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Sugarcane biopolymer membrane: experimental evaluation in the
middle ear
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car. middle ew developments on biomaterials are important in surgery. The behavior of a new membrane
bi ’ - produced from sugarcane will be evaluated in the middle ear of rats. Aim: This study analyzed the
iocompatible . . . . .
. results from the interaction of the sugarcane-base biopolymer membrane in the middle ear of a rat.
materials . . . . . .
’ Materials and Methods: We ran an experimental, prospective, paired study with 24 Wistar rats.
tympanoplasty. The sugarcane-base polymer membrane was inoculated in the right ear; and an autologous fascia
in the left ear. The rats were divided in 3 groups of 8, and slaughtered at 4, 8 and 12 weeks after
surgery. Histological analyses were performed on the rats’ middle ear mucosa and their tympanic
membranes. Results: There was an inflammatory reaction on the experimental group and middle
ear subacute exudate in 50%of the cases; 30% chronic exudate; and 20% was normal. In the control
group there was only one case of exudate. The inflammation was initially described as intense, but
it decreased over time. Myringosclerosis was observed in both groups. The sugarcane biopolymer
membrane was absorbed later when compared with fascia. Conclusion: The sugarcane biopolymer
membrane induced an inflammatory reaction in the middle ear which decreased over time, and mild
fibrosis. Future studies can indicate its use in otolaryngology.
Palavras-chave: Resumo
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materiais desenvolvimento dos biomateriais é importante na cirurgia. O comportamento de uma nova
biocompativeis, membrana derivada da cana-de-acicar sera avaliado na orelha média do rato. Objetivos: Analisar

a interacao da membrana do biopolimero da cana-de-acticar na mucosa da orelha do rato. Mate-
rial e Método: Estudo experimental, prospectivo e pareado com 24 ratos Wistar. A membrana do
biopolimero da cana-de-actcar foi inoculada na orelha média direita e a fiscia autdloga na orelha
esquerda. Os ratos foram subdivididos em 3 grupos de 8 e sacrificados com 4, 8 e 12 semanas apo6s a
cirurgia. Foi realizada uma analise histologica da mucosa da orelha média e da membrana timpanica.
Resultados: Houve reacio inflamatéria no grupo experimental com exsudato subagudo em 50%
dos casos e 30% exsudato cronico; 20% estava normal. A inflamacao foi intensa inicialmente, mas
diminuiu no decorrer do tempo. No grupo controle houve apenas um caso de exsudato. Miringoes-
clerose na membrana timpanica foi observada em ambos os grupos. A biomembrana foi absorvida
tardiamente em comparac¢io com a fiscia. Conclusdes: A membrana do biopolimero da cana-de-
acucar causou reacao inflamatoria na orelha média, com regressao no tempo tardio do experimento
e fibrose leve. Futuros estudos podem direcionar seu uso na otorrinolaringologia.

orelha média,
timpanoplastia.
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INTRODUCAO

Os materiais utilizados na cirurgia podem ser classi-
ficados em biologicos e sintéticos, segundo a sua origem
orginica ou nao'. O material biologico pode ser autélogo,
quando obtido do proprio individuo; homodlogo, quando
obtido de outros individuos da mesma espécie ou hetero-
logo, tecido de outra espécie animal®.As principais cirurgias
em otologia que necessitam de biomateriais sao aquelas
para reparo da perfuracdo da membrana timpanica (MT)
e para reconstrucao da cadeia ossicular.

Os materiais autologos utilizados para enxerto sao
gordura, pericondrio, cartilagem, dura-mater, periosteo do
osso temporal e fascia®®. A fascia do musculo temporal
¢ um dos enxertos autélogos mais utilizados®. Um fator
limitante no uso de materiais autélogos € a dificuldade de
serem usados em cirurgias revisionais®.

Deste modo, outros materiais estio sendo estuda-
dos para serem utilizados como enxerto, como materiais
de suporte ou como adjuvantes na cicatrizacao da ferida
operatéria na cirurgia da orelha média. Os materiais bio-
compativeis utilizados para substituir os tecidos humanos
ou para ajudar na cicatrizacao de feridas provocam algum
grau de inflamacao. Essa inflamacao, contudo, nao deve
ser de grande intensidade, mas suficiente apenas para
provocar a reparacao tecidual.

O Epidisc® e o Epifilm® sio membranas confeccio-
nadas a partir de um éster do dcido hialurénico, mas com
resultados insatisfatorios quando usadas como enxerto na
timpanoplastia®. Membranas confeccionadas da proteina
da seda, da matriz tecidual da bexiga, e do intestino do
porco estio entre as novas propostas’?. Substancias desen-
volvidas através da biologia molecular, como os fatores de
crescimento presentes na fase inflamatoria da cicatrizacao
da MT, também estao sendo testados!'™!!.

Dentro deste contexto de novos biomateriais surge
o biopolimero. Um polimero ¢ uma macromolécula com-
posta de varios mondmeros. Os polimeros derivados de
oleos vegetais, como o latex, ja estao sendo testados em
seres humanos. Na cirurgia otolégica, uma membrana do
latex da seringueira foi utilizada para forrar a neocavidade
cirdrgica na timpanomastoidectomia com cavidade aberta
e promoveu cicatrizaciao precoce da ferida'z.

O biopolimero da cana-de-a¢ticar é composto de
varios exopolissacarideos, sendo 87,6% de glicose. Os po-
lissacarideos sao sintetizados e excretados pela Zoogloea
sp., quando esta bactéria permanece em um meio rico em
melaco da cana-de-acucar®.

O biopolimero in natura, com agicares residuais,
foi utilizado como curativos no tratamento de feridas aci-
dentais em caes. Os curativos promoveram: aumento do
tecido de granulacao, controle da infec¢io e diminuicao
do tempo de cicatrizacio'. Posteriormente este biopoli-
mero foi purificado e tratado, resultando em um tecido

homogéneo, estavel, com baixa toxicidade e com caracte-
risticas fisicas e quimicas que atendem as especificidades
morfofuncionais de diferentes tecidos®.

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acticar do
mundo. A possibilidade de um novo material biocompa-
tivel, capaz de ser utilizado na cirurgia otoldgica, produ-
zido a partir de uma matéria-prima abundante em nosso
pais motivou esta pesquisa.

MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro ratos albinos (Rattus norvegicus
albinus), machos, da linhagem Wistar, pesando de 335
a 440g (média de 392g), com cerca de quatro meses de
idade. O desenho do estudo foi experimental, prospecti-
vo e pareado. Como critério de exclusao foi considerado
qualquer alteracao na orelha média ou alteracao na MT
(perfuracao ou miringoesclerose).

Nas orelhas do grupo experimental (lado direito),
a MT foi perfurada na sua parte tensa com introducio de
uma fita da membrana do biopolimero da cana-de-actcar
de 3mm de comprimento e Imm de espessura. Nas ore-
lhas do grupo controle (lado esquerdo contralateral), foi
introduzida a fascia abdominal autéloga com as mesmas
dimensoes da membrana do biopolimero e da mesma
forma que descrito no grupo experimental.

Os ratos foram subdivididos, aleatoriamente, em
trés grupos, com oito animais em cada grupo: grupo tl
(sacrificio apds 4 semanas da cirurgia), grupo t2 (sacrificio
apos 8 semanas) e grupo t3 (sacrificio apés 12 semanas).
Ap6s o sacrificio, as bulas timpanicas foram submetidas
ao processamento histoquimico com descalcificacio e
inclusio em parafina. A coloracao das laminas foi feita
com Hematoxilina e Eosina (HE). Em algumas laminas,
foi feita, além da HE, a solucio Sirius red e Picrico aquoso
pelo método de rotina do Picrosirius Red (PSR).

A histocompatibilidade foi avaliada por um pato-
logista experiente, e teve como critérios a intensidade da
reaco inflamatoria provocada e a presenca de fibrose do
tecido em contato com o material. Foram observados sinais
de inflamacio e fibrose na mucosa e na MT. A possibilida-
de de a membrana do biopolimero da cana-de-acicar ser
absorvida na orelha média dos ratos também foi observada.

O tipo de reacao inflamatéria foi dividido em
agudo, subagudo e cronico. O padrao histologico agudo
caracteriza-se por exsudacio de liquido e proteinas plas-
maticas (edema) e a migracao de leucocitos, predominan-
temente neutrofilos. O padrio cronico € caracterizado pela
presenca de linfécitos, macrofagos, proliferacao de vasos
sanguineos, fibrose e necrose tecidual. O tipo subagudo
¢ definido pela reacao inflamatéria com componentes do
padrao agudo e cronico simultaneamente.

Alguns critérios semiquantitativos foram adotados.
A intensidade do processo inflamatério foi descrita a partir
da observacao da celularidade no exsudato, da extensao
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do processo pela cavidade da bula timpanica e pela
presenca de necrose celular. A intensidade da atividade
inflamatoria foi assim classificada: nula - auséncia de si-
nais inflamatérios, leve - exsudato com infiltracio celular
em pequena quantidade, reacao envolvendo até 1/3 da
luz da bula, auséncia de necrose; moderada - exsudato
com infiltracio celular em quantidade moderada, reacao
envolvendo entre 1/3 e 2/3 da luz da bula, presenca de
pouca necrose; intensa - exsudato com infiltracao celular
em grande quantidade, reacio envolvendo mais que 2/3
da luz da bula, necrose celular intensa.

A fibrose caracterizou-se pela presenca de fibroblas-
tos e deposicao de coligeno na matriz extracelular. A fim
de confirmar a presenca da fibrose, em algumas laminas
selecionadas pelo patologista, além da coloracao HE, tam-
bém foi utilizada a coloracao PSR. A fibrose subepitelial da
bula foi classificada em leve, moderada e intensa.

Na avaliacao do grau de absor¢io do material na
bula timpanica foi considerado: nulo- presenca do mate-
rial sem sinais de absor¢io; absorcio leve- fragmentacao
periférica com infiltracio celular do material; absor¢cao
moderada- fragmentacao central com infiltrado celular;
absorcio intensa- total fragmentacao do material; absor¢ao
completa- auséncia do material.

O presente estudo teve aprovacao integral do Co-
mité de Etica em Experimentacio Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas onde foi realizado o experimento e
esta registrado sob o protocolo n® 23076.019069/2008-11.

RESULTADOS

Resultados descritivos do grupo controle

O epitélio ciliado da mucosa estava preservado ou
apresentava edema leve em 18 casos. No entanto, em duas
orelhas no grupo tl e quatro no grupo t2 encontrou-se um
edema subepitelial com caracteristicas de reacio inflama-
toria inespecifica. Nao foi observada fibrose.

A MT encontrava-se histologicamente com padrao
normal na maioria das orelhas estudadas ou com espes-
samento leve da camada intermedidria. Sinais de miringo-
esclerose foram vistos em seis orelhas.

Na luz da bula timpanica foi encontrado um caso
com exsudato, no tempo t1, considerado de grau modera-
do. A fascia foi encontrada em apenas quatro orelhas, duas
em tl e uma em cada um dos outros tempos (Figura 1).

Resultados descritos do grupo experimental

Houve sinais de inflamac¢io na bula timpanica,
com caracteristicas de reac¢ao subaguda e cronica. Nio foi
encontrada alteracio que indicasse processo inflamatério
exclusivamente agudo. Houve exsudato subagudo em
aproximadamente 50% dos casos, 30% exsudato cronico
e em 20% dos casos ndo foi encontrada reacao (Figuras

2e3).

Figura 1. Grupo controle. Fotomicrografia da fascia aderida a mucosa
da bula timpanica. LB= luz da bula; OT = Osso temporal; seta fina=
fascia. HE(aumento 100x).

Figura 2. Grupo experimental com 4 semanas - Fotomicrografia do
exsudado subagudo de grau moderado ao redor da membrana do
biopolimero da cana-de-agUcar. BP= Biopolimero da cana-de-agucar.
N= necrose celular. HE(aumento de 100x)

O processo inflamatério do tipo subagudo foi ob-
servado em 11 orelhas (Figura 2). Foram cinco casos em
tl e seis casos em t2. A intensidade da reacao subaguda
foi descrita como leve em trés casos, moderada em cinco
e intensa em trés casos, segundo os critérios semiquanti-
tativos adotados.

O processo inflamatoério cronico foi observado em
seis orelhas (trés casos em tl, um em t2 e dois em t3).
A presenga de células gigantes caracterizou essa reacao
como tipo corpo estranho (Figura 4). A intensidade da
reacao cronica foi descrita como leve em todos os casos.
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Figura 3. Grupo experimental com 12 semanas - Fotomicrografia
da membrana do biopolimero da cana-de-agUcar na bula timpanica
sem sinais de reacao inflamatéria. OT= osso temporal; seta larga=
biopolimero da cana-de-agucar. HE(aumento de 40x).

Figura 4. Grupo experimental reagao cronica - Fotomicrografia de um
fragmento da membrana do biopolimero da cana-de-aglcar sendo
englobado por células gigantes tipo corpo estranho. BP= biopoli-
mero da cana-de-acUcar. LB= luz da bula. Seta fina=célula gigante.
HE(aumento de 1000x).

O epitélio colunar ciliado estava preservado ou
apresentava edema leve em 16 orelhas do grupo experi-
mental. As alteracoes da mucosa foram localizadas e nao
se estendiam a todo o espacgo aéreo da bula timpanica,
no entanto, o ponto em contato direto com o material
apresentava maior reatividade (Figura 5).

A MT permaneceu normal ou com espessamento
leve em 13 orelhas. As alteracoes histologicas observadas
foram compativeis com miringoesclerose de grau variado.

Em relagao a atividade fibroblastica, a maioria dos
casos foi classificada histologicamente como fibrose leve.

Figura 5. Grupo experimental com 8 semanas - Fotomicrografia da
membrana timpanica espessada na sua por¢cdo em contato com a
membrana do biopolimero da cana-de-agUcar. Exsudado subagudo
moderado circundando o biomaterial. BP= biopolimero da cana-de-
acucar; LB= luz da bula; CAE= canal auditivo externo; seta grossa=
reagao inflamatoéria; seta fina=martelo. HE(aumento 40x).

Houve um espessamento mais acentuado da mucosa, com
deposicao de colageno observado na colora¢io PSR, em
apenas duas orelhas, uma no tempo tl e outra em t2.

Resultados analiticos

Na Tabela 1 comparam-se os dados da intensidade
do exsudato da bula com biopolimero e fiscia, com dife-
renca estatisticamente significante entre eles.

Tabela 1. Avaliagéo da intensidade da atividade inflamatéria segun-
do o tipo de material.

| :‘ﬂi‘::]d;g:a Fasica  Biopolimero Total Valor de p
Nula 23 7 30 g,g()):*
Leve -

Moderada 1

Intensa -

Total 24 24 48

(*): Diferenca significante a 5,0%. (1): Através do teste Exato de
Fisher.

A andlise da absorcao dos materiais pode ser vista
na Tabela 2. Notou-se que a membrana do biopolimero
da cana-de-acicar degradou-se ao longo do tempo, com
fragmentacio intensa em dois casos de t2 (Figura 0) e trés
casos de absorcao completa em t3.
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Tabela 2. Avaliacao do grau de absorcao segundo o tipo de mate-
rial.

Classificacao do

grau de absorcao Fascia Biopolimero  Total  Valor dep
Nula ou leve 4 15 19 g((}()):*
Moderada - 4

Intensa -

Completa 20 23

Total 24 24 48

(*): Diferenga significante a 5,0%. (1): Através do teste Exato de
Fisher.

Figura 6. Sinais de absorcao do biomaterial - Fotomicrografia da
desorganizagao estrutural da membrana do biopolimero da cana-de-
acUcar e sua absorgédo parcial, observada na bula timpanica com 8
semanas. BP= biopolimero da cana-de-acucar; seta larga= exsudato
inflamatério. HE (aumento de 40x)

Tabela 3. Avaliagdo da intensidade do exsudado inflamatério no
grupo experimental.

Tempo do experimento

Intensidade

inflamatéria ||

T2 T3 Total Valor de p

Nula - 7 p(1) = 0,026*
Leve 9
Moderada 5
3

Intensa

0| = N O
(oo I \C RGO I O B
'

Total 24

(*): Diferenca significante a 5,0%. (1): Através do teste Exato de
Fisher.

Na Tabela 3 observamos apenas o grupo experi-
mental e o grau de atividade inflamatéria ao longo do
tempo. Houve diferenga estatistica entre os tempos do
experimento com diminui¢io do exsudato em t3.

DISCUSSAO

A membrana do biopolimero da cana-de-acticar foi
utilizada na cirurgia otoldgica, inicialmente, como enxerto
livre lateral em chinchilas. Nesta situacio houve fecha-
mento da perfuracio cronica da MT semelhante ao grupo
controle’®. No estudo atual, a membrana foi posicionada
medial a MT com o intuito de avaliar seu comportamento
na mucosa da orelha média. Para isso, comparou-se com
a fascia que é um material autélogo amplamente utilizado
em cirurgia otologica. Houve reacio inflamatoria com
presenca de exsudato na maijoria dos casos do grupo
experimental, com diferenca estatisticamente significativa
com o grupo da fascia autologa (Tabela 1).

A bula timpanica do rato ¢ semelhante anatomi-
camente e histologicamente a orelha média humana'’.
O estudo das reacoes dos materiais na mucosa da bula
timpanica dos ratos é importante, pois permite prever o
comportamento da mucosa da orelha média dos seres
humanos frente as diversas substiancias.

Sabe-se que esta mucosa apresenta resposta in-
flamatoria intensa a2 maioria dos agentes agressores. Um
estudo foi feito inoculando-se substancias inertes, bactérias
patogénicas e nao-patogénicas na orelha média dos ratos.
Os autores nao encontraram diferencas importantes na
intensidade da resposta inflamatéria em relacao a cada
substiancia, exceto quando havia uma bactéria viva'®.
Concluiu-se que independente do tipo de substincia em
contato com a mucosa da orelha do rato, esta € altamente
reativa, existindo a possibilidade de se produzir uma otite
média'®.

O exsudato visto ao redor da membrana do bio-
polimero da cana-de-agicar é compativel com aquele
observado em outros materiais semi-sintéticos. Trabalhos
que compararam a membrana do biopolimero com e-PTFE
e polipropileno evidenciaram reacio inflamatéria de in-
tensidade semelhante'®®. A membrana do biopolimero da
cana-de-ac¢icar provocou reacao inflamatéria mais intensa
que a fdscia, um material bioldgico autélogo. Talvez se
tivéssemos comparado o biopolimero com outro bioma-
terial o resultado seria diferente.

A camada interna da MT estd em contiguidade com
a mucosa da orelha média e reage aos mesmos estimulos.
Miringoesclerose esteve presente em ambos 0s grupos.
Provavelmente, o espessamento da MT foi secunddrio a
perfuracio da mesma. Pode-se inserir material na bula
timpanica através do acesso retroauricular, com trefinacio
do osso posteriormente, contudo, escolhemos uma via
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com menor trauma tecidual e mais rapida tecnicamen-
te. Se houvesse um terceiro grupo submetido apenas a
perfuracao, mas sem inoculacio de material, poderiamos
identificar melhor se as alteracdes da MT seriam resultantes
do contato com os materiais ou da manipulacio cirargica.

A intensidade da inflamacao diminuiu com o tempo
(ver Tabela 3). A bula timpanica, no final do experimen-
to, recuperou-se da reacio inicial, e apresentou-se sem
exsudato e com pouca fibrose. Apesar da reacio infla-
matéria moderada/intensa ser encontrada em 33% dos
casos, a membrana do biopolimero da cana-de-acucar
aparentemente causou menos fibrose que o relatado nos
materiais de suporte tipo Gelfoam®®***. Um material de
suporte serve de apoio ao enxerto e permanece no local
apropriado até a cicatrizacao do tecido, sem causar fibrose
ou aderéncias na orelha média.

Um estudo sobre um novo material para sling pubo-
vaginal comparou o biopolimero da cana-de-acicar com
o polipropileno e dividiu os animais em dois grupos de
30 e 90 dias”. Como resultado, o autor encontrou rea¢ao
inflamatéria intensa com 30 dias e reacdo inflamatéria mais
leve com 90 dias. Tais dados sao semelhantes ao presente
estudo, onde a partir de 12 semanas (90 dias) foi observada
a diminui¢do da atividade inflamatéria.

Na Tabela 2 evidencia-se que a fascia foi absorvi-
da muito mais facilmente que o biopolimero, sendo esta
diferencga estatisticamente significante. A fascia é um te-
cido vivo, e necessita de nutricdo para manter-se. Na luz
da bula niao encontrou condicdes ideais para manter-se,
possivelmente necrosou e foi absorvida.

A membrana de biopolimero da cana-de-acucar ¢é
um material inerte, e permaneceu integro na maioria dos
casos. Contudo, foi observada a degradacao do mesmo
a partir do tempo t2, com sua absor¢ao em trés casos no
tempo t3. A capacidade de ser absorvida ou substituida
no leito cruento foi observada quando da utilizacao da
membrana do biopolimero na substituicio da dura-mater
em ratos. Nesta situacio houve tendéncia a absor¢ao com

intensidade maior que a fascia autdloga. Outros estudos
precisam ser feitos a fim de verificar a possibilidade do seu
uso na cirurgia otologica, como enxerto em timpanoplastia,
material de suporte, ou mesmo para confeccao de protese
para reconstrucio ossicular.

CONCLUSAO

A membrana do biopolimero da cana-de-acticar
provocou reacio inflamatoria na orelha média dos ratos
com remissdo no tempo tardio do experimento. A possi-
bilidade do seu futuro uso na cirurgia otologica necessita
de mais estudos.
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