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PROPRIEDADES ANISOTROPIQAS E REFRATIVAS DE pORNEAS DE
COELHOS, APOS IMPLANTACAO DE INLAYS DE COLAGENO TIPO |
EXTRAIDO DE TENDAO FLEXOR DIGITAL SUPERFICIAL DE BOVINO

RESUMO - Membranas a base de colageno tipo | extraido de tendao flexor
digital superficial bovino foram estudados como possivel matéria prima para
confecgao de inlays corneais. Elas foram implantadas nos estromas corneais de
olhos direitos de 16 coelhos da raca Nova Zelandia Branco, adultos, machos ou
fémeas, em higidez sistémica. Um “bolso” foi criado na regidao central de cada
cérnea para implantacdo e posicionamento da membrana (inlay) dentro do estroma
anterior (grupo CM, 16 coelhos). Coérneas com “bolso”, sem implantagcdo de
membranas (grupo SM, 16 coelhos), bem como corneas intactas (grupo controle, 4
coelhos sem qualquer procedimento cirargico) foram estudadas. Os grupos CM e
SM foram avaliados clinicamente quanto a presenca de blefarospasmo, hiperemia
conjuntival, edema, secrecao ocular e neovascularizacdo e quanto as propriedades
refrativas e a curvatura da cornea imediatamente antes (basal) e transcorridos 3, 7,
14, 21 e 28 dias de pés-operatério. Quatro animais dos grupos CM e SM, escolhidos
ao acaso, foram submetidos a eutanasia ativa, em diferentes tempos, para colheita
de corneas, as quais juntamente com coérneas intactas do grupo controle, foram
processadas para estudos comparativos em anisotropias opticas (birrefringéncias
total, de forma e intrinseca). Todas as variaveis continuas foram testadas para a
normalidade estatistica. Diferencas com p < 0,05 foram consideradas significativas.
Os procedimentos cirurgicos realizados na coérnea dos animais do grupo SM nao
alteraram a refracéo (p = 0,479). As corneas no grupo CM apresentaram-se com
hipermetropia, astigmatismo e equivalente esférico alterados (vs. basal) a partir do
terceiro dia de pos-operatorio, e esses parametros se mantiveram alterados até o
vigésimo oitavo dia de avaliagdo (p < 0,01). A curvatura corneal ndo foi alterada
pelos procedimentos realizados nos grupos SM (p=0,3) e CM (p=0,28).
Observaram-se elevacdes nas birrefringéncias totais e de forma das cérneas nos
grupos CM e SM, nos diferentes tempos avaliados, comparativamente as corneas
no grupo controle. As propor¢des de aumento da birrefringéncia total foram de
4,15%, 2,98%, 2,99% e 2,79% no grupo CM e de 2,76%, 0,19%, 3,14% e 3,36% no
grupo SM, aos 7, 14, 21 e 28 dias de pbds-operatorio, respectivamente. Os valores
de birrefringéncia intrinseca oscilaram nos grupos estudados e entre os diferentes
tempos de avaliacdo, representando mudancas em “turnover”’ associadas com
remodelamento estromal. A membrana colagénica, a luz da histopatologia,
mostrou-se segura, de degradacao lenta, ndo téxica e biocompativel com o tecido
corneal de coelhos. Ademais, alterou tanto a refracdo corneal quanto a
birrefringéncia total no curto prazo, porém sem alterar a curvatura corneal. Ela &
portanto um material promissor para estudos futuros visando aperfeicoamento e
uso como inlays.

Palavras-chave: birrefringéncia, biomaterial, colageno; cérnea,; inlay; curvatura
corneal



ANISOTROPIC AND REFRACTIVE PROPERTIES OF RABBIT
CORNEAS, AFTER IMPLANTATION OF TYPE | COLLAGEN INLAYS
EXTRACTED FROM BOVINE SUPERFICIAL DIGITAL FLEXOR TENDON

ABSTRACT - Membranes based on type | collagen extracted from bovine
superficial digital flexor tendon were studied as a possible raw material for making
corneal inlays. They were implanted in the right-eye, on the corneal stroma of 16
New Zealand White rabbits, male or female, adults, in apparently systemic health.
A "pocket" was created in the central region of the cornea for implantation and
positioning of the membrane (inlay) within the anterior stroma (CM group, 16
rabbits). Corneas with pocket, without implantation of membranes (SM group, 16
rabbits), as well as intact corneas (control group, 4 rabbits without any surgical
procedure) were studied. The CM and SM groups were clinically evaluated for the
presence of blepharospasm, conjunctival hyperemia, edema, ocular secretion and
neovascularization, and on the refractive properties and curvature of the cornea
immediately before (baseline) and after 3, 7, 14, 21 and 28 days of the postoperative
period. Four animals, randomly choose from CM and SM groups were submitted to
active euthanasia at different times to harvest the corneas, which, together with
intact corneas from the control group, were processed for comparative studies in
optical anisotropy (total, form and intrinsic birefringences). All continuous variables
were tested for statistical normality. Differences with p <0.05 were considered
significant. Surgical procedures performed on the corneas of the SM group did not
alter the refraction (p = 0.479). The corneas in the CM group presented with altered
hipermetropy, astigmatism and sferical equivalent (vs. basal) from the third
postoperative day (p <0.01) onwards, and those changes were maintained until the
twenty-eighth day of evaluation. The corneal curvature was not altered by the
procedures performed in the SM (p = 0.3) and CM (p = 0.28) groups. Elevations in
total and form birefringence of the corneas were observed in the CM and SM groups
at the different evaluated times, compared to the corneas in the control group. The
proportions of increase of total birefringence were 4.15%, 2.98%, 2.99% and 2.79%
in the CM group and 2.76%, 0.19%, 3.14% and 3, 36% in the SM group at 7, 14, 21
and 28 postoperative days, respectively. The intrinsic birefringence values oscillated
in the studied groups and between the different evaluation times, representing
changes in turnover associated with stromal remodeling. The collagen membrane,
on the histopathological evaluation, was shown to be safe, to have a slow
degradation time, to be non-toxic and biocompatible with rabbit corneal tissue. In
addition, it altered both the corneal refraction and the total birefringence in the short
term, but without altering the corneal curvature. It is, therefore, a promising material
for future studies aiming the improvement and use as an inlay.

Keywords: birefringence, biomaterial, collagen, cornea, inlay, corneal curvature



LISTA DE ABREVIATURAS

CK - Ceratoplastia condutiva

D - Dioptria

LASIK - Laser assisted in situ keratomileusis
MEC - Matriz extracelular

MEV — Microscopia eletrdnica de varredura
mm - Milimetro

no— Indices de refracdo

nm — Nandmetro

PPL — Plano de luz polarizada

RO — Retardo 6ptico

WLS - Wave like structures
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Figura 7. Imagens representativas dos brilhos de birrefringéncias observados nas
corneas estudadas a 45 graus do plano da luz polarizada. As fibras apresentaram
brilho ndo homogéneo. Em A, B, C e D, grupo operado que néo recebeu membrana
(SM) nas avaliagbes dos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente. Em E, F, G e H,
grupo que recebeu membrana (CM) nas avaliagbes dos dias 7, 14, 21 e 28,
respectivamente. As setas nas imagens E, F, G, e H correspondem ao local de
implantacdo da membrana. Em |, grupo controle. Em J, esquema ilustrando o
posicionamento dos cortes em relagdo ao PPL...........ooooiiiiiiiiiii e, 22

Figura 8. Imagens representativas dos brilhos de birrefringéncias observados nas
cérneas estudadas, a 90 graus do plano da luz polarizada. As fibras apresentaram
brilho ndo homogéneo. Em A, B, C e D, grupo operado que nao recebeu membrana
(SM) nas avaliacfes dos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente. Em E, F, G e H,
grupo que recebeu membrana (CM) nas avaliacbes dos dias 7, 14, 21 e 28,
respectivamente. As setas nas imagens E, F, G e H correspondem ao local de
implantacdo da membrana. Em |, grupo controle. Em J, esquema ilustrando o
posicionamento dos cortes em relac8o ao PPL...........coooiviiiiii e, 23

Figura 9 Curvas de birrefringéncia de forma comparando cérneas nos grupos SM
(A) e CM (B), em diferentes tempos de avaliacdo pds-operatéria, com corneas
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1 INTRODUCAO

A coOrnea é um tecido transparente, avascular e ricamente inervado. Sua
principal funcdo é transmitir e refratar a luz que chega ao olho. Seu
formato/curvatura € crucial para o desempenho da funcdo refrativa. Ela tem
propriedades liquido cristalinas, razdo pela qual € capaz de remodelar e de
responder com adaptacéao ou flexibilidade a uma série de intervengdes ou a eventos
fisiologicos ou patolégicos. Uma caracteristica das estruturas liquido cristalinas € a
natureza anisotropica, que, no caso da cérnea, emerge do arranjo periddico
organizado das fibrilas e das fibras colagenas do estroma. O arranjo colagénico
estromal que confere propriedades anisotropicas Opticas a cérnea é o mesmo que
determina a sua curvatura, refracao e biomecanica. Portanto, ha interesse clinico e
cientifico em se estudar anisotropia em cérneas saudaveis, bem como em se
avaliarem os efeitos de intervengdes cirdrgicas sobre tal. A investigacdo da
anisotropia Optica corneal representa estratégia eficaz para se detectarem
alteracbes no grau de empacotamento e no diametro das fibras colagenas, bem
como para se estabelecerem a orientagcdo e os padrdes intercruzamentos dos
componentes fibrilares dentro das lamelas estromais.

Crescente é o numero de intervencdes cirdrgicas que envolvem enxertia ou
transplantacdo de biomateriais para a cornea. Biomateriais para cirurgia corneal
devem reproduzir requisitos estruturais e funcionais do tecido hospedeiro, além de
proporcionarem resisténcia mecanica, biocompatibilidade, transparéncia ou semi-
transparéncia. Usualmente, os biomateriais sdo confeccionados com polimeros
naturais e sintéticos. Enquanto polimeros naturais tendem a ter excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade, o0s sintéticos permitem maior
personalizacdo de propriedades fisico-quimicas desejaveis, porém carecem de
biodegradabilidade.

