UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

“IMPLANTE DE CIMENTO DE ALFA-FOSFATO TRICALCICO
DE DUPLA PEGA MUNIDO DE CANAIS DE INTERCONEXAO
EM ORBITA DE COELHOS”

Deusdete Conceicao Gomes Junior

Médico Veterinario

2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

“IMPLANTE DE CIMENTO DE ALFA-FOSFATO TRICALCICO
DE DUPLA PEGA MUNIDO DE CANAIS DE INTERCONEXAO
EM ORBITA DE COELHOS”

Deusdete Conceicdo Gomes Junior

Orientador: Prof. Dr. Carlos Roberto Daleck
Coorientador: Prof. Dr. Jodo Moreira da Costa Neto

Profa. Dra. Arianne Pontes Oria

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencao do titulo de Mestre
em Medicina Veterinaria (Cirurgia Veterinaria).

2012



Gomes Junior, Deusdete Concei¢do
G663i Implante de cimento de alfa-fosfato tricalcico de dupla pega
munido de canais de interconexdo em orbita de coelhos /
Deusdete Conceicdo Gomes Junior. — — Jaboticabal, 2012
xii, 47 f. :il. ; 29 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, 2012

Orientador: Carlos Roberto Daleck

Banca examinadora: Jodo Moreira da Costa Neto, Andrigo
Barboza De Nardi, Duvaldo Eurides

Bibliografia

1. Cirurgia. 2. Hidroxiapatita. 3. Protese ocular. 1. Titulo. II.
Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:617.7:636.92

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da
Informacéo — Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de
Jaboticabal. e-mail: deusvet@yahoo.com.br






DADOS CURRICULARES DO AUTOR

DEUSDETE CONCEICAO GOMES JUNIOR - nascido em 21 de agosto de
1986. Graduou-se em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal da Bahia
(UFBA - Bahia - Brasil) em fevereiro de 2011. Durante a graduacao realizou estagios
no Setor de Cirurgia do Hospital da Escola de Medicina Veterinaria da UFBA, onde
foi convidado para iniciagdo cientifica e monitoria da disciplina Técnica Cirlrgica
Veterinaria. Em marco de 2011 ingressou no curso de Mestrado do Programa de
Po6s-Graduacdo em Cirurgia Veterinaria na Faculdade de ciéncias Agrérias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, campus de Jaboticabal (UNESP -

Séo Paulo - Brasil).



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus, Senhor do Bonfim, todo poderoso, que
me deu forca e serenidade para concluir a dissertagdo, juntamente com minha
Nossa Senhora Aparecida, meu Sao Jorge, meu Sao Jerbnimo e meu Sao Miguel
Arcanjo, que proporcionaram saude e alegria de conviver com todos os que me

cercam.

Aos meus pais, Nilma e Deusdete, pela educag&o, apoio emocional e

financeiro para que continuasse a trilhar meu caminho.

A minha esposa Nete, que me aturou ao longo destes anos, sendo por
diversas vezes trocada por horas estudo, ainda na esperanca de um dia poder ter

um pouco mais de mim. Estamos quase 14, te amo.

Aos meus irmdos: Douglas, lane, Nil, Dete, Nade, Lene, Jane e SuU e
sobrinhos: Adriele, Diego, Jo&o, Tici e Larissa pelos sorrisos e energia para que

continuar seguindo meu sonho.

Ao Jodo, a Arianne e ao Daleck, muito mais que orientadores, grandes
mestres que extravasam inspiracdo, dedicacdo e competéncia. Serei dedicado e

farei um tudo para merecer a honra de ter sido orientado por voceés.

A Arianne, ao Francisco, a Miucha e a Renata pelos esclarecimentos em

relacdo a clinica e oftalmologia veterinaria.

Ao Hospital de Medicina Veterinéria, na figura do Prof. Carlos Humberto e
residentes por propiciar minha qualificacao profissional.

A Estrela, Humbertinho e o pessoal da Patologia da UFBA, pela amizade, o

auxilio na confeccao das laminas e leitura histopatologica.



Ao prof. Luis Alberto, por disponibilizar os implantes utilizados no experimento

e pelos esclarecimentos durante a execucéo dos trabalhos.

A todos os professores da pos graduacao, sobretudo o Aramis, o Camacho, o

Daleck e a Silvana pelas excelentes aulas ministradas.

A Emanoel e Rodrigo por terem compartilhado os momentos tristes e felizes

nesta cidade, e pelos diversos auxilios para a conclusdo deste trabalho.

Aos pirobinhos: Diana, Vini e Joelma pela presenca em quase todos o0s

momentos.

A KOI, Rosa e tantos outros amigos, pela recepc¢ao, carinho e atencgéo.

A todo pessoal da Cardiologia e Oftalmologia da UNESP pela agradavel

recepcao.

Aos animais utilizados neste experimento.

Ao CNPq e a sociedade brasileira por financiar os meus estudos. Tera valido
guando o implante for amplamente utilizado nos servi¢os de saude do pais.



vii

SUMARIO

CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS .......ccceveueee. viii
TITULO - RESUMO ...ttt ettt e e e e e e e e e snsbte e e e e e s snnbneaaeeenns iX
LI N = 1S Y 1 ¥ R X
LISTA DE FIGURAS . ...t e e et e e et e e e e e e aaa e e eeaanns Xi
1. INTRODUGAOD. ..ottt ettt eas sttt ettt eae e etestestesreeneesae e 1
2. REVISAO DE LITERATURA . .....o ot iteeeee ettt e ettt eve et 3
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt sn s 13
O I e 10 =T oW =] T o T TP RPPPPPPPPN 13
3.1.1 Confeccéo dos implantes do o-TCP-l.......uuuviiiiiiiiiiiie e 13

3.1.2 Avaliacdo macroscoépica dos implantes e por microscopia eletrénica
(o L= g = To [U] = WO PRTPPRPPP 14
3.2 SEQUNAA BLAPA. ..eeeteeieeeiee et 16
3.2.1 Implantes €M @NIMAIS.........uuuuuuuuiiiie e e e e eee e e e et e e e e e e e eeeeeeeanes 16
3.2.2 CONSIAEragles ELICAS.........cuiiuurriiiieiiiieee it et e e e e e e e e e e es s e eeeeeeeens 17
3.2.3 Procedimentos CiFUIQICOS. ........uuuurirriiiiieeeieeeeaeaeeeaeeesssssebneeeseeeeeeeeeeneees 17
I Tt Y 1T (=] - 17
3.2.3.2 Enucleacéo e insercdo do implante em Orbita ............cccccoeeeiiiiiiinnnnns 18
3.2.4 Cuidados POS-0PEratOriOS. .......ccevvveieiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e 19
3.2.5 Protocolos de avali@Gao0...........eeeiiiiiieiiiiii i 20
3.2.5.1 AValiaGao0 CHNICA........ueveiieeeiiiiieie et 20
3.2.5.2 Coleta das amOSIIaS.......ccciuurriiiiiiiiie et 20
3.2.5.3 Andlise MOorfoldgiCa.......cccoeeeiiiieieiiciieeee e 21
A, RESULTADOS. ... sttt e e et e e e e e e et e e e et e e aae e e enanaeeeees 22
4.1 Avaliacao dos implantes de o-TCP-i.........ccoiiiiiiiiiiicccce e 22
4.2 Avaliac@o do procedimento CIFUIQICO........uuuuurrrriiiiieieeeeeeeeeeeeseessnnereeenesnneeees 25
4.3 Avaliagao clinica pPOS OPEratOria...........couuiiiiiiiiiiiiiiiiieeir et 25
4.4 Coleta e avaliaCao das amOSIIas. .........cooeeeeeeiieereeeieiiiiirese s ee e e e e e e e e e e e e eaaeeannnns 25
5. DISCUSSAO. ...ttt es ettt s s es e es e et s e s nenens 34
B. CONCLUSOES.......ocuiiiiiieieietcie ettt 37

7. REFERENCIAS . ... e ettt 38



viii



“IMPLANTE DE CIMENTO DE a-FOSFATO TRICA’LCICO DE DUPLA PEGA
MUNIDO DE CANAIS DE INTERCONEXAO EM ORBITA DE COELHOS”

RESUMO - Os implantes oculares sdo empregados apés a remocdo do bulbo do
olho ou seu conteudo, visando a manutencdo do volume orbitario e a posterior
colocacdo de prétese ocular. Estes sao classificados como integraveis ou nao
integraveis, quando permitem ou ndo a infiltracdo de tecido fibrovascular do
hospedeiro, respectivamente. Considerando a cirurgia protética como procedimento
de relevancia na oftalmologia veterinaria e humana, buscou-se com a pesquisa
avaliar macroscopicamente e por microscopia eletronica de varredura as esferas do
cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega munido de canais de interconexao,
assim como a integracdo do implante com o tecido orbital de coelhos, por meio de
analise macroscopica e histopatologica. Doze animais compuseram 0 grupo
experimental, sendo submetidos a enucleagcdo do olho esquerdo e inser¢dao do
implante. Os periodos de avaliacdo foram 15, 45, 90 e 180 dias de pdOs-operatério,
com exenteracdo da Orbita de trés animais, por periodo, para andlise
histopatoldgica. A microarquitetura das esferas caracterizou-se pela formacédo de
colunas de cristais hexagonais e microporos medindo de 1,3-5,5 um e 0,5-5,6 um,
respectivamente. Na avaliagdo histopatolégica observou-se presenca de fina
capsula ao redor do implante, de onde surgiram projecfes fibrovasculares que o
penetraram através dos canais de interconexdo. Inicialmente foi constatada intensa
reacao inflamatoéria, com predominio linfo-histiocitario, que diminuiu gradativamente
ao longo do periodo de avaliagéo e foi ausente aos 180 dias. O implante mostrou-se
biocompativel e integravel uma vez que os orificios permitiram a penetracdo de
tecido fibrovascular.

