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RESUMO

Investigar caracteristicas do processo de integragdo e biocompatibilidade de
um implante de gel celulésico nas cavidades anoftalmicas de coelhos. Analisar a
proliferacdo celular em geral, a angiogénese, a proliferacdo de células
multinucleadas gigantes e a fibrogénese, por técnicas de histomorfométria e
imunohistoquimica. Estudo experimental de intervencdo empregando 18 coelhos
divididos em 6 grupos. O olho direito de todos os animais foi eviscerado e o0s
esquedo ndo sofreu nenhum tipo de intervencdo. ApOGs a evisceracdo a bolsa
escleral foi suturada e preenchida com gel celulésico gel. Diariamente, todos 0s
animais foram examinados clinicamente, sob biomicroscopia, até o 7° dia do
implante e uma vez por semana até o dia da eutandsia. Os animais foram
submetidos a eutanasia e enucleag¢des dos olhos no 7°, 30°, 60°, 90°, 120° e 240°
dia ap6s o implante. Os olhos, inclusive os esquerdos, foram avaliados
macroscopicamente e processados para analises histopatoldgica,
histomorfométricas, imunohistoquimicas e imunofluorescéncia. Clinicamente, todos
0S animais, ndo exibiram sinais de alergias, intoxicagédo, extrusdo e infec¢cdo. Em
todos 0s grupos ao exame macroscopico, histopatolégico e histomordo olho
esquerdo, nado revelou alteragBes anatdmicas. No entanto, nesta analise, olho direito
exibiu redugéo de 8% no volume do bulbo. O corte do saco escleral mostrou um
conteudo sodlido, compacto, elastico, resistente a tragcdo, com superficie lisa e
brancacenta.Nao foram observados sinais de necrose, ou liquefagdo. O tecido
epiescleral estava algo hipertrofiado. As preparacfes histologicas estudadas, nas
diversas coloracgdes, revelaram uma infiltracdo linfomonomorfonuclear inicial,
substituida posteriormente por uma proliferacdo fibrocitaria e histiocitaria com
formacdo de células multinucleadas gigantes. Foram também encontrados poucos
polimorfonucleares neutrdéfilos e eosindéfilos. A partir do 30° dia houve proliferacdo
vascular e deposicado de colageno em todos os espécimes estudados, embora, no
240° dia do experimento, a resposta inflamatéria cronica, a neovascularizacdo e a
deposicdo do colageno ndo tinham ainda atingido o centro do implante. Neste

modelo, o gel da celulose produzido pela Zoogleia sp, mostrou-se biocompativel e



integrado as Orbitas. Fica, portanto, comprovado que o gel celuldsico, utilizadoneste

experimento, além de biocompativel, se integrou as orbitas dos coelhos.

Palavras-chave: Enucleacdo ocular. Evisceracdo do olho. Bioprétese. Olho
artificial.Biomaterial. Gel celulésico.lmplantes  orbitérios.

Biopolimeros. Imunohistoquimica histomorfometria.



ABSTRACT

To evaluate histologically the integration process of cellulose gel produced by
Zoogloea sp when implanted into rabbits’ eviscerated eyes. This experimental study
employed 36 eyes of 18 rabbits subjected toEvisceration of their right eyes. The
sclerocorneal bag was sutured and filled withbiopolymer from sugar cane in the gel
state. All animals were clinically examinedby biomicroscopy until the day of their
sacrifice which occurred on the 7°, 30°, 60°, 90°, 120", or 240° day. The eyeballs
obtained, including the left eyes considered controls were sent for histopathological
study by optical macroscopyand microscopy. Tissue staining techniques used
included hematoxylin-eosin, Masson trichrome (with aniline), Gomori trichrome, Van
Gienson, Picrosirius red and periodic acid-Schiff (PAS). No clinical signs of infection,
allergy, toxicity, or extrusion were observed throughout the experiment. The corneas
were relatively preserved. Macroscopic examination revealed a decrease of ~ 8% in
the volume of the bulbs implanted with the biopolymer. After cutting, the
sclerocorneal bag was solid, compact, elastic, and resistant to traction, with a smooth
and whitish surface, and showed no signs of necrosis or liquefaction. The episcleral
tissues were somewhat hypertrophied. The histological preparations studied in
different colors revealed an initial lymphoplasmacytic infiltration, replaced by a
fibroblastic response and proliferation of histiocytes, along with formation of giant
cells. Few polymorphonuclearneutrophils and eosinophils were also found.
Neovascularization and collagen deposition were present in all animals starting from
day 30; although on the 240° day of the experiment the chronic inflammatory
response, neovascularization and collagen deposition had not yet reached the center
of the implant. In this model, the cellulose gel produced by Zoogloea sp proved to be

biocompatible and integrated into the orbits.

Keywords: Eye enucleation. Eye evisceration. Bioprosthesis. Eye. atrtificial.
Saccharum. Orbital implants. Biopolymers.Immunohistochemistry

histomorphometry.
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1 INTRODUCAO

Os tratamentos reparadores da cavidade anoftalmica, ap0s as cirurgias de
evisceragcdo e enucleagdo, continuam sendo procedimentos desafiadores e
traumatizantes do ponto de vista psicologico, tanto para o doente quanto para o
oftalmologista. Atualmente, em todo mundo, continua alto o numero de pacientes
com indicacéo formal para esses tipos de cirurgia.*

Sao inumeros os tipos de implantes utilizados para reposicdo do contetudo
orbitario das cavidades anoftalmicas. Qualquer tipo de implante orbitario, integrado
ou nao, além dos problemas estéticos, esta sujeito a deiscéncia conjuntival, infec¢éo
e extrusdo. S&o consideramos implantes integrados aqueles que permitem
proliferacdo celular no seu interior, tornando-se inclusive vascularizados e n&o
apenas aqueles de movimentos integrados implante-prétese.?**

Uso médico da celulose de origem bacteriana tem sido ampliado nos dltimos
anos. Diferente da celulose vegetal, a celulose bacteriana possui biocompatibilidade,
biodegradabilidade, alto teor de pureza (ndo contém substancias tdéxicas como a
lignina), alta estabilidade térmica, alta cristalinidade além de um grande poder de
retencdo de 4gua. Essas caracteristicas e propriedades podem atuar como fatores
facilitadores no desencadeamento do processo cicatricial, porém sofrem variacdes
de acordo com o sitio de implantac&o no organismo vivo.>® 891011

Dentre os processos de sintese de biopolimero celulésico bacteriano, esta
aquele desenvolvido, desde 1990, no Laboratorio de Microbiologia Industrial da
Estacdo Experimental de Cana de AcuUcar — Carpina, da Universidade Rural de
Pernambuco. Trata-se de celulose pura obtida por sintese com bactéria Zoogleia
sp., tendo melaco da cana de aclcar como substrato.*

No Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco, foi realizada, experimentalmente em coelhos, a reconstrucdo de
cavidades anoftalmicas pods-evisceracdo usando-se para tal um implante de gel
celulésico produzido pela Zoogleia sp. Neste caso, o implante mostrou-se integrado,
maleavel, de superficie lisa e ndo téxico para as Orbitas de coelhos. Estas

qualidades, sem duvida, podem ajudar nas pesquisas para diminuicdo da frequéncia
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de extrusdo dos implantes orbitarios. Todavia melhores estudos, principalmente
histomorfométricos e imunohistoquimicos, foram idealizados para melhor qualificar e
guantificar as reagOes de biocompatibilidade e integracdo deste material ao
organismo™®. A biocompatibilidade representa a capacidade do biomaterial, prétese
ou dispositivo permitir ao hospedeiro (paciente ou usuario) realizar uma determinada
funcdo sem prejuizo para o organismo. A integracdo representa o conjunto de
reacOes tissulares, inclusive vascularizacdo do implante, resultantes de uma
biocompatibilidade duradoura.?3#10:14.15.16

Todos os biomateriais aplicados em tecidos humanos e animais, sob a forma
de préteses ou dispositivos médicos, levam a respostas caracteristicas desses
tecidos (biorreatividade). Essas respostas fazem parte de uma rota fisiopatolégica
que inclui injaria, interacdo sangue-material, formacdo de uma matriz extracelular
proviséria, reacdo inflamatéria aguda e crbnica, formagéo de tecido de granulacgéo,
cicatrizagcdo da ferida, reacdo tipo corpo estranho e resposta fibrosa com
encapsulamento do biomaterial. A quantificacdo destas respostas e o tempo de
duracédo das mesmas tornam-se importantes para o estabelecimento do rendimento,
da seguranca e da regulacéo de seu uso.***" 1819

Com o objetivo de investigar as caracteristicasdos processos de integracédo e
biocompatibilidade de um implante de gel celulésico em cavidades anoftalmicas de
coelhos, foi proposto o presente trabalho, para avaliar dentro do implante, a
proliferacdo celular em geral; a angiogénese, a proliferacdo de células
multinucleadas gigantes e a fibrogénese por técnica de histomorfometria, além de
ratificar a presenca da proliferacdo endotelial e a fibrogénese por técnicas

imunohistoquimica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar em cavidades anoftdlmicas de coelhos, caracteristicas dos

processos de integracdo e biocompatibilidade de um implante de gel celulésico
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obtido por sintese bacteriana, a partir de melaco de cana de agucar, desenvolvido no
Laboratorio de Microbiologia Industrial da Estacdo Experimental de Cana-de-agucar
de Carpina/Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

1.1.2 Objetivos especificos

Em olhos eviscerados de coelhos, expostos ou ndo expostos ao implante de
gel celulésico bacteriano, objetiva-se:

a) caracterizar a histomorfologia do processo de biointegracao;

b) descrever sobre o processo anatomopatolégico;

c¢) quantificar a populacao celular eem especifico as multinucleadas gigantes;
d) quantificar a fiborogénese e a angiogénese,;

e) imunomarcar e localizar a presenca de células endoteliais €;

f) imunomarcar e localizar a presenca de colagenos tipo | e lll.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Whitnall®® é um dos grandes estudiosos que contribuiram para a construcao
do conhecimento da orbita e é dele grande parte das informacdes presentes neste
trabalho.

As Orbitas sdo duas cavidades Osseas profundas, separadas pelo nariz, de
formato piramidal, com base quadrangular anterior e apice triangular, e cuja funcéo é
proteger o bulbo ou globo ocular. Do ponto de vista da dimensé&o, cada 6rbita de um
adulto tem 30 cm® de volume, 35 mm de altura, 40 mm de profundidade e 45 mm de
extensao na parede medial.

Denomina-se cavidade anoftdlmica a Oorbita desprovida do globo ocular,
podendo esta ser uma condi¢cdo congénita ou adquirida.

A anoftalmia congénita é um defeito embriolégico em que o globo nédo é
formado. Epidemiologicamente, é rara, com incidéncia de 1,8 a 4,0 para cada
100.000 nascimentos, sem predominancia especifica em raca ou sexo.?

Na maioria das vezes, ha restos embrionarios oculares vistos em exames
radiolégicos como imagens correspondentes a tecidos oculares colapsados.
Avaliacdes histopatologicas desses tecidos mostram pigmentos remanescentes de
tecido uveal e retiniano.?** J4, a anoftalmia verdadeira é uma condicdo bem mais
rara.

A anoftalmia € uma condicdo mais comumente bilateral, simétrica ou
assimétrica, associada, em mais de 50% dos casos, a outras malformacdes
sistémicas, decorrentes de fatores ambientais e genéticos, podendo, também,
ocorrer de forma unilateral isolada.?*?*

A cavidade anoftadlmica adquirida é aquela decorrente da perda do globo por
trauma ou remocao cirargica por meio de enucleagdo ou evisceracdo. Algumas das
principais indicacdes para a excisdo do globo ocular ou do seu conteudo sao olho
cego doloroso, trauma ocular grave, tumor maligno intraocular, endoftalmite nao
resolvida com antibioticoterapia, bem como para melhora estética de olhos
desfigurados.
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A enucleacdo € um procedimento que consiste na retirada do globo ocular e
da porgdo anterior do nervo éptico da Orbita, enquanto a evisceracdo é a retirada
cirdrgica do conteudo intraocular, mantendo-se, entretanto, a esclera e a insercao
dos masculos.

O primeiro registro de evisceracao foi realizado por James Beer em 1817. Ja
a enucleacdo foi descrita por Cleoburey em 1826 e novamente relatada,
independentemente, em 1841 por O’Ferral (Dublin) e Bonnet (Paris). Até entdo, as
cirurgias anteriores eram denominadas extirpacéo do globo ocular.?®

A perda ocular é, para o ser humano, considerada uma amputacéo grave, e
gue traz inimeros efeitos sobre o aspecto psicolégico. Além da repercussao
psicoldgica relacionada a perda propriamente dita, h4 ainda efeitos fisioldgicos e
estéticos causadores de dificuldades de relacionamento social.?’

E possivel citar duas mudancas fisiologicas essenciais no processo de
binocularidade quando um olho é removido: perda completa de estereopsia fina e
reducéo de cerca de 10 a 20% do campo visual do lado afetado.?® Se esse processo
ocorre na infancia, a adaptagdo funcional a deficiéncia € maior, devido ao convivio
precoce com as limitagbes desencadeadas por essa perda e sua integracdo no
processo de modificacbes naturais do desenvolvimento.?’

Esteticamente, € um dano de dificil aceitacdo, pois o individuo que perde um
orgao tao importante como o olho sofre modificagBes bruscas em sua vida, afetando
diretamente seu comportamento e modo de agir. A perda ocular pode reativar todo
tipo de sentimento, sensacdes, ideias, imagens e valores préprios de cada individuo.
Ansiedade, isolamento, depressdo e baixa autoestima sdo as caracteristicas mais
encontradas apés o fato.?"°

A interacdo social € dificultada pela anoftalmia uni ou bilateral. Assim, o
desconforto causado pela diferenca leva os individuos afetados a olhar para baixo,
evitando o olhar do outro. O convivio com amigos e familiares em geral, € menos
modificado, ocorrendo dificuldade maior em se relacionar com pessoas do sexo
oposto e adquirir novos conhecimentos e habilidades.*

Ha ainda outros fatores geradores de preconceitos que incluem falta de

conhecimento da causa e da doenca, medo de contdgio, ndo saber como se
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comportar diante da diferenca, e pela denominada “alianga social’, que pode ser
explicada como uma tendéncia evolutiva da espécie em formar aliancas e grupos
sociais com pessoas mais atraentes e evitar as aliangcas com pessoas fracas,
defeituosas ou desinteressantes.?3!3

O campo da cirurgia plastica ocular desde ha muito tem se preocupado com a
reabilitacdo estética das cavidades anoftdlmicas. Assim, o uso de préteses oculares
ja é bastante documentado desde a época dos egipcios, cerca de 2000 antes de
Cristo, que utilizavam olhos atrtificiais como adorno para suas miumias. Esse mesmo
procedimento era seguido pelos gregos e romanos, utilizando ouro e pedras
preciosas.>®

Em pessoas vivas, foi Ambroise Paré (1510-1590), um cirurgido francés,
guem descreveu o0 uso de olho artificial para repor a perda ocular por traumas e
doencas. A protese era confeccionada de ouro e prata, de dois tipos distintos:
ekblephara e hypoblephara, destinadas a serem utilizadas, respectivamente,
nafrente, ou abaixo das palpebras®. Nesse mesmo periodo, as primeiras préteses
de vidro comecavam a ser fabricadas em Veneza, sendo posteriormente
aperfeicoadas pelos franceses e aleméaes. Ludwig Mdiller - Uri, um soprador de vidro
alemdo, que confeccionava olhos artificiais para bonecas, impressionou um
oftalmologista local, em 1835, que solicitou que fizesse modelosemelhante para
seus pacientes utilizarem como prétese ocular.®® Essas proteses passaram a ser
utilizadas sob as palpebras, como finas conchas, recobrindo um globo atrofiado ou
ausente, sem, entretanto, repor o volume perdido.

Até a Segunda Guerra Mundial, as préteses oculares utilizadas eram de vidro,
fabricadas por empresas alemas. Apds esse periodo, foram desenvolvidos outros
materiais, como o metilmetacrilato, com maior disponibilidade e mais facil manuseio.

A Odontologia trouxe algumas contribuicbes, pois as préteses utilizadas
atualmente foram adaptadas de materiais e técnicas empregadas desse segmento.
Elas possibilitam a confeccdo de proteses leves, sob medida e de longa
durabilidade.®® Em pesquisas realizadas sobre o nivel de satisfacdo dos usuarios de
prétese ocular, cerca de 70% dos participantes consideraram-se satisfeitos com o

resultado final.2"3’
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Os implantes orbitarios sdo fundamentais no processo de preparacdo de uma
cavidade para adaptacdo da protese externa, uma vez que permitem a reposicao de
grande parte do volume perdido com a remo¢do do olho ou do seu conteudo,
causando menores deformidades palpebrais.

A colocacédo do implante pode ser primdria, quando se realiza concomitante a
cirurgia de enucleacdo ou evisceracdo, ou secundéaria, ou seja, em outro tempo
cirdrgico, como em casos de determinadas neoplasias ou infec¢des associadas, em
gue ndo seja possivel a colocacao do implante orbitario naquele momento.