O colageno é o maior componente da matriz extracelular (MEC) animal. A
aplicacao dessa proteina (especialmente colageno tipo I) em engenharia de tecido
corneal é viavel e tem sido reportada por diferentes autores. Isso porque o coladgeno
€ um material de extracéo facil e de baixo custo, além de proprio ao estroma da
cornea. Colagenos para aplica¢des industriais, incluindo uso clinico-cirurgico, séo

normalmente extraidos de tenddes, como o flexor digital bovino.



Ha relatos de que a implantacdo de biomateriais membranosos de colageno
no estroma corneal pode suscitar modificacbes na curvatura da cérnea, o que
possibilitaria seu emprego na correcédo de erros refrativos. Desse modo, além da
aplicacé@o usual em ceratoplastias lamelares, na liberagdo de farmacos, ou, ainda,
para o carreamento de células, membranas colagenas tém sido avaliadas como
inlays. Quanto a isto, ha mais estudos clinicos que investigacdes laboratoriais.
Apesar do uso crescente, poucas pesquisas quantificaram os efeitos da
implantacdo de membranas coldgenas tipo inlays sobre o arranjo de colageno
estromal, bem como sobre seus efeitos relativamente as anisotropias Opticas
corneais.

Pelo exposto, com a presente pesquisa informaram-se sobre os efeitos da
implantagéo intraestromal de membranas de colageno tipo | extraido de tendao
flexor digital bovino, suas propriedades refrativas e topograficas (curvatura) e

anisotropia 6ptica na cornea de coelhos.

2 REVISAO DE LITERATRA

Um dos desafios atuais das ciéncias basicas e translacionais aplicadas a
oftalmologia é potencializar a evolugdo da triade custo-risco-beneficio que
acompanha o emprego de células, de biomembranas e de polimeros na pratica
oftdlmica, notadamente no manejo de afec¢des corneais. Dentre as expectativas,
h& interesse em se ampliar a gama de materiais poliméricos capazes de se
integrarem a cornea, sem risco de rejeicdo, e de promoverem rearranjos na
organizagdo supramolecular da matriz extracelular (MEC) estromal. O estroma
representa cerca de 90% da espessura total da cornea (Slatter, 2005; Gilger, 2007).

O termo organizacdo supramolecular, ou supraorganizacdo, refere-se a
interacdo e ao arranjo macromolecular que confere funcionalidade e propriedades
biomecanicas a cornea (Scoot, 1995; Rifes e Thorsteinsdottir, 2012; Mattia e Otto,
2015). Colagenos fibrilares e proteoglicanos representam as principais
macromoléculas supraorganizadas da MEC estromal (Cooper et al., 2005; Mei; et
al., 2012; Chen et al., 2015).

As fibrilas colagenas da cornea apresentam diametro menor que o

comprimento de onda da luz visivel, condicdo necessaria para que a cornea seja



transparente. Em mamiferos, elas distam uniformemente entre si e organizam-se
espacialmente em lamelas de fibras. O arranjo lamelar das fibras colagenas
relaciona-se com as propriedades mecanicas da cornea, especialmente o angulo
de curvatura, e € determinante para o poder refrativo (Slatter, 2005; Gilger, 2007).
Em decorréncia da supraorganizacao do estroma, quando a luz permeia o tecido
corneal, as ondas secundarias que interagem com as fibrilas de colageno se
anulam em todas as direcdes, exceto para a frente, razdo pela qual a cornea é
transparente (Meek e Knupp, 2015). Os proteoglicanos s&o glicoconjugados
macromoleculares verséteis, com fun¢des variadas, que podem apresentar, em sua
estrutura, oligassacarideos dos tipos N- ou O-ligados (Sweet et al.,, 1977,
Lohmander et al.,, 1980; Kuc e Scott, 1997; Chakravarti et. al., 1998; lozzo e
Schaefer, 2015). Uma das funcBes dos proteoglicanos corneais é regular a
espessura das fibrilas e das fibras colagenas estromais, bem como o espagcamento
inter-fibras (Michelacci, 2003; Quantock e Young, 2008). Os proteoglicanos estéao
intimamente associados com as fibrilas colagenas em um arranjo espacial que
otimiza as interacfes entre as cadeias glicanicas dos proteoglicanos e as cargas
positivas dos aminoéacidos que formam a molécula de colageno. Por isso, as fibras
colagenas dessa estrutura sdo percebidas como elementos mistos (Lewis et. al.,
2010).

A MEC supraorganizada néo é estatica ou inerte. Ela € ativa, pois possui
turnover dinamico governado por fendmenos sincronizados, determinados
geneticamente, de automontagem e desmontagem moleculares (Hay, 1991; Lehn,
2002; Giraud Guille et al., 2005; Acton, 2013). Supraorganiza¢cdes de MEC, como
a cornea, sao habeis em responder com adaptacédo ou remodelamento (positivo ou
negativo) a uma série de eventos ou intervengbes, como lasers, cirurgias,
atividades enziméticas, farmacos, demandas ou desordens fisiol6gicas, patdgenos,
estimulos mecéanicos ou elétricos e implantagdo de biomateriais (Sellaro, 1999;
Silva et al., 2006; Aldrovani e Vidal, 2007; Aldrovani et al., 2007; Gétzinger et al.,
2007; Retamoso et al., 2010; Sahu et al., 2010; Silva et al., 2013; Freedman et al.,
2014; Arokiaraj e Palacios, 2014).

Em décadas passadas, promover o remodelamento dos componentes
supraorganizados da MEC estromal corneal, por implantagdo de biomateriais
poliméricos, era considerado estratégia eficaz em ceratoplastias lamelares, para se

recrutarem fatores de crescimento, enzimas e células remanescentes atuantes na



reparacdo corneal (Fagerholm, et. al., 2010). Na atualidade, biomateriais
poliméricos (membranas, hidrogéis, micelas, lipossomas e dispositivos) tornaram-
se Uteis também para a liberacdo controlada ou prolongada de farmacos, o
carreamento de células progenitoras cultivadas ex vivo, promoc¢do do
estabelecimento de sitios de interacéo célula-MEC, e incitar ativagdo ou ocorréncia
de sinergia entre moléculas soluveis (Valdetaro et al., 2016; Chen e Liu, 2016).
Muitos biomateriais poliméricos estdo sendo investigados em cirurgias refrativas,
sob a forma de inlays e de onlays corneais, 0s quais constituem opcdes as técnicas
tradicionais de laser assisted in situ keratomileusis (LASIK) e de ceratoplastia
condutiva (CK). Relativamente a olhos humanos, o onlay € um dispositivo 6ptico
inserido entre o epitélio corneal e a camada de Bowman, enquanto o inlay € um
biomaterial inserido abaixo da membrana de Bowman, dentro do estroma corneal
(Wu et al., 2014).

A funcéo priméria do inlay é promover alteracdes na curvatura da cérnea,
corrigindo erros de refracdo (Wu et al., 2014). O primeiro inlay foi desenvolvido por
Barraquer, em 1949 (Barraquer, 1949). Diferentes materiais ja foram testados na
confeccdo de inlays, incluindo o vidro Flint e os acrilicos. Os primeiros inlays
falharam em seus propdésitos e suscitaram intercorréncias graves, como necrose
corneal e extrusdo do implante (Ali6 et al., 2004; Gomaa et al., 2010). Contudo,
gracas aos avancos tecnoldgicos (Alio et al., 2004; Gomaa et al., 2010) e as
descobertas nos campos da ciéncia de materiais e da nanotecnologia, o0 interesse
da comunidade cientifica por esses dispositivos ressurgiu no final da década de
1990 (Yilmaz et al., 2008).

Polimeros sintéticos ndo biodegradaveis representam, na atualidade, as
matérias-primas de escolha para construcao de biomateriais para inlays, mas como
desvantagem, necessitam de remocao cirurgica, apos promoverem as alteracdes
desejadas no angulo de curvatura corneal (Yilmaz et al., 2008).  Pesquisadores
discutem se polimeros naturais degradaveis poderiam oferecer vantagens, pois
seriam eliminados lentamente por rotas enzimaticas envolvendo metaloproteinases
e lisozimas sintetizados nomicroambiente da cornea. Apesar do potencial
terapéutico e da importancia clinico-cirdrgica, ha poucos estudos sobre alteracbes
em refracdo secundarios a implantacdo intra-estromal de biomateriais

confeccionados com polimeros naturais. Dos polimeros naturais, destaca-se o



colageno tipo |, dentre outras razdes, porque ele € um componente do estroma da
cérnea (Michelacci, 2003).

Colageno tipo | tém como unidade estrutural o tropocolageno, uma
macromolécula linear, semiflexivel, com dimensfes de 300 nm em comprimento e
1,5 nm em diametro (Hay, 1991, van der Rest e Garrone, 1991; Michelacci, 2003,
Ricard-Blum, 2011). O tropocolageno é formado por trés cadeias polipeptidicas,
gue se entrelacam, formando uma tripla hélice cujos residuos de aminoacidos se
dispdem em sequéncia repetitiva do tipo -Gly-X-Y-, onde X e Y podem ser qualquer
aminoacido, mas, frequentemente, X € prolina e Y € hidroxiprolina (Hay, 1991; van
der Rest e Garrone, 1991; Michelacci, 2003). H4 homologia estrutural entre as
moléculas de colageno dos vertebrados, o que explica porque colagenos de uma
espécie podem ser implantados em outra espécie (Li, 2002; An et al., 2016).

Trés fatores importantes credenciam o colageno como biomaterial: 0s baixos
indices de alergenicidade (cerca de 2% para colageno heterdlogo) e a alta
biocompatibilidade; as caracteristicas de autorreconhecimento e de
autoassociacdo molecular in vitro, que permitem reconstituicdo de preparacdes
colagénicas fibrilares a partir de solucdes de extracéo; baixo custo dos reagentes
usados na extragdo frente ao volume consideravel de coldgeno que se consegue
obter (Li, 2002). A guantidade de colageno tipo | obtida de uma fonte doadora, por
procedimento de extracdo em meio acidico, depende primariamente da extensao
da quebra das ligagcbes ndo covalentes e covalentes que ndo estéo estabilizadas
por ligacdes cruzadas aldimina (Reddy et al., 2002). Comparado com outros
polimeros naturais, o colageno tipo | € vantajoso por permitir que suas
propriedades, incluindo as de degradacdo (mais rapida ou lenta), sejam
modificadas por tratamentos quimicos, fisicos, térmicos ou enzimaticos,
possibilitando a confeccdo de biomateriais com diferentes caracteristicas
macroscopicas e mecanicas (rigidez/elasticidade, resisténcia as forcas tensionais
e compressivas) (Reddy et al., 2002).