Palavras-chave: cirurgia, hidroxiapatita, protese ocular



"IMPLANT OF DOUBLE-SETTING a-TRICALCIUM PHOSPHATE CEMENT WITH
INTERCONNECTION CHANNELS IN ORBIT OF RABBIT”

ABSTRACT - Ocular implants are employed after the removal of the eye or its
internal content, aiming at maintaining the volume of orbit and the subsequent
placing of ocular prosthesis. These are classified as integrable or not integrable,
when enable or not the tissue infiltration fibrovascular stroma of the host,
respectively. Considering the prosthetic surgery procedure of veterinary and human
relevance in ophthalmology, sought with the research evaluate macroscopically and
by scanning electron microscopy spheres of double-setting a-tricalcium phosphate
cement provided with interconnection channels, as well as the integration of the
implant to the tissue orbital of rabbits, through macroscopic and histopathological
analysis. Twelve animals composed the experimental group, being subjected to
enucleation of the left eye and implant insertion. The evaluation periods are 15, 45,
90 and 180 days postoperatively, orbital exenteration with three animals, per period,
for histopathological analysis. The microarchitecture of the spheres characterized by
the formation of columns of hexagonal crystals and micropores measuring 1,3-5,5
um and 0,5-5,6 um, respectively. The histopathological evaluation revealed the
presence of thin capsule around the implant, where arose the beams penetrated
through the channels of interconnection. Intense inflammatory reaction initially was
established, with a predominance lymphohistiocytic which decreased gradually over
the period of evaluation and was out to 180 days. The implant proved to be
biocompatible and integrable since the holes allowed the tissue penetration
fibrovascular stroma.

Keywords: surgery, hydroxyapatite, ocular prosthesis
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1. INTRODUCAO

Quando o conteudo ocular ou orbital € removido, devido a procedimentos
cirirgicos como a evisceracao, a enucleacdo ou a exenteragdo, tem-se a formacao
da cavidade anoftalmica, que é tida como esteticamente desagradavel devido a
notavel depressdo orbitaria (NASISSE et al., 1988). Compostos biocompativeis
podem ser utilizados para correcdo da depressao tectdnica gerada pela anoftalmia
(KOCH, 1981; CUI; LI, 2007; HEDLUND, 2008) e sdo denominados genericamente
como implantes oftalmicos ou oculares, sendo intraoculares, quando dentro do bulbo
do olho ou intraorbitais quando dentro da cavidade orbital. A prétese ocular pode ser
adaptada ou acoplada aos implantes para melhoria do aspecto estético por
mimetizar o olho normal.

Os implantes oftalmicos podem ser classificados como integraveis ou nao. Os
integraveis permitem a penetracao de tecido fibrovascular do hospedeiro para o seu
interior (YOON et al.,, 2008), enquanto 0s ndo integraveis ndo possibilitam tal
manobra (NAVARRO, 2002). Com a integracgéo tecidual, tem-se diminuido os riscos
de infeccéo e extrusdo dos implantes e, consequentemente, o paciente apresentara
menores complicacdes pos-operatérias (KARCIOGLU et al., 1998).

Em Medicina Humana e Veterinaria, dentre os implantes ndo integraveis, o
mais empregado € o polimetilmetacrilato, quer seja pelo seu baixo custo ou por
preferéncia do cirurgido (NASISSE et al., 1988; LI et al., 2001; SPIESS, 2007; YOON
et al., 2008). Em Medicina Veterinaria, as esferas de silicone séo rotineiramente
utiizadas (BRIGHTMAN et al., 1977; YI et al., 2009). Quanto aos implantes
integraveis, os de hidroxiapatita e de polietileno poroso, sdo bastante utilizados em
Medicina Humana (CUSTER, 2000; JORDAN et al., 2002; YOON et al., 2008).

Mesmo com uma ampla miriade de biomateriais que podem ser utilizados
para compor os implantes oftalmicos, ainda, ndo se definiu qual o ideal, uma vez que
na atualidade, ndo existe um implante biocompativel, pouco oneroso e que permita a
integracdo tecidual e o acoplamento do sistema de pega e prétese ocular.

Oria et al. (2006) estudaram o cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega

como implante intraocular em coelhos submetidos a evisceracdo. Os autores



observaram tratar-se de material promissor para uso na oftalmologia, por ser
biocompativel, compacto, resistente e apresentar baixo custo de producéo.
Considerando-se a cirurgia protética como procedimento relevante em
oftalmologia, buscou-se avaliar os aspectos macroscOpicos e por microscopia
eletrbnica de varredura das esferas do cimento de a-fosfato tricalcico de dupla pega
munido de canais de interconexdo e a integracdo do implante ao tecido orbital de

coelhos, por meio de analise macroscopica e histopatologica.



2. REVISAO DE LITERATURA

Compostos biologicamente inertes podem ser utilizados para preencher a
cavidade orbitaria e preservar o contorno facial, com consequente melhoria da
aparéncia estética do paciente submetido a evisceracao, enucleacdo ou exenteracao
(KOCH, 1981; NASISSE et al., 1988; COOK; PEIFFER, 1996; LLOYD et al., 2001;
CUSTER et al.,, 2003; JORDAN et al.,, 2003; CUI; LI, 2007; SPIESS, 2007;
HEDLUND, 2008).

A evisceracao consiste na remoc¢ao cirurgica de todo o conteldo intraocular
(STADES et al., 1999; SPIESS, 2007): o cristalino, a Uvea, o humor vitreo, a retina, e
em alguns casos a coérnea, deixando apenas a esclera e a anatomia orbitaria
extraocular intacta (MCLAUGHLIN et al., 1995; TIMOTHY et al., 2003). Indica-se este
procedimento em caso de olho cego doloroso (MIGLIORI, 2002; GUILLINTA et al.,
2003; PARK et al., 2010; PHAN et al., 2012) suscitado por diabetes, trauma ou em
estagio final do glaucoma (CHEN; CUI, 2006; YOON et al., 2008). Contudo, em
presenca de neoplasias intraoculares (MIGLIORI, 2002; PHAN et al., 2012) e nos
casos de endoftalmite, panoftalmite (SPIESS, 2007) e olhos buftadlmicos com ceratite
de exposicdo (HAMOR et al.,, 1994) esta cirurgia ndo € indicada devido a
possibilidade de recidivas e pelo favorecimento da rejeicdo do implante
(McLAUGHLIN et al., 1995). Entretanto, Park et al. (2010) e Phan et al. (2012)
afirmaram ser possivel a evisceragdo com insercdo de implantes porosos em
pacientes com endoftalmite.

A enucleacdo € recomendada para casos de olho cego doloroso
(MCcLAUGHLIN et al., 1995; CHRISTMAS et al., 1998; JORDAN; BAWAZEER, 2001,
MIGLIORI, 2002; GUILLINTA et al., 2003; PHAN et al., 2012) em estagio final de
glaucoma ou diabetes e nos casos de endoftalmite ou trauma ocular severo
(MOLTENO et al., 1973; STADES et al., 1999; CUSTER et al., 2003; CHEN; CUI,
2006; CUI; LI, 2007; HEWES et al., 2007; HEDLUND, 2008; YOON et al., 2008;
PHAN et al., 2012). Tal procedimento é também empregado no tratamento de
tumores intraoculares (JORDAN; BAWAZEER, 2001; CUSTER et al., 2003;
HEDLUND, 2008; YOON et al., 2008; PHAN et al., 2012) ndo passiveis de outras
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formas de terapia cirargica ou medicamentosa (HAMOR et al., 1993; STADES et al.,
1999; MOSHFEGHI et al., 2000; MIGLIORI, 2002; CUI; LI, 2007; SPIESS, 2007).
Trata-se, portanto, da remocéo cirurgica do bulbo do olho, da membrana nictitante e
sua glandula, de parte da conjuntiva, e da por¢cdo distal da palpebra superior e
inferior, deixando o maximo possivel de tecidos moles orbitais para minimizar a
depressdo orbital (HEDLUND, 2008). E a cirurgia orbitaria mais comumente
realizada em animais (SPIESS, 2007).

