas encontradas no pdés-operatério da
populacdo estudada, com enxerto da membrana de biopolimero, em oito
Chinchillas e fascia autéloga em sete, apos o fechamento das perfuracoes,
foram de curvas de presséo levemente negativa, interpretadas como do tipo A,
nas frequéncias de 500 e 1000Hz, Figuras 15 e 16 e, do tipo C com

freqléncias de 500 e 1000Hz em dois animais, Figuras 17 e 18.
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Figura 15. Curvas timpanométricas obtidas no pds-operatério de
perfuracdes de membranas timpanicas cicatrizadas, em
Chinchilla ap6s miringoplastia, com enxertos de fascia autéloga e
membrana de biopolimero, na freqiiéncia baixa de 500Hz,
interpretadas como do tipo A.

Pressao de ar no canal auditivo (daPa)

Figura 16. Curvas timpanométricas obtidas no poés-operatério de
perfuracdes de membranas timpanicas cicatrizadas, em Chinchilla
apds miringoplastia, com enxertos de fascia autéloga e membrana
de biopolimero na freqiiéncia baixa de 1000Hz, interpretadas como
do tipo A.
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Figura 17. Curvas timpanométricas obtidas no pés-operatério de
perfuracdes de membranas timpanicas cicatrizadas, em Chinchilla
apos miringoplastia, com enxertos de fascia autéloga e membrana
de biopolimero, na freqiiéncia baixa de 500Hz, interpretadas como
do tipo C.
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Figura 18. Curvas timpanométricas obtidas no poés-operatério
de perfuragbes de membranas timpanicas cicatrizadas, em
Chinchilla apés miringoplastia, com enxertos de fascia autéloga
e membrana de biopolimero na freqiiéncia baixa de 1000Hz,
interpretadas como do tipo C.

No po6s-operatdrio as curvas de timpanometria entre 0s animais tratados
com o biopolimero foram oito (88,9%) curvas do tipo A e uma (11,1%) do tipo
C. Entre os tratados com fascia autdloga foram obtidas sete (87,5%) curvas do

tipo A e uma (12,5%) do tipo C. Tabela 3.

Tabela 3. Curvas timpanométricas obtidas no pré-operatorio e pos-operatdrio oito semanas
apos timpanoplastia com MBP e FA.

N° de Tipo de curva | Pré-operatério | Curva pés-op MB Curva pés.op FA
animais
10 A 20 8 7
C 0 1 1

(*) Teste Exato de Fisher
p = 0,285049646
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DISCUSSAO
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A membrana timpanica pode ter sua estrutura anatdomica
comprometida, levando a uma entidade clinica comum na pratica do
otorrinolaringologista, a perfuragdo cronica, acompanhada ou ndo de perda
auditiva condutiva.

Neste estudo o modelo selecionado de animais para a experiéncia foi o
Chinchilla laniger porque tem um conduto auditivo largo, MT facilmente visivel e
a sua capacidade auditiva, avaliada pela curva timpanométrica € semelhante a
dos humanos. A membrana timpanica do Chinchilla mede de 6 a 9mm de
didmetro um pouco menor que a dos humanos que mede 8 a 10mm. A sua
angulacdo permite uma facil manipulacdo e histologicamente também é
semelhante a do homem. A escolha do modelo de perfuracdo cronica da MT foi
a miringectomia com termo-cautério, utilizando-se uma alga circular para
garantir a uniformidade da 4&rea cauterizada®®. Apesar da associag&o
anatomofuncional, a MT do Chinchilla laniger é delgada e exige habilidade
cirargica.

A cauterizagdo promove uma epitelizacdo permanente das bordas livres
na auséncia de infecgdes, servindo de modelo de uma perfuracédo cronica.

A membrana timpénica pode ter sua estrutura anatdmica
comprometida, levando a perfuracéo, que pode ser permanente ou temporaria.
Pode ser lesada por infecgbes da orelha média associada com perfuracéo
timpanica®®.

A membrana deve ser reconstruida com um tecido conjuntivo que
possa, ao substitui-la, garantir suas propriedades: elasticidade, resisténcia e

capacidade de vibrar. Muitos materiais tém sido usados na histéria da
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timpanoplastia, incluindo enxerto livre de pele, esclera, pericéndrio, fascia
temporal, cartilagem, gordura, entre outros*?.

Diferentes métodos sdo utilizados para o tratamento de perfuracdes da
membrana timpanica, incluindo-se as técnicas de miringoplastia e
timpanoplastia classicas, com o uso de enxertos confeccionados com fascia de
musculo temporal, pericéndrio do tragus, tecido endotelial, dura-méater e
biomateriais compativeis, como filme colageno, placentario humano ou bovino,
todos utilizando as técnicas classicas de microcirurgia para a plastica da
membrana timpanica®®.