Pele, cartilagem e tend&o de bovinos, de ovinos e de suinos constituem
importantes fontes de colagenos (matéria-prima) para fins de pesquisa ou
industriais (Li, 2002).

Tenddes sao estruturas anatomicamente interpostas entre musculos e
0Ss0s, cuja funcao é transmitir a forca gerada pela contracdo muscular, para 0 0sso,

possibilitando a movimentacéo articular (Aldrovani, 2004). Quando saudaveis, 0s



tendbes sdo brancos, viscoelasticos e apresentam extensa MEC colagénica
(Aldrovani, 2004). Em estado de repouso, as fibras colagenas dos tenddes
apresentam padrao ondulado que, a microscopia de polarizacao, revela alternancia
entre bandas claras e escuras, denominadas crimps (ou wave like structures, WLS).
A morfologia do crimp difere entre os tenddes e esta associada com propriedades
biomecéanicas e de estabilidade fisico-quimica do colageno (Giraud-Guille et al.,
2003; Vidal e Mello, 2010).

O tendao flexor digital superficial, bem como o tend&o calcaneo de bovinos,
sado bem caracterizados quanto a morfologia do crimpe a estabilidade fisico-quimica
do colageno. Portanto, figuram entre os mais empregados para a extracdo de
colagenos. A morfologia do crimpe correlata a cristalinidade e ao tipo de mesofase
apresentado por fibras colagenas reconstituidas de meios acidicos (Giraud-Guille
et al.,2003; Giraud-Guille et al., 2005; Aldrovani, 2004). Tal condig&do € importante
para a selecdo da fonte doadora. As mesofases correspondem a “textura” dos
cristais liquidos e, no caso de fibras colagenas, podem ser nematicas colestéricas
ou twisted-grain-boundary (Vidal, 2003; Aldrovani e Vidal, 2007). A luz da
nanotecnologia, a definicdo atual de tend&@o é "corpo quiral com caracteristicas de
cristal twisted-grain-boundary" (Vidal, 2010).

Ha relatos sobre aplicacbes de colageno tipo | extraidos de tenddes bovino
no tratamento de lesbes da mucosa duodenal e de queimaduras quimicas da pele
e da superficie ocular, no carreamento de células epiteliais pigmentares da retina,
na construcdo de lentes destinadas ao cultivo de células tronco do limbo
corneoescleral e na ceratoplastia lamelar, entre outras (Ma et al., 2003; Hacket et
al., 2009; Warnke et al., 2013). O colageno tipo | de bovinos ja foi usado na
confeccao de substitutos corneais (Hacket et al., 2009). Trata-se de material com
aplicacdes crescentes em bioengenharia de tecidos oculares e em medicina
regenerativa corneal (Hacket et al., 2009). Todavia, fendbmenos em nanoescala,
decorrentes do remodelamento de biomateriais de colageno tipo I, notadamente os
de bovinos, promovem na interface cornea-implante, permanecem indeterminados.
Desconhece-se, também, se a implantacdo de biomateriais de colageno tipo | de
tenddes bovinos para a cérnea causa alteracbes refrativas, e se eventuais
alteragOes seguem padrdes repetitivos de ordem molecular.

As anisotropias Opticas correspondem a fenbmenos em nanoescala. Elas

estao relacionadas com refracao, transparéncia, biomecéanica e curvatura corneais,



(Lehn, 2002; Palmer et al., 2007; Webber et al., 2010). A rede molecular que confere
propriedades anisotropicas a cOornea é a mesma que responde por sua
funcionalidade, ou seja, a colagénica. Diferentes aspectos dessa rede podem ser
minuciosamente  investigados empregando-se ferramentas biofotdnicas,
notadamente as que envolvem interacdo do tecido corneal com fotons de luz
polarizada (Barros Sobrinho et al., 2018) (APENDICE A). A anisotropia Optica
corneal, portanto, resulta de elementos periodicamente ordenados nos niveis
atomico e molecular (Bennet, 1967; Cassim et al., 1968; Kim et al., 2000, Savenkoy
e Sydurok, 2005; Silva et al., 2006; Vidal e Mello, 2006; Aldrovani et al., 2007;
Jacques, 2013; Ribeiro et al., 2013) e reflete as propriedades fisicas macro e
microscopicas da estrutura.

A incidéncia de ondas eletromagnéticas polarizadas sobre a cérnea, a
similitude do que ocorre em outras estruturas anisotrépicas, enseja mudancgas na
fase dos componentes ortogonais do vetor elétrico, que se conhecem por
birrefringéncia (Bennet, 1967; Cassim et al., 1968; Kiernan, 1990; Kim et al., 2000;
Louis-Dorr et al., 2004; Savenkoy e Sydurok, 2005; Silva et al., 2006; Aldrovani e
Vidal, 2007; Vidal e Mello, 2006; Jacques, 2013).

A birrefringéncia é a anisotropia Optica que resulta da diferenga de indices
de refracdo da estrutura, acarretando propagacdo de luz com velocidades e
direcdes diferentes (Wied, 1966; Bennet, 1967; Kim et al., 2000; Silva et al., 2006;
Aldrovani e Vidal, 2007; Vidal e Mello, 2010; Fesenko et al., 2016). Ela se expressa
pela equagao An = ny — nx, onde ny é o indice de refracédo na direcao de propagacao
do raio extraordinario e nx é o indice de refracdo na direcdo do raio ordinario.
Adjunto, ela informa sobre a supraorganizacdo dos colagenos fibrilares e é
constituida por duas fracdes: a intrinseca e a de forma (Wied, 1966; Bennet, 1967;
Kim et al., 2000; Silva et al., 2006; Aldrovani e Vidal, 2007; Vidal e Mello, 2010;
Ribeiro et al., 2013). A birrefringéncia intrinseca se deve as transi¢des eletronicas
(TT—11*) nas ligagdes peptidicas planares situadas ao longo do eixo das fibras. O
retardo optico (RO) associado a ela esta representado pela equacédo: RO =
S*e?/2eomwo?, onde S é o nimero de ligagcdes peptidicas por centimetro quadrado;
e corresponde a carga do elétron; m corresponde a massa do elétron; <o é a
permissividade do espaco (constante dielétrica); e wo é a frequéncia de ressonancia
do elétron (Bennet, 1967; Silva et al., 2006; Aldrovani e Vidal, 2007; Vidal e Mello,
2010; Ribeiro et al., 2013). A birrefringéncia de forma ocorre em meios dielétricos



heterogéneos e, portanto, € um efeito optico ndo linear. Na MEC, ela resulta da
compatibilidade dos comprimentos de onda do féton com as dimensbes
nanometricas e a organizacéo das moléculas de colagenos fibrilares (Cassim et al.,
1968; Kiernan, 1990; Kim et al., 2000; Silva et al., 2006; Aldrovani e Vidal, 2007,
Vidal e Mello, 2010; Ribeiro et al., 2013). As fra¢cBes intrinseca e de forma da
birrefringéncia total corneal podem ser estabelecidas pela constru¢cdo de curvas
correlacionando valores de retardo Optico com indices crescentes de refracao
(Aldrovani et al., 2007).

3 OBJETIVOS

Objetivou-se, com a pesquisa, implantarem-se biomateriais colagénicos no
estroma corneal de coelhos, para se avaliar a possivel utilizacdo dessa matéria
prima como inlay corneal e quantificarem-se propriedades refrativas (refracéo e
equivalente esférico), topograficas (curvatura corneal) e anisotropicas na interface

cornea-biomaterial, além da sua evolugéo clinica.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extracdo de colageno tipo | de tendéo flexor digital superficial bovino e

confeccdo de membranas

Tenddes digitais superficiais foram obtidos de bovinos, apés abate em
“abatedouro” regulamentado e autorizado pela Vigilancia Sanitaria, localizado na
regido de Ribeirdo Preto, interior de Sdo Paulo. A origem do material foi
comprovada por emissao de nota fiscal, como previsto nos incisos do Artigo 1, da
instrugdo normativa 169 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis, de 20 de fevereiro de 2008. Seu uso foi autorizado pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen numero A9A4B18), no atendimento da Lei Federal
numero 13.123/2015.



O processo de extracdo de colageno e o produto final obtido (membrana),
foram patenteados junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI,
namero BR 10 2018 010323 7) e estdo disponiveis para licenciamento. O

APENDICE B descreve os processos usados na confec¢cdo das membranas.

4.2 Consideragdes quanto a ética

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO). Outrossim, sob a expressa
autorizacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA — proc. N° 6.330/16)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal. Todos os procedimentos foram
realizados no centro cirargico do Servigo de Oftalmologia do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel”, da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal. Os principios
éticos estabelecidos pelo Canadian Council on Animal Care (Principles of

Laboratory Care, NIH publication no 8523, revised 2011) foram obedecidos.

4.3 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 36 coelhos (Oryctolagus cuniculus), da raga Nova Zelandia
Branco, adultos, machos ou fémeas, fornecidos pelo biotério da Unesp, Campus de
Botucatu, com peso médio de 3 kg. Eles foram mantidos individualmente, em
ambiente ventilado e em gaiolas apropriadas, limpas e higienizadas, com dieta a
base de racao comercial e de 4gua potavel, a vontade. Previamente a sua inclusao
na pesquisa, eles foram avaliados a semiotécnica oftalmica balizada no teste
lacrimal de Schirmer?, na biomicroscopia com luz em fenda?, na tonometria de
aplanacdo?, na oftalmoscopia binocular indireta* e na prova do tingimento pela

fluoresceina®. Apenas individuos livres de alteracdes oculares e com aparente

! Ophthalmos, S30 Paulo, Brasil

2 Kowa SL14, Isesaki, Japdo

3 TonoPen, Reichert, Buffalo, EUA
4 Eyetec, Sdo Carlos, Brasil

> Ophthalmos, S3o Paulo, Brasil
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saude sistémica foram utilizados na pesquisa. Apenas o olho direito de cada um foi
submetido a experimentacao.