A exenteracdo consiste na remocdo do bulbo do olho, conteddo orbital e
porcBes das palpebras e estd indicada para pacientes com neoplasia ocular ou
orbital (STADES et al.,, 1999; SPIESS, 2007; HEDLUND, 2008) ou infeccao
intraocular na qual houve disseminacdo para os tecidos extraoculares (MILLER,
2008).

De acordo com Christmas et al. (1998) o implante oftamico ideal deve
fornecer excelente resultado estético e ocasionar poucas complicagbes. Deve ainda
resistir a infeccdes (LI et al., 2001), ndo provocar reacdes inflamatorias, nao induzir
carcinogénese, apresentar baixo custo (SCHELLINI et al., 2000), ser leve, corrigir 0
deficit anoftalmico (LI et al., 2001), ser passivel de esterelizacdo (RAHAL et al.,
2000), estavel ao longo do tempo, facil de implantar e possibilitar o acoplamento da
prétese ocular (JORDAN et al., 2002).

Em adicdo, o éxito da intervencdo cirargica depende da aplicacdo de rigidos
principios de assepsia, do correto posicionamento anatdmico das estruturas oculares
e perioculares (MOLTENO et al. 1973), do fio cirdrgico utilizado e do tamanho da
esfera implantada (BLAZQUEZ et al., 1995; CHRISTMAS et al.,1998; CHEN e CUI,
2006). O tamanho do implante deve ser apropriado para que a ferida se oclua sem
tensdo (NAVARRO, 2002) e depende do espaco a ser preenchido (SPIESS, 2007).

Diferentes tipos de materiais podem ser utilizados para a confeccdo de
implantes oftalmicos, dentre eles o vidro, a cartilagem, o osso, o marfim, o
polimetilmetacrilato, o silicone, o biovidro, a bioceramica, o polietileno poroso e a
hidroxiapatita (COOK; PEIFFER, 1996; CHRISTMAS et al., 1998; MOSHFEGHI et
al., 2000; AMATO et al.,, 2003; SU; YEN, 2004; SPIESS, 2007; YI et al., 2009;
BRANDAO et al., 2012). Contudo, ndo ha consenso quanto ao tipo preferencial a ser

adotado.
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Mesmo com as inumeras vantagens reportadas sobre os implantes porosos,
que possuem microporos de 200 a 500 ym e dessa maneira podem favorecer a
proliferacdo vascular, aumentar a mobilidade e diminuir os indices de infeccéo,
migracdo e extrusdo (MALET et al.,, 2003), alguns cirurgides tém advogado
empregar esferas acrilicas e de silicone em vista dos baixos indices de
complicagbes (CUSTER; REISTAD, 2000; SU; YEN, 2004; YI et al., 2009).

Viswanathan et al. (2007) realizaram, através de formularios, um
levantamento de enucleacdes e evisceracdes com colocacdo de implantes em
humanos na Inglaterra. Dos cento e cinquenta e trés profissionais que haviam
realizado os procedimentos cirurgicos, 93% ndo utilizaram o sistema de pega, ou
seja, 0s pacientes ndo vislumbravam a utilizacdo de protese ocular que permitisse
excelente motilidade, e, dentre os implantes adotados, a modalidade porosa foi a
mais consignada. Em ordem decrescente, os mais utilizados foram os implantes
acrilicos, seguido do polietileno poroso, hidroxiapatita e vidro.

Reportam-se como complicacdes da colocacdo dos implantes oculares: a
migracdo, a exposicdo (JORDAN; BAWAZEER, 2001; HICKS et al.,, 2006; CHEN;
CUI, 2007; CUI; LI, 2007; YOON et al., 2008), a extrusdao (JORDAN; BAWAZEER,
2001; HICKS et al., 2006; CHEN; CUI, 2007; CUI; LI, 2007; YOON et al., 2008;
HINTSCHICH, 2010) e a infeccdo (JORDAN; BAWAZEER, 2001; CUSTER et al.,
2003; JORDAN et al., 2004a; HICKS et al., 2006; CHEN; CUI, 2007; CUI; LI, 2007;
YOON et al., 2008). Shields et al. (1994) relataram, também, a hemorragia orbital,
engquanto Rahal et al. (2000) e Gupta et al. (2002) citaram a deiscéncia dos pontos
como importante fator para a exposicdo do implante. Schellini et al. (2000)
concluiram que a deiscéncia dos pontos geralmente € consequente de falha do
cirurgido na execucao dos padrdes de sutura. Christmas et al. (1998) e Jordan e
Bawazeer (2001) enumeraram, ainda, a secrecdo ocular (HICKS et al., 2006;
SCHELLINI et al., 2007; YOON et al., 2008), o adelgacamento conjuntival e a dor
persistente ou desconforto como possibilidades de falhas. Particularmente nos
implantes de polietileno poroso, existem relatos da formagdo de hidrocistomas
(MOURA,; VIEIRA, 2007), os quais sao tumores cisticos benignos (VERMA, 2010).

Custer et al. (2003) descreveram que 0s implantes ndo porosos expostos

cronicamente, ou extrusam ou necessitam de remoc¢ao, enquanto os de material



poroso dificilmente sdo expulsos porquanto ha penetracédo de tecido fibrovascular,
gue ajuda na fixagdo e manutencao do implante na cavidade orbitaria. Estes autores
informaram, ainda, que a exposicdo do implante poroso nao necessariamente
implica em sua remocdo, e que pequenas exposicbes podem curar-se
espontaneamente.

Chen e Cui (2007) avaliaram oito pacientes humanos que sofreram exposi¢ao
de implantes porosos (hidroxiapatita e polietileno poroso). Inicialmente os individuos
foram tratados com antibidticos topicos a base de levofloxacina. Tratamento cirdrgico
foi indicado para os casos ndo solucionados, valendo-se de membrana amni6tica
inserida entre a cipsula de Tenon e o defeito conjuntival. Houve sucesso em todos
0S casos, ndo ocorrendo migracdo, extrusdo ou remocdo dos implantes,
adelgacamento conjuntival, retracdo palpebral ou deformagdes na margem
palpebral. No entanto dois pacientes, portadores de esferas de polietilieno poroso,
apresentaram granuloma ndo piogénico apos trés meses da cirurgia, sendo um
tratado com injecao tépica de corticosterdide e o outro através de excisao cirurgica.
De acordo com os autores se faz indicado a utilizagdo de membrana amnidtica
quando outras tentativas de recobrimento do implante falharem.

Os implantes oculares néo integraveis sao colocados sob a conjuntiva,
recobertos pelos musculos extraoculares e suturados. Nesta modalidade de implante
ndo ocorre penetragdo fibrovascular, desta forma, ndo ha integracdo com o tecido
hospedeiro (NAVARRO, 2002). O acrilico, o vidro e o silicone sdo exemplos que
desencadeiam pouca reacdo inflamatoria, entretanto impedem o acoplamento
posterior de uma protese com adequada motilidade. O implante de silicone preto ou
o de acrilico, como o polimetilmetacrilato, possibilitam resultado estético excelente
nos casos em gue nédo se vislumbra a colocacéo secundaria de uma prétese ocular,
optando-se apenas pela eliminacdo da depressao orbitaria (CUSTER, 2000).

Nasisse et al. (1988) referram que de setenta e trés esferas de
polimetilmetacrilato implantadas em Oorbita de cées, apenas em trés decorreram
complicagbes, sendo elas o deslocamento do implante por briga, a extrusao
espontanea e a inflamacéo crbnica. Neste mesmo estudo, dos cinco gatos que
receberam implantes de polimetilmetacrilato, trés apresentaram acumulo de fluido

orbital como principal indutor de insucesso.



Para Yoon et al. (2008) os implantes oculares de polimetilmetacrilato, assim
como os de silicone apresentam alta taxa de migracao. Schellini et al. (2007) através
de estudo retrospectivo descreveram que de vinte e seis extrusbes em pacientes
humanos, cujos implantes foram identificados, a maioria delas (11) foi decorrente do
polimetilmetacrilato.