No presente estudo, busca-se determinar a utlizagdo de um novo
material alternativo com o objetivo de restaurar a perfuracdo timpanica, reduzir
a utilizac@o de enxertos autdlogos, simplificar os procedimentos microcirirgicos
e obter uma reconstrucdo morfologica e funcional da membrana timpéanica,
como uma proposta atual.

O Chinchilla laniger foi utilizado, para avaliar as propriedades da
membrana do biopolimero como enxerto livre para o tratamento das
perfuragbes da membrana timpéanica pelo fato de o modelo animal o mais
utiizado em otologia. A membrana timpanica do Chinchila tem dimensdo e
resposta funcional semelhante a de humanos?®. Devido essa semelhanca, a
utilizacdo de curva timpanométrica foi um parametro funcional de precisdo que
serviu para avaliar no pGs-operatorio a atividade funcional das membranas e
comparar com o padréo obtido no pré-operatorio.

A biocompatibilidade dos materiais utilizados em implantes é baseada na

resposta inflamatéria do hospedeiro. A utilizacdo do biopolimero de cana-de-
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acucar como material de implante foi definida a partir da avaliacdo de sua baixa
atividade citotoxica em estudo in vitro e da biocompatibilidade confirmada
experimentalmente®’?*. No presente estudo, a avaliagido da biocompatibilidade
especifica do biopolimero realizadas em modelo de Chichinllas laniger
apresentou caracteristicas adequadas de tolerabilidade e compatibilidade para
a aplicacdo como o enxerto livre para o tratamento das perfuragdes timpanicas.

A membrana do biopolimero ndo é porosa’, e provavelmente, devido
esta particularidade, ela ndo era incorporada ao remanescente da MT apés a
miringoplastia, sugerindo que o biopolimero serviu como condutor para a
formacgdo de elementos responsaveis pela cicatrizacdo da membrana, e que
guanto mais delgada a MB, o fechamento era mais eficiente, alertando-se para
uma padronizacdo da espessura da membrana.

A dificuldade de aclimatar os Chinchilas ao biotério de experimentacao,
frente a sua exigéncia de tratamento e o custo financeiro na aquisicdo do
animais foram fatores limitantes do universo estudado. Frente a pequena
amostra, 20 orelhas, 10 para cada grupo, foi aplicado o teste exato de Fisher. A
cicatrizacdo completa das perfuragdes nao foi diferente entre os dois grupos,
fascia autdloga, como controle e membrana de biopolimero, BP como
problema.

Ao exame otoscopico, oito semanas depois do tratamento as
membranas timpanicas curadas, pareciam mais espessas, faltando as
caracteristicas translicidas das mesmas, tais achados coincidem com os de

Amoils, Jackler & Lusting™®.
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Além da éarea de superficie da MT, devem ser levadas em conta sua
massa e rigidez. Membranas espessas e pesadas vibram pobremente e pioram
a conducéo do som, especialmente nas freqiiéncias médias e altas®°. Este fato
tem importancia clinica na escolha de material de enxertos. Foram analisadas e
comparadas, curvas timpanométricas nos Chinchillas, com membranas
timpanicas integras no pré e pds miringoplastia, obtendo-se curvas, tanto com
o enxerto de biopolimero, como a fascia autéloga, semelhantes ao do ser
humano.

Em circunstancias normais, a pressdo da orelha média é a mesma do
ambiente externo.” Quando ocorre alguma diferenca de pressao entre o meato
acustico externo e a orelha média, a MT torna-se menos complacente e através
de gréficos timpanométricos pode-se avaliar essas alteracoes.

A imitancia acustica € um termo genérico usado para se referir também
as medidas de admitancia e impedancia aclstica’®. O timpanograma é uma
exibicdo grafica de dados timpanométricos. A timpanometria € aplicada na
pratica em otorrinolaringologia, porque € um exame rapido, atraumético e
objetivo para avaliar a integridade do sistema de transmissdo da orelha média,
avaliar a pressao da orelha média, avaliar o volume do canal acustico externo e
orelha média, e avaliar a funcdo da tuba de Eustaquio®™. Tais estudos
fortaleceram a escolha da timpanometria para avaliar a funcdo das membranas
timpanicas no pré-operatério e no pos-operatério apdés o0 enxerto com
membrana de biopolimero e com fascia autéloga. O exame é reconhecido

como uma prova funcional da membrana timpéanica.
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Em um estudo de timpanometria multifrequencial e histologia de
doencas da orelha média, produzida experimentalmente em Chinchillas.
Margolis, Schachern & Fulton concluiram que os resultados encontrados,
sugerem que existe relacdo sistematica entre padrdes timpanométricos e
doencas da orelha média®®. Em outro trabalho comparativo de timpanometria
de banda larga em Chinchillas e humanos mostrou uma similaridade em curvas
timpanomeétricas no que se refere a admitancia em baixas frequéncias < 2kHz,
pois acima desta, a interagdo entre a impedancia do canal da orelha externa e
a orelha média fica dificil devido a complexidade acustica do canal, ndo
permitindo uma calibragéo acurada acima desta freqiiéncia®.