Os animais foram distribuidos em trés grupos: os dois primeiros foram
constituidos por 16 coelhos cada. Eles foram submetidos a procedimento cirdrgico
para confec¢cao de um “bolso” no estroma corneal anterior, local onde se implantou
(grupo CM, experimental) ou ndo (grupo SM, controle negativo) a membrana de
colageno previamente confeccionada. Os olhos dos coelhos dos grupos CM e SM
foram clinicamente avaliados. As propriedades refrativas e a curvatura da cornea
foram guantificadas antes da cirurgia (basal) e transcorridos 3, 7, 14, 21 e 28 dias
de poés-operatério. Apls cada avaliacdo, excetuando-se a do terceiro dia, quatro
coelhos de cada grupo foram escolhidos, ao acaso, para eutanasia ativa e colheita
das coérneas destinadas aos estudos em anisotropia Optica, precedidos por
avaliacdo histologica.

O grupo controle foi formado por quatro animais ndo submetidos a qualquer
procedimento cirdrgico, servindo apenas como doadores de cérneas “normais” ou

“ndo operadas”, para os estudos comparativos.

4.4 Procedimentos anestésico e cirurgico

Empregou-se a anestesia do tipo dissociativa, induzida e mantida pela
associacdo de xilazina® (5mg/kg) com cetamina’ (20mg/kg). Os animais foram
preparados para procedimento asséptico, em decubito lateral esquerdo, a cabeca
estabilizada sobre um vacuum pillow8, e a regido periorbital tricotomizada.
Realizou-se a antissepsia empregando-se solucdo aquosa de iodopovidona® 10%
nas palpebras, diluida na proporgéo 1:1, vol/vol. Utilizou-se, em complementacao
a anestesia dissociativa, colirio de tetracaina contendo 0,1% de fenilefrinal®.
Realizou-se a antissepsia da cornea e da conjuntiva com solucéao de iodopovidona
10%, na diluicdo 1:50, vol/vol, em solug¢do salina. ApGs isolamento do campo

operatério, realizou-se a blefarostase mecanica!!. Um “bolso” foi confeccionado no

& Agener Unido, S30 Paulo, Brasil

7 Agener Unido, S30 Paulo, Brasil

8 Olympic Vac Pac, San Carlos, EUA

° Riodeine, S30 José do Rio Preto, Brasil

10 Allergan, Dublin, Irlanda

11 Blefarostato de Barraquer, Stell inox, S3o Paulo, Brasil
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estroma axial da cérnea (eixo visual). A incisdo foi feita com bisturi calibrado? de
300 um (profundidade do bolso) (Figura 1A), em olhos centralizados com anel de
Fine-Thornton'3. Bisturi crescente angulado'* e dissector de Martinez!® foram
utilizados para estender o plano de dissecc¢éo, por 12 mm (Figuras 1B e C). Todos
0s procedimentos foram realizados pelo mesmo cirurgido, empregando-se

microscopio cirtrgico®®.

Figura 1. Em A, incisdo em coérnea clara, de coelho Nova
Zelandia Branco, com bisturi calibrado de 300
pum. Em B, extensdo do bolso no estroma corneal
com bisturi crescente angulado, em C, com
dissector de Martinez e em D, membranas de
colageno utilizadas no estudo (setas).

Membranas de colageno, com 3 mm de diametro, esterilizadas por radiacao
ultravioleta, foram entdo implantadas no leito estromal do grupo CM. O “bolso”
corneal ndo foi suturado apds o procedimento (Yilmaz et al., 2008). Todos os olhos

(grupos CM e SM) foram protegidos com lente de contato corneoescleral Purevision

12 Razor, Osaka, Japdo

3 Duckworth&Kent, Baldock, Inglaterra

14 Alcon, S3o Paulo, Brasil

15 stell inox, S3o Paulo, Brasil

16 M-900, DF Vasconcelos, S3o Paulo, Brasil
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2,7 com diametro de 14mm. As lentes foram removidas no terceiro dia de pos-
operatorio.

Os animais receberam cloridrato de tramadol*® na dose de 4 mg/kg, pela via
subcutanea, em intervalos regulares de 8 horas, por cinco dias. Ademais, colirio'%a
base de neomicina, polimixina B e dexametasona foi utilizado a cada 8 horas, até

o0 momento de colheita das cérneas.

4.5 AvaliacOes clinicas

Os animais foram avaliados com biomicroscépio com lampada em fenda’ e
eventuais irregularidades na superficie ocular foram registradas. As avaliacdes
foram realizadas a cada trés dias até o vigésimo oitavo dia. Os eventos
relacionados a blefarospasmo, hiperemia conjuntival, edema de cérnea, secrecao
conjuntival e neovascularizacdo foram anotados e classificados em: ausente,
discreto, moderado e intenso (Andrade et al., 1999). As membranas ndo tomavam

todo o eixo optico.

4.6 Refratometria e ceratometria

Sob contencéo fisica delicada, a regido central da cornea dos coelhos foi
avaliada empregando-se Auto refrator?® PRK-7000, calibrado em modo automatico
com auxilio de olho teste (dispositivo que acompanha o equipamento).
Consideraram-se, para cada olho, em cada avaliagdo, a média calculada de cinco
medidas consecutivas. A refracéo foi expressa também utilizando-se o equivalente
esférico (EE). A emetropia foi definida como sendo o erro refrativo entre -0,5 e +0,5
dioptria (D) (Kubai et al., 2008).

17 Bausch & Lomb, Nova lorque, EUA
18 Agener Unido, Sdo Paulo, Brasil

1% Maxitrol, Alcon, S3o Paulo, Brasil
20 potec, Daejon, Coréia do Sul
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4.7 Histopatologia

Aspectos histopatolégicos e fendmenos de anisotropia 6ptica foram quali-
guantificados em cérneas (grupos CM, SM e controle) fixadas em formalina 10%
tamponada?!, desidratadas em solu¢des decrescentes de etanol??, clareadas em
xilol>® e processadas para inclusdo rotineira em parafina Histosec livre de dimetil-
sulfoxido?*. Cortes longitudinais com 7 um de espessura foram confeccionados
(Aldrovani e Vidal, 2007; Ribeiro et al., 2013). Para a histologia, as corneas com tal
destinacao foram coradas com hematoxilina e eosina (Holzer et al., 2006), e a

presenca de células inflamatorias, na interface cornea-biomaterial, foi avaliada.

4.8 Anisotropia Optica

4.8.1 Birrefringéncia

Apos avaliacdo qualitativa do brilho, a birrefringéncia foi estudada em cortes
histologicos “desparafinizados”, ndo corados, embebidos em solugdes contendo
indices de refracdo (np) crescentes: agua, npo = 1,333; glicerina 20%, np = 1.360;
glicerina 40%, np = 1.386; glicerina 60%, np = 1.413; glicerina 80%, np = 1.435; e
glicerina pura, np=1.471 (Aldrovani et al., 2007). Para cada indice, 60 medidas de
retardo optico foram realizadas com o eixo longo do corte corneal posicionado a 45
graus do plano de luz polarizada (PPL). Para avaliacdo das ondulacdes (crimp) as
cérneas foram posicionadas com o longo eixo a 90 graus do PPL. Empregou-se
microscopio quantitativo de luz polarizada®® equipado com objetiva de 20x, optovar
1, filtro de interferéncia passa-banda em 546 nm e compensador de Brace-Kdhler
M10 (Olympus, Téquio, Japdo). Nos grupos CM e SM, avaliaram-se as fibras
colagenas das interfaces cornea-biomaterial e cornea-inciséo, respectivamente. As
avaliacbes no grupo controle foram aleatérias, sempre realizadas no estroma

anterior da cornea central. Curvas de birrefringéncia de forma foram construidas

2! Dindmica, S3o Paulo, Brasil

22 Synth, S3o Paulo, Brasil

23 Synth, S3o Paulo, Brasil

24 Merck, Darmstadt, Alemanha
25 Olympus BX53-P, Téquio, Jap3o
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plotando-se os valores médios de retardo Optico, em funcdo dos meios de

embebicao.

4.9 Estatistica

As variaveis foram testadas para a normalidade estatistica. Comparacdes
foram feitas empregando-se a andlise de variancia (ANOVA) de uma via e ANOVA
para medidas repetidas. O poOs-teste teste de Tukey foi aplicado, quando
necessario. Resultados sdo expressados como média + desvio padrédo e estdo
representados por boxplots e por graficos de intervalo de confianca de 95% de
Tukey. Diferencas com p < 0,05 foram consideradas significativas. Todos o0s
célculos, graficos e as comparacfes estatisticas foram feitos usando software

comercialmente disponivel?®.

5 RESULTADOS

5.1 Avaliagéo clinica

Nenhum dos olhos operados, nos grupos CM ou SM, desenvolveu
blefarospasmo ou neovascularizagdo corneal ou apresentou irregularidades
(ulceracbes) na superficie. No terceiro dia de pos-operatorio, todos os coelhos no
grupo CM apresentaram hiperemia conjuntival discreta, 66,6% apresentaram
secre¢do mucoide discreta e 11,1% tiveram edema corneal focal discreto. No grupo
SM, 100% dos coelhos apresentaram hiperemia conjuntival discreta, 60% tiveram
secrecao mucoide discreta e 10% apresentaram edema focal discreto. No sexto dia
de pos-operatorio, 38,8% dos animais do grupo CM apresentavam hiperemia
discreta, 11,1% apresentaram secre¢cdo mucoide discreta e 11,1% tiveram edema
focal discreto; os mesmos percentis foram encontrados no grupo SM. A partir do
nono dia de pos-operatorio, as manifestacdes clinicas arrefeceram para ndo mais

serem observadas.

26 Minitab 18™, Minitab, San Diego, EUA
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5.2 Refratometria e ceratometria

Os procedimentos cirargicos realizados na cornea dos animais do grupo SM
nao alteraram a refracédo (p = 0,479, ANOVA para medidas repetidas) (Figura 2 A).
Os coelhos do grupo CM apresentaram mudancas na refracdo, do terceiro até o
vigésimo oitavo dia de pds-operatorio (Figura 2 B e C) (p < 0,01 vs. basal, pds-teste
de Tukey).

A avaliacdo basal revelou que 16,66% e 83,34 % dos coelhos no grupo CM
eram emeétropes e hipermétropes, respectivamente; e que 47,37%, 5,26% e 47,37%
dos coelhos no grupo SM eram emétropes, miopes, e hipermétropes,
respectivamente. Ap6s o procedimento cirdrgico, todos os coelhos no grupo CM
mostraram-se hipermétropes. No grupo SM, as propor¢cdes de emétropes, miopes
e hipermétropes foram de 17,64%, 5,88% e 76,48% aos 7 dias, de 13,33%, 13,33%
e 73,34% aos 14 dias e de 9,1%, 18,18%, 72,72% aos 21 dias, respectivamente.
Com 28 dias de avaliacéo, 20% dos coelhos eram emétropes e 80% hipermétropes.