Li et al. (2001) avaliando diversos tipos de implantes intraorbitais, notaram
gue dos quarenta pacientes que receberam esferas de polimetiimetacrilato, ndo
houve exposicdo em nenhum dos casos. Contudo, Moura e Vieira (2007), em estudo
prospectivo, descreveram que doze dos dezenove pacientes submetidos a insercéo
secundéria de implante, eram portadores de esfera de polimetilmetacrilato.

Lin et al. (2007) avaliaram os resultados cirargicos e complicacdes oculares
de quinze cées (20 olhos), com glaucoma em estagio final, submetidos a
evisceracado com insercao de implante de silicone. Alteragbes como edema corneal
(19/20) e pigmentacéo (15/20) e complicagbes como Uulcera corneal (6/20), infec¢céo
(descarga purulenta) (3/20) e ceratoconjuntivite seca (CCS) (2/20) foram notadas e
controladas. Segundo os autores, todos o0s proprietarios mostraram-se satisfeitos
com o resultado estético e ndo foi necessaria a instituicdo de terapia medicamentosa
ao longo do periodo avaliado (média de 312 dias), exceto em casos de CCS que, de
acordo com os autores, ainda nao havia sido relatada como complicacdo da
evisceracao, e foi instituida a utilizagdo de ciclosporina topica.

A penetracdo fibrovascular é a capacidade de tecidos moles orbitais
crescerem no implante, desta forma € observada a integracdo tecidual. Com a
integracdo tecidual tem-se reduzida a taxa de migracdo, extrusdo, exposicdo e
infeccdo secundéria (KARCIOGLU et al., 1998). O implante integravel possibilita a
incorporacdo dos musculos extraoculares e proporciona adequada motilidade ocular
e posterior acomplamento da prétese (YOON et al., 2008), além de possuir
excelente biocompatibilidade (CUI; LI, 2007). Em adicdo, a depender do implante, o
cirurgido pode alterar seu contorno antes ou apds sua inser¢cdo na cavidade
anoftdlmica (CUSTER et al., 2003).

Os implantes porosos sao fabricados a partir de uma ampla variedade de
materiais, incluindo o 6xido de aluminio, o polietileno poroso e a hidroxiapatita. Sao

comumente empregadas apés enucleacdo, evisceracdo ou como implante orbitério
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secundario (CUSTER, 2000). Sao bastante utilizados por serem compativeis com o
tecido, facilitando a integracdo com o hospedeiro por permitir a infiltracdo de tecido
fibroso e a vascularizacdo do implante, tornando-o menos propenso a migracao e
extrusdo quando comparada aos implantes nao integraveis (CUSTER, 2000;
JORDAN et al., 2002; KUNDU et al., 2002).

Custer et al. (1999), Kundu et al. (2002) e Yoon et al. (2008) afirmaram que 0s
implantes de hidroxiapatita podem promover excelente motilidade protética, contudo,
necessitam ser recobertos para possibilitar a fixacdo dos musculos extraoculares e
permitir adequada movimentacéo (SHIELDS et al.,1994; NAVARRO, 2002; YOON et
al., 2008). Diferentes materiais tem sido utilizados para esta finalidade, dentre eles a
poliglactina ou malha acido poliglicélica, pericardio bovino, esclera autogéna ou
homologa, derme, dura mater, fascia lata, temporalis fascia, musculo auricular
posterior, cartilagem auricular, bainha do musculo reto abdominal, colageno suino,
musculos orbiculares, capsula de Tenon ou conjuntiva (KAWAI et al., 2000; GAYRE
et al., 2001; GUPTA, 2002; NAVARRO, 2002; CUSTER et al., 2003; MOURA;
VIEIRA, 2007; VISWANATHAN et al., 2007).

Jordan et al. (2000a) avaliaram a hidroxiapatita sintética fabricada no Brasil
em coelhos submetidos a enucleagao. Os autores descreveram que as esferas eram
compostas de 75% de hidroxiapatita e 25% de fosfato de calcio. Concluiram que o
biomaterial € uma alternativa de menor custo, mas que nado oferece vantagens
adicionais (tedrica ou clinica) quando comparado aos implantes de hidroxiapatita
disponiveis para uso.

Os implantes de 6xido de aluminio (alumina — Al,O3) podem ser obtidos em
formas esféricas ou oval (STRIKER, 2012). E duro, inerte e biocompativel, com
poros uniformes com cerca de 500 ym (HICKS et al., 2006).De acordo com Jordan
et al. (2000b) a esfera Al,O3 é de facil manufatura e manuseio, estruturalmente
resistente, livre de contaminantes, possui extenso sistema de poros interconectados
de distribuicdo uniforme e é menos custoso comparativamente a hidroxiapatita
sintética (FClI3) e a hidroxiapatita derivada de coral marinho (Bio-Eye).

Os problemas e complicacdes associados ao uso do implante ocular da FCl3
foram avaliados por Jordan e Bawazeer (2001) em cento e vinte humanos. 28% dos

pacientes apresentaram alteracdes como: descarga ocular, exposicdo do implante,



adelgacamento conjuntival e fratura do implante. Os autores a colocam como uma
alternativa ao Bio-Eye, com problemas e complica¢cdes similares, com a vantagem
de menor incidéncia de exposicao do implante.

O Byo-Eye ¢é leve, muito semelhante ao 0sso esponjoso humano,
biocompativel, quebradico e de superficie aspera, com cerca de 500 um de diadmetro
dos poros (HICKS et al., 2006). Jordan et al. (2004b) relataram que este implante
ocular permite crescimento fibrovascular para o seu interior, contudo é mais caro que
os demais disponiveis comercialmente, apresentando complicacfes semelhantes.

Yoon et al. (2008), ao realizarem estudo retrospectivo de oitocentos e
cinquenta e trés pacientes humanos submetidos a inser¢do de implantes de
hidroxiapatita, descreveram que a probabilidade de exposicdo que necessite a
remocao do implante € muito pequena, mas, ressaltaram a necessidade de estudos
gue detalhem a satisfacdo do paciente relativamente a estética e a motilidade
protética.

O &cido polilactico foi avaliado por Jordan et al. (2002) em coelhos
submetidos a enucleacdo. O material ndo foi substituido por tecido nativo, sendo
sugerido pelos autores a descontinuacao do seu uso.

Os implantes de polietileno poroso podem ser obtidos em formas esféricas ou
oval (STRIKER, 2012), e apresentam poros com cerca de 500 uym, n&o sendo tao
duro como a hidroxiapatita. Chen e Cui (2006) realizaram estudo com trezentos e
dois pacientes humanos, portadores de cavidade anoftalmica, que receberam
implante de polietilieno poroso. Destes, apenas cinco (1,66%) apresentaram
complicacBes pos-operatérias, dentre elas um caso de infeccao por Staphylococcus
aureus, um de ptose, e trés de exposicdo do implante. O paciente que apresentou
infeccdo teve o implante removido. Os demais foram submetidos a corregdes
cirdrgicas e permaneceram com a esfera. De acordo com os autores o implante
ocular de polietileno poroso é ideal para o preenchimento de cavidade anoftalmica
em pacientes submetidos a eviscera¢do ou enucleacdo uma vez que o material é
bem tolerado pelo organismo, ndo antigénico e com baixo indice de infecgcédo e
extrusdo. Acrescentam a vantagem de ndo ser necessario o recobrimento do
implante para possibilitar a sintese aos masculos extraoculares, os quais podem ser

diretamente suturados, eliminando a possibilidade de transmissdo de doencgas
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infecciosas, ja que n&o sédo utilizados envoltorios biologicos, contudo, existe a
dificuldade de direcionar a passagem da agulha (HICKS et al., 2006).

Ferraz et al. (2006) experimentaram o polietileno poroso de fabricacdo
nacional em coelhos submetidos a enucleacao, na forma de esferas (Grupo I) e em
gel (Grupo I1). Ocorreu extrusdo das esferas em cinco dos dezoito animais do Grupo
[, 30 dias apos a aplicacdo dos implantes, com deiscéncia conjuntival prévia em dois
deles. Um animal do Grupo | foi excluido devido a infeccao sistémica, que segundo
0os autores, nédo foi relacionada ao procedimento cirargico. No Grupo Il houve a
extrusdo de dezessete dos dezoito contetdos implantados ao longo do periodo de
observacéo (90 dias). De acordo com os pesquisadores a elevada taxa de extrusao
com o polietleno na forma de gel ocorreu devido as esferas terem sofrido
hidratacédo, passando de 12 mm para cerca de 20 mm. Em suma, houve penetracao
fibrovascular no Grupo I, no entanto o mesmo n&o ocorreu com o Grupo II.