A classificagdo dos implantes os divide em integraveis (ou porosos) e nao
integraveis (ou ndo porosos). Os implantes ndo integraveis sao inertes e se mantém
sem modificacBes ap0s a sua colocacdo, permanecendo separados do receptor
devido ao seu encapsulamento. O implante integravel é o que possui crescimento
fibrovascular do hospedeiro no seu interior, 0 que o transforma em “tecido vivo”
dentro do organismo.*®

O primeiro implante na orbita foi realizado por Phillip Henry Mules, em 1885,
em uma cirurgia de evisceracédo, o qual consistia em uma esfera de vidro oca. O fato
foi considerado um marco na historia das reconstrucdes das cavidades anoftalmicas
e dos implantes orbitarios. Em seu primeiro relato, de nove pacientes operados,
somente em quatro ndo houve extrusao. No ano seguinte, Frost introduziu 0 mesmo
implante na orbita ap6s enucleacdo, mas, de seis cirurgias realizadas, em apenas
uma n&o houve extrusdo.®=°

Embora o vidro fosse o material mais utilizado para a confeccao de implantes,
no inicio do século XX, uma variedade de outros materiais, tanto organicos
(cartilagem, osso, marfim, gordura) como inorganicos (ouro, prata, cobre, aluminio)
foram introduzidos na sua fabricagcdo, como tentativa de se descobrir um material
menos reativo.*®

Com a Segunda Guerra Mundial, houve redugéo do fornecimento de vidros
pelos alemées, e devido ao numero crescente de soldados e civis com perda ocular,
houve a necessidade de se produzir proteses com materiais de facil manuseio, mais

baratos e inertes.®**® Dessa necessidade surgiu a esfera de polimetiimetacrilato
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(PMMA), uma espécie de plastico acrilico, cuja biocompatibilidade foi descoberta
nessa época.

Os primeiros relatos dos implantes integraveis sdo de 1973, quando Molteno,
em uma cirurgia de enucleacgédo, colocou uma esfera derivada de osso de mamifero.
No entanto, o crescimento de tecido fibrovascular para o interior dos poros sé pbéde
ser documentado em um espécime 10 anos apés, em pés-morte.*

Perry, em 1985, apds dois anos de experimento animal apresentou o implante
integravel de Hidroxiapatita (HA). E em 1989, o implante, com 0 nome de Bio-eye®
(Bio-eye, Integrated Orbital Implants, EUA) foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para colocagéo na érbita.

O material é um sal de fosfato de calcio (Ca;o(PO4)6(0OH)2), que se encontra
de forma natural como parte mineral do osso humano, obtido de um coral marinho,
do género Porites, e convertido de carbonato de célcio (CaCOs), por meio de uma
reacdo hidrotérmica, a fosfato de célcio (Cal0(PO4)6(0H)2).*

Na Odontologia e Ortopedia, a HA ja era utilizada como substituta de enxertos
0sseos. A HA apresenta um sistema de poros interconectados, que quando
implantado, em contato com 0ssos normais, possibilita novo crescimento 0sseo
dentro dos canais, e se colocada em tecidos moles, permite o crescimento de tecido
fibrovascular em suas cavidades, sem desenvolver reacéo significativa de corpo
estranho e ndo promove encapsulamento.? Os canais formados sdo naturalmente
interligados e possuem diametro variavel de 300 a 700 pm.

Desde 1991, outro material utilizado é o polietileno poroso (PP). O implante é
feito por material sintético, formado pela polimerizacdo de moléculas de etileno sob
alta pressdo e temperatura.*® Os poros dos implantes de PP variam de 100 a 500
pm, no implante Medpor® (Porex Surgical Inc., EUA).

Ha algumas vantagens do PP em relacdo ao HA: menor custo, maior
facilidade para manufaturar em diversos formatos, com porosidades estendendo-se
até 1000 um e a possibilidade de suturar os MOE diretamente no implante, sem a
necessidade de revestimento.*!*2
Devido a crescente preocupacdo ambiental e destruicdo de corais marinhos

para retirada e obtencdo da HA, em 1998, a empresa francesa France Chirurgie
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Instrumentation, France (FCI) comecou a produzir HA sintética. Esse material
passou por varias fases até chegar a forma atual que corresponde a sua terceira
geracdo. O FCI3 tem uma composi¢cdo quimica similar a da HA coralina, com
pequenas diferencas na uniformidade dos poros observadas a microscopia
eletronica.’

Outros tipos de implantes de HA também foram desenvolvidos, como a HA
bovina, chinesa e brasileira. A HA brasileira, elaborada por Soares, composta de
75% de HA e 25% de 6xido de aluminio, é mais pesada que a HA coralina e possui
uma aparéncia solida, com presenca de porosidades, mas sem interconectividade
entre os poros. Em estudo comparativo realizado em animais, demonstrou-se
crescimento de tecido fibrovascular em seu interior, porém foi identificado um
material amorfo enegrecido ndo birrefringente, que pode estar relacionado a
manufatura do implante, e ndo oferece seguranca em relacéo a toxicidade.*®

Mais recentemente, na tentativa de encontrar um implante com uma
tolerancia ainda maior, surgiu o implante orbital de bioceramica, feito de 6xido de
aluminio (Alumina, Al,O3). O material j& vinha sendo utilizado em implantes

Descrito pela primeira vez o enxerto dermoadiposo constitui uma opcao de
reposicdo de volume da cavidade anoftalmica. Entretanto, a grande desvantagem é
o risco da reabsorcao gordurosa.***°

Inicialmente, usado em casos de extrusdao ou migracdo de implantes, o
enxerto dermoadiposo tem sido utilizado como implante primario em enucleacéo e
também em evisceracdo com esclerotomia, com 6timos resultados cosmeéticos, sem
sinais de migracdo ou extrusdo, com bom preenchimento da cavidade e reabsorcao
somente em casos relacionados a cavidades com condicbes desfavorareis a
qualquer implante, como irradiacéo, queimadura quimica e infecg&o.*®*"8

Com a remocédo do olho, a perda média de volume é de cerca de 7,0 mL,
podendo variar de 4,0 a 9,0 mL, dependendo do tamanho do globo. Um implante de
18 mm de diametro repde 3,1 mL de volume. Um implante de 20 mm repde 4,2 mL
de volume e um de 22 mm, 5,6 mL de volume. J4 a prétese ocular externa, tem
idealmente 2,0 a 3,0 mL de volume. Assim, um implante ideal, para repor o volume

orbital ap6s a remog&o do globo, deve ser de 20 a 22 mm de diametro.**34°
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Em cirurgias de enucleacao, o tamanho médio dos implantes mais utilizados é
de 20 ou 22 mm de didametro, e em cirurgias de evisceracdo, com a técnica de
esclerotomia posterior, em geral, o implante utilizado tem 18 mm dediametro, no
maximo 20 mm e sem esclerotomia posterior, 16 mm de diametro, no maximo 18
mm.50,51

Algumas complicacdes séo esperadas para o implante orbitario (integravel ou
ndo), seja em cirurgia de enucleacdo, evisceracdo. Dentre as mais comuns, é
possivel citar enoftalmo e deformidade de sulco palpebral superior, resultantes de
reposicdo inadequada de volume. Mas as complicagbes mais temidas séo a
migracdo (mudanca na posicdo do implante depois de colocado) e a
exposicdo/extrusdo (defeito no tecido que recobre o implante), seja por prétese
ocular mal adaptada, por infecgcdo ou pelo tamanho exagerado do implante que
podem contribuir, inicialmente, para a exposi¢cado do implante e, posteriormente, para
a sua extrusdo.*

Os materiais mais comumente usados em cirurgia geral, como proteses
integradas, séo o polipropileno, o politetrafluoretileno expandido (PTFEe), o poliéster
(Mersilene/Dacron). Esses materiais foram introduzidos na pratica médica nos fins
dos anos cinquenta, do século passado. As fibras de polipropileno podem ser
trancadas em diferentes densidades e desenhos e, além de serem
monofilamentares ou multifilamentares, possuem boa estabilidade mecanica,
resisténcia, elasticidade e ndo sofrem biodegradacdo nem fotodegradacdo. Seus
poros medem entre um e dois milimetros (macroporos maiores que 75um) e
produzem uma reacédo inflamatoria de longa duracdo que dependente da textura e
guantidade de material da prétese. Como consequéncia da resposta inflamatdria
causada pela protese de polipropileno, ocorre sua retracdo. O tetrafluoretileno
expandido possui microporos (menores que 10um), entretanto, pode ser trancado
junto com o polipropileno (prolene) ou o poliéster (Mersilene/Dacron), além disso, o
tetrafluoretilieno pode também ser perfurado industrialmente. Outro tipo de protese
sintética é etileno tetraftalato, dentre as quais a mais popular é a Mersilene, formada
por polimeros de carbono (poliester) e, ao contrario do polipropileno que é

hidrofébico, tem uma estrutura hidrofilica.”> Os materiais como o silicone (silastic),
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membrana de pericardio ou dura-mater possuem poros de tamanho
submicromeétricos, porém, podem ser usadas em combinagdo com outros produtos.
Polimeros absorviveis, como a poligalactina, podem ser usados em combinacdo
com o polipropileno na construcéo de préteses (telas) de baixo peso.>*>*

O organismo reage de forma diferente a presenca de préteses sintéticas ou
enxertos. A resposta inflamatéria aos materiais sintéticos depende do tamanho dos
poros e do tipo de trancado. Nessa perspectiva, a presenca de poros maiores que
75 micra (um) permite uma infiltracdo celular através do trancado da tela, com a
penetracdo de neutrofilos e macrofagos. Isso confere uma maior protecdo a
infeccdo, formacdo de neovascularizagdo e deposicdo de colageno através da
mesma, 0 que permite sua incorporacao ao tecido do hospedeiro. Poros menores do
que dez pm impedem a penetracdo dos macrofagos (>50um) na protese e dificultam
0 acesso as bactérias (1um), mesmo assim, favorecem a infecgéo.>*>*°%>/

A celulose esta entre os biopolimeros mais comumente encontrados na
natureza e esta presente em 40% a 50% de quase todas as plantas. Outras fontes
de celulose em menor propor¢cdo sao encontradas em bactérias, algas marinhas,
alguns frutos como o algoddo, gramineas-monocotilédoneas, como por exemplo:
bagaco de cana, bambu, palhas de cereais, além da forma de celulose artificial
como viscose e rayo.”®

A estrutura e as propriedades mecanicas da celulose bacteriana diferem da
celulose produzida a partir das plantas, apesar de ambas possuirem a mesma
composicdo quimica, caracterizada como um polimero composto por um grande
namero de unidades repetidas, constituidas da condensacdo da D-glicose (um
acucar simples — monossacarideo hexose). A designacao D refere-se a posicdo do
grupo hidroxila (OH) localizada a direita do atomo de carbono (C) assimétrico mais
distante do grupo aldeido. Esses polimeros podem ser classificados em
homopolimero, quando as unidades sao idénticas, e em heteropolimeros, quando as
unidades sdo constituidas por dois ou mais tipos de monémeros.>

Quando comparada a celulose extraida das plantas, a celulose bacteriana
possui propriedades mecanicas mais fortes no que diz respeito a resisténcia, melhor

capacidade de retencdo hidrica, tornando possivel molda-la durante sua sintese,
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além de alta biocompatibilidade e cristalinidade. Diferente da primeira, a celulose
bacteriana € altamente pura e livre de componentes biogénicos (lignina, pectina,
entre outros). Outra caracteristica importante dos biopolimeros de origem bacteriana
€ seu alto grau de regularidade, isentos de flutuagcdes de ordem climética ou
sazonal.®

Nos ultimos anos, o interesse pela celulose produzida por via microbiolégica
vem aumentando em virtude das inumeras aplicacdes comerciais deste biopolimero,
como alternativa a fabricacdo de pele artificial, diafragmas acusticos, membranas de
filtros e na cicatrizagdo de feridas.* Na indUstria farmacéutica e médica, esse
material vem sendo testado como substituto de tecidos vasculares, arcabouco de
tecidos cartilaginosos, substrato para cultura de células, curativos biolégicos para
queimaduras e na fabricacdo de préteses.®® Além disso, é usado também como
substituto de 6rgdos ocos, como ureter, traqueia, tubo digestivo, e ainda como
bainha para reconstrucdo de nervos, substituto da dura-mater e reparo de
hérnias.®6%63

Na Asia, a celulose bacteriana em sua forma desintegrada tem sido utilizada
na alimentacdo, como agente espessante, e na dieta,sob a forma de fibras
suplementares.®?

A celulose bacteriana pode ser descrita como uma membrana
semitransparente, constituida por uma rede de fibrilas de celulose, de dimensdes
nanométricas, produzida por bactérias, particularmente as Gram-negativas, cujo
representante mais importante é o Acetobacter xylinum.** Os testes de
biocompatibilidade in vivo demonstraram que a celulose produzida pelo Acetobacter
xylinum ndo produziu sinais macroscopicos inflamatorios e nem sinais histolégicos
compativeis com inflamacdo crénica e reagdo ao corpo estranho. Observou-se
também uma integracdo satisfatoria da membrana de celulose ao tecido do
hospedeiro.® Diante dessas caracteristicas favoraveis a aplicabilidade na medicina,
passou-se a utiliza-la em inUmeras pesquisas na area de engenharia de tecidos,
como arcabouco de préteses vasculares e tecidos cartilaginosos.®

Um biopolimero obtido por sintese bacteriana, a partir de melago de cana de

acucar foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Industrial da Estacéo
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Experimental de Cana de Acgucar de Carpina/Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), desde 1990.%"°® Trata-se de um exopolissacarideo produzido
a partir da bactériaZooglea sp, isolada no Departamento de Antibidticos da mesma
universidade. Esse biopolimero esta sendo utilizado para o desenvolvimento de
préteses com aplicacdo em diferentes subéreas da cirurgia. No Nucleo de Cirurgia
Experimental da UFPE, o biopolimero in natura foi tratado e resultou em uma
estrutura quimica polimérica ndo absorvivel, biocompativel, com baixa toxicidade e
com caracteristicas fisicas que atendem as especificidades morfofuncionais de
diferentes tecidos, permitindo a sua aplicacdo como enxerto biol6gico.®®®%7° A
estrutura quimica desse biopolimero é constituida por diferentes monossacarideos:
glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%, acido glicurébnico 0,83%, manose
0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose 0,01% e fucose 0,01%.*

Na &rea de saude, pesquisadores testaram o biopolimero de cana-de-acgucar,
em seu estado bruto, para cicatrizacdo de feridas cutaneas em animais,
demonstrando um aumento do tecido de granulacdo, controle da infeccédo e
diminuicdo do tempo de cicatrizacdo. O biopolimero, constituido de agucares, forma
uma pelicula estavel que, em contato com as secrecdes da ferida, libera uma
qguantidade de agUcar capaz aumentar a concentracdo do meio e torna-lo
hiperosmolar. Essa liberacdo se processou de forma gradual, com a presenca do
exsudato da ferida, por conta da estabilidade da membrana, diferente do que
acontece quando se utiliza agucar nas feridas infectadas, pois, com substancias, €
rapidamente diluido devido a acdo higroscopica, o que se explica a necessidade de
vérias aplicacdes ao dia para o efeito ser mantido.®®

Em seu estado de pureza, o biopolimero apresenta baixa citotoxidade, alta
biocompatibilidade, elasticidade, resisténcia a tracéo, flexibilidade e ainda pode ser
modelado em diferentes formas, preenchendo, assim, as exigéncias necessarias
para manufatura dos implantes bioldgicos.”*"*"® Em raz&o disso, foi criado um grupo
de pesquisa interdisciplinar, denominado Biopolimero da Cana-de-Acucar, com 0
objetivo de desenvolver estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas dessa

membrana celuldsica e sua utilizacdo na area de saude (patentes e registros).
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Em 2005, estudando-se este biopolimero, constatou-se sua capacidade de
substituir tecidos biolégicos com boa tolerabilidade e pequeno grau de reacao
inflamatéria.” Outros trabalhos publicados demonstraram a aplicacdo experimental
do biopolimero da cana-de-aglcar como: substituto de enxerto na miringoplastia’;
enxerto vascular’’®; tratamento da incontinéncia urinaria através de sling’’;
realizacdo de uretroplastia’™®; reconstituicdo da tanica albuginea; tratamento do
refluxo vésico-uretral’®; e o curativo apés cirurgia de hipospéadia.”

A maioria dos cirurgifes oftalmologicos, nos ultimos anos, tém abandonado o
uso de préteses orbitarias nao integradas (polimetilmetacrilato), bem como aquelas
construidas a partir de polimeros vegetais. No caso dessas Ultimas, justificam a
conduta, afirmando que aqueles polimeros sao asperos, rugosos e alérgenos,
predisponentes, portanto, para a extrusao tanto quanto os n&o integrados.?*

Mesmo usando qualquer dos implantes integrados existentes, ha
possibilidade de se desenvolver deiscéncia conjuntival.Varias sdo as causas para as
deiscéncias, uma delas poderia ser o fato de que os implantes se movimentam em
conjunto com o conteldo orbitario e as préteses externas poderiam ocasionar
traumas repetidos para a superficie conjuntival. Esferas que ndo fossem constituidas
de materiais rigidos poderiam ter vantagens neste sentido. Assim, Ferraz et al.”,
idealizou uma esfera composta por uma substancia no estado gelatinoso, composta
de polietileno gel, o que deixaria o contato entre a mucosa conjuntival e a prétese
externa menos traumatico. Os implantes biocompativeis, como citado anteriormente,
sofrem vascularizagdo progressiva, resultando na integracdo entre a esfera e o
hospedeiro. A avaliagdo dessa integracdo pode ser feita utilizando-se métodos de
custo elevado, como a tomografia computadorizada ou a ressonancia magnética. No
estudo prévio dos mesmos autores, embora ndo tenha sido exequivel um implante
padrdao com o polietileno gel, foi possivel constatar que ha possibilidade de se
avaliar a integracdo das esferas por meio de exames ultrassonograficos.