Todas as corneas apresentaram astigmatismo desde a avaliagdo basal. Os
procedimentos executados nas cOrneas do grupo SM ndo ensejaram alteracdes
nos valores de astigmatismo (Figura 3A) (p = 0,105). A implantacdo de membranas
nas cérneas do grupo CM suscitou aumento do astigmatismo (Figura 3 B e C),
caracterizada por reducdo dos valores médios, em dioptrias, encontrados (p <
0,01).

Quanto ao equivalente esférico, ndo se encontraram alteracbes no grupo
SM, em qualquer dos momentos avaliados (p=0,99). No grupo CM, os equivalentes
esféricos observados nos pds-operatorios foram maiores que os do basal (Figura
4) (p = 0,03).

N&o houve diferencas em curvatura corneal, entre momentos basal versus

pos-operatorios, dos grupos SM (p = 0,3) e CM (p = 0,287) (Figura 5).
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A e B. Gréficos boxplots representando mudancas temporais nos valores médios de refracdo, em dioptrias, das corneas
arroladas no estudo. Em A, cérneas no grupo que nao recebeu membrana (grupo SM). Em B, cdrneas no grupo que
recebeu membrana (grupo CM). C, Gréfico de intervalo de confianca de 95% de Tukey, mostrando as comparacgdes
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das amostras comparadas séo estatisticamente diferentes (p < 0,05).



>

t

-20]

25

Valores médios (astigmatismo)

Figura 3 A e B. Graficos boxplots representando mudancas temporais nos valores médios de astigmatismo, em dioptrias, das

SM l;asal

SM3

SM7 SM14

Dia da avaliacao

SM21

SM28

o Valores médios (astigmatismo) o

CMBASAL

M3

M7

Dia da avaliacdo

CMi4

M2

CM28

CM3 - CM BASAL 4
CM7 - CM BASAL -
CM14 - CM BASAL -|
CM21 - CM BASAL
CM28 - CM BASAL -
CM7 - CM3

CM14 - CM3 -

CM21 - CM3 -
CM28 - CM3
CM14 - CM7

CM21 - CM7
CM28 - CM7+
CM21 - CM14 |
CM28 - CM14

CM28 - CM21+
T

T
1
1
|
1
1
|
1
|
!
T
1
1
1
I
|
|
1
g
I
1
1
1
I
|
T
1
1
:
0

17

corneas arroladas no estudo. Em A, cérneas no grupo que ndo recebeu membrana (grupo SM). Em B, cdrneas no grupo

gue recebeu membrana (grupo CM). C, Grafico de intervalo de confianca de 95% de Tukey, mostrando as comparacfes
estatisticas no grupo CM. Observe as linhas centrais em zero. Se um intervalo ndo tem um intervalo em zero, as médias

das amostras comparadas sao estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 4 A e B. Graficos boxplots representando mudancas temporais nos valores médios de equivalente esférico, em dioptrias,
das corneas arroladas no estudo. Em A, cOrneas no grupo que nao recebeu membrana (grupo SM). Em B, cérneas
no grupo que recebeu membrana (grupo CM). C, Gréfico de intervalo de confianca de 95% de Tukey, mostrando as
comparagdes estatisticas no grupo CM. Observe as linhas centrais em zero. Se um intervalo ndo tem um intervalo em
zero, as médias das amostras comparadas sao estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 5 A e B. Graficos boxplots representando mudancas temporais nos valores médios de curvatura, em milimetros, das corneas
arroladas no estudo. Em A, cérneas no grupo que nao recebeu membrana (grupo SM). Em B, cérneas no grupo que recebeu
membrana (grupo CM). (p < 0,05).
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5.3 Histopatologia

Ndo se encontraram alteracbes na celularidade estromal ou no
espessamento da camada epitelial das cérneas operadas (grupos CM e SM), além
da auséncia de células inflamatérias. No grupo CM, foi possivel observar, desde a
avaliacdo no 7° dia, que as membranas de colageno estavam integradas ao

estroma (Figura 6). No 28° dia das avalia¢des (Figura 6D), a membrana ndo havia

sido degradada.

Figura 6. Micrografias de corneas do grupo CM, no dia 7 (A), 14 (B), 21 (C) e 28 (D)
de pdés-operatério, mostrando a membrana de coldgeno (seta) integrada
ao estroma. Hematoxilina & Eosina.
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5.4 Anisotropia Optica

5.4.1 Birrefringéncia

A Figura 7 corresponde a imagens representativas de cortes de cérneas
embebidas em agua e visibilizadas em microscopia de luz polarizada com o longo
eixo orientado a, aproximadamente, 45 graus do plano da luz polarizada. As
cOrneas apresentaram brilho ndo homogéneo, indicando a presenca de fibras
coldgenas dispostas em mais do que uma ou do que duas dire¢cdes no plano
espacial. As fibras mais brilhantes sempre foram aquelas cujo eixo longitudinal
coincidia com o longo eixo da cornea. Um mesmo padrdo morfolégico de
distribuicao visual de brilho foi observado em todos os grupos, sendo que no CM e
no SM, ele foi independente do tempo de avaliagdo no pds-operatorio.

Quando posicionadas a, aproximadamente, 90 graus do plano da luz
polarizada (Figura 8), as fibras colagenas apresentaram ondula¢des (alternancia
de bandas claras e escuras). Cérneas do grupo SM apresentaram, visualmente, no
7° dia das avaliacbes, maior ondulacdo de fibras no estroma anterior,
comparativamente as corneas controle. No 7° dia da avaliacédo, fibras colagenas
nas corneas do grupo CM estavam mais onduladas do que as fibras das corneas
controle. Nas avaliagdes posteriores, diferencas qualitativas ndo foram observadas
entre os grupos CM e SM. Diferencas em estado ordenado de agregacdo foram
reveladas pelas medidas de RO.
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Figura 7. Imagens representativas dos brilhos de birrefringéncias observados nas corneas
estudadas a 45 graus do plano da luz polarizada. As fibras apresentaram brilho ndo
homogéneo. Em A, B, C e D, grupo operado que nao recebeu membrana (SM) nas
avaliagcOes dos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente. Em E, F, G e H, grupo que
recebeu membrana (CM) nas avaliacOes dos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente.
As setas nas imagens E, F, G, e H correspondem ao local de implantacdo da
membrana. Em |, grupo controle. Em J, esquema ilustrando o posicionamento dos
cortes em relacdo ao PPL
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Figura 8. Imagens representativas dos brilhos de birrefringéncias observados nas corneas
estudadas, a 90 graus do plano da luz polarizada. As fibras apresentaram brilho n&o
homogéneo. Em A, B, C e D, grupo operado que néo recebeu membrana (SM) nas
avaliacdes dos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente. Em E, F, G e H, grupo que
recebeu membrana (CM) nas avaliacdes dos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente.
As setas nas imagens E, F, G e H correspondem ao local de implantacdo da

membrana. Em I, grupo controle. Em J, esquema ilustrando o posicionamento dos
cortes em relacéo ao PPL
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Os valores de RO, nos diferentes meios refrativos, estdo apresentados na
Tabela 1. Curvas de birrefringéncia de forma, construidas por plotando-se os
valores medios de retardo Optico em funcdo dos meios de embebicdo, estdo
apresentadas nas Figuras 9 A e B.
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200 \ —m w7
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Figura 9 Curvas de birrefringéncia de forma comparando cérneas
nos grupos SM (A) e CM (B), em diferentes tempos de
avaliacdo pos-operatoria, com cérneas controle.



Tabela 1. Valores de retardo 6ptico das cérneas estudadas
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Meios

agua

glicerina 20%
glicerina 40%
glicerina 60%
glicerina 80%

glicerina 100%

Grupo SM
7 dias
Média

19,91
13,9120
10,63
8,962b
7,33abc
4,08bc

DP

0,81
0,47
0,50
0,57
0,47
0,46

14 dias
Média

19,41¢
13,66¢
10,652
8,93
7,532
3,96¢

DP

0,41
0,48
0,55
0,53
0,49
0,50

21 dias
Média

19,9820
13,962
10,742
8,99ab
7,482
4,312

DP

0,49
0,49
0,50
0,54
0,49
0,43

28 dias
Média

20,0220
13,8620
10,772
9,142
7,38
3,93¢

DP

0,46
0,53
0,45
0,48
0,55
0,50

Grupo CM
7 dias
Média

20,182
13,81abc
10,612
9,012
7,40%
3,92¢

DP

0,42
0,53
0,45
0,51
0,53
0,44

14 dias
Média

19,95P
13,77abe
10,63
8,94ab
7,32bc
4,06bc

DP

0,44
0,47
0,55
0,53
0,41
0,53

21 dias
Média

19,95b
13,73
10,48
9,00%
7,19¢
4,04be

DP

0,45
0,46
0,48
0,51
0,55
0,53

28 dias
Média

19,95P
13,802
10,652
9,002b
7,33abc
4,202

0,41
0,50
0,44
0,49
0,45
0,45

Controle

Média

19,37¢
13,77v¢
10,742
8,98ab
7,462
4,292

DP

0,81
0,52
0,59
0,50
0,48
0,49

ANOVA

39,51
4,19
4,27
1,72
5,81
12,45

0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00

DP, desvio padréo; F, grau de liberdade. Letras diferentes na mesma linha representam as diferengas estatisticas. Diferencas com p < 0,05 foram significativas.
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Todas as coOrneas apresentaram 0s maiores valores de retardo Optico,
correspondendo a birrefringéncia total, em &gua, e 0s menores valores,
correspondendo a birrefringéncia intrinseca, em glicerina pura (Figura 9 A e B).

Comparadas com corneas no grupo controle, cérneas nos grupos SM e CM
apresentaram, em momentos da avaliagdo, valores elevados de retardo Optico
associado a birrefringéncia total (Tabela 1, Figura 9). Transcorridos 7, 14, 21 e 28
dias de pos-operatorio, as elevacdes em birrefringéncia total foram de 4,15%,
2,98%, 2,99% e 2,79% no grupo CM e de 2,76%, 0,19%, 3,14% e 3,36% no grupo
SM.

