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RESUMO

Introducao: apesar da existéncia de intimeros tipos de implantes para reposi¢do de volume
em cavidades anoftdlmicas, até 0 momento, nenhum deles pode ser considerado ideal, o que
faz com que seja necessario continuar buscando novas solucoes.

Objetivo: avaliar a biocompatibilidade de esferas de silicone gelatinosas e rigidas, quando
colocadas em cavidades evisceradas de coelhos, comparando-as.

Método: estudo prospectivo e experimental, no qual foram utilizados 30 coelhos albinos,
espécie Orictolagus cuniculus, submetidos a cirurgia de evisceragdo do olho direito, sendo
feita a colocacdo de esferas de silicone gelatinosas ou rigidas na cavidade escleral. Os animais
foram sacrificados sete, 30 e 90 dias apds a colocacdo das esferas. Os pardmetros avaliados
foram: avaliagdo clinica didria, ultrassonografia da cavidade eviscerada 15 dias apds o
procedimento, andlise histolégica do conteudo orbitdrio sete, 30 e 90 dias apds a cirurgia, com
andlise morfométrica da pseudocdpsula que se formou ao redor das esferas. Os resultados
obtidos foram submetidos a avaliacdo estatistica para comparacdo dos resultados entre e
dentro dos grupos experimentais.

Resultados: Durante o seguimento, ocorreram trés extrusdoes de esferas, duas das quais
pertencentes ao grupo das esferas rigidas e uma, do grupo das esferas gelatinosas. O exame
ultrassonografico mostrou auséncia de colecdes ou processo inflamatério ao redor das esferas
e boa integracdo das mesmas com os tecidos orbitdrios. Ao exame histologico observou-se
semelhanca de resposta tecidual com ambas as esferas. O exame morfométrico apontou para
superioridade das esferas gelatinosas no tocante a espessura da pseudocdpsula, que foi menos
espessa, principalmente na avaliacdo feita no setor posterior da cavidade escleral.

Conclusoes: todos os parametros estudados mostraram que as esferas de silicone rigidas e
gelatinosas tiveram boa evolu¢do quando implantadas em cavidades evisceradas de coelhos,
com superioridade das esferas gelatinosas sobre as rigidas. Baseados nos bons resultados
obtidos, os autores acreditam que as esferas gelatinosas possam ser Uteis para a reparacdo de
cavidades anoftdlmicas e sugerem que novas pesquisas sejam feitas para confirmar esta
hipétese.

Palavras-chave: evisceracdo, enucleagdo, cavidade anoftdlmica, silicone, biocompatibilidade.
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ABSTRACT

Introduction: despite the existence of many types of implants for volume replacement in
anophthalmic sockets, so far, none can be considered ideal implant, which makes it necessary
to continue searching for new solutions.

Purpose: to evaluate the biocompatibility of soft and rigid silicone spheres placed in scleral
cavities of eviscerated rabbits, comparing them.

Method: prospective and experimental study using 30 rabbits, specie Orictolagus cuniculus,
underwent evisceration surgery of the right eye and replacement of orbital volume with
spheres composed by gelatinous (soft) or rigid silicone. The animals were sacrificed seven, 30
and 90 days after surgery. The studies parameters were: daily clinical assessment, ultrasound
of the orbit 15 days after the procedure, histological analysis of the orbital contents seven, 30
and 90 days after surgery and morphometric evaluation in the pseudocapsule in all the
animals. Statistical analysis for comparison between and within groups was done.

Results: during follow-up occurred three spheres extrusions, two of which belonging to the
group of rigid spheres and one from gelatinous sphere group. Ultrasound examination showed
no inflammation or collections around spheres and good integration with the orbital tissues.
The histological evaluation proved both materials had similar response and the morphometric
evaluation showed thinner pseudocapsule formation around the gelatinous sphere, mainly in
the posterior scleral region.

Conclusions: All the parameters evaluated showed both spheres had good tecidual integration
to the orbital tissue in rabbit eviscerated eyes. Therefore, gelatinous silicone sphere induced
thinner psedudocapsule formation. The authors agree the gelatinous silicone spheres might be
helpful to be used in the anophtalmic cavity reconstruction and suggest new research have to
be done to prove it.

Keywords: evisceration, enucleation, anophthalmic socket, silicone biocompatibility.
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1- INTRODUCAO

1.1 A orbita e a necessidade de reconstrucao da cavidade anoftalmica
O bulbo ocular apresenta formato esferdide, estando contido dentro de uma

cavidade 6ssea — a oOrbita, que tem a funcao de proteger o mesmo (Figura 1).

Figura 1: Imagem obtida de cranio seco humano, com detalhe da cavidade dssea orbitdria.

O contetido da cavidade orbitdria estd representado pelos musculos oculares

extrinsecos, vasos, nervos, gordura e pelo bulbo ocular (DI DIO, 2002; KIERSZENBAUM,
2004) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2: Representacdo esquemdtica do conteido da cavidade orbitdria, mostrando os musculos oculares

extrinsecos, gordura e bulbo ocular (TYERS, 2001).

Figura 3: Preparacdo anatdmica do contetdo da cavidade orbitdria, realcando os musculos oculares extrinsecos,

nervos, artérias e veias, em corte coronal (ZIDE, 2006).

A auséncia do olho ou de seu conteido modificam a anatomia e a fisiologia da
orbita. Assim como 0s anexos, o bulbo esta diretamente relacionado com o volume orbitario

(Figura 4).

02
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Figura 4: Figura esquemdtica do globo ocular envoltos de musculatura ocular extrinseca em cavidade éssea

(TYERS, 2001).

Cavidade anoftdlmica ¢ definida como auséncia de globo ocular na 6rbita que
pode ocorrer por um defeito congénito ou algumas situacdes especiais podem levar a sua
perda.

Cavidade anoftalmica congénita é decorrente de um defeito precoce no
desenvolvimento da vesicula Optica. A auséncia completa de tecido ocular, definida como
anoftalmia congénita verdadeira, é bastante rara, sendo mais comum a microftalmia na qual
existe um globo ocular hipodesenvolvido ou pelo menos algum remanescente ocular que pode
ser detectado radiologicamente (CHEN & HEHER, 2004).

Cavidade anoftdlmica adquirida significa que o olho estd ausente por uma
condi¢cdo que foi adquirida, decorrente de algumas situa¢des que podem levar a sua perda.
Algumas doencgas oftalmoldgicas, como o glaucoma, o trauma ocular, a endoftalmite, ou a
condi¢do de olho cego e doloroso (Phitisis bulbi) podem levar a necessidade remog¢do
cirirgica do olho como um todo (enucleacio) ou de seu contetido (evisceracao), no sentido de
minimizar o sofrimento que possam causar (MIGLIORI, 2002; SU&YEN, 2004).

Tanto a enucleagdo, quanto a evisceracdo, podem ocasionar déficit de volume
orbitdrio, havendo necessidade de reposicio do mesmo para que se tenha aspecto estético

aceitdvel, o que ja é conhecido e feito hd muitos anos (MULES apud Tonkelaar et al., 1991,

MIGLIORI, 2002; PERRY et al., 2009).

23
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Quando se trata da enucleacdo, a perda de volume orbitdrio parece ser mais
acentuada, além de que o trauma para as estruturas orbitdrias é maior. Desta forma, muitos
cirurgides preferem eviscerar ao invés de enuclear, inclusive porque a irriga¢do sanguinea que
fica ainda mais deficiente nas enucleagdes parece acentuar a atrofia da gordura orbitdria, o
que tem reflexos na perda de volume orbitdrio. Este € um conceito classico. Entretanto, estudo
comparativo entre o aspecto morfoldgico da gordura orbitdria de coelhos submetidos a
enucleacdo ou a evisceragdo, apontaram que a contracdo cicatricial da gordura orbitdria é
semelhante com as duas técnicas (SHIRATORI et al., 2005).

E certo que a reposi¢io de volume no tratamento da cavidade orbitdria é
importante, pois isto minimiza a contracdo dos tecidos e a mobilizacdo de estruturas que
podem levar, inclusive, a alteracdes secunddrias para a sustentacdo das palpebras.

Na auséncia da reposicdo de volume orbitdrio, a cavidade anoftdlmica sofre
transformagdes importantes como a contratura dos musculos extrinsecos, a diminui¢do dos
fornices conjuntivais e reposicionamento da gordura orbitaria, resultando frequentemente em
enoftalmia, arqueamento da péalpebra inferior e blefaroptose (SOARES et al., 1997).

A devolugdo do volume permite melhor adaptacdo de préteses externas, o que vai

garantir melhoria da estética facial (KARESH, 1998).

1.2 Volume orbitario e a reparacao apés enucleacio ou evisceracio

O olho humano apresenta formato esferdide, com volume de 7 + 2 cm3 e didmetro
de 24 mm. Ele se encontra dentro da cavidade orbitdria que possui volume total de 32 + 2
cm3, composto pelo volume do bulbo ocular e pelos musculos intrinsecos, vasos sanguineos,

nervos e gordura (HABAL, 1987) (Figura 5).
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Figura 5: Vista transversa do olho e do nervo éptico, mostrando o volume do globo ocular e sua relagdo com o

volume orbitéario (Rootman et al., 1995).

A devolugdo de volume para a cavidade orbitdria pode ser feita no mesmo ato em
que ocorre a perda (primdria) ou feita tardiamente (secunddria). Quando a devolugdo de
volume é primdria, 90 % das pessoas tratadas apresentam bons resultados (HABAL, 1987) e
este tipo de reconstrucdo deve sempre ser feita, mesmo no caso de perda do olho por tumores
(KRASTINOVA et al., 2000).

De qualquer maneira, é importante frisar que a estética fica comprometida apds a
evisceracdo ou a enucleacdo, sendo muito necessdria a reposicdo do volume perdido. A
devolucdo do volume orbitdrio tem como objetivo principal evitar o prejuizo estético para o

paciente (SU & YEN, 2004), assim como recompor a fisiologia da cavidade anoftdlmica.

1.3 A busca pelo implante ideal e os biomateriais

Biomateriais sdo o0s varios materiais, naturais ou sintéticos, utilizados na
confeccdo de implantes, para reparar estruturas lesadas ou auxiliar na sua recuperacio,
preservando ao mesmo tempo, a estética (PARK, 1979).

O implante orbitdrio ideal seria aquele que fosse biocompativel, tivesse baixos
indices de exposicao, extrusdo, infec¢cdo ou migragdo, permitindo uma reposicdo adequada do
volume orbitario, proporcionando uma boa mobilidade da prétese externa e que fosse bem

tolerado e de baixo custo (HORNBLASS et al., 1995).
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O volume perdido pode ser devolvido para a cavidade orbitdria usando materiais
autdlogos, heter6logos ou aloplasticos. Cada um desses materiais apresentam vantagens €
desvantagens quanto ao seu uso.

Os tecidos aut6logos, por serem obtidos do préprio hospedeiro, ndo necessitam de
triagem especial. Porém, se faz necessdrio um segundo sitio cirdrgico, com possibilidade de
aumento do tempo operatorio, com todas as suas implicacdes. Os tecidos que poderiam ser
usados para este fim seriam: cartilagem, osso, fascia lata, gordura (GOUGELMAN, 1976).

Os materiais homoélogos necessitam de uma triagem minuciosa, a fim de que nao
ocorra a transmissdo de doengas pelo uso dos mesmos, como a hepatite € a Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida.

Assim como os materiais homologos, os materiais heterélogos dispensam a
necessidade de um segundo sitio operatério. Entretanto, para ambos hd que se prever a
utilizacdo de métodos de triagem de doadores, meios de conservacdo e preservagao,
acondicionamento e transportes adequados (BEAVER et al., 1996).