Moura e Vieira (2007) realizaram estudo prospectivo de sesenta pacientes
humanos (sessenta e um olhos) submetidos a evisceracdo ou enucleacdo com
insercdo de polietileno poroso. Hidrocistomas sobre o implante ocorreu em quatro
pacientes, e, em dois outros, exposi¢cdo tardia das esferas apds dois anos da
implantagc&o, sendo ambos submetidos a corre¢des cirurgicas posteriores.

Para Real et al. (2003) os cimentos de fosfato de célcio consistem da mistura
de um pé contendo um ou mais compostos solidos de calcio, sais de fosforo ou
ambos e um liquido (dgua ou solucdo aquosa). Azevedo et al. (2007) descreveram
gue existem diversas ceramicas de fosfato de calcio consideradas biocompativeis,
sendo a maioria absorviveis. Segundo os autores os fosfatos de calcio séo
compostos naturalmente presentes em 0ssos e dentes. De acordo com Bertol et al.
(2010) os compostos de fosfatos de célcio induzem minima reagédo inflamatoria, séo
bem tolerados, inertes e bioativos.

Santos (2002) elaborou um cimento de a-fosfato tricalcico (a-TCP) de dupla
pega, diferenciado das outras ceramicas por possuir um sistema de polimerizacao
composto por monémeros acrilicos hidrossolluveis, com base na acrilamida. Dupla
pega, em virtude da resisténcia mecanica inicial dar-se por polimerizagéo do sistema
de mon6meros acrilicos hidrossoluveis com formacéao de hidrogel, e a final resultante

da transformacdo do a-TCP em hidroxiapatita deficiente em célcio (3Ca3(P04)2 +
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H20 — Ca9(HPO4)(PO4)50H) através de reacdo hidraulica. O sistema € isento de
efeito citotéxico por possuir pH neutro (6,5-8) e produto similar a hidroxiapatita
biolégica. O composto apresenta resisténcia de 55 Mpa, préxima a do
polimetilmetacrilato (7OMpa).

De acordo com Carrodeguas et al. (1999) e Bertol et al. (2010) os cimentos de
fosfato de célcio vem sendo utilizado em diversas especialidades clinicas, como a
ortopedia, ortodontia e cirurgia plastica em geral (NAKADATE et al.,, 2008;
MARUKAWA et al., 2010), no entanto, sua utilizacdo na oftalmologia ainda é
bastante incipiente.

Oria et al., em 2006, avaliaram o comportamento do a-TCP de dupla pega,
como implante intraocular em coelhos submetidos a evisceracdo. Descreveram que
o material € compacto e altamente resistente, inerte e ndo integravel. Em seu
trabalho n&o houve deiscéncia da ferida, sinais de infecgao ou extrusdo do implante.
O exame histologico revelou a formagdo de tecido fibrovascular ao redor dos
implantes, havendo sinais de integracdo minima a superficie.

Nakadate et al. (2008) utilizaram o o-TCP de dupla pega concomitantemente
ao implante dental em 60 ratos Wistar. Concluiram que esta combinacéo é ideal em
procedimentos reconstrutivos na implantodontia dental.

Rahal et al. (2000) e Migliori (2002) sugeriram a criacdo de orificios
comunicantes internos no implante ocular para possibilitar a penetracado de tecido
fibrovascular e consequentemente evitar a migracdo e extrusdo, contudo n&o
detalharam como poderiam ser realizadas. Em implantes porosos o crescimento
vascular através dos canaliculos pode ser observado seis meses ap0s a cirurgia por
ressonancia magnética com contraste ou tomografia computadorizada (CUSTER et
al., 1999; NAVARRO, 2002). Segundo Ferraz et al. (2006) a ultrassonografia
também pode ser utilizada para acompanhamento da vascularizacdo do implante de
polietileno poroso, onde, através da mesma, observa-se refletividade dentro da
esfera.

Exceto os implantes conicos de hidroxiapatita sintética, onde foram criados
dois orificios para possibilitar a sutura dos musculos extraoculares (KUNDU et al.,

2005), ndo ha citacbes na literatura nacional ou mesmo internacional quanto a



12

utilizagcdo de implantes oculares na forma de esferas munidas de canais de

interconexao com intuito de permitir a penetracao de tecido fibrovascular hospedeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em duas etapas. Na primeira foram elaborados o0s
implantes do o-TCP de dupla pega, confeccionados os canais de interconexao (o-
TCP-i) e realizada avaliacdo macroscopica e a microscopia eletrénica de varredura.
Na segunda, realizou-se estudo em animais através da aplicagdo dos implantes

apos enucleacao.

3.1 Primeira etapa

3.1.1 Confecgéo dos implantes do a-TCP-i

Confeccionou-se as esferas a partir da ceramica de fosfato de calcio
desenvolvida por Santos (2002), composta por po do a-TCP e por solugcdo aquosa
de Na,HPO, (fosfato dissddico). Um sistema de polimerizacdo in situ, baseado em
mondmeros acrilicos hidrossoluveis, com base na acrilamida e poliacrilato de aménio
como redutor do liquido foi adicionado ao a-TCP, a fim de torna-lo mais resistente
(cimento de fosfato tricalcico de dupla pega). Ao fim da homogeneiza¢éo, o a-TCP
converteu-se em hidroxiapatita deficiente em calcio e precipitou-se na forma de um
emaranhado de cristais, 0os quais ensejaram o0 seu endurecimento. Os tempos de
pega foram de cinco minutos e vinte e quatro horas. Imediatamente a
homogeneizacdo, o conteddo foi acondicionado em moldes de silicone para a
confeccdo de esferas de 12 mm. As esferas foram extraidas dos moldes apds vinte e
quatro horas, sendo realizados trés orificios de 1,2 mm de didmetro, por meio de
perfuratriz munida de broca. Tais orificios transfixaram o implante com interseccao
central de forma a originar seis canais (Figura 1). Ato continuo, os implantes foram
embalados individualmente e esterilizados por autoclavagem, a 132 °C durante vinte

minutos.
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Figura 1. Desenho técnico da esfera do a-
TCP com canais de interconexao

e dos orificios. Primeira
perfuracdo  (seta  horizontal).
Segunda perfuracao (seta

vertical). Terceira  perfuracao
(esfera central).

3.1.2 Avaliacdo macroscopica dos implantes e por microscopia eletrénica de

varredura

As esferas do o-TCP com canais de interconexao (a-TCP-i) foram pesadas e
as suas superficies externas analisadas. Realizou-se teste do beliscamento
(tentativa de se quebrar os implantes entre o polegar e o dedo indicador) (Figura 2).
Adicionalmente, uma agulha hipodérmica foi utilizada para verificar a facilidade com
a qual penetraria as esferas (Figura 3). Os implantes foram seccionados para o
estudo da superficie interna (JORDAN et al., 2000a; JORDAN et al., 2000b).



Figura 2. Imagem fotografica da realizacdo do teste
do beliscamento.

Figura 3. Imagem fotogréfica da tentativa de penetrar a esfera com agulha
hipodérmica.

15
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A avaliagdo microscopica da superficie externa e interna do implante do a-
TCP-i foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrdnica da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP) -
Campus de Jaboticabal. As amostras foram fixadas em porta-espécimes metalicos,
de curvatura cilindrica, com 10 mm de diametro por 10 mm de altura, utilizando-se
fita condutiva de cobre. Seguiu-se para um metalizador' para recobrimento com fina
camada de ouro palddio de 35 nm de espessura. Eletromicrografias foram obtidas
através de microscopio eletronico de varredura®. Avaliou-se a porosidade da
superficie externa e interna do implante, com 15 KV e magnificacdo de 50, 750 e
1500 vezes. Para mensuracao do tamanho dos microporos e dos cristais foi utilizado
um compasso. Os valores obtidos, em milimetros, foram convertidos a valores
proporcionais em micrometros, de acordo com a medida da barra de mensuragéo
determinada no momento de captura da foto pelo microscépio eletrénico (JORDAN
et al., 2000a).

3.2 Segunda etapa

3.2.1 Implantes em animais

Empregou-se 12 animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus;
Lilljeborg, 1874), da raca Nova Zelandia, adultos, machos, com peso corpéreo
variando entre 2,5 e 3,4 kg. Os animais foram avaliados previamente a inclusdo na
pesquisa, objetivando utilizar individuos em condi¢cdes de higidez padronizadas.
Para tanto, seguiu-se a semiotécnica clinica e oftalmica rotineira (WEICHSLER,
2008) notadamente aos testes convencionais, que compreenderam o estudo do
reflexo pupilar direto e consensual, o teste de producdo lacrimal de Schirmer?, a

tonometria por técnica de aplanacdo”, a oftalmoscopia binocular indireta® e a prova

1 DESK Il Denton Vaccum

2 JSM: 5410 Jeol

3 Teste de Schirmer® - Ophthalmos Férmulas Oficinais Ltda
4 Tono-pen XL® - Reichert Technologies

5 PanOptic® - WelchAllyn



17

da fluoresceina®. Os coelhos sadios foram identificados e mantidos em gaiolas
individuais com dimensdo de 60 cm de comprimento, 60 cm de largura e 40 cm de
altura, com agua potavel e racéo apropriada’a vontade.

3.2.2 Consideracdes éticas

Os protocolos da pesquisa foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da FCAV - UNESP - Campus de Jaboticabal, sob protocolo n°
013737/11, estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacbes (COBEA) (SBCAL, 2012).
Ainda, seguiram orientacdes bioéticas preconizados pela Association for Research in

Vision and Ophthalmology sobre o uso de animais em pesquisa (ARVO, 2012).

3.2.3 Procedimentos cirurgicos

3.2.3.1 Anestesia

Os doze animais receberam como medicacao pré-anestésica o cloridrato de
cetamina®, na dose de 45 mg/kg e a acepromazina’, na dose de 0,5 mg/kg, por via
intramuscular. Ato continuo procedeu-se colocacdo do monitor multiparamétrico™®
(oximetria, eletrocardiograma, pressao nao invasiva, respiracdo e temperatura) e
pressdo arterial invasiva. Seguiu-se inducdo e manutencdo anestésica com
isofluorano™! diluido em oxigénio, em sistema aberto com o uso de mascara (Figura
5).

6 Fluoresceina Strips® - Ophthalmos Férmulas Oficinais Ltda

7 Ragéo para coelhos - Nestlé Purina®

8 Vetanarcol® - Konig do Brasil Ltda

9 Acepran 0,2%® - Vetecia Laboratérios de Produtos Veterinarios Ltda
10 Monitor DX 2021 portatil® - Dixtal Biomédica Ind. Com. Ltda.

11 Isoflurane® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda
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3.2.3.2 Enucleacéo e insercéo do implante em orbita

Foi utilizado o olho esquerdo de cada animal para a enucleacdo. A regiao
periorbital foi tricotomizada com maquina de tosa munida de lamina n- 40. Na
sequéncia realizou-se antissepsia dos férnices conjuntivais e de toda a superficie
ocular com solucdo aquosa de polivinilpirrolidona iodo (PVP-I) a 10%"2, diluida em
solucdo fisioldgica a 0,9%' (0,5%) com auxilio de uma seringa de 5 ml e
cotonetes™. Continuou-se o preparo da superficie cutanea periocular com PVP-| a
10% com compressas de gaze estéril, sendo entdo colocado o campo operatdrio.

A fim de facilitar as manobras cirargicas foi realizada cantotomia lateral
(Figura 4-A). Ato continuo conduziu-se a enucleacéo do bulbo do olho esquerdo pela
técnica subconjuntival lateral, onde inicialmente foi dissecada a conjuntiva peribulbar
(Figura 4-B). Encontrado os musculos extraoculares retos e obliquos, estes foram
seccionados (Figura 4-C). Seguiu-se para o pincamento do musculo retrator do
bulbo do olho, juntamente com o nervo Optico e o plexo arteriovenoso, sendo entao
realizada a sua resseccdo e ligadura com fio de poliglactina 910 (Figura 4-D). A
membrana nictitante, sua glandula e as margens distais das palpebras foram
removidas (Figura 4-E e F). Apds hemostasia compressiva com gaze estéril, a esfera
do a-TCP-i foi introduzida manualmente na cavidade orbitaria (Figura 4-G) e fixada
mediante aposicdo dos musculos extraoculares remanescentes (Figura 4-H),
seguida da fascia orbitaria, com fio de poliglactina 910'°, em padrdo de sutura
continuo simples. Concluiu-se o procedimento com a realizacdo da dermorrafia com

fio de poliamida'’ através de pontos simples separados (Figura 4-1).

12 Pvpi topico (10%) - KOP do Brasil IndUstrias Farmacéuticas Ltda

13 Cloreto de Sédio 0,9% - Farmace Industria Quimico-Farmacéutica Cearense Ltda

14 Cotonetes® - Johnson & Johnson do Brasil Industria e Comércio de Produtos para Saude Ltda
15 Vicryl 3-0® - Ethicon Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda

16 Vicryl 4-0® - Ethicon Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda

17 Nylon 4-0® - Polysuture industria e comércio Ltda
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Figura 4. Procedimento Cirdrgico. Cantotomia lateral (A); Dissec¢do da conjuntiva
bulbar (B); Seccdo dos musculos extraoculares (C); Pincamento do
musculo retrator do bulbo do olho, nervo éptico e plexo arteriovenoso
(D); Remocao da membrana nictitante e sua glandula (E) e das margens
distais das palpebras (F); Insercdo do implante na orbita (G); Sintese
dos musculos extraoculares remanescentes (H); Dermorrafia (1).

3.2.4 Cuidados pés-operatorios

Os coelhos receberam cetoprofeno®®, na dose de 1mg/kg de peso corpéreo,
por via subcutanea, durante os trés primeiros dias e enrofloxacina®®, 10 mg/kg de
peso corporeo, por via intramuscular, durante os dois primeiros dias, ambas
repetidas a intervalos regulares de vinte e quatro horas. Visando proporcionar
conforto no pés-operatério, cada paciente recebeu cloridrato de buprenorfina?, na
dose de 0,05 mg/kg, por via subcutanea, a intervalos regulares de seis horas,

18 Ketofen® - Merial Satde Animal Ltda
19 Duotril 2,5%® - Laboratérios Duprat Ltda
20 Tengesic® - Ind. Quimica e Farmacéutica SheringPlough S/A
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durante os cinco primeiros dias apdés a cirurgia. A higienizacdo diaria da ferida
cirargica foi realizada com solucéo salina a 0,9 %, a cada 12 horas, durante sete

dias consecutivos.

3.2.5 Protocolos de avaliagéo

3.2.5.1 Avaliacéo clinica

Os estudos clinicos se iniciaram ao término das intervencdes cirargicas e
continuaram até as primeiras 12 horas de pos-operatorio e depois a intervalos
regulares de 24 horas, durante os 15 primeiros dias e, posteriormente, a cada 15
dias, até o final dos periodos de avaliacdo, que variaram para cada animal, de 15,
45, 90 e 180 dias. Manifestacbes relativas a evolugdo pos-operatoria foram

investigadas.

3.2.5.2 Coleta das amostras

Ao final de cada periodo experimental (15, 45, 90 e 180 dias) trés animais de
cada grupo foram eutanasiados com sobredose de barbitirico de consoante com as
recomendagbes do Guide to the Care and Use of Laboratory Animals
(GROSSBLATT, 1996). Para tanto, foi realizada sedagdo com o cloridrato de
cetamina®, na dose de 45 mg/kg, e a acepromazina®, na dose de 0,5 mg/kg, por via
intramuscular. Seguiu-se a colocacdo do monitor multiparamétrico®, vendclise
auricular lateral e aplicacdo de sobredose de barbitirico?*. Constatado o 6bito,
mediante a verificagdo de imobilidade, insensibilidade, aneflexia, parada

cardiorrespiratdria e relaxamento esfinctérico, realizou-se a exenteragcdo. O material

21 Vetanarcol® - Konig do Brasil Ltda

22 Acepran 0,2%® - Vetecia Laboratérios de Produtos Veterinarios Ltda
23 Monitor DX 2021 portatil® - Dixtal Biomédica Ind. Com. Ltda.

24 Thiopentax® - CristaliaProdutos Quimicos Farmacéuticos Ltda
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exenterado foi limpo em solucéo fisiologica 0,9% e imerso em solucao fixadora de

formol tamponado a 10%.

3.2.5.3 Andlise morfoldgica

As amostras permaneceram imersas em solucao fixadora de formol neutro e
tamponado com fosfato a 10% por pelo menos 48 horas. Avaliou-se
macroscopicamente a capsula que envolvia o implante e a integracao tecidual. A
andlise histopatolégica foi realizada no Laboratério de Anatomia Patolégica do
Hospital da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da
Bahia. Fragmentos teciduais foram processados pela técnica rotineira de inclusédo
em parafina. Seccdes histologicas foram cortadas a 4 um e coradas pela técnica da
hematoxilina-eosina (HE) para avaliacdo morfolégica e analise da integracdo do

implante.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo dos implantes de a-TCP-i

O implante de a-TCP-i mostrou-se de simples fabricacdo, estruturalmente
forte e facil manuseio. O peso médio das esferas foi de 0,91 gramas.

Na avaliacdo macroscopica observou-se que a superficie externa do implante
era compacta, sélida, lisa, com alguns poros dispersos, e que apresentava
trésperfuracbes (Figura 5). A superficie interna era compacta, solida e lisa com
alguns poros dispersos e apresentava seis canais que se interconectavam na regiao

central da esfera (Figura 6).

Figura 5. Imagem fotografica da superficie externa da esfera do o-
TCP-i. Notar as trés perfuracdes e o aspecto solido, liso e
compacto, com poros dispersos.
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Figura 6. Imagem fotografica da superficie interna da esfera
do o-TCP-i apés fragmentacdo. Notar canais e
intersecgao central, além do aspecto solido, liso e
compacto, com poros dispersos.

O teste do beliscamento foi negativo, onde nado foi possivel esmagar o
implante entre o polegar e o dedo indicador. A penetracdo com agulha hipodérmica
também nao foi possivel. O implante péde apenas ser esmagado quando colocado
em um torno, ndo sendo determinada a pressdo necessaria para a sua
fragmentacao devido a auséncia de equipamento apropriado.

A microscopia eletrénica de varredura notou-se que a superficie interna do
implante se assemelhava a superficie externa. A microarquitetura foi caracterizada
pela formacédo de colunas de cristais hexagonais e microporos, medindo 1,3-5,5 um

e 0,5-5,6 um, respectivamente (Figuras 7 e 8).



Figura 7. Superficie externa do implante de a-TCP-i. (Aumento de 1500X).
Notar em preto 0s microporos e 0s cristais branco-acinzentados.

Figura 8. Superficie interna do implante de a-TCP-i. (Aumento de 750X).
Notar em preto os microporos e as estrutura dos cristais branco-
acinzentados.

24
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4.2 Avaliacdo do procedimento cirargico

Notou-se que a remocdo da glandula da membrana nictitante deve ser
realizada com cautela, uma vez que sua exérese um pouco mais proximal que o
necessario ocasiona hemorragia profusa, contudo controlavel. Optou-se pela
ligadura do plexo arteriovenoso juntamente ao nervo 6ptico e o musculo retrator do
bulbo do olho devido a ocorréncia de hemorragia no trans-operatorio do primeiro
animal. A hemorragia foi controlada pelo pingamento do pediculo e ligadura.O
implante com 12 mm de didmetro foi facilmente inserido na oOrbita. A realizagdo do n6
simples interrompido (primeiro sepultamento) seguido do padrdo de sutura
intradérmico (segundo sepultamento) foi suficiente para manutencéo do implante em

orbita.

4.3 Avaliacéo clinica p6s-operatéria

No pés-operatdrio imediato observou-se blefaroedema (+++) em todos os
animais, que desapareceu ao longo de cinco dias. Deiscéncia dos pontos, secrecdo
na ferida cirdrgica, dor ocular, infeccdo, exposicdo, extrusao, alteracdes
comportamentais ou morte dos animais, ndo ocorreram ao longo do periodo de

avaliacao.

4.4 Coleta e avaliacdo das amostras

Aos 15 dias, macroscopicamente, notou-se que a esfera sofreu absorcées
pontuais. Havia ainda uma fina capsula conjuntival ao redor do implante, de onde
surgiram projecdes teciduais que penetravam através dos canais de interconexao
(Figura 9), e puderam ser retiradas facilmente apos tracao. A andlise histopatologica
foi realizada de acordo com o periodo experimental (15, 45, 90, 180 dias).Na

avaliacdo histopatologica observou-se a presenca de projecbes fibrovasculares
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insipientes associadas a intenso infiltrado inflamatério misto  difuso,
predominantemente linfo-histiocitario, acompanhado por células gigantes do tipo
corpo estranho, na superficie da capsula conjuntival em contato com o implante
(Figura 10).

Figura 9. Imagem fotogréfica do implante do o-TCP-i em 6rbita de coelho
apos 15 dias de pdés-operatério. Notar fina capsula recobrindo o
implante (seta verde), projecao tecidual penetrando os canais de
interconexdo (seta preta) e absorcdo pontual do implante (seta
vermelha).
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Figura 10. Fotomicrografia da capsula conjuntival ao redor do implante do a-TCP-i
aos 15 dias de pdGs-operatério. Notar projecao fibrovascular (A - seta -
Ampliacdo ao microscopio de 40X) (HE) associada a intenso infiltrado
inflamatério misto difuso, predominantemente linfo-histiocitario (B e C -
Ampliacdo ao microscépio de 400X; macrofago - seta laranja,
plasmécito - seta azul, linfocito - seta amarela, neutrdfilo - seta rosa)
(HE) acompanhado por células gigantes do tipo corpo estranho (D -
seta - Ampliacao ao microscépio de 400X) (HE).

Aos 45 dias, macroscopicamente, notou-se irregularidade na superficie da
esfera, existindo ainda deposi¢cdo de tecido fibrovascular em regido previamente
absorvida. Havia ainda fina capsula ao redor do implante, de onde surgiram
projecdes teciduais que penetravam atraveés dos canais de interconexao (Figura 11),
e puderam ser retiradas apos tracdo, 0 que ocasionou o rompimento da unido entre
elas, na regido central da esfera. Notou-se que as projecbes teciduais
apresentavam-se mais delgadas quando comparada as de 15
dias.Histopatologicamente observou-se na superficie da capsula conjuntival em

contato com o implante, presenca de projecdes constituidas por tecido de
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granulacdo associadas a moderado infiltrado inflamatério misto difuso,

predominantemente linfo-histiocitario acompanhado por células gigantes do tipo

corpo estranho (Figura 12).

Figura 11. Imagem fotografica do implante do a-TCP-i apdés 45 dias de pos-
operatorio. Notar irregularidade na superficie da esfera, projecdes
fibrovasculares (seta vermelha) e a presenca de tecido em poro
oriundo da absorcéo do cimento (seta preta).
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Figura 12. Fotomicrografia da capsula conjuntival ao redor do implante do o-
TCP-i aos 45 dias de pos-operatorio. Notar projecao fibrovascular
(A - seta - Ampliagdo ao microscopio de 100X) (HE) associada a
moderado infiltrado inflamatorio misto difuso, predominantemente
linfo-histiocitario (B - Ampliacdo ao microscopio de 400X;
macrofago - seta laranja, plasmocito - seta azul, linfécito - seta
amarela, neutrdfilo - seta rosa) (HE).

Aos 90 dias, macroscopicamente, notou-se inumeros pontos de absorcdo da
esfera com preenchimento de tecido fibrovascular. Havia ainda fina capsula ao redor
do implante, de onde surgiram projecdes teciduais que penetravam através dos
canais de interconexao (Figura 13), e puderam ser retiradas, com dificuldade, apés
tracdo, o que ocasionou o rompimento da unido entre elas. Notou-se que as
projecOes teciduais apresentavam-se mais delgadas quando comparada as de 45
dias. Na avaliacdo histopatoldégica observou-se involucdo das projecoes
fibrovasculares, persistindo o infiltrado inflamatorio misto focal, predominantemente
linfoplasmocitério associada a eosindfilos. Notou-se ainda a presenca de congestéao
e hipertrofia focal de células secretoras associado a infiltrado linfocitico na lamina

propria (Figura 14).
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Figura 13. Imagem fotografica do implante do o-TCP-i apos 90 dias de pos-
operatério. Notar inumeros pontos de absor¢cdo da esfera,
deposicdo de tecido fibrovascular, e projecédo fibrovascular
penetrando o canal de interconexao (seta).
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Figura 14. Fotomicrografia da capsula conjuntival ao redor do implante do o-
TCP-i aos 90 dias de poOs-operatorio. Notar hipertrofia focal de
células secretoras (seta vermelha) e infiltrado inflamatério misto focal
(seta preta) (A - Ampliacdo ao microscopio de 40 X) (HE),
predominantemente linfoplasmocitario associada a eosindfilos (B e C
- Ampliacdo ao microscopio de 400X; eosindfilo - seta verde,
macrofago - seta laranja, plasmécito - seta azul, linfocito - seta
amarela) (HE).

Aos 180 dias, macroscopicamente, notou-se diversos pontos de
preenchimento por tecido fibrovascular, dando aspecto liso a esfera. Havia ainda fina
capsula ao redor do implante, de onde surgiram projecfes teciduais que penetravam
através dos canais de interconexdo (Figura 15), e puderam ser retiradas, com
dificuldade, apdés tracdo, o que ocasionou o rompimento da unido entre elas. Notou-
se que as projecdes teciduais apresentavam-se mais delgadas quando comparada
as de 90 dias. Microscopicamente observou-se apenas congestdo de estruturas

vasculares da lamina prépria e auséncia de reacgdo inflamatoria (Figura 16).



Figura 15.

Imagem fotografica do implante do a-TCP-i apés 180
dias de pdOs-operatério. Notar aspecto liso da superficie
da esfera, e projecéo tecidual penetrando os canais de
interconexao (seta).
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Figura 16. Fotomicrografia da capsula conjuntival ao redor do
implante do o-TCP-i ap6s 180 dias de pds-operatorio.
Notar congestdo de estruturas vasculares da lamina
prépria (setas) e auséncia de reacdo inflamatoria
(Ampliagdo ao microscopio de 100X) (HE).
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5. DISCUSSAO

As esferas foram padronizadas em 12 mm de didametro para a implantacao
em coelhos, conforme Jordan et al. (2000a), Jordan et al. (2000b), Jordan et al.
(2002) e Oria et al. (2006). Segundo Navarro (2002) o tamanho do implante deve ser
apropriado para que a ferida se oclua sem tensdo. O implante com 12 mm
possibilitou facil insercdo em orbita e sutura sem tensao.

Quanto a utilizacdo do a-TCP em oftalmologia, para objetivo proposto, apenas
Oria et al. (2006) avaliaram os implantes. No entanto, as esferas ndo possuiam
canais de interconexao e foram aplicadas em coelhos submetidos a evisceracao.
Exceto os implantes cbnicos de hidroxiapatita sintética descrito por Kundu et al.
(2005), os quais foram perfurados para permitir a sutura dos musculos extraoculares,
ndo ha citacdes na literatura sobre a utilizacdo de implantes, na forma de esferas em
cavidade orbitaria, munidas de canais de interconexao, com o objetivo de permitir a
infiltrag&o de tecido fibrovascular.

Neste estudo, a esfera do a-TCP-i apresentou-se soélida, lisa e compacta, com
poros dispersos, resistente ao teste do beliscamento, da penetragcdo com agulha
hipodérmica e s6 péde ser quebrada com auxilio de torno. Assim como a utilizada
por Oria et al. (2006) e diferente dos demais implantes disponiveis, 0s quais sao
rugosos, frageis e porosos (JORDAN et al., 2000a; JORDAN et al., 2000b; JORDAN
et al., 2002).

Nota-se que o peso do implante varia de acordo com o biomaterial utilizado
sendo que os mais leves tendem a ser facilmente penetrados por agulha
hipodérmica, como a bio-eye (0,79 g), a FCl; (0,62 g), o alumina (0,3 g), a Molteno
m-sphere (0,31 g) e o &cido polilatico (0,06 g), enquanto os mais pesados como a
hidroxiapatita nacional (1,18 g) dificultam tal manobra (JORDAN et al., 2000a;
JORDAN et al., 2000b; JORDAN et al., 2002), conforme observado com o implante
do a-TCP-i (0,91 g).

Em relacdo a estrutura e producdo, a esfera do o-TCP-i mostrou-se
semelhante ao implante ocular de alumina (JORDAN et al.,, 2000b), sendo de
simples fabricagdo e facil manuseio, destoando dos outros implantes de
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hidroxiapatita disponiveis, 0s quais necessitam de calor ou pressdo para a
modelagem das esferas (JORDAN et al., 2000a).

A maioria dos implantes relatados, como a bio-eye, a FCl; (JORDAN et al.,
2000a; JORDAN et al., 2000b; JORDAN et al., 2002), a alumina (JORDAN et al.,
2000b) e a Molteno m-sphere (JORDAN et al., 2000a), apresentam multiplos poros
interligados que permitem a migracdo de tecido fibrovascular do hospedeiro,
diminuindo o risco de extrusdo. A microscopia eletrénica de varredura da esfera do
o-TCP-i revelou apenas microporos de superficie com 0,5 a 5,6 um, que nao se
interconectavam. De acordo com Jordan et al. (2000a) a hidroxiapatita nacional
permitiu que o tecido fibrovascular migrasse para o interior da esfera a partir de
microporos de 5-10 pum.

Observou-se que mesmo na auséncia de poros interligados, a presenca dos
canais de interconexdo com 1,2 mm possibilitaram a infiltracdo tecidual, o que
contribuiu para a auséncia de complicacfes relacionadas aos implantes encontradas
em outros trabalhos, como descarga ocular (BRANDAO, 2010; TOFT et al., 2010;
KANAMURA et al., 2012), dor (TOFT et al., 2010), exposicdo (MOLTENO et al.,
1973), infeccdo (MOLTENO et al., 1973; CHUAH et al., 2004), deiscéncia de sutura
(SCHELLLINE et al., 2003) e extrusdo (SCHELLLINE et al., 2003; CHUAH et al.,
2004; KANAMURA et al., 2012). Brand&o (2010), Schellline et al. (2003) e Kanamura
et al. (2012) relataram morte subita de alguns animais durante seus experimentos.

A composicdo quimica da esfera do a-TCP-i € semelhante a hidroxiapatita
biolégica, sendo bioquimicamente inerte (SANTOS et al.,, 2002). O «-TCP foi
desenvolvido e avaliado in vitro por Santos et al. (2002) e experimentado como
implante intraocular em coelhos eviscerados por Oria et al. em 2006, onde se
comportou de maneira inerte e nédo integravel. O implante integravel proporciona
adequada motilidade ocular e posterior acoplamento da préotese (YOON et al., 2008).
A integracdo dos tecidos ao implante oftadlmico depende de fatores como o
biomaterial utilizado e suas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas (JORDAN
et al., 2002; MIGLIORI, 2002), tamanho e quantidade de poros, tipo do material
utilizado como envoltério e a reacdo do tecido hospedeiro (RUBIN et al., 1994).
Devido a infiltracdo de tecido fibrovascular nos canais de interconex&o, o implante

pode ser caracterizado como integravel.
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A avaliacdo histopatologica da cépsula que envolvia as esferas do o-TCP-i
revelou intensa reacédo inflamatoria nos primeiros 15 dias da insercdo do implante.
De acordo com Molteno et al. (1973) e Schellline et al. (2003) € comum a presenca
de inflamacao ao longo de algumas semanas de pds-operatorio.

Yeatts et al. (2002) ao avaliarem a hidroxiapatita em pasta em cavidade
anoftdlmica de coelhos, notaram a presenca de células gigantes do tipo corpo
estranho, assim como minima reagéo inflamatéria apos trés meses da implantagao.
Neste estudo observou-se presenca células gigantes do tipo corpo estranho até 45
dias da insercéo da esfera, e reagdo inflamatéria minima aos 90 dias.

Toft et al. (2010) descreveram a presenca de inflama¢do mista com acumulo
de linfocitos, histiécitos e granulécitos apds mais de seis meses da implantagdo em
cavidades anoftalmicas que sofreram remocdo de implantes diversos. Neste
trabalho, visibilizou-se intenso infiltrado inflamatério misto apenas no periodo inicial
(15 dias), com diminuicdo gradual da resposta inflamatoria, a qual estava ausente
aos 180 dias. Estes achados assemelham-se com os encontrados por Brandéo et al.
(2012) ao avaliarem cones de biovidro e bioceramica em coelhos submetidos a
evisceracao.

De acordo com Knabe et al. (2000) a absorcédo dos cimentos de fosfato de
calcio ndo estd bem documentada na literatura. As absorgdes pontuais das esferas
do o-TCP-i notadas ao longo do periodo inflamatorio, justificam-se, uma vez que os
fosfatos de calcio sdo soluveis em meio com pH baixo (ARAUJO; SANTOS-FILHO,
2008) e durante o processo inflamatério ocorre acidificacdo do pH fisioldgico
(MALAMED, 2006; VISCONTI, 2010). Fato observado até os 90 dias, onde existia
infiltrado inflamatorio, sendo aos 180 dias notado completo preenchimento das
regides absorvidas da esfera.

O implante apresentou caracteristicas desejaveis como resisténcia e canais
gue permitiram a infiltracdo de tecido fibrovascular do hospedeiro, além de custo
baixo e facil confeccédo. Cabe ressaltar que estudos adicionais para a inser¢cao do
sistema de pega e prétese ocular serdo necessarios, bem como o emprego de
modificacdes estruturais na superficie do implante, notadamente a criacdo adicional
de macroporos de superficie, valendo-se para tal de tecnologias ja conhecidas para

0 processamento de matérias ceramicos.
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6. CONCLUSOES

O implante esférico do o-TCP-i em orbita de coelhos mostrou-se
biocompativel, inerte e integravel.

Os canais de interconexao com 1,2 mm permitiram adequada infiltracdo de
tecido fibrovascular sem comprometer a resisténcia do implante.

Os macroporos criados durante o periodo inflamatério foram relevantes para

melhor integrag&o do tecido orbital com a esfera.
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