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Abstract

Hypothesis: This study amed to evaluate the biocompatibility of alpha-tricalcium
phosphate bone cement in the obliteration of the mastoid cavity in guinea pigs.
Background: Treatment with open cavity mastoidectomy can present poor
functional results in chronic otitis media with cholesteatoma, especially if the cavity
is quite large. Partial or total obliteration of the cavity can correct these problems.
Alpha-tricalcium phosphate bone cement has physicochemical characteristics that
suggest its potential in mastoid cavity obliteration.

Methods. Twenty guinea pigs were studied. All animals underwent surgery
involving manipulation of the dorsal tympanic bulla. In the study group animals (n =
10), mastoid cavity obliteration was conducted with alpha-tricalcium phosphate bone
cement. In the control group animals (n = 10), the cavity was left unfilled.

On postoperative day 60, the animas were sacrificed and studied for signs of
rejection of the material and other complications. Tempora bones were removed for
histopathological study, in which the type and degree of inflammatory response, as
well as the degree of ossification, were analyzed.

Results: The mortality rate was the same in both groups. Deaths were attributed to
anesthetic complications in the initial postoperative period. In the animals that
survived, there were no complications, and there was good healing of the incision in
both groups. There were no clinical signs of rgection of the materia, and the
histopathological analysis of the cement group revealed no signs of foreign body
reaction (inflammatory response).

Conclusion: Alpha-tricalcium phosphate bone cement is biocompatible in the

mastoid cavity of guinea pigs.



1. Introduction

Many authors consider open cavity mastoidectomy the surgica procedure of
choice for the treatment of otitis media with cholesteatoma, due to the high incidence of
recurrence of the disease.’® This technique alows full removal of the cholesteatoma, as
well as better postoperative control, since it alows the aspiration in the eventuaity of
recurrence of the disease* However, the formation of this single cavity can generate
complications such as deafness, persstent otorrhea, dizziness, poor aesthetics and the
need for periodic cleaning of the cavity by an otorhinolaryngologist. Therefore, in
selected cases, the elimination of the open cavity is indicated in order to improve the
quality of life of the patient. The techniques for the elimination of the open cavity consist
of the reconstruction of the posterior wall of the externa auditory mesatus (EAM), cavity
obliteration or complete ablation of the middle ear.®

Since 1962 with the experiments conducted in 1962 be Mahoney et al..° who
used methyl methacrylate, various synthetic materials have been tested. Synthetic
materials have the advantage of being easily obtained, as well as not submitting the
patient to the risk of infectious diseases. However, such materials can present
problems of biocompatibility and, consequently, rejection.

A new material similar to hydroxyapatite has been extensively studied for use
in the reconstruction of bone defects in orthopedic surgery, neurosurgery, ora
surgery and maxillofacial surgery.”® This new materia is apha-tricalcium phosphate
cement, which is an apatite carbonate formed by mixing alpha-tricalcium phosphate
with calcium carbonate and monocalcium phosphate powder. Mixing these
components with a sodium phosphate solution forms a crystalline structure known as

dahllite, which is similar to the bone mineral phase.



Although it has been used for more than 10 years, there are no studies in the
literature on its applicaion in mastoid cavity obliteration. The objective of this study
was to evaluate the biocompatibility of alpha-tricalcium phosphate bone cement in an

anima model of mastoid cavity obliteration.
2. Materialsand Methods

The study design was approved by the Ethics Committee for the Analysis of
Research Projects of the Clinical Board of the University of Sdo Paulo School of
Medicine Hospital das Clinicas. The experimental study was conducted in
accordance with the manual for the care and handling of laboratory animals. A total
of 20 young, healthy adult female guinea pigs (Cavia porcellus), aged 10-12 months
and weighing between 350-450 g, were studied. Animals with signs of externa or
middle ear infection were excluded, as were pregnant animals and those with
congenital malformations.

C. porcellus has a cellular aeration of the temporal bone composed of the
ventral and dorsal tympanic bullae and retrotympanic cells. Making an analogy with
the human temporal bone, the dorsal tympanic bulla would be the equivalent of the
epitympanic recess, also known as the attic. The dorsal tympanic bullais located in
the superior posterior portion of the tympanic cavity, inferior to the intracranial
cavity, lateral to the petrous portion of the temporal bone, superior to the tympanic
cavity and superior to the EAM. The communication between the dorsal tympanic
bulla and the tympanic cavity is through a hiatus located in the inferior portion, into
which the incudomalleolar joint projects.’** When the upper wall of the EAM is
removed, the tympanic bulla communicates with the EAM, forming a single cavity

similar to the open mastoid cavity.



The 20 animals were divided into 2 groups of 10 animals each. Animals in
both groups were submitted to the same sterile surgical procedure and remained
under observation for a period of 60 days. The animals were sacrificed after 60 days,

and the tempora bones were removed for histopathological study.
2.1. Surgical Technique

The guinea pigs were anesthetized with a mixture of ketamine (40 mg/kg) and
xylazine (8 mg/kg). This anesthetic regimen allows a good level of anesthesia for a
period of 60 to 90 min without respiratory depression. During the induction of
anesthesia, all animals received 50 mg/kg of the antibiotic cefazolin.

Following loca infiltration with lidocaine, at 2% with adrenaline 1:200,000,
we made an incision over the auricular pavilion, exposing the temporal muscle. By
making a posteriorly based pedicle musculoperiosteal flap, we exposed the
membranous part of the squama of the temporal bone. With the use of cutting and
diamond drill bits, under constant irrigation, the cortex of the dorsal tympanic bulla
was removed, alowing complete exposure of the interior of the cavity. Subsequently,
we removed the posterior bone wall of the EAM (Figure 1), which delineates the
lower limit of the dorsal tympanic bulla. The cavity was then cautiously cleaned, and
the cavity walls were scarified using a diamond drill bit.

The musculoperiosteal flap was rotated to the interior of the tympanic
bulla, covering the bone defect of the posterior wall of the EAM. The cavities of
the 10 control group animals remained unfilled, whereas those of the 10 study
group animals were obliterated with apha-tricalcium phosphate bone cement
(Figure 2).

The cement used comes in two containers. a jar containing sterile calcium



phosphate powder and a flask containing sterile diluted sodium phosphate. The
proportion between powder and the solvent need not be calculated: it is only
necessary to mix the total contents of both vials. The mixture should be applied and
molded within 3 min, at which point the hardening process begins, and the product
becomes completely hardened within 10 min.

The incision was closed using subcutaneous polyglactin 910 sutures and

cutaneous nylon sutures.
2.2. Preparation of the histopathological material

On postoperative day 60, the animals were sacrificed. The animals were
initially anesthetized with ketamine (160 mg/kg) and xylazine (16 mg/kg), after
which aletha dose of 19.1% KCl was given viaintracardiac injection.

Tempora bones were removed using a scope, a hammer and scissors. Each piece
was carefully removed, preserving the tympanic bulla and maintaining the cement intact
(Figure 3).

The material was then fixed with 70% alcohol and embedded in methyl
methacrylate blocks. The blocks were then cut into 2mm thick sections using a
diamond-blade low rotation disc saw (Isomet-Buehler, Lake Bluff, IL, USA).
Subsequently, the sections were polished down to a thickness of 10 um using a
metallographic polishing machine. The cuts were then stained with 0.1% toluidine

blue and sent for histopathological analysis.
2.3. Data analysis

Histopathological analysis was carried out under optical microscopy by an
experienced pathologist in the Department of Pathology of the University of S&o

Paulo School of Medicine Hospital das Clinicas. The dlides were initially examined



in panoramic view for the identification of all fields and then at magnifications of
x12.5, x40, x50, x200 and %400.

Clinical analysis was carried out prior to the removal of the tempora bone.
The skin and muscle flap were evaluated macroscopically, and the otoscopy was
carried out using a surgical microscope.

The guinea pigs were studied for signs of rgection of the material, as well as

to determine the degree of ossification and the incidence of complications.
Biocompatibility analysis

For the biocompatibility analysis of the apha-tricalcium phosphate bone
cement, the following parameters were eval uated:

a) Inflammatory response.

b) Incidence of complications of the procedure.

c) Osteoneogenesis.
Analisys of the inflammatory response

As a histopathological parameter for the evaluation of the biocompatibility of
the material, the granulomatous inflammatory response and giant cell formation was
studied. For the analysis of the inflammatory response and foreign body reaction, a
classification system consisting of five categories was created (Table 1).

According to the inflammatory response score given by the pathologist in the

histological analysis, we divided the animals into three groups by type (Table 2).
Analysis of the degree of ossification

For the analysis of the degree of ossification of the mastoid cavity, a previousy

five-point scale was used (table 3)'3. Using this classification system, the pathologist



classified the degree of ossification in the control group and cement group samples.
The presence of cartilage or condrocytes, active osteoblasts, osteoid tissue, newly
formed bone trabeculae and marrow, were the criteria listed for evidence of process

of bone formation.
Analysis of the incidence of complications of the procedure

For the analysis of the incidence of complications, the guinea pigs were evaluated
in terms of the following parameters:
» Death of the animal
» Middle-ear effusion
» Signs of skin or muscle infection

A\

Signs of skin or muscle necrosis

A\

Signs of extrusion of the material
» Stenosis of the EAM

» Cutaneous fistula
3. Resaults

The mean initial weight of the control group animals was 396.8 g, and the
mean final weight was 570 g. Therefore, the mean weight gain in the control group
during the study period was 173.2 g, an increase of 43.6% over the initial weight.

In the cement group, the mean initial weight of the animals was 398.8 g, and the
mean find weight was 574.3 g. Therefore, the mean weight gain in the cement group
during the study period was 175.5 g, a44% increase in relation to the initial weight.

In each group, there were 2 deaths (a 20% incidence), al occurring on
postoperative day 1 (p = 1.0). The deaths were attributed to anesthetic complications,

since they occurred in the immediate postoperative period, and since the same number of



deaths occurred in both groups. The clinical analysis of the remaining animals revealed
no signs of other complications. skin or muscle infection; middle ear effusion; EAM
stenosis; cutaneous fistula or signs of the extrusion of the material.

After the removal of the temporal bones, we observed that the material was
firmly adhered to the mastoid cavity in all cement group samples.

The histological analysis of the degree ard type of inflammatory response is
shown in Table 4. There were no signs of foreign body reaction in the cement group,
8 (100%) of the samples presenting category | or Il inflammatory responses. Only 3
(37.5%) of the control group animals presented a type 3 inflammatory response,
whereas the remaining guinea pigs (100% of the cement group and 62% of the
control group) presented a type 1 inflammatory response. Despite the difference
among the prevalence of the types of inflammatory responses between the groyps,
this difference was not statistically significant (p = 0.2).

As for the study of the degree of ossification, 4 (50%) of the control group
samples presented category Ill ossification of the samples and the remaining 4
control group samples (50%) presented category IV ossification. In the cement
group, we observed category | in 8 (100%) samples (Table 5).

When attributing the scores of each animal according to the degree of
ossification, we observed that the mean ossification in the control group (3.5) was
greater than that shown by the cement group (1.0). The control group showed
statistically significant (p < 0.001) higher degrees of ossification (mean 3.5 + 0.5)

when compared to the cement group (1.0 £ 0.0).



4. Discussion

Several types of material have been used for open mastoid cavity obliteration.
The materials most often employed are autologous tissues, such as cartilage, bone,
fat, muscle and bone pate, which have the advantage of not being rejected and can be
obtained during surgery.>***® The disadvantage is the difficulty in obtaining a
quantity of material sufficient to perform the procedure.

Therefore, since the experiments conducted in 1962 by Mahoney et al.,° who
used methyl methacrylate, several synthetic materials have been tested. Synthetic
materials have the advantage of being easily obtained, as well as not submitting the
patient to the risk of transmission of infectious diseases. However, they present
problems regarding biocompatibility, presenting high rates of rejection.

Among the synthetic materials studied for this objective are silicone, proplast,
ionomer cement and bioactive glass cement.

Silicone, proplast and ionomer cement are no longer used due to the incidence of
complications. In addition, bioactive glass cement is sl in the experimental study phase’®

More recently, synthetic materials made of calcium and phosphate have been
used. These present a biochemica structure similar to the mineral phase of human
bone. Alloplastic calcium and phosphate implants are composed of calcium and
phosphate in apatite form. Apatite is a compound in the form of crystals that has a
chemical structure represented by the formula Cas(X)(PO4)s. In this structure, the
position X can be occupied by ions of fluorine, chlorine, hydroxide or carbonate.'®
Among these, the first material studied was hydroxyapatite, which has presented
good results when used in EAM reconstruction or mastoid cavity obliteration.?%?

From the study of hydroxyapatite, new types of material were devel oped.