Os materiais alopldsticos sd@o os mais utilizados para a reparacdo da cavidade
anoftdlmica, devido a sua ficil obtencdo, melhor programacdo e reprodutibilidade dos
resultados, auséncia de risco de transmissdo de doencgas, necessidade de apenas um
procedimento operatdrio, além do que dispensam a preservacdo ou a conservacdo dos
implantes, havendo possibilidade de desenho e producdo personalizada e rapidez de
fabricacgao.

Comparado ao material autélogo, o material aloplédstico tem como desvantagem a
possibilidade de rejei¢do e muitas vezes custo de producio elevado.

O fator custo é muito importante, devendo os novos implantes serem de
manufatura simples e producao compativel com precos de mercado, possibilitando atender a
demanda do Sistema Unico de Satide.

Os implantes aloplésticos tém sido utilizados para reposicao de volume nas
cavidades anoftdlmicas hda muitos anos. Um breve historico, baseado em Tonkelaar et al.
(1991) merece ser citado. Os implantes orbitdrios foram descritos no inicio do século XX, na
época confeccionados em um tipo de vidro muito fino. As esferas de vidro foram sugeridas
para uso apds evisceracao e, em seguida, apds as enucleacdes. Na fase inicial, o vidro foi o
principal material utilizado, tendo sido empregado até os anos 40 do século passado (PERRY,
1990), época em que a fabrica de esferas de vidro foi destruida na Grande Guerra. A falta
desta fabrica fez com que os profissionais passassem a usar esferas confeccionadas usando

materiais autélogos, dentre as quais as bolas de ossos e cartilagem (SU & YEN, 2004).




Mayumi Shirota Kanamura

7

Por volta do ano de 1940, surgiram novos materiais, como o silicone e o
polimetilmetacrilato (PMMA) que, por serem leves, inertes, ndo induzirem rejeicdo e nao
interagirem com os tecidos receptores, foram chamados de implantes ndo integrados.

O uso do PMMA se difundiu pelo mundo todo, podendo-se afirmar que este é o
material mais utilizado até os dias de hoje, para a reparacdo de volume nas cavidades
anoftdlmicas.

O que era considerado uma caracteristica positiva, a ndo integracdo com os tecidos
do hospedeiro, passou a ser considerado como o responsavel pela complicacdo mais temida
pelos cirurgides: a extrusio da prétese, ja que o implante permanece sempre como algo que
ndo se integra com o hospedeiro.

No ano de 1987, surge uma mudanga de conceito sobre os implantes orbitérios,
quando Perry sugeriu o uso dos implantes porosos, confeccionados de hidroxiapatita coralina
ou hidroxiapatita natural (PERRY, 1990; SIRES et al., 1998).

Os implantes integrados possuem poros que permitem o crescimento fibrovascular
no seu interior, havendo uma integracdo implante-hospedeiro. A hidroxiapatia natural é
derivada do exoesqueleto de coral marinho, considerada como material biocompativel com o
tecido orbital (ROSEN, 1991; MASSRY et al., 1995, SIRES et al., 1998; GEORGINALIS et
al., 1998, 1999; PERRY et al., 2002). Entretanto, como a hidroxiapatita obtida da natureza é
uma matéria prima que pode se extinguir e com dificuldade de manufatura, o preco das
mesmas ficou muito alto, o que fez surgir as hidroxiapatitas sintéticas, que tem por base em
sua férmula quimica também o carbonato de cdlcio e que demonstravam a mesma resposta
fibrovascular, quando comparadas com a hidroxiapatita natural (CONSTANTINO et al.,
1992; JORDAN et al., 2000a; SCHELLINI et al., 2003; VITTORINO et al., 2007).

Os implantes integrados surgiram como forte apelo para a melhora da mobilidade
da prétese externa (LIN et al., 2002). Estes implantes recebem a colonizacao dos tecidos do
hospedeiro e podem ser perfurados, com acoplagem de parafuso tipo macho-fémea que
fixaria, através do sistema de pino, o implante presente na cavidade orbitdria com a prétese
externa, permitindo a transmissdo dos movimentos dos musculos extrinsecos para o implante
(PERRY, 1990; ASHWORTH et al., 1998;).

Além da melhor motilidade, a presenga de tecido fibrovascular no interior dos
implantes porosos possibilitaria uma maior retencdo do implante a longo prazo. A adaptacao
do pino seria feita através de um segundo procedimento, a ser feito alguns meses apds a
implantacdo ou, de acordo com relatos mais recentes, no mesmo ato cirurgico (ANDERSON

et al., 2002; THAKKER et al., 2004).
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A possibilidade da colocacdo de pinos no implante, vista na época como uma
vantagem a mais para permitir uma maior mobilidade da protese (HORNBLASS ez al., 1995;
GUILLINTA et al., 2003), muito rapidamente foi associada com intimeras complicacdes
deles decorrentes, como infeccdo, inflamacdo cronica e eventual extrusio do pino
(EDELSTEIN et al.,1997; DOLPHIN,1998; JORDAN et al., 2006). Além das complicacdes
ndo se observou melhora expressiva da mobilidade da prétese externa através do sistema de
pino (SOARES et al., 1995), fatos que levaram ao desuso dos mesmos.

Outro material sugerido para a reconstrucdo da cavidade anoftdlmica foi o
polietileno poroso (Medpor®, Porex Technologies Corporation, Fairburn, GA, USA) que esté
disponivel para uso em cavidades anoftdlmicas desde o ano de 1991 (KARESH &
DRESNER, 1994; CHEN et al., 2006). Este material ja era utilizado em outras dreas da
Medicina e mostrou ser um material inerte e que permanece no local de implantagcdo
(GOLDBERG et al., 1994, KARESH, 1998; HSU et al., 2000; JORDAN et al., 2000 a;
PERRY et al., 2002; JORDAN et al.,2002; ANDERSON et al., 2002; SCHELLINI et al.,
2003; FERRAZ et al., 2006; CUSTER & TRINKAUS, 2007).

A comparacdo da hidroxiapatita sintética com polietileno poroso mostrou que este
ultimo provoca menor reagdo tecidual, além de sofrer vascularizacdo progressiva e melhor
manter o volume implantado, ja que a hidroxiapatita pode sofrer uma reagdo tecidual, com
atracdo de células gigantes que fagocitam partes do material, além de ser possivel ocorrer
metaplasia 6ssea apds periodo longo da implantagdo (RANZANI et al., 1997; SCHELLINI et
al., 2003). Portanto, o polietileno mostrou-se superior a hidroxiapatita sintética na
reconstrucdo da cavidade anoftalmica (SCHELLINI ez al., 2003).

O polietileno utilizado em cavidade anoftdlmica é do tipo sélido. Um tipo de
polietileno na forma gelatinosa, chamado de polietileno gel, ja foi testado experimentalmente
no subcutaneo de animais, revelando a mesma compatibilidade que havia sido observada com
o material no estado sélido (SCHELLINI et al., 2002).

Entretanto, avaliando-se todos os relatos feitos sobre implantes integrados e nao
integrados, € possivel observar que ainda se tem a possibilidade de desenvolver complicacoes,
como deiscéncia de sutura, exposi¢do do implante e extrusdo (SCHELLINI ez al., 2000).

O risco de haver complicacdes relacionadas com o material utilizado e a técnica
cirtrgica aplicada, como deiscéncia de suturas e extrusdo do implante (RODRIGUES et
al.,1997;, GUPTA et al., 2001; KLAPPER et al., 2003; SCHELLINI et al., 2007), trauma
mecanico da esclera e processos inflamatorios exacerbados (KARESH, 1998; SU & YEN,
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2004), também sdao motivos que tem impulsionado o estudo de novos materiais (FRANCA et
al., 2005; BRITO, 2009).

Apesar de que o apelo para o desenvolvimento de novos materiais estivesse
centrado na melhoria da mobilidade da prétese externa, o interesse da comunidade médica
parece estar voltado para a reducio das complicacdes. Indices inaceitdveis de deiscéncias
conjuntivo/esclerais e a possibilidade de extrusdo dos implantes levam a situagdes
absolutamente constrangedoras para os oftalmologistas e sofrimento extra para o paciente que
ja perdeu a visao e o olho.

E muito necessdrio conhecer e contornar fatores que possam concorrer para a
existéncia das complicagdes (JORDAN & BROWNSTEIN, 2004; SCHELLINI et al., 2007).

Na Faculdade de Medicina de Botucatu ha um grupo de estudos que trabalha com
novas propostas para reconstru¢do de cavidades anoftilmicas e que ja testou
experimentalmente varios tipos de materiais na cavidade orbitdria de animais, visando
desenvolver tecnologia nacional, que possa ser utilizada para a reparacdo da cavidade
anoftdlmica. Dentre os biomateriais avaliados pode-se citar o polimero vegetal (SCHELLINI
et al., 1997), as hidroxiapatitas sintéticas, o polietileno poroso (SCHELLINI et al., 2002;
2003; FERRAZ et al., 2006), a quitosana (BRITO, 2009), o biovidro e a bioceramica
(BRANDAO, 2010).

Apesar das diversas solugdes apontadas pelos pesquisadores, resultados
desfavordveis ainda sdo muito frequentes com todos os tipos de materiais disponiveis. Pode-se
dizer que o implante ideal é aquele que possui integracdo implante-hospedeiro, com baixo
risco de complicacdes e que estamos longe de conhecé-lo. Até hd autores que ja consideram
melhor utilizar os implantes ndo integrados, falando que as complicacdes sdo menores com 0s
mesmos (NUNERY et al., 1993).

As causas para o desenvolvimento de complicacdes podem ser inimeras. Em
relacdo a prétese externa, ja se postulou que, tanto a presenca, como a auséncia da prétese
externa poderiam causar alteracdes na cavidade. O uso da prétese externa pode provocar
quadros de conjuntivite cronica, pela propria presenca da prétese, conjuntivite alérgica, por
substancias que podem impregnar a superficie da prétese externa e mesmo por produtos que
sao utilizados para limpeza das mesmas, a exemplo do que ocorre nas conjuntivites
relacionadas ao uso de lentes de contato. O aumento de secre¢do pode predispor a infeccoes e
cicatrizes, resultando em maior contra¢do da cavidade. Também o contato da prétese com o
filme lacrimal poderia causar acimulo de fibrina, resultando em contracdo da cavidade

(HABAL,1987).
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Analisando a dindmica da orbita e anexos, € facil verificar que o movimento
constante dos musculos extrinsecos e das palpebras pode fazer com que a prétese externa que
¢ rigida tenha contatos diversos com o implante orbitdrio. Desta forma, pontos de fragilidade
na por¢do anterior da conjuntiva e esclera podem ocasionar deiscéncias com exposi¢do do
implante, que poderdo evoluir para a extrusdo do mesmo. Esta é uma hipdtese que necessita
de confirmac¢do e que foi uma das razdes para o desenvolvimento do presente estudo. Ainda
teorizando, implantes orbitdrios que nao fossem rigidos poderiam ter melhor contato com a
prétese externa, minimizando as complicacoes.

Esta ideia tem sido perseguida pelo nosso grupo de estudos. Assim, a
hidroxiapatita sintética foi testada primeiramente no subcutaneo de cobaias (XAVIER et al.,
2002) e também na cavidade orbitaria de ratos (RANZANI et al., 1997), com resultados ruins
pela grande resposta inflamatdria e redu¢c@o do volume implantado.