No grupo controle, a contribuicdo da birrefringéncia de forma, para a
birrefringéncia corneal total, foi de 77,8%. No grupo CM, transcorridos 7, 14, 21 e
28 dias de pds-operatério, as contribuicbes da birrefringéncia de forma, para a
birrefringéncia total, foram de 80,55%, 79,63%, 79,73% e 78,86%,
respectivamente. No grupo SM foram de 79,5%, 79,53%, 78,38% e 80,32%,
respectivamente.

As Dbirrefringéncias intrinsecas nas coOrneas dos grupos SM e CM
apresentaram flutuacdes (aumento e decréscimo em valores, comparadas ao

controle) durante os tempos da avaliacao (Tabela 1).

6 DISCUSSAO

A cérnea € a camada mais externa do olho e sua principal funcéo é fazer com
gue a luz chegue até a retina; a isso da-se o nome de refracdo. Existem trés tipos
principais de erros refrativos: a hipermetropia, que é a dificuldade em focar objetos
a curta distancia; a miopia, que é a dificuldade em focar objetos a longa distancia;
e o astigmatismo, o qual produz distor¢cdo de imagens devido a irregularidades
corneais (Alastrué et al., 2005). Os procedimentos rotineiramente usados para
corrigir erros refrativos sdo cirargicos, com destaque para a ceratectomia foto-
refrativa (PRK) e o laser assisted in situ keratomileusis (LASIK) (Netto et al., 2005;
Netto et al., 2013). Novas técnicas para modificar a refracdo corneal, objetivando-
se a ampliacdo e o aprimoramento do arsenal terapéutico disponivel para correcao

de erros refrativos, tém sido desenvolvidos e incluem a ceratoplastia condutiva, a
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ablacdo multifocal da cornea e os inlays corneais (Whang et al., 2017). As principais
justificativas para o desenvolvimento de novas técnicas sdo a diminuicdo do
desconforto e do tempo de recuperacdo pos-operatorio, permitindo ao paciente
retorno imediato as suas atividades laborais, e dos riscos cirlrgicos associados
com procedimentos intraoculares.

Inlays sdo dispositivos épticos inseridos no estroma corneal, cuja exploracao
clinico-cirurgica € crescente por se tratar de método reversivel, que ndo necessita
de remocéao de tecido corneal, minimizando o risco de ectasias, e que pode ser
combinado com procedimentos tradicionais de fotoablacdo; além de estar indicado
para pacientes que nao sao candidatos as cirurgias convencionais (Lindstrom et al,
2013). Existem trés categorias de inlays comercialmente disponiveis: o Flexivue
microlens®, que altera o indice de refracdo com uma 6ptica bifocal; o0 Kamra Inlay®,
gue utiliza o principio de Optica pinhole para aumentar a profundidade de foco; e o
Raindrop Nearvision Inlay®, que altera a curvatura corneal (Lindstrom et al, 2013).
Todos eles sédo confeccionados com materiais sintéticos e ndo biodegradaveis, o
gue pode requerer procedimento cirdrgico para remoc¢ao, ap0s ensejarem as
alteracdes desejadas em refracdo ou quando falham em seus propdésitos.

No presente estudo, em que uma membrana biodegradavel de colageno tipo |
de tendao flexor digital superficial bovino foi implantada no estroma corneal anterior
e avaliada como possivel matéria prima para confeccéo de inlays, encontramos
mudancas nos valores de refracdo corneal, de astigmatismo e de equivalente
esférico de todos os coelhos. Além disso, nenhum sinal de rejeicdo ou complicagédo
clinica foi observada, contrastando nossos resultados com aqueles descritos por
outros autores que utilizaram inlays de materiais sintéticos. Por exemplo, Dexl et
al., (2011) reportaram aparecimento de depdésitos corneais de ferro em 56% de
pacientes tratados com Kamra Inlay®, apdés 18+9 meses da implantacdo do
material. Duignam et al., (2015) relataram 5 casos de ceratite infecciosa, sendo que
3 pacientes receberem Kamra Inlay® e 2 receberam Flexivue microlens®. Unico
problema associado a membrana € a coloracdo esbranquicada; porém, tal
inconveniéncia, considerando que o material aqui testado € um protétipo em fase
inicial de avaliacdo, ndo é um fator limitante para validagéo dos resultados; além do
que, pode ser corrigido em laboratério empregando-se métodos fisicos para

aumentar a transparéncia do biomaterial.
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Relativamente a refracdo e ao astigmatismo, as mudancas encontradas apos
a implantacdo da membrana foram persistentes do terceiro até o vigésimo oitavo
dia de pés-operatorio e seguiram padrdes descritos por outros autores em estudos
experimentais com coelhos ou em estudos clinicos com seres humanos.
Konstantopoulos et al., (2017), ap6s implantarem Raindrop Nearvision Inlay® em
coelhos, relataram aumento significativo de astigmatismo no pés-operatorio inicial,
com posterior reducéo tempo-dependente. Whang et al., (2017), também utilizando
o Raindrop Nearvision Inlay®, reportaram que a refragcdo média de +0,58 (+0,62) D
no pré-operatdrio mudou para +1,03 (£0,27) D, ap0s trés meses de pds-operatorio
e para +0,99 (+0,26) D apOs seis meses de pos-operatoério. Verity et al., (2009)
encontraram mudancas na refracdo de quinze pacientes submetidos a implantacao
de lente intracorneal PermaVision; porém, ndo as consideraram clinicamente
relevantes ou significativas, considerando-se o erro tipo alpha de 5%.

O equivalente esférico € um parametro que clinicamente informa sobre a
refracdo e; portanto, € um dos sempre avaliados e reportados por autores que
relatam experiéncias clinicas de longo prazo com o uso de inlays. Tomita et al.,
(2012) realizaram cirurgia de LASIK, com concomitante implantacdo de Kamra
Inlay® no olho ndo dominante, em 180 pacientes humanos, para o tratamento de
presbiopia em miopes, hipermétropes e astigmaticos, relatando que a média de
equivalente esférico foi de -2,28+2,71D para +1,48+0,46D nos hipermétropes,
+0,27+0,46D nos emétropes e -3,97+1,68D nos miopes. Seyeddain et al., (2012)
observaram, trés anos apos a implantacdo do Kamra Inlay®, que o equivalente foi
de +0,19+0,22D para +0,08+0,68D. Yilmaz et al., (2008) reportaram que, em
pacientes humanos submetidos a implantacdo do Kamra Inlay®, o equivalente foi
de +0,06+0,3 no pré-operatorio para +0,12+0,9D ap6s 12 meses de pis-operatorio.
Vilupuru et al., (2015) reportaram, em 507 pacientes submetidos a implantacdo do
Kamra Inlay®, com equivalente esférico entre -0,75D e +0,5D, que a viséo de perto
e intermediaria melhorou, sem comprometimento da visdo a distancia, com média
de equivalente esférico de +0,48+0,75D, apds 6 meses de pds-operatério. Whitman
et al., (2016), utilizando o Raindrop Nearvision Inlay®, em 373 olhos, encontraram
gue o equivalente esférico foi de +0,24D para +0,75D, no primeiro ano de poés-
operatdrio. Verdoorn (2017), em estudo retrospectivo de pacientes submetidos ao

LASIK com implantacdo concomitante de Raindrop Nearvision Inlay® para o olho
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ndo dominante, relatou que o equivalente esférico médio foi de +0,33D, com
intervalo de 0 a +0,5D, para -0,66+0,78D.

Uma diferenca do material usado nesse estudo em relacdo aos descritos por

outros autores foi que ele ndo modificou a curvatura da cornea, considerando-se
um nivel de significancia de 5%. Todavia, como demonstrado graficamente, houve
aumento da dispersdo da variancia de curvatura observada no pés-operatoério dos
coelhos nos grupos CM e SM. Os resultados aqui encontrados contrastam com 0s
descritos por Konstantopoulos et al., (2017). Os autores mencionados encontraram
que a curvatura aumentou em 11,1+5,5D, 7,5+2,5D, 7,5+3,1D, 7,0+£3,6 e 6,3+2,9D
transcorridos 1 dia e 1, 2, 3 e 4 semanas de pds-operatorio, respectivamente. Do
mesmo modo, Moshirfar et al., (2018), utilizando o Kamra Inlay®, reportaram
aumento na curvatura corneal. Os achados do presente estudo, portanto, néo
suportam a hipoétese inicial de que o coladgeno tipo I, notadamente o extraido de
tendao flexor digital superficial bovino, altera a refracdo suscitando mudancas em
curvatura. Os resultados das analises em anisotropia Optica (birrefringéncia)
sugerem que a refracéo foi alterada por mudancas no estado de polarizacdo do
estroma; achado este muito similar ao descrito para corneas tratadas com Lasik
(Centofanti et al., 2005).
A cérnea ao ser iluminada com luz polarizada apresenta dois indices de refracéo,
o ordinario e o extraordinario, o qual apresenta menor velocidade de propagacao
da onda eletromagnética (Vidal e Mello, 2010; Fesenko et al., 2016). Os resultados
no presente estudo, com mudangas concomitantes nas birrefringéncias total, de
forma e intrinseca da cérnea, mostraram alteracdes na propagacdo ao longo do
raio extraordinario, que resultam de mudancas no empacotamento molecular, na
distribuicdo e no numero de transicdes eletronicas de fibras colagenas. Com
reducdo no numero de transi¢cdes eletrbnicas, ocorre encurtamento do eixo de
polarizacdo da luz, o que contribuiu para mudancas na refracdo corneal (Centofanti
et al., 2005).

Relativamente as flutuacdes em birrefringéncia detectadas nas cérneas dos
grupos SM e CM (aumento e decréscimo em valores, comparadas ao controle),
elas estéo associadas com mudangas temporais em turnover (balango entre a taxa

de sintese e a de degradacdo) de coldgeno e com a reparac¢ao corneal.
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7 CONCLUSOES

A membrana colagénica implantada no estroma corneal anterior de coelhos
alterou a refracao, o astigmatismo e o equivalente esférico das cérneas. No entanto,
nao alterou valores médios de curvatura corneal. Mudancas em birrefringéncias
foram observadas concomitantemente as alteragdes refrativas, demonstrando que
a alteracdo no eixo de polarizagéo corneal foi um fator associado com a alteracao

refrativa encontrada no presente estudo.
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Biophotonics refers to the interplay of light with
biological tissues [1]. Optical and infrared technologies
based on the interaction of photons with tissues have
been widely used to diagnostic and /or treat a variety
of conditions in different omular structures, including
the cornea which is the major optical medium of the
eve. Light interacts with ocular tissues in many diverse
ways, depending on the energy or wavelength of the
photon. In the cornea, light-tissue interactions have
been routinely described using models proposed for
crystal structures [2-7].