Alpha-tricalcium phosphate cement is a product made of three solutes: apha-
tricalcium phosphate, calcium carbonate and monocalcium phosphate.>® When these
components are mixed with a sodium phosphate solution, they form a crystalline
structure of apatite carbonate known as dahllite, which is similar to the mineral phase
of the bone.2*®

The time involved in preparing the material, which consists of mixing the
solid phase with the sodium phosphate solution, is approximately 2 min. The
material manipulation time is 5 min. After the placement of the material, the dahllite
is formed, and hardening occurs. Hardening time is 10 min a normal body
temperature.?*?%%” After 12 h, between 85 to 90% of the materia has turned to
dahllite, and its maximum compression force is 55 megapascals.?* Constantz et al.
studied the biochemical composition and the crystalline structure of the dahllite
formed in this reaction and found that they were similar to those of the dahllite
naturally present in the bone. This material has been widely used in the filling of
bone defects in orthopedic surgery, neurosurgery, oral surgery and maxillofacial
surgery. Studies involving surgical reconstruction of the ossicular chain in guinea
pigs with apha-tricalcium phosphate cement showed good results, with low levels of
inflanmation and minimal foreign body reaction.?°

For the biocompatibility study, samples were studied using clinical and
histopathological parameters. The system of classifying inflammatory response into
five categories was adapted from that described by Hoffman et a., who studied the
degree of inflammatory response in guinea pigs submitted to surgical reconstruction

of the ossicular chain with the use of the apha-tricalcium phosphate cement.?® The

classification system used by Hoffmann et al. was divided into 4 categories. Since



this classification was inappropriate for use with animals presenting an acute
inflammatory response, we added a fifth category (category V). We used these five
categories to subdivide the animals into three goups by type, designated types 1, 2
and 3. Type 1 corresponds histopathologically to an inflammatory response that
normally occurs in tissues submitted to surgical trauma and encompasses categories |
and Il. Type 2 corresponds histopathologically to a foreign body reaction and
encompasses categories Il and 1V. Type 3 corresponds histopathologically to an
acute inflammatory response (Figure 4) with a possible infection and encompasses
category V.

In our study, we observed no clinical signs of rejection of the material, such
as a granulomatous inflammatory response or implant extrusion. In the
histopathological anaysis, no samples treated with apha-tricalcium phosphate
cement showed signs of foreign body reaction, which normally occurs during the
process of regjection of the material.

The present study also demonstrated that the use of apha-tricalcium
phosphate cement provoked no complications when used for obliteration of the
guinea pig mastoid cavity. The absence of effusion in the middle ear is a sign that
there was preservation of the middle ear physiology.

As for the degree of ossification, we found significantly less ossification in
the cement group than in the control group (Figure 5). This fact confirms the findings
of studies demonstrating that this material is not osteoconductive. Alpha-tricalcium
phosphate cement is microporous, which alows no interna bone growth.?* However,
there were signs of reabsorption and bone growth in the periphery of the implant

(Figure 6), showing that, over longer periods of time, the material can be reabsorbed



and replaced by new bone. Studies in animals have shown that apha-tricalcium
phosphate bone cement undergoes remodeling similar to that occurring in normal
bone. This materia suffers osteoclastic reabsorption followed by osteoblastic
migration and formation of a new bone?* The drying properties, even in humid
environments, and adherence to the bone may be advantages in relation to
hydroxyapatite. The mastoid cavity is humid and often contains blood. Furthermore,
the fact that the material adheres to the adjacent bone is a factor that might result in
greater stability in the surgical bed. In all other samples studied, the cement was

firmly adhered to the interior of the tympanic bulla.

Based on our findings, we @n state that alpha-tricalcium phosphate bone

cement is biocompatible in the mastoid cavity of guinea pigs.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Open tympanic bulla and removal of the wall of the external auditory

meatus (trapezium)

Figure 2: Mastoid cavity filled with bone cement

Figure 3: Guinea pig temporal bone removed. Note the mastoid cavity (blue circle)

filled with bone cement (red arrow), and the external auditory meatus (black circle)

Figure 4. Tempora bone of a guinea pig in the control group. Inflammatory
lymphohistiocytic infiltrate with fibrosis and polymorphonuclear cells (black arrow).
Example of type 3 inflammatory response. Material stained with toluidine blue

(magnification, x40)

Figure5: Tempora bone of guinea pig in the control group. Intense mastoid cavity
ossification. The black circle represents the original size of the cavity. Material

stained with toluidine blue (magnification, x12.5)

Figure 6: Tempora bone of guinea pig in the cement group. The alpha-trical cium-
phosphate bone cement (amorphous black material) is being invaded by ossification
lamellae (white arrow) in its periphery. Materia stained with toluidine blue

(magnification, x40)



Table 1. Classification of inflammatory responses

Category Histopathological finding
I Absence of signs of inflammatory response

I Presence of minimum edema without granuloma formation
" Presence of granulomatous reaction with giant cells

v Presence of granulomatous reaction with giant cells and lymphocytic infiltrate in
adjacent soft tissues
\% Presence of inflammatory response with lymphohistiocytic inflammatory infiltrate with

neutrophils and cicatricial fibrosis.

Table 2: Subdivision of inflammatory responses into three types

Type Categories Criteria

1 land Il Cicatricial alterations expected after surgery
2 Illand 1V Inflammation alterations to the extrinsic material (foreign body reaction)
3 V Acute inflammation (possibl e infection)

Table 3: Histologic degree of ossification

Degree  New boneformation Score
0 No new bone 0
I 1%-25% of cavity involved in new bone formation 1
I 26%-50% of cavity involved in new bone formation 2
" 51%-75% of cavity involved in new bone formation 3
1\ 75%-100% of cavity involved in new bone formation 4

Table 4: Results of the histological analysis of the control group and cement group.

Categories of inflammatory response

Group
Cement Control Total
(n=28) (n=8) p (n =16)
Inflammatory response
category
I 7 (87.5%) 3(37.5%) 10 (62.5%)
I 1(12.5%) 2 (25.0%) 0.09 3(18.8%)
" 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
v 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
\% 0 (0.0%) 3(37.5%) 3(18.8%)
Inflammatory resmpnsetype
1 8 (100.0%) 5 (62.5%) 0.2 13 (81.3%)
2 0 (0.0%) 0 (0.0%) ' 0 (0.0%)

3 0 (0.0%) 3 (37.5%) 3 (18.8%)




Table5: Degree of ossification in the control group and cement group

Group
Cement Control Total
(n=28) (n=18) p (n =16)
Degree of ossification

0 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
I 8 (100.0%) 0 (0.0%) 0.001 8 (50.0%)
[l 0 (0.0%) 0 (0.0%) ' 0 (0.0%)
Il 0 (0.0%) 4 (50.0%) 4 (25.0%)
% 0 (0.0%) 4 (50.0%) 4 (25.0%)
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RESUMO

Tsuji RK. Uso do cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato no tratamento
cirargico da cavidade mastoidea. Estudo experimental [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008. 78p.

Introducdo: A mastoidectomia cavidade aberta é considerada por muitos
autores o procedimento cirdrgico de escolha para o tratamento da otite
média colesteatomatosa, devido a alta incidéncia de recidiva da doenca.
Porém, a formacéo desta cavidade Unica pode gerar algumas complicacdes
e a obliteracdo da cavidade mastéidea € uma técnica descrita e estudada
para a eliminacdo desta cavidade. Materiais aloplasticos tém sido estudados
em cirurgias de obliteracdo da cavidade mastdidea, porém estes materiais
podem apresentar problemas de biocompatibilidade e de rejeicdo O cimento
de osso alfa-tricalcio-fosfato € um material composto por calcio e fosfato e
apresenta composicao bioquimica semelhante a fase mineral do osso.
Embora jé utilizado em cirurgias ha mais de 10 anos, ndo existem estudos
sobre a sua aplicacdo nas cirurgias de obliteracdo de cavidade mastdidea na
literatura. Objetivo: Estudar a biocompatibilidade do cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato na obliteracdo da cavidade mastéidea em “guinea pigs”.
Casuistica e Métodos: Vinte Cavia porcellus (“guinea pig”) fémeas foram
submetidos a procedimento cirdrgico na bula timpénica esquerda. Em 10
cobaias (grupo cimento) a bula timpéanica foi obliterada com o cimento de
0sso alfa-tricélcio-fosfato e em 10 cobaias (grupo controle) a cavidade foi
deixada sem preenchimento. 60 dias apds o procedimento 0os animais foram
sacrificados e avaliados quanto a presenca de sinais clinicos de rejeicdo ao
material e outras complicacbes. Os o0ssos temporais foram removidos e
submetidos a analise histopatolégica. Foram avaliados o tipo e o grau de
resposta inflamatdria e o grau de ossificacdo. Resultados: A taxa de
mortalidade foi igual em ambos os grupos. As mortes foram atribuidas a
complicacdes anestésicas. Entre as cobaias que completaram o estudo néo
foram observados sinais de complicacbes em nenhum caso. Oito animais
(100%) do grupo cimento em e cinco animais (62,5%) apresentaram
resposta inflamatério graus | e Il que correspondem histopatologicamente a
alteracdes cicatriciais normais ao procedimento cirdrgico. Nao foi observado
presenca de reacao inflamatdria crénica tipo corpo estranho em nenhuma
amostra de ambos os grupos. Quanto ao grau de ossificagdo, a média dos



escores de ossificagdo no grupo controle (3,5) foi maior que o observado no
grupo cimento (1,0). O grupo controle (3,5 = 5) apresentou grau de
ossificacdo estatisticamente maior quando comparado com 0 grupo cimento
(1,0 £ 0,0) (p < 0,01). ConclusbBes: 1) O cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato € biocompativel em osso temporal de cobaia. 2) O cimento de 0sso
alfa-tricalcio-fosfato sofre remodelacdo Ossea, porém nao apresenta
propriedade de osteoconducéo.

Descritores: Substitutos o6sseos. Cimentos para o0ssos. Colesteatoma.

Processo mastoide. Materiais biocompativeis. Osseointegracgéo.



SUMMARY

Tsuji RK. Alpha-tricalcium phosphate bone cement in the surgical treatment
of mastoid cavity. Experimental study [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2008. 78p.

Introduction: Many authors consider open cavity mastoidectomy the surgical
procedure of choice for the treatment of otitis media with cholesteatoma, due
to the high incidence of recurrence of the disease. However, the formation of
this open cavity can generate some complications and mastoid cavity
obliteration is one type of technique for the elimination of this cavity.
Alloplastic materials have been testes in mastoid cavity obliteration, however
such materials can present problems of biocompatibility and rejection. Alpha-
tricalcium phosphate bone cement is a material compose of calcium and
phosphate and presents physicochemical characteristics similar to the bone
mineral fase. Although it has been used for more than 10 years, there are no
studies in the literature on its application in mastoid cavity obliteration.
Objective: This study aimed to evaluate the biocompatibility of alpha-
tricalcium phosphate bone cement in the obliteration of the mastoid cavity in
guinea pigs. Methods: We studied 20 Cavia porcellus (guinea pig) submitted
to surgical manipulation of the left dorsal tympanic bulla. In the study group
animals (n = 10), mastoid cavity obliteration was conducted with alpha-
tricalcium phosphate bone cement. In the control group animals (n = 10), the
cavity was left unfilled. On postoperative day 60, the animals were sacrificed
and studied for signs of rejection of the material and other complications.
Temporal bones were removed for histopathological study, in which the type
and degree of inflammatory response, as well as the degree of ossification,
were analyzed. Results: The mortality rate was the same in both groups.
Deaths were attributed to anesthetic complications in the initial postoperative
period. In the animals that survived, there were no complications. The
histological analysis of the degree and type of inflammatory response shown
no signs of foreign body in both groups, 8 (100%) of the samples in cement
group and 5 (62,5%) of the samples in control group presenting category |lor
Il inflammatory responses that corresponds histopathologically to an
inflammatory response that normally occurs in tissues submitted to surgical
trauma. There were no histopathological signs of foreign body reaction in
none samples of both groups. As for the study of the degree of ossification,



the mean ossification in the control group (3.5) was greater than that shown
by the cement group (1.0). The control group showed statistically significant
(p < 0.01) higher degrees of ossification (mean 3.5 £ 0.5) when compared to
the cement group (1.0 + 0.0). Conclusion: 1) Alpha-tricalcium phosphate
bone cement is biocompatible in the mastoid cavity of guinea pigs 2) Alpha-
tricalcium fosfato bone cement undergoes bone remodeling but it doesn’t
present osteoconductive properties.

Descriptors: Bones substitutes. Bone cements. Cholesteatoma. Mastoid.

Biocompatible materials. Osseointegration.