O foco passou a ser, entdo, o polietileno em sua forma em gel, testado
primeiramente no subcutaneo de cobaias (SCHELLINI et al., 2008) com bons resultados. As
pesquisas passaram ser feitas em cavidades evisceradas de coelhos, quando foram utilizadas
esferas de polietileno gel pequenas e que poderiam se hidratar, o que poderia ser outro
avango, ja que as dimensdes da incisdo cirdrgica pela qual seria introduzido o implante
poderiam ser menores. Entretanto, as esferas utilizadas eram revestidas por uma membrana
semipermedvel que permitia a hidratacio e o aumento ndo controlado de volume,
prejudicando os resultados, uma vez que o material de volume excessivo extruia
espontaneamente, mostrando que o uso de substidncias no estado gel deve levar em
consideracdo o fato de se conhecer o volume final do implante antes de sua utilizagdo
(FERRAZ et al. 2006).

O presente estudo visa apresentar uma nova proposta, construida com a utilizagao
do silicone no estado gelatinoso e usando o conceito de que a maleabilidade dos implantes de

cavidade podem reduzir as complicagdes.

1.4. Osilicone

Conhecido desde o final do século XIX, o silicone foi longamente estudado por
Kipping, que alguns chamavam de “pai da quimica do silicone”. Este autor publicou entre
1989 e 1944 cerca de 54 artigos sobre o silicone para uso médico, quando se tentou utilizé-lo
na reconstrucio da wuretra, com vdrias aplicacdes posteriores em cirurgia pldstica

(GLICENSTEIN, 1993).
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Em 1953, Brown et al. fizeram um relato preliminar do uso do silicone em
cirurgia pléstica, apontando vdrias aplicacdes para o produto, porém nenhuma delas ligadas a
implantes (GLICENSTEIN, 1993).

Por sugestio de Gerow e Cronin, a empresa Dow Corning, iniciou o
desenvolvimento dos implantes mamarios de silicone. Em 1962, Gerow fez a primeira
inclusdo de uma bolsa de silicone repleta de soro, sem conseguir bom resultado. Uma semana
depois, utilizou implante mamario contendo silicone gel, obtendo sucesso que se manteve por
11 anos (GLICENSTEIN, 1993).

Em 1963, Cronin e Gerow fizeram a primeira apresentacdo sobre os implantes
mamadrios de silicone e durante os anos que se seguiram foram escritos numerosos artigos que
aprovavam seu uso. Os inconvenientes dos primeiros implantes seriam: o tamanho, uma vez
que havia a necessidade de ampla abertura para introducdo do implante, reacdo fibrosa aos
fixadores de ddcron que ligavam a prétese a musculatura peitoral da paciente, as alteracdes na
consisténcia das mamas, dentre outras (GLICENSTEIN, 1993). Logo surgiram variagdes
desta protese.

Em 1965, Arion apresentou um modelo de implante infldvel, que permitia a
inclusdo por uma pequena incisdo. Na proposta original este implante era colocado vazio e,
por um tubo, procedia-se o enchimento com dextran ou polivinilpirrolidona a 40%
(GLICENSTEIN, 1993). A protese era introduzida por incisdes pequenas, podendo ser
utilizadas as vias peri-areolares, trans-areolares e axilares.

Ashey, em 1969, apresentou outro modelo de prétese, em forma de “Y” e
recoberta por uma camada de poliuretano. O autor afirmava que estas modificagdes
permitiriam que todo o tecido vizinho se fixasse a prétese, impedindo a ptose do tecido
mamario por sobre o implante (GLICENSTEIN, 1993).

Apesar da ampla aceitacio e do grande avanco que estes novos implantes
representaram, ndo tardaram a surgir relatos mostrando complicacdes. As extrusdes eram
bastante raras, mas formava-se ao redor do implante uma cdpsula fibrosa que, ao contrair,
tornava os implantes mamarios endurecidos e provocava dobras no implante (LA TRENTA,
1994). Neste periodo, alguns autores atribuiam ao polietileno propriedades que reduziam a
formacdo de capsula ao redor dos implantes (HAKELIUS, 1997).

Foram introduzidas modifica¢cdes que tinham por objetivo reduzir a formacgao
destas capsulas. Primeiramente os fixadores de dacron foram retirados, depois foram
introduzidas modificacdes na parede dos implantes, a fim de reduzir o vazamento que era

observado, e por fim, a propria viscosidade do gel de silicone foi alterada com a mesma
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finalidade. O implante que apresentava todas estas modificagdes foi chamado de ““Silastic 1I”
e tinha paredes mais finas que os primeiros implantes € com menor vazamento de silicone gel
de seu interior (LA TRENTA, 1994).

Nos dias atuais, o silicone é muito utilizado em cirurgias reparadoras,
principalmente como implantes mamarios, havendo varios tipos deles, com alteracdes quanto
a forma, consisténcia e revestimento. Estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou que a
pseudocdpsula ao redor de implantes de silicone no estado gelatinoso, colocados na regido
dorsal de ratos, pode sofrer redu¢do ainda maior da pseudocdpsula com a aplicacdo de
métodos fisicos, como o laser de baixa frequéncia (PALHARES et al., 2007).

No entanto, o uso de silicone no estado gelatinoso nunca foi testado para

reparacdo da cavidade anofdlmica.

1.5 Justificativa da proposta do estudo

Todos os implantes disponiveis para preenchimento de cavidades anoftdlmicas sao
de superficie rigida. Os implantes que ndo sdo rigidos, a exemplo dos implantes mamarios,
feitos de silicone no estado gelatinoso e envoltos por uma cdpsula, poderiam proporcionar
uma interface entre o implante e a préotese externa muito menos traumdtica, reduzindo o risco
da principal e mais temida complicacio: a deiscéncia da conjuntiva e esclera, com exposi¢ao,
seguida da extrusdao do implante. Isto estd baseado na hipétese dos autores de que o contato do
implante rigido com a prétese externa favoreceria a isquemia tecidual, levando a deiscéncia e
extrusao.

A intencdo deste estudo € justamente trabalhar com um implante ndo rigido,
composto por um material mais flexivel, “amoldédvel” a cavidade, mais maledvel e adaptdvel a
prétese externa, verificando nesta fase inicial a resposta implante-hospedeiro e a integragcao
tecidual.

Este tipo de implante ainda ndo foi utilizado em cavidades orbitdrias, o que

justifica a realizacdo do presente estudo.







Mayumi Shirota Kanamura B4

2- OBJETIVO

O objetivo deste estudo € demonstrar experimentalmente em coelhos se esferas de
silicone no estado gelatinoso podem ser tteis para a reparacdo de cavidades anoftdlmicas,
comparando-os com esferas rigidas de silicone por meio de exame clinico, ultrassonografico,

histolégico e morfométrico.




Material e Método




Mayumi Shirota Kanamura

3- MATERIAL E METODO

3.1 Delineamento experimental
O presente estudo foi delineado como experimental, prospectivo e aleatorizado.

Foi realizado nos Laboratérios Experimentais da Faculdade de Medicina de Botucatu-

UNESP.

3.2 Aprovacio pelo Comité de Etica

Esse trabalho encontra-se de acordo com os principios éticos utilizados na
experimentacdo animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP-Sao Paulo, tendo sido aprovado para execugao

em 30 de outubro de 2008 (protocolo nimero 701).

3.3 Animais e grupos experimentais

Trinta coelhos ndo isogénicos, espécie Oryctolagus cuniculus, provenientes do
Biotério Central da UNESP que é um biotério do tipo convencional, localizado no Campus de
Botucatu, fizeram parte desta pesquisa. O nimero de animais foi determinado pelo estudo do
tamanho amostral.

Todos os animais foram submetidos a evisceracao do olho direito, recebendo, em
seguida, esfera de silicone no estado gelatinoso (gel de silicone) ou rigido (elastdmero macio).

Os animais foram divididos por sorteio em dois grupos experimentais que
diferiam de acordo com o tipo de esfera utilizada, compostos por 15 coelhos cada:

= Grupo I (GI) — animais que tiveram o olho direito eviscerado e receberam
esfera de silicone no estado gelatinoso para reposi¢ao do volume orbitério.

* Grupo II (GID- animais que tiveram o olho direito eviscerado e receberam

esfera de silicone no estado rigido para reposi¢do do volume orbitério.
Todos os animais que evoluiram para 6bito ou apresentaram extrusdo durante o
periodo de seguimento foram substituidos, permanecendo o estudo com o mesmo niimero de

coelhos, idealizado no projeto de pesquisa inicial.

3.4 Momentos experimentais
O Quadro I sumariza a distribui¢do dos animais nos grupos € momentos.
Cinco animais de cada grupo foram sacrificados sequencialmente, nos seguintes

momentos experimentais:
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- Momento 1 (M1): 10 animais, cinco de cada grupo, permaneceram sete dias

com as esferas de silicone na cavidade eviscerada apds o que, foi realizada a eutandsia.

- Momento 2 (M2): 10 animais , cinco de cada grupo, permaneceram 30 dias com

as esferas de silicone na cavidade eviscerada apds o que, foi realizada a eutandsia.

- Momento 3 (M3): 10 animais, cinco de cada grupo, permaneceram 90 dias com

as esferas de silicone na cavidade eviscerada apds o que, foi realizada a eutanasia.

Portanto, seguindo o que se delineou, a eutandsia dos animais ocorreu sete, 30 e

90 dias apds o procedimento cirdrgico, com o intuito de observar a reacdo tecidual aguda e

crOnica na interface implante/hospedeiro.

Quadro 1: Distribui¢do dos animais nos grupos e respectivos Momentos (M) experimentais — UNESP, 2011.

Momentos do M1 M2 M3
sacrificio (7 dias) (30 dias) (90 dias)
GI (Gelatinosas) 5 coelhos 5 coelhos 5 coelhos
GII (Rigidas) 5 coelhos 5 coelhos 5 coelhos

Apoés a eutandsia, as esferas foram retiradas em conjunto com os tecidos que se
encontravam ao redor das mesmas, sendo imediatamente imersas em formalina 10% e

preparadas para exame histolégico e morfométrico.

3.5 Variaveis estudadas
A biocompatibilidade das esferas de silicone foi estudada por meio de:

Exame Clinico: os animais foram avaliados diariamente, por observacao, feita sob luz
ambiente. O exame visou avaliar sinais que denotassem alteracdes comportamentais,
sist€émicas ou no sitio operatdrio. A saide geral do animal foi estimada pela atividade, apetite
e atitude na gaiola. Atencdo especial foi dada aos sinais locais na regido orbitdria direita,
avaliando-se a presenga de sinais inflamatdrios e/ou possivel infec¢ao, traduzida por secrecao,
deiscéncia de sutura conjuntival ou escleral, ou outros sinais possiveis e presentes na face,
além da observacdo da presenca da esfera, deiscéncias ou sinais de extrusdo. Todos os dias,
pela manhd, os coelhos foram observados, sendo feita a higiene das suas pdalpebras e
conjuntiva, utilizando soro fisioldgico 0,9% e gaze. Primeiramente removia-se as secrecdes
que se encontravam acoladas aos pelos, seguida da remog¢ao da secre¢des do saco conjuntival
e das crostas aderidas as margens palpebrais usando cotonetes. Esta tarefa foi realizada pela

graduanda que participou da equipe.




Mayumi Shirota Kanamura

38

Ultra-sonografia: foi realizada nos coelhos dos dois grupos (GII e GIII), aos 15
dias apds a colocacdo das esferas. Este exame teve como objetivo a pesquisa do
posicionamento da esfera na oOrbita (se houve migracao ou ndo), assim como a pesquisa de
colecdo ou processos inflamatdrios ao redor ou dentro das esferas. O exame ultrassonografico
foi feito na cavidade anoftalmica e também no olho normal (contralateral), a fim de se ter um
parametro de normalidade.

Exame histologico: avaliou-se a reparacio tecidual inflamatoéria (tipo, localiza¢do
e intensidade da inflamac¢ado) encontrada nos tecidos ao redor da esfera, procurando conhecer
a sua integracao com os tecidos do hospedeiro.