The cornea, like the crystals, is optically anisotropic,
that is when interacting with polarized light it
causes changes in the polarization state of the light
[6. 8-10]. Interesting, there is no consensus over
the form of anisotropy that cornea takes, probably
becawse many authors had examined only the central
area of the cornea [2-4]. For example, Stanworth
and Naylor [5], based on interference figures called
“isogyres” observed when excised corneal specimens
were examined with a crossed polarizer-analyzer
system, proposed that the human cornea behaves as a
optically uniaxial crystal. In contrast, Van Blolland and
Verheslt [7] proposed that the human cornmea behaves
like an optically biawal crystal, showing the fastest
axis being normal to its surface, and the slowest axis
Iyving in the surface being generally nasally downward.
Corneal anisotropy represents a hot topic among
ophthalmologists and researchers in vision sciences
because it stem from the same molecular lartice

that determines transparency, refractive function or
transmittance, and biomechanics of the cornea.

The source of optical anisotropy for the cornea is the
supramolecular organization resulting from the highly
ordered periodic arrangement of collagens fibrils/
fibers into the stroma [B8-10). Compared with collagen
fibrils in other structures of the body, those of the
cornea are more hpdrated and narrow;, in addition to
having a uniform diameter and being brought together
to a high degree of lateral order [11, 12]. The crucial
role of the stromal collagen features in comtrolling
the corneal structure and physiology has long been
known, since Maurice [13]. However, biophotonics/
anisotropy has revealed new details of these features;
consequently, new theories on the physical basis of
the corneal transparency are also emerging, requiring
that ophthalmelogists and researchers keep an eve
out for updates in the literature, An important finding
revealed by the biophotonics is that the collagen
dynamicity is governed by biocybernetic feedback
mechanisms which generate spatioternporal cellular
signaling by intra- and intermolecular displacements
and by piezoelectricity [14, 15]. In practical terms,
the understanding that the corneal collagen cam
act as an “electric transducer” could be useful to
develop strategies to improve corneal healing. Lasers
or drugs that modulate collagen piezoelectricitg
as well as wound-induced electric cwrents [15],
can accelerate or reduce the rate of healing, Also,
strategies that modulate collagen displacements and
piezoelectricity can control the biosynthesis and
extracellular mechanisms of self-assembly of this
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mzlecule, inhibiting the progression of diseases that
compromise corneal stabilit

At present, the most accessible biophotonic tocls
for in vive or ex vivo resolution of corneal structure
and physiclogy are polarization-resolved second
harmonic microscopy, polarization-sensitive spectral
domain optical coherence tomography, polarized
biomicroscopy;,  polarimetric  interferometry;,  and
polarized light microscopw All of these devices
explore the fact that when polarized light passes
through the anisotropic sample, ocours changes in the
amplitude and phase of the electric vector generating
optical effects known as dichroism and birefringence
[6. 8-10]. Dichroism is still little explored in the
ophthalmic practice. On the other hand, birefringence
is part of the daily routine of ophthalmologists, reason
by which to know details on the theoretical base of this
phenomenon is fundamental to improve its clinical
application.

Birefringence can be defined as the ability of the
commea to decompese the light into two orthogonally
polarized rays with different velocities [8, 10]. The
vectors experience a phase shift relative to each another,
which is expressed by the equation: & = (2m/A) xLA_, where
& is the phase difference between propagating orthogonal
polarizations, A is the photon wavelength, L is the
thickmess of the sample, and A_is the difference in the
refractive indices between the two optical axes of the
sample. LA _is kmown as the optical path difference or
retardation [2, 10].

Corneal total retardation is composed of two fractions.
the intrinsic and the form birefringence [2]. The
imtrinsic birefringence has its origin in each collagen
fibril and results from the asymmetrical alignment of
chemical bonds or ions within the collagen particles
[8. 17]. Unlike, the form birefringence is an anisotropy
displayed by mixed asymmetric structhures wherein
rod-shaped molecules of a given refractive index are
dispersed into preferential orientations, depending
on the refractive index of the medium [17]. Collagen
fibers are considered mixed structures because they
result from a close association of collagen fibrils with
non-collagenic molecules, especially protecghycans,
which regulate their diameter and degree of packaging
[12, 18, 19]. In the case of the cornea, the form
birefringence is a non-linear optical effect that results
from the stack formed by the lavers of stromal
collagen fibers. Corneal form birefringence
depends on the sub-wave dimension, geometry; and
orientation of the rod-shaped triple chain collagen

moleculs, compatibility of the photon wavelength
with the collagen molecule, and packaging and spatial
organization of collagen fibrils /fibers [17].

KEnowledge of the nature of intrinsic and form
birefringence has many applications in the evaluation
of corneal structure and physiclogy Inevitably
changes in the supramoclecular crganization of the
stromal fibers compromise the anisotropy of the
cornea. Therefore, biophotonic monitoring of corneal
birefringence is an effective strategy to establish how
the cornea responds with physiclogical adaptation
or remodeling to surgical interventons, chemical
treatments, photoablation, mechanical stimli, among
others. Besides, knowledge of cormeal anisotropy/
birefringence is a need for the correct diagnosis
of pathological conditions affecting other ocular
structures. Failure to take cormeal anisotropy into
account may lead to erroneous results in procedures
that employ polarized light as a diagnostic probe [2].
including evaluation of the retinal nerve fiber layer
by scanning laser polarimetry in glancoma patients
[20. 21] and polarimetric glucose monitoring in the
aqueous humor of diabetic patients [22], Assessment
of birefringence through biophotonic tools has also
helped in understanding the mechanisms by which
the mammalian cornea, including humans, controls
and maintains its cwrvature [23]. Under another
perspective, anisotropy is also relevant for corneal
bicengineering since it reports, at the nanoscale level,
onthe strurtural and molecular requirements nesded
to create an artifidal functional stroma Nowadays.
3D printing technology allows that an anisotropic
supracrganization, such the cornea, to be reproduced
in a laboratory
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PROCESSO DE OBTENCAO DE MEMBRANAS ESTAVEIS A PARTIR DA
FRACAO INSOLUVEL DE FRAGMENTOS DE TENDAO FLEXOR DIGITAL
BOVINO

CAMPO DA INVENCAO

[01] A presente patente de invengdo descreve um processo de obtencéo de
membranas estaveis a partir da fracdo insoluvel de fragmentos de tendéo flexor
digital bovino tratados em solu¢des acidicas e com pepsina, por meio de um
protocolo que ndo envolve reconstituicdo de fibras colagenas isoladas, dialise,
reticulacdo ou liofilizacdo das mesmas, apresentando uma sequéncia de etapas e
tempos de tratamento que se diferem daqueles do estado da técnica.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[02] Colagenos s&o as proteinas mais abundantes do Reino Animal. Eles estdo
presentes em todos os vertebrados e também em alguns animais invertebrados
como a esponja-do-mar, 0s corais, as lulas, as medusas e as anémonas (Gelse, K.,
Poschl, E. & Aigner, T. (2003). Collagens—structure, function, and biosynthesis.
Advanced Drug Delivery Reviews, 55:1531-1546.; Jankangram, W., Chooluck, S. &
Pomthong, B. (2016). Comparison of the properties of collagen extracted from dried
jellyfish and dried squid. African Journal of Biotechnology, 15(16): 642-648.). Ha,
até o momento, 29 tipos de colagenos geneticamente distintos descritos em
literatura. Todos eles sdo formados por cadeias de polipeptideos (Gelse, K., Péschl,
E. & Aigner, T. (2003). Collagens—structure, function, and biosynthesis. Advanced
Drug Delivery Reviews, 55:1531-1546.; Chung, H. J. & Uitto, J. (2010). Type VI
Collagen: The Anchoring Fibril Protein at Fault in Dystrophic EpidermolysisBullosa.
Dermatologic Clinics, 28(1): 93-105.). Trés dos 29 tipos de colagenos sao fibrilares,
chamados de tipos I, Il, 1ll, e podem ser facilmente obtidos dos tecidos conjuntivos,
representando importantes matérias prima para as indastrias farmacéutica, de
biomateriais e alimenticias.

[03] As fibrilas de colageno s&do formadas por unidades designadas de
tropocolageno, arranjadas em tripla hélice estabilizada por pontes de hidrogénio,
forcas de van der Walls, interacbes hidrofébicas e ligacbes eletrostaticas
(Junqueira, L.C. & Carneiro, J. (2013). Histologia basica. Rio de Janeiro, Brasil.).
Todos os colagenos fibrilares tem uma sequéncia repetitiva de aminoécidos,

nomeada de Gly-X,Y, onde geralmente X € uma prolina e Y é uma hidroxiprolina.
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[04] O colageno fibrilar tipo | é o polimero mais abundante em mamiferos (Gelse,
K., Poschl, E. & Aigner, T. (2003). Collagens—structure, function, and biosynthesis.
Advanced Drug Delivery Reviews, 55:1531-1546). Ele esta presente na pele, nos
0ss0s, na dentina, em tenddes, nos vasos sanguineos e em muitas outras
estruturas. Derivados industriais de colageno tipo | fazem parte do dia-a-dia da
populagdo, pois gelatinas alimentares e mesmo alguns tipos de colas ndo passam
de colageno desnaturado.

[05] Algumas propriedades tornam o colageno tipo | atraente para aplicacéo
industrial e uso humano (Gelse, K., Poschl, E. & Aigner, T. (2003). Collagens—
structure, function, and biosynthesis. Advanced Drug Delivery Reviews, 55:1531-
1546; Hashim, P., Mohd Ridzwan, M.S., Bakar, J. & Mat Hashim, D. (2015).
Collagen in food and beverage industries. International Food Research Journal,
22(1): 1-8.):

1) eles podem ser utilizados isoladamente, ou em combinacdo com outros
polimeros, para confeccao de bioprodutos;

2) o indice de alergenicidade do colageno tipo | é baixo (2%) mesmo quando
ele é heterélogo;

3) colagenos tipo | sdo biocompativeis e biodegradaveis (ou reabsorviveis)

4) colagenos tipo | formam fibras que resultam de processos espontaneos de
auto-reconhecimento e de auto-associacdo molecular, os quais séo preservados in
vitro.

5) apos extracdo de um tecido doador e solubilizag&o in vitro, os coldgenos tipo
| sdo capazes de se organizarem estruturalmente, adquirindo formas e
propriedades muito similares as que possuia in natura;

6) colagenos tipo | possuem alta resisténcia biomecanica a forcas tensionais e
além disso séo viscoelasticos;

7) colagenos tipo | podem ser associar com outros elementos, como
proteoglicanos, antibiéticos, polissacarideos, polimeros sintéticos, e outros;

8) preparacdes de colagenos tipo | formam matrizes ou membranas que
induzem diferenciagéo e proliferagcéo celular.

[06] Relativamente as membranas de colageno, elas sdo maleaveis, adaptaveis,
de facil manipulacdo e estabilizagdo, com vantagens préprias do coldgeno, com

funcdo hemostética, semipermeaveis e quimiotaxicas. Membranas de coladgeno
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possuem diferentes aplicag6es odontoldgicas e clinico-cirurgicas. Elas podem ser
utilizadas em cirurgias corneais de ceratoplastias lamelares; como bandagem para
0 revestimento e a oclusédo de feridas de pele; em cirurgias ortopédicas, como
substitutos de periésteos; em implantodontia, para regeneracdo 0sseo-guiada;
entre outras. Também possuem aplicagbes em medicina regenerativa, para
promoverem expansao ex Vvivo e 0 carreamento de células, originando assim o0s
constructos de bioengenharia. Como outra aplicacdo importante, membranas de
coldgeno podem ser utilizadas como dispositivos de liberagéo lenta de farmacos.

[07] Diferentes estruturas ricas em tecidos conjuntivos podem ser utilizadas como
tecidos doadores (ou de extracdo) de colageno para confeccdo de membranas ou
de outros bioprodutos. As mais empregadas sdo a pele/derme, oS 0Ss0S e 0S
tendBes de animais de produc¢éo, notadamente de porcos, de bufalos e de bovideos
e, mais recentemente, colagenos da derme e das nadadeiras de peixes também

estdo sendo utilizados pelas industrias.

[08] Quanto aos tenddes bovinos, sdo estruturas complexas e representam uma
das mais importantes fontes de colageno fibrilar tipo | para as industrias. No
entanto, o tendao flexor digital bovino, subproduto da producdo animal, quando
exposto a protocolos convencionais para extracdo de colagenos, oferece pouca
guantidade de material soltvel e alta quantidade de matéria insolivel. O material
insoluvel é designado de “fragdo colagénica acido-insoluvel”, e muitas vezes é
descartado ou entdo submetido a protocolos custosos de dissolucdo, que podem
envolver tratamentos especiais, fervura do tenddo e liofiizacdo. Ainda, a
solubilidade dos colagenos dos tenddes depende da idade do animal e do tipo de
criacao, fatores que influenciam o estado de agregacdo e o numero de ligacbes

cruzadas das fibras colagenas.

[09] A literatura técnica descreve diversos métodos para solubilizagdo parcial ou
total de tendbes, visando a obtencdo de colagenos tipo | para emprego na
confeccdo de membranas ou de matrizes, cujas aplicacdes clinico-cirargicas séo
multiplas. Em comum, muitos dos protocolos para solubilizacdo de tenddes
envolvem tratamentos com solugdes acidicas e com enzimas, métodos em “salting-
out” e procedimentos em dialise, os quais originam géis compostos por colagenos

denominados de “soluveis”.
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[010] O documento US1551163 descreve um método que inclui ciclos repetitivos
de solubilizacao do tecido doador de colageno em solu¢do aquosa de acido acético
0.5 M contendo pepsina, seguidos por precipitacdo com NaCl, até chegar ao

produto final.

[011] O documento EP0284789 descreve solugbes aquosas de acido acético,

livres de pepsina, e com concentracfes variando de 0,1 M até 5 M.

[012] O documento PI9404595 descreve um processo para a preparagdo de

colageno com auxilio de solvente organico em meio acido.

[013] O documento P19405043 descreve um processo de extragéo de colageno de

tecidos animais com auxilio de solvente organico em meio alcalino.

[014] O documento P19701570 descreve um preparado de fibras reconstituidas de
colageno, com grau elevado de auto-agregacao, cristalinas e com arranjo helicoidal
simile ao natural, para multiplos fins e para formar com hidroxiapatita 6ssea um
complexo para implantes 0sseos.

[015] O documento PCT/BR2010/000221 descreve um processo de fabricagdo de
membrana colagénica biocompativel para aplicacdo médico-odontoldgica e produto
obtido.

[016] O documento US5028695 descreve um processo de fabricagdo de
membranas de colageno usadas para hemostasia, curativo de feridas e para
implante.

[017] O documento US4655980 descreve um processo de obtencdo de
membranas de colageno para uso meédico.

[018] O documento US5837278 descreve uma membrana de colageno
reabsorvivel para uso na regeneracao de tecidos.

[019] O documento US20030115677 descreve um método de fabricagdo de uma
membrana de colageno de pele porcina.

[020] O documento US3131130 descreve um método de producéo de colageno

solavel.

[021] O documento US3178301 descreve colageno solubilizado e reconstituido de
meio &cido.

[022] A literatura patentaria, independente de variagdes ndo criticas nas

concentracbes dos componentes usados para extracdo de colageno, obtém
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colageno soluvel. Todavia, nem todo colageno exposto a extragdo acidica sofre
solubilizacdo. A solubilizacdo depende das interacGes intermoleculares e do
guantitativo de ligacdes cruzadas entre fibras colagenas, os quais diferem entre os

tecidos conjuntivos.

[023] No entanto, o estado da técnica ndo descreve nem sugere um processo de
fabricagcdo de membranas estaveis utilizando a fracdo insolavel de fragmentos de
tenddo flexor digital bovino, incluindo uma sequéncia de etapas e tempos de
tratamento que se diferem daqueles do estado da técnica por ndo envolver
reconstituicdo de fibras colagenas isoladas, dialise, reticulacao ou liofilizacdo das
mesmas.

SUMARIO

[024] O processo de obtencdo de membranas estaveis a partir da fragéo insolGvel
de fragmentos de tendéo flexor digital bovino n&o envolve etapas complexas e de

tecnologia sofisticada e apresenta baixo custo.

[025] O processo de obtengdo de membranas estaveis a partir da fragéo insoltvel
de fragmentos de tendao flexor digital bovino prové um produto final (membrana)

gue apresenta resiliéncia, resisténcia biomecéanica e biocompatibilidade.

[026] O processo de obtengdo de membranas estaveis a partir da fragéo insoltvel
de fragmentos de tenddo flexor digital bovino prové uma membrana com fibras
coldgenas supra-organizadas e com elevada cristalinidade (ordem molecular).
[027] O processo de obtengdo de membranas estaveis a partir da fragéo insoltvel
de fragmentos de tendao flexor digital bovino prové membranas de colageno para
aplicac6es odontoldgicas e clinico-cirurgicas; emprego como biomaterial destinado
a bioengenharia tecidual; utilizacdo como dispositivo para liberacdo lenta de
farmacos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[028] O processo de obtengdo de membranas estaveis a partir da fragéo insoltvel
de fragmentos de tend&o flexor digital bovino, objeto da presente patente de
invencdo, compreende uma primeira etapa de preparo dos tenddes bovinos,
incluindo a lavagem e o corte transversal em fragmentos de aproximadamente 5
cm x 5 cm, sendo as extremidades dos tenddes desprezadas, pois se tratam de
regides que se inserem em extremidades 0sseas e musculares e que, portanto,

contém consideravel teor de moléculas ndo colagénicas.
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[029] Os fragmentos de tendGes sdo imersos em hipoclorito de sédio 1%, por cerca
de 1 hora, sob refrigeracao em torno de 9°C.

[030] Em seguida, em cada fragmento de tenddo s&o feitas sec¢des longitudinais
profundas respeitando a direcdo dos crimps dos feixes colagenos que compdem a
estrutura.

[031] Os fragmentos de tenddo sdo imersos em hidréxido de sédio 4M, em torno
de 24 horas, sob refrigeracdo de 9°C, sendo lavados em agua destilada gelada.
[032] Em seguida, cada fragmento de tenddo é imerso em uma solugdo aquosa
de cloreto de calcio 2 M, por cerca de 12 horas. Depois, os tenddes sédo removidos
da solucao de cloreto de célcio 2M e imersos em agua destilada gelada (3 imersfes

em aguas destiladas diferentes, de 20 minutos cada).

[033] Apos lavagem em &agua, cada fragmento de tenddo é imerso em solugdo
aquosa de acido cloridrico 1 M, sendo mantido por 24 horas, em temperatura
ambiente de 25°C. Na sequéncia, cada fragmento € imerso em solu¢do aquosa de
acido acético 0,5 M contendo 1% de pepsina, onde permanece por sete dias, em
temperatura ambiente de 25°C. Transcorridos os sete dias, acrescenta-se a
solucéo acidica contendo o fragmento de tenddo 250 mL de solugcéo de NaCl 10%
(w/vol). Importante salientar que nenhuma filtragem prévia érealizada. A solucdo é
mantida em repouso por 20 dias, em laboratério climatizado para temperatura
ambiente de 18 graus Celsius. Apés 20 dias de repouso, os fragmentos insolaveis
de colageno de tendao tornam-se maleaveis e esbranquicados, com aspecto que

lembra algod&o umedecido.

[034] O material é peneirado em filtro de malha (0,59 mm). Os fragmentos
insoltveis que ficam retidos no filtro de malha séo recolhidos, lavados com solucao
salina 0,9% gelada (2 lavagens de 30 minutos), e colocados sob placas de vidro
estéreis. Devido a maleabilidade do material, uma tesoura € utilizada para dentear
o “cerne ou miolo” do fragmento insoluvel, desfazendo assim um “né” central que
amarra os feixes de colageno. Em seguida, os feixes de colageno sdo manualmente
puxados e distendidos como um leque aberto, adquirindo aspectos de membranas

finas e semitransparentes.

[035] Para armazenamento, as membranas sdo estendidas manualmente em uma

base estéril, sendo em seguida congelada.
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[036] Para esterilizagéo, a base de suporte das membranas pode ser submetida a
radioesterizacao.