Além dos movimentos oculares, alteracdes significativas podem ser
observadas quando o paciente usa um implante com prétese. Entre as variaveis
estudadas, podemos observar: diminuicdo da altura do sulco palpebral superior,

aumento da &rea da fenda palpebral e aumento dos angulos palpebrais interno
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eexterno. O tipo de cirurgia executada (enucleacdo ou evisceragao), tamanho da
prétese usada, a profundidade da implantacdo, a espessura e 0 peso da proétese
externa tem muita importancia no resultado final. A elasticidade da péalpebra inferior
pode diminuir com a idade e influenciar demasiadamente na movimentacdo do
implante. Tudo isso se traduz na necessidade do uso de implantes mais leves.®

A eficiéncia da transmissdo dos movimentos do implante para a prétese
determina o grau de motilidade do olho artificial. O movimento é transmitido do
implante orbitario para a superficie de tenséo localizada na interface olho artificial —
conjuntiva, bem como para o férnix. O implante orbital do tipo quad-motility, em
virtude de sua proeminéncia anterior, possui um melhor acoplamento com o olho
artificial, transmitindo-lhe, portanto, um maior movimento. Por outro lado, esses
implantes sdo mais largos e pesados. Isso implica, teoricamente, em maior forca
erosiva no apice da conjuntiva e maior peso sobre a palpebra inferior. Mais uma vez
a literatura disponivel fala a favor do uso de implantes mais leves.?

Embora tenha sido usado como curativo corneano em animais,®®ndo
existem relatos na literatura oftalmolégica do uso do biopolimero de celulose
produzido a partir de sintese bacteriana como prétese orbitaria. Porém, em funcéo
da sua baixa citotoxicidade, da plasticidade funcional e da grande capacidade de
integracdo aos organismos, esse biopolimero, diferentemente de outros implantes
integrados, podera ser um excelente material substitutivo para o globo ocular
enucleado ou mesmo eviscerado.®’

O modelo experimental em coelhos tem sido usado com frequéncia na

oftalmologia.®***®

Em pesquisas para doencas inflamatérias, o modelo
experimental em coelhos tem permitido comparacbes com reagdes dos tecidos
humanos.®® Por esses motivos, acredita-se que o citado modelo seja suficiente para
estudar de forma generalista e pioneira, as reacdes dos tecidos oculares
remanescentes da evisceracdo, a implantacdo de um biopolimero. Poderiam ser
avaliados véarios eventos, entre 0s quais: a neovascularizacdo; o0 depdsito
remodelador de colageno; proliferacdes fibroblastica, monomorfonuclear e

histiocitaria no tecido escleral remanescente, musculos extraoculares, capsula de
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Tenon e conjuntiva, dos olhos de coelhos eviscerados e recompostos com proteses
gel da celulose, produzida pela Zoogloea.

Face ao exposto, foi proposto um modelo experimental de manipulacéo
cirdrgica, observacdo, sacrificio e estudo anatomopatolégico post-morten, em
coelhos.

N&o obstante os muitos estudos e diferentes materiais disponiveis no
mercado, ainda ndo é possivel apontar um implante ideal, o qual deveria ter
caracteristicas como: material biocompativel, integracdo a Oorbita, facil insercao,
reposicdo adequada de volume, suporte adequado a prétese ocular, baixo indice de
complicacBes relacionadas a migracdo, exposicdo e extrusdo, além de custo

acessivel.?342
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3 METODO

3.1 LOCAL DE ESTUDOE ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratoério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA-UFPE), em convénio com a Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ),
realizada noperiodo de 2012 a 2015, dentro dos preceitos éticos recomendados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisas Envolvendo Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco, sob CAAE n°23076.005297/2008-
87.Respeitando os principios propostos pela Associacdo para Pesquisa em Visdo e
Oftalmologia (ARVO).

3.2 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental, longitudinal e descritivo.

3.3 SELECAO

Foram utilizados trinta e seis bulbos oculares oriundos de dezoito coelhos
machos albinos da raca Califérnia, saudaveis, jovens (com cinco meses de idade) e
peso médio de 2,600 kg.

A escolha de coelhos, como animal de experimento, obedeceu a
recomendacgdo das pesquisas oftalmoldgicas translacionais, envolvendo proteses e
implantes humanos.*

Os coelhos foram distribuidos em seis grupos, cada um com trés animais,
tomando por critério o dia de eutanasia, dada a necessidade de analise dos
fendmenos cicatriciais do implante, tomando o olho contralateral como controle.*® Os
grupos foram designados com um numeral representativo do periodo de vida apdés
implante da protese (G7 com eutandsia ao sétimo dia, G30 ao trigésimo dia, e assim
por diante, nos grupos G60, G90, G120 e G240).
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3.4 PROCEDIMENTOS

3.4.1 Cirargicos

Os animais foram operados pelo mesmo cirurgido oftalmico e receberam
visitas diarias do médico veterinario durante os 240 dias do experimento. Cada
coelho foi anestesiado com inje¢ao intramuscular da solugdo de ketamina (0,35
mi/kg peso) e xilasina (0,25 ml/kg peso). Apos evisceracdo do olho direito, 0 saco
esclero-corneano foi suturado continuamente com Vicryl®6.0. A capsula de Tenon e
a conjuntiva foram suturadas separadamente da esclera em pontos continuos com
fio Vicryl® 7.0. Para facilitar exames poés-operatérios, a cérnea ndo sofreu
recobrimento conjuntival. Depois de suturada, a cavidade foi preenchida totalmente
com gel celulésico bacteriano sintetizado por Zooglea sp, em substrato de melaco de
cana-de-aclcar, previamente esterilizados por irradiacdo gama.’®* Os eventuais
locais de vazamentos ao longo da sutura escleral, foram corrigidos com pontos
isolados do mesmo material. Nestes olhos operados, uma combinacdo de
dexametasona e ciprofloxacino, na apresentacdo farmacéutica de pomada
(Cilodex®) foi aplicada, uma vez por dia, durante os primeiros sete dias da
experiéncia. Os animais com suspeita de dor foram tratados com Dipirona sddica, 50
a 100 mg/kg por via subcutanea, a cada oito horas.

3.4.2 Estudos clinicos

Todos o0s animais foram submetidos a exame de biomicroscopico do
segmento anterior de ambos os olhos com uma lampada de fenda. Este exame foi
inicialmente realizado a cada 24 horas e apéso 7° dia, semanalmente, até o dia do
sacrificio. Estes testes foram conduzidos principalmente para observar os seguintes
sinais:

a) na conjuntiva: edema, hiperemia, quemose, deiscéncia de ferida cirurgica,

extrusdo, secrecdo aguosa, mucosa, serosa e sangrenta purulenta e

hipertrofia celular (papilar, foliculos e granulomas);
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b) na cornea: e pithelial escoriagbes, Ulceras, "derreter”, perfuracao,
parenquimatosa turvacdo, turvacdo endotelial, precipitados Kkeratic,

pannus e leukoma.

3.4.3 Eutanasia

A eutandasia dos aninais foi executada com o uso de pentobarbital sddico a
18% (200mg/ml) por via intraperitoneale iniciou-se a partir do sétimo dia apos a
cirurgia. Seguido do grupo G30 ao trigésimo dia, e assim por diante, nos grupos
G60, G90, G120 e G240.

3.4.4 Andlise macroscopica

Todos os animais tiveram os dois olhos enucleados e seus bulbos oculares
imediatamente colocados em solucéo de formalina 10% tamponada por um periodo
de 48 horas. Apés a fixagdo completa, um exame macroscoépico foi realizado e
realizado em 2 etapas:

A primeira fase envolveu medir os diametros (tamanhos) de bulbos, direito e
esquerdo, por uma pinca de precisdo digital, bem como a descricdo externa,
juntamente com os tecidos peri-ocular, usando uma lupa estereotaxica Olympus com
uma ampliacao de de .

Na segunda etapa, as os bulbos foram cortados em um plano sagital em seus
maiores diametros formando 2 tampas aproximadamente iguais, sempre em pares,
direita e esquerda, com um total de 4 tampas para cada animal. Para dar
continuidade ao exame com uma lupa, foram avaliados os seguintes parametros:
forma, cor, textura da superficie de corte, presenca ou auséncia de extrusdes de

implante, exsudados e consisténcia fisica.
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3.4.5 Preparo do material para estudo histomorfométrico e imunohistoquimico

Seguiu-se a inclusdo dessas calotas em parafina, obedecendo aos passos
preconizados na técnica histolégica. Os blocos de parafina foram seccionados em
32 cortes semi-seriados, sendo dois com espessura de 4 um, seguidos de intervalo
de 20 um, em micrétomo manual de rotacdo (Leica Byosistems®, modelo RM2125
RTS, Sao Paulo). Foram empregadas 5 laminas de vidro por coloragcédo para cada
animal, sendo 5 para coloragdo em hematoxilina-eosina (HE) e 5 para coloragao
detricrdmio de Masson (TM). E outras seis laminas, tipo imunoslice® (Easy Path®,
modelo EP-51-30185, Sao Paulo), destinadas para imunohistoquimica e
imunofluorescéncia, cada qual recebendo dois cortes sequenciais.

Apds segregacdo, as laminas foram colocadas em estufa de Pasteur a 60°C,
por 20 min, para secagem e adesdo completa dos cortes a lamina. Apos
resfriamento, procedeu-se a trés banhos de xilol para desparafinizacao por 5 min e
hidratacdo em concentracdes decrescentes de alcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 3
min cada. A hidratacdo das laminas destinadas a histomorfometria foi completada
por lavagem em agua destilada, mas, para as laminas destinadas
a imunohistoquimica, empregou-se solu¢cdo de PBS por 10 min, a temperatura

ambiente.
3.4.6 Métodos histoquimicos

No final do exame macroscoépico, as bulbos oculares foram lavadas em agua
destilada, colocadas em etanol a 70% e processadas por técnicas histologicas
classicas com inclusdo em parafina. O microtomia foi realizada em cortes semi
seriais de 5 micrometros e os cortes teciduais corados para analise e documentagéo
fotografica sob microscopia de luz, com luz branca. Além dahematoxilina-eosina
(HE) , foram utilizados procedimentos de coloracdes especiais classicas, tais como:
do Tricrbmio de Masson (TM) com e sem azul anilina, tricromo Gomory (TG),
Picrosirius Sirius Red (PSR), acido periédico de Schiff (PAS), Weigert, Verhoeff, Van

Gienson (VG).24%
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Para andlise histolégica qualitativa, utilizou-se um microscopio 6tico Olympus
BX53 com uma camera digital de DP71 com aumento de 200X e 400X, No caso do
Picro Sirius vermelho, a analise foi realizada também sob luz polarizada. No sentido
de analisar e caracterizar os tipos celulares e intensidade dos infiltrados
mononucleares (linfécitos e plasmdcitos), polimorfonucleares neutréfilos e
eosinofilos, células gigantes multinucleadas, angiogénese e deposicdo de fibras
colagenas e elasticas e outras na intimidade do implante.

As corneas foram examinadas por edema, infiltracdo celular, persisténcia do
endotélio e neovascularizagdo. Exames foram conduzidos também em buscas de
sinais histolégicos de necrose, calcificacdo, hemorragia, restos de bactérias, restos
de sutura, extrusdo do implante e persisténcia do implante natural sem celularidade
ou vascularizacdo. A popolacao de células totais, celulas gigantes multinucleadas , a
fibrogenese e angiogénese, foram variaveis qualificadas e quantificadas.

A presenca ou a auséncia dessas variaveis foi registrada em uma planilha

construida especificamente para esta finalidade.
3.4.7 Histomorfométria das preparacdes

Para analise histomorfométrica, procedeu-se a coloragdo, com hematoxilina-
eosina de cinco laminas com material de cada coelho. Assim sendo, foram
quantificadas a densidade de superficie (Sv) de vasos sanguineos®®, populacédo
celular em geral e células multinucleadas gigantes (CMG).%” Outras cinco |aminas
foram submetidas acoloracao tricrémica de Masson modificada pela retirada da
hematoxilina, com o objetivo de avaliar a densidade de fibras colagenas
depositadas. Em todo o estudo, cada lamina continha duas preparac¢6es histologicas
de uma mesma sequéncia, escolhidas aleatoriamente, de tal sorte que, havendo
imperfeicbes na primeira, a outra poderia ser utilizada para o estudo. As micrografias
foram capturadas com o sistema Zeiss® (modelo AXIO, Oberkochen, Alemanha).
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3.4.7.1 Quantificacdo da densidade de superficie (Sv) de vasos, populacdo celular

em geral e células multinucleadas gigantes (CMG)

Foram escolhidos aleatoriamente cinco preparacdes histolégicas por animal e
em cada um deles foram colhidas cinco (05) fotomicrografias de campos periféricos
distintos, sob o aumento de 100X, capturando-se um total de vinte e cinco
fotomicrografias por cada animal, isto é, setenta e cinco fotos por grupo. A
densidade de superficie (Sv) de vasos sanguineos, da populacdo celular em geral e
de células multinucleadas gigantes representaram o volume relativo que essas
estruturas ocupavam no tecido. A Sv foi calculada usando um sistema de grade
teste M42, projetada na imagem por meio do programa Image J®8, respeitando a
formula Sv=Pp/Pt, na qual Sv é a densidade de superficie, Pp é o resultado da
contagem dos pontos e Pté o numero de pontos do sistema de grade-teste
utilizado.®® Os resultados de Sv foram expressos em porcentagem. As micrografias

foram capturadas em aumento de 100X.

3.4.7.2 Quantificagdo de colageno

Para analisemorfométrica da densidade de duperficia do colageno, as
fotomicrografias foram coradas por técnica de Masson Modificada (sem a utilizacédo
da hematoxilina) para nao interferir no padrdo de cor do colageno e capturadas em
aumento de 200X, procedendo-se a digitalizacdo e envio para o0
programa Image Pré-plus 4.5° (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). As areas de
coladgeno foram selecionadas por meio da distribuicdo de cor, como parametro
discriminante. Apos a definicdo do intervalo de cor, pelo método tentativa-erro, foi
selecionada a area em azul que representava a quantidade de colageno em cada
campo. Em seguida, foi aplicada ao préprio programa Image Pré-plus 4.5° a
mascara com a qual se obtiveram a area e a porcentagem de colageno.®®°
Todas as fotomicrografias foram capturadas com o sistema Zeiss® (modelo

AXIO, Oberkochen, Alemanha).
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3.4.8 Métodos imunohistoquimicos

Para identificar a presenca e a localizagédo especifica dos tipos de colagenos
nos grupos estudados, empregaram-se recuperacdo antigénica enzimatica,
eliminacdo da peroxidase enddgena, bloqueio de antigenos inespecificos e
marcacao imunohistoquimica.

A analise fibrovascular foi realizada com a identificacdo da presenca e a
localizacdo especifica dos tipos de coldgenos, bem como de vasos sanguineos.
Para tanto, cortes histologicos foram imunomarcados com anticorpos anti-colagelo
tipo | (Ab6308 mouse monoclonal, Abcam® Lote 796041, diluicdo 1:100), anti-
colageno tipo Il (Ab 6310 mouse monoclonal, Abcam® Lote 724022, diluicdo 1:300).
Anti-CD31 (Ab24590 mouse monoclonal Abcam® Lote 8065433 diluicdes 1:100.

Para recuperacéo antigénica, utilizou-se solucéo de tripsina (0,01 g de tripsina
+ 0,01 g de cloreto de célcio + 10 mL de agua destilada) em camara umida, a 37°C
por 30 minutos, e lavagem em trés banhos de PBS por 2 min. A eliminagao
da peroxidase enddgena foi feita em solugcdo alcodlica de peroxido de hidrogénio
(180 mL de metanol + 20 mL de peroxido de hidrogénio a 20%) por 20 min, em
temperatura ambiente, protegida da luz, seguida de lavagem em trés banhos com
PBS, por 2 min cada. Para bloqueio de antigenos inespecificos do tecido, empregou-
se solucdo de leite desnatado diluido em PBS a 10%, por 30 min, em temperatura
ambiente.

Na fase de marcacdo de colagenos, foram empregados controle positivo,
teste e controle negativo. Para marcacdo do controle positivo, localizado na
regido periescleral da capsula de Tenon dos bulbos, incubou-se uma lamina de cada
grupo com o reagente “A” por 15 min a 36°C, com posterior incubacdo com 50 uL do
anticorpo primario (1:50 Antimouse IgG goat) em cada corte, por 60 min em camara
umida a 36°C. No controle negativo, empregou-se a mesma técnica, porém sem
incubacdo com anticorpo primario.

Nas [aminas  teste, o] anticorpo 1[COL] (Ab6308 mouse
monoclonal, Abcam® Lote 796041), diluido em solucdo tamp&o PBS na propor¢éo
1:100 microlitros, foi usado para marcacgao de coldgeno do tipo I. O anticorpo: FH-7A
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(Ab 6310 mouse monoclonal, Abcam® Lote 724022), diluido em solucdo tampéo
PBS na proporgéo de 1:300 microlitros, foi o marcador do colageno do tipo lIl.

Apés lavagens em PBS, todas as laminas (controles e teste) foram incubadas
com o anticorpo secundario em camara Umida, por 20 min a 36°C, seguindo
lavagens em PBS e incubagdo com o reagente “C” por 15 min, a 36°C, e lavagens
em PBS.

A revelacdo do complexo antigeno-anticorpo foi realizada com solugéo
de diaminobenzidina (DAB, Histostar plus®, Invitrogen®), por 2 min. Para coloracdo
nuclear de contraste, utilizou-se hematoxilina de Harris (diluida a 50% em &agua
destilada), por 4 min. As preparacdes foram desidratadas em solugbes crescentes
de é&lcool de 50% a 100%, diafanizadas em dois banhos de xilol e montadas com

resina sintética especifica, sobreposta com laminula.