1 INTRODUCAO



INTRODUCAO - 2

A otite média cronica colesteatomatosa é uma formacdo tumoral
constituida, predominantemente, por queratina proveniente de epitélio
escamoso altamente inflamado. Essa estrutura apresenta uma acgao
destrutiva, reabsorvendo o 0sso que o rodeia na medida em que a leséo
avanca. E uma doenca que pode recidivar apés a cirurgia, geralmente por
remocéao incompleta do tumor. O quadro clinico mais comum é a presenca
de otorréia de odor fétido que ndo melhora com antibioticoterapia tépica ou
sistémica (Bento et al.,, 1998). O tratamento € quase sempre cirlrgico e a
mastoidectomia é a técnica de escolha (Bento et al., 1998; Gantz et al.,
2005). A mastoidectomia basicamente divide-se em dois tipos:
mastoidectomia cavidade fechada e mastoidectomia cavidade aberta. A
mastoidectomia cavidade fechada € mais conservadora e visa permitir
preservar a estrutura anatdmica e a fisiologia da orelha. A mastoidectomia
cavidade aberta se diferencia da cavidade fechada por criar um espaco
anico entre a cavidade mastbidea e a orelha externa pela exérese da parede
posterior do meato acustico externo (MAE) (Bento et al., 1998; Syms e
Luxford, 2003; Gantz et al., 2005).

A mastoidectomia cavidade aberta € considerada, por muitos
autores, o procedimento cirargico de escolha para o tratamento da otite
meédia colesteatomatosa, devido a alta incidéncia de recidiva da doenca

(Karmarkar et al., 1995; Roden et al., 1996; Chang e Chen, 2000). Esta
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técnica proporciona maior probabilidade de remocao de todo o colesteatoma
e também melhor controle pds-operatdrio, pois permite a aspiracdo de
eventuais recidivas da doenca (Sanna et al., 1984; Bento et al.,, 1998;
McElveen e Hulka, 1998; Gantz et al., 2005).

Assim, a mastoidectomia cavidade aberta € um procedimento
cirdrgico muito utilizado no tratamento das otites médias cronicas
colesteatomatosas, inclusive no Brasil, pais que apresenta alta prevaléncia
de otites cronicas.

Porém, a formacdo desta cavidade Unica, pode gerar algumas
complicacbes como: surdez, otorréia persistente, tontura e estética ruim
(Saunders et al., 1992; Gopalakrishnan et al., 2001; lkeda et al., 2003; Gantz
et al., 2005). Desse modo, costuma-se eliminar a cavidade aberta para
melhora da qualidade de vida do paciente.

As técnicas para eliminagcdo da cavidade aberta consistem na
reconstrucdo da parede posterior do MAE, obliteracdo da cavidade ou
ablacdo completa da orelha média (Palva, 1979; Mercke, 1987; Charachon
et al., 1988; Linthicum, 2002; Gantzet al., 2005).

Diversos tipos de materiais tém sido utilizados para a obliteracdo da
cavidade radical e a reconstrugcdo do muro do facial. Os materiais mais
empregados sao os autélogos como cartilagem, osso, gordura, musculo e
paté de 0sso que apresentam a vantagem de nao sofrerem rejeicdo e podem
ser conseguidos durante a cirurgia (Black, 1995). A desvantagem é a
dificuldade de obtencdo de material em quantidade suficiente para o

procedimento.
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As técnicas de obliteracdo da cavidade sdo as mais antigas técnicas
de eliminacdo da cavidade mastdidea aberta, e sdo utilizadas até hoje. S&o
divididas em técnicas que utilizam enxertos ou retalhos vascularizados
(Mercke, 1987; Saunders et al., 1992; Linthicum, 2002).

Os enxertos podem ser aldgenos (organicos) ou aloplasticos
(sintéticos). Os enxertos alégenos podem ser autdlogos, homdélogos ou
heterélogos (Black, 1995).

Os enxertos autdlogos sdo enxertos organicos obtidos no proprio
individuo. Os enxertos homologos sao enxertos organicos obtidos de outro
individuo da mesma espécie do receptor. Os enxertos heterélogos sdo enxertos
organicos obtidos de individuos de outra espécie. Os enxertos aloplasticos sao
enxertos sintéticos produzidos laboratorialmente (Black, 1995).

Estes mesmos materiais podem ser obtidos de cadaver (homélogo)
ou até mesmo de outras espécies (heter6logo), porém apresentam o
inconveniente de risco de rejeicdo e transmissao de doencas infecciosas. Os
materiais organicos também apresentam o inconveniente de sofrerem
reabsorcgéo ao longo do tempo (Black, 1995).

Desde 1962, com os experimentos de Mahoney (1962), que utilizou o
metilmetacrilato, varios materiais sintéticos tém sido testados. As vantagens
destes novos materiais seriam a facilidade de obté-los e de ndo submeter o
paciente ao risco de transmissado de doencas infecciosas. Por outro lado,
apresentam problemas quanto a biocompatibilidade com altos niveis de
rejeicdo (Hambley e Horn, 1981; Renard et al., 1994; Rosenblut et al., 1996;

Kuppermane Tange, 1997 e 2001).
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Mais recentemente, tém sido utilizados materiais sintéticos a base de
calcio e fosfato que apresentam estrutura bioguimica semelhante a fase
mineral do osso humano. O primeiro material deste grupo estudado foi a
hidroxidoapatita. Este material tem apresentado bons resultados quando
utilizado na reconstru¢cdo do MAE ou obliteracdo da cavidade mastdidea
(Jahn, 1992; Yung, 1996; Hussain et al., 2002). A partir do estudo da
hidroxidoapatita novos tipos de materiais foram desenvolvidos.

Um novo material similar a hidroxidoapatita tem sido estudado para a
reconstrucao de defeitos 6sseos em cirurgias ortopédicas, neurocirurgias e
cirurgias bucomaxilofaciais (Mahr et al., 2000; Baker et al., 2002; Kirschner
et al., 2002; Losee et al., 2003). Trata-se do cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato, que é um carbonato apatita formado pela mistura do alfa-tricalcio-
fosfato com carbonato de calcio e pé de monohidrato de monocalcio.
Quando esses componentes sdo misturados a uma solucdo de fosfato de
sodio formam uma estrutura cristalina, semelhante a fase mineral do osso, o
dahllite (Mahr et al., 2000; Baker et al., 2002; Kirschner et al., 2002;
Hoffmann et al., 2003; Losee et al., 2003).

Embora ja utilizado em cirurgias, ha mais de 10 anos, ndo existem
estudos sobre a sua aplicagdo nas cirurgias de obliteracdo de cavidade
mastodidea ou reconstrucdo do muro do facial na literatura indexada.

Delineamos este estudo experimental para testar a seguinte hipotese:
0 cimento de 0sso alfa-tricalcio-fosfato é biocompativel em osso temporal de

cobaia.
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Estudar a biocompatibilidade do cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
na obliteragcdo da cavidade mastodidea em cobaias por meio da:

a) Analise da resposta inflamatoria local.

b) Analise da incidéncia de complicacdes.

c) Analise da ossificacéo local.
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3.1 Histologia Ossea

O tecido 6sseo é formado de células e matriz 6ssea (material
intercelular calcificado). As células 6sseas constituem uma pequena fracao
do tecido ésseo; contudo, sdo responsaveis por sua remodelacdo e pela
homeostase mineral. Sao trés tipos: ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos
(Junqueira e Carneiro, 1990).

Os ostedcitos sé@o células achatadas em forma de améndoa, e estao
presentes no interior da matriz 6ssea, ocupando lacunas das quais partem
canaliculos. Os ostedcitos sdo essenciais para a manutencdo da matriz 6ssea.
Sua morte é seguida por reabsorcédo da matriz (Junqueira e Carneiro, 1990).

Os osteoblastos sdo células mononucleares basdfilas, com
caracteristicas de células secretoras. Originam-se de células mesenquimais
osteoprogenitoras e sdo encontrados na superficie de formacéo Ossea. Eles
sdo as células que sintetizam a parte organica da matriz 6ssea: colageno
tipo I, proteoglicanas e glicoproteinas. Sdo também capazes de concentrar
fosfato de célcio, participando na mineralizacao da matriz (Puzas, 1996).

Segundo Mundi (1996) os osteoclastos séo células gigantes
multinucleadas, originarias de mondcito circulantes derivados de células
hematopoiéticas localizadas na medula 0ssea. S&o responsaveis pela
reabsorcdo Ossea, entrando em contato com a superficie calcificada e

formando as lacunas de reabsorcdo. Os osteoclastos sao células ricas em
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enzimas lisossdmicas e colagenases, secretadas pela borda em escova da
célula. Nesta borda esta presente um grupo de proteinas contrateis que
facilitam a adesdo dos osteoclastos ao tecido, formando o compartimento de
reabsorcao.

Segundo Junqueira e Carneiro. (1990) e Landis et al. (1993) a matriz
extracelular é composta de uma fase organica e outra inorganica. A fase
organica da matriz 6ssea é formada por fibras colagenas (95%) e substancia
fundamental amorfa que contém proteoglicanas e glicoproteinas. A fase
inorganica representa cerca de 50% do peso da matriz 6ssea e 0s ions mais
encontrados sao o fosfato e o célcio, que se depositam em formas de
cristais.

Os cristais que compdem a fase inorganica da matriz Gssea
apresentam a estrutura de hidroxidoapatita, que possu a seguinte
composi¢ao bioquimica: Caio(POa4)s(OH)2 (Termine e Robey, 1996).

Segundo John (2002), estudos mais recentes tém demonstrado que
0s cristais ndo sdo puros e que cerca de 4 a 6% do fosfato (PO,) é
substituido por um grupo carbonato (COj3). Desta forma, acredita-se que 0s
cristais sdo, na verdade, carbonato apatitas. Estes cristais de carbonato

apatita recebem a denominacéo de dabhllite.
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3.2 Biocompatibilidade

Segundo Williams (1991), a biocompatibilidade pode ser definida
como a capacidade de um material de apresentar uma resposta apropriada a
uma aplicacdo especifica.

Segundo Lemons (1996), os materiais biocompativeis sdo divididos
de acordo com a sua interagcdo com o0 receptor como inertes, bioativos e
biodegradaveis.

Blokhuis et al. (2000) em artigo de revisdo, descrevem as
caracteristicas dos materiais biocompativeis. Segundo estes autores, 0s
materiais biocompativeis inertes sdo aqueles nos quais ndo existe reacao
qguimica entre o material e o tecido do receptor, materiais biocompativeis
bioativos sdo aqueles em que ocorre interagao entre o material e o tecido do
receptor ao redor do implante, e materiais biocompativeis biodegradaveis
sao aqueles parcialmente ou completamente reabsorvidos.

Segundo Costantino et al. (2002) as caracteristicas necessarias para
um bom implante 6sseo sdo: ser quimicamente inerte, ndo apresentar
reacdo de hipersensibilidade ou de corpo estranho, ser moldavel, manter a
forma, ndo ser carcinogénico e apresentar bioatividade.

Para Kumar et al. (1999) a reacao inflamatéria do tipo corpo estranho
€ uma reacdao inflamatdria crénica granulomatosa que ocorre nos tecidos
devido a presenca de corpos estranhos. Histopatologicamente caracteriza-se
pela presenca de células epitelibides e células gigantes do tipo corpo
estranho. As células epitelidides sdo macrofagos transformados em células

semelhantes a células epiteliais. As células gigantes tipo corpo estranho séo
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células multinucleadas formadas a partir da fusdo de varias células
epitelibides. Estas células podem ser Vvisualizadas em cortes
histopatoldgicos corados com hematoxilina-eosina ou azul de toluidina.

Jarcho et al. (1976) apud Blokhuis et al. (2000) definem a bioatividade
de um implante ésseo pelas suas propriedades de osteoconducédo e
osteointegracao.

Segundo Urist et al. (1984), a osteocondutibilidade é a propriedade de
um material funcionar como molde ou arcabouco para crescimento 0sseo,
permitindo que vasos e células da linhagem éssea oriundas das bordas da
lesdo invadam o material. Desse modo, ocorre formacao 6ssea no interior do
cimento. Esta propriedade depende da composi¢cao quimica, da porosidade
e da estrutura geométrica do material. A porosidade é um dos fatores mais
importantes para a osteocondutividade.

Segundo Lane e Bostrom (1998) o tamanho dos poros, a
interconectividade entre eles e a relacdo entre o volume dos poros e o
volume total do material sdo fatores importantes para propriedade
osteocondutiva.

Daculsi e Passuti (1990) estudaram a osteocondutibilidade de materiais
de célcio e fosfato e concluiram que o didametro de poro mais apropriado para
a osteocondutividade encontra-se no intervalo de 150 a 500 um.