Os resultados encontrados nas curvas timpanométricas com
frequéncias baixas de 500 e 1000Hz, foram compativeis com o estudo de

Margolis et al*

(Anexo 2), e estes dados foram adequados para fazer uma
avaliacdo da funcionalidade da MT ap0ls cicatrizacdo das perfuracdes
timpanicas tratadas com enxerto de membrana de biopolimero e fascia
autologa.

No presente estudo, foi possivel notar que as curvas timpanométricas
pré-operatérias comportaram-se de maneira bastante semelhante em
humanos. Também as curvas pés-operatorias obtidas no grupo operado com
BP foram semelhantes aquelas do grupo com FA. Embora a amostra ndo seja
grande o suficiente para analisar o valor estatistico dessas pequenas
diferencas, percebe-se claramente que a BP néo traz repercussdo importante

para a elasticidade timpanica ou para a perviedade da orelha média, quando

comparada com a FA. Os poucos casos de curva tipo C (presséo negativa na
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orelha média) ndo podem ser explicados por um espessamento timpanico
exagerado e sim por uma possivel congestdo da mucosa da orelha média com
consequente disfungdo da tuba auditiva, coincidindo com a observagédo de
Margolis, Schachern & Fulton®®. Apesar de algumas membranas se
apresentarem espessas apds o ato cirurgico, a andlise das propriedades de
elasticidade, resisténcia e capacidade de vibrar da MT foram preservadas,
como observaram Spiegel & Kessler'?, garantindo a transmissao fisioldgica do
som.

As perfuracdes trauméticas da MT apresentam uma tendéncia para cura
espontanea, porém as perfuracbes crbnicas infecciosas séo relativamente
persistentes nos seres humanos. Esta discrepancia acontece por varios fatores
que podem retardar ou até mesmo inibir sua capacidade regenerativa,
provavelmente, devido & presenca de infec¢do, a qual adversamente afeta o
processo de cura através de respostas teciduais, incluindo angiogenesis,
proliferacéo de tecido conectivo, fungdo imunolégica e re-epitelizagéo'*%.

Toda perfuracdo persistente, indiferentemente da etiologia, sofre
epitelizacdo marginal da perfuragdo. Quando o epitélio escamoso externo
encontra a camada central fiborosa e a camada mucosa interna, cria uma
barreira contra proliferacdo vascular e a perfuracdo tende a se estabilizar. O
fechamento da perfuragdo da MT depende da presenca de células germinais
desta membrana e a habilidade de migracdo de células epiteliais para criar

uma camada sobre a perfuragéo®.
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Pode-se afirmar que a seguranca e efichcia da membrana de
biopolimero representam uma alternativa promissora para sua aplicagdo em
humanos.

Ndés precisamos abrir nossas mentes com novas idéias e lembrar que
nossa intencdo € o controle das doencas da orelha, retornando ao seu estado

natural®®.
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CONCLUSAO
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Os resultados obtidos, analisados com uma margem de seguranca de
95%, permite concluir que a membrana de biopolimero do melago da cana-de-
acucar pode ser utilizada como enxerto livre para o tratamento de perfuracdes

da membrana timpéanica, miringoplastia em Chinchilla laniger.
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ANEXO 1

Aprovagao integral do Comité de Etica em Experimentagdo Animal
do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CEEA-UFPE) em 26 de julho de 2005.
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ANEXO 2

Chinchilla laniger
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ANEXO 3

O gréafico 1A mostra uma curva timpanometria normal em humano e
Chinchilla nas frequéncias baixas de 500 e 1000 Hz e grafico 1B uma
timpanometria apds obstrucdo da tuba de Eustaquio segundo experimento de
Margolis et al’®. Os gréficos 2A e 2B mostram uma timpanograma normal com
frequéncias baixas no chinchilla em estudo, servindo de parametro para

comparacado dos achados pré-operatorios com os pos-operatdrios dos animais

estudados.
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Gréfico 1. Timpanometria de chinchillas e humanos. Dados humanos sao de Margolis et al. 1999.
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Graéfico 2. Timpanometria de chinchillas e humanos apdés obstrugdo da tuba de Eustaquio. A seta mostra
artefato que ocorreu em torno de 0 da PA .Dados humanos séo de Margolis et al. 1999
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Normas adotadas para esta Dissertacéao

Esta dissertacdo seguiu as normas estabelecidas pelo Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas, que sdo denominadas Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomed Journals, e conhecidas como o estilo de
Vancouver. Atualmente, mais de 500 periédicos em todo 0 mundo seguem essas
normas, podendo ser localizado na Internet no endereco:

http://www.cma.ca/publications/mwc/uniform.htm
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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