3.4.8.1 Imunofluorescencia indireta

O colageno tipo | e Il foi também imunomarcado pela técnica de
imunofluorescéncia indireta. Para tanto, o mesmo anticorpo primario, mouse
monoclonal to collagen | (Abcam, nimero do catdlogo AB6308, Cambridge, MA,
U.S.A) foi usado em concentragdo 1:50. Foram utilizados bloqueios para
grupamentos aldeidicos com solugfes de cloreto de aménio 50 mM e glicina a 2%
por 30 minutos cada. Apos sucessivas lavagens com PBS pH 8.0, foram realizados
blogueios para sitios inespecificos com a utilizacdo de PBS albumina sérica bovina
(BSA) 3% e leite desnatado a 10%. O anticorpo primario foi incubado overnight a
4°C. Em seguida, os cortes foram lavados em banhos sucessivos de PBS pH 8.0.
Posteriormente foi realizado o bloqueio com PBS BSA 3 % por 15 minutos, retirado
sem lavagem prévia e incubado com o anticorpo secundario fluorescente Alexa Fluor
488 goat anti-mouse IgG (Invitrogen, nimero de catalogo A-11001 Camarillo, CA,
E.U.A) na concentracdo 1:100 por 1 hora em temperatura ambiente, logo apés foram
realizadas 3 banhos de 5 min em PBS pH 8.0, e para evidenciar o nucleos das
células foi utilizado 4”,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) (Invitrogen,

namero do catadlogo D1306, Camarillo, CA, E.U.A) por 15 min, novamente o material
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foi lavado com 3 banhos de 5 min de H20 destilada. Os cortes foram montados
utilizando o Slowfade antifade kit (Invitrogen, nimero de catalogo S2828, Camarrillo,
CA, E.U.A) e visualizados no microscépio de epiiluminagdo com lampada
fluorescente (Olympus BX51, Toquio, Japao) com camera digital acoplada (Olympus
DP72, Téquio, Japao).

3.4.9 Métodos estatisticos

A andlise estatistica dos dados foi realizada considerando duas situagdes:
a) MEDIA DOS CAMPOS POR ANIMAL (n = 3 animais por grupo);
b) MEDIAS DAS LAMINAS (n = 15 laminas por grupo).

Os dados foram digitados na planilha Excel®da plataforma Windows, e
analisados com o programa de calculos estatisticos IBM/Statistical Package for
Social Science (SPSS), na versdo 21.0.4 e analisados descritivamente por média,
desvio padrao, coeficiente de variacdo, e, inferencialmente, pelo teste Kruskal-Wallis
com comparagfes mdultiplas do referido teste ao nivel de significancia de 5%. A

escolha do teste foi feita em fungdo do nimero de animais em cada grupo.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO COM RESULTADOS PUBLICADO NA LINGUA INGLESA NOS
ARQUIVOS BRASILEIROS DE OFTALMOLOGIA

Artigo Original | Original Articte

Use of a gel biopolymer for the treatment of eviscerated
eyes: experimental model in rabbits

Uso de um biopolimero na forma gel para o tratamento de olhos eviscerados: modelo experimental
em coelhos

Francisco de Assis Cordeiro-Barbosal, José Lamartine de Andrade Aguiarl, Mariana Montenegro de Melo Liraz, Nicodemos Teles de Pontes Filhoz,
Sidcley Bernardino-AraL’Jjo3

RESUMO

Objetivos: Avaliar histologicamente o processo de integracdo do gel da celulose
produzida pela Zoogloe asp implantado em olhos eviscerados de coelhos. Métodos:
Estudo experimental utilizando 36 olhos de 18 coelhos. Todos eles tiveram seus
olhos direitos eviscerados. A bolsa escleral foi suturada e preenchida com
biopolimero da cana de acucar, no estado gel. Todos os animais foram examinados
clinicamente, sob biomicroscopia, até o dia de seus sacrificios e enucleagcfes que
aconteceram no 7°, 30°, 60°,90°, 120° e 240° dia. Os bulbos obtidos, inclusive os
esquerdos, considerados controles, foram encaminhados para estudo
histopatologicos de macroscopia e microscopia Optica. As coloragdes pela
hematoxilina-eosina, tricomio de Masson (com anilina), tricomio de Gomori, Van
Gienson e Picrosirius red e acido periédico de Schiff (PAS) foram usadas.
Resultados: Durante o experimento ndo foram observados sinais clinicos de
infeccdo, alergias, intoxicacdo ou extrusdo. As coérneas apresentavam-se
relativamente pre - servadas. Exame macroscopico revelou uma diminuicdo de
aproximadamente 8% no volume dos bulbos nos quais o biopolimero foi implantado.
O corte do saco escleral mostrou um conteudo sélido, compacto, elastico, resistente
a tracdo, com superficie lisa e brancacenta. Ndo foram observados sinais de
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necrose, ou liqguefagdo. O tecido epiescleral estava algo hipertrofiado. As
preparacdes histoldégicas estudadas, nas diversas coloracdes, revelaram uma
infiltracdo linfomonomorfonuclear inicial, substituida posteriormente por uma
resposta fibroblastica e proliferacdo de histiocitos com formacdo de células
multinucleadas gigantes. Foram também encontrados poucos polimorfonucleares
neutroéfilos e eosinofilos. A partir do 30° dia houve proliferacdo vascular e deposicéo
de calageno em todos o0s espécimes estudados, embora, no 240° dia do
experimento, a resposta inflamatoria crénica, a neovascularizacao e a deposi¢céo do
coldgeno ndo tinham ainda atingido o centro do implante. Conclusdo: Neste
modelo, o gel da celulose produzido pela Zoogloea sp, mostrou-se biocompativel e
integrado as orbitas. Estudos morfométrico, imuno-histoquimico e de
biodegradabilidade devem ser realizados futuramente. Descritores: Enucleagao
ocular; Evisceracdo do olho; Bioprétese; Olho artificial; Saccharum; Implantes

orbitarios; Biopolimeros; Modelos animais; Coelhos

Purpose: To evaluate histologically the integration process of cellulose gel produced
by Zoogloea sp when implanted into rabbits’ eviscerated eyes. Methods: This
experimental study employed 36 eyes of 18 rabbits subjected to evisceration of their
right eyes. The sclerocorneal bag was sutured and filled with biopolymer from sugar
cane in the gel state. All animals were clinically examined by biomicroscopy until the
day of their sacrifice which occurred on the 7°, 30°, 60t°, 90t°, 120t°, or 240t° day.
The eyeballs obtained, including the left eyes considered controls were sent for
histopathological study by optical macroscopy and microscopy. Tissue staining
techniques used included hematoxylin-eosin, Masson trichrome (with aniline),
Gomori trichrome, Van Gienson, Picrosirius red, and periodic acid-Schiff (PAS).
Results: No clinical signs of infection, allergy, toxicity, or extrusion were observed
throughout the experiment. The corneas were relatively preserved. Macroscopic
examination revealed a decrease of ~ 8% in the volume of the bulbs implanted with
the biopolymer. After cutting, the sclerocorneal bag was solid, compact, elastic, and
resistant to traction, with a smooth and whitish surface, and showed no signs of

necrosis or liquefaction. The episcleral tissues were somewhat hypertrophied. The
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histological preparations studied in different colors revealed an initial
lymphoplasmacytic infiltration, replaced by a fibroblastic response and proliferation of
histiocytes, along with formation of giant cells. Few polymorphonuclearneutrophils
and eosinophils were also found. Neovascularization and collagen deposition were
present in all animals starting from day 30° although on the 240° day of the
experiment the chronic inflammatory response, neovascularization and collagen
deposition had not yet reached the center of the implant. Conclusion: In this model,
the cellulose gel produced by Zoogloea sp proved to be biocompatible and integrated
into the orbits. Morphometric, immunohistochemical and biodegradability studies
should be performed in the future. Keywords: Eye enucleation; Eye evisceration;
Bioprosthesis; Eye, artificial; Saccharum; Orbital implants; Biopolymers; Models,
animal; Rabbits

INTRODUCAO

As cirurgias de evisceragdo, nucleagdo e tratamento reparativo da cavidade
onoftdlmica permanecem sendo procedimentos traumatizantes e desafiantes do
ponto de vista psicoldgico, tanto para o paciente e para o oftalmologista. Hoje, em
todo o mundo, o nimero de pacientes que tém sido formalmente indicado para
esses tipos de cirurgias continua elevado™?. Além disso, o sentimento de perda do
globo ocular, a evisceracao ou Enucleacao predispde o individuo a defeitos estéticos
tais como Enoftalmia, aprofundamento do sulco superior da palpebra, ptose,
transferéncia incompleta do movimento para a protese, reducao do fornice inferior e
flacidez da palpebra inferior®.

Na tentativa de reduzir estes resultados decepcionantes, a biotecnologia tem
proporcionado na oftalmologia uma gama de implantes e préteses, cada vez mais
aprimoradas para a plasticidade funcional, biocompatibilidade e integrado ao
hospedeiro™®.

Existem varios tipos de implantes utilizados para substituicdo do conteudo orbital de
cavidades anophthalmica, no entanto, estes implantes podem ser distribuidos em
dois principais grupos. Esses grupos consistem o0s implantes ndo integraveis,

inertes, como vidro e polimetilmetacrilato e os implantes integrados, que tém sido
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utilizados desde a década de 1980 e incluem esferas de hidroxiapatita e polietileno
poroso de 6xido de aluminio®®"

Além dos problemas estéticos, qualquer implante orbital existente, integrado ou néo,
pode submeterao paciente a extrusao, infeccdo e deiscéncia da conjuntiva. Existem
varias causas para estas complicacdes. Um delas poderia ser o fato de que os
implantes se movem junto com o contetdo orbital, e as proteses externas podem
causar traumas repetidos na superficie da conjuntiva. Portanto, areconstrugdo da
cavidade anofthalmica com um polimero integrado com uma superficie suave e
macia poderia ajudar a diminuir a frequiéncia de implante orbital & extrusdo®°*2),

Na industria médica e farmacéutica a celulose estd sendo testada como um
substituto para os vasos sanguineos, como envelope para 0s nervos periféricos,
crescimento de tecidos cartilaginosos, substrato de cultura de células, curativos
bioldgicos para queimaduras e para uso na fabricacdo de préteses de numerosos,
outrosdispositivos em oftalmologia veterinaria®**.

Um polimero de celulose, obtido por sintese bacteriana de melaco de cana de
acucar, tem sido estudado no laboratério de microbiologia Industrial em Carpina,
Estacdo Experimental de cana / Universidade Rural de Pernambuco, desde 1990. E
um exopolissacarideo produzido a partir da bactéria Zooglea sp, isolada no
departamento de antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Este
polimero esta sendo usado para o desenvolvimento de proteses com aplicacdes em
diferentes subéreas da cirurgia®.

Em seu estado puro, o polimero tem baixa toxicidade elevada biocompatibilidade,
elasticidade, resisténcia a tracao, flexibilidade, e ele ainda pode ser modelado de
maneiras diferentes, incluindo como um gel, cumprindo assim 0s requisitos
necessarios para a fabricacéo de implantes bioldgicos®?2.

O gel de biopolimero celulésico € obtido por fermentacdo bacteriana de Zooglea
sp foi utilizado com sucesso na corregcéo experimental de refluxo vesicoureteral em
cées; no entanto, os tipos de reacgOes celulares que caracterizam a integracdo do
implante n&o foram estudados em detalhe®. Um implante orbital consistindo de gel
de polietileno poroso foi testado sem sucesso por Ferrazand et al®. O gel de

polietileno mostrou enorme inchago quando em contacto com os tecidos orbitais.
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Estudos histopatoldgicos em casos onde polietilieno poroso e hidroxiapatita foram
usados como os implantes de Oftalmologia integrados inicialmente revelam uma
reacdo inflamatoria crénica na linha de fronteira entre o implante e o tecido do
hospedeiro. Histiocitos, fibroblastico e proliferacdo de neovasos ocorreram
juntamente com a formagdo de células multinucleadas do tipo corpo
estranho. Finalmente, a deposicao de fibras colagenas indica reparacao e integracao
do implante para hospedeiro®>2",

Neste estudo, um modelo experimental utilizando coelhos propde-se avaliar,
histologicamente, o processo de integracdo de um implante artificial de gel de

celulose, produzido por Zoogloea sp, usados para restaurar olhos eviscerados.

METODOS

Este estudo empregou 36 olhos de 18 coelhos, saudavel, jovem, Califérnia mesticos
de. Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos de 3 animais por
grupo. Durante o experimento, todos os animais foram submetidos a evisceracgéo de
seu olho direito, de acordo com uma técnica cirirgica recomendada em cirurgia
oftalmica; no entanto, a cérnea foi preservada. Os olhos esquerdos n&o foram
manipulados e serviu como clinicos e anatdbmicos patologicos controles.

O saco de esclerocorneal foi suturado com Vicryl® 6.0 em pontos continuos . Para
facilitar os exames poés-operatérios, a cOrnea nado sofreu revestimento
conjuntival. Ap6s o fechamento, a cavidade sclerocorneal foi preenchida com ~ 4,0
mL de gel de biopolimero de cana de agucar, previamente esterilizado por irradiagéo
gama. Nos olhos operados,foi aplicada uma combinagédo de ciprofloxacina e a
dexametasona na forma de uma pomada (Cilodex®), uma vez por dia durante os
primeiros sete dias apos o experimento. Os animais formaram os grupos de acordo
com o dia da sua eutanasia e enucleagdo dos dos olhos direto e esquerdo assim:
Grupo G7 eutanasia no 7° dia da cirurgia de evisceragéao e reconstrucao, G30 no 30°
dia e assim sucessivamente nos grupos G60, G90, G120 e finalmemte no G240.
Todos os procedimentos médicos e cirurgicos foram realizados de acordo com um
protocolo previamente aprovado pelo Comité de ética de experimentagdo animal da
UFPE.
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ESTUDOS CLINICOS

Todos os animais foram submetidos a exame de biomicroscopio do segmento
anterior de ambos os olhos com uma lampada de fenda. Este exame foi inicialmente
realizado a cada 24 horas e ap6so 7° dia, semanalmente, até o dia do
sacrificio. Estes testes foram conduzidos principalmente para observar os seguintes
sinais:

 Na conjuntiva: edema, hiperemia, quemose, deiscéncia de ferida cirargica,
extrusdo, secrecdo,hemorragia purulenta e hipertrofia celular (papilar, foliculos e
granulomas).

* Na cérnea: turvacdo, presenca de Ulceras,escoriacfes epiteliais, perfuracdo do

parenquimatosa, turvacao endotelial, exudato (leucoma).

ESTUDOS ANATOMOPATOLOGICOS

Apés o sacrificio, todos os animais tiveram os dois olhos enucleados e foram
colocados imediatamente em solugéo de formalina 10% tamponada por um periodo
de 48 horas. ApGs a fixacdo completa, os bolbos foram submetidos ao exame
macroscopico, realizado em 2 etapas: A primeira fase envolveu medir os diametros
(tamanhos) de bulbos, direitos e esquerdos, por um paquimetro digital precisao, bem
como a descricao da superficie externa dos bulbos, juntamente com os tecidos peri-
oculares, usando uma lupa estereotaxica Olympus com uma ampliagéo de x10.

Na segunda etapa, as lampadas foram cortadas em um plano sagital em seus
maiores diametros formando duas calotas aproximadamente iguais, sempre em
pares, direita e esquerda, com um total de 4 tampas para cada animal. Para dar
continuidade ao exame com a lupa, foram avaliados os seguintes parametros na
superficia de corte: forma, cor, textura, presenca ou auséncia de extrusbes de
implante, exsudados e consisténcia fisica.

No final do exame macroscoOpico, as calotas foram lavadas em agua destilada,
colocadas em etanol a 70% e processadas por técnicas histoldgicas classicas com
impregnacao de parafina. Amicrotomia foi realizada em cortes semi seriais de 5
micrdmetros e os cortes foram corados para analise e documentacgéo fotografica sob

microscopia de luz branca. No caso do Pricrosirius red, o exame foi feito usando



47

também luz polarizada. Foram utilizados os seguintes técnicas de coloracao:
hematoxilina-eosina, do tricromo Masson (com anilina azul), tricromo Gomory, Van
Gienson, Picrosirius vermelho e acido periddico-Schiff (PAS).

Para analise histoldgica qualitativa,utilizou-se um microscopio 6tico Olympus BX53
com uma camera digital de DP71 com aumento de400X, para identificacdo de
infiltrados mononucleares (linfocitos e plasmacitos), polimorfonucleares neutréfilos e
eosindfilos, células gigantes multinucleadas, neovasos, fibroblastos, septo vascular e
deposicdo de fibras coldgenas na intimidade do implante. Nas cérneas foram
examinadas: edema, infiltracdo celular, persisténcia do endotélio e
neovascularizagdo ou pannus. Pesquisou-se também por sinais histologicos de
necrose, calcificagdo, hemorragia, restos de bactérias, restos de sutura, extruséo do
implante e persisténcia do implante natural sem celularidade ou vascularizagao. A
presenca de células gigantes multinucleadas e neovasos foram ordenadas de
acordo com o nimero de eventos por campo ao microscopico.

A presenca ou a auséncia dessas variaveis foram gravadas em uma planilha

construida especificamente para esta finalidade.

RESULTADOS

Os exames clinicos realizados nosolhos eviscerados e recomposto com
biopolimeros mostrou ligeira ou moderada hiperemia conjuntival com secrecao de
serobloody nos primeiros dias do experimento, que desapareceu completamente no
7° dia N&o foi observado sinais clinicos de infec¢do, alergias, toxicidade ou extrusdo
durante o experimento (Figura 1). As cornea em todos 0s animais permaneceram
clarase transparentes durante os primeiros 90 dias do experimento. Exame ao
biomicroscopio com lampada de fenda ndo revelou nenhuma evidéncia de
precipitados, perfuracdo da cérnea ou extrusdo do implante acima a conjuntiva em
qualguer um dos animais. Os olhos esquerdos, considerado controles, néo

revelaram nenhuma alteracao durante o experimento (Figura 1).
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showing compact substance, whitish, solid, and surrounded by an elastic sdera with
normal color and consistency. C Orbital aspect of an albing animal that received the
implant Gel 210 days earlier. Mote that vessels within the implant through the comea
are still partially transparent. D) Final appearance of 3 human prosthesison the implant,
animal on day 210 of the expariment.

Exames macroscoépicos de olhos esquerdos (controles), realizados ap6s 48 horas de
fixacdo em formol, revelaram diametro médio axial de 17,16 mm, medida ao
didmetro maior, ou seja, partir do apice da cornea com a esclera posterior na
insercdo do nervo Optico. As corneas e outros tecidos oculares ndo apresentaram
anormalidades. Os bulbos certo, aqueles evisceradas e preenchidos por gel de
celulose, apresentou uma reducdo em seus didmetros antero-posterior, medindo
uma media de 16,10 milimetros. As cérneas manteve-se relativamente claras, e a
esclera com coloragdo e consisténcia sem alteracdes. Os tecidos episcleral estava
ligeiramente hipertrofiada e acastanhada. Aos cortes, asuperficie do contetdo do era

compacta, esbranquicada, soOlida e um pouco elastico ao toque pelas
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extremidades. N&o havia sinais de liquefagcdo de conteudo foram observadas (Figura
1. b). Em alguns bulbos, pequenas linhas escuras e descontinuadas foram
observadas entre a esclera e os biopolimeros.

Exames microscépicos

A analise histologica qualitativa (Figura 2) revelou infiltrados monomorfonucleares
(linfocitos e plasmacitos) (Figura 3) nos animais sacrificados a partir do grupo G30.
O infiltrado de polimorfonucleares (neutréfilos e eosinéfilos) estava presente desde o
inicio do experimento, mas parecia ser baixa ou mesmo ausente em alguns animais
apos 60 dias. Deposicdo de fibras coladgenas, fibroblastos e células gigantes
multinucleadas (Figura 3D) estavam presentes em todos os animais a partir de dia
30 (Figura 3B). Os vasos na intimidade do implante (Figura 3), edema da cornea e
infiltracdo celular j& tinham aparecido nos animais sacrificados no 7° dia. Presenca
de colec¢bes de calcio ocorreu em 8 animais, enquanto necrose ocorreu em apenas
em animal 60.1. Sinais sugestivos de restos bacterianos estavam presentes apenas
no animal 7.1. Nas preparacdes de varios animais identificou-se restos de suturas e
pequenas extrusdes de gel. No 240’ dia do experimento, a resposta inflamatéria era
cronica, no entando a neovascularizacdo, a deposicédo de colageno ainda nao tinha
chegado do ao centro do implante. A monocamada de células endoteliais da cornea
(Figura 3A) era pouco visivel nos animais 240.1 e 240.2.
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Figure 2. The histological study was conducted to identify cells involved in the phenomena of
infections, allergies or inflammation (acute or chronic).
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O estudo histolégico foi realizado para identificar as células envolvidas nos

fendbmenos de infeccdes, alergias ou inflamacgé&o (aguda ou cronica).



51

o ek B e . Ay T

Figure 3. A) Masson trichrome (x100). Biopolymer-cornea Interface: comeal epithelium,
membrane of Bowman, stroma, and Descemet, relativaly preserved. In some points, we
see remains of the endothelial monoclayer. Deposit of collagen fibers and neovasculari-
zation of the implant surface. B} Masson trichrome- x200: interior of the implanted gel:
lymphocytic infiftration, multinucleated giant cells, neovessels, and collagen deposition
reprasented by tones of blua aniline. C} Hematoxylin-eosin (HEx200). Intarior of the
implanted substance: infiltrated lymphoplasmacyte that passes through the scleral
tissue and reaches the interior. HistioCytes amanged in multinucieated giant cells for-
ming a granuloma. Presence of vacuoles with biopolymerinthe cytoplasm of these calls.
Also observe indicative points of neovascularization. D) Hematoxylin-eosin (HEx100).
Sclera-polymer interface: Tissue showing congestion and edema. Scleras showing their
charactenstic longitudinal fibars. Prosence of numerous multinucleatad cells.

DISCUSSAO

No exame clinico (Figura 1 C), a auséncia de edema, hiperemia conjuntival,
proliferacdo papilar ou folicular, secre¢cdes (mucopurulenta e bloodymucus),
perfuracdo ou opacificacdo corneal nos olhos que receberam o polimero sugere que
ndo havia nenhuma doenca clinicamente aguda com a participacdo de bactérias de
alta viruléncia, como ocorre na extrusdo de implantes sélido ®”. Também n&o havia
sinais de processo agudo, alérgico ou toxico, que teria sugerido uma falta de
biocompatibilidade. Estudos de citotoxicidade oferecem suporte a essas conclusoes,
porque eles mostraram o biopolimero de cana de acglUcar possue uma
biocompatibilidade semelhante de politetrafluoretiieno expandido (PTFE) e
polipropileno (Prolene®), que sdo amplamente usadas em geral e oftalmolédgicas

cirurgias.®

O estudo macroscépico demonstrou que o implante diminuiu ~ 8% do seu volume
original. Porque o gel de polimero em seu estado natural é rico em agua®”, e os
tecidoescleral e periocular tem uma maior concentracdo de &agua, esperava-se
encontrar uma diminuicdo do volume do implante devido a fuga de solvente,
seguindo o gradiente de concentracdo. Em humanos, esta reducéo seria faforavel

porque isso corresponderia ao volume adicional da prétese (Figura 1). Por outro


http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0004-27492012000400010%26lng%3Den%26nrm%3Diso%26tlng%3Den%23fig01cd
http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=en&to=pt&a=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0004-27492012000400010%26lng%3Den%26nrm%3Diso%26tlng%3Den%23fig01cd

52

lado, nos estudos de engenharia de tecido que utilizam celulose produzida por
bactérias, podem ser misturados com varias substancias que alteram suas taxas de
desidratacgéo, biocompatibilidade, biodegradabilidade ou caracteristicas
biomecanicas. Portanto, pode exercer controle sobre o volume final de um implante

de gel.

A nao-liquefaccdo de seu implante em todos os animais incluindo o saco de
esclerocorneal, suporta o argumento de que n&do havia nenhuma infeccdo ou agao
proteolitica na esclera, cérnea ou em seu conteudo(figura 1B). No entanto, a
hipertrofia do tecido episcleral indica que a inflamacao induzida pelo implante foi
além dos limites do seu continente, atingiu outros tecidos. Isso é semelhante ao que
pode acontecer no estudos histopatolégicos experimentais usando outros
6rgaos™®. Em particular, os achados histolégicos no presente estudo, mostrando
micro-extrusoes, inicialmente sugeriram que a sutura do saco sclerocorneal deveria
ser tdo precisa quanto possivel. Na realidade, estes microestrusfesexplicam as
hipertrofias dos tecidos episcleral vistos nos exames macroscopicos. Esses achados
nao afetou o exame com a lampada de fenda porque o vazamento de gel sempre foi

contido pelo revestimento da capsula ocular.

Achados histologicos comprovam os exames clinicos, que o biopolimero implantado
ndo e téxico e biocompativel®®. Houve necrose focal em apenas um animal, e que
estava relacionado com restos de material de sutura. Havia hemorragias em
amostras histoldgicas, apenas em animais 7.2 e 7.3, e eles provavelmente estavam
relacionados com a técnica de cirurgia. Em alguns animais, houve a presenca de
calcificagcdo, mas nédo havia nenhuma relagdo com areas de necrose, que exclui as

chances de uma calcificagao distréfica.

Apesar da evisceragao rigorosa, em alguns animais, havia pequenas quantidades de
material cristalino e tecido da Uvea. Estudos sobre a patologia da uveite tém
mostrado que os tecidos da Uvea (iris, corpo ciliar e coréide) e o material cristalino,
guando traumatizado, podem desencadear uma resposta inflamatéria mediada

inicialmente por monomorphonuclear linfocitos e células plasmaticas. Esta resposta
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€ geralmente seguida por uma resposta Histiocitica com a possibilidade de formacgéo
de tipo corpo estrangeiro-células gigantes multinucleadas, localizado precisamente
com o resto do material em questdo 9. E interessante notar, no entanto, que, no
presente estudo, a reacdo inflamatéria cronica ocorreu indiscriminadamente em
todos os locais estudados em todos 0s animais, independentemente da presenca ou
auséncia de residuos da Uvea ou cristalinos. Em estudos histopatolégicos usando
celulose liofilizado em lesGes de nervos periféricos em cées, 0s pesquisadores
observaram a presenca de uma reacdao fibroblasica crénica (tipo corpo estranho com

células multinucleadas gigantes), que foi seguida pela deposicéo de colageno®®.

No presente estudo, coloracdo especial (Van Gienson, tricromio de Masson,
Gomory, Picrosirius vermelho e acido periédico-Schiff (PAS) (Figura 4A, B, C e D)
identificou-se uma neovascularizagéo,inflamacdo cronica fibroplasia, bem como
deposicdo de coldgeno em todos os animais a partir do 30° dia. Nos mesmos
animais, a presenca dessas fibras apareceu a seguir as células gigantes
multinucleadas e o0 neovasos como eles entraram o material implantado. O colageno
ndo apenas forma uma capsula murando ao redor do implante, mas também penetra
a intimidade do material (Figura 4A). Esta penetragéo foi bem evidenciada naqueles
animais que passaram mais tempo no experimento. A0 observar 0 neogenesis
vascular na preparacdo de diversos animais durante o experimento, notamos que
tinha as mesmas caracteristicas, comecando na periferia e avancando em direcéo
ao centro; Além disso, foi maior nos animais que sobreviveram mais tempo antes do
sacrificio. Varios cortes histolégicos de diferentes animais mostraram cortes
longitudinais desses vasos, formando septos vasculares (Figura 3). Vale ressaltar
gue mesmo na ultimos animais sacrificados no dia 240, o centro do implante nao
havia sido ocupado por células, vasose por fibras de colageno. Os fen6bmenos
patoldgicos descritos acima sustentam a integracdo do implante ao hospedeiro e
foram semelhantes aos fendbmenos observados em estudos anteriores, incluindo os
revisado por Sami, envolvendo outros materiais e implantes®’?”. Ao usar um
implante de polietileno integrado, Ferraz e colegas observados a formacédo de uma
pseudo capsula em torno desta substancia e neovasos, juntamente com tecidos

fibrovasculares preenchendo o0s espagos entre o0s grédos do material®®. Em
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microscopia de luz branca, fibras compostas de tiposcolageno foram identificados
sendo acidofilo e cor de rosa com eosina, verde com Gomori tricromo, azul com
Masson (com anilina), magenta com van Gienson e vermelho com vermelho Sirius
(Figura 4). No entanto, fibras reticulares, formadas principalmente de colageno tipo
lll, sdo observadas como finas linhas pretas usando o método do PAS. Por outro
lado, quando nas preparagbes coloridas com Sirius vermelho sdo vistos por
microscopia de luz polarizada, devido a birrefringéncia das fibras colagenas, cores
de comprimentos de onda diferentes podem ser identificadas que variam de
vermelho para verde, passando por laranja e amarelo. Os tons mais vermelhos
representam o colageno maduro (tipo 1) com fibras mais grossas, enquanto os tons
de verdes e amarelo surgeremum colageno imaturo fino ou fibras reticulares (tipo
11)®9. De acordo com as descricdes acima na literatura, neste experimento, em
microscopia de luz polarizada das preparacdes coloridas com Sirius vermelho
mostrou tons coloridos contra um fundo escuro; especialmente em animais
sacrificaram em ou apés o dia 30. Estas imagens de cor, variando do vermelho ao
verde, passando pelo amarelo e laranja, sugerem fortemente a presenca de
depdsitos de fibras de colageno. Estudos imuno-histoquimicos futuro irdo identificar
todos os tipos de coldgenos depositados durante a implantacdo de um implante de
gel de biopolimero de cana-de-agucar. Tendo em vista estes resultados, é evidente
que a deposicdo de colageno apdés uma resposta fibroblastica e evascular
representa um excelente sinal de reparacdo e remodelamento da matriz extracelular,

bem como da biointegracdo do implate.
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Figure 4. &) Colored with Picrosirius red (x200) under white light showing the intimacy
of the implant whera the cytoplasm of multinucleated cells display their large vacuoles
containing biopolymers. Note neovessels and collagen fibers invading the interior
of the implant. B} Wan Gienson: x100: Histopathology of the gal on the interface with
the comea, showing cormeal edema and deep stromal neovascularization. Deposit of
collagen fibers between Descemet membrane and the biopolymer. Neovascularization
of the periphery of the gel implant. Cell nuclei are dark, indistinct, and interspersed with
the implanted material, as well a5 the cytoplasm of multinucleated cells. C) Histology
aspect of the biopotymer gelimplant showing deposition of collagen material between
muitinucleated giant cells with the sclera. Mote greater histiocytic and fibroblastic
activity in the periphery and center of the implant: periodic acid-5chiff (PAS) x100. )
Histopathological aspact of the biopolymer gel implant colored with PAS, to a greater
increase (x200), showing in particular the intense magenta colomtion, suggesting the
presonce of collagen materal.

CONCLUSAO

Neste modelo experimental, o gel de celulose produzido por Zoogloea sp de melago
de cana de acucar foi mostrado para ser integrado, biocompativel e atoxico para as

Orbitas de coelhos.

Novos estudos experimentais, especialmente morfométricos, imuno-histoquimica e
biodegradabilidade devem ser conduzidos usando o mesmo material, ndo s6 para
consolidar os resultados acima, mas também acabar ou cantar sua utilizagdo em

outros animais e também em humanos.
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RESUMO

OBJETIVOS: Analisar a proliferacédo celular em geral, a angiogénese, a proliferacao
de células multinucleadas gigantes e a fibrogénese, por técnicas de histomorfométria
e imunohistoquimica. METODOS: Foram utilizados dezoito coelhos, distribuidos em
seis grupos de trés animais.Todos submetidos a evisceracdo dos seus olhos
direitos, sendo a cavidade andéftalmicapreenchida totalmente com gel celuldsico
obtido da fermentagdo bacteriana. Os bulbos oculares extraidos dos animais foram
fixados em formalina a 10%, tamponada por 48 h, e depois seccionados no plano
sagital em seu maior diametro, originando duas calotas aproximadamente iguais que
foram processadas para obtencé@o de cortes histolégicos semi-seriados em seguida
corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e o Tricromio de Masson. Foram escolhidos
aleatoriamente cinco cortes de cada animal e em cada corte foram colhidas cinco
fotomicrografias de campos periféricos distintos, sob o aumento de 100X,
capturando-se um total de vinte e cinco fotomicrografias por cada animal, isto é, 75
fotos por grupo. Nos campos corados pela HE foram quantificadas a densidade de
superficie (Sv) da populacdo celular em geral, dos vasos sanguineose
especificamente das células multinucleadas gigantes (CMG), usando para tal o
programa ImageJ. Naqueles cortes com coloragao tricromica, sob aumento de 200X,
foi quantificada a Sv de fibras coldgenas,neste caso usando o método de
segmentacdo de cores e 0 programa image pro-plus 4.5®. A andlise estatistica foi
realizada usando-se média,desvio padréo,coeficiente de variagéo e teste de Kruskal-
Wallis. Foram feitas comparag6es multiplas do referido teste ao nivel de significancia
de 5%. Os cortes histolégicos foram também imunomarcados com anticorpos anti-
colageno tipo |, anti-coldgeno tipo Ill e Anti-CD31 procedendo-se a andlise
imunohistoquimica. Foi realizado também imunofluorescéncia indireta do coldgeno |I.
RESULTADOS: A Média da densidade dos diversos tipos celulares e das células
multinucleadas gigantes, no interior do implante, apresentou uma tendéncia
crescente até o centésimo vigésimo (120°) dia do experimento, seguindo-se de uma
discreta diminuicdo no ducentésimo quadragésimo (240°) dia. A média da densidade
do colageno cresceu até o nonagésimo (90°) dia, quando admitiu uma tendéncia
decrescente. A média do percentual de vasos obedeceu uma tendéncia crescente
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em todo periodo de avaliagdo, ressalvando-se uma oscilagcéo entre o trigésimo (30°)
e 0 sexagésimo (60°) dia. A imunohistoquimica identificou as fibras colagenas | e llI,
além da proliferacdo de células endoteliais. A imunoflurescéncia indireta demonstrou
também a presenca de fibras colagenas I. CONCLUSOES: O implante celuldsico
nas orbitas de coelhos permitiu a proliferacdo de diversos tipos celulares, de vasos,
de células multinucleadas gigantes, bem como adeposi¢do de colagenos durante
240 dias. Os estudos imunohistoquimicos demostraram a presenca de colagenos
tipo | e Il e proliferacdo endotelial. A imunofluorescéncia indireta também
demonstrou a presenca do coladgeno I. Fica, portanto, ratificado que o gel celulésico,
usado neste experimento, além de biocompativel, se integrou as Orbitas dos

coelhos.

Descritores em Ciéncias da Saude/DeCS: Cavidade anoftalmica, Coelhos,

Bioprotese gel,Cana de acucar, Implantes orbitarios integrados.

ABSTRAT

PURPOSE: To analyze cellular proliferation in general, angiogenesis, proliferation of
multinucleated giant cells and fibrogenesis by histomorphometry and
immunohistochemistry techniques. METHODS: Eighteen rabbits were randomly
divided into six groups of three animais.Todos undergoing evisceration of his right
eye, and the cavity completely andftalmicapreenchida with cellulose gel obtained
from bacterial fermentation. The ocular bulbs extracted from the animals were fixed
in 10% formalin buffered for 48 h, and then sectioned in the sagittal plane of its
largest diameter, originating two approximately equal caps that have been processed
to obtain then semi-serial histological sections stained by hematoxylin-eosin (HE)
and Masson trichrome. Randomly selected sections from each animal five and each
cut photomicrographs were taken five distinct peripheral fields under 100X, capturing
a total of twenty-five photomicrographs per animal, i.e. 75 pictures per group. In the
fields stained by HE were quantified surface density (Sv) of the cell population in
general, specifically of vessels sanguineose of multinucleated giant cells (CMG),

using for this the ImageJ software. Those cuts with trichrome staining under
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increased 200X, was quantified Sv of collagen fibers, in this case using the color
segmentation method and the pro-plus 4.5® image program. Statistical analysis was
performed using mean, standard deviation, coefficient of variation and the Kruskal-
Wallis test. multiple comparisons of that test at a significance level of 5% were made.
Histological sections were also immunostained with anti-type | collagen, anti-collagen
type Il and Anti-CD31 proceeding to immunohistochemical analysis. It was also
performed immunofluorescence assay of collagen I. RESULTS: The average density
of the various cell types and giant cells within the implant, showed a rising trend until
the twenty hundredth (120th) day of the experiment, followed by the a slight decrease
in the two hundred and forty (240) day. The average collagen density increased until
the ninetieth (90) day, when he admitted a downward trend. The average percentage
of vessels followed a growing trend throughout the evaluation period, pointing out to
an oscillation between the thirtieth (30°) and the sixtieth (60) day.
Immunohistochemistry identified collagen | and Il fibers, and the proliferation of
endothelial cells. The indirect immunofluorescence also showed the presence of
collagen fibers I. CONCLUSION: The cellulosic implantation in rabbits orbits allowed
the proliferation of several cell types, vessels, multinucleated giant cells, and the
deposition of collagen during 240 days. Immunohistochemical studies demonstrated
the presence of collagen type | and Ill and endothelial proliferation. Indirect
immunofluorescence also showed the presence of collagen I. It is therefore ratified
the cellulose gel used in this experiment, and biocompatible, joined the orbits of
rabbits.

Descriptors: Health Sciences/MeSH: anophthalmic Cavity, Rabbits, gel

bioprosthesis, cane sugar, integrated orbital implants.

INTRODUCAO

Os tratamentos reparadores da cavidade anoftalmica, ap0s as cirurgias de
evisceragcdo e enucleardo, continuam sendo procedimentos desafiadores e

traumatizantes do ponto de vista psicologico, tanto para o doente quanto para o
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oftalmologista. Atualmente, em todo mundo, continua alto o numero de pacientes
com indicacéo formal para esses tipos de cirurgia®.

Sao inumeros os tipos de implantes utilizados para reposicdo do contetudo
orbitario das cavidades anoftalmicas. Qualquer tipo de implante orbitario, integrado
ou nao, além dos problemas estéticos, esta sujeito a deiscéncia conjuntival, infec¢éo
e extrusdo. S&o consideramos implantes integrados aqueles que permitem
proliferacdo celular no seu interior, tornando-se inclusive vascularizados e n&o
apenas aqueles de movimentos integrados implante-protese®™.

Uso médico da celulose de origem bacteriana tem sido ampliado nos dltimos
anos. Diferente da celulose vegetal, a celulose bacteriana possui biocompatibilidade,
biodegradabilidade, alto teor de pureza (ndo contém substancias tdéxicas como a
lignina), alta estabilidade térmica, alta cristalinidade além de um grande poder de
retencdo de 4gua. Essas caracteristicas e propriedades podem atuar como fatores
facilitadores no desencadeamento do processo cicatricial, porém sofrem variacdes
de acordo com o sitio de implantac&o no organismo vivo>®1719:20. 21,22

Dentre os processos de sintese de biopolimero celulésico bacteriano, esta
aquele desenvolvido, desde 1990, no Laboratorio de Microbiologia Industrial da
Estacdo Experimental de Cana de AcuUcar — Carpina, da Universidade Rural de
Pernambuco. Trata-se de celulose pura obtida por sintese com bactéria Zoogleia
sp., tendo melaco da cana de aclcar como substrato’.

No Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco, foi realizada, experimentalmente em coelhos, a reconstrucdo de
cavidades anoftalmicas pds-evisceracdo usando-se para tal um implante de gel
celulésico produzido pela Zoogleia sp. Neste caso, o implante mostrou-se integrado,
maleavel, de superficie lisa e ndo téxico para as Orbitas de coelhos. Estas
qualidades, sem duvida, podem ajudar nas pesquisas para diminuicdo da frequéncia
de extrusdo dos implantes orbitarios. Todavia melhores estudos, principalmente
histomorfométricos e imunohistoquimicos, foram idealizados para melhor qualificar e
guantificar as reagfes de biocompatibilidade e integracdo deste material ao
organismo®. A biocompatibilidade representa a capacidade do biomaterial, prétese

ou dispositivo permitir ao hospedeiro (paciente ou usuario) realizar uma determinada
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funcdo sem prejuizo para o organismo®?*%. A integracdo representa o conjunto de
reacOes tissulares, inclusive vascularizacdo do implante, resultantes de uma
biocompatibilidade duradoura®®*92%23:28

Todos os biomateriais aplicados em tecidos humanos e animais, sob a forma
de préteses ou dispositivos médicos, levam a respostas caracteristicas desses
tecidos (biorreatividade). Essas respostas fazem parte de uma rota fisiopatolégica
que inclui injaria, interacdo sangue-material, formacdo de uma matriz extracelular
proviséria, reacdo inflamatéria aguda e crbnica, formagéo de tecido de granulacgéo,
cicatrizacdo da ferida, reacdo tipo corpo estranho e resposta fibrosa com
encapsulamento do biomaterial. A quantificacdo destas respostas e o tempo de
duracédo das mesmas tornam-se importantes para o estabelecimento do rendimento,
da seguranca e da regulacéo de seu uso®**?>%.

Com o objetivo de investigar detalhes dos processos de integracdo e
biocompatibilidade de um implante de gel celulésico em cavidades anoftalmicas de
coelhos, foi proposto o presente trabalho, para avaliar dentro do implante, a
proliferacdo celular em geral; a angiogénese, a proliferacdo de células
multinucleadas gigantes e a fibrogénese por técnica de histomorfometria, além de
ratificar a presenca da proliferacdo endotelial e a fibrogénese por técnicas

imunohistoquimica.

MATERIAL E METODOS

No Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), em convénio com a
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), foi realizado estudo experimental,
longitudinal, descritivo, no periodo de 2012 a 2015.

Foram utilizados dezoito coelhos machos da raca California, saudaveis, jovens (com
cinco meses de idade) e peso médio de 2,6 kg. A escolha dos coelhos, como animal
de experimento, obedeceu a recomendagdo das pesquisas oftalmologicas
translacionais, envolvendo préteses e implantes humanos® ° Durante o experimento,

todos os animais foram igualmente submetidos a evisceracdo dos seus olhos

direitos, de acordo com técnica preconizada na oftalmologia cirargica. Os olhos
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esquerdos ndo foram manipulados e serviram para controle clinico e
anatomopatolégico.Osanimais foram operados pelo mesmo cirurgido oftadlmico e

receberam visitas diarias do médico veterinario durante os 240 dias do experimento.

Cada coelho foi anestesiado com injecdo intramuscular da solucdo de
ketamina® (0,35 ml/kg peso) e xilasina® (0,25 mi/kg peso). Apés evisceracéo do olho
direito, o saco esclerocorneano foi suturado continuamente com Vicryl®6.0. A
capsula de Tenon e a conjuntiva foram suturadas separadamente da esclera em
pontos continuos com fio Vicryl® 7.0.Para facilitar exames pés-operatérios, a cérnea
nao sofreu recobrimento conjuntival. Depois de suturada, a cavidade foi preenchida
totalmente com gel celulésico bacteriano , previamente esterilizados por irradiacédo
gama®. Os eventuais locais de vazamentos ao longo da sutura ecleral, foram
corrigidos com pontos isolados do mesmo material. Nestes olhos operados, uma
combinagdo de dexametasona e ciprofloxacino, na apresentacédo farmacéutica de
pomada (Cilodex®)foi aplicada, uma vez por dia, durante os primeiros sete dias da
experiéncia. Os animais com suspeita de dor foram tratados com DipironaSddica,
50 a 100 mg/kg por via sub-cutanea, a cada oito horas.

Os coelhos foram distribuidos em seis grupos, cada um com trés animais.
Cada grupo recebeu a denominacgdo do dia da eutanasia e enucleacdo dos seus
componentes ou seja um numeral representativo do periodo de vida apds implante.
G7 com eutanasia ao sétimo dia, G30 ao trigésimo dia, e assim por diante, nos
grupos G60, G90, G120 e G240°.

Os bulbos oculares extraidos dos animais foram fixados em formalina a 10%,
tamponada, por 48 h. Cada bulbo foi seccionado no plano sagital do seu maior
diametro, originando duas calotas de tamanhos aproximadamente iguais. Seguiu-se
a inclusdo das mesmas em parafina. Procedendo-se, entdo, a microtomia para
obtencdo de cortes histolégicos semi-seriados. Nestes cortes, corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e o Tricromio de Masson, foram escolhidos aleatoriamente
cinco preparacoes histologicas de por animal e em cada um deles foram colhidas
cinco (05) fotomicrografias de campos periféricos distintos, sob o aumento de 100X,
capturando-se um total de vinte e cinco (25) fotomicrografias por cada animal, isto é

setenta e cinco (75) fotos por grupo. Nos campos corados pela HE foram
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quantificadas a densidade de superficie (Sv) da populacdo celular em geral, dos
vasos sanguineose especificamente das células multinucleadas gigantes
(CMG).Esses parametros foram calculados usando-se um sistema de grade-teste

M42, projetada na imagem por meio do programa ImageJ*****?

, respeitando a
formula Sv=Pp/Pt, na qual Sv é a densidade de superficie de uma determinada
estrutura, Pp é o nUmero de pontos que tocam a estrutura desejada, e Pt € o nimero
de pontos do sistema de grade-teste utilizado’. Os resultados de Sv foram
expressos em porcentagem. Naqueles cortes com coloracdo tricromica, sob
aumento de 200X,foi quantificada a Sv de fibras colagenas, neste caso usando o

101213 "no programa Image Pré-plus 4.5° (Media

método de segmentacdo de cores
Cybernetics, Silver Spring, EUA). Todas as fotomicrografias foram capturadas com o
sistema Zeiss® (modelo AXIO, Oberkochen, Alemanha).

A ratificagdo da proliferacdo fibrosa e vascular foi realizada com a
identificagcdo da presenca e a localizacdo especifica dos tipos de colagenos, bem
como das células endoteliais. Para tanto, cortes histolégicos foram imunomarcados
com anticorpos anti-coldgeno tipo | (Ab6308 mouse monoclonal, Abcam® Lote
796041, diluicdo 1:100), anti-colageno tipo Il (Ab 6310 mouse monoclonal, Abcam®
Lote 724022, diluicdo 1:300). Anti-CD31 (Ab24590 mouse monoclonal Abcam® Lote
8065433, diluicdo 1:100). Resumidamente, os cortes foram submetidos a
recuperagdo antigénica enzimética com tripsina, eliminacdo da peroxidase endégena
com peroxido de hidrogénio, bloqueio de antigenos inespecificos, antes da
incubacdo com o anticorpo priméario por 60 minutos em camara umida a 36°C. A
incubacdo com o anticorpo secundario e a revelacdo foi realizada seguindo as
orientacdes do fabricante do Kit (DAB, Histostar plus®, Invitrogen®). Os cortes ainda
foram contrastados com hematoxilina de Harris.

O coldgeno tipo | foi também imunomarcado, com 0 mesmo anticorpo, pela
técnica de imunofluorescéncia indireta. Os cortes foram observados no microscépio
de epi-iluminagdo com lampada fluorescente (Olympus BX51, Téquio, Japdo) com
camera digital acoplada (Olympus DP72, Téquio, Japao).

A andlise estatistica dos dados foi realizada considerando duas situagdes:

a) MEDIA DOS CAMPOS POR ANIMAL (n = 3 animais por grupo).
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b) MEDIAS DAS LAMINAS (n = 15 Iaminas por grupo).

Os dados foram analisados descritivamente por média, desvio padrao,
coeficiente de variacdo, e, inferencialmente, pelo teste Kruskal-Wallis com
comparacdes multiplas do referido teste ao nivel de significancia de 5%. A escolha
do teste foi feita em fungdo do numero de animais em cada grupo sugerido pelo
comité de ética.

Este trabalho foi desenvolvido dentro dos preceitos éticos recomendados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisas Envolvendo Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco, sob CAAE n° 23076.005297/2008-87,
respeitando os principios propostos pela Associagdo para Pesquisa em Visdo e
Oftalmologia (ARVO).

RESULTADOS ESTATISTICOS

Quanto a densidade de superficie dos diversos tipos celulares que
proliferaram no interior do implante, a Tabela 1 mostra que a média do percentual da
densidade celular cresceu do sétimo (7°) ao centésimo vigésimo (120°) dia, tendo
uma pequena reducdo no ducentésimo quadragésimo (240°) dia. A variabilidade
expressa pelo CV ndo se mostrou elevada (< 50%), tanto na avaliagdo por animal
guanto por lamina. Foi verificada diferenga significativa entre os grupos (p<0,05),
sendo confirmada esta diferenca entre os grupos G7, G30 e G60, dos G90 e G120,
além do G7 e G30 do G240.
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Tabela 1 — Densidade de superficie (Sv) da populagdo celular em geral na periferia do

implante. Avaliagdes por animal e por lamina.

Avaliacdo por animal Avaliagdo por lamina
Grupos )

Média dp CV (%) dp CV (%)
G7 16,15 " 1,35 8,36 3,09 19,13
G30 22,274 5,44 24,43 5,63 25,28
G60 33,60 "¢ 15,77 46,93 15,08 44,88
G90 57,69 ° 4,91 8,51 15,23 26,40
G120 62,86 ° 24,96 39,71 13,19 20,98
G240 52,85 °¢ 10,83 20,49 18,25 34,53

Legenda: dp — desvio-padrdo CV — coeficiente de variacdo

(*): Diferenca significativa em nivel de 5,0%.

p=0,033 pelo teste de Kruskal-Wallis com comparag¢des do referido teste.

Nos testes de comparagdes multiplas se todas as letras sdo distintas se comprovam diferencas
significativas entre os grupos correspondentes.

Fonte: Dados dos Autores

Grafico 1-Média do percentual total de densidade celular segundo o grupo.
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Quanto a densidade de vasos sanguineos formados no interior do implante a
tabela 2, mostra a média do percentual de vasos sanguineos tanto por animal
quanto por lamina. Esta tabela mostra que a média foi menor no grupo G7 (0,43),
maior no grupo G240 (10,41), seguida do grupo G30 (6,75) e cresceu do G60(4,17)
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em diante até o final do experimento. Foi verificada diferenca significativa (p<0,05)
entre os grupos e as comparag¢des multiplas mostraram diferencas do grupo G240
com os demais; o grupo G7 foi também diferente de todos, exceto do G60; 0 grupo
G30 foi diferente do G60 e G90. Em relagdo a variabilidade esta ndo foi elevada
exceto no G7(<50%);com excecdo do G90 que apresentou mesmo CV nas duas
formas de avaliacdo, nos demais grupos, esta foi mais elevada quando se utilizou os

dados por lamina que por animal.

Tabela 2 — Densidade de superficie (Sv) dos vasos formados na periferia do implante.
Avaliagdes por animal e por lamina.

Avaliacdo por animal Avaliagdo por lamina
Grupos o

Média dp CV (%) dp CV (%)
G7 0,43 " 0,69 160,47 0,84 195,35
G30 6,75 ° 1,54 22,81 2,53 37,48
G60 4,17 "¢ 0,79 18,94 1,46 35,01
G90 5,65 °¢ 2,63 46,55 2,63 46,55
G120 6,64 ° 0,57 8,58 1,57 23,64
G240 10,41 ° 1,28 12,30 2,20 21,13

Legenda: dp — desvio-padrdo CV — coeficiente de variacdo

(*): Diferenca significativa em nivel de 5,0%.

p = 0,016 pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagdes do referido teste.

Nos testes de comparagGes multiplas se todas as letras sdo distintas se comprovam diferencas
significativas entre os grupos correspondentes.

Fonte: Dados dos Autores
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Grafico 2-Média do percentual de vasos segundo o grupo.
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Quanto a densidade de células multinucleadas gigantes que proliferaram no
interior do implante, a Tabela 3 mostra a auséncia das mesmas no Grupo G7 (7 dias
apos o implante), e a presenca nos outros grupos com o aumento da média com o
tempo de avaliacdo até 120° dia. Houve uma reducdo do G120 para G240, voltando
ao valor préximo do G90. O teste estatistico mostrou diferenca significativaentre os
grupos (p < 0,05). Os testes de comparacdes multiplas comprovam diferencas dos
grupos G7 e G60 de todos, exceto com G30. Por sua vez 0G30 foi diferente do G90,
G120 e G240.A variabilidade por animal ndo se mostrou elevada (<50%), e, por
lamina oscilou de baixa (<30%) a razoavelmente elevada (72,6% noG30).
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Tabela 3 — Densidade de superficie da proliferacdo de células multinucleadas gigantes

naperiferia do implante. Avaliagdes por animal e por lamina.

Grupos Avaliacdo por animal Avaliagdo por lamina

Média Dp CV (%) dp CV (%)
G7 0,00" 0,00 ok 0,00 ok
G30 3,917 2,32 59,34 2,84 72,63
G60 14,90 ° 7,25 48,66 7,80 52,35
G90 39,35 10,76 27,34 10,91 27,73
G120 47,85 ¢ 23,13 48,34 21,49 44,91
G240 39,11°¢ 11,89 30,40 11,69 29,89

Legenda: dp — desvio-padréo CV — coeficiente de variacdo

(*): Diferenca significativa em nivel de 5,0%.

(**): Nao foi determinado devido ao valor do desvio padréo nulo.

p=0,011 pelo teste de Kruskal-Wallis com comparag¢des do referido teste.

Nos testes de comparagGes multiplas se todas as letras sdo distintas se comprovam diferencas
significativas entre os grupos correspondentes.

Fonte: Dados dos Autores

Grafico 3-Média do percentual de GMC segundo o grupo.
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Quanto a densidade de superficie (Sv) do colageno depositado no interior do
implante durante o experimento, a Tabela 4 mostra que a média foi nula no grupo
G7, foi 13,10 no grupo G30 e 33,03 no grupo G90; a partir deste grupo passou a
reduzir, tendo valor de 31,06 no grupo 120, e, baixando ainda mais, chegando a

13,57 no grupo G240 , portanto proximo do G30. Foi verificada diferenca significativa
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entre os grupos (p < 0,05) sendo registradas as mesmas entre G7 dos demais, do
G30, G60 e G240 com os grupos G90 e G120. A variabilidade nao foi elevada
(<50%) em todos os grupos em ambas as analises. Correspondentemente sendo

maior na avaliacéo por lamina do que por animal.

Tabela 4 Densidade de superficie da deposicdo de colageno na periferia do implante.
Avaliagdes por animal e por lamina.

Grupos Avaliacdo por animal Avaliagdo por lamina

Média dp CV (%) Dp CV (%)
G7 0,00* 0,00 *k 0,00 *k
G30 13,10 ° 4,16 31,76 5,46 41,68
G60 17,32 ° 6,54 37,76 7,24 41,80
G90 33,03° 5,38 16,29 11,19 33,88
G120 31,06 © 6,28 20,22 11,46 36,90
G240 13,57 ° 2,82 20,78 5,37 39,57

(*): Diferenca significativa em nivel de 5,0%.

(**): Nao foi determinado devido ao valor do desvio padréo nulo.

p=0,012 pelo teste de Kruskal-Wallis com comparag¢des do referido teste.

Obs. Nos testes de comparagbes multiplas se todas as letras sdo distintas se comprovam
diferencas significativas entre os grupos correspondentes.

Fonte: Dados dos Autores

Grafico 4-Média do percentual do percentual de coldgeno segundo o grupo.
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RESULTADOS IMUNOHISTOQUIMICOS

O estudo imunohistoquimico, usando os anticorpos especificos, mostrou dois
tipos de colageno, tipo | e tipo I, presentes a partir do trigésimo dia do experimento.
As fibras em questdo foram depositadas num padréo centripeto, isto €, da periferia
para o centro, e, sempre secundéria a ocupacdo do gel por células (figuras 1,2,3 e
4). Nos locais do implante, ainda ndo ocupado por células, as fibras coladgenas néo
foram depositadas. O colageno tipo |, imunomarcado pela técnica de
imunofluorescéncia indireta mostrou positividade desta fibra na periferia do implante,
junto a esclera. Esta técnica evidenciou as fibras colagenas tipo | em verde, o0s
nucleos celulares em azul e o gel celulésico, ainda pouco povoado por células e sem

deposicao de fibras, em cinza escuro (Figura 4).

A analise imunohstoquimica, utlizando o anticorpo CD31, permitiu a
marcacdo das células endoteliais com localizacdo especifica e precoce dos vasos
sanguineos. A partir do grupo G7, foi possivel identificar dentro do implante,
pequenos brotamentos endoteliais. Nos grupos G30 e G60 foram evidenciados
vasos mais organizados, sugestivos de vénulas e arteriolas. Estes vasos, nos
grupos subsequentes, diminuem em quantidade, porém, apresentavam-se melhor
definidos e de maior calibre, permitindo assim a diferenciacdo histolégica entre veias
e artérias, alguns deles, extensos e margeados por tecido conjuntivo fibroso. Foi
possivel ainda, identificar longos vasos que se propagavam de uma margem a outra

do implante (figura 5).
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Figura 1 - Imunohistoquimica para coladgeno tipo I, colageno tipo lll e imunofluorescéncia
indireta para o colageno tipo |, todos nainterface (*) da esclera com implante.

Tadl

_f:"f_. 2

Legenda: A= Observa-se positividade do colageno | na matriz extracelular permeando as células
multinucleadas gigantes. Aumento 100X. B = Detalhe da positividade para o colageno | na matriz
extracelular permeando as células multinucleadas gigantes. Aumento 200X. C Observa-se
positividade do coladgeno Ill na matriz extracelular permeando as células multinucleadas gigantes.
Aumento 100X. D = Imunofluorescéncia indireta da deposicao de coldgeno do tipo | no implante de
um animal do grupo G90. Area inferior da foto representa a interface escleral do implante. Enquanto a
parte superior da mesma representa as porgdes mais centrais do mesmo. Perceber a predominancia
(positividade) do verde fluorescente deste colageno | na parte inferior da foto. Em azul os nucleos
celulares. A parte extrema e superior da foto, vista em cinza escuro, representa o gel celulésico ainda
pouco povoado por células e sem deposi¢édo de colageno.
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Figura 2 — Imunohistoquimica para antigeno citoplasmatico especifico em células endoteliais
pelo CD31; Células multinucleadas gigantes coradas por HE no animal do grupo G240;
Fotomicrografia panoramica montada do olho do animal nimero 3 do grupo G90 corada por
HE;Detalhe da interface cérneo-implante HE 100X.
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Legenda: A= observa-se positividade no endotélio de vasos sanguineos dentro do implante.
Aumento 200X; B =células gigantes multinucleadas dentro do implante, apresentando grande
citoplasma central, vacuolos de diversos didmetros contendo resquicios de biopolimeros e
nucleos periféricos. Aumento 400X; C = perceber maior densidade celular na interface
escleral (seta preta) do implante contrastando com a interface corneana (seta branca); D =
integridade do endotélio (seta preta)e do epitélio corneano (seta branca) HE 100X.

DISCUSSAO

A investigacdo do processo de integracdo do implante de gel celulésico em
cavidades anoftalmicas, possibilitou a comprovacao da presenca de proliferacdo de
células em geral, da proliferacdo endotelial,a angiogénese, a proliferacdo de células
multinucleadas gigantes e a fibrogénese.
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Ao analisar o percentual de densidade celular (Tabela 1) que representa a
ocupacgdo do implante por células de variados tipos, se identifica a presenca das
mesmas desde a primeira semana. O implante esteve povoado por células, embora
em peqgueno namero, ja no grupo G7. No processo foi observada uma tendéncia
crescente da medida em questdo desde que, a média foi menos elevada entre os
animais sacrificados com 7 dias (16,15%), mais elevada entre os sacrificados com
120 dias (62,86%), com apenas uma pequena reducao no grupo G240°(52,85 %).A
variabilidade ndo se mostrou elevada desde que os valores dos desvios padrao nao
foram superiores aos valores das medias correspondentes (CV < 50% em todos 0s
grupos na avaliagédo a partir das médias dos campos por animal ou na avaliagdo das
médias dos campos por lamina). Ressalte-se a presenca de diferencas significantes
entre as médias dos animais: os grupos G7 e G30 foram diferentes dos demais
grupos, excetodo grupo G60; o grupo G60 foi diferente dos grupos G90 e G120.

A implantacdo de 6rgdos artificiais, dispositivos médicos ou biomateriais
resultam em injuria e iniciacdo de uma resposta inflamatoéria. O tipo de proliferacédo
celular, sua intensidade (densidade) e o tempo de duracdo da mesma tém sido
muito usados para aferir a biocompatibilidade e integracdo do material
implantado?,®,®**. Como observado anteriormente por nosso grupo®, a implantacéo
do gel celulésico de origem bacteriana nos olhos eviscerados de coelhos suscita
uma resposta inflamatéria aguda, de curta duracdo, com presenca de
polimorfonucleares neutréfilos, seguida logo depois de uma resposta crénica, com
predominio de linfocitos e plasmécitos, além de marcada participacdo de
macrofagos e fibroblastos. Essa resposta crénica ja acontece nos primeiros dias do
experimento e se acompanhada de neovasogénese, sintese de fibras colagenas,
associada a intensa formacdo de células multinucleadas gigantes® A injaria
promovida pelo ato de implantacdo, o tamanho, a forma, a topografia, além das
propriedades fisicas e quimicas do biomaterial sdo fatores importantes para a
qualidade dessas respostas. Dai a importancia dos tratamentos quimicos propostos
para superficie do implante em geral. Diversos autores obtiveram resultados

9,11

semelhantes com outros materiais e tecidos™ “sempre valorizando a intensidade e o

tempo de duracdo da resposta celular inflamatéria.
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A densidade celular crescente, evidenciada na Tabela 1, para animais com
até 240 dias de implantacdo, mostra sem duvida que o gel celulésico de origem
bacteriana em questdo € um excelente meio para a proliferacdo celular,
independente da natureza dessas células. Isto corrobora com o Iégico raciocinio de
biocompatibilidade. Varios trabalhos experimentais, em tecidos diferentes,
demonstram que a inoculacdo do biopolimero celuldsico, sob a forma gel ou soélida,
oferece 0 mesmo ambiente de biocompatibilidade observado na presente
pesquisa™*™*°.

A proliferacdo celular no interior do biopolimero celulésico também depende
de diversos outros fatores, dentre 0s quais 0S poros existentes na matéria
implantada. No caso do gel, esses poros sdo de aproximadamente 0,8 a 10
micrometros®>?%. Poros pequenos facilitam a quimiotaxia tissular para o leito do
biopolimero celulésico®, como também a vasogénese exercendo assim efeito de
barreira contra a contaminacdo bacteriana. Por outro lado, o gel celuldsico
representa um artificio que aumenta o contato do biopolimero com as diferentes
populacdes celulares e seus mecanismos moleculares, resultando em melhores
condicles de biointegracao.

Quando voltamos a analise da duracdo da resposta inflamatoria, observamos
que, até o 120° dia do experimento, a populacdo celular na periferia do implante
aumentou quantitativamente de forma significante. Ao identificar que, no centro do
saco escleral, ndo havia grande proliferacéo celular, mesmo no 240° dia, se pode
aventar a hipétese de que o processo de proliferacdo ocorre de forma centripeta.
Sendo assim, a analise quantitativa dos animais, decorridos 240 dias do transplante,
nao apresentou aumento celular porque os campos de avaliagcdo foram feitos
exclusivamente na periférica, e ndo central ou pelo menos intermediaria.

Mais ainda, o fato de o implante gel, no seu centro, ao final do experimento,
ndo estar ainda todo preenchido por células, pode sugerir uma proliferacdo mais
duradora ainda, isto é, de longa duragéo.

Partindo do principio que a proliferacdo celular em geral dentro do material
implantado diz respeito a sua biocompatibilidade e que a duracdo desta proliferacao
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indica a integracdo do mesmo?®, é plausivel afirmar que o gel celulésico, usado
neste experimento, além de biocompativel, se integrou as érbitas dos coelhos.

Como descrito na fisiopatologia da inflamacdo em vérios tecidos, logo no
primeiro contato do material implantado, existem alteracbes nos vasos preé-
existentes, por exemplo, remanescentes do saco escleral eviscerado. Nestes vasos,
ocorrem alteracées do fluxo, do calibre e da permeabilidade, que se associam a
modificagbes na populagdo hematolégica no sitio da cirurgia. Aumento da
permeabilidade da vasculatura pré-existente permite contato de mediadores
quimicos com o gel implantado. Agentes vasoativos, proteases plasmaticas,
leucotrienos, proteases lisossomais, radicais livres derivados do oxigénio, fatores de
agregacdo plaquetéria, citoquinas, fatores de crescimento, dantes restritos aos
espacos intravascular e intracelular, passam a figurar na superficie e intimidade do
implante, ratificando o papel importante da fibrinose no saco escleral recém
eviscerado. Na presente pesquisa, a vasogénese, precoce ja comprovada pela
histoquimica e agora ratificada pela imunohistoquimica parece ter contribuido
também para fibrinose, principal componente da matriz proviséria no inicio do
experimento, e, elemento importante para angiogénese (Figuras 5). Isto também
explica uma maior densidade celular na interface do material gel com o saco escleral
(Figura 1,2 e 3). Outros autores detectaram uma maior proliferacdo celular junto ao
saco escleral de cavidades anoftdlmicas nas proximidades da insercdo da
musculatura extraocular, sitio notadamente mais vascularizado. Na figura
panoramica do bulbo no dia 90 observamos uma maior proliferacdo celular na
interface escleral do implante que na interface corneana, sitio notadamente menos
vascularizado.

Ao sétimo dia, apdés implante, a densidade de vasos era pequena com
percentual inferior a 0,50%. Decorridos 30 dias, observou-se aumento do percentual
de vasos, o qual se reduziu aos 60 dias do implante, para aumentar gradativamente,
atingindo o maior percentual ap6s 240 dias (10,41 %) do implante (Tabela 2). As
diferencas entre os animais foram significativas e os teste “a posterior” indicaram

diferencas significativas entre: o grupo G240 foi diferente dos demais grupos; o
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grupo G7 foi diferentes dos demais exceto do G60; o grupo G60 foi diferente de G30
e G120.

A vasogénese, observada depois do sétimo dia dentro do implante,
provavelmente sob agédo de fatores de crescimento como VEGF, representa uma
maior interacdo implante-hospedeiro, realgcando mais ainda a tolerancia sistémica do
organismo para com a matéria implantada.E importante ressaltar que esta rica
vascularizagdo, permite uma rapida resposta anti-infecciosa no implante, e garante a
manutencdo da nutricdo tissular, bem como a acdo de farmacos no interior do
mesmo. Tudo isso corrobora com a integracdo do implante ao hospedeiro. A partir
do grupo G30 foi possivel identificar, dentro do implante, vasos sanguineos bem
definidos. Nos grupos subsequentes, esses vasos, apresentavam-se melhor
definidos, extensos e de maior calibre, permitindo assim a diferenciacdo morfolégica
entre veias e artérias(Figuras 2 A).

A reacgdo tipo corpo estranho, fase final da resposta inflamatéria e de
cicatrizacdo apOs a implantacdo de um biomaterial, compreende a formacdo de
células multinucleadas gigantes e afluxo de componentes do tecido de granulacéo,
isto é: macréfagos, fibroblastos e vasos capilares. A forma e a topografia da
superficie do material implantado determinam a composi¢cdo da reacédo tipo corpo

estranho®%*2°,

Elementos da reacdo tipo corpo estranho, como macrofagos e
células gigantes, podem persistir na interface tecido-implante por toda vida do
implante. Essas células tém sido relatadas em biomateriais implantados h& vinte e
oito anos, muito embora o “turnover” das mesmas nao seja conhecido. Adsorcéo de
proteinas plasméticas e ativagdo do complemento na superficie do material,
recrutamento de macréfagos com participacdo de citocinas e dos receptores de
integrinas, além da sinalizagdo e comunicacado entre células, sdo eventos prévios da
fusdo de macrofagos e formacdo de células multinucleadas gigantes tipo corpo
estranho. Trabalhos experimentais demonstram a importancia da interleucina 4 (IL-
4) na fusdo de macrofagos na superficie de biomateriais. A IL-13 também foi
confirmada como indutora de fusdo de macréfago derivado de mondécito. As acgdes
dessas interleucinas estao relacionadas com a presenca de receptor de manose na

superficie do macréfago. Em decorréncia de sua origem, as caracteristicas
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fenotipicas das células multinucleadas gigantes sao similares aos fendtipos
antigénicos dos macréfagos derivados de mondcitos™.
Varios trabalhos descrevem células multinucleadas gigantes especificamente

associadas a biomateriais™*%%%

, além dos varios tipos de células multinucleadas
gigantes presentes nos organismos em geral.

No presente trabalho, as células multinucleadas assumiram padrbes
morfoldgicos distintos com grande citoplasma central, ora homogéneo eosinofilico e
ora com muitos vacuolos de diversos diametros e aspecto espumoso, contendo ou
nao resquicios de biopolimero. Os nucleos estavam em sua grande maioria na
periferia do grande citoplasma, agrupados ou circundando todo o citoplasma
(semelhante a um rosario). Esses nucleos, em sua maioria, possuiam apenas um
nucléolo bem evidente e sua cromatina € finamente granular, disposta na periferia
da carioteca (Figura 2B). Células multinucleadas em outros experimentos foram
arroladas com participante do fendémeno de fagocitose frustada. A Tabela 3, mostra
0 comportamento da populacdo de células multinucleadas. Ao sétimo dia apoés
implante, essas células estavam ausentes em todos os cortes examinados. A partir
do trigésimo dia, entretanto, estiveram presentes e foram se tornando mais
frequentes com aumento dos valores das médias de 3,91% entre 0s animais
sacrificados com 30 dias até o 47,85% com 120 dias, sendo registrado um
decréscimo para 39,11% com 240 dias. A variabilidade oscilou de baixa (CV < 30%)
a razoavelmente elevada (entre 50% e 75%). A Tabela 3 demonstra diferencas
significativas entre os grupos G7 e G60 que foram diferentes dos demais, exceto do
grupo G30; o grupo G30, diferente dos grupos G90, G120 e G240.

Outro fendbmeno observado nesta pesquisa foi a fibrose (encapsulamento), a
qgual isola o implante, bem como a reacgao tipo corpo estranho do restante do tecido.
Vale salientar que em alguns casos esse encapsulamento fibroso pode limitar a
funcdo do implante. No presente trabalho, por se tratar de um implante orbitario, o
encapsulamento ndo deve ter muita influéncia na fungdo do mesmo. Um profundo
entendimento de como o sistema imunolégico interage com os biomateriais pode se
revelar crucial para a seguranca, a biocompatibilidade e a fungdo dos dispositivos ou

implantes estudados®®?,
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Na Tabela 4, observa-se que, decorridos sete dias do implante, ndo foram
identificadas fibras de colageno nos cortes, as quais foram detectadas a partir do
trigésimo dia. O percentual de fibras de coldgeno entdo foi aumentando até G90
(Médias variaram de 13,10% a 33,03%) e a partir de G90 houve pequena reducéo
de G90 para G120 (31,06%) e no grupo G240 a média foi aproximada do grupo G30.
A variabilidade ndo se mostrou elevada (<50%)nas duas formas de avaliacéo,
entretanto a citada medida foi mais elevada quando se analisou os resultados a
partir das células das laminas. Foi possivel identificar trés grupos com diferencas
estatisticas entre si no estudo do colageno. O grupo G7 foi marcado pela auséncia
de colageno; os grupos G30, G60 e G240 com valores médios que oscilaram de
13,10% a 17,32% e G90 e G120 com as maiores médias. O material celulésico
permitiu a fibrose e formacéo de cdpsula de colageno, o que representa a parte final
da cicatrizacdo de um bioimplante. Merece atencdo que a deposi¢cdo de colageno
também representa a formacdo de um tecido de granulacédo. A formacdo de novos
capilares também faz parte da granulacdo. Ao considerar 0 encapsulamento um
evento periférico ao implante, encontramos uma justificativa para o aumento
substancial do coldgeno até o 90° do experimento. Merece atencdo o fato de que a
quantificacdo do colageno foi feita nos campos periféricos do implante gel. Isto por
uma questdo ldégica, pois esta era a regido onde suspeitavamos que houvesse
deposito de colageno e formagdo de uma capsula fibrosa. Como pudemos
evidenciar pelos estudos histolégicos anteriores e 0s atuais imunohistoquimicos,
enquanto na periferia do implante se formava uma capsula de colageno, no centro
do implante novas fibras continuavam sendo depositadas. Ora, se 0os campos de
estudo do colageno fossem deslocados para o centro, € plausivel supor que a
Tabela 4 teria outra conformag&o e mostraria crescimento da deposi¢cédo do colageno
até o final do experimento (Figura 1, 2, 3 e 4).

As fibras colagenas, produzidas pelos fibroblastos e outros tipos celulares,
estdo envolvidas no armazenamento e transmissdo da energia elastica durante os
movimentos realizados pelos tecidos e 6érgaos vivos. As fibras colagenas do tipo |
representam 90% do colageno corporal humano. E o principal componente da matriz

extracelular de ossos, musculos, pele, tenddes, ligamentos, olhos, dentre outros. As
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fibras colagenas Ill sdo os principais componentes dos vasos sanguineos, nao
podendo haver integracdo de implante sem a presenca desse tipo de colageno®*.
O colageno tipo IV, embora ndo marcado no presente trabalho, contribui para a
formacdo de redes bidimensionais, sendo um dos principais componentes das
membranas basais. Nao é facilmente visivel por microscopia de luz, mas pode ser
evidenciado por técnicas de imuno-histoquimica®?>3!,

A deposicdo do colageno tipo Ill que acompanha a vascularizacdo de um
implante representa a integracdo do mesmo. Ja a deposi¢cdo do coladgeno tipo |
comprova a cicatrizagao plena bem como a remodelacgao final da matriz extracelular

presente no implante®?,

Embora visto em diversas colora¢des histoquimicas
especiais, inclusive o picrosirius red®, a exata comprovacéo dos tipos de colageno
envolvidos na reacéo de integracdo de um implante sé pode ser dada por técnicas
de imuno-histoquimica®.

Em trabalho anterior, esse grupo de pesquisa demonstrou que o implante de
gel celulésico se mostrou ndo toxico e ndo provocou doencga clinicamente aguda,
como alergia, infeccdo e extrusdo. Adicionalmente, foi ali também demonstrado que
as corneas, preservadas pela técnica de evisceracdo escolhida, permaneceram
transparentes até o fim do experimento (Figura 2D) apesar do intimo contato com o
gel celulésico, fato documentado histologicamente por preparacfes corneanas de
varios animais, coradas por hematoxilina-eosina, onde fica patente a integridade das
camadas daquele tecido, inclusive o endotélio. No entanto fica evidente que futuros
estudos exaustivos, de imunofluorescéncia e imunohistoquimica, devem ser feitos
no sentido de qualificar todos os tipos celulares presentes, fibras em geral
depositadas além dos mediadores inflamatérios quimicos na matriz extracelular.

Os estudos histomorfométricos, ao longo do experimento, demonstraram que
no interior dos implantes aconteceram taxas crescentes de proliferacado dos diversos
tipos celulares, dos vasos, das células multinucleadas gigantes, bem como da
deposicao de colagenos. Os estudos imunohistoquimicos ratificaram a presenca de
colagenos tipo | e Ill e a proliferacdo endotelial, comprovado que o gel celulésico,
usado neste experimento, além de biocompativel, se integrou as Orbitas dos

coelhos.
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CONCLUSOES

A biocompatibilidade do gel celuldsico no interior da cavidade anoftalmica
conferiu ao hospedeiro a manutengéo do volume normal do globo ocular, permitindo
ao mesmo as fun¢des motoras e estética sem maiores prejuizos para o organismo.
Esta biocompatibilidade deu sinais de ser duradoura e o conjunto de reacdes

tissulares indicam aintegracao do implante ao organismo.
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5 CONCLUSOES

Neste modeloexperimental, o gel de celulésico duzido por Zoogloea sp tendo
como substrato o melago de cana de agucar, foi comprovada a sua integragracéo as
Orbitas dos coelhos, demostrou ser biocompativel e atéxico para o organismo e 0
tecido heter6logo maleavel formado,resultou numa prétese biolégica por promover a

manutencgdo estéticas face e dos movimentos oculares.
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Use of a gel biopolymer for the
treatment of  eviscerated eyes:
experimental model in rabbits

Uso de um biopolimero na forma gel para o tratamento de olhos eviscerados: modelo
experimental em coelhos

2 2
Francisco de Assis Cordeiro-Barbosal, José Lamartine de Andrade Aguiarl, Mariana Montenegro de Melo Lira , Nicodemos Teles de Pontes Filho ,
Sidcley Bernardino-Araujo3

ABSTRACT

Purpose: To evaluate histologically the integration process of cellulose gel producedby Zoogloea sp when implanted into rabbits’
eviscerated eyes.

Methods: This experimental study employed 36 eyes of 18 rabbits subjected toevisceration of their right eyes. The sclerocorneal bag was sutured
and filled with biopolymer from sugar cane in the gel state. All animals were clinically exami-ned by biomicroscopy until the day of their sacrifice
which occurred on the 71h, 30" s 60‘h, 90“', 120“', or 240“' day. The eyeballs obtained, including the left eyes considered controls were sent for
histopathological study by optical macroscopy and microscopy. Tissue staining techniques used included hematoxylin-eosin, Masson trichrome
(with aniline), Gomori trichrome, Van Gienson, Picrosirius red, and periodic acid-Schiff (PAS).

Results: No clinical signs of infection, allergy, toxicity, or extrusion were observedthroughout the experiment. The corneas were relatively preserved.
Macroscopic examination revealed a decrease of ~ 8% in the volume of the bulbs implanted with the biopolymer. After cutting, the sclerocorneal bag was
solid, compact, elastic, and resistant to traction, with a smooth and whitish surface, and showed no signs of necrosis or liquefaction. The episcleral tissues
were somewhat hypertrophied. The histological preparations studied in different colors revealed an initial lympho- plasmacytic infiltration, replaced by a
fibroblastic response and proliferation of histiocytes, along with formation of giant cells. Few polymorphonuclearneutrophils and eosinophils were also found.
Neovascularization and collagen deposition were present in all animals starting from day 30; although on the 240" day of the experiment the chronic
inflammatory response, neovascularization and collagen deposition had not yet reached the center of the implant.

Conclusion: In this model, the cellulose gel produced byZoogloea spproved to bebiocompatible and integrated into the orbits. Morphometric,

immunohistochemical and biodegradability studies should be performed in the future.

Keywords: Eye enucleation; Eye evisceration; Bioprosthesis; Eye, artificial; Saccharum;Orbital implants; Biopolymers; Models, animal; Rabbits

RESUMO

Obijetivos: Avaliar histologicamente o processo de integragdo do gel da celulose pro-duzida pela Zoogloe asp implantado em olhos eviscerados de coelhos.

Métodos: Estudo experimental utilizando 36 olhos de 18 coelhos. Todos eles tiveram seusolhos direitos eviscerados. A bolsa escleral foi suturada e
preenchida com biopolimero da cana de aglcar, no estado gel. Todos os animais foram examinados clinicamente, sob biomicroscopia, até o dia de seus
sacrificios e enucleaces que aconteceram no 72, 302, 60%,90%120° e 240° dia. Os bulbos obtidos, inclusive os esquerdos, considera-dos controles, foram
encaminhados para estudo histopatologicos de macroscopia e microscopia éptica. As coloragdes pela hematoxilina-eosina, tricomio de Masson (com
anilina), tricomio de Gomori, Van Gienson e Picrosirius red e &cido periédico de Schiff (PAS) foram usadas.

Resultados: Durante o experimento ndo foram observados sinais clinicos de infeccdo,alergias, intoxicagdo ou extrusdo. As cérneas apresentavam-se relativamente pre-
servadas. Exame macroscopico revelou uma diminuigdo de aproximadamente 8% no volume dos bulbos nos quais o biopolimero foi implantado. O corte do saco escleral
mostrou um contetdo sélido, compacto, elastico, resistente a tragdo, com superficie lisa e brancacenta. Nao foram observados sinais de necrose, ou liquefagdo. O tecido
epiescleral estava algo hipertrofiado. As preparacdes histolégicas estudadas, nas diversas coloragdes, revelaram uma infiltracdo linfomonomorfonuclear inicial, substi-
tuida posteriormente por uma resposta fibroblastica e proliferacéo de histiécitos com formagéo de células multinucleadas gigantes. Foram também encontrados poucos
polimorfonucleares neutréfilos e eosindfilos. A partir do 30° dia houve proliferagdo vascular e deposi¢éo de calageno em todos os espécimes estudados, embora, no 240°
dia do experimento, a resposta inflamatéria cronica, a neovascularizagéo e a deposicdo do coldgeno ndo tinham ainda atingido o centro do implante.

Conclusédo: Neste modelo, o gel da celulose produzido pelaZoogloea sp,mostrou-sebiocompativel e integrado as 6rbitas. Estudos morfométrico,
imuno-histoquimico e de biodegradabilidade devem ser realizados futuramente.

Descritores: Enucleagéo ocular; Evisceragao do olho; Bioprétese; Olho artificial; Saccha-rum; Implantes orbitérios; Biopolimeros; Modelos animais; Coelhos
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PURPOSE: To compare the inflammatory reaction caused by the injection of a sugarcane biopolymer
(SCB) into the vocal fold ofrabbits with that caused by calcium hydroxyapatite (CaH).

METHODS: CaH (Radiesse®) and SCB gel were injected respectively into the right and left vocal cords of thirty
rabbits. The rabbitswere distributed into two equal groups and sacrificed at three and twelve weeks after injection.
We then evaluated the intensity of the inflammatory reaction, plus levels of neovascularization, fibrogenesis and
inflammatory changes in the vocal mucosa.

RESULTS: The vocal cords injected with CaH had a stronger inflammatory reaction by giant cells in
both study periods. The SCBgroup had a more intense inflammatory involvement of
polymorphonuclear cells three weeks after injection. SCB caused a higher level of neovascularization
compared with CaH three weeks after the procedure.

CONCLUSION: Whereas calcium hydroxyapatite triggers a more intense and lasting inflammatory
reaction mediated by giant cells,sugarcane biopolymer causes a greater response from polymorphonuclear
leukocytes, as well as higher levels of vneoascularization three weeks after injection.
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Abstract The main pathology associated with Schistosomia-sis mansoni is granulomatous inflammation that may
developinto hepatosplenic disease with fibrosis and hepatoespleno-megaly. It is known that N-acetyl-L-cysteine (NAC)
reduces tissue damage in chronic liver diseases owing to its anti-inflammatory, antioxidant, and detoxifying properties. In
this study, we investigated the imunohistopathological changes in murine schistosomiasis mansoni under the influence of
NAC, in combination with Praziquantel (PZQ) or not. Three groups of mice were formed to evaluate the effects of NAC
during infection in the acute, intermediate, and chronic phases. Each
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group was further subdivided into four subgroups: NAC, PZQ, NAC+PZQ and control (without treatment). Oral ad-
ministration of NAC (200 mg/kg/day) was carried out on the first day after infection for the acute phase and on the
45th for the intermediate and chronic phases for 59 and 45, 75 days, respectively. PZQ (100 mg/kg/day), was given
orally by ga-vage from the 45th to 49th day after infection. Histopatholog-ical analysis of liver tissue provided
evidence that combined NAC+PZQ treatment reduced the development of granulo-mas observed in the chronic phase.
Animals treated with NAC and/or PZQ showed a reduction in the size of granulomas and all those treated with NAC
exhibited a lower degree of fibro-sis. In all groups, NAC decreased the synthesis of interferon-y and nitric oxide, while
increasing the levels of interleukin-10, but it did not influence the production of interleukin-4. On the whole, NAC
treatment induced an immunomodulatory effect and reduced liver damage during the granulomatous inflam-mation in
S. mansoni-infected mice.

Introduction

Schistosomiasis is a parasitic infection caused by the trem-atode species of helminth of the genus Schistosoma, which is
found throughout the world. It is present in 76 countries and territories, where approximately 300 million people are infected
and 20 million of these develop severe chronic complications that result in about 500,000 deaths per year (Chitsulo et al.
2000; Bina and Prata 2003; Blanchard 2004).

The lack of vaccines and the ineffectiveness of public health interventions made chemotherapy the only
available

@ Springer
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Hydrogel of polysaccharide of sugarcane molasses as carrier of bone
morphogenetic protein in the reconstruction of critical bone

defects in rats®

Martinho Dinoa Medeiros Janior', Elaine Judite de Amorim Carvalho", Ivson Souza Catunda'", Sidcley

Bernardino-Araﬂjo'V, José Lamartine de Andrade AguiarV
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IVBioIogist, Department of Pathology and Laboratory of Immunopathology KeizoAssami, UFPE, Recife-PE, Brazil.
Histological techniques.

V' Associate Professor, Department of Surgery, Postgraduate Program in Surgery, UFPE, Recife-PE, Brazil. Conception,
design and supervised all phases of the study, manuscript writing.

ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate the benefit of using carriers such as the biopolymer gel (hidrogel of
polysaccharide of sugarcane molasses)associated with the bone morphogenetic proteins (BMP’s) in the repair of
critical bone defects in calvaria of Wistar rats. METHODS: Forty-two rats were submitted to a surgical calvaria
bone defects. These animals were divided into two experimentalgroups, positive control group and negative
control group. The Group | the calvaria defect was filled up with biopolymer gel, biological membrane,
BMP and lyophilized graft. The Group Il was treated with biopolymer gel, BMP and lyophilized graft. And the
group 11 (positive control group) was treated with BMP, lyophilized graft and biological membrane. In the
negative control group (Group 1V) a defect was made in the rat calvaria and the animals were sacrificed
immediately after the surgery. The animals of experimental groups and positive control group were
slaughtered after subsequent periods of 90 and 180 days. In these periods, the histological analysis and image
assessment by cone bean tomographic imaging were obtained.

RESULTS: There was highest bone tissue formation with statistically significant results in the groups
that associated biopolymer geland membrane (Group 1), followed by the group Il (BMP, lyophilized graft
and biological membrane). The lower bone formation occurred in the group not using the sugarcane biopolymer
gel (Group I1). The radiolucent areas of the analyzes of 180 days among the groups studied were respectively,
14.98 mmz, 26.65 mm?2 and 35.81 mm?2.

CONCLUSION: The biopolymer gel showed to be an excellent bone morphogenetic protein carrier, probably
by facilitating thecontrolled release of these proteins in the process of bone repair.

Key words: Bone Regeneration. Bone Transplantation. Bone Morphogenetic Proteins. Rats.
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ANEXO A — Carta de aprovacio do Comité de Etica

Universidude Federal de Pernambuceo
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prot. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 E1] 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.cch.ufpe .br

Recife, 08 de maio de 2008

Oficic n® 25/08

Da Comissao de Etica em Experimentagao Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Franscico de Assis Cordeiro Barbosa

Departamento de Cirurgia - CCS

Universidade Feceral de Pernambuco

Processo n® 23076.005297/2008-87

Os membros da Comissao de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Uriversidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “REACOES DOS TECIDOS PERIOCULARES A IMPLANTACAO DE
PROTESE CONSTITUIDA DO BIOPOLIMERO DE CANA DE ACUCAR: MODELO
EXPERIMENTAL EM COELHOS".

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag&io Animal e cam as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo adotadas como critérios de
avaliagio e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do usc de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel aos protocolos experimenais

realizados.

Alenciosamente,
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