Boyde et al. (1999) e Oonishi et al. (1999) estudaram a
osteocondutibilidade da hidroxidoapatita e do beta-tricalcio-fosfato.
Concluiram que a hidroxidoapatita e o beta-tricalcio-fosfato apresentam

propriedades osteocondutivas.
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Para Berghaus et al. (1984) a osteointegracao refere-se a capacidade
do material em apresentar uma ligacdo quimica direta entre a superficie do
0sso, sem a formacdo de um tecido fibroso entre eles. A presenca de
osteointegracdo permite maior rigidez entre 0 0sso e o implante prevenindo

a ocorréncia de infeccdo e reabsorcdo do 0sso sob o implante.

3.3 Técnicas de Obliteracdo da Cavidade Mastodidea

Black (1995) em seu artigo de revisao cita Blake como o primeiro
autor a descrever uma tentativa de obliteracdo da cavidade mastoidea em
1889.

Linthicum et al. (2002) cita Del Canizo Suarez como o autor que
descreveu a técnica de obliteracdo de cavidade mastoidea com enxerto de
gordura em 1948.

Linthicum et al. (2002) analisando ossos temporais de cadaver que
haviam sido submetidos a cirurgia de obliteragdo da mastoide com gordura,
descreveram a presenca de gordura viavel apds 13 anos da cirurgia.

Palva (1973) apud Mercke (1987) descreveu a técnica de obliteracédo
da cavidade mastéidea com retalho de muscuo e periésteo pediculado
anteriormente.

Mercke (1987) descreveu uma técnica de cirurgia de colesteatoma na
gual fez uma mastoidectomia cavidade aberta, removendo em bloco a
parede posterior do MAE. Ap6s a remocdo do colesteatoma, a parede
posterior do MAE foi reposicionada anatomicamente e, em seguida, a

cavidade mastoidea foi obliterada com paté de osso. O autor observou bom
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resultado apdés um ano de seguimento. Segundo ele a vantagem de obliterar
a cavidade seria o menor risco de formacdo de bolsas de retracdo na
membrana timpéanica no pés-operatorio tardio.

Saunders et al. (1992) realizaram 28 cirurgias de obliteracdo da
cavidade mastoidea com uso de retalho de palva vascularizado associada a
timpanoplastia e encontraram completa obliteracdo da cavidade mastoidea
em 93% dos casos. Também observaram incidéncia de colesteatoma
residual em quatro (19%) casos e perfuracdo da membrana timpanica em
dois (9,5%) casos.

Leatherman et al. (2001) estudaram o0 uso de matriz Ossea
desmineralizada em obliteragcbes de cavidade mastéidea em 20 ratos.
Observaram que ndo houve incidéncia de complicacbes e que houve um
processo de ossificacdo no interior do enxerto apds nove semanas de estudo.

Ramsey et al. (2004) realizaram um estudo retrospectivo com 71
pacientes, portadores de OMC colesteatomatosa, que foram submetidos a
cirurgia de mastoidectomia cavidade aberta mais obliteracdo da cavidade
mastbidea com paté de osso e retalho de musculo e pericondrio.
Observaram bom resultado funcional em 82% dos casos sem nenhum caso
de recorréncia do colesteatoma. As principais complicacdes encontradas
neste estudo foram: estenose do MAE (7%) e abscesso (1,4%).

Lee et al. (2005), realizaram um estudo retrospectivo com 151
pacientes que foram submetidos a cirurgia de mastoidectomia cavidade
fechada associada a obliteracdo do epitimpano e antro com paté de 0sso e

gordura abdominal. Relataram resultado satisfatério em 75,4% dos casos e
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auséncia de casos de retracdo da membrana timpéanica. As complicacdes
observadas pelos autores foram: perfuracdo de membrana timpéanica (6,6%),
infeccdo da ferida cirdrgica (11,9%), infeccéo do paté de 0sso (2%) e fistula
cutanea (2%). Nao observaram recorréncia do colesteatoma.

Gantz et al. (2005), em estudo retrospectivo em 127 pacientes submetidos
a cirurgia de reconstrucdo de MAE seguida de obliteracéo da cavidade utilizando-
se da técnica descrita por Mercke em 1987, encontraram bom resultado funcional
sem recorréncia da doenca em 98,5% dos casos. Em todos os casos o
colesteatoma ndo erodia a parede posterior do MAE, possibilitando a sua

reconstrucao com a prépria parede que havia sido removida.

3.4 O Modelo Animal

O “guinea pig” (cavia porcellus) é um animal freqlientemente utilizado
em modelos animais para estudos do osso temporal e orelha, devido as
caracteristicas de sua anatomia e histologia (Wysocki, 2005).

Goksu et al. (1992) e Wysocki (2005), realizaram estudos anatémicos
em 0sso temporal de cobaia e observaram que 0 0sso temporal do “guinea
pig” € composto de trés partes: petrosa, timpéanica e esquamosa. A parte
esquamosa em comparacao ao homem é pouco desenvolvida. No entanto,
as partes petrosa e timpéanica sao bem desenvolvidas. Apresentam também
espacos aerados gue se comunicam com a cavidade timpanica como as
células mastoideas do ser humano. A cadeia ossicular possui diferengas em
relagdo ao ser humano, pois o martelo e a bigorna apresentam-se fundidos,

formando um complexo incudomaleolar. O sistema de aeracédo celular do
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s

0sso temporal da “guinea pig” é composto pelas bulas timpanicas ventral e
dorsal e as células retrotimpanicas. A maior célula do osso temporal do
“guinea pig” € a bula timpanica ventral seguida da bula timpanica dorsal. As
células retrotimpanicas se dividem em trés grupos: inferior, péstero superior
e antero superior. A presenca de uma bula timpéanica bem desenvolvida
permite que, quando aberta, tenhamos um acesso amplo a cavidade
timpénica. Este acesso possibilita uma boa visualizagdo da cadeia ossicular
e das estruturas da orelha interna e média, permitindo a realizacdo de
estudos da cadeia ossicular, membrana timpéanica e céclea. A comunicagao
entre a bula timpanica dorsal e a cavidade timpanica é através de um hiato
localizado em sua porcdo inferior, no qual se projeta o complexo
incudomaleolar (Anexo A).

Takahashi e Nakano (996) utilizaram o “guinea pig” como modelo
animal de obliteracdo de cavidade mastbidea. Os autores obliteraram a bula
timpéanica dorsal da cobaia com granulos de hidroxidoapatita e observaram
gue a hidroxidoapatia foi biocompativel.

Kayhan e Algin (2003) estudaram histologicamente o osso temporal
do “guinea pig” e observaram que a cavidade timpanica e as células
mastbideas apresentavam revestimento mucoso composto por epitélio

simples pavimentoso néo ciliado.
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3.5 Materiais Aloplasticos

Mahoney (1962) descreveu pela primeira vez o uso de um material
aloplastico em osso temporal. O material utilizado foi o polimetilmetacrilato,
gue atualmente é um implante amplamente utilizado em cirurgias
ortopédicas. E um material biocompativel com minima reacdo de corpo
estranho (Lykins et al., 1994). Durante o processo de endurecimento,
apresenta o inconveniente de sofrer uma reacdo exotérmica (Cohen et al.,
1999).

Segundo Shea et al. (1984), o uso do proplast em cirurgias de
obliteracdo de cavidade mastbéidea foi introduzido por Shea e Holms em
1974. Em 1984 estes autores publicaram um estudo retrospectivo,
analisando resultados tardios de reconstrugcdao de MAE com uso de proplast
e encontraram resultados satisfatorios em 63% dos casos.

Helms e Geyer (1994) utilizaram o cimento ionomérico em cirurgias de
remocao de neurinoma do acustico em 12 pacientes para o fechamento de
acessos translabirinticos. Descrevem bom resultado pés-operatério apés
trés anos de seguimento, ndo apresentando nenhum caso de fistula liquérica
ou complicacgao.

Leatherman et al. (2002) estudaram o uso de particulas de vidro
bioativo na obliteracdo de cavidade mastbéidea em cobaias. Foram
implantadas 10 cobaias e sacrificadas nove semanas ap0s. Estes autores
ndo observaram complicacdes e o0 estudo histopatolégico dos 0ssos
temporais demonstrou que o material foi biocompativel ndo apresentando

reacao inflamatdria granulomatosa.
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Jang et al. (2007) repetiram os estudos de Bryan com o uso de
particulas de vidro bioativo. Utilizaram como modelo animal o “guinea pig” e
também encontraram bons resultados. O estudo histopatolégico néo
demonstrou sinais de processo inflamatério e houve crescimento de tecido
0sseo no interior do implante. Apesar dos bons resultados apresentados em
estudos experimentais, ainda ndo existem estudos clinicos em cavidades

mastoideas de seres humanos.

3.6 Implantes Aloplasticos de Célcio e Fosfato

Os implantes aloplasticos de célcio e fosfato sdo aqueles compostos de
calcio e fosfato na forma de apatita. A apatita € um composto em forma de
cristais que possui estrutura quimica representada pela férmula Cas(X)(PQOa)s.
Nesta estrutura a posicdo X pode ser ocupada por ions flaor (F), cloro (CI),
hidroxido (OH), ou meio carbonato (CO;) (Costantino, 2001 e 2002). Os cimentos
de célcio e fosfato mais utilizados s&o: hidroxidoapatita, beta-tricalcio-fosfato e
alfa-tricélcio-fosfato e séo todos bioativos (Costantino, 2001; LeGeros, 2002).

Yung (1996) realizou um estudo com 34 pacientes que foram
submetidos a cirurgia de obliteracéo de cavidade mastdidea aberta com uso
granulos de hidroxidoapatita. Observou apenas um caso (3%) de resultado
insatisfatério com manutencéo da otorréia.

Hussain et al. (2002) utilizaram cimento de hidroxidoapatita na
obliteracdo de cavidade mastbéidea aberta em 29 pacientes. Observaram
apenas um caso (3,5%) de resultado insatisfatorio, que foi devido a estenose

da meatoplastia gerada por intensa granulacao no implante.
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LeGeros (2002), realizou uma reviséo de literatura e relatou que os
implantes de calcio e fosfato tém sido produzidos na forma de ceramica ou
cimento. Os implantes na forma de ceramica sao solidos e podem ser
utilizados na forma de placas, blocos, granulos ou proteses de diferentes
formas. Segundo ele, os implantes na forma de cimento sdo compostos de
duas fases, uma soélida (po) e outra liquida, que quando misturados formam
uma pasta que apos algum tempo se solidifica. O tempo de solidificacédo
varia de acordo com o tipo de cimento utilizado.

Dornhoffer e Simmons (2003) em um estudo experimental com 10
cobaias, obliterando a cavidade mastbéidea com hidroxidoapatita nao
encontraram nenhum caso de complicagcdo, e a analise histoldgica mostrou
auséncia de reacao inflamatéria tipo corpo estranho e presenca de intensa
ossificacao.

Kveton e Coelho (2004), em estudo retrospectivo com 102 pacientes
submetidos a reconstrucdo de osso temporal com uso de hidroxidoapatita
relataram sucesso na correcao cirtrgica em 97% dos casos. Em trés pacientes
(3%) houve infeccéo do implante com necessidade de retirada do implante.

Burstein et al. (2006) estudaram 150 pacientes submetidos a
reconstrugcdo de defeitos créanio orbitais com uso de hidroxidoapatita e
encontraram complicacbes em 9% dos casos, como formacéo de seroma e
fragmentacéo do implante.

Segundo Chow et al. (2002) a hidroxidoapatita € um mineral que
possui a estrutura quimica Ca(PO4)s(OH), e € o principal componente do

0ss0. Compde 60% de todo esqueleto humano. Tem sido produzida desde



REVISAO DA LITERATURA - 20

1970 e utilizada clinicamente ha mais de 25 anos. E biocompativel e n&o
causa reacdo inflamatoria crénica ou resposta granulomatosa com células
gigantes de corpo estranho.

Minoda et al. (2007) estudaram 12 pacientes submetidos a cirurgia de
obliteracdo de cavidade mastoidea com cimento de 0sso beta-tricélcio-
fosfato. Observaram melhora da otorréia em 100% dos casos, e o estudo
histopatolégico da bidpsia realizado nas bordas da superficie da cavidade

obliterada, demonstrou a presenca de intensa ossificacao.

3.6.1 Cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato

O cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato € composto de trés solutos:
alfa-tricélcio-fosfato, carbonato de célcio e fosfato de monocalcio
(Frankenburg et al., 1998). Quando esses componentes sao misturados a
uma solucao de fosfato de s6dio formam uma estrutura cristalina de carbonato
apatita semelhante a fase mineral do 0sso, o dahllite (Constantz et al., 1995;
Isonet al., 1994). O tempo de preparo do material, que consiste na mistura da
fase solida com a solucdo de fosfato de sédio € de aproximadamente dois
minutos, e o tempo para manipulagdo do material é de cinco minutos. Apos a
colocacdo do material, ocorre 0 seu endurecimento com a formacdo de
dahllite. O tempo de endurecimento na temperatura corpérea normal € de 10
minutos (Constantz et al., 1995; Kopylovet al.,1996 e 1999).

Constantz et al. (1995), estudaram a composicao bioquimica e a
estrutura cristalina do dabhllite formado na reacéo de solidificacdo do cimento

de osso alfa-tricalcio-fosfato, e constataram que € semelhante ao dahllite
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naturalmente presente no osso. O cimento de osso alfa-tricélcio-fosfato é
biocompativel, osteointegrado, mas ndo osteocondutivo. O cimento de 0sso
alfa-tricalcio-fosfato € microporoso, 0 que nao permite o crescimento 0sseo
interno (LeGeros, 2002). Estudos em animais demonstram que o cimento de
osso alfa-tricalcio-fosfato sofre remodelacdo 6ssea semelhante ao que
ocorre no 0sso normal. Este material sofre reabsorcao osteoclastica seguida
de migracdo osteoblastica e formacéo de osso novo (Constantz et al., 1995;
Frankenburg et al., 1998).

Frankenburg et al. (1998) utilizaram o cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato em reparo de lesdes Osseas de tibia de cdes e observaram que o
cimento endurece mesmo em ambiente Umido numa reacado isotérmica. Os
autores também concluiram que o material é biocompativel por néo
apresentarem reacao inflamatéria tipo corpo estranho e é gradualmente
reabsorvido e substituido por 0sso novo.

Mahr et al. (2000), utilizaram o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
na reconstrucdo de defeitos do crénio em trés pacientes e observaram bons
resultados cirdrgicos em todos 0s pacientes.

Baker et al. (2002), utilizaram o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato na
reconstrucéo de defeitos do cranio em 16 pacientes e observaram um caso de
infeccdo do material e dois casos de microfragmentacdo. Para os autores estas
complicacdes ndo sao graves e concluem o estudo recomendando o uso do
cimento de 0sso alfa-tricalcio-fosfato nas cirurgias reconstrutivas de cranio.

Hoffmann et al. (2003) estudaram o cimento de osso alfa-tricélcio-

fosfato na reconstrugdo da cadeia ossicular em animais. Os resultados
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demonstraram baixos niveis de inflamacédo e reacdo de corpo estranho. O
tempo de estudo foi de duas semanas. Os autores observaram que O
cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato endurece mais rapido que a
hidroxidoapatita, e também que este cimento endurece melhor em ambiente
umido que a hidroxidoapatita.

Tafiag et al. (2004), utilizaram o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
em cirurgias de reconstrugcdo de assoalho de Orbita em cobaias e
observaram bom resultado clinico e auséncia de reacdo inflamatoria tipo
corpo estranho a analise histopatologica.

Elshahat e Shermak (2004) fizeram um estudo comparativo utilizando
o vidro bioativo, a matriz 6ssea desmineralizada e o cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato em cirurgias de correcdo de defeitos 6sseos da calota
craniana de cobaias. Observaram que o cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato € mais rigido e estavel que os outros dois materiais, porém demora
mais tempo para ser substituido por 0sso novo por nao ser osteocondutivo.

McDowell et al. (2005) estudaram o uso do cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato em cadeia ossicular de cobaias. Este estudo foi realizado
com 16 cobaias e ndo encontraram reacdo inflamatéria significativa em

nenhuma orelha estudada.
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3.7 Complicacdes Relacionados a Implantes Aloplasticos em Osso

Temporal

Hambley e Horn (1981) estudaram seis pacientes que foram
submetidos a obliteracdo da cavidade mastbidea com proplast. Observaram
gue em quatro casos (67%) ocorreu otorréia persistente com necessidade de
remocdo do material. Estes autores concluiram que o proplast ndo é
indicado para este tipo de cirurgia.

Renard et al. (1994) e Reusche et al. (1995), descreveram casos
fatais de encefalopatia por aluminio em pacientes que receberam implantes
de cimento ionomérico.

Rosenblut et al. (1996) estudaram o uso de silicone em cavidades
mastoideas de macacos. Os autores obliteraram a cavidade mastéidea de
macacos com silicone e encontraram grande incidéncia de reacéo
inflamatoria tipo corpo estranho.

Kupperman e Tange (1997) estudaram a obliteracdo da cavidade
mastoidea de ratos com o cimento ionomeérico. Foram implantados 17 ratos
e acompanhados por um periodo de 12 meses. Encontraram incidéncia de
morte por infec¢gdo do material em 29% dos casos e formacao de tecido de
granulacdo ao redor do implante em todos os ratos apos 12 meses da
implantacdo do cimento.

Estrem e Highfill (1999) estudaram 31 pacientes que foram
submetidos a cirurgia de obliteracdo de cavidade mastdidea ou reconstrucéo
de parede posterior de MAE com uso de hidroxidoapatita. Observaram
incidéncia de rea¢do granulomatosa no sitio do implante em 13% dos casos

e um caso de extrusao do implante (3%).
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Kupperman e Tange (2001) utilizaram o cimento ionomérico para
obliteracdo de cavidade mastdidea em um estudo clinico com 23 pacientes.
Este estudo demonstrou alto grau de extrusdo do material (39%) até dois
anos de seguimento.

Poetker et al. (2004) realizaram um estudo com 76 pacientes
submetidos a cranioplastia com hidroxidoapatita e cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato para fechamento de acessos cirargicos de tumores de
angulo ponto cerebelar e observaram uma incidéncia de infeccdo com
necessidade de retirada do implante em 2,63% dos casos.

Mahendran e Yung (2004) realizaram um estudo com oito pacientes
gue foram submetidos a cirurgia de obliteracdo de cavidade mastdidea com
cimento de hidroxidoapatita e encontraram alta incidéncia de complicagdes.
Observaram presenca de reacdo granulomatosa com consequente

necessidade de remocéao do implante em 50% dos casos.
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3.8 Osteoneogénese em Implantes Osseos

Segundo Junqueira e Carneiro. (1990) a osteoneogénese que ocorre
apos a lesédo do osso, depende do periosteo e do enddsteo proximos a area
lesada. O periésteo e o enddsteo respondem com uma intensa proliferacéo,
formando um tecido muito rico em células que constitui um colar em torno da
fratura e penetra em direcdo a lesdo. Neste anel ou colar conjuntivo, ocorre
a formacéo de tecido 6sseo imaturo, tanto pela ossificagdo endocondral de
pequenos pedacos de cartilagem que ai se formam quanto por ossificacéo
intramembranosa. A matriz 6ssea que ainda nado esta calcificada recebe o
nome de ostedide ou pré-0sso.

Frankenburg et al. (1998), estudaram histopatologicamente defeitos
0sseos de tibia que foram preenchidos com cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato. Observaram presenca de osteoclastos adjacentes a areas de
reabsor¢cdo do cimento, sugerindo que a substituicAo do cimento seria por
uma acao osteoclastica seguida de formacéo de 0sso novo.

Edwards et al. (1998) estudaram o grau de ossificacdo que ocorre em
implantes de matriz 6ssea desmineralizada. Como sinais histopatolégicos de
ossificacdo, consideraram a presenca de condrocitos, cartilagem,
osteoblastos ativos, tecido ostedide, trabéculas 6sseas e medula éssea no
interior do implante. As amostras foram coradas com azul de toluidina.
Fizeram uma analise semi-quantitativa do grau de ossificagdo utilizando-se
de uma escala que variava de 0 a 4.

Leatherman et al. (2001) estudaram histopatologicamente 0ssos

temporais de ratos que foram submetidos a obliteracdo de cavidade
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mastoidea com implante composto de matriz 6ssea desmineralizada.
Observaram presenca de tecido ostedide, osteoblastos ativos, condrocitos,
cartilagem e medula 6ssea nas areas com neoformacédo 0ssea no interior do
implante. Estudaram ainda o grau de ossificagdo no interior do implante apés
nove semanas. Utilizando-se de uma escala que variava de 0 a 4 o0 escore
médio de neosteogénese nas amostras foi de 3,5.

Leatherman et al. (2002) estudaram histopatologicamente 0ssos
temporais de cobaias que foram submetidas a obliteracdo de cavidade
mastoidea com implante composto de ceramica de vidro bioativo.
Observaram que houve ossificagdo em 100% da area do implante com
neovascularizagao, trabéculas 6sseas e medula 6ssea.

Tafiag et al. (2004) estudaram histopatologicamente o 0sso orbitario
de cobaias que foram submetidas a cirurgia de reconstrucdo de rebordo
orbitario com implante composto de cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato.
Observaram que apés dois meses da colocacdo do implante havia areas de
ossificacdo na periferia do implante com intensa neovascularizacdo e
reabsorcdo do material. As areas reabsorvidas formavam invaginacdes que

estavam preenchidas por tecido osteoide.



4 METODOS
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O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Analise de Projeto de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP) sob protocolo n® 918/03 (Anexo B). O estudo experimental foi
realizado em concordancia com o manual sobre cuidados de animais de
laboratério (National Research Council, 2003).

O experimento foi realizado no Laboratorio de Investigacdo Médica
(LIM-32) da FMUSP. A pesquisa foi financiada por verba de auxilio a
pesquisa, aprovada pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séao

Paulo (FAPESP), processo n° 04/10074-2.

4.1 Material

4.1.1 Selecado dos animais

Foram estudados “guinea pig” (Cavia porcellus) obtidos a partir de
criadores especializados e mantidos pelo préprio criador. Os animais ficaram
alojados em jaulas individuais em um biotério e receberam agua a vontade e
racdo uma vez ao dia.

Foram selecionados, inicialmente, 20 animais adultos, jovens e
saudaveis, todas fémeas, com idade entre 10 e 12 meses e peso entre 350 e
450 g. Foram excluidos animais com sinais de infeccdo em orelha externa

ou média, gestantes e portadores de mal formacgao congénita.
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdo dos animais

Cada animal selecionado foi identificado com dispositivo numerado,
grampeado no pavilhdo auricular contralateral ao procedimento. Os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas previamente a cada procedimento

anestésico.

4.2.2 Protocolo anestésico

As cobaias foram anestesiadas com uma mistura de ketamina (40
mg/kg) e xilasina (8 mg/kg) intramuscular. Permitindo, assim, bom nivel
anestésico por periodo de 60 a 90 minutos sem depressao respiratoria. Se o
procedimento durar mais que 90 minutos ou o animal comecar a reagir pode-
se complementar a anestesia utilizando-se metade da dose.

Todos os animais receberam antibioticoterapia profilatica no momento

da inducéo anestésica com cefazolina (50 mg/kg) intramuscular.

4.2.3 Grupos de estudo
Uma amostra de 20 cobaias, selecionadas de acordo com os critérios
de selecdo, foram divididas aleatoriamente em dois grupos. Um grupo
recebera o cimento alfa-tricalcio-fosfato e o outro néo.
a) Grupo cimento (A): Submetido a obliteragdo da cavidade
mastoidea com o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato.

b) Grupo controle (B): Submetido ao procedimento cirargico sem

obliteracdo da cavidade mastdidea.
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4.2.4 Protocolo cirdrgico

Os animais foram posicionados sobre a mesa cirdrgica, em decubito
lateral direito e recobertos por campo estéril. O procedimento foi estéril de
acordo com as normas de assepsia cirargica. Todos os passos foram

realizados sob visualizagdo com microscopio cirargico.

4.2.4.1 Protocolo cirdrgico grupo cimento

a) Infiltracdo de regido retroauricular com lidocaina a 2% com
vasoconstritor.

b) Incisé@o retroauricular préximo ao sulco retroauricular em formato de

“C” (Figura 1).

Figura1l- Incisdo retroauricular em “C” de 3cm na orelha esquerda
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c) Confeccdo de retalho muscular pediculado posteriormente: apés a
incisdo cutanea € rebatido um retalho de pele e subcutaneo anteriormente e
posteriormente deixando musculo e periéstio abaixo. A seguir, incisa-se o
musculo e peridstio de modo a formar um retalho retangular de 5 mm de largura

com a sua base voltada posteriormente, sendo assim o retalho muscular

permanecera pediculado recebendo irrigacdo sanguinea (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Orelha esquerda: (A) incisdo retroauricular de 3 cm e exposi¢cdo de
musculo temporal. O pavilhdo auricular esta rebatido anteriormente; (B)
representacdo esquematica demonstrando local da incisdo do retalho
muscular (pontilhado preto)

Figura3- Orelha esquerda: (A) retalho muisculo periosteal pediculado
posteriormente; (B) representacdo esquemética demonstrando o retalho
musculo periosteal (pontilhado amarelo)
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d) Exposicédo do osso temporal: apds as incisdes, o retalho muscular é

descolado com uma rugina da cortical do osso temporal expondo-o (Figura 4).

Figura 4 - Orelha esquerda: (A) exposicéo da cortical da mastdide ap6s afastamento
do retalho mduasculo periosteal; (B) representacdo esquematica
demonstrando retalho musculo periosteal afastado (pontilhado amarelo) e
local da cortical da mastdide que sera aberta (pontilhado preto)

d) Brogueamento da cortical da mastdide: com o uso de um
micromotor cirurgico e broca cortante inicia-se o broqueamento da cortical
da mastoide sob irrigacdo constante com soro fisiolégico e abertura da bula
timpanica dorsal.

e) Exposicao e identificacdo da bula timpanica dorsal e broqueamento
da parede posterior do MAE. Na medida em que se progride o
broqueamento da mastdide atinge-se uma grande célula aerada, que é
denominada bula timpanica dorsal nas cobaias. Apds a abertura da cavidade
mastoidea broca-se a parede posterior do MAE tomando-se o cuidado de
preservar a pele do MAE. Foram preservados o anel timpanico, a membrana

timpéanica e as estruturas da orelha média. (Figuras 5 e 6).
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Figura5- Orelha esquerda: (A) bula timpénica aberta. (B) representacéo
esquematica demonstrando a bula timpénica (pontilhado azul), cadeia
ossicular (pontilhado verde), retalho musculo periosteal afastado
(pontilhado amarelo) e parede posterior do MAE (tracejado preto)

Figura 6 - Orelha esquerda: (A) bula timpéanica apds remocédo da parede posterior do
MAE; (B) representacdo esquematica da bula timpanica aberta (pontilhado
azul) e da parede posterior 6ssea do MAE removida fontilhado preto)
com exposicdo da pele do MAE

f) Limpeza da cavidade: limpeza cuidadosa da cavidade mastbidea
com a remocao de toda a mucosa e restos de 0Sso.
g) Rotacdo do retalho muscular: o retalho muscular é rodado de modo

a cobrir a falha 6ssea do MAE que foi previamente removida (Figura 7).
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Figura7- Orelha esquerda: (A) bula timpénica aberta com rotacdo do retalho
musculo periosteal para o interior da bula timpanica cobrindo defeito
0sseo da parede posterior do MAE; (B) representacdo esquemaética da
bula timpénica (pontilhado azul) e retalho muscular (pontilhado amarelo)

h) Preparo do cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato: o produto vem
acondicionado em dois recipientes, um copo contendo pé de fosfato de
calcio estéril e um frasco contendo fosfato de sodio diluido estéril. A
proporcdo entre o pé e o0 solvente ndo precisa ser calculado, bastando
misturar o contetdo total de ambos os frascos. A mistura deve ser aplicada e
moldada em até trés minutos, quando se inicia 0 endurecimento do produto
gue se completa em 10 minutos.

i) Obliteragdo da bula timpanica com cimento ésseo e confeccdo de
nova parede posterior do MAE: ap0s o preparo do cimento 6sseo, este é

colocado obliterando totalmente a bula timpanica (Figura 8).
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Figura 8 - Orelha esquerda: (A) bula timpanica obliterada com cimento de osso; (B)
representacdo esquematica do cimento de osso obliterando a bula
timpéanica pontilhado vermelho) e base do retalho muasculo periosteal
(pontilhado amarelo)

j) Fechamento por planos: reposicionando o retalho de pele e

subcutaneo e sutura em dois planos com catgut 4-0 em subcutaneo e nylon

5-0 em pele.

4.2.4.2 Protocolo cirdrgico grupo controle
No grupo controle foram realizados os mesmos tempos cirtrgicos do
grupo cimento com excecdo a obliteracdo da bula timpanica com o cimento

de osso alfa-tricalcio-fosfato, deixando a cavidade vazia.

4.2.5 Sacrificio dos animais
As cobaias foram sacrificadas 60 dias ap0s o procedimento cirargico.
Os animais foram inicialmente anestesiados com ketamina 160 mg/kg
e xilasina 16 mg/kg. Ap6s 10 minutos de sedacao profunda, foi administrado

injecéo letal de KCI 19,1% intracardiaco.
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4.2.6 Protocolo de anélise clinica

Apos sacrificados, as cobaias foram submetidas a anélise clinica da
cicatriz operatéria, do MAE, da membrana timpanica, da orelha média e da
cavidade mastoéidea.

A otoscopia para estudo do MAE, da membrana timpéanica e da orelha
média foi realizada com uso de um microscopio cirdrgico apés a remocao do

pavilhdo auditivo (Figuras 9 e 10).

Figura9 - Inspecdo da ferida cirdrgica ap6s 60 dias e ap6s tricotomia (orelha
esquerda)

Figura 10 - Otoscopia apés sacrificio do animal e remoc¢ao do pavilhdo auricular.
Note o MAE sem sinais de estenose (circulo preto) e a membrana
timpanica normal sem efusdo em orelha média; cabo do martelo (seta) e
preservacao do brilho (ponta de seta) (orelha esquerda)
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4.2.7 Protocolo de andlise histoldgica

Apos a avaliacdo clinica das cobaias, realizamos a retirada do 0sso
temporal de todos os animais dos grupos cimento e controle. Apds a retirada
do osso temporal foram preparados cortes histopatolégicos para estudo

deste material.

4.2.7.1 Procedimento de retirada do osso temporal

Os animais foram colocados em decubito ventral e submetidos a
incisdo interauricular. A pele, o tecido subcuténeo as fascias e os musculos
foram dissecados de modo que toda a face lateral do osso temporal da
cobaia esteja exposto.

ApoOs a exposicao do 0sso, com 0 uso de um escopo, martelo e bisturi, 0

0sso temporal previamente operado é totalmente removido (Figura 11).

Figura 11 - Osso temporal esquerdo da cobaia removido. Note o cimento de 0sso
(seta vermelha) obliterando bula timpénica (pontilhado azul) e o MAE
(pontilhado preto)
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4.2.7.2 Técnica de preparo do material para estudo histopatoldgico
O osso temporal removido é limpo em agua corrente e retirado todos
0s restos de tecidos moles de sua superficie como fascia, musculo e nervos.
A peca entdo é fixada com etanol a 70% por trés dias a 4°C. A seguir a peca
€ desidratada em etanol absoluto (100%) por cinco dias e mantida em
tolueno por mais um dia.
A peca entdo € impregnada com resina segundo o protocolo:
a) Solucao A (trés a cinco dias)
25% de Dibuitilftalato (Merck CigH2204 - n° 814157) - (25 mL de
Dibutilftalato)
75% de Metilmetacrilato 1 - 75 mL de Metilmetacrilato
b) Solucdo a 1 % (trés a cinco dias) - Solucdo A + 1 gr de Perodxido
de Benzoila?
c) Solucéo a 2% (trés a cinco dias)
Solucdo A + 2 gramas de Peréxido de Benzoila?
A seguir a peca é incluida em blocos, estando pronta para ser
cortada.
As pecas foram submetidas a corte transversal paralela ao maior eixo
da bula timpéanica.
Com o uso de uma serra com disco diamantado de baixa rotacéo
(Isomet-Buehlerum), foram confeccionados cortes de 1 mm de espessura.
Posteriormente, a peca resultante do segundo corte é colada a uma placa de

acrilico de 2 x 40 x 70 mm.

Merck CsHgO, - 800590
Slgma Cy14 Higo O4 B2030
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Utilizando-se de uma polimetriz metalografica e lixas abrasivas de
carbeto e silicio ndo ferroso, nas granulacdes de 1000, 2500 e 4000, os
cortes foram afinados e polidos até atingirem a espessura de 10 pm.
Concluidos estes procedimentos, as laminas foram coradas com azul de
toluidina e encaminhadas para o estudo histopatolégico.

Os cortes foram desplastificados em Metilmetacrilato puro por 20 - 40

minutos e desidratados em etanol absoluto.

4.2.7.3 Estudo histopatolégico

O estudo histopatoldgico foi realizado por patologista experiente do
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas de Sédo Paulo que
utilizou um  microscopio Optico. As laminas foram analisadas
histologicamente com a coloracdo de azul de toluidina e examinadas
inicialmente em um aumento panoramico para identificacdo de todos os

campos, e a seguir em aumentos de 12,5, 40, 50, 200 e 400x.

4.2.8 Analise dos dados

Para a analise da biocompatibilidade do cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato foram estudados os seguintes parametros:

a) Resposta inflamatoria.

b) Incidéncia de complicagdes.

c) Grau de ossificacao.
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4.2.8.1 Andlise da resposta inflamatdria
Como parametro histopatolégico para a avaliagdo da
biocompatibilidade do material foi estudado a presenca ou ndo de resposta
inflamatoria granulomatosa com células gigantes. Para a andlise da reacéo
inflamatdria com células gigantes utilizamos uma classificacdo adaptada da
classificagdo proposta por Hoffmann et al. (2003). Eles graduaram a
resposta inflamatéria em 4 graus de acordo com a intensidade de sinais de
inflamacéo crénica. Como esta classificacdo ndo € adequada nos casos em
qgue ha infeccdo aguda do material, incluimos mais uma subclassificacao que
nds denominamos grau V. Desse modo, a classificacdo que sera utilizada
neste estudo sera a seguinte:
Grau I:  Auséncia de sinais de reacao inflamatoria.
Grau Il: Presenca de edema minimo sem a formacao de granulomas.
Grau lll: Presenca de reacéo inflamatéria granulomatosa com células
gigantes.
Grau IV: Presenca de reacao inflamatéria granulomatosa com células
gigantes e infiltrado linfocitario em tecidos moles adjacentes.
Grau V: Presenca de reacédo inflamatéria com infiltrado inflamatério
linfohistiocitario com neutrdfilos e fibrose cicatricial.
De acordo com o grau de resposta inflamatdria dado pelo patologista
na analise histologica, dividimos os pacientes em trés tipos de acordo com o
tipo de reacao inflamatoria encontrada (Quadro 1).
Os dados quanto ao grau e tipo de reacao inflamatoria serdo comparados

entre 0s grupos cimento e controle e submetido a andlise estatistica.
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Quadro 1 - Classificacao do tipo de resposta inflamatoria

Tipo| Grau Significado
1 lell Presenca de alteracdes cicatriciais normais ao procedimento
cirdrgico
2 llle IV | Presenca de alteracdes de inflamacdo ao material extrinseco

(reacdo de corpo estranho)

3 |V Presenca de inflamacao aguda (possivel infeccao)

4.2.8.2 Analise das complicacfes

Para a analise da presenca de complicacdes relacionadas ao cimento de
0sso alfa-tricalcio-fosfato foram estudados a incidéncia dos seguintes eventos:

- Morte do animal

- Efusdo em orelha média.

- Sinais de infeccao da pele ou musculo.

- Sinais de necrose da pele ou musculo.

- Extrusdo do material.

- Estenose do MAE.

- Fistula cutanea.

4.2.8.3 Anélise do grau de ossificacao

Para a andlise do grau de ossificacdo, as laminas foram analisadas
por um patologista que avaliou sinais de ossificacdo no interior da cavidade
mastoide. Como sinais histopatologicos de ossificacdo consideramos a
presenca de condrdcitos, cartilagem, osteoblastos ativos, tecido osteoide,

trabéculas 6sseas e medula 6ssea no interior da cavidade.
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A analise do grau de ossificacdo no interior da cavidade foi semi-
guantitativa, no qual adotamos uma classificacdo em 5 graus de 0 a 4
(Quadro 2) proposta por Edwards et al. (1998) e utilizada por Leatherman et
al. (2002) em seus estudos de ostenoegénese em materiais aloplasticos.

A cada amostra atribuimos um escore de 0 a 4 de acordo com o grau
de ossificacdo. A partir da soma dos escores das amostras, obtivemos a
média dos escores de ossificacdo para 0s grupos cimento e controle. A partir
da média dos escores analisamos estatisticamente a presenca ou ndo de

diferenca na intensidade de ossificagéo entre os dois grupos.

Quadro 2 - Classificacdo do grau de ossificacdo e escore atribuido de

acordo com o grau de ossificagcdo da amostra

Grau Achado histopatologico Escore
O Auséncia de sinais de ossificacao 0
I 1% - 25% da cavidade com sinais de ossificagao 1
Il 26% - 50% da cavidade com sinais de ossificacéo 2
1] 51% - 75% da cavidade com sinais de ossificacao 3
v 75% - 100% da cavidade com sinais de ossificacéo 4
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4.3 Anélise Estatistica

O calculo do tamanho da amostra foi feito tomando-se como 0 % a
incidéncia de reacdo de corpo estranho ou de inflamac&o cronica da
cavidade de cobaias submetidas a mastoidectomia sem obliteracdo da
mesma, a um nivel de significancia de 5%, e poder (erro tipo Il) de 80 % em
um teste de hipotese monocaudal. Foram necessérios 10 cobaias em cada
grupo (estudo e controle) para se detectar uma diferengca minima de 6,5 %
de incidéncia de reacdo de corpo estranho ou de inflamacéo cronica da
cavidade apds a obliteragdo com cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
(Lwanga e Lemeshow, 1991).

As variaveis qualitativas foram descritas por meio de sua freqiiéncia e
as semi-quantitativas de suas médias e desvios-padrdo. Para a comparacao
das prevaléncias dos diferentes graus de inflamagcdo e ossificacdo e
incidéncia de complicacbes entre os grupos foi utilizado o teste do qui-
guadrado e o teste exato de Fisher. As médias dos escores atribuidos a
cada grau de ossificacdo foram também comparadas entre 0s grupos
utilizando-se o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney. Admitiu-se nivel
de significancia de p = 0,05. As analises foram realizadas utilizando-se o

software SPSS for Windows vers&o 10.0°.

® SPSS Inc - Chicago, IL
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A média do peso inicial dos animais de grupo controle foi de 396,8 g e
a média do peso final foi de 570 g. A média de ganho de peso no grupo
controle foi de 173,3 g durante o periodo de estudo. A porcentagem de ganho
de peso sobre o peso inicial no periodo foi de 43,7%.

A média do peso inicial dos animais de grupo cimento foi de 398,8 g e
a média do peso final foi de 574,3 g. A média de ganho de peso no grupo
cimento foi de 175,5 g durante o periodo de estudo. A porcentagem de
ganho de peso sobre o peso inicial no periodo foi de 44,0%.

Em ambos os grupos, a incidéncia de morte apds o procedimento foi
de 2 (20,0%) animais no primeiro dia pés-operatério (p = 1,0), provavelmente
por complicacdes anestésicas, pois ocorreram no primeiro pos-operatério e
foram iguais nos dois grupos. A analise clinica dos animais restantes nao
identificou sinais de reacao inflamatéria granulomatosa ao redor do cimento.
Também nao foram observados sinais de outras complica¢des - infec¢do da
pele e musculo, sinais de efusdo em orelha média, estenose de MAE,
extrusdo do material ou fistula cutdnea - em nenhuma amostra dos grupos
controle e cimento.

Os dados de peso, sobrevivéncia, sinais de infeccao da pele e muasculo,
sinais de necrose da pele e musculo, sinais de efusdo em orelha média,

estenose de MAE e fistula cutanea estao relacionados nos Quadros de 3 a 6.
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Quadro 3 - Avaliagdo clinica das cobaias. Animais grupo cimento (A)

delab
NUumero Al A2 A3 A4 A5
Sobrevivéncia Sim Sim Sim Sim Nao
Peso inicial 380 400 440 400 390
Peso final 557 580 590 570 -
Efusdo em orelha média Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Sinais de infec¢do da pele ou musculo | Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Sinais de necrose da pele ou musculo Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Extrusdo do material Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Estenose do MAE Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Fistula cutanea Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Aus. - Ausente

Quadro 4 - Avaliacdo clinica das cobaias. Animais grupo cimento (A)

de6all
NUumero A6 A7 A8 A9 A 10
Sobrevivéncia Sim Sim Nao Sim Sim
Peso inicial 380 380 | 400 410 390
Peso final 560 566 - 590 584
Efusdo em orelha média Aus. | Aus. - Aus. | Aus.
Sinais de infeccdo da pele ou musculo | Aus. | Aus. - Aus. | Aus.
Sinais de necrose da pele ou musculo Aus. | Aus. - Aus. | Aus.
Extrusdo do material Aus. | Aus. - Aus. | Aus.
Estenose do MAE Aus. | Aus. - AUS. AUuS.
Fistula cutanea Aus. | Aus. - Aus. | Aus.

Aus. - Ausente

Quadro 5 - Avaliacao clinica das cobaias. Animais grupo controle (B)

delab
Ndamero B1 B2 B3 B4 B5
Sobrevivéncia Sim Sim Sim Sim Nao
Peso inicial 390g | 414g | 390g | 380g | 360g
Peso final 564qg | 592g | 5949 | 5469 -
Efusdo em orelha média Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Sinais de infeccdo da pele ou musculo | Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Sinais de necrose da pele ou musculo Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Extrusdo do material Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Estenose do MAE Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Fistula cutanea Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Aus. - Ausente
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Quadro 6 - Avaliacdo clinica das cobaias. Animais grupo controle (B)

de6all
NOamero B 6 B7 B8 B9 B 10
Sobrevivéncia Sim Sim Sim Sim Nao
Peso inicial 440g | 400g | 380g | 380g | 3509
Peso final B556g | 594g | 554g | 560g -
Efusdo em orelha média Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Sinais de infec¢do da pele ou musculo | Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Sinais de necrose da pele ou musculo Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Extrusdo do material Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Estenose do MAE Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -
Fistula cutanea Aus. | Aus. | Aus. | Aus. -

Aus. - Ausente

Apds a remocdo dos 0ssos temporais, observamos que em todas as
amostras do grupo cimento o material estava firmemente aderido a cavidade
mastoidea.

As analises histoldgicas do grau e do tipo de reacéo inflamatoria entre
0S grupos cimento e controle estdo apresentadas na Tabela 1. Nao houve
sinais de presenca de reacdo inflamatoéria tipo corpo estranho no grupo
cimento com oito (100%) das amostras apresentando reacdo inflamatoria
graus | e Il (Figura 12). Apenas trés animais do grupo controle (37,5%)
apresentaram reacdo inflamatéria do tipo 3, enquanto todos os demais
(100% do grupo cimento e 62,5% do grupo controle) apresentaram resposta
inflamatéria do tipo 1. Apesar da diferenca apresentada entre as
prevaléncias dos tipos de reacao inflamatéria entre os grupos, esta diferenca

nao foi estatisticamente significante (p=0,2).
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Figura 12 - Corte histoldgico da bula timpéanica corado com azul de toluidina (200x)
mostrando trabécula 6ssea nova. Note presenca de ostedcitos no interior
da trabécula (seta branca) e osteoblastos na periferia da mesma (ponta de
seta). Auséncia de neutrofilos e células gigantes multinucleadas tipo
corpo estranho

Tabelal- Resultados da analise histolégica dos grupos cimento e

controle. Graus de reacao inflamatoria

Grupo
Cimento Controle p (n-rgtfé)
(n=18) (n=8)
Grau de Reagao Inflamatoria
I 7875%) 3(37,5%) 10 (62,5 %)
I 1(125%) 2 (25,0%) 3 (18,8 %)
I 000%) 000%) 209 0(0,0%)
\Y 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Y 0 (0,0 %) 3 (37,5 %) 3 (18,8 %)
Tipo de Reacéo Inflamatoria
1 8 (100,0 %) 5 (62,5 %) 13 (81,3 %)
2 000% 000% %2  0(0,0%)
3 0 (0,0 %) 3 (37,5 %) 3 (18,8 %)

Quanto ao estudo do grau de ossificacdo, o grupo controle apresentou
ossificagcdo grau lll em 4 (50%) amostras e grau IV (50%) em quatro
amostras estudadas (Figura 13). No grupo cimento observou-se ossificagao

grau | em 8 (100%) das amostras (Tabela 2, Figuras 14 e 15).
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Figura 13 - Corte histolégico da bula timpanica do grupo controle corado com azul de
toluidina (12,5x) mostrando intensa ossificagdo da cavidade (pontilhado)

Tabela2 - Grau de ossificacdo dos grupos controle e cimento

Grau Grupo Total

Cimento  Controle p (n = 16)
(n=18) (n=8)

0 - ausente 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

I - 1% - 25% da cavidade 8 (100%) 0 (0,0 %) 8 (50 %)

II - 26% - 50% da cavidade 0 (0,0%) 0(0,0%) 0,001 0(0,0%)
Il - 51% - 75% da cavidade 0(0,0%) 4 (50,0 %) 4 (25,0 %)
IV - 76% - 100% da cavidade 0(0,0%) 4 (50,0 %) 4 (25,0 %)
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Figura 14 - Corte histoldgico da bula timpénica do grupo cimento corado com azul de
toluidina (100x) mostrando trabécula 6ssea nova (seta) invadindo o
cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato (substancia amorfa preta)

Figura 15 - Corte histolégico da bula timpéanica do grupo cimento corado com azul de
toluidina (100x) mostrando atividade osteogénica ao redor do cimento de
osso alfa-tricalcio-fosfato (substdncia amorfa preta). Note a presenca de
osteoclasto (seta) e osteoblastos marginais (ponta de seta)
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Somando-se os escores de ossificagdo obtidos por cada amostra,
observamos que o grau de ossificacdo médio do grupo controle (3,5) foi
maior que o verificado no grupo cimento (1). O grupo controle apresentou de
maneira estatisticamente significante (p < 0,001) graus mais intensos de
ossificacdo (média 3,5 + 0,5) do que o grupo cimento (média 1 + 0,0)

(Grafico 1).

Gréafico 1- Média dos escores de grau de ossificacdo dos grupos

controle e cimento

{(Média + 1 DP)

Cao
N
iy

1,5+ GRUPODO

B Cimento
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A obliteracdo da cavidade mastbidea aberta € uma técnica utilizada
ha muitos anos em cirurgias de otite média crbnica colesteatomatosa
(Mercke, 1987; Saunders et al., 1992; Black, 1995; Linthicum, 2002;
Ramsey et al., 2004; Gantz et al., 2005; Lee et al., 2005). Os materiais
utilizados para o preenchimento da cavidade mastéidea em cirurgias de
obliteracdo podem ser classificados em orgénicos ou sintéticos
(aloplasticos) (Black, 1995).

Implantes aloplasticos tém a vantagem de poderem ser obtidos em
guantidade suficiente a cada cirurgia e apresentar menor risco de
transmissao de doencas infecciosas, no entanto, podem apresentar maiores
riscos de infeccao e rejeicdo (Hambley e Horn, 1981; Rosenblut et al., 1996;
Kuppermane Tange, 1997; Mahendran e Yung, 2004).

Estudos experimentais e clinicos realizados com cimento ionomérico,
proplast e o silicone; observaram alta incidéncia de complicagbes (Hambley
e Horn, 1981; Renard et al., 1994; Rosenblut et al., 1996; Kupperman e
Tange, 1997 e 2001). Devido a alta taxa de incidéncia de complicacdes o
cimento ionomérico, o proprast e o silicone deixaram de ser utilizados em
cirurgias de obliteracdo da cavidade mastoidea.

Com o surgimento dos materiais de calcio e fosfato com estrutura
bioquimica semelhante a fase inorganica do 0sso, novos materiais como a

hidroxidoapatita e os cimentos de calcio fosfato tém sido estudados, porém
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até este momento ndo existe na literatura nenhum trabalho que estudou
especificamente a biocompatibilidade do cimento de osso alfa-tricalcio-
fosfato em cavidades mastoideas.

Segundo a definicho de Willians (Willams, 1991) para
biocompatibilidade, o material biocompativel € aquele que apresenta uma
resposta apropriada a uma aplicacdo especifica. No caso de cirurgias de
obliteracdo da cavidade mastoidea, além do material ndo sofrer rejeicao, ele
deve permitir a manutencdo da fisiologia da orelha média, pois existem
técnicas de mastoidectomia cavidade aberta que permitem a manutencdo da
estrutura e da fisiologia da orelha média (Mercke, 1987; Gantz et al., 2005).

A escolha da “guinea pig” neste estudo experimental foi devido as
caracteristicas anatbmicas do osso temporal deste animal. Este animal
possui uma grande bula timpéanica dorsal que, fazendo uma analogia com o
0sso temporal humano, a bula timpanica dorsal seria 0 equivalente ao
recesso epitimpanico e ao atico. Esta bula localiza-se postero superiormente a
cavidade timpanica e possui relagcbes com a cavidade intracraniana
superiormente, com a porgao petrosa do osso temporal medialmente, e com a
cavidade timpanica e o MAE inferiormente (Goksu et al., 1992; Wysocki, 2005).

A presenca de uma grande cavidade aerada e facilmente acessivel
cirurgicamente (Goksu et al., 1992; Wysocki, 2005), permitiu a aplicacdo do
cimento de 0sso em um ambiente com caracteristicas analogas a cavidade
mastobidea dos seres humanos. Ou seja, uma cavidade delimitada por 0sso,
apresentando intima relagdo com a orelha média e a regido intracraniana,

além de possuirem revestimento mucoso semelhante ao da cavidade
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mastdidea do homem (Kayhan e Algiin, 2003). Quando realizado a retirada
da parede posterior do MAE, a bula timpanica se comunica com o MAE,
formando uma cavidade Unica semelhante aquela encontrada nas cavidades
mastodideas abertas.

Outros fatores que influenciaram na escolha da “guinea pig” foram: a
existéncia de estudos que aplicaram o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
na cadeia ossicular deste animal (Hoffmann et al., 2003; McDowell et al.,
2005), e um estudo que dliterou a bula timpanica da guinea pig com a
hidroxidoapatita (Takahashi e Nakano, 1996). Todos estes estudos
apresentaram bons resultados.

Embora n&do existam estudos sobre modelos experimentais de
cavidade mastdidea aberta em “guinea pig”, o modelo por s adotado é
semelhante ao utilizado por outros autores em Meriones unguiculatus, um
roedor semelhante a um rato originario da Mongolia (Leatherman e
Dornhoffer, 2002; Dornhoffer e Simmons, 2003). Neste modelo animal,
confecciona-se cirurgicamente uma cavidade mastdidea aberta contigua ao
MAE com preservacdo da membrana timpéanica e estruturas da orelha
média. No nosso modelo, diferentemente do que ocorre na cavidade
mastoidea aberta, ndés preservamos a pele do MAE. A deciséo de preservar
a pele do MAE deve-se a preocupacdo de evitar infeccdo do material por
microorganismos presentes no MAE.

O cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato quando se solidifica forma
cristais de dahllite com a mesma estrutura bioquimica do dahllite

naturalmente presente no 0sso (Constantz et al., 1995; Termine e Robey,
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1996; John, 2002; LeGeros, 2002). A formacao de uma substancia presente
naturalmente no o0sso sugere fortemente que o cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato seja biocompativel em cirurgias de reparos 0sseos.

O cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato ja tem sido amplamente
utilizado no preenchimento de defeitos 6sseos em cirurgias ortopédicas,
neurocirurgias e cirurgias bucomaxilofaciais e a sua biocompatibilidade
demonstrada em diversos estudos experimentais e clinicos (Berghaus et al.,
1984; Frankenburg et al., 1998; Mahr et al., 2000; Baker et al., 2002; Tafiag
et al., 2004; Elshahat e Shermak, 2004).

A escolha do cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato para este estudo
foi fundamentada pela existéncia de estudos que comprovam a sua
seguranca e aplicabilidade em seres humanos (Mahr et al., 2000; Baker et
al., 2002). Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas de secagem rapida
mesmo em local umido (Frankenburg et al.,, 1998) e aderéncia ao 0sso
(Hoffman, 2003) sugerem bom uso clinico em cirurgias de obliteracdo de
cavidade mastbidea. Outros fatores que determinaram a escolha deste
material foram as publicagcbes dos estudos de Hoffmann et al. (2003) e
McDowell et al. (2005) que aplicaram o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
em cadeia ossicular da guinea pig. Os ossiculos com cimento foram
depositados na bula timpanica e ndo apresentaram reacao inflamatoria tipo
corpo estranho no local. Além disso, apesar de utilizado em outras regiées
do corpo como calota craniana e mandibula, ndo existem estudos que
utilizaram o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato em obliteracdo de cavidade

mastoidea. A cavidade mastdidea possui caracteristicas diferentes das



DiscussAo- 57

cavidades originadas de falhas 6ésseas na mandibula ou na calota craniana.
Na cavidade mastéidea o cimento poderia ndo apresentar a mesma
biocompatibilidade de quando é utilizado em outras regides do corpo, motivo
pelo qual estudos especificos em cavidade mastodidea sdo necessarios.

Para o estudo da biocompatibilidade, as amostras foram estudadas
utilizando-se de parametros clinicos e histopatoldgicos. A classificacdo em 5
graus de reacdo inflamatoria utilizada neste estudo para mensuragdo do
grau de reacao inflamatéria, foi criada a partir da adaptacdo da classificacao
utiizada por Hoffmann et al. (2003), que estudaram o grau de reacéo
inflamatéria em cirurgia de reconstrucdo de cadeia ossicular em cobaias com
uso do cimento alfa-tricalcio-fosfato. Esta classificacdo que foi utilizada por
Hoffmann et al. (2003) era dividida em 4 graus. Como esta classificagao era
inadequada nos casos de presenca de reacdo inflamatoria aguda,
acrescentamos um quinto grau (grau 5). A partir desta classificagdo em 5
graus subdividimos em trés grupos que denominamos tipos 1, 2 e 3. O tipo 1
corresponde, histopatologicamente, a presenca de reacao inflamatoria que
normalmente ocorre em tecidos submetidos a trauma cirargico e engloba os
graus | e Il. O tipo 2 corresponde, histopatologicamente, a presenca de
reacao inflamatdria tipo corpo estranho e engloba os graus Ill e IV. O tipo 3
corresponde, histopatologicamente, a presenca de reacdo inflamatéria
aguda com possivel infeccao e engloba o grau V.

Em nosso estudo observamos que nao houve sinais clinicos de
rejeicio ao material como presenca de sinais de reacdo inflamatéria

granulomatosa e sinais de extrusao do implante em nenhuma das amostras
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estudadas. A andlise histopatoldgica, todas as amostras que receberam o
cimento alfa-tricalcio-fosfato, ndo apresentaram sinais de reacgéo inflamatoria
tipo corpo estranho, que normalmente ocorre nos processos de rejeicdo ao
material (Kumar et al., 1999).

Estes achados sdo compativeis com os estudos publicados por outros
autores que observaram que o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato nédo
induz a formacdo de reacdo inflamatoria tipo corpo estranho quando
implantado em ossos do corpo (Frankenburg et al., 1998; Mahr et al., 2000;
Baker et al., 2002; Hoffmann et al., 2003; Tafag et al., 2004; Elshahat e
Shermak, 2004; McDowell et al., 2005).

Este estudo também demonstrou que o uso do cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato ndo apresentou complicagbes como infeccdo do sitio
operatorio, necrose da pele adjacente ao cimento implantado, estenose do
MAE ou fistula cutdnea. Estes achados s&o semelhantes aos encontrados
em estudos com outros materiais aloplasticos, como o0 cimento de vidro
bioativo (eatherman et al., 2002; Jang et al., 2007) e a hidroxidoapatita
(Takahashi e Nakano, 1996; Dornhoffer e Simmons, 2003). A incidéncia de
morte foi igual em ambos os grupos e foi devido a complicacdes
anestésicas.

A auséncia de efusdo em orelha média é sinal de que houve
preservacdo de parte da fisiologia da orelha média. Este resultado também
foi observado por Hoffmann et al. (2003) e McDowell et al. (2005) que
colocaram uma peguena quantidade de cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato

no interior da bula timpanica da “guinea pig”.
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Para o estudo do grau de ossificagdo utilizamos a mesma
metodologia que foi utilizada por Edwards et al. (1998) e Leatherman et al.
(2001 e 2002) em seus estudos de ossificacdo com materiais aloplasticos.
Os sinais histopatolédgicos de ossificacdo adotados por estes autores sdo 0s
mesmos descritos por Junqueira e Carneiro (1999), ou seja, presenca de
tecido ostedide, osteoblastos ativos, condroécitos, cartilagem e medula 6ssea.
A substancia utilizada para a coloragdo das laminas neste estudo foi o azul
de toluidina, a mesma substancia utilizada por Edwards et al. (1998) e
Leatherman et al. (2001 e 2002) em seus estudos.

A ossificacdo ocorreu em todas as amostras do grupo cimento,
embora em menor intensidade quando comparado com o grupo controle.
Este achado de menor grau de ossificacdo do grupo cimento esta de acordo
com os estudos que demonstram que o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato
ndo é osteocondutivo (Constantz et al.,, 1995). O cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato ndo € osteocondutivo por ser microporoso, 0 que nao
permite o crescimento 0sseo interno (Urist et al., 1984; Daculsi e Passuti,
1990; Lane e Bostrom, 1998). Esta caracteristica € uma das diferencas entre
o cimento alfa-tricalcio-fosfato e a hidroxidoapatita que é osteocondutiva
(Boyde et al., 1999).

No grupo cimento observamos a analise histopatologica sinais de
reabsorcdo e crescimento 6sseo somente na periferia do implante. Estes
achados sdo compativeis com os estudos que demonstram que apesar de
ndo ser osteocondutivo, o cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato sofre

remodelacdo 6ssea semelhante ao que ocorre no osso normal (Puzas, 1996;
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Mundi, 1996). Este material sofre reabsorcado osteoclastica seguida de
migracdo osteoblastica e formacédo de osso novo (Constantz et al., 1995;
Frankenburg et al., 1998; Tafiag et al., 2004), ou seja, se o implante
permanecer no local por mais tempo além dos 60 dias deste estudo, podera
haver substituicio de todo o implante por osso novo. Estes achados
demonstram que apesar de ndo ser osteocondutivo, o cimento de osso alfa-
tricalcio-fosfato é bioativo e osteointegrado (Berghaus et al., 1984; Lemons,
1996; Blokhuis et al., 2000; Costantino et al., 2002).

N&o podemos afirmar se 0 maior tempo necessario para substituicdo
do implante por 0sso novo representa uma vantagem ou uma desvantagem
ao procedimento. Se por um lado uma maior velocidade de ossificacao pode
representar menor tempo de resolugdo do processo cicatricial, por outro
lado, um maior tempo de permanéncia do implante pode representar maior
estabilidade e manutencdo do formato da area reconstruida. Esta maior
estabilidade evitaria retracfes e colabamento da area obliterada.

Quando comparamos nossos resultados obtidos com o cimento de
osso alfa-tricalcio-fosfato com o0s resultados obtidos por autores que
estudaram a ceramica de vidro bioativo e a hidroxidoapatita em modelos
experimentais, vemos que o0s resultados em termos de biocompatibilidade
sdo igualmente bons. O cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato, a
hidroxidoapatita e a ceramica de vidro bioativo n&o induziram formacao de
resposta inflamatéria granulomatosa tipo corpo estranho e ndo foram
observados incidéncia de complicacbes (Takahashi e Nakano, 1996;

Leatherman et al., 2002; Jang et al., 2007).
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As propriedades de secagem mesmo em ambiente Umido
(Frankenburg et al., 1998) e aderéncia ao osso (Hoffmann et al.,, 2003)
podem constituir em vantagens em relacdo a hidroxidoapatita. A cavidade
mastoidea € umida e muitas vezes com presenca de sangue. Além disso, o0
fato do material se aderir ao 0osso adjacente é um fator que pode representar
maior estabilidade no leito cirdrgico.

Apesar dos bons resultados encontrados neste estudo, ainda néo
podemos afirmar se este material tera resultado satisfatério em cirurgias de
obliteracdo de cavidade mastdéidea em humanos. Em cirurgias de
colesteatoma existem fatores como infeccdo da cavidade e a presenca do
proprio colesteatoma, que nao existem nos modelos animais. Podemos
utilizar como exemplo a hidroxidoapatita que possui composi¢cao bioquimica
semelhante ao cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato. Apesar dos bons
resultados encontrados em estudos experimentais de obliteracdo de
cavidade mastdidea com a hidroxidoapatita (Takahashi e Nakano, 1996;
Dornhoffer e Simmons, 2003), quando utilizado em seres humanos em
cirurgias de colesteatoma apresenta resultados controversos (Jahn, 1992;
Estrem e Highfill, 1999; Hussain et al., 2002; Poetker et al.,, 2004,

Mahendrane Yung, 2004; Kveton e Coelho, 2004, Burstein et al., 2006).
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Com este trabalho podemos concluir que:

a) O cimento de osso alfa-tricalcio-fosfato € biocompativel em
cavidade mastoidea de cobaias.

b) O cimento de osso alfa-tricélcio-fosfato sofre remodelacao 6ssea,

porém nao apresenta propriedade de osteoconducéao.
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Anexo A - Desenho esquemético de osso temporal de “guinea pig”

em corte transversal

Onde: 1 - bula timpéanica dorsal
2 - cadeia ossicular

3 -coclea
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Anexo B- Aprovacéo do Projeto de Pesquisa
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A Comissfio de FEtica para Andlise de
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sessio de 10.12.03, APROVOU o Protocole de Pesquisa n® 918/03,
intitulade: "Utilizacdio de Cimente de Osso Dahllite Morion Cranial
Rezpair System (CRS) no Trotamente Cirdrgico da Cavidede
Mastdidea Aberta. Estudo Experimental em Cobaios’ apresentade
pels Departamentao de OF TALMOLOGIA E
OTORRIMNOLARINGOLOGIA

Pesquisador(a) Responsdvel Dr. Rubens Vuono de Brito Neto

Pesguisndor{n) Executante: Dr. Robinson Koji Tsuji

CAPPesqg, 10 de Dezembro de 2003.
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PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissde de Etica para Andlize
de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAD: £abe ap pesguzader elaboror e apresentar d CAFPesg o5 nelafdrias
parciais- ¢ fimal sobre a perguiza (Resolugds do Conrefha Nocions! de
Zavde n* 198, de 10 10 1998, incise IX 2, letra =7
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