Avaliacdo quantitativa dos fenomenos observados ao exame histoldgico
(morfometria da celularidade e espessura da pseudocdpsula): foram avaliados
quantitativamente a espessura e a celularidade da reparacao tecidual que ocorreu ao redor da

esfera, ou seja, da pseudocdpsula.

3.6 Técnica ultrassonografica empregada

Para realizacdo dos exames, os animais foram contidos apenas fisicamente, em
decubito esternal, sem que houvesse necessidade de anestesia geral. O probe foi colocado
sobre a cavidade escleral, apds afastar as palpebras, com aplicacdo de grande quantidade de
substancia gel (ULTRA-GEL Multigel Ltda, Sdo Paulo — SP) para melhor contato do
transdutor com a drea a ser analisada.

Num primeiro momento foi realizado exame ultrassonogrifico no bulbo ocular
esquerdo, ou seja, no olho normal, nos planos dorsal e sagital (SPAULDING, 2008) para se
obter referencial de normalidade. Num segundo momento, efetuou-se o exame da cavidade
anoftdlmica, onde estava alojada a esfera.

Posteriormente ao exame, as imagens ultrassonogrificas foram analisadas
segundo a posi¢do da esfera, investigando se havia migracdo ou presenga de colecdo liquida
ao redor da mesma. Caso houvesse secrecdo, a quantidade desta foi classificada
subjetivamente em graus: grau 0 auséncia de liquido, grau + presenca discreta, grau ++
presenca moderada, grau +++ grande quantidade de liquido. Quanto ao implante observou-se
também se havia alteracio na imagem do mesmo, comparando-o com imagens
ultrassonograficas das esferas que se encontravam fora da cavidade.

O exame ultrassonografico foi realizado utilizando equipamento ultrassonografico
Duplex scan Marca GE, modelo Logic 3-GE Healthcare, Sdo Paulo - SP com transdutor

microlinear de 10MHz.
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Para a documentacdo do estudo, as imagens foram gravadas no aparelho de

ultrassom e posteriormente armazenadas em disco compacto para andlise.

3.7 Preparo do material para analise histologica e detalhamento do exame
morfométrico

As esferas envoltas por esclera foram fixadas no formol diluido e tamponado a
10%. Ap6s trés dias de fixacdo, iniciou-se a preparagcdo para o exame histolégico.

Foram desidratadas em série crescente de alcoois, distribuidos em seis cubas (80-
100%), diafanizadas em trés cubas de Xylol, e por fim, em trés cubas de parafina (temperatura
entre 50 e 60°C), permanecendo por uma hora em cada uma dessas cubas, e, em seguida,
processadas no auto-técnico (Leica TP 1020, Alemanha).

Em seguida, foram incluidas em blocos de parafina, no inclusor automatico (Leica
EG 1160, Alemanha), cortadas em espessura de quatro pm, para coloracio com
Hematoxilina-Eosina (HE).

Os melhores cortes foram selecionados e separados. Estes foram colocados em
alcool 30%, seguido de banho-maria em temperatura a 50°C para estirar, sendo colocados de
dois a quatro cortes em laminas (Knittel, Alemanha), levado a estufa a 60°C, por
aproximadamente uma hora para desparafinizar.

As laminas histoldgicas destinadas a coloragdo de Hematoxilina-Eosina foram,
finalmente, colocadas no aparelho Auto-Stainer XL, para receberem a coloracdo pela técnica
de Hematoxilina (QEEL - Quimica especializada Erich Ltda, SP) e Eosina (Merck -
Alemanha) (HE), sendo montadas no aparelho Leica CV 5000 com laminulas (Knittel,
Alemanha).

Durante toda a andlise histolégica e morfométrica, as laminas permaneceram
identificadas com o nimero do preparo, sem revelacdo do grupo € nem momento do estudo.

A andlise histologica do material foi feita por uma profissional especialista em
Patologia Clinica (Noeme Sousa Rocha), sob cegamento, ou seja, o examinador ndo conhecia
0 grupo ou momento que estava sendo analisado.

O exame morfométrico foi feito avaliando-se as laminas histoldgicas em
microscopio Leica DM LS acoplado a camara de video que envia imagens digitais a
computador do tipo desktop, dotado de programa de andlise de imagens Image Pro-plus

(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland- USA).
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As avaliagdes foram realizadas adotando-se a padronizacdo de andlise de cortes
em quatro posicoes: anterior, posterior, trés horas e nove horas, conforme a disposi¢do do

corte sobre a 1amina histolégica (Figura 6).

Posterior

9 horas

Figura 6: Figura contendo uma esfera esquemadtica, com a identificacio das regides padronizadas para andlise na

lamina histoldgica.

O exame morfométrico foi feito utilizando as laminas histoldgicas coradas pelo
método de Hematoxilina Eosina (HE), sendo quantificada a espessura da pseudocdpsula
formada entre o tecido escleral e a esfera, nos quatro locais referidos na Figura 6, efetuando-
se a medicdo em trés pontos diferentes e adjacentes, em cada uma das posi¢des, para cdlculo
dos valores médios. Os valores obtidos foram transferidos para a planilha Excel e submetidos

a analise estatistica.




Mayumi Shirota Kanamura

Figura 7: a) Demonstracdo da regido de andlise da espessura da pseudocdpsula, realizada na coloracdo de
Hematoxilina-Eosina, em trés locais (L1, L2 e L3) de cada uma das regides apontadas na Figura 6,

usando a lupa e no aumento 40 X.

3.8 Sequéncia dos tempos experimentais

Os animais foram transferidos do Biotério Central para as dependéncias dos
Laboratérios Experimentais, local onde foram realizados os procedimentos operatérios e
mantidos os animais.

Apds a ambientacdo, os animais foram anestesiados.

Os olhos direitos dos coelhos foram eviscerados, com reposicdo do volume
perdido usando esferas de silicone, gelatinosas e rigidas (Grupo I e II, respectivamente).

Os coelhos permaneceram em observacdo segundo o tempo estipulado para o
experimento.

Nos animais de M2 e M3, apés 15 dias do procedimento cirdrgico, foi realizado

exame ultrassonogréfico.
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Transcorridos os dias previstos, os animais foram anestesiados, coletando-se
novamente sangue para os exames bioquimicos, apds o que, procedeu-se imediatamente a
eutandsia, sendo o contetido da 6rbita removido e preparado para exame morfolégico.

O organograma I, apresentado a seguir, sumariza a distribuicdo dos animais nos

grupos, momentos € métodos de avaliacdo empregados.

Organograma I: Apresentacdo sumarizada da metodologia empregada no estudo.

%+ Exame Clinico
+ Exame Histologico
“+ Exame Morfometrico

++ Exame Clinico

3.9 Implantes que foram utilizados

Ambos os implantes utilizados eram de formato esférico e foram confeccionados
especialmente para este experimento, tendo sido gratuitamente fornecidos, estéreis e
acondicionados individualmente pelo préprio fabricante, a empresa SILIMED Inddstria e
Comércio Ltda. (Rio de Janeiro, Brasil). Esta empresa tem sua produgdo regida pelas normas
CGMP, ISSO 9001 e EM 46001, que orientam os melhores padrdes de tecnologia e qualidade,
exigidos para a confec¢do de implantes mamadrios que sdo utilizados em seres humanos.

As esferas de silicone utilizadas foram divididas em 15 esferas de silicone no
estado gelatinoso (compostas por gel de silicone, recobertas por uma membrana de superficie
lisa também de silicone) e 15 esferas de silicone no estado rigido (compostas por elastdmero
de silicone). O fabricante providenciou a esterilizagdo dos implantes esféricos, que foi feita

por métodos fisicos (Figura 8).
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Figura 8: Apresentacdo das embalagens lacradas das esferas utilizadas no experimento. A esquerda esfera de
silicone no estado gelatinoso (gel de silicone). A direita esfera de silicone no estado rigido

(Elastdomero macio) (Silimed, Ind. e Com.- Brasil).
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As esferas possuiam 10 mm de diametro (Figura 9).

Figura 9: Esferas de silicone (A) gelatinosa e (B) rigida

3.10 Técnica cirirgica empregada para o implante da esfera e detalhamento da

sequéncia experimental

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados, no Laboratério Experimental
do Departamento de Oftalmologia/Otorrinolaringologia/Cirurgia de Cabeca e Pescoco, da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, todos eles executados pela autora, descritos a

seguir e documentados na sequéncia, na Figura 10.

1. Anestesia geral utilizando Zoletil® 50 com Anasedan, na dose de 15mg/kg,
por meio da injecdo intra-venosa (veia marginal auricular)

2. Posicionamento do coelho sobre a mesa cirirgica, em decubito lateral
esquerdo, de forma que o olho direito permanecesse voltado para cima

3. Instilacdo de 1 gota de colirio anestésico Oxinest (Latinofarma, Brasil) no

olho a ser operado, para complementacdo da analgesia
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Antissepsia do olho direito com Polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) 1%
Colocagao de campo oftalmoldgico estéril e uso de blefarostato para abertura
palpebral

Aplicacdo peribulbar e subconjuntival de 1,0 ml de cloridrato de lidocaina
com epinefrina (Xylestesin 2%) para complementac¢do da analgesia

Abertura corneo-escleral com bisturi lamina 11 (Two Arrows, fabricagdo da
RPC, Shanghai Med SN, China), aproximadamente a 1mm do limbo, sendo
feita a paracentese, com complementacdo da abertura de 360°, usando
tesoura tipo Westcott, para separacio da cornea em relagdo a esclera, sendo a
cornea removida e desprezada

Evisceragdo do contetido do olho direito, utilizando cureta pequena e pinga
de conjuntiva, com auxilio de uma espatula delicada para separar a esclera do
tecido uveal

Com o auxilio de compressas de gaze (Plascalp — Produtos Cirurgicos Ltda,
BA) e cotonetes (Johnson & Johnson, SP), foi feita a remo¢ao dos restos
uveais da esclera

A hemostasia dos vasos sangrantes foi feita com auxilio de compressas de
gaze e cotonetes, colocados na cavidade escleral

ApOs a hemostasia, procedeu-se a colocacdo dos implantes esféricos de
silicone na cavidade escleral

Fechamento da incis@o por meio de sutura continua, usando fio inabsorvivel
trangcado 6-0 (Mersilene 6-0 — Ethicon, Johnson & Johnson, SP), nos planos
da esclera e conjuntiva. Estes fios de sutura foram mantidos por todo o
experimento, ndo tendo sido removidos

Instilacio de 0,1 ml de solugdo oftdlmica de colirio antibidtico de
Ciprofloxacino 0,3% (Alcon Laboratérios do Brasil, SP)

Os animais receberam antibidtico sist€émico injetdvel Flotril 10%
(Enrofloxacino 10%- Vitalfarma Ltda, MG), na dose de 0,025 ml/kg de peso
do animal no final do experimento

Ap6s 15 dias do procedimento, os animais de M2 e M3 foram submetidos ao
exame ultrassonogréfico

Eutanasia dos animais

Remocdo do conteudo orbitario e preparo para o exame histologico e

morfométrico
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Figura 10a: Sequéncia do procedimento cirdrgico de evisceragdo realizada nos coelhos seguida de
colocagdo das esferas de silicone. A) Posicionamento do coelho em decubito lateral esquerdo, de forma
que o olho direito permanecesse voltado para cima. B) Antissepsia usando PVPI. C) Instilagdo de colirio
anestésico. D) Colocacdo de Blefafostato Barraquer. E) Inicio da paracentese com bisturi 1amina 11.F)
Paracentese com bisturi ldmina 11.G) Abertura cérneo-escleral com tesoura tipo Westcott. H) Separacio

da cérnea e esclera.
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Figura 10b: I) Evisceracdo com remocgao das estruturas intraoculares. J) Retirada da cérnea e identificacio do
vitreo. K) Remocao de tecido uveal. L) Limpeza da capa escleral, usando cotonete. M) Apresentacdo
da capa escleral apds remocdo das estruturas intraoculares. N) Sutura escleral e conjuntival com fio

Mersilene 6-0. O) Aspecto final do fim do procedimento.
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A documentagdo fotografica dos medicamentos utilizados nos procedimentos

encontra-se na Figura 11.

CoyiELD s mi
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Figura 11: Documentacao fotografica dos medicamentos usados no procedimento cirtrgico.

3.11 Manutencao dos animais
Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais, em ambiente com
temperatura e iluminacdo controladas, recebendo alimentacdo a base de ragc@o para a espécie e

agua ad libitum.

3.12. Eutanasia

Os animais foram sacrificados usando-se dose excessiva de Cetamin 10%,
(Cloridrato Cetamina 10%), Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda, Syntec do Brasil) pela
via endovenosa, e em seguida, submetidos a decapitacdo, apoés decorrido o tempo idealizado
para a pesquisa.

Ap6s o sacrificio, foi removida a esfera juntamente com a capa escleral e o tecido
orbitdrio adjacente, usando tesoura de argola e pinca de conjuntiva, para preparo para o exame

histologico e morfométrico.
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3.13. Avaliacao Estatistica

Todos os valores encontrados nos exames morfométricos foram transferidos para
planilhas Excel e submetidos a andlise estatistica, utilizando-se a técnica de andlise de
variancia multivariada para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores
independentes, complementada com o teste de comparagdes multiplas de Bonferrari,

considerando o nivel de significancia 5% (P<0,05) JOHNSON & WICHERN, 2002).




Resultados
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4- RESULTADOS

4.1 Exame Clinico

A maioria dos animais evoluiu bem, alimentando-se normalmente e com atividade
normal na gaiola.

Na maioria dos animais houve grande producao de secrecdo de aspecto mucdide
nas cavidades evisceradas, mas sem sinais de inflamag¢do ou infec¢do.

Todos os animais que evoluiram para ébito ou apresentaram extrusdo durante o
periodo de seguimento foram substituidos, permanecendo o estudo com o mesmo nimero de

coelhos idealizados no projeto de pesquisa inicial.

MOMENTO 1

° Nao foram observados eventos sistémicos nos animais deste momento, em ambos
os grupos. Os animais permaneceram com boa saude geral.

° A secrecao observada na cavidade era amarelo-esbranquicada, mucoide e nio tinha
aspecto purulento que sugerisse infeccdo. Nenhum animal apresentou deiscéncia ou

extrusio da esfera implantada.

MOMENTO 2

Grupo I

o Ocorreu extrusdo de uma esfera gelatinosa no 16° dia de pds-operatério, sendo este
coelho substituido por outro.

Grupo 11

° Ocorreu extrusdo de uma esfera rigida no 12° dia de pds-operatdrio, sendo este

coelho substituido por outro.

MOMENTO 3
Grupo I
. Ocorreu uma deiscéncia de sutura com evolucdo para extrusio da esfera

gelatinosa no 20° dia apds a evisceragao e colocacao do implante.

Grupo II

. Um animal do Grupo II apresentou hipoatividade no 2° dia de pds-operatorio e
recusou alimentagdo, teve diarreia, evoluindo para o 6bito no 5° dia de pds- operatério,

nao tendo sido identificada a causa do Obito.
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Este animal foi substituido restituindo-se o nimero de cinco animais no grupo.
° Nao foram observados outros eventos sistémicos ou locais em qualquer outro

animal deste grupo.

Figura 12: Aspecto clinico do olho direito eviscerado do coelho e com a esfera de silicone em M3. Observar a

boa manuten¢@o do volume e a auséncia de sinais inflamatorios.

4.2  Avaliacao Ultrassonografica

A ultrassonografia foi realizada nos coelhos 15 dias apds cirurgia de
evisceracdo e colocacdo das esferas, incluindo todos os animais dos momentos M2 e M3.

As imagens ultrassonograficas foram avaliadas individualmente. Nao foram
encontradas imagens sugestivas de colecdo purulenta, de deslocamento ou auséncia das
esferas nas cavidades orbitdrias de todos os coelhos analisados. A esfera era vista como uma

estrutura anecdica, apenas com um ponto de reverberacdo na face posterior da mesma.

4.3 Descricao dos exames ultrassonograficos
Foi realizado ultrassom do olho esquerdo dos coelhos para ter como parametro

o que consideramos como exame de um olho normal (Figura 13).
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Figura 13: Imagem ultrassonogréfica do olho normal de um coelho (olho esquerdo) em corte sagital, mostrando
o olho do coelho de formato arredondado, contendo o cristalino normal na regido médio-anterior do

olho. O vitreo e o humor aquoso sdo vistos como imagem anecdica.

Na anélise das imagens ultrassonograficas das cavidades anoftalmicas dos coelhos
nido se detectou deslocamento da esfera cranial/caudal ou latero-lateral em nenhum dos
animais analisados.

As esferas apresentaram imagem ecogénica na porc¢do anterior da cavidade
escleral (Figura 14) e as vezes, ecogenicidade homogénea e reduzida em toda a superficie
correspondente a esfera (Figura 15a e 15b) e uma imagem linear dupla na regido posterior da
orbita, provavelmente em decorréncia de reverberacdo (Figura 15). A esfera ndo pode ser
delimitada na sua totalidade, j4 que a superficie posterior da mesma ndo é detectada com
facilidade, o que faz com que seja representada apenas pelo ponto ecogénico, confirmado ser
a porcdo posterior da esfera pelo comprimento antero- posterior que ¢ dado pelo préprio

aparelho.
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Figura 14: Imagem ultrassonografica em corte sagital de cavidade anoftdlmica contendo esfera de silicone

gelatinosa, mostrando espessamento ecogénico da parede anterior da esfera.

Figura 15a Figura 15b

Figura 15: Imagem ultrassonogréfica mostrando ecogenicidade da esfera em corte coronal (a) e transversal (b)
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Figura 16: Imagem ultrassonogréfica do olho direito de um coelho, mostrando a imagem da esfera rigida com
10 mm, que foi identificado devido a um ponto ecogénico. Esta esfera de silicone, no caso, rigida,

apresenta reverberagao posterior. Corte Sagital.

Ao redor de algumas esferas se observou conteudo liquido em pequena e até
moderada quantidade, e em alguns, ndo se detectou a presenca de liquido. A quantidade de
liquido ao redor das esferas foi quantificada subjetivamente, estando as classificacdes

apresentadas no Quadro 2.
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Quadro 2: Resultado dos exames ultrassonograficos, quanto ao posicionamento da esfera na 6rbita (migracdo

das esferas) e pesquisa da presenca de colecdo ou processos inflamatérios ao redor ou dentro das

esferas.
Migragdo Colecao Migragdo | Colecao
Animais do GI da liquida Animais do GII da liquida
esfera /inflamagdo esfera /inflamacgdo
Coelho 21(M2GI) N + Coelho 11(GIIM2) | N +
Coelho 17(GIM2) N + Coelho 27(GIIM2) | N ++
Coelho 18(GIM2) N 0 Coelho 13(GIIM2) | N +
Coelho 19(GIM2) N 0 Coelho 14(GIIM2) | N +
Coelho 20(GI-M2) N 0 Coelho 16(GIIM2) | N +
Coelho 5 (GIM3) N + Coelho 27 (GIIM3) | N ++
Coelho 6(GIM3) N + Coelho 2 (GIIM3) | N ++
Coelho 7 (GIM3) N + Coelho 3 (GIIM3) | N +
Coelho 8 (GIM3) N ++ Coelho 4(GIIM3) N
Coelho 33 (GIM3) N + Coelho 10 (GIIM3) | N +
N*=ngo N*=ndo
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4.4  Avaliacao Histologica

Ao exame macroscOpico, observou-se que o implante manteve as caracteristicas
anteriores a implantacdo, inclusive mantendo a forma esférica.

A andlise microscopica dos espécimes mostrou que em todos os animais dos dois
grupos a evolucao temporal dos eventos observados deu-se de maneira similar.

As observagdes foram feitas em todos os animais que compuseram a amostra e
estdo descritas separadamente por momento do estudo, destacando as poucas diferencas que

distinguiram os dois grupos.

4.5 Observacoes Histologicas feitas em M1
Grupo I
Apo6s sete dias do procedimento de evisceragdo com a colocacido da esfera de
silicone na cavidade anoftdlmica (M1), na interface entre a parte interna da esclera e a externa
do material estudado, observou-se tecido necrético e a formacdo de tecido regenerativo,
composto por edema, frouxa rede de fibrina e por grande quantidade de células alongadas,
com formato fusiforme, contendo nucleo arredondado e longos processos citoplasmaticos,

compativel com a morfologia de fibroblastos jovens (Figura 17 e 18).

Figura 17: Fotomicrografia no 7° dia apds cirurgia de evisceragdo. Observa-se grande quantidade de hemadcias e

fibroblastos jovens caracteristicos de regeneragdo do tecido conjuntivo (Hematoxilina-eosina, 40X).
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Figura 18: Fotomicrografia no 7° dia apds cirurgia de evisceracio. Presenca de grande quantidade de hemacias,
fibroblastos jovens e acimulo de células contendo nicleos picnéticos, semelhantes a leucdcitos.

(Hematoxilina-eosina, 40X).

Também foram encontradas hemécias em grande quantidade, permeando a rede de
fibrina e emigracdao de células inflamatdrias, principalmente células polimorfonucleares,
predominantemente os neutréfilos. Presenca de alguns eosinéfilos, reconhecidos pela
birrefringéncia ao micrometrar o material, destacando material granulado no seu interior. Esse
quadro € compativel com reparacio tecidual por tecido conectivo do tipo aguda. Observa-se
nessa fase uma desorganizacdo do tecido, refletindo a importante e recente agressao
decorrente da evisceragio, com reposi¢ao dos tecidos oculares por tecido de reparagcdo do tipo

fibrético (Figura 19 e 20).
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Figura 19: Presenca de grande quantidade de hemadcias e células inflamatdrias, como os leucdcitos, em especial

neutréfilos (Hematoxilina-Eosina, 40X).

Figura 20: Eventos demostrando reparagdo tecidual e inflamagdo aguda (Hematoxilina-Eosina, 40X).

Foi possivel visibilizar a esclera edemaciada e reag¢ao inflamatdéria mais intensa ao
redor dos fios de sutura, quando presentes. Neste momento, ndo se observa ainda a formagao
da pseudocdpsula bem definida ao redor da esfera, mas apenas o acimulo de fibroblastos e

células sanguineas (Figura 21 e 22).
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Figura 21: Presenca de hemadcias e processo inflamatdrio, dispostas de forma circunferencial e circunscrevendo

a esclera pela sua face interna (Hematoxilina-eosina, 40X).

Figura 22: Presenca de hemadcias e processo inflamatdrio semelhantes ao observado na figura anterior

(Hematoxilina-eosina, 40X).
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O processo inflamatdrio € bastante semelhante ao existente no GII. Trata-se de um
processo agudo, organizado e com reacdo inflamatdria bastante t€nue, aparentemente com

menor quantidade de edema e hemdcias nos animais do GI quando comparados com GII.

Grupo IT
A resposta regenerativa tecidual presente neste momento foi semelhante ao que se
observou no Grupo I, ou seja, revestindo a face interna da capa escleral foi observado

aglomerado de células inflamatdrias e hemdcias, em meio a rede de fibrina (Figura 23).

Figura 23: Aglomerado de células inflamatorias e hemdcias, em meio a rede de fibrina (Hematoxilina-eosina,

40X).

4.6  Observacoes Histologicas feitas em M2
Grupo I
Ap6s 30 dias do procedimento de evisceracdo com a colocac¢do dos implantes na
cavidade anoftdlmica (M2), na interface entre a parte interna da esclera e a externa do
material estudado houve reducdo da quantidade de células inflamatdrias e hemacias.
A reagdo tecidual se d4 por meio da formagao de tecido conjuntivo frouxo. Além

dos fibroblastos, encontraram-se no tecido conjuntivo em formacao, diversas células da série
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leucocitaria. Observa-se tecido de granulacdo que se apresenta como um tecido frouxo, com

reparacao por tecido do tipo mixdide, com neovasos ativos, contendo hemdcias (Figura 24).

Figura 24: Presenca de neovasos, com hemadcias no seu interior (Hematoxilina-Eosina, 40X).

Ha presenca de células fusiformes, cujos nicleos sdo mais alongados que os
observados em MI e grande quantidade de células inflamatdrias, agora principalmente do tipo
mononucleares, principalmente linfécitos. H4 presenca ainda de macréfagos, plasmocitos
(reconhecidos pelos caracteristicos nucleos excéntricos), poucos neutréfilos e eosinéfilos.
Pode-se observar a saida de células linféides do vaso para o tecido, confirmando a presenca
do processo de quimiotaxia.

Resumidamente poderia ser dito que ao redor das esferas, nesta fase, hd presenca
de uma pseudocdpsula mais densa, composta por fibroblastos maduros, vasos longitudinais,
hemadcias e menor edema tecidual (Figura 25).

Esta pseudocdpsula composta por actimulo de fibroblastos e células inflamatérias
¢ disposta de maneira circular e a envolver toda a extensdo da parte interna da esclera, na
interface com a esfera, sendo aparentemente mais espessa na regido anterior € proximo ao

local da sutura.
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Figura 25: Fotomicrografia no 30° dia ap6s cirurgia de eviscera¢do. A pseudocdpsula € composta por acimulo
de fibroblastos e células inflamatorias e se dispde de maneira circular na face interna da esclera

(Hematoxilina-eosina, 40X).

A formacdo da pseudocépsula se apresenta mais organizada, com escassa reacao

inflamatoria (Figura 26).

Figura 26: Pseudocdpsula mais organizada, composta basicamente por fibroblastos maduros (Hematoxilina

eosina, 40X).
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Grupo IT

As caracteristicas descritas para o Grupo I se repetiram no Grupo II.

4.7  Observacoes Histologicas feitas em M3
Grupo I
Ap6s 90 dias do procedimento de evisceragdo com a colocagao das esferas na
cavidade anoftdlmica (M3), na interface entre a parte interna da esclera e a externa do
material estudado existe uma reacdo inflamatéria ao redor de toda esfera, com células
inflamatorias escassas. H4 presenca de linfécitos e poucos macréfagos, com proliferacao de
pequenos vasos sanguineos contendo hemdcias e tecido conectivo, denotando inflamagdo
cronica.
Observou-se entdo, um tecido conjuntivo completamente organizado e maduro,

bastante denso e vascularizado, com escassas células inflamatorias.

Grupo IT
Pseudocdpsula organizada, contendo escassa reacdo inflamatéria e com

caracteristicas muito semelhantes ao Grupo II (Figuras 27 e 28).

Figura 27: Fotomicrografia no 90° dia apés cirurgia de evisceragdo e colocacgio de esfera de silicone rigida.
Pseudocdpsula organizada, contendo poucas células e fibroblastos e pequenos vasos, denotando

inflamacao cronica. (Hematoxilina-eosina, 40X).
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Figura 28: Fotomicrografia no 90° dia ap6s cirurgia de evisceragdo, mostrando aspecto de pseudocdpsula
composta por tecido conjuntivo maduro, com escassa reagdo inflamatéria (Hematoxilina-eosina,

40X).




Mayumi Shirota Kanamura

_Iﬁ

4.8 Avaliacao Estatistica

Resultado do exame morfométrico
- Avaliacao da espessura da pseudocapsula

A avaliagdo da espessura da pseudocdpsula que se formou ao redor das esferas foi
feita nas quatro regides: anterior, posterior, 3 € 9 horas, em trés locais em cada uma das quatro
regides, considerando-se a média das medidas para o cdlculo estatistico.

As andlises constam do Quadro 3.

Quadro 3: Quadro representando a espessura da pseudocdpsula que se formou ao redor das esferas.

Tipo de esfera | Momentos | Anterior | Posterior |3 horas 9 horas
Sacrificio
GI M1 43,8 +£27,5 |34,6+15,5 |443+243 |40,8+26,2
b B a a A o a A a a A o
M2 18,3+7,1 16,2 +7.8 42,6 £27,5 |243+16,3
a A a a A o a A a a A o
M3 250+14,2 | 14,6£3,5 36,7+ 150 209+ 6,6
ab A « a A o a A a a A o
GII M1 17,4445 |50,4+30,5 |359+21,5 |44,1+203
ab A « a A B a A aof b A af
M2 423+3,0 39,6 £222 | 31,1 £8,7 38,3 +£227
b B a a A « a A « ab A a
M3 15,6 +3,3 383+18,2 |30,3+13,7 |164+39
a A « a B B a A af a A a

(1)  Duas médias seguidas de uma mesma letra mindscula indicam semelhanca (P>0,05) entre si quanto aos

respectivos momentos de sacrificio, fixados o local e 0 momento de avaliacao.

) Duas médias seguidas de uma mesma letra maidscula, nao diferem (P>0,05) entre si quanto aos

respectivos tipos de materiais avaliados, fixados os momentos de sacrificio e grupo.

(3)  Duas médias seguidas de uma mesma letra grega, ndo diferem (P>0,05) entre si quanto aos respectivos

momentos de avaliacdo , fixados o tipo de material avaliado e momento de sacrificio.

a) A interpretacdo baseada nas letras mindsculas em vermelho (¢ e b), permite a
comparacdo da espessura da pseudocdpsula nos varios momentos experimentais € em
ambos os grupos, fixando as posi¢des onde a avaliacao foi feita: anterior, posterior, 3 e

9 horas. Esta avaliacio mostrou que a espessura da pseudocdpsula apresentou
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tendéncia de reducdo da espessura ao longo do experimento, com valores em geral
superiores no inicio e decaindo em dire¢do ao M3 (90 dias apds a cirurgia).
Avaliando-se as particularidades € possivel dizer que em todos os momentos de
avaliacdo e nos dois grupos o teste estatistico mostrou valores semelhantes
principalmente quando se avaliou a pseudocdpsula das posi¢Oes posterior € 3 horas.
Entretanto, na porcdo anterior da cavidade e as 9 horas, esta ultima, medida que
coincidia com a esfera que se encontrava no fundo-de-saco inferior, houve varia¢do de
espessura.

- Na posic¢ao anterior a espessura da pseudocapsula foi maior no grupo I (GI) e

no momento 1 (M1) e no GII, no momento 2 (M2).
- Na posi¢ao de 9 horas, os dois grupos (GI e GII) tiveram medidas superiores

em M1, decaindo ao longo do experimento, com diferenca significativa apenas no GII.

b) Baseado nas letras maiudsculas, transcritas na cor preta (A e B), foi feita a comparacgao
da espessura das pseudocdpsulas, nas diferentes posicdes estudadas e fixando o
momento experimental.

- No caso do GI, a espessura da pseudocapsula foi maior na posi¢do anterior
em M1 (sete dias), sem outras alteragOes estatisticas nos demais locais, em todos os
momentos avaliados.

- Com relagdo ao GII, em M2 (30 dias) a espessura foi maior no setor anterior e

em M3(90 dias) a espessura foi maior na por¢cdo posterior, sem outras alteracdes

significativas, em comparacdo aos demais locais.

c) Baseado nas letras gregas (a e B), foram feitas comparacdes das medidas de espessura
das pseudocdpsulas de animais do GI contra animais de GII, fixado os momentos e as
posicoes.

- Comparando os grupos GI e GII, s6 foi possivel observar diferenca significativa na
posicdo posterior quando os animais do Grupo II apresentaram espessura da
pseudocépsula superior ao observado no GI, em especial nos momentos M1 e M3. Ou
seja, os animais que receberam esferas rigidas (GII) apresentaram pseudocédpsula mais
espessa que os que receberam esferas gelatinosas (GI), com diferenca significativa no

setor posterior da cavidade escleral.




Discussao
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5 DISCUSSAO

5.1 Escolha do tema e modelo experimental

A proposta do presente estudo foi avaliar a resposta clinica e tecidual, com andlise
do comportamento dos animais, avaliacdo histolégica e morfométrica, a presenca das esferas
de silicone gelatinosas e rigidas, apos a evisceracdo dos olhos direitos de coelhos.

A inten¢do de avaliar a biocompatibilidade das esferas de silicone gelatinosas em
cavidades evisceradas de coelhos, comparando-as com esferas rigidas, ja disponiveis e
bastante aceitas pelo mercado que seriam o padrdo-ouro da comparagdo, se deve a hipétese de
que as esferas de superficie “mole” poderiam ter melhor interface com as proteses externas e
consequente melhor resultado que as rigidas no reparo das cavidades anoftalmicas. Ou seja, o
presente estudo foi realizado com o intuito de decidir se este material e, principalmente, sua
variacdo quanto a maleabilidade podem significar um avango na reparacao das cavidades
anoftdlmicas, na medida que poderia indicar qual delas concederia o melhor resultado.

No presente estudo, foram utilizados coelhos como animais de experimentacao,
dada as suas vantagens comparativamente as outras espécies animais, quanto a sua obtencao,
manipulacdo e manutengao, baixo custo e por se ter este tipo de animal disponivel em biotério
especializado para criagdo e manutengdo de nossa Institui¢cdo, com amplo dominio da equipe
executora deste modelo experimental e deste tipo de pesquisa, bem como por seus
reconhecidos valores como animais de experimentagdo para pesquisas em oftalmologia
(ANDRADE, 2003).

Esse trabalho foi conduzido seguindo-se os principios internacionais orientados
para pesquisa médica envolvendo animais, bem como a aprovacio da Comissdo de Etica em
Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP-SP, tendo sido
aprovado para execug¢do no dia 30 de outubro de 2008 (protocolo nimero 701).

Ressalte-se que cada animal foi mantido em gaiolas individuais, receberam dgua e
racdo ad libitum, tiveram o asseio didrio das gaiolas, temperatura e iluminacdo no ambiente
em que estiveram controlados e favoraveis ao bem estar dos animais. As boas condi¢Oes de
manuten¢do dos animais também favoreceram o ndo desenvolvimento de infec¢des ou outros
eventos desfavordveis ao estudo.

Optou-se no presente estudo pela evisceracdo do olho direito com a implantag¢ao
da esfera, técnica muito utilizada em experimentos realizados pelo grupo de estudos da
Faculdade de Medicina de Botucatu e também em humanos (SCHELLINI er al., 2003;
MOURA & VIEIRA, 2007).
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Para isso, foi utilizado um modelo experimental ja estabelecido, empregado em
diversas outras pesquisas feitas nesta mesma Instituicdo, seguindo dentro consagrada linha de
pesquisa. O presente estudo foi delineado como experimental, prospectivo e aleatorizado.

A aleatorizacdo foi seguida para a escolha da esfera a ser colocada nos animais,
sendo os animais divididos por sorteio nos dois grupos experimentais: grupo que receberia
esferas gelatinosas ou rigidas. Foi garantido o cegamento nas avaliacdes didrias que foi feita
por aluna de iniciacdo cientifica que desconhecia qual a esfera que havia sido implantada em
cada um dos grupos e também quando realizados os exames ultrassonograficos e a avaliacao
histolégica e morfométrica, realizadas com auxilio de especialistas que ndo sabiam quais as
esferas que estavam avaliando.

A adoc¢iao de estudos clinicos e morfol6gicos, segundo os periodos admitidos para
tal, se deu respeitando-se as fases cldssicas da reparacdo cicatricial, com a triade exsudacdo,
proliferacdo e maturacdo. Neste sentido € que foram escolhidos sete, 30 e 90 dias para a
avaliacdo histolégica do tecido formado ao redor das esferas dos coelhos eviscerados.
Considera-se pelo ciclo curto de vida dos coelhos que a observacdo de 90 dias seja suficiente

para se adotar as observagdes como representativas da fase cronica da reparacao tecidual.

5.2  Esferas de silicone

Os coelhos receberam dois tipos de esferas, ambas produzidas com a mesma
substancia quimica, o silicone, e foi realizada comparagdo desse mesmo material, mas com
maleabilidades diferentes (rigidas e gelatinosas), no sentido de testar em cavidade anoftdlmica
se existe diferencga entre ambas.

O silicone € um material que tem sido amplamente utilizado em muitas dreas da
Medicina, em especial consagrado como implantes utilizado em mastoplastias de aumento de
volume.

Em cavidades anoftdlmicas, foi utilizado na forma rigida por muitos anos e em
muitos paises. Entretanto, relatos a respeito desta utiliza¢do nao sio encontrados na literatura.

A aquisicdo das esferas de silicone € fécil, j& que os implantes de silicone
mamarios estdo sendo muito utilizados ultimamente como préteses mamarias nas cirurgias
plasticas de mama e nas suas reconstru¢des. Caso a proposta alcance o mercado, o método de
fabricacdo ja é conhecido, ja existe sua producdo em escala industrial para outros fins e
provavelmente extrapolar para a confeccdo de esferas para uso em cavidade anoftalmica ndo

seria dificil. Acredita-se ainda que o preco possa ser melhor que os existentes no mercado,
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uma vez que a quantidade de silicone utilizada para confeccdo da esfera para reparo de
volume orbitdrio seja pequena.

A empresa Silimed, responsavel pela confec¢do das esferas empregadas nesta
pesquisa, se prontificou rapidamente e as produziu, de acordo como solicitado, gratuitamente.
Os implantes foram produzidos com formato esférico, respeitando a anatomia do olho.
Entretanto, para outra pesquisa do nosso grupo, a mesma firma produziu material de formato
arredondado e achatado, semelhante a uma prétese mamaria, também composto de silicone
gelatinoso (PALHARES et al.,2007).

As esferas de silicone no estado gelatinoso foram compostas por gel de silicone,
recoberta por uma membrana de superficie lisa, também de silicone, com aspecto externo
muito parecido com o implante mamdrio. Outra variacdo também possivel e que foi
empregada em outra pesquisa do nosso grupo € a modificagdo da membrana envoltéria, o que
pode ter reflexo na espessura da pseudocdpsula, ja4 que teoricamente esta seria mais espessa
quando a superficie fosse mais lisa (ABREU, np).

As esferas de silicone no estado rigido foram compostas por elastdmero de
silicone, que pode ter graus varidveis de rigidez, sendo o aqui empregado bastante resistente a
pressao.

O tamanho da esfera usado neste trabalho foi de 10 mm, compativel com a
restituicdo do volume perdido apds a retirada do bulbo ocular de coelhos jovens, 0 mesmo
utilizado em outros estudos de cavidade anoftdlmica em que o coelho foi empregado como
modelo animal, em estudos estrangeiros, assim como de nosso grupo.(JORDAN et al., 2000c;

SCHELLINI et al., 2003; JORDAN et al., 2004b).

5.3 Avaliacao clinica dos animais e analises da biocompatibilidade

Para andlise da biocompatibilidade dos materiais utilizados, procedeu-se a
avaliacdes clinicas didrias quanto a satde geral e alteracdes locais da drea cirurgica, exame de
ultrassonografia no periodo de 15 dias apds o inicio do experimento e avaliagOes
morfoldgicas, realizadas ao final do periodo experimental idealizado como composto de trés
momentos, que permitiram conhecer a evolu¢do da resposta inflamatéria ao material
implantado.

A evolugdo clinica dos animais demonstrou que ndo houve interferéncia dos
procedimentos realizados com a homeostase, com curso normal de crescimento dos animais e

manutencdo do bom estado geral dos mesmos. Nao houve alteracdo de comportamento, perda
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de peso ou qualquer situacdo que pudesse sugerir inducdo de alteracdes decorrentes do uso da
esfera. O unico Obito observado seguramente ndo decorreu do uso da esfera, estando
claramente associado com fendmenos gastrointestinais, presentes naquele animal.

O aspecto clinico geral da cavidade anoftdlmica apds a colocagdo da esfera foi
muito bom, mostrando que o tecido que circundava a esfera ndo apresentava reacao
inflamatdria na grande maioria dos animais. A pequena quantidade de secre¢cdo evidenciada
na cavidade de muitos dos animais ou na totalidade deles, corresponde a0 mesmo fendomeno
que se observa em humanos, quando o contato da palpebra com a cavidade ndo é o mesmo
que quando o olho estd presente, levando a ingurgitamento cronico das glandulas palpebrais e
piscar incompleto, além dos fios de sutura que funcionam como corpo estranho na té€nue
superficie conjuntival.

Ocorreram trés extrusdes: duas esferas de animal do GI no 16° e 20° dia apds a
cirurgia e uma do GII no 12° dia apds a cirurgia, totalizando 10% de extrusdo em todos os
coelhos. As causas de extrusdo de implantes colocados em cavidades anoftdlmicas sdao
bastante variadas, podendo as mais precoces terem origem nos problemas préprios do ato
operatdrio ou decorrentes da técnica cirtrgica empregada. Todas as extrusdes ocorreram em
periodo proximo ao ato cirdrgico e poderiam estar relacionados com defeitos na sutura
conjuntival ou escleral, ou mesmo com infec¢des. As extrusdes tardias, em geral decorrem de
contragdes cicatriciais, de utilizacdo de implantes demasiado grandes, uso de implantes de
superficie dspera, implantes demasiadamente grandes, presenca de doencgas sistémicas,
cavidades ja com contra¢do importante da mucosa, dentre outras. O mais importante é deixar
claro que as extrusdes ocorrem devido a inlimeras causas e que podem ocorrer com qualquer
material que se utilize para correcdo das cavidades anoftdlmicas (SCHELLINI et al.,2007).
No presente estudo, os pesquisadores ndao acreditam que as extrusdes decorreram dos
materiais usados para reposi¢cdo de volume nas cavidades anoftilmicas, uma vez que nao

houve em nenhum deles a presenca de sinais sugestivos de rejei¢cao ou inflamacao excessiva.

5.4 Avaliacao do exame de ultrassonografia

Através do exame de ultrassonografia observou-se bom posicionamento das
esferas na Oorbita dos coelhos, ndo havendo presenca de migracdo, auséncia e nem
deslocamento das esferas dos coelhos dos grupos I e II. Foi observado também presenca de
pequenas colecdes de liquido ao redor da esfera de pouca a moderada quantidade.

O exame demonstrou espessamento de tecido na superficie anterior da esfera e

algumas vezes observou-se ecogenicidade interna na esfera, o que poderia significar
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crescimento de vasos para dentro das mesmas, fato possivel em implantes que possuem poros
ou espacos entre granulos que compdem o biomaterial. Entretanto, estas esferas eram
revestidas por material liso, provavelmente ndao permedvel. Nao foi possivel correlacionar este
achado com o exame histologico devido ao fato de que empregamos uma técnica para aquele
exame que leva a destruicdo das esferas, j4 que o Xilol é um agente que promove a
desintegracdo de materiais do tipo do silicone e do polietileno. Portanto, ndo se pode concluir
nada a respeito da ecogenicidade observada nas esferas de alguns animais.

O exame ultrassonografico foi introduzido nesta pesquisa como mais método para
avaliagdo de implantes em cavidades anoftalmicas de animais. Os modelos que se baseiam em
exames morfolégicos implicam em sacrificio dos animais em determinado momento,
dificultando que os animais sejam utilizados como controles deles mesmos, ficando restritos a
um Unico momento de observacdo dentro do experimento. Este exame, conforme aqui
demonstrado, pode ser feito in vivo, permitindo que se use o mesmo animal para diversas
avaliacdes temporais, reduzindo custos.

O exame ultrassonografico demonstrou ser um excelente método diagndstico para
avaliacdo do material implantado na cavidade anoftdlmica de coelhos, por ser um exame
relativamente fécil de ser executado, feito com equipamento que nio tem custo elevado, ndo
havendo necessidade de utilizacdo de anestesia geral. Os animais foram contidos apenas
fisicamente evitando-se assim, a contencdo quimica e a possivel interferéncia dos
tranquilizantes nos resultados ou mesmo provocando a morte do animal.

O estudo de Yamamoto et al. (2001) ja havia indicado que o exame
ultrassonografico ¢ um bom exame para avaliacdo da cavidade anoftdlmica de humanos.

Agora, pode-se afirmar que também em cavidades de animais este método pode ter utilidade.

5.5 Técnica cirurgica

O fechamento da ferida cirdrgica conforme realizado seguiu os padrdes
estabelecidos em estudos prévios do grupo que estuda cavidade anoftdlmica na Institui¢cao. A
cépsula de Tenon foi suturada com pontos simples isolados e para o fechamento conjuntival
foi realizado com sutura continua simples. Para ambas as suturas foram utilizadas fios
inabsorviveis trancados, o fio de Mersilene. A utilizacdo de fio absorvivel para esse tipo de
sutura ja foi realizada em outras pesquisas com seguranca (SCHELLINI et al., 2003;
JORDAN et al., 2004b; THAKKER et. al.; 2004), embora fio inabsorvivel também possa ser
empregado (SCHELLINI et al., 2003; SHIRATORI et al., 2005). Nao existem dados na

literatura correlacionando o tipo de fio utilizado, absorvivel ou inabsorvivel, em cirurgias de
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cavidade anoftdlmica e maior taxa de extrusdo de implantes. O fato de se utilizar fios
absorviveis pode estar associado a inflamacdo exacerbada até o periodo de 21 dias, quando
deve se dar a sua absor¢do na maioria dos casos. Entretanto, também os fios inabsorviveis
podem levar a cronicidade do processo inflamatorio, fato deve ser lembrado na andlise dos
animais que se encontravam no momento M2(30 dias), os que apresentaram maior taxa de

inflamacao.

5.6 Preparo do material para analise histologica

As esferas de silicone ndo estavam presentes nas laminas estudadas, uma vez que
estas foram dissolvidas no preparo das mesmas, pelo efeito do Xylol, substancia pela qual o
material foi submetido para a fixacdo nas laminas, conforme referido anteriormente neste
mesmo capitulo. Este fato poderia ser evitado se fossem empregados meios que ndo
dissolvem o silicone, como a inclusao em resina.

Entretanto, levando em conta que o material de estudo ndo € do tipo integravel, ou
seja, ndo tem poros, o que seria encontrado dentro da esfera seria apenas silicone e nao
acrescentaria nada ao estudo. Alguns animais tiveram esse tipo de preparacdo na fase de
estudos “piloto”, confirmando que os cortes histologicos ndo demonstravam claramente se
existia reacdo inflamatdria no interior das esferas.

Além do mais, o preparo em resina é muito mais dispendioso que a inclusdo em
parafina. Desta forma, optou-se por examinar a reagdo tecidual que se desenvolveu ao redor
das esferas, local em que havia relacdo direta da esclera com a esfera, expressa pela
pseudocépsula.

Portanto, a esfera ndo foi avaliada em decorréncia deste fato que ja era do
conhecimento do pesquisador, uma vez que todos os estudos do grupo que ja foram feitos
utilizando materiais que dissolvem frente ao Xylol seguiram a mesma rotina. O processo de
confeccdo das laminas histoldgicas ndo € ficil, tendo sido possivel apenas pela expertise dos

técnicos frente as outras pesquisas ja aqui realizadas.

5.7 Avaliacao da resposta cicatricial ao redor das esferas

O procedimento da evisceragdo dos tecidos oculares traz como consequéncia a
formacdo de tecido conectivo, ja que ndo € possivel repor os tecidos oculares especializados
que existem dentro da capa escleral. Caso nada seja colocado dentro da esclera, ocorrera

fibrose, com contragdo cicatricial do tecido escleral e reducdo drastica de volume. Este
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processo € conhecido classicamente, o que nos fez ndo considerar necessario ter um grupo
controle onde estes passos fossem demonstrados.

A colocacdo das esferas reduz a chance de contracdo cicatricial.

Como acontece com qualquer material estranho que é implantado em um
organismo vivo, a resposta do hospedeiro se dd com inflamagao local e crescimento de tecido
conectivo. Esta é definida como uma reagdo local do tecido vascularizado as agressdes e a
resposta inflamatéria estd intimamente ligada ao processo de reparo. A resposta é mais ou
menos estereotipada, seja qual for a natureza do agente lesivo (COTRAN et al.,1994).

O estudo histoldgico revelou uma reagdo inflamatoria aguda desde o inicio (sete
dias), com formac@o de uma pseudocdpsula ao redor das esferas, composta inicialmente por
uma rede de fibrina, que dard origem aos fibroblastos jovens, e presenca de células
leucocitarias, hemdcias e neovasos, denotando o processo de reparacdo tecidual. Esta
pseudocédpsula formada era composta por tecido conjuntivo frouxo no inicio e que foi se
tornando mais denso a medida que avangou o tempo de experimento.

A pseudocédpsula é um tecido conjuntivo formado ao redor de qualquer corpo
estranho ou processo inflamatério que ocorra no sitio de lesdo, dessa forma tentando deter a
inflamacdo que ocorre no local.

As células inflamatérias se modificam no sitio de reparagdo com o passar do
tempo. Inicialmente € comum o actimulo de leucdcitos, principalmente neutréfilos e
mondcitos — assim se constitui a caracteristica mais importante da reacdo inflamatéria. Os
leucécitos servem para aprisionar e degradar bactérias, corpos estranhos e os detritos de
células necréticas, provocando uma resposta defensiva; mas, a0 mesmo tempo, liberam
também mediadores quimicos e radicais téxicos que, por si s6, podem prolongar a inflamagao
e aumentar o dano tecidual. Aliados a celularidade que se estabelece no sitio de lesdo, ha
crescimento de neovasos. Com o passar do tempo, as caracteristicas da resposta inflamatéria
aguda passam para a fase crOnica, com o aparecimento de outros tipos de células, como
mastdcitos, linfécitos ocasionais e macréfagos, associados com a proliferacdo de pequenos
vasos sanguineos e tecido conectivo, composto por fibroblastos maduros. Estas mudancas
caracterizam o processo de cicatrizagdo (COTRAN et al.,1994), com substituicao do tecido
lesado por tecido conjuntivo (KIERSZENBAUM, 2004; KUMAR et al., 2005).

A resposta inflamatéria no sitio de implantacdo das esferas diminuiu
gradativamente ao longo do periodo experimental e a resposta tecidual pode ser considerada
semelhante a que ocorre quando se utilizam outros materiais em cavidades (SCHELLINI ez

al., 2003; FERRAZ et al., 2006; BRITTO, 2009).
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Conforme ja referido anteriormente, o material histoldgico foi visto cegamente, ou
seja, as laminas foram avaliadas juntamente com uma patologista que desconhecia a qual
grupo o material examinado pertencia, o que reforca os nossos achados de que a reacdo
inflamatéria das pseudocdpsulas do Grupo I (das esferas gelatinosas) se apresentou com
comportamento menos agressivo, ou seja, havia reacdo inflamatéria de forma mais

organizada, o que foi confirmado pelo exame morfométrico.

5.8 Analise do exame morfométrico da pseudocapsula formada ao redor das

esferas

O exame morfométrico foi feito utilizando técnicas modernas de avaliacdo de
laminas histolégicas, em sistema computadorizado, o que garantiu seguranga aos resultados
observados. Outro ponto forte foi a avaliacdo feita em quatro locais, dando a possibilidade de
comparar a reagdo tecidual que ocorre em todos os locais da cavidade orbitdria.

A andlise estatistica permitiu comparagdes dentro de grupos, dentro de momentos
e nos diferentes locais de observacao, trazendo também informacdes valiosas para a pesquisa.

A pseudocdpsula, apds a implantagdo das esferas de silicone, foi mais espessa no
inicio do periodo experimental, com os dois tipos de esferas utilizadas. Isso porque logo apds
a implantacdo existem os fendmenos inflamatérios da fase aguda, com grande exsudacdo de
liquidos e afluxo de células para o sitio cirdrgico (sete dias-M1). Com o passar do tempo,
houve reducdo da espessura da pseudocapsula, sendo a espessura menor nos momentos M2
(30 dias) e M3(90 dias), quando comparados ao momento M1 (sete dias). Os fendmenos que
explicam esta reducdo podem ser: a redu¢do do edema, das hemadcias e a diminui¢do da
quantidade de células inflamatdrias. O exame morfométrico confirmou a reducio da espessura
da pseudocdpsula, com valores estatisticamente significativos. Os fendmenos cicatriciais
(COTRAN et al., 1994) combinam exatamente com o que foi observado no exame
morfométrico, no tocante a este ponto.

Houve uma tendéncia da espessura da pseudocdpsula ser mais espessa na posi¢ao
denominada anterior e de 9 horas, nos dois grupos, em relacdo a posterior e 3 horas,
principalmente nos momentos iniciais (M1 e M2). Este fato é devido ao setor anterior estar
mais exposto a0 meio externo, com maior risco de contaminacao e em contato com os fios de
sutura. Esta diferenca havia sido observada ao exame macroscopico da lamina em HE e foi

confirmada pela avaliacdo morfométrica.
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A pseudocédpsula foi mais espessa também no setor de 9 horas, medida que
coincidia com a parte da esfera que se encontrava no fundo-de-saco inferior, sendo uma
explicacdo plausivel o fato do fundo-de-saco inferior ser costumeiramente o mais
contaminado.

A maior exposi¢do faria com que houvesse mais células inflamatérias e edema nas
regides anterior € 9 horas e, consequentemente, pseudocapsula mais espessa nestas regioes.

E finalmente, procurando-se diferencas entre os materiais, a espessura da
pseudocépsula ao redor das esferas de silicone rigidas foi superior a que se formou ao redor
de esferas de silicone gelatinosas, principalmente nos momentos M1 e M3, na posi¢ao
posterior, que consideramos ser uma posi¢ao “neutra” e a mais confidvel, diferentemente da
posicdo anterior, que sofre a interferéncia de fatores externos, como contaminagdo e presenga
de fios ou da posicdo 9 horas, que por ser fundo-de-saco inferior, ¢ mais contaminada.
Portanto, isto significa que a esfera de silicone rigida causou reacdo inflamatdria que, apesar

de discreta, foi significativamente maior do ponto de vista estatistico, do que a esfera de

silicone gelatinosa.

5.9 Consideracoes finais e perspectivas

Os implantes atuais — integrdveis € nao integriveis — sdo construidos com
materiais rigidos. H4 alguns anos estamos perseguindo a idéia de que implantes ndo rigidos
teriam melhor interface com as préteses externas, todas elas rigidas.

Virios estudos foram desenvolvidos neste sentido, utilizando hidroxiapatita
sintética e polietileno na forma gel, injetados no subcutaneo de cobaias (XAVIER et al.,2002;
SCHELLINTI et al., 2008) ou esferas de polietileno gel em cavidades anoftdlmicas (FERRAZ
et al., 2006). A hidroxiapatita induz muita reacdo inflamatéria, diferentemente do polietileno
que apresenta boa resposta tecidual. Entretanto, na cavidade orbitdria, o polietileno gel se
hidratou demais e extruiu, sendo abandonado (FERRAZ et al., 2006).

Implantes ndo rigidos, a exemplo dos implantes mamadrios, feitos de silicone na
forma gel e envoltos por uma cédpsula que pode ser de diversos tipos de materiais, além de
promover volume, por ser mais flexivel e maledvel, promoveria uma interface entre a esfera e
a prétese externa muito menos traumadtica, o que diminuiria o risco de extrusao. Este material
ja foi largamente estudado e aprovado para uso em outros locais eu ndo na cavidade orbitdria.

A resposta dos tecidos orbitarios ao silicone gelatinoso nunca havia sido antes
testada, o que justificou a realizacdo do presente estudo que mostrou a boa integragao tecidual

do mesmo.
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Resta agora buscar avaliar como se da exatamente a relacdo da esfera gelatinosa
com a prétese externa. A colocagdo de prétese externa nos animais dificilmente poderd ser
feita nos mesmos moldes que ocorre em humanos.

Desta forma, pretendemos avancar para a colocacdo das esferas de silicone
gelatinoso em humanos, com a posterior adaptacdo de préteses externas. A nossa inten¢do foi
fortalecida pelos resultados obtidos com o presente estudo, onde se pode observar pelo estudo
morfométrico que a resposta foi melhor quando se utilizou as esferas gelatinosas.

Outro fator que se pode levantar sao os estudos a longo prazo. Embora a grande
maioria de estudos que sdo desenvolvidos envolvendo animais sejam feitos no prazo de 90
dias, estudos que envolvam periodos mais longos de observacdo devem ser providenciados, a
fim de que se constate, mais a longo prazo, como se déd a resposta tecidual, uma vez que estas
esferas deverdo permanecer nas cavidades humanas por muitos anos.

Ou seja, o presente estudo abre novas oportunidades de pesquisas que terdo como
foco definir de forma incontestavel se esferas compostas por silicone no estado gelatinoso

devem substituir os materiais rigidos para reparacao da cavidade anoftdlmica.
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6 CONCLUSAO

Frente as condi¢des experimentais empregadas e apds os resultados obtidos e
andlises realizadas, foi possivel concluir que esferas de silicone implantadas em cavidade
orbitdria eviscerada de coelhos resultam em boa resposta clinica, ndo interferindo com a saide
geral dos animais receptores, assim como com auséncia de sinais desfavordveis no local de
implantacao.

1. o exame ultrassonografico mostrou ser um bom método diagnéstico para
avaliacdo do material implantado na cavidade anoftdlmica, sendo possivel observar a posicao
das esferas, assim como formacao de cole¢des ou processo inflamatério ao redor dos mesmos;

2. a andlise histolégica dos espécimes mostrou que as esferas de silicone
promovem reparacao cicatricial por tecido conectivo, com formacao de pseudocapsula ao seu
redor;

3. a andlise morfométrica apontou para a superioridade das esferas de silicone
gelatinosas, as quais apresentaram menor reacdo inflamatdria e menor formagdo de

pseudocépsula que as esferas de silicone em estado rigido.

Sendo assim, os autores concluem que as esferas de silicone gelatinosas podem

ser Uteis para a reparacdo de cavidades anoftdlmicas